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OZNACZENIA 

AIP – adiabatyczny potencjał jonizacyjny (Adiabatic Ionization Potential) 

BDE – entalpia dysocjacji wiązania (Bond Dissociation Enthalpy) 

BSSE – błąd superpozycji bazy (Basis Set Superposition Error) 

COSMO – model solwatacyjny (Conductor-like Screening Model) 

CP – metoda zwana Couterpoint Method 

C-PCM – model solwatacyjny (Conductor-Polarizable Continuum Model) 

CR – cis-resweratrol 

DHS – dihydroksystilben 

DNP – podwójna numerycznie baza z funkcjami polaryzacyjnymi (Double Numeric Basis Set 
with Polarization Functions) 

ET – mechanizm transferu elektronu (Electron Transfer) 

HAT – mechanizm transferu atomu wodoru (Hydrogen Atom Transfer) 

HF – metoda Hartree`a-Focka 

HOMO – najwyższy nieobsadzony orbital molekularny (Highest Occupied Molecular Orbit-
al) 

MP2 – drugi rząd rachunku perturbacyjnego Møllera-Plesseta 

MP4 – czwarty rząd rachunku perturbacyjnego Møllera-Plesseta 

PC – piceatannol 

PDE – entalpia dysocjacji protonu (Proton Dissociation Enthalpy) 

PES – powierzchnia energii potencjalnej (Potential Energy Surface) 

PT – mechanizm transferu protonu (Proton Transfer Mechanism) 

RR – reduktaza rybonukleotydowa 

THS – trihydroksystilben 

TR – trans-resweratrol 

TS – stan przejściowy (Transition State) 

ZPE – energia drgań zerowych (Zero-Point Energy) 

ZPVC – poprawka wibracyjna punktu zerowego (Zero-Point Vibrational Correction)
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1. WSTĘP 

1.1. Występowanie stilbenoidów w przyrodzie i ich charakterystyka ogólna  

Badania ostatnich lat dowodzą, że istnieje ścisły związek pomiędzy konsumpcją owo-

ców i warzyw, a ich wpływem na zdrowie człowieka. Udowodniono, że dieta bogata w te 

produkty zmniejsza ryzyko chorób układu krążenia, zachorowalność na nowotwory i – w 

efekcie – umieralność. Wykazano, że wiele różnych związków chemicznych występujących 

w przyrodzie jest odpowiedzialnych za prewencyjne i lecznicze działanie owoców i warzyw. 

Wśród nich największą aktywność biologiczną wykazują flawonoidy oraz stilbenoidy. Jest to 

szeroka klasa związków, która wykazuje silną aktywność biologiczną i medyczną. Stilbeno-

idy należą do substancji będących pochodnymi hydroksylowymi stilbenu, który w przyrodzie 

występuje głównie w formie stereoizomeru trans. Zaliczamy do nich izoflawony, ligniny, 

kumestany i polifenole. Podstawowym elementem strukturalnym stilbenoidów jest szkielet 

trans-stilbenowy oraz grupy hydroksylowe w dwóch pierścieniach fenylowych. Układ winy-

lowy zapewnia pełną koniugację pierścieni fenylowych. Do najbardziej znanych polifenoli 

stilbenowych pochodzenia naturalnego należą: TR, CR, trans- i cis-piceid, pinosylwina, PC, 

rapontygenina oraz pterostilben (Rys. 1.1.1.). W Tabeli 1.1.1. podano główne źródła TR oraz 

innych stilbenoidów występujących w przyrodzie, a także w produktach żywnościowych. 

Główne źródła tych związków to: winogrona, orzechy ziemne, owoce morwy oraz różne ga-

tunki borówek. Ostatnie doniesienia wskazują na obecność stilbenoidów w skórce pomidora 

[1] i w wyciągach z ciemnej czekolady [2]. Jako ciekawostkę można podać fakt, że niektóre 

triacylowe pochodne polifenoli stilbenowych wyizolowano z czerwonej gąbki (Kirkpatrickia 

variolosa i Myxillideae). Stilbenoidy odkryto również w szyszkach chmielu [3], w których 

zawartość TR określono na poziomie 5-16 mg/kg, natomiast zawartość trans-piceidu na po-

ziomie 4-9 mg/kg. Spośród wszystkich stilbenoidów najwięcej doniesień dotyczy TR – 

związku o najwyższej aktywności biomedycznej, który obecnie przeżywa renesans zaintere-

sowania wielu grup badawczych na całym świecie. 
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Rys. 1.1.1. Polifenole stilbenowe naturalnego pochodzenia: a) trans-resweratrol (TR), b) cis-
resweratrol (CR), c) trans-piceid, d) cis-piceid, e) pinosylwina, f) piceatannol (PC), g) rapon-
tygenina, h) pterostilben 

TR (trans-4`,3,5-trihydroksystilben, 5-[(1E)-2-4-hydroksyfenylo)winylo]benzeno-1,3-

diol, Rys. 1.1.1.a) jest białą, krystaliczną substancją, bardzo słabo rozpuszczalną w wodzie 

(rozpuszczalność w temp. 298,2 K wynosi 0,000387g/100g H2O), natomiast bardzo dobrze 

rozpuszczalną w etanolu (rozpuszczalność w temp. 298,2 K wynosi 85,118g/100g etanolu), 

DMSO oraz dimetyloformamidzie [4] Uzyskane wyniki dowodzą, że TR jest substancją w 

dużym stopniu hydrofobową, której rozpuszczalność w wodzie jest nawet mniejsza od roz-

puszczalności fenolu (9,2 g/100g H2O w temp. 298 K). TR łatwo ulega fotoizomeryzacji do 

stereoizomeru cis (Rys. 1.1.1.b). Ponadto izomer trans charakteryzuje się fluorescencją, pod-

czas gdy cis praktycznie nie fluoryzuje. Izomer trans charakteryzuje się też dużą niestabilno-

ścią termiczną i już w temperaturze pokojowej może ulec termoindukowanej izomeryzacji, 
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prowadzącej do stereoizomeru cis. Ponadto wykazano, że w środowisku o wysokim pH, TR 

bardzo łatwo ulega przekształceniu w CR [5]. Przeprowadzone badania dowodzą, że istnieje 

różnica w aktywności biologicznej stereoizomerów cis i trans, przy czym TR jest bardziej 

aktywną formą [6,7]. Badania pozostałych stilbenoidów również wykazały, że stereoizomery 

trans wykazują inną aktywność biologiczną, niż stereoizomery cis. Na przykład: TR ma 

większe zdolności do indukowania apoptozy w leukocytach HL-60 niż CR [6] oraz jest sil-

niejszym inhibitorem cyklooksygenazy (COX-1) w porównaniu z CR [7]. Bazując na danych 

spektroskopowych, otrzymanych dla TR w roztworze etanolowym stwierdzono, że związek 

ten wykazuje maksymalną absorbancję przy 308 nm, podczas, gdy cis-stereoizomer przy 288 

nm. Następnie rozdzielono te stereoizomery za pomocą metody HPLC (High Performance 

Liquid Chromatography). Wykonując badania spektroskopowe w roztworze wodnym i etano-

lowym stwierdzono, że TR wykazuje największą absorpcję promieniowania UV w etanolu. 

Ponadto na podstawie wykonanego widma NMR stwierdzono znaczące różnice w przesunię-

ciu pików, co pozwoliło rozróżnić badane stereoizomery [8]. Trela oraz Waterhouse [9] zba-

dali stabilności TR w różnych warunkach fizykochemicznych. Stwierdzili, że TR jest trwały 

przy braku światła i w roztworze buforu o wysokim pH. Autorzy wykazali również, że izomer 

cis jest szczególnie wrażliwy na światło, ale pozostaje wyjątkowo stabilny przechowywany 

przez 35 dni w ciemności w roztworze etanolu. Badania ujawniły również, że niskie pH przy-

czynia się do izomeryzacji cis w trans. Deak i Falk [8] studiowali trwałość i fotochemię ste-

reoizomerów resweratrolu. Ich badania pokazały, że TR jest trwalszy od izomeru cis o około 

11 kcal/mol. Natomiast obliczona bariera rotacyjna dla tych związków wynosiła około 14 

kcal/mol. W pracy tej również wyznaczono stałe dysocjacji TR, odpowiadające deprotonacji 

poszczególnych protonów z grup hydroksylowych. Wartości pKa (ujemny logarytm dziesiętny 

ze stałej dysocjacji kwasowej) otrzymane dla monoanionu oraz dianionu wynosiły odpowied-

nio 9,3 i 10,0. Na postawie tych wartości autorzy jednoznacznie dowiedli, że proton z grupy 

4`-OH jest najbardziej kwasowy. Stwierdzono również, że dominującą formą resweratrolu w 

surowcach naturalnych jest izomer trans, natomiast obecność w czerwonym winie stereoizo-

meru cis może być związana z występowaniem enzymów powstających podczas fermentacji, 

które katalizują konwersję trans–cis. Autorzy sugerują również, że stereoizomer cis może być 

uwalniany w wyniku powolnego rozkładu oligomerów resweratrolu. W ostatnich latach opra-

cowano metody pozwalające na wyodrębnienie TR z ekstraktów roślinnych. Okazało się, że 

metoda HPLC [10], HPTLC [11] oraz chromatografia gazowa (GC – Gas Chromatography) 

[12] są najbardziej adekwatne do tego celu, ponieważ ekstrakty, oprócz resweratrolu, zawiera-
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ją szereg innych stilbenoidów oraz ich kompleksy z cukrami i garbnikami. Głównie stosowa-

no metodę HPLC z kolumną zawierającą odwróconą fazę oraz detektor promieniowania UV. 

Metoda ta jest szczególnie zalecana, gdyż możemy za jej pomocą rozdzielić nie tylko miesza-

ninę, ale również oznaczyć jej skład na podstawie różnic wartości absorbancji składników 

mieszaniny. Wykazano również że użycie spektrometrii masowej, fluorymetrii oraz metod 

elektrochemicznych zdecydowanie poprawia możliwości detekcji pochodnych resweratrolu w 

złożonych mieszaninach. 

Chemicznie TR powstaje na drodze przemian kwasu cynamonowego. Podobny szlak 

syntezy występuje w obszernej klasie związków zwanych flawonoidami. Zasadniczym eta-

pem syntezy TR jest kondensacja cząsteczki p-kumarylo-CoA i trzech cząsteczek malonylo-

CoA [13]. Reakcja ta jest katalizowana przez syntazę resweratrolu. W zależności od budowy 

wyjściowego substratu mogą powstawać różne pochodne hydroksylowe trans-stilbenu. Po-

wstałe na kolejnych etapach syntezy związki mogą ulegać następnie reakcjom glukozydacji, 

metylacji i kondensacji, w wyniku której powstają oligomeryczne pochodne TR, zwane wini-

ferynami [14]. Ostatnie badania pokazują, ze TR może tworzyć dimery, trimery, a nawet te-

tramery i pentamery [15-17]. Spośród nich najważniejsze to: pallidol, trans-ε-winiferyna, α-

winiferyna (suffruticosol B), cis-ε-winiferyna, trans-δ-winiferyna-A, trans-δ-winiferyna-B 

oraz gnetina H (Rys. 1.1.2.). Związki te występują głównie w skórkach czerwonych winogron 

i czerwonym winie oraz w owocach Vitis vinifera. 

W surowcach roślinnych występują też różnorodne glikozydy TR. Na szczególną uwagę 

zasługują O-glukozydy i O-fruktozydy. Z rośliny Hopea atilis C udało się także wyizolować 

glukozyd resweratrolu [15]. Spośród wszystkich glukozydów najwięcej doniesień literaturo-

wych dotyczy silnie bioaktywnego trans-piceidu (Rys. 1.1.1.c) – jednego z aktywnych skład-

ników czerwonych win [16,17]. W winogronach czerwonych piceid występuje również w 

formie izomeru cis (Rys. 1.1.1.d). W winogronach odmiany Casteao uprawianej w Portugalii 

zawartość w suchej skórce trans- i cis-piceidu wynosiła odpowiednio 67,24 i 58,90 mg/kg, co 

stanowiło prawie trzykrotnie większą zawartość, niż TR. Bardzo bogatym źródłem trans-

piceidu jest też sok winogronowy. Stężenie tego glukozydu w soku z czerwonych winogron 

jest około 20-krotnie wyższe, niż w soku z białych winogron [18]. Sok z ciemnych winogron 

zawiera średnio 3,38 mg/L TR, podczas gdy cis-piceidu jest ok. 0,18 mg/L [18]. Z dotychcza-

sowych badań wynika, że najbogatszym źródłem TR jest korzeń rdestowca ostrokończystego 

(Reynoutria japonica). Oprócz TR i CR w korzeniu tej rośliny występuje cis- i trans-piceid 

oraz 4`-O-glukozyd TR. Badania Burnsa i wsp. [19] pokazały, że w naparze przygotowanym 
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z tej rośliny znajduje się ok. 974 mg całkowitego resweratrolu w postaci aglikonu i glukozy-

du. Po raz pierwszy TR wyizolowano w 1939 roku z rośliny Veratrum grandiflorum [20]. W 

1976 roku odkryto go w winie gronowym i owocach Vitis vinifera w trakcie badań nad odpo-

wiedzią rośliny na infekcję grzybową [21]. Późniejsze badania doprowadziły do oznaczenia 

stężenia TR w skórce winogron i różnych gatunkach win. Wykazano, że stężenie tego związ-

ku w winie jest w zakresie od 0,2 mg/L do 10,6 mg/L, przy czym dokładna wartość zależy od 

rodzaju winogron [20]. Praca Juan [23] pokazała, że w winach Merlot stężenie TR może osią-

gać nawet wartość 7,74 mg/L. W porównaniu z winem czerwonym, białe zawiera mniejsze 

stężenie TR i jego pochodnych. Przykład: suma stilbenoidów w próbkach z białych winogron 

wynosi średnio 0,49 mg/L, a w próbkach z czerwonych winogron 4,73 mg/L [23]. Przy 

umiarkowanym spożyciu wina (150-200 mL) dziennie możemy przyswoić 0,627-2,75 mg TR 

i jego pochodnych znajdujących się w czerwonych winach z Hiszpanii [24] lub około 3 mg 

tego związku wraz z winem pochodzącym z Portugalii [25]. 

Badania pokazały, że TR jest transportowany do żywych komórek w postaci łatwo roz-

puszczalnego w wodzie 3-O-glukuronianu, który następnie w cytoplazmie komórkowej pod 

wpływem glukuronidazy ulega hydrolizie enzymatycznej do obojętnej formy TR oraz kwasu 

glukuronowego [26-28]. Uważa się, że formą posiadającą aktywność farmakologiczną jest 

wolny resweratrol, natomiast glukuroniany tego stilbenoidu uznaje się za nieaktywne, chociaż 

istnieją doniesienia o możliwym biologicznym działaniu takich połączeń. Aumont i wsp. [26] 

wykazali po raz pierwszy, że TR w komórkach wątrobowych u szczurów łatwo ulega bio-

transformacji do glukuronianu. W ich eksperymencie komórki z wątroby szczura zostały 

wprowadzone do roztworu zawierającego TR oraz kompleks 5`-difosforanu(V) urydyny i 

kwasu glukuronowego. Na podstawie wyników uzyskanych za pomocą wysokowydajnej 

chromatografii cieczowej (HPLC) wydzielono główny produkt metabolizmu. Widmo masowe 

potwierdziło, że metabolitem tym jest glukuronian TR, w którym reszta kwasu glukuronowe-

go jest związana z atomem O3 [30]. Co więcej, badania przeprowadzone przez Meng i wsp. 

[27] wykazały, że w próbce osocza pobranego od szczura, któremu podano TR, 90% z całko-

witej ilości tego związku występuje w postaci glukuronianu. TR jest również metabolizowany 

do siarczanów(VI) w komórkach na drodze sulfonowania. W wyniku tego procesu powstają 

siarkowe metabolity, m.in. sulfonian i siarczan(VI) TR, które wykazują bardzo dobrą roz-

puszczalność w płynach ustrojowych. Badania Wenzel i wsp. [28] udowodniły, że obok glu-

kuronianu, metabolity TR stanowią mono-, di- oraz trisiarczany(VI). Jednakże badania ekspe-

rymentalne wykazały, że glukuronacja dominuje nad sulfonowaniem w szlaku metabolicznym  
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TR. W Tabeli 1.1.2. przedstawiono podsumowanie najważniejszych farmakokinetycznych i 

farmakologicznych badań nad TR.  

Pierwsze badania materiału biologicznego w kontekście przemian metabolicznych TR 

przeprowadzili Juan i wsp. [23]. Po podaniu szczurom izomeru trans (2 mg/kg), po 15 min. 

jego stężenie w osoczu wynosiło 0,175 mg/L. W innym badaniu, po podaniu szczurom tej 

samej ilości TR po 10 min. osiągał on stężenie maksymalne 550 ng/mL, a oznaczany był jesz-

cze 60 min. po podaniu. Absorpcję, biodostępność i metabolizm TR u ludzi badali Walle i 

wsp. [29], podając doustnie zdrowym ochotnikom znakowany 14C–TR w dawce 25 mg. Po 

godzinie oznaczyli maksymalne stężenie tego polifenolu we krwi (491 ng/mL). Badanie me-

chanizmów wchłaniania w jelitach TR jest konieczne do sprawdzenia, czy związek ten może 

być użyty w farmakoterapii i farmakokinetyce. Podejmowano wiele prób w celu wyjaśnienia 

tego procesu [30,31]. Pionierskie badania zapoczątkowane przez Andlauera i wsp. [30] wyka-

zały, że TR w kosmkach jelitowych ulega bardzo szybkiemu wchłanianiu i następnie biotrans-

formacji do glukuronianu. Do ciekawych wyników doszli Henry i wsp. [31], badając wchła-

nianie TR przez ludzką rodzinę komórek Caco-2. Badania te udowodniły, że TR niezwykle 

łatwo ulega wchłonięciu przez szczytową część tej komórki i jest metabolizowany do po-

chodnej kwasu glukuronowego i siarkowego (VI). Natomiast do wnętrza komórki jest trans-

portowany na zasadzie dyfuzji biernej. Stosując TR z podstawieniem izotopowym 3H wyka-

zano, że wątroba w organizmie człowieka jest głównym organem, w którym następuje prak-

tycznie całkowita biotransformacja TR. Głównym metabolitem jest glukuronian, choć u 

szczurów oznaczono też monosiarczany oraz aglikon. Dwa stereoizomery resweratrolu inku-

bowane in vitro z ludzkimi mikrosomami wątrobowymi ulegały glukuronidacji do 3-O oraz 

4`-O-glukuronianu resweratrolu [37]. Powstawanie tych koligatów jest katalizowane przez 

UDP-glukuronylotransferazę. Badanie mechanizmu glukuronidacji pokazało, że jest to proces 

wysoce stereoselektywny. Izomer cis resweratrolu jest metabolizowany znacznie szybciej (5-

10 razy), niż jego izomer trans, a preferencja obu reakcji dotyczy głownie pozycji 3. Główną 

formą glukuronylotransferazy, która katalizuje glukuronidację izomeru trans jest UGT1A1, a 

izomeru cis – UGT1A6. Badania farmakokinetyczne miały na celu wyznaczenie stężenia TR 

w komórkach serca, wątroby i nerek. Otrzymane wyniki sugerują, że związek ten po szybkim 

wchłonięciu do krwi w jelicie cienkim ulega głównie akumulacji w komórkach wątrobowych 

i nerkowych. W badaniach tych wykorzystano parametr UAC – Urinary Albumin Concentra-

tion, jako miarę czasowego działania leku w środowisku komórkowym oraz osoczu. Najwięk-

szą wartość tego wskaźnika otrzymano dla osocza i płynu komórkowego tkanek pobranych z 
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nerek i wątroby. Uzyskane wyniki pokazują, że TR jest szybko wchłaniany i rozprowadzany 

w sercu, wątrobie i nerkach, a następnie sprawnie usuwany przez nerki i wraz z żółcią [32]. 

Rys. 1.1.2. Struktury oligomerów TR: a) trans-ε-winiferyna, b) cis-ε-winiferyna, c) trans-δ-
winiferyna-A, d) trans-δ-winiferyna-B, e) α-winiferyna (suffruticosol B), f) pallidol, g) gneti-
na H 
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W winie stwierdzono też obecność w dużym stężeniu hydroksylowej pochodnej TR, a 

mianowicie PC. Ribeiro de Lima i wsp. [25] pokazali, że stężenie tego związku w winach 

francuskich jest blisko trzykrotnie większe od stężenia TR i wynosi ok. 13,1 mg/L. W winie 

zidentyfikowano też trans-astringinę (3-β-O-glukozyd PC, Rys. 1.1.3.a) oraz oligomery TR: 

δ-winiferynę, ε-winiferynę, pallidol oraz tetramer ─ hopeafenol [33]. Powstawanie stereo-

izomeru cis jest najprawdopodobniej spowodowane izomeryzacją TR, zachodzącą podczas 

dojrzewania wina. Szczegółowy rozkład stężeń trans- i CR oraz trans- i cis-piceidu w winach 

z Francji i Portugalii przedstawiono w Tabeli 1.1.3. 

a 

b 

c 

Rys. 1.1.3. β-O-glukozydy TR, PC i 3-O-glukuronian TR: a) trans-astringina, b) TR-4`-β-O-
glukopiranozyd, c) 3-O-glukuronian TR 

Z występowaniem TR w czerwonym winie jest bezpośrednio związany tzw. „paradoks 

francuski”, opisany po raz pierwszy w 1992 roku [34], w związku z kardioprotekcyjną aktyw-

nością TR. Paradoks francuski, to anomalne zmniejszenie chorób serca i układu krążenia u 

osób, które regularnie piją czerwone wino, mimo codziennej diety dość bogatej w tłuszcze. 

Efekt ten przypisano obecności TR, PC i flawonoidów – składników czerwonego wina i ich 

aktywności antyoksydacyjnej. Paradoksalnym wydaje się być fakt, że pomimo jedzenia tłu-

stych potraw i jednoczesnego spożywania czerwonego wina przez Francuzów, ich zachoro-
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walność na arteriosklerozę jest bardzo mała. Skłania to do wysunięcia przypuszczenia, że 

czerwone wino daje Francuzom szczególną ochronę przed tą chorobą. Bertelli i wsp. [35] 

przeanalizowali, w jaki sposób zawartość TR w czerwonym winie wpływa na jego zdolność 

do zapobiegania powstawaniu wolnych rodników hydroksylowych. Badaniom poddano re-

gionalne czerwone wino o dużej zawartości tego polifenolu oraz wino o jego mniejszej zawar-

tości. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentów stwierdzono, że to pierwsze charakte-

ryzowało się znacznym działaniem antyoksydacyjnym. Wyniki te sugerują, że TR jest istot-

nym składnikiem aktywnym czerwonych win, hamującym powstawanie wolnych rodników, 

zwłaszcza hydroksylowych. 

Oprócz czerwonego wina, innym źródłem TR są orzeszki ziemne. W warunkach natu-

ralnych największe stężenie TR występuje w niedojrzałym bielmie nasion. Na podstawie ba-

dań przeprowadzonych przez Sanders i wsp. [36] należy wnioskować, że nieprzetworzone 

orzechy ziemne zawierają 0,02-1,79 μg/g TR. Pozbawione łupiny, gotowane orzechy charak-

teryzują się największą ilością tego związku (5,138 μg/g) [37]. Co więcej, Ibern-Gomez i 

wsp. [38] oznaczyli zwartość TR w maśle orzechowym na poziomie 0,27-0,75 μg/g. Ostatnio 

przeprowadzone badania Lyons i wsp. [39] pokazały, że innym źródłem TR w przyrodzie są 

borówki. Stwierdzono, że największa zawartość tego związku występuje w północnoamery-

kańskiej borówce wysokiej (0,006 ng/g świeżej masy) oraz borówce czernicy (0,003 ng/g 

świeżej masy). Badania Rimando i wsp. [40] wykazały, że nie tylko TR jest składnikiem bo-

rówek. Również pterostilben i PC są obecne w tych owocach na poziomie 138-422 ng/g. Mi-

mo, że zawartość TR i jego pochodnych jest zdecydowanie mniejsza, niż w czerwonych wi-

nach, czy skórkach winogron, owoce borówki stanowią wartościowe źródło stilbenoidów. 

Stąd są one owocami o cennych właściwościach leczniczych. 

PC, czyli trans-3,4,3`,5`-tetrahydroksystilben, piceatannol lub astringenina (Rys. 

1.1.1.f) jest oprócz TR jednym z najlepiej poznanych stilbenoidów występujących w przyro-

dzie. Jego główne źródła występowania to: trzcina cukrowa, czarne jagody, borówki, orzeszki 

ziemne, czerwone wina oraz skórka czerwonych winogron [41]. Po raz pierwszy został wy-

izolowany z rośliny Euphorbia lagascea [42] w 1984 roku. Roślina ta jest stosowana w me-

dycynie ludowej jako lek na choroby nowotworowe oraz brodawki. PC jest syntezowany w 

roślinie w odpowiedzi na atak grzybów, działanie światła ultrafioletowego oraz infekcję bak-

teryjną [50]. Wzmożoną syntezę PC zaobserwowano również podczas dojrzewania winogron 

oraz w trakcie fermentacji wina, zachodzącej pod wpływem β-glukozydazy, wytwarzanej 

przez bakterie aneorobowe [43]. PC został również wyizolowany z azjatyckiej rośliny strącz-
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kowej Cassia garrettiana, pochodzącej z Azji [44]. Ostatnio przeprowadzone badania rzuciły 

światło na występowanie i mechanizm powstawania PC w żywych komórkach. Wykazano, że 

związek ten jest jednym z głównych metabolitów TR, powstających w cytochromie P450 przy 

współudziale enzymów 1A2 oraz 1B1. W jednym z badań, w których wykorzystano mikro-

somy z komórek wątroby człowieka dowiedziono, że głównym metabolitem TR jest właśnie 

PC. Ponadto badania te pokazały, że szybkość tej biotransformacji jest bardzo duża, co po-

twierdzają jej parametry kinetyczne Km = 21 μM oraz vmax = 86 pmol-1mg-1 [45]. Potter i wsp. 

[46] badali mechanizm powyższej reakcji, wykorzystując w eksperymentach ludzkie limfo-

balsty, wyposażone w cytochrom P450.. Z badań wynika, że procesowi temu towarzyszy po-

wstawanie dwóch kolejnych tetrahydroksylowych pochodnych trans-stilbenu. Wyniki tych 

prac eksperymentalnych prowadzą do wniosku, że TR może być potencjalnym lekiem, który 

działa jako substancja generująca inne stilbenoidy o właściwościach leczniczych. 

Pinosylwina (trans-3`,5`-dihydroksystlilben) to jeden z najlepiej poznanych stilbeno-

idów, który ma zdolność ochrony przed rozmaitymi infekcjami. Ten stilbenoid jest głównym 

składnikiem ekstraktów wydzielonych z różnych części sosny oraz eukaliptusa [47]. Najwięk-

sze stężenie pinosylwiny zostało zaobserwowane w igłach sosny w odpowiedzi na infekcje. 

Możemy stąd wnioskować, że pinosylwina jest substancją chroniącą kambium sosny przed 

szkodliwymi bakteriami, wirusami oraz grzybami. Kilka prac jednoznacznie pokazało, że 

pinosylwina chroni różne fragmenty sosny i drzew okrytonasiennych przed chorobami oraz 

procesami próchniczymi [48]. W szczególności wykazano, że stilbenoid ten jest efektywnym 

inhibitorem próchnicy w próbkach drewna wyodrębnionego z osiki i brzozy, w przeciwień-

stwie do TR, który w tym samym stężeniu, co pinosylwina wykazywał zdecydowanie słabsze 

działanie antypróchnicze. 

Rapontygenina (trans-3,3`,5-trihydroksy-4-metoksystilben) jest kolejnym stilbenoidem, 

który jest obecnie intensywnie badany pod kątem jego aktywności antyoksydacyjnej, antyno-

wotworowej, antyalergicznej, przeciwzapalnej oraz jako substancja wspomagająca układ krą-

żenia [49]. Głównym źródłem rapontygeniny jest rabarbar, który był stosowany w medycynie 

chińskiej z uwagi na jego silne działanie przeczyszczające i przeciwzapalne. Silniejsze dzia-

łanie lecznicze wykazuje glukozyd rapontygeniny – rapontycyna, która jest stosowana w le-

czeniu syndromu Oketsu, objawiającego się niewydolnością krążenia, dolegliwościami bólo-

wymi oraz chronicznymi stanami zapalnymi [50]. Rapontygenina była również rekomendo-

wana, jako potencjalny lek stosowany przeciwko alergiom [51]. 
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W ostatnich latach obiektem intensywnych badań stał się pterostilben (trans-3,5-

dimetoksy-4`-hydroksystilben) z uwagi na jego silną aktywność biologiczną. W szczególno-

ści, w kilku pracach, autorzy pokazali, że substancja ta posiada zdolność obniżania stężenia 

glukozy w surowicy oraz indukowania apoptozy komórek nowotworowych. Stilbenoid ten 

jest aktywnym składnikiem czarnej jagody, szyszek chmielu, rośliny Botrytis vinifera oraz 

niedojrzałych jagód odmiany Pinot i Gamay [40]. Rimando i wsp. [40] pokazali, że w jago-

dach rodzaju Vaccinium, pterostilben występuje w stężeniu wynoszącym 99-520 ng/g suchych 

owoców. Duże stężenie tego związku obserwowane jest w skórkach winogron odmiany Xa-

rello, natomiast mała ilość pterostilbenu znajduje się w ekstrakcie z liści winogron. Należy 

podkreślić, że w porównaniu z innymi polifenolami związek ten nie występuje w czerwonym 

winie [52], stanowi natomiast główny polifenolowy składnik darkchasavey – tradycyjnego 

napoju spożywanego przez Hindusów w celu ochrony organizmu przed chorobami serca i 

innym dolegliwościami [53]. Ponadto, związek ten znajduje się w drzewie Pterocarpus mar-

supiu, którego kambium stosowane jest jako naturalny lek przeciw cukrzycy. Warto przy tym 

zaznaczyć, że pterostilben został po raz pierwszy wyizolowany z tej rośliny. Również kora 

łodygi Guibourtia tessmani zawiera ten związek i jest stosowana w afrykańskiej ludowej me-

dycynie, jako lek na różne dolegliwości. 

1.2. Właściwości przeciwutleniające, przeciwlipemiczne i kardioprotekcyjne TR oraz 

innych stilbenoidów 

Reaktywne formy tlenu, to indywidua chemiczne zawierające w swoim składzie atomy 

tlenu z niesparowanym elektronem i inne pochodne tlenu tripletowego, łatwiej wchodzące w 

reakcje, niż tlen cząsteczkowy. Reaktywne formy tlenu powstają jako naturalny produkt me-

taboliczny i odgrywają rolę sygnalizatorów komórkowych. Jednakże w czasie stresu oksyda-

cyjnego ilość tych form może drastycznie wzrosnąć, powodując degradację organelli komór-

kowych. W takiej sytuacji następuje zwiększenie ekspresji genów kodujących enzymy – kata-

lazy i dysmutazy ponadtlenkowej. Organizm człowieka dysponuje sprawnym systemem chro-

niącym komórki przed stresem antyoksydacyjnym. Składa się on głównie z przeciwutleniaczy 

endogennych, czyli enzymów: katalazy, peroksydazy oraz dysmutazy, spośród których naj-

większe znaczenie ma dysmutaza ponadtlenkowa oraz peroksydaza glutationowa. Bardzo 

ważną rolę w zmniejszaniu uszkodzeń komórkowych, wywołanych przez wolne rodniki, od-

grywają przeciwutleniacze pochodzenia naturalnego. Należą do nich głównie związki polife-
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nolowe, flawonoidy, witaminy C i E oraz karotenoidy. Badania potwierdzają silną aktywność 

przeciwutleniającą polifenoli zawartych w zielonej herbacie oraz w czerwonych winogronach. 

W ostatnich latach szczególną uwagę zwrócono na TR. Badania te w sposób jedno-

znaczny udowodniły aktywność antyoksydacyjną tego związku na poziomie komórkowym w 

testach in vivo oraz in vitro [54,55]. Pokazano, że aktywność biologiczna jest zdeterminowana 

płaską budową szkieletu trans-stilbenowego obojętnego związku oraz jego form rodniko-

wych, a także obecnością grup hydroksylowych w pierścieniach aromatycznych. Co więcej – 

udowodniono, że obecność wiązania winylowego zapewnia efektywną delokalizację niespa-

rowanego elektronu w rodnikach fenoksylowych. Efektem koniugacji między dwoma pier-

ścieniami jest istnienie dużej ilości struktur rezonansowych, co przekłada się na zwiększenie 

trwałości rezonansowej rodników TR. Wykazano także, że grupa hydroksylowa zawarta w 

pozycji para ma decydujące znaczenie w zmiataniu wolnych rodników, gdyż wiązanie O-H w 

tej pozycji jest najmniej trwałe [56]. W efekcie jest ono bardzo podatne na homolityczny roz-

pad w interakcji z wolnymi rodnikami. Francuzi w porównaniu z innym populacjami rzadziej 

zapadają na choroby sercowo-naczyniowe. Pozytywny wpływ TR na spadek tych chorób mo-

że być wynikiem dezaktywacji wolnych rodników, działania ochronnego wobec oksydacji 

cholesterolu LDL (Low Density Lipoproteid), a także modyfikacji przemian tłuszczowych. 

Wśród wielu procesów prowadzących do powstania miażdżycy istotną rolę odgrywa wspo-

mniane utlenianie LDL oraz lipidów, stanowiących główny składnik błon białkowo-

lipidowych. Szkodliwe rodniki na poziomie komórkowym indukują peroksydację tłuszczów, 

w wyniku czego powstają szkodliwe nadtlenki alkilowe kwasów tłuszczowych, które bezpo-

średnio uszkadzają śródbłonek małych naczyń krwionośnych, uruchamiając tym samym ka-

skadę reakcji prowadzących do powstawanie zmian miażdżycowych. 

W 1993 roku Frankel i wsp. [57] donieśli po raz pierwszy o właściwościach antyoksy-

dacyjnych resweratrolu wobec peroksydacji LDL katalizowanej przez jony Cu(II). Ich bada-

nia dowiodły, że TR wykazuje zdolność do neutralizacji wolnych rodników generowanych w 

obecności jonów Cu(II) oraz ich chelatowania. Ta ostatnia właściwość dla izomeru cis reswe-

ratrolu wynosi około połowy aktywności izomeru trans, podczas gdy oba stereoizomery są 

podobnie skuteczne, jako zmiatacze wolnych rodników w systemach biologicznych. Wykaza-

no również, że związek ten działa na etapie inicjacji i progresji procesu peroksydacji mikro-

somalnej silnie zależnej od obecności jonów Fe(III). W przeciwieństwie do poprzednich ba-

dań, w tym przypadku wykazano, że TR nie ma zdolności do chelatowania jonów Fe(III). 

Również Miura i wsp. [58] udowodnili, że TR hamuje peroksydację lipidów katalizowaną 
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przez jony Fe(III), co sugeruje jednoczesne działanie anty- i prooksydacyjne. Formy jonowe 

żelaza biorą udział w reakcjach transferu elektronu, co powoduje, że ten metal jest grupą pro-

stetyczną enzymów katalizujących reakcje redoks, w wyniku których mogą tworzyć się wolne 

rodniki. Frémont i wsp. [59] wykazali, że związek ten efektywnie zapobiegał oksydacji lipi-

dów wywołanej jonami metali w mikrosomach oraz lipoprotein występujących w LDL. W 

pracy tej badano również wpływ obecności witaminy C na aktywność antyoksydacyjną TR. 

Okazało się, że kombinacja tych dwóch substancji jest bardziej skuteczna w ochronie komó-

rek, niż każdy z przeciwutleniaczy osobno. Antyoksydacyjna aktywność TR ujawnia się także 

w procesie rozpadu DNA, indukowanego przez ten polifenol i jony Cu(II). Fukuhara i Miyata 

[60] po raz pierwszy pokazali, że TR wiąże się z DNA oraz, że rozpad DNA jest uwarunko-

wany obecnością jonów Cu(II), tlenu i obojętnym pH. Natomiast w warunkach beztlenowych, 

nawet zwiększenie stężenia TR nie miało wpływu na szybkość rozpadu DNA. Późniejsze ba-

dania Fukuhary i wsp. [61] wykazały, że w obecności TR i jonów Cu(II) generowane są rod-

niki hydroksylowe, które uczestniczą w procesie degradacji DNA. Ponadto stwierdzono, że 

TR wykazuje zdolność do tworzenia trwałych kompleksów z tymi jonami. Kompleksy te z 

kolei mogą uczestniczyć w procesie generowania innych wolnych rodników. Wykazano tak-

że, że TR w roztworze zwierającym kwas askorbowy i glutation nie wykazuje zdolności do 

zwiększania stężenia rodnika hydroksylowego, który jest generowany przez połączenia TR z 

jonami Cu(II). Ostatnie badania wykazały, że stilbenoid ten w stężeniu 10 μM znacząco sty-

muluje rozpad nici DNA indukowany przez układ 5`-difosforan(V) adenozyny-Fe3+ w obec-

ności nadtlenku wodoru. Znaczący wkład w zrozumienie aktywności antyoksydacyjnej TR 

wniosły badania Zini i wsp. [62]. Sugerują oni, że istnieją trzy różne mechanizmy antyoksy-

dacyjne dla tego związku:  

1. Kompetencyjny mechanizm z koenzymem Q, prowadzący do zmniejszania liczby pro-

cesów biochemicznych, generujących reaktywne formy tlenu. 

2. Mechanizm prowadzący do neutralizacji anionorodnika ponadtlenkowego, powstające-

go głównie w mitochondriach. 

3. Mechanizm inhibicji peroksydacji lipidów, indukowanej przez reakcję Fentona. 

Do zrozumienia aktywności antyoksydacyjnej TR i jego hydroksylowych pochodnych przy-

czyniła się praca Shang i wsp. [63]. Autorzy badali mechanizmy i kinetykę reakcji TR z gla-

winoksylowym oraz 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowym rodnikiem w roztworze etanolo-

wym oraz w octanie etylu. Badania pokazały, że mechanizm reakcji zależy od środowiska 

reakcyjnego, a także budowy badanego polifenolu. Wykazano, że obecność dodatkowej grupy 
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hydroksylowej w pierścieniu aromatycznym zwiększa zdolności antyoksydacyjne badanego 

związku. Stwierdzono, że w etanolu dominuje mechanizm oparty na przeniesieniu wodoru z 

polifenolu na rodnik. Według tego mechanizmu i mechanizmu opartego na protonowej dyso-

cjacji w układach biologicznych zachodzi proces wymiatania rodników przez polifenol. W 

pracy tej również wyznaczono za pomocą metod spektroskopowych geometrię dimeru, po-

wstałego w wyniku oksydacyjnej dimeryzacji rodników TR. 

Duży wkład w poznanie aktywności przeciwutleniającej wnieśli Wang i wsp. [64]. 

Używając metody Rancimata, która bazuje na reakcji polifenolu z rodnikiem DPPH zbadano 

zdolność do wymiatania tego rodnika przez następujące polifenole: 3,4`,5-trihydroksystilben, 

3,3`,4,5`-tetrahydroksystilben, 3,4,4`,5`-tetrahydroksystilben, 3,3`,5,5`-tetrahydroksystilben 

oraz 3,3`,4,5,5`-pentahydroksystilben. Na podstawie wyznaczonych eksperymentalnie warto-

ści parametrów antyoksydacyjnych stwierdzono, że wszystkie te polifenole są silniejszymi 

antyoksydantami, niż TR. Badania wykazały także, że rodniki TR ulegają spontanicznej di-

meryzacji. Po wyizolowaniu dimeru z roztworu, za pomocą widma 1H oraz 13C NMR ustalo-

no jego budowę. Antyoksydacyjny efekt TR i jego pochodnych na peroksydację kwasów 

tłuszczowych w roztworze siarczanu(VI) dodecylu był również badany przez Fang i wsp. 

[65]. W pracy tej wykazano, że aktywność antyoksydacyjna badanych związków zależy od 

lokalizacji grup hydroksylowych w pierścieniu aromatycznym, potencjału oksydacyjnego 

oraz środowiska reakcji. W szczególności wykazano, że obecność grup hydroksylowych w 

położeniu orto i para wyraźnie zwiększa moc antyoksydacyjną badanych związków. Zdol-

ność do wymiatania anionorodnika ponadtlenkowego przez TR i jego hydroksylowe pochod-

ne oraz relacja pomiędzy aktywnością antyoksydacyjną, a strukturą była badana przez Muria-

sa i wsp. [66]. Otrzymane wyniki zaprezentowane w tej pracy pokazują, że wszystkie badane 

pochodne TR są od niego znacznie silniejszymi przeciwutleniaczami. Jak wiadomo, regulacja 

stężenia tlenku azotu(II) (NO) odgrywa istotną rolę w kardio- i neuroprotekcji. Badania do-

wodzą, że bardzo duże stężenie NO w komórkach jest bezpośrednio związane z szybkim 

wzrostem guzów nowotworowych oraz stopniową degradacją naczyń krwionośnych pod 

wpływem wysokiego ciśnienia krwi. Aktywność NO w komórkach żywych była przedmiotem 

wielu badań. Dużo uwagi poświęcono wpływowi TR na regulację tempa powstawania NO w 

śródbłonku naczyń włosowatych [67,68]. Między innymi Lorenz i wsp. [67] badali wpływ TR 

na stężenie NO podczas stresu antyoksydacyjnego. Ich badania pokazały, że TR wyraźnie 

zmniejsza produkcję NO i jest bezpośrednim inhibitorem enzymów uczestniczących w szla-

kach biochemicznych, prowadzących do powstawania tego gazu. Ponadto, na podstawie ba-
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dań Hsieh i wsp. [68] stwierdzono, że TR indukuje syntazę tlenku azotu (iNOS) w śródbłonku 

tętnic. 

W ostatnich latach zwrócono również uwagę na aktywność antyoksydacyjną CR [6,69]. 

Po raz pierwszy takie badania zostały wykonane przez Leiro i wsp. [69]. W pracy tej badano 

wpływ CR na stężenie reaktywnych form tlenu i azotu, a także procesy syntezy prostaglan-

dyn, jako mediatorów stanu zapalnego. Autorzy wykazali wpływ stężenia CR na aktywność 

oksydazy ksantynowej oraz cyklooksygenazy. Na podstawie przeprowadzonych badań 

stwierdzono, że CR w zakresie stężeń 1-100 μM efektywnie hamuje produkcję reaktywnych 

form tlenu w procesach komórkowych, natomiast w zakresie stężeń 10-100 μM zmniejsza 

tempo generowania reaktywnych form azotu. Z kolei w zakresie stężeń 1-100 μM CR okazał 

się być nieefektywnym zmiataczem anionorodnika ponadtlenkowego, który jest generowany 

w procesach enzymatycznych, realizowanych przez kompleks oksydazy ksantynowej. Bada-

nia pokazały również, że CR zmniejsza aktywność oksydazy NAD+/NADH+H+ w komórkach 

makrofagów myszy oraz hamuje syntezę podjednostek wchodzących w skład syntazy NO i 

cyklooksygenazy COX-2. Finalnie, autorzy stwierdzili, że polifenol ten może być potencjalną 

substancją przeciwzapalną, gdyż hamuje syntezę prostaglandyn. Z właściwościami antyoksy-

dacyjnymi jest ściśle związana aktywność antyagregacyjna TR, która ma istotne znaczenie w 

kardioprotekcji. Badania wykazały, że związek ten ma zdolność do dezaktywacji wolnych 

rodników w płytkach krwi oraz inhibicji aktywności cyklooksygenazy COX-2, co prowadzi 

między innymi do zahamowania syntezy tromboksanu A2, odpowiedzialnego za agregację 

płytek krwi. Prace eksperymentalne Fragopoulou i wsp. [70] wniosły duży wkład w zrozu-

mienie antyagregacyjnej aktywności TR. Badacze ci dowiedli, że zahamowanie czynnika ak-

tywującego płytki krwi jest jedną ze składowych antyagregacyjnego działania TR. W badaniu 

hamowania agregacji króliczych płytek, indukowanych czynnikiem aktywującym wykazano, 

że TR działa jako efektywny inhibitor tego czynnika. Podobna siła działania charakteryzowa-

ła jego mono- i diacetylowe pochodne. Spośród wszystkich stilbenoidów wyizolowanych z 

korzeni Reynoutria japonica, TR już w stężeniu 10-6 mol/L hamował tworzenie produktów 

działania lipooksygenazy [59] i tromboksanu TxB2 w leukocytach wielojądrowych, pocho-

dzących z otrzewnej szczura. Warto nadmienić, że lipooksygenaza jest jednym z enzymów, 

katalizujących syntezę kwasu –hydroksyperoksyeikozanotetraenowego poprzez produkt po-

średni – kwas hydroksyeikozanotetraenowy. Bierze ona udział w metabolizmie kwasu arachi-

donowego, który prowadzi do syntezy leukotrienów, będących mediatorami stanu zapalnego. 
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Ta właściwość lipooksygenazy dowodzi, ze inhibicja tego enzymu przez TR tłumaczy jego 

przeciwzapalną aktywność. 

TR ma działanie kardioprotekcyjne, zapobiega chorobie niedokrwiennej, nasila relaksa-

cję mięśni gładkich, naczyń krwionośnych i ma właściwości ochronne w stosunku do śród-

błonka naczyniowego. Badania Buryanovskyy i wsp. [71] wykazały, że działanie to może 

mieć związek z hamowaniem reduktazy chinonowej, co powoduje zwiększenie aktywności 

komórkowych enzymów antyoksydacyjnych i zwiększenie odporności komórek na stres 

oksydacyjny. Cao i wsp. [72] wykazali, że poddanie kardiomiocytów wstępnemu działaniu 

TR, poprzedzającemu narażenie na stres oksydacyjny powoduje wzrost aktywności enzymów 

zapobiegających powstawaniu wolnych rodników i nasilenie syntezy NO. Wyniki Kaneidera i 

wsp. [73] pokazały, że jedną z przyczyn kardioprotekcyjnego działania TR jest jego wpływ na 

proces agregacji płytek krwi, metabolizm nukleotydów adenozynowych w śródbłonku naczy-

niowym oraz na metabolizm trombiny. Aktywność przeciwmiażdżycowa TR została potwier-

dzona w eksperymentach Fukao i wsp. [74]. W badaniach tych wykorzystano myszy z pre-

dyspozycją do miażdżycy, brakiem apolipoproteiny E i receptora LDL oraz z uszkodzonym 

śródbłonkiem naczyniowym. Zwierzęta otrzymywały pokarm z dużą zawartością tłuszczów i 

TR w dawce 9,6 lub 96 mg/kg przez 8 tygodni. Dynamika rozwoju zmian miażdżycowych 

była obserwowana w aorcie, a powstawanie zakrzepów indukowano w tętnicy szyjnej. 

Stwierdzono, że stężenie całkowitego cholesterolu i triglicerydów we krwi zmniejszyło się o 

około 30% w grupie szczurów przyjmujących resweratrol. Zaobserwowano szczególnie duże 

zmniejszenie zmian miażdżycowych w aorcie oraz tętnicy szyjnej. Silne działanie kardiopro-

tekcyjne wykazuje też PC, co potwierdziły badania Hung i wsp. [75]. W pracy tej wyjaśniono 

mechanizm działania ochronnego tego stilbenoidu na tkanki mięśnia sercowego podczas ich 

niedotlenienia. Ponieważ niedokrwienie tego mięśnia jest głównie spowodowane stresem 

oksydacyjnym, autorzy stwierdzili, że PC jako silny antyoksydant wykazuje działanie 

ochronne. Ponadto wykazano, że PC w znaczący sposób zmniejsza tachykardię sercową oraz 

śmiertelność spowodowaną zawałem serca. Natomiast badania biochemiczne ujawniły, że 

polifenol ten zmniejsza stężenie dehydrogenazy mleczanowej oraz zwiększa poziom NO we 

krwi u pacjentów ze świeżym zawałem serca, którym podawano przez 4 godziny PC w poży-

wieniu. Ciekawych i obiecujących wyników dostarczyły eksperymenty Seidmana i wsp. [76], 

którzy testowali wpływ resweratrolu na ochronę słuchu przed szkodliwym działaniem stresu 

oksydacyjnego generowanego hałasem [205]. Przebadano szczury, które podzielono na dwie 

grupy: pierwsza otrzymywała do picia roztwór 430 μg resweratrolu na dobę przez siedem dni; 
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druga grupa otrzymywała natomiast wodę. Szczurom z obu grup wykonano pomiary słucho-

wych potencjałów wywołanych dźwiękiem o częstotliwościach 3, 6, 9, 12 oraz 18 Hz, a po 21 

dniach zwierzęta poddawano 24-godzinnemu działaniu hałasu o natężeniu 105 dB i częstotli-

wości w zakresie 4500-9000 Hz [205]. Na podstawie otrzymanych wyników stwierdzono, że 

u szczurów, które otrzymywały resweratrol zaburzenia słyszenia były mniejsze niż w grupie 

kontrolnej. Autorzy wnioskowali, że TR może zapobiegać utracie słuchu w wyniku stresu 

oksydacyjnego, udaru mózgu lub urazów mechanicznych. 

Ostatnie badania dowodzą, że PC posiada silniejsze właściwości antyoksydacyjne niż 

TR. Wielu badaczy uważa, że może to mieć związek z obecnością dodatkowej grupy hydrok-

sylowej i płaską strukturą szkieletu trans-stilbenowego. Podobnie jak TR, PC jest potencjal-

nym inhibitorem peroksydacji lipidów indukowanej jonami Cu(II) [77]. Ponadto w pracy tej 

pokazano, że PC jest aktywnym antyoksydantem, który zmiata rodnik DPPH (rodnik 2,2-

difenylo-1-pikrylohydrazylowy). Późniejsze badania dowiodły, że PC jest efektywnym wy-

miataczem rodników nadtlenkowych, co może mieć znaczenie w ochronie układu krwiono-

śnego przed szkodliwym działaniem. Praca Lee i wsp. [78] pokazała, że TR oraz PC zwięk-

szają szybkość gojenia się ran, co może być związane z regulacją stężenia katalazy w ranie 

przez te substancje. Ostatnie badania dowodzą, że PC jest bardziej efektywnym inhibitorem 

generowania tlenku azotu oraz nadtlenku wodoru, niż TR. Ostatnio pokazano, że PC przeja-

wia wysoce selektywną cytotoksyczność względem komórek neuroglejowych, które wytwa-

rzają duże ilość NO [67]. W pracy tej badano też wpływ PC oraz TR na inhibicję syntazy 

tlenku azotu i stwierdzono, że oba stilbenoidy wywierają mały wpływ na aktywność tego 

kompleksu enzymatycznego. Należy również podkreślić, że PC, TR oraz rapontygenina mają 

zdolność do inhibicji procesu aktywacji jądrowego czynnika κ-B i tym samym wykazują 

zdolność do zmniejszania tempa podziału komórek nowotworowych. 

Porównywalną aktywność przeciwutleniającą z TR posiada pterostilben, co zostało 

udowodnione w badaniach in vitro. Badania przeprowadzone przez Amorati i wsp. [79] ujaw-

niły, że związek ten działa jako umiarkowany antyoksydant podczas interakcji z rodnikami 

nadtlenkowym. Pokazano też, że stereoizomer cis pterostibenu jest zdecydowanie słabszym 

antyoksydantem niż stereoizomer trans. Natomiast badania przeprowadzone przez Manickam 

i wsp. [80] ujawniły, że pterostilben jest bardzo efektywnym zmiataczem rodnika DPPH. 

Wykazano również, że pterostilben chroni lipidy przed peroksydacją, znacząco zmniejszając 

szybkość powstawania bardzo reaktywnego kwasu tiobarbiturowego, który wytwarzają ko-

mórki fibroblastów [81]. 
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We wczesnych latach 80-tych badacze japońscy [82] donieśli o wpływie stilbenowych 

składników rośliny Polygonum cuspidatum na metabolizm lipidów. Wykazali, że TR hamuje 

odkładanie triglicerydów i cholesterolu w wątrobie szczurów karmionych mieszaniną oleju 

kukurydzianego, cholesterolu oraz kwasu cholowego. Natomiast trans-piceid zmniejsza po-

ziom triglicerydów i frakcji LDL cholesterolu w osoczu, a także obniża stosunek całkowitego 

cholesterolu do jego frakcji HDL. Po doustnym oraz dootrzewnowym podaniu resweratrolu 

lub piceidu zmniejszona została także synteza endogennych triglicerydów w wątrobie szczura 

oraz myszy. W przeciwieństwie do tych badań, praca Turrens i wsp. [83] nie potwierdza anty-

lipemicznego działania TR. Stwierdzili oni, że TR podany szczurom dootrzewnowo nie 

wpływał zasadniczo na profil lipidów, ani nie zapobiegał ich oksydacji in vivo. 

1.3. Aktywność antynowotworowa TR i jego pochodnych 

Badania ostatnich lat wniosły ogromny wkład w poznanie mechanizmów chemopre-

wencyjnego działania TR oraz jego pochodnych. Stwierdzono, że przez wpływ TR na ekspre-

sję genów, pośrednio lub bezpośrednio związanych z hamowaniem wzrostu komórek i przy-

spieszaniem ich śmierci, polifenol ten może być silnym czynnikiem antynowotworowym, 

którego skuteczność zależy od dawki. Dane zawarte w Tabeli 1.5.1. przedstawiają przegląd 

najważniejszych badań nad antynowotworową aktywnością TR. W 1997 Jang i wsp. [84] po-

kazali, że TR działa na wszystkich etapach kancerogenezy: inicjacji, promocji oraz progresji 

nowotworu. Wyniki dotychczasowych eksperymentów wykazują skomplikowane i różnorod-

ne mechanizmy. Działanie chemoprewencyjne wiąże się z zahamowaniem wielu czynników 

kancerogenezy, w tym czynników transkrypcyjnych NF-κB, AP-1 oraz z modulowaniem ak-

tywności cyklooksygenaz, lipooksygenaz, syntazy NO, inhibicją cytochromu P450, kinaz 

proteinowych – w tym kinazy tyrozynowej i kinazy białkowej C. Regulowanie aktywności 

białek TNF, białek FAS oraz cyklin A, B1 przez TR umożliwia wejście komórki nowotwo-

rowej na szlak apoptozy. Etap pierwszy procesu nowotworzenia stanowi inicjacja, podczas 

której czynniki kancerogenne oddziaływując z DNA powodują zaburzenia w ekspresji mate-

riału genetycznego. Na tym etapie najistotniejsza jest aktywność antyoksydacyjna, antymuta-

genna oraz indukcja przemian metabolicznych II fazy ksenobiotyków. Badania wykazały, ze 

TR jako efektywny zmiatacz reaktywnych form tlenu zapobiega procesom nowotworzenia 

indukowanego przez te formy. Przykładowo – w zależności od stężenia – hamuje on genero-

wanie wolnych rodników w ludzkich komórkach białaczki promielocytowej HL-60 po zadzia-

łaniu na komórkę octanem tetradekanoforbolu [84]. Kolejnym etapem działania TR na etapie 
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kancerogenezy jest aktywność antymutagenna, przejawiająca się w inhibicji reduktazy chini-

nowej – enzymu odpowiedzialnego za detoksyfikację kancerogenów. TR działa także jako 

antymutagen szczepu TM677 poddanego działaniu 7,12-dimetylobenzo[a]antracenu [84]. 

Zahamowanie enzymów fazy I metabolizmu zmniejsza ilość aktywowanych kancerogenów, z 

kolei indukcja enzymów II fazy wiąże się z szybszą i łatwiejszą eliminacją ich z organizmu. 

Na etapie promocji komórki z zainicjowanym procesem nowotworowym, przechodzą kolejne 

mutacje, a cechy zmienionych komórek zostają utrwalone. Tu istotne jest hamowanie czynni-

ków, stymulujących wzrost komórek nowotworowych. Ten związek również hamuje aktyw-

ność cyklooksygenazy COX-2 oraz funkcję hydroperoksydazy prostaglandynowej, co wpływa 

hamująco na kaskadę reakcji prowadzących do syntezy prostaglandyn, stymulujących rozwój 

guza nowotworowego. Według Szewczuka i wsp. [85] TR jest również selektywnym inhibito-

rem cyklooksygenazy COX-1. TR hamuje aktywację NF-κB oraz AP-1, czyli czynników 

transkrypcyjnych, zaangażowanych w regulację genów ważnych dla wielu procesów zacho-

dzących na poziomie komórkowym (w tym procesów apoptozy, proliferacji i różnicowania 

komórek). Ostatnim etapem rozwoju guza nowotworowego jest progresja – następuje wtedy 

wzrost komórek nowotworowych i ich ekspansja przez naciekanie miejscowych tkanek i prze-

rzuty do odległych organów. Badania wykazały [84], że TR na tym etapie stymuluje różnico-

wanie komórek nowotworowych w ostrej białaczce promielocytowej.  

Aktywność chemoprewencyjna TR została potwierdzona w wielu badaniach [84-88]. 

Związek ten hamował proces nowotworzenia w modelu raka gruczołu sutkowego i skóry u 

myszy, po ekspozycji na octan tetradekanoforbolu (TPA), poprzez inhibicję kinazy białkowej, 

której izoenzymy aktywowane są przez ten ester [86]. Zaobserwowano indukcję apoptozy 

wywołaną przez TR w różnych liniach komórkowych, m.in. komórkach skóry JB6, ludzkich 

promielocytów białaczki HL-60, różnych liniach raka sutka i raka prostaty [87]. W komór-

kach JB6 TR hamował aktywację guza indukowaną czynnikiem aktywującym TPA lub czyn-

nikiem wzrostu naskórka (EGF), zależnie od dawki w zakresie 2,3-40 μM. W liniach komór-

kowych raka sutka (KPL-1, MCF-7, MKL-F oraz T47-D) TR w zakresie stężeń 1 pM-180 μM 

jest efektywnym inhibitorem wzrostu guza nowotworowego. Ponadto, ten sam związek w 

zakresie stężeń 1 pM-1 μM spowalnia wzrost guza nowotworowego prostaty w liniach ko-

mórkowych PC3 oraz DU145. Natomiast w komórkach raka prostaty LNCaP TR jest inhibi-

torem wzrostu guza nowotworowego w obecności androgenów. Z kolei oligomer TR-

vaticanol C wyizolowany z kory Vatica rassak wywołuje na drodze apoptozy śmierć dwóch 

linii komórek raka okrężnicy SW480 oraz białaczki HL-60 w stężeniu 4-7 razy niższym niż 



28 

 

TR [88]. Fulda i wsp. [89] pokazali, że TR jest związkiem indukującym podatność komórek 

na działanie chemioterapeutyków, stosowanych w leczeniu onkologicznym, np. w leczeniu 

raka płuc. Początkowe leczenie TR – powoduje, według autorów – hamowanie cyklu komór-

kowego w fazie S, co przyspiesza programowaną śmierć komórki na drodze apoptozy wywo-

łanej przez stosowane leki [205]. Założenia te potwierdzają także badania Fuggetta i wsp. 

[90]. Obejmowały one izolację trzech linii komórek czerniaka złośliwego o różnym stopniu 

oporności na chemioterapeutyki. Poddano je działaniu tego związku – stwierdzono znaczące 

zahamowanie wzrostu komórek rakowych i zaburzenia cyklu komórkowego, powodujące 

uwrażliwienie na standardowe leczenie [205]. Na tej podstawie założono, że resweratrol może 

być jednym z leków stosowanych w zaawansowanych przypadkach czerniaka złośliwego. 

Baatout i wsp. [91] wykazali, że TR zwiększa wrażliwość komórek nowotworowych na dzia-

łanie chemioterapeutyków, a działając w dużych dawkach, uwrażliwia komórki raka szyjki 

macicy, przewlekłej białaczki szpikowej i szpiczaka myeloma multiforme na promieniowanie 

X [205]. Ciekawych wyników badań nad aktywnością antynowotworową TR dostarcza praca 

Lu i Serrero [92]. W pracy tej badano wpływ TR na wzrost komórek raka piersi. Szczegółowe 

wyniki badań dowodzą, że związek ten hamuje wzrost linii komórkowych MCF-7 w zależno-

ści od dawki. W szczególności wykazano, że przeciwdziała on wzrostowi guza, który jest 

promowany przez 17-β-estradiol (E2). W związku z tym pokazano, że TR wykazuje efekt an-

tyestrogenowy już z przy stężeniu 10-6 M. Autorzy donieśli, że resweratrol zapobiega stymu-

lacji ekspresji genu receptora progesteronu, indukowanej przez E2 w komórkach nowotworo-

wych. Finalnie autorzy stwierdzili, że działa jako częściowy agonista wobec receptora estro-

genowego i jako jego antagonista w obecności estrogenu, co w efekcie prowadzi do hamowa-

nia wzrostu ludzkich komórek raka piersi. TR jako fitoestrogen reguluje ekspresję licznych 

genów związanych z rozwojem raka piersi, np. genu supresorowego BRCA1. Według Laux i 

wsp. [93] polifenol ten indukuje apoptozę komórek raka piersi przez działanie z białkiem p-53 

[205]. Spośród nielicznych doniesień na temat skuteczności przeciwnowotworowej reswera-

trolu na uwagę zwraca doniesienie Liontas i Yeger [94,205]. Wyniki ich badań dotyczą ner-

wiaka niedojrzałego (neuroblastoma) – agresywnego nowotworu, który w zaawansowanych 

stadiach ma złe rokowania. Bruno i wsp. [95] potwierdzili, że TR ma wpływ na leczenie 

chłoniaka komórkowego. Badania wykazały też, że TR chroni komórki nabłonka oddechowe-

go przed toksycznym i kancerogennym działaniem wielopierścieniowych węglowodorów 

aromatycznych, a mechanizm działania jest związany z wpływem tego związku na aktywność 

cytochromu P450. Badając antynowotworowe właściwości resweratrolu w stosunku do komó-
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rek raka jajnika, Opipari i wsp. [96,205] pokazali, że zmiany biochemiczne i morfologiczne 

zachodzące w komórkach sugerują zachodzący w nich proces autofagocytozy, a nie apoptozy. 

Proces ten może być drugim, niezależnym od apoptozy, mechanizmem śmierci komórkowej, 

indukowanej przez resweratrol. Interesujące są wyniki eksperymentów Reagan-Shaw i wsp. 

[97], w których wykazano, że resweratrol stosowany w postaci kremów na skórę, u myszy 

zapobiega powstawaniu nowotworu skóry pod wpływem silnej jej ekspozycji na promienio-

wanie ultrafioletowe. Badacze stwierdzili, że u podstaw tego procesu leży najprawdopodob-

niej oddziaływanie TR z cyklinami, kinazą MAPK oraz inhibitorem kinaz-WAF1/p21. 

Oprócz TR, silne działanie chemoprewencyjne wykazuje również pterostilben, co zosta-

ło potwierdzone eksperymentalnie w pracy Ferierra i wsp. [98]. Aktywność tę wykazano za-

równo w badaniach in vitro, jak i in vivo. W badaniach in vitro używając linii komórek czer-

niaka B16 pokazano, że ten polifenol w około 40% hamuje wzrost guza nowotworowego przy 

stężeniu pterostilbenu wynoszącym 40 μM [98]. Ponadto stwierdzono, że dodanie do tego 

układu kwercetyny wyraźnie zwiększa inhibicję wzrostu guza nowotworowego [98]. Wniosek 

– pterostilben oraz kwercetyna wspólnie wpływają hamująco na szybkość podziału komórek. 

W badaniach in vitro nad adhezją komórek nowotworowych do komórek śródbłonka wyizo-

lowanego z ludzkiej wątroby wykazano, że pterostilben zmniejsza szybkość adhezji w 60%, 

w porównaniu z TR, który był inhibitorem tej adhezji tylko w 47% [98]. Ponadto, w pracy tej 

egzaminowano wpływ podanego dożylnie myszom pterostilbenu na wzrost czerniaka w wą-

trobie. Ten etap badań wykazał, że pterostilben hamował w około 34% wzrost guza nowotwo-

rowego. Pterostilben był również badany pod kątem zdolności do indukowania apoptozy w 

komórkach leukocytów podczas białaczki złośliwej. Badanie linii komórkowej HL-60 poka-

zało, że polifenol ten jest bardziej aktywny w procesie apoptozy niż TR. Podobnie badania 

Roberti i wsp. [99] wykazały, że, w ogólności, pterostilben jest silniejszym inhibitorem roz-

woju guza nowotworowego niż TR, natomiast streoizomer cis pterostilbenu okazał się znacz-

nie słabszym inhibitorem tego procesu, niż trans. W kolejnych badaniach [100] udowodnio-

no, że pterostilben jest potencjalną substancją stymulującą apoptozę w liniach leukocytów, 

które zostały wzbogacone w onkogen Bcr-Ab oraz linii komórkowych, zawierających odpor-

ne fenotypy. Również w tej pracy wykazano, że pterostilben jest bardzo aktywny jako sub-

stancja apoptotyczna w liniach komórek białych ciałek krwi, zawierających zmutowany gen 

HUT78B oraz opornych na apoptozę w obecności TR oraz PC. Ostatnio zostały podjęte 

wstępne badania w celu zbadania wpływu pterostilbenu na inhibicję cyklooksygenaz, co ma 

kluczowe znaczenie w hamowaniu procesów prowadzących do rozwoju guza nowotworowe-
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go [101]. W przeciwieństwie do TR, polifenol ten jest umiarkowanym inhibitorem cyklook-

sygenazy COX-1 oraz słabym inhibitorem cyklooksygenazy COX-2 [101]. Pterostilben działa 

cytotoksycznie wobec wielu linii komórkowych, jednak największą aktywność wykazuje wo-

bec komórek raka piersi BC-1. Ponadto hamuje zmiany przednowotworowe, wywołane eks-

pozycją na dimetylobenzo[a]antracen w komórkach mysiego sutka i indukuje apoptozę w 

komórkach chłoniaka BJAB. 

W ostatnim czasie kilka prac poświęcono antynowotworowej aktywności PC [102-105]. 

Wykazano, że związek ten jest efektywnym stymulatorem procesu apoptozy w ludzkich ko-

mórkach raka prostaty [102]. Dowiedziono również, że polifenol ten jest substancją antyno-

wotworową wobec komórek raka płuc u myszy. Wydłuża również czas życia myszy z zawan-

sowaną chorobą nowotworową. W pracy tej pokazano, że PC zarówno hamuje rozwój guza, 

jak i tworzenie się przerzutów [103]. Autorzy sugerowali także, że antynowotworowa aktyw-

ność PC może być związana ze zdolnością tego związku do hamowania powstawania komó-

rek śródbłonka, występującego w żyłach pępka. Stwierdzono, że stężenie PC niezbędne do 

wywołania tej inhibicji wynosi 10 μM. Badania Wieder i wsp. [104] pokazały, że TR oraz PC 

indukują apoptozę komórek chłoniaka, natomiast na podstawie pracy Roupe i wsp. [105] 

można wnioskować, że PC jest najbardziej aktywny wobec kolonii komórek nowotworowych 

HL60 oraz HCT-116. Ostatnio wykazano również, że polifenol ten zmniejsza szybkość proli-

feracji komórek ludzkiego gruczolaka. Badania wykazały, że PC już przy stężeniu wynoszą-

cym 0,2 μM wykazuje silne właściwości antynowotworowe. Ponadto stwierdzono, że polife-

nol ten ma wpływ na podział komórek. Dokładne badania pokazały, że PC zatrzymuje podział 

komórki w fazie S cyklu komórkowego. W efekcie obecność PC w komórkach guza nowo-

tworowego powoduje zahamowanie tempa jego wzrostu. 

Silne właściwości antynowotworowe wykazuje również rapontygenina [106,107]. 

Wkład do zrozumienia tej właściwości dostarczyła praca Chun i wsp. [106]. Pokazano w niej, 

że rapontygenina jest inhibitorem jednego z enzymów ludzkiego cytochromu P450 – enzymu 

1A1. Jest on odpowiedzialny głównie za biotransformację wielu rakotwórczych związków. 

Spośród siedmiu badanych związków rapontygenina wykazywała najsilniejsze działanie inhi-

bitorowe, a realizowana przez nią inhibicja jest kompetycyjna. Ponadto wykazano, że stilbe-

noid ten jest selektywnym inhibitorem aktywności enzymów CYP1A1 oraz CYP1A2. Ich 

zdolność do inhibicji skłoniły badaczy do stwierdzenia, że rapontygenina może być poten-

cjalnym lekiem antynowotworowym. Badania wykonane przez Guengerich i wsp. [107] udo-

wodniły, że rapontygenina jest aktywnym inhibitorem enzymu CYP1B1. Enzym ten występu-
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je w różnych guzach nowotworowych – głównie w guzie raka prostaty i piersi. Inhibicję za-

obserwowano tylko dla enzymu CYP1A1 oraz CYP1B1.  

1.4. Aktywność przeciwzapalna TR i jego pochodnych 

Obecnie duże nadzieje wiązane są z przeciwzapalną aktywnością TR, mimo że mecha-

nizm opisujący tę aktywność wydaje się być złożony. Badania Donnelly i wsp. [108] pokaza-

ły, że polifenol ten hamuje uwalnianie interleukiny IL-8 oraz ekspresję cyklooksygenazy 

COX-2 w komórkach nabłonkowych układu oddechowego. Badania te ujawniły również, że 

zarówno antagonista receptora estrogenowego, jak i antagonista glukokortykoidów nie 

zmniejsza aktywności przeciwzapalnej. Wynik ten dowodzi, że resweratrol ma prawdopodob-

nie niestereoidowe działanie przeciwzapalne. Dokładne badania pokazały, że związek ten 

hamuje podstawowe uwalnianie interleukiny z makrofagów pęcherzykowych pacjentów, bę-

dących palaczami tytoniu oraz chorujących na przewlekłą obturacyjną chorobę płuc, o odpo-

wiednio 94% i 84%. Ponadto jest inhibitorem szlaku syntezy GMCF (Granulocyte-

Macrophage Colony Stimulating Factor) oraz cytokin, które są podstawowymi mediatorami 

powstawania procesów zapalnych. Murias i wsp. [66] zsyntezowali szereg hydroksylowych i 

metoksylowych pochodnych TR, w celu wykazania ich działania wobec cyklooksygenazy 

COX-2. Skuteczność działania tych związków była oceniona na podstawie pomiarów stężenia 

prostaglandyny-2. Stwierdzono szczególnie dużą selektywność działania pochodnych hydrok-

sylowych – zwłaszcza 3,3`,4`,5-tetrahydroksystilbenu oraz 3,3`,4,4`,5,5`-heksahydroksy-

stilbenu jest większa, niż pochodnych metoksylowych. Ta selektywność jest nawet większa, 

niż celekoksybu – selektywnego inhibitora COX-2 wprowadzonego w ostatnim czasie na ry-

nek farmaceutyczny. Murias i wsp. [66] wykonali także obliczenia w celu wykazania interak-

cji TR i jego pochodnych z centrum aktywnym COX-1 oraz COX-2. Otrzymane wyniki po-

kazały, że tylko hydroksylowe pochodne TR są zdolne do wiązania z centrum aktywnym tych 

enzymów. W ten sposób autorzy znaleźli ilościową interpretację korelacji między strukturą 

badanych związków, a ich zdolnością do inhibicji tych enzymów. Również Chen i wsp. [109] 

zsyntezowali kilka pochodnych TR, zawierających grupę pirydynową oraz acylową. Otrzy-

mane związki testowano na myszach w celu wykazania ich aktywności przeciwzapalnej. Uzy-

skane wyniki jednoznacznie pokazują, że TR wykazuje największą zdolność do hamowania 

procesu zapalnego. Przeciwzapalne działanie TR stwierdzono również w przypadku leczenia 

nieswoistego zapalenia błony śluzowej jelit u szczurów [110]. TR podany szczurom w dawce 

5-10 mg/Kg znacząco zmniejszał nasilenie procesu zapalnego, naciek neutrofilowy oraz ak-
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tywność cytokinin [205]. Także w teście stanu zapalnego wywołanego karageniną, TR silnie 

hamował obrzęk łapy szczura w czasie ostrej, jak i przewlekłej fazy, zapalenia. Aktywność ta 

była wyższa, niż fenylobutazonu, a porównywalna z działaniem indometacyny. 

TR jest również inhibitorem lipooksygenaz – enzymów uczestniczących w procesie 

powstawania leukotrienów i prostaglandyn. Kimura i wsp. [111] po raz pierwszy wykazali 

jego działanie inhibitorowe wobec lipooksygenazy 5-LOX. Wykazano, że polifenol ten hamu-

je całkowicie kaskadę reakcji prowadzących do syntezy silnych związków wywołujących 

stany zapalne – kwasu 5-hydroksy-6,8,11,14-eikozotetraenowego, kwasu 5,12-dihydroksy-

6,8,10,14-eikozotetraenowego oraz leukotrienu LTC4. Ponadto przeprowadzone badania po-

kazały, że TR jest inhibitorem lizozymu oraz β-glukuronidazy, która w dużych ilościach wy-

stępuje w leukocytach. 

Udowodniono, że TR wywiera silny efekt inhibicyjny wobec procesu generowania nad-

tlenku wodoru oraz rodnika nadtlenkowego w makrofagach [112]. Proces ten jest w komór-

kach człowieka efektywnie stymulowany przez aktywatory LPS i PMA. TR znacząco zmniej-

sza ilość kwasu arachidonowego, który jest głównym prekursorem mediatorów stanu zapal-

nego. Co więcej, TR wywiera silnie hamujący wpływ na proces aktywacji cyklooksygenazy 

COX-2, indukowanej przez LPS, PMA, lipooksygenazy oraz rodniki nadtlenkowe. W efekcie 

następuje zmniejszenie tempa syntezy prostaglandyn. Wyniki te pokazują, że TR regulując 

ilość kwasu arachidonowego oraz aktywność cyklooksygenazy COX-2, efektywnie eliminuje 

stany zapalne. 

1.5. Aktywność przeciwdrobnoustrojowa TR 

Spośród wielu udowodnionych eksperymentalnie właściwości biomedycznych TR, na 

szczególną uwagę zwraca potencjalne działanie przeciwwirusowe, anty-HIV, które można by 

wykorzystać, jako element terapii [113-117,205]. Jak już wspomniano, w organizmie ludzkim 

TR jest metabolizowany do pochodnych glukuronianowych. W pracy Wang i wsp. [113] me-

tabolity te zsyntezowano in vitro i porównano ich właściwości cytotoksyczne oraz przeciwwi-

rusowe z właściwościami wyjściowego polifenolu. Nie stwierdzono aktywności przeciwwiru-

sowej dla pochodnych kwasu glukuronowego nawet w stężeniach większych niż 300 μM. 

Autorzy sugerują, że działanie przeciwwirusowe glukuronianów in vitro może nie odzwier-

ciedlać ich aktywności in vivo, gdyż dalsze losy tych pochodnych w komórkach nie są jeszcze 

dokładnie znane. Evers i wsp. [114] donieśli, że TR hamuje replikację wirusa cytomegalli 

(CMV) przez blokowanie receptora EGF (Epidermal Growth Factor) i przekazywanie sygna-
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łu przez kinazę fosfatydyloinozytylu-3 (IP-3). Spośród doniesień o właściwościach przeciw-

wirusowych resweratrolu warte przytoczenia są wyniki badań, na temat jego skuteczności 

wobec wirusa opryszczki HSV-1 oraz HSV-2 [115], a także wirusa zapalenia wątroby typu B 

[116]. W pracy Docherty i wsp. [115] wykazano, że 12,5 % i 25 % krem zawierający TR, 

stosowany u myszy według określonych schematów i dostatecznie wcześnie, jest bardzo sku-

teczny w leczeniu tego wirusa [205]. Krem z resweratrolem był równie skuteczny, jak 5% 

krem z acyklowirem, a w przypadku zakażenia szczepem HSV-1, opornym na działanie acy-

klowiru, TR nie tracił swojej przeciwwirusowej aktywności. Zrozumienie działania TR prze-

ciwko wirusowi HIV umożliwiły badania Heredia i wsp. [117]. Pokazano, że TR wykazuje 

synergistyczną aktywność wobec wirusa HIV-1. W szczególności – polifenol ten reguluje 

aktywność nukleozydów występujących w nici RNA wirusa. Przy stężeniu 10 mM TR nie był 

toksyczny wobec komórek zainfekowanych wirusem, redukował natomiast replikację wirionu 

w zakresie 20-30%. Podobną przeciwwirusową aktywność wykazał TR w liniach komórko-

wych PBMCs, zainfekowanych klinicznie wyizolowanym wirusem HIV. Dodatek tego poli-

fenolu do zainfekowanych makrofagów skutkuje wzrostem stężenia nukleozydu ddI. W ko-

mórkach limfocytów T, zawierających wirion HIV-1 oraz nukleozyd ddI, TR wyraźnie hamu-

je namnażanie się wirusa. Wykazano, że TR wraz z nukleozydem ddI znacznie hamuje repli-

kację czterech opornych na leki antywirusowe szczepów HIV. Finalnie, porównując aktyw-

ność przeciwwirusową TR o stężeniu 10 μM oraz kwasu moczowego, stwierdzono, że polife-

nol wyraźnie hamuje namnażanie wirusa, podobnie, jak kwas moczowy przy stężeniu 100 

mM. 

1.6. TR jako substancja antyproliferacyjna oraz czynnik indukujący apoptozę 

Apoptoza jest zaprogramowaną genetycznie śmiercią komórki, obejmującą szereg szla-

ków biochemicznych prowadzących do tej śmierci. Wcześniejsze badania wykazywały, że 

śmierć komórki jest spowodowana głównie przez czynniki zewnętrzne. Ostatnie badania By-

un [118] pokazały, że istnieją wewnątrz komórki chemiczne mediatory, indukujące ten pro-

ces. Najczęściej powodują ją białka z rodziny kaspaz. W literaturze można spotkać się z 

dwoma mechanizmami tego procesu komórkowego. W jednym z nich wymienia się kaspazę-

8 jako podstawowy mediator apoptozy, podczas gdy w drugim mechanizmie kaspaza-9 jest 

białkiem, które stymuluje zaprogramowaną śmierć komórki. W związku z tym, że komórki 

nowotworowe mogą ulegać degradacji w wyniku apoptozy, poszukiwane są związki natural-

nie występujące w przyrodzie, które indukowałyby ten proces. Wykazano, że TR indukuje 
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śmierć komórki w wyniku bezpośredniego oddziaływania z receptorami zaangażowanymi w 

proces apoptozy. Clement i wsp. [119] pokazali, że wywołuje on apoptozę komórek nowo-

tworowych, która jest uzależniona od receptora FasL. Jest to tzw. ścieżka zewnętrzna. W pra-

cy tej pokazano, że TR wyraźnie zwiększa ekspresję genów receptora w komórkach HL-60 

białaczki oraz komórkach T47D raka sutka. Ponadto autorzy wykazali, że apoptoza induko-

wana przez TR jest silnie zależna od przenoszenia sygnałów przez receptor. Praca Bernharda 

[120] ujawniła, że apoptoza komórek nowotworowych, związana z modulowaniem aktywno-

ści receptora Fasl, silnie zależy od rodzaju komórek. Dowodzi to, że TR hamuje apoptozę w 

komórkach nowotworowych linii CEM-C7H2. Delmas i wsp. [121] pokazali z kolei, że apop-

toza wywołana przez ten związek jest zależna od rozmieszczenia receptorów FasL w komór-

kach nowotworowych. Ponadto wykazano, że nie reguluje on ekspresji tego receptora na po-

wierzchni komórki, powoduje natomiast powstawanie charakterystycznych skupisk receptora 

Fas oraz jego redystrybucję w komórkach SW480, bogatych w cholesterol oraz sfingolipidy. 

TR jest również aktywatorem drugiej ścieżki reakcji prowadzących do apoptozy – ścieżki 

wewnętrznej, zależnej od aktywności białek mitochondrialnych. Dorrie i wsp. [122] pokazali, 

że TR indukuje wzmożoną apoptozę przez depolaryzację błony mitochondrialnej oraz akty-

wację kaspazy-9. Późniejsze badania Tinhofer i wsp. [123] ujawniły, że związek ten indukuje 

apoptozę komórek nowotworowych na nowej drodze mitochondrialnej, regulowanej bezpo-

średnio przez białka typu Bcl-2. Powyższe badania nad regulacją apoptozy przez TR pozwala-

ją wywnioskować, że może on indukować PCD (Programmated Cell Death) poprzez jedno-

czesną aktywację kilku szlaków apototycznych.Występująca w mitochondrium syntaza proto-

nowa F0F1-ATPaza uczestniczy w syntezie ATP podczas oksydacyjnej fosforylacji. Zheng i 

wsp. [124] wykazali, że TR jest efektywnym inhibitorem tego enzymu zarówno w komórkach 

mózgowych, jak wątrobowych. Pokazano, że inhibicja ta jest niekompetycyjna. Zbadano 

również wpływ PC na aktywność kompleksu enzymatycznego i pokazano, że jest jego inhibi-

torem. Porównując aktywność TR i PC stwierdzono, że oba związki mają mały wpływ na 

inhibicję ATP-azy, która katalizuje proces rozpadu ATP. Przeprowadzone badania ujawniły, 

że apoptoza komórki może być związana z hamowaniem aktywności tego enzymu. 

Rodzina Rb oraz E2F czynników transkrypcyjnych odgrywa ważną rolę w regulowaniu 

rozwoju cyklu komórkowego w fazie G1/S. Adhami i wsp. [125] udowodnili, że ścieżka Rb-

E2F/DP reakcji stymulowanych przez TR może prowadzić do apoptozy komórki. Wykazano, 

że potraktowanie komórek A431 czerniaka przez TR w znaczący sposób zmniejsza ilość for-

my Rb czynnika transkrypcyjnego. Wynik ten jest najprawdopodobniej związany z zahamo-
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wanie ekspresji całej rodziny czynników transkrypcyjnych E2F przez ten polifenol. Autorzy 

wysunęli sugestię, że tego typu właściwość TR może powodować hamowanie cyklu komór-

kowego w fazie G1/S. W praca Kim i wsp. [126] pokazano, że działanie TR na komórki no-

wotworowe linii A549 powoduje nagłe zahamowanie fazy S cyklu komórkowego, co prowa-

dzi do apoptozy. Ten przeciwwzrostowy efekt TR jest według autorów związany ze znaczącą 

inhibicją fosforylacji czynnika transkrypcyjnego Rb oraz zwiększaniem aktywności we-

wnątrzcząsteczkowego inhibitora Cdk cykli komórkowych. Jednym z genów odpowiedzial-

nych za hamowanie procesu nowotworzenia jest gen p53. Liczne badania potwierdziły wpływ 

TR na wzrost jego ekspresji. Huang i wsp. [127] wykazali, że TR indukuje apoptozę tylko w 

komórkach zawierających gen p53, natomiast nie zaobserwowano różnicy w szybkości apop-

tozy, indukowanej przez TR w limfoblastach oraz komórkach ubogich w sfingomielinę. 

Otrzymane wyniki po raz pierwszy pokazały, że TR jest efektywnym induktorem apoptozy, 

dzięki zdolności do aktywacji genu p53. Badania przeprowadzone przez Hsieh i wsp. [68] 

dowiodły, że TR hamuje namnażanie komórek śródbłonka w tętnicach płucnych. Autorzy 

uważają, że może mieć to związek z silną inhibicją cyklu komórkowego w fazie S i G2 oraz 

ze zwiększaniem ekspresji genu p53. Również badania Lu i wsp. [128] udowodniły, że TR 

oraz jego hydroksylowe pochodne efektywnie indukują ekspresję genów p53, GADD45 oraz 

Bax. Ponadto związek ten stymuluje hamowanie ekspresji genu Bcl-2 w ludzkich fibrobla-

stach, zmienionych w wyniku wprowadzenia do nich wirusa SV40. Znaczne zwiększenie ak-

tywności w genie p53 sugeruje, że jest on w głównej mierze odpowiedzialny za ekspresję 

genu Bax, indukowaną przez TR w zmienionych komórkach. Przeprowadzone ostatnio bada-

nia pokazały, że apoptoza wywoływana przez cytokiny jest związana z syntezą ceramidów. 

Scarlatti i wsp. [129] pokazali, że TR może hamować wzrost i wywoływać apoptozę w liniach 

komórkowych MDA-MB-231 wysoce złośliwego nowotworu mózgu. Ujawniono, że tym 

procesom towarzyszy wzrost stężenia ceramidów w komórce. W szczególności pokazano, że 

TR najprawdopodobniej indukuje syntezę de novo ceramidów oraz ułatwia hydrolizę sfingo-

mieliny. Powstawanie ceramidów jest związane z aktywacją przez TR palmitynotransferazy ─ 

kluczowego enzymu uczestniczącego w syntezie ceramidów oraz sfingomieliny, która rów-

nież uczestniczy w tym procesie. Przy użyciu specyficznego inhibitora palmitynotransferazy 

(L-cyklocysteiny) pokazano, że tylko ten inhibitor może przeciwdziałać efektom wywołanym 

przez TR. Otrzymane wyniki dowiodły, że TR jest bardzo dobrym inhibitorem wzrostu guza 

nowotworowego oraz induktorem apoptozy dzięki zdolności do indukowania syntezy cerami-

dów. Bardzo aktywne chemoterapeutyki, takie jak taxol indukują apoptozę w wyniku bezpo-
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średniego indukowania polimeryzacji tubuliny. Ostatnio przeprowadzono badania w celu 

sprawdzenia, czy TR nie posiada podobnych właściwości. Schneider i wsp. [130] pokazali, że 

związek ten oraz jego metoksylowe pochodne już przy stężeniu 0,3 mM zmniejszają tempo 

namnażania komórek nowotworowych w liniach komórkowych Caco-2. Natomiast przy stę-

żeniu wynoszącym 0,4 mM całkowicie hamuje proces nowotworzenia. Badania pokazały, że 

stereoizomery cis są prawie 100 razy bardziej aktywne w tym procesie, niż trans. Izomer cis 

przy stężeniu 0,3 mM hamuje cykl komórkowy w fazie G2/M oraz redukuje o połowę aktyw-

ność dekarboksylazy ornitynowej i adenozynomelatoninowej. W efekcie zmniejsza się w ko-

mórkach rakowych ilość poliamin, takich jak putrescyna oraz spermina. Aminy te są podsta-

wowymi czynnikami wzrostu guza nowotworowego. Autorzy wykazali również, że stereo-

izomery cis, a w szczególności 3,5,4`-trimetoksystilben, częściowo hamują proces wiązania 

kolchicyny do tubuliny. Wynik ten pokazuje, że stereoizomery te albo częściowo wiążą się z 

miejscem aktywnym w tubulinie, albo modyfikują miejsca wiążące na zasadzie oddziaływa-

nia allosterycznego. Można przypuszczać, że badane pochodne TR mogą stanowić bardzo 

interesujące leki antymitotyczne, które efektywnie hamują polimeryzację tubuliny. 

Jak wiadomo zarówno GMP (guanozynomonofosforan) jak i cAMP (cykliczny AMP) 

odgrywają dużą rolę w regulacji procesu powstawania komórek. Okazuje się, że TR może 

również wpływać na tempo ich powstawania poprzez regulowanie ilości GMP oraz cAMP w 

cytozolu. El-Mowafy i Alkhalafa [131] badali wpływ TR na aktywność cyklazy adenylowej i 

guanylowej, enzymów które uczestniczą w kaskadzie cytostatycznych reakcji, zachodzących 

w komórkach MCF-7 raka piersi. Badania ujawniły, że TR przy stężeniu 0,8 μM zwiększa 

poziom cAMP, natomiast nie ma wpływu na ilość GMP. Jest rzeczą interesującą, że nawet tak 

silne leki jak, aktynomycyna-D oraz tamoxifen wykazują mniejszą aktywność w procesie 

regulowania stężenia GMP oraz cAMP niż TR. Ponadto udowodniono, że stymulacja po-

wstawania cAMP przez TR jest niewrażliwa na działanie całego spektrum fosfodiesteraz, 

inhibitora IBMX oraz rolipramu ─ specyficznego inhibitora cAMP. Inhibitory te natomiast w 

obecności TR zwiększają stężenie cAMP. Równoległe badania przeprowadzone przez tych 

autorów pokazały, że działanie antyproliferacyjne TR jest silnie modyfikowane przez inhibi-

tory proteinowej kinazy A. Badania te pokazały, że TR jest agonistą wobec układu 

cAMP/kinaza proteinowa A. Ekspresja genu NAG-1, który jest elementem rodziny genów 

TGF-β jest silne związana z aktywnością proapoptyczną, a w konsekwencji – antynowotwo-

rową. Badania przeprowadzone przez Baek i wsp. [132] ujawniły, że TR silnie indukuje eks-

presję genu NAG-1 oraz apoptozę w sposób silnie zależny od stężenia. Dokładne badania 
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pokazały, że polifenol ten najpierw zwiększa ekspresję proteiny p53 hamującej wzrost guza, a 

następnie indukuje ekspresję genu NAG-1. Ponadto autorzy pokazali, że miejsca wiążące w 

proteinie p53 i promotorowy region w genie NAG-1 odgrywają kluczową rolę w kontrolowa-

nej prze TR ekspresji tego genu. Interesujących wyników na temat aktywności apoptotycznej 

TR dostarczyła praca Opipari i wsp. [96]. W ich pracy opisano wpływ tego polifenolu na apo-

ptozę komórek raka jajnika. Wyniki dowiodły, że hamuje on wzrost oraz indukuje apoptozę 

kilku linii komórkowych tego nowotworu. Według autorów działanie to jest związane ze 

zdolnością TR do usuwania z mitochondriów cytochromu c, formowania ciałek apoptotycz-

nych oraz aktywacji kaspaz. Jednakże zastosowanie mikroskopii elektronowej przyczyniło się 

do poznania nowego sposobu indukowania śmierci badanych komórek przez TR. Ujawniono, 

że związek ten powoduje śmierć komórki na drodze autofagocytozy, a nie apoptozy. Wynik 

ten sugeruje, że TR posiada zdolność do indukowania programowanej śmierci komórki zgod-

nie z dwoma niezależnymi mechanizmami. Ostatnie badania ujawniają, że TR wykazuje ak-

tywność przeciwproliferacyjną w stosunku do szerokiego spektrum nowotworów, a w szcze-

gólności: chłoniaków, raka szpiku kostnego, żołądka, okrężnicy, nerek, wątroby oraz płuc. 

Hamowanie proliferacji komórek nowotworowych jest głównie związane z aktywacją szla-

ków biochemicznych, które przy udziale kaspaz prowadzą do apoptozy komórki. 

Kilka prac poświeconych jest aktywności przeciwproliferacyjnej TR wobec komórek B 

raka szpiku kostnego [133,134]. Billard i wsp. [133] zbadali wpływ tego polifenolu na krwin-

ki białe, wśród których występują komórki nowotworowe. Ich badania wykazały, że TR ha-

muje ekspresję przeciwapoptotycznej proteiny Bcl-2 oraz jest inhibitorem syntazy tlenku azo-

tu (II). Natomiast TR wykazuje mały wpływ na żywotność monojądrowych makrofagów wy-

stępujących we krwi obwodowej. Również Roman i wsp. [134] donieśli o wpływie TR na 

namnażanie się komórek linii B, wyizolowanych z bardzo złośliwej postaci raka szpiku kost-

nego. W ich pracy tej pokazano również, że polifenol ten jest inhibitorem szlaków bioche-

micznych, prowadzących do syntezy NO(II). W efekcie tempo wzrostu guza zostaje zahamo-

wane. Dorrie i wsp. [122] pokazali, że TR efektywnie hamuje proliferację ludzkich linii ko-

mórkowych Fas/CD95, jak i linii komórek B szpiku kostnego. Ponadto udwodniono, że TR 

indukuje zmniejszanie potencjału czynnościowego błony mitochondrialnej oraz zwiększa 

ilość kaspazy-9 we wrażliwych limfocytach w przypadku białaczki złośliwej. Najnowsze ba-

dania sugerują, że TR może hamować proliferencję komórek raka okrężnicy [135-137]. Uży-

wając komórek HCT116 raka okrężnicy z dużą zawartością proteiny p53, Mahyar-Roemer i 

wsp. [135] wykazali, że zmniejszenie dynamiki proliferacji jest wynikiem wprowadzenia ko-
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mórek na szlak apoptozy. Autorzy stwierdzili, że apoptoza jest niezależna od ilości białka p53 

oraz aktywności receptorów błonowych, jest natomiast związana z regulowaniem aktywności 

mitochondriów. Wolter i Stein [136] donieśli, że TR hamuje wzrost i proliferacje komórek 

Caco-2 raka okrężnicy w wyniku działania apoptotycznego. Stwierdzono, że jest to głównie 

związane ze zwiększaniem aktywności kaspazy-3 oraz ekspresją cykliny E i A oraz ze 

zmniejszeniem aktywności cykliny D1. Ponadto dowiedziono, że TR ulega bezpośredniemu 

włączeniu w fazę S i G2 cyklu komórkowego, powodując jego nagłe zakończenie, co prowa-

dzi do śmierci komórki. Efekt ten zaobserwowano już przy bardzo małym stężeniu TR. Del-

mas i wsp. [121] analizowali molekularny mechanizm apoptozy komórek raka okrężnicy ze 

szczególnym zwróceniem uwagi na rolę receptora FasL w tym procesie. Pokazali oni, że TR 

w zakresie stężeń 10-100 μM aktywuje wiele rodzajów kaspaz oraz wywołuje apoptozę w 

linii komórkowej SW480 raka okrężnicy. Liang i wsp. [137] donieśli, że TR efektywnie ha-

muje proliferację komórek HT-29 raka okrężnicy. Dowiedli oni, że proces ten jest związany 

ze zdolnością TR do wywoływania dezaktywacji kinazy proteinowej Cdc2 oraz zwiększania 

tempa fosforylacji tyrozyny. Otrzymane rezultaty dowiodły, że redukcja aktywności Cdc2 jest 

głównie związana z inhibicją kinazy Cdk7, natomiast umieszczenie TR w komórkach spowo-

dowało obniżenie poziomu kinazy Cdk7, która jest odpowiedzialna za fosforylację Cdc2. Po-

kazuje to, że TR hamuje podział komórki w fazie G2 poprzez inhibicję aktywności kinazy 

Cdc7. Ding i Adrian [138] wskazali, że TR indukuje apoptozę komórek nowotworowych 

Pancrosta – jednego z bardziej złośliwych nowotworów szczytowej części płuc. Badania 

przeprowadzono w liniach komórkowych PANC-1 oraz ASP-1. Na podstawie wyników moż-

na stwierdzić, że polifenol ten jest efektywnym inhibitorem proliferacji tych linii komórko-

wych oraz zwiększa aktywność fazy sub-G0/G1 cyklu komórkowego. Atten i wsp. [139] wy-

kazali na podstawie badań linii komórkowych KATO-III oraz RF-1, że TR hamuje prolifera-

cję komórek guza śluzówki żołądka. Hamowanie jest według autorów wynikiem aktywacji 

kinazy proteinowej C, która jest bezpośrednio zaangażowana w dezaktywację guza nowotwo-

rowego. Badania Holian i wsp. [140] pokazały, że TR w liniach komórkowych SNU-1 raka 

żołądka, stymulowanych obecnością nadtlenku wodoru, hamuje syntezę DNA oraz bierze 

udział w generowaniu anionorodnika ponadtlenkowego, który może uszkadzać nici DNA. 

Ponadto stwierdzono, że w komórkach tych zwiększa on aktywność syntazy NO, która jest 

odpowiedzialna za apoptozę badanych komórek. W w/w pracy badano również apoptozę ko-

mórek EC-9706 – stwierdzono, że proces ten odbywa się przez regulację stężenia proteiny 

Bcl-2 oraz genu apoptozy Bax. Ostatnio wykazano, że TR jest inhibitorem proliferacji komó-
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rek raka prostaty, którego rozwój jest zarówno zależny, jak i niezależny od stężenia estroge-

nów [141-144]. Używając do badań następujących linii komórkowych: LNCaP, DU-145 oraz 

PC-3, Hsieh i Wu [141] wykazali, że stilbenoid ten przyczynia się do zmniejszania tempa 

podziału komórek w wyniku hamowania fazy G1/S cyklu komórkowego. Zbadanie mechani-

zmu apoptozy w tych komórkach ujawniło, że w obecności TR zmniejsza się stężenie antyge-

nu raka prostaty PSA oraz nie ulega modyfikacji ekspresja genów receptora androgenowego. 

Lin i wsp. [142] pokazali, że polifenol ten indukuje apoptozę komórek DU45 raka prostaty w 

wyniku aktywacji proteinowej kinazy MAPK, zwiększania stężenia proteiny p53 oraz zwięk-

szania szybkości fosforylacji seryny. Mitchell i wsp. [143] dowiedli, że TR w komórkach raka 

prostaty wrażliwych na obecność hormonów estrogenowych modyfikuje aktywność genów 

androgenowych i poziom markera raka prostaty (PSA). Natomiast badania Kampa i wsp. 

[144] ujawniły, że antyproliferacyjna aktywność tego związku jest związana ze zmniejsza-

niem stężenia NO. Kim i wsp. [126] pokazali, że TR hamuje wzrost komórek A549 ludzkiego 

raka płuc. Ich badania udowodniły, że TR w zależności od stężenia, hamuje podział komórki 

w fazie S oraz fosforylację czynnika transkrypcyjnego Rb. Ponadto, spektroskopia fluore-

scencyjna ujawniła, że TR jest induktorem apoptozy. Efekt ten został przez autorów przypisa-

ny aktywacji kaspazy-3 oraz hamowaniu aktywności transkrypcyjnej białka NF-κB. Prowa-

dzono również badania nad wpływem TR na proliferację komórek raka wątroby. Delmas i 

wsp. [145] jako pierwsi zbadali zdolność tego związku do inhibicji procesu proliferacji komó-

rek wątroby szczurów, wśród których wykryto obecność komórek nowotworowych. Badano 

również wpływ etanolu na aktywność TR. Badania jednoznacznie sugerują, że etanol zmniej-

sza aktywność antynowotworową TR. Ujawniono, że TR opóźniał wejście komórki rakowej 

w cykl mitotyczny, gdyż nie powodował hamowania włączania histydyny znakowanej izoto-

pem 3H w trakcie mitozy. Kozuki i wsp. [146] pokazali, że TR przy stężeniach 100 oraz 200 

μM hamuje w sposób znaczący proliferację linii komórkowych AH109A raka wątroby oraz 

hamuje jego naciekanie na sąsiednie tkanki. Autorzy stwierdzili, że aktywność TR może być 

związana z jego aktywnością przeciwutleniającą. Również De Lédinghen i wsp. [147] wyka-

zali, że TR szybko zmniejsza wzrost guza raka wątroby w linii komórkowej HepG2. W pracy 

tej zaproponowano mechanizm tłumaczący wpływ tego związku na proces rozprzestrzeniania 

się komórek nowotworowych w obrębie wątroby. Badania ujawniły, w przeciwieństwie do 

innych prac, że TR indukuje śmierć komórek nowotworowych nie na drodze apoptozy, ale 

aktywacji czynnika transkrypcyjnego Akt-1. Ponadto w pracy tej wykazano, że TR nie 

zmniejsza ekspresji genu urokinazy oraz nie jest inhibitorem centrum aktywnego tego enzy-
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mu. Aktywność antyproliferacyjna TR była również badana w stosunku do raka tarczycy oraz 

głowy [148,149]. Shih i wsp. [148] pokazali, że potraktowanie tym polifenolem komórek raka 

tarczycy prowadzi do apoptozy, która w tym przypadku jest związana z translokacją w jądrze 

komórkowym czynnika transkrypcyjnego ERK1/2. Wykazano, że polifenol ten zwiększa stę-

żenie w komórkach białka p53 i czynnika transkrypcyjnego oraz przyczynia się do aktywacji 

fosforylazy seryny. Elattar i Virji [149] wykazali, że TR prowadzi do hamowania podziału 

komórek linii SCC-25 raka tarczycy oraz replikacji ich DNA. 

Liczne prace dowodzą, że TR wykazuje aktywność chemoprewencyjną, której podsta-

wowym objawem jest hamowanie mutagenezy. Sgambato i wsp. [150] ocenili antyprolifera-

cyjną aktywność tego związku wobec spektrum różnorodnych komórek nowotworowych. 

Wykazali, że wyraźnie zwiększa on wskaźnik apoptozy, zmniejsza ilość wolnych rodników w 

komórce w obecności nadtlenku wodoru oraz zmniejsza fragmentację DNA, wywołaną stre-

sem oksydacyjnym.  

Ostatnie badania ujawniły, że TR ma zdolność do indukowania degradacji nici DNA w 

obecności jonów Cu(II). Ahmad i wsp. [151] pokazali, że polifenol ten katalizuje redukcję 

jonów Cu(II) do jonów Cu(I), której towarzyszy powstawanie produktu utleniania TR – wy-

kazuje on podobne właściwości katalityczne. Natomiast Fukuhara i wsp. [61] pokazali, że 

rozpad nici DNA jest indukowany obecnością jonów Cu(II). W swojej pracy udowodnili, że 

polifenol ten jest zdolny do tworzenia kompleksów z jonami Cu(II), a rozpad nici DNA jest 

najprawdopodobniej spowodowany tworzeniem kompleksu Cu(II) z ditlenem. 

1.7. Eksperymentalne i teoretyczne badanie struktury i właściwości antyoksydacyjnych 

TR oraz jego pochodnych  

W ostatnich latach wiele wysiłku włożono w poznanie struktury TR [152-160]. Znaczą-

cy wkład w tym względzie wniosła praca Caruso i wsp. [152]. Na podstawie badań dyfrakcji 

rentgenowskiej ustalono, że TR w temperaturze pokojowej nie jest płaski, o czym świadczą 

wyznaczone kąty torsyjne (α = C5-C4-C7-C8 oraz θ = C7-C8-C9-C10) (Rys.1.1.1.a), wynoszące 

3,0° oraz 8,0°. Ponadto ujawniono, że w kryształach tego związku występują wiązania wodo-

rowe pomiędzy grupami hydroksylowymi. Oddziaływania te oraz ruchy flip-flop grup hy-

droksylowych są według autorów odpowiedzialne głównie za odchylanie geometrii reswera-

trolu od płaskiej konformacji. Oprócz badań eksperymentalnych, w pracy tej wykonano rów-

nież obliczenia kwantowo-mechaniczne za pomocą metody DFT i funkcjonału Perdew i 

Wang (PWC) w celu potwierdzenia geometrii resweratrolu wyznaczonej eksperymentalnie. 
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Otrzymano następujące optymalne wartości wartości kątów α i θ: 2,9º oraz 7,2º. Bazując na 

zoptymalizowanej geometrii TR, autorzy wyznaczyli teoretyczną wartość bariery rotacyjnej. 

Wyznaczono również optymalne geometrie anionów TR i stwierdzono, że proton z grupy 4`-

OH jest najbardziej labilny. Wyniki obliczeń optymalizacyjnych pozostają w zgodności z 

wynikami doświadczalnymi. W celu wyznaczenia teoretycznej struktury TR, Bernard i wsp. 

[53] wykonali obliczenia optymalizacyjne za pomocą metody DFT i Hartree-Fock (HF). Ob-

liczenia z wykorzystaniem bazy 6-31G(d,p) pokazały, że związek ten jest płaski w próżni, 

natomiast wyniki uzyskane za pomocą metody HF wskazują, że związek ten charakteryzuje 

się geometrią zgiętą, co potwierdzają zoptymalizowane kąty torsyjne o wartości około 24°. 

Również obliczenia Xu i wsp. [154] wykonane za pomocą metody DFT pokazały, że TR i 

jego rodniki tlenowe są płaskie w próżni. Stosując w obliczeniach funkcjonał Becke3P89 oraz 

bazę funkcyjną 6-31G(d) Billes i wsp. [155] wyznaczyli optymalną geometrię tego związku. 

Dla geometrii w minimum energetycznym autorzy uzyskali kąty torsyjne wynoszącego około 

15°. Teoretyczne badania strukturalne nad TR za pomocą metod semi-empirycznych i HF w 

próżni, w stanie podstawowym oraz wzbudzonym były podjęte przez Del Nero i de Melo 

[156]. Obliczenia pokazały, że cząsteczka TR jest zgięta, co dowodzi wartość zoptymalizo-

wanego kąta torsyjnego wynoszącego około 15°. Ponadto autorzy wskazali znaczące różnice 

w wartościach zoptymalizowanych kątów dla geometrii uzyskanej w stanie podstawowym i 

wzbudzonym. Przedstawione rozbieżne wyniki obliczeń optymalizacyjnych prowadzą do 

wniosku, że rzeczywista struktura TR nie została wyznaczona. W związku z tym, w niniejszej 

rozprawie, podjęto problem geometrii TR i zastosowano trzy niezależnego metody kwanto-

wo-mechaniczne oraz szerokie spektrum baz funkcyjnych, w celu wyznaczenia w globalnym 

minimum energetycznym najbardziej wiarygodnej struktury TR. 

Oprócz prac eksperymentalnych, właściwości antyoksydacyjne TR oraz jego pochod-

nych były również zbadane za pomocą metod chemii kwantowej [157-160]. Queiroz i wsp. 

[157], stosując metodę DFT, wykazali zależność struktura-aktywność antyoksydacyjna dla 

dużej klasy polifenoli w próżni. Wyniki ich obliczeń dowodzą, że oderwanie wodoru od grup 

hydroksylowych znajdujących się w położeniu para jest energetycznie bardziej preferowane, 

niż od grup OH w położeniu meta. Obliczenia pokazały, że system π-elektronowy zapewnia 

energetyczną stabilizację rodników tlenowych oraz, że niesparowany elektron jest głównie 

zlokalizowany na atomach tlenu w położeniu para. Pokazano, że antyoksydacyjne właściwo-

ści badanych związków są głównie związane z dużą wartością energii stabilizacji 4-

hydroksystilbenu, stanowiącego szkielet tych substancji. Podobne obliczenia oparte na meto-
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dzie DFT, ale tylko dla TR w próżni, przeprowadził Cao i wsp. [158]. Ich obliczenia wykona-

ne za pomocą B3LYP/6-31(d,p) po raz pierwszy pokazały, że TR jest antyoksydantem. Wy-

kazano, że w związku tym grupa hydroksylowa 4`-OH jest bardziej reaktywna, niż pozostałe 

grupy OH z powodu efektu rezonansowego. Obliczenia optymalizacyjne ujawniły, że rodniki 

TR mają strukturę semichinonową, stabilizowaną przez rezonans oraz obecność wiązania wi-

nylowego. Autorzy stwierdzili również, że aktywność antyoksydacyjna tego związku jest 

głównie związana z dystrybucją gęstości spinowej oraz niesparowanego elektronu w bada-

nych rodnikach. Antyoksydacyjne właściwości TR, jego metabolitu – PC oraz innych polife-

noli były również badane przez Wright i wsp. [159]. Zastosowali oni metodę DFT, bazę 

LDBS (Locally Dense Basis Set) do obliczenia IP (Potencjał Jonizacyjny, Ionization Poten-

tial) oraz BDE (Entalpia Dysocjacji Wiązania, Bond Dissocition Enthalpy) dla tych związków 

w próżni. Na podstawie wyników obliczeń autorzy stwierdzili, że najbardziej preferowany 

mechanizm zmiatania wolnych rodników opiera się na transferze wodoru z polifenolu na rod-

niki. W pracy tej ujawniono, że wiązanie winylowe zmniejsza wartości BDE, gdyż umożliwia 

pełną delokalizację niesparowanego elektronu w rodnikach tlenowych. Porównując natomiast 

aktywność antyoksydacyjną badanych polifenoli wykazano, że są one słabszymi zmiataczami 

wolnych rodników, niż α-tekoferol (witamina E). Przeciwutleniające właściwości TR i innych 

bioaktywnych substancji w próżni, medium wodnym oraz benzenowym były badane przez 

Lepolidini i wsp. [160]. Zastosowali oni funkcjonał B3LYP, bazę 6-311++G(3df,2p) oraz 

model solwatacyjny SCRF-PCM w celu wyliczenia parametrów antyoksydacyjnych, takich 

jak potencjał jonizacyjny i entalpia dysocjacji wiązań O-H. W pracy tej równiż podjęto bada-

nia nad analizą konformacyjną oraz związkiem geometrii z aktywnością antyoksydacyjną. 

Badania wykazały, że: w TR wiązanie 4`-O-H jest najmniej trwałe, TR i jego rodniki mają 

geometrię płaską w globalnym minimum energetycznym. Ponadto stwierdzono, że: medium 

polarne zwiększa stabilność energetyczną TR i jego rodników fenoksylowych, w medium 

wodnym entalpia dysocjacji wiązania O-H przyjmuje większą wartość niż w fazie gazowej, 

natomiast potencjał jonizacyjny mniejszą. Autorzy pokazali również, że duży stopień deloka-

lizacji elektronu w rodnikach oraz obecność wiązania winylowego przyczyniają się do zwięk-

szenia podatności TR na jonizację. Badania Xu i wsp. [154] były poświęcone teoretycznemu 

mechanizmowi reakcji TR z rodnikiem peroksyhydroksylowym (.OOH) w próżni za pomocą 

metody DFT. Zbadano mechanizm oparty na przeniesieniu atomu wodoru, jako formy rodni-

kowej z TR na ten rodnik. Wykazano związek struktury TR oraz jego rodników z aktywno-

ścią antyoksydacyjną. Udowodniono, że zarówno TR, jak i jego rodniki posiadają płaską 
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strukturę, która zapewnia efektywną delokalizację niesparowanego elektronu oraz układu π-

elektronowego. Przeprowadzone obliczenia wykazują, że grupa 4`-OH w tym polifenolu jest 

najbardziej reaktywna, a wiązanie 4`O-H słabsze od pozostałych. Ponadto pokazano, że 

wszystkie rodniki mają strukturę semichinonową, a 4`-O-rodniki są energetycznie bardziej 

trwałe niż 3-O oraz 5-O.  

1.8. Oligomery oraz glukozydy TR wyizolowane z wina, owoców winorośli Vitis vinifera 

i orzecha ziemnego (Arachis hypogaea) 

Ostatnio wiele grup badawczych zainteresowanych jest badaniem aktywności biolo-

gicznej oligomerów TR [161,162]. Pokazano, że wiele oligomerów wyizolowanych z roślin 

Paeonia lactiflora, Paeonia suffruticosa oraz Paeonia moutan wykazuje silne działanie bio-

logiczne. W szczególności dowiedziono ich właściwości przeciwzapalnych [161], przeciwu-

tleniających [161] oraz antynowotworowych [162]. Właściwości przeciwutleniające ε-

winiferyny, gnetiny H oraz glukozydów, które występują w czerwonym winie zostały wyka-

zane przez Kim i wsp. [163]. W pracy tej autorzy badali efekt działania związków w reakcji 

degradacji 2-deoksyrybozy oraz lipidów błonowych, wywołanej rodnikiem hydroksylowym, 

powstałym w reakcji Fentona. Ich badania dowiodły, że wszystkie analizowane oligomery 

oraz glukozydy są silniejszymi zmiataczami wolnych rodników niż TR. Również Privat i wsp. 

[164] badali w roztworze wodnym oraz rozpuszczalniku DMSO aktywność przeciwutleniają-

cą oligomerów, wyizolowanych z czerwonego wina. Badania te pokazały, że wszystkie oli-

gomery są efektywniejszymi przeciwutleniaczami, niż TR i inne jego hydroksylowe pochod-

ne. 

Vitrac i wsp. [165] po raz pierwszy wyizolowali z win brazylijskich trans-ε-winiferynę 

– dimer TR, trans-δ-winiferynę, trans-piceid oraz trans-astringinę za pomocą chromatografii 

cieczowej. Ich badania wykazały, że trans-δ-winiferyna, CR, trans-piceid oraz trans-

astringina występują w największym stężeniu w czerwonym winie. W szczególności wino 

Merlot z roku 1999 oraz 2002 zawiera dużą ilość tych aktywnych składników. Również Gu-

ebailia i wsp. [166] wyizolowali z czerwonego wina pochodzącego z Algierii kilka związków 

polifenolowych, w tym dimer resweratrolu – pallidol, zawierający w swojej budowie unika-

towy szkielet bicyklooktanowy. Pallidol badany był pod kątem aktywności przeciwutleniają-

cych przez He i wsp. [167]. Autorzy pokazali, że związek ten jest niezwykle silnym zmiata-

czem tlenu singletowego. Jego aktywność przeciwutleniająca była zdecydowanie większa niż 

TR. Ostatnio przeprowadzone badania wykazały silną aktywność biologiczną trans-piceidu – 
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3-O-β-D-glukozydu TR, występującego w największym stężeniu w czerwonym winie [165] 

oraz czarnej czekoladzie [2]. W szczególności udowodniono, że posiada on silne właściwości 

przeciwutleniające, antyagregacyjne oraz antynowotworowe [7]. Znaczący wkład w zbadanie 

aktywności przeciwutleniającej tej substancji wniosły badania Fabris i wsp. [168]. W ich pra-

cy porównano aktywność tego związku z aktywnością TR oraz witaminy C. Stwierdzono, że 

trans-piceid i TR wykazują podobną zdolność do zmiatania szkodliwych rodników tleno-

wych. Badania przeprowadzone przez Fauconneau i wsp. [169] pokazały, że trans-astringina 

(trans-3`,5,4`,3-tetrahydroksystilbenylo-3-O-β-D-glukopiranozyd) wykazuje zdecydowanie 

większą aktywność przeciwutleniającą, niż trans-piceid oraz TR. 

Wykrycie w winogronach i czerwonym winie związków o silnym działaniu biologicz-

nym i, w efekcie, odpowiedzialnych za ich dobroczynne działanie, skierowało uwagę wielu 

badaczy na winorośl właściwą (Vitis vinifera). Jest ona, obok zboża, najstarszą rośliną upraw-

ną. Resztki dzikiej winorośli znajdowano na wykopaliskach w południowo-zachodniej Azji, 

Europie, a w Izraelu znaleziono nawet nasiona winorośli pochodzące z epoki brązu. W skład 

owoców winorośli wchodzą: cukry, pektyny, garbniki, witaminy, związki polifenolowe. Na-

tomiast tylko ciemne winogrona zawierają barwne antocyjany. Rodzynki zawierają głównie 

cukier inwertowany czyli, równomolową mieszaninę D(+)-glukozy i D(-)-fruktozy, 1,5% 

kwasu winowego i jabłkowego, pektyny, winiany oraz związki polifenolowe. Również nasio-

na winorośli mają potencjalne znaczenie lecznicze, gdyż zawierają olej jadalny wzbogacony 

w nienasycony kwas linolenowy, mający istotne znaczenie w profilaktyce chorób układu krą-

żenia. Zainteresowanie tzw. „paradoksem francuskim” przyczyniło się do intensywnych ba-

dań nad składem i aktywnością biologiczną składników czerwonych win. Stwierdzono, że 

głównym składnikiem aktywnym tego napoju są polifenole, będące metabolitami, gdyż nie są 

syntezowane przez organizmy zwierzęce. Badania ostatnich lat pokazały, że związki te w 

niewielkiej tylko ilości występują w postaci wolnej, tzw. formie glikonowej. Większość two-

rzy połączenia z cukrami oraz kwasami organicznymi. Stąd w czerwonym winie związki poli-

fenolowe występują głównie w postaci trwałych glukozydów oraz estrów. Najbardziej bogate 

w związki polifenolowe są wina czerwone, w których zidentyfikowano około 10 rodzajów 

polifenoli, taniny, 16 barwników antocyjanowych oraz związki flawonowe, będące głównie 

pochodnymi kwercetyny oraz kempferolu. Spośród związków polifenolowych, zawartych w 

czerwonych winach, w największym stężeniu występują: kwasy fenolowe (kumarynowy, cy-

namonowy, kofeinowy), flawonoidy (katechina, epikatechina, kwercetyna). W winie czerwo-

nym występuje również TR. Stwierdzono, że najbardziej wartościowe gatunki win, bardzo 
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bogate w ten polifenol, pochodzą z małych winnic, gdzie wina wytwarzane są od wieków 

metodą tradycyjną, bez wyrafinowanych technologicznie sposobów np. filtrowania, które 

może obniżać jego stężenie. Wyższa wartość potencjału przeciwutleniającego czerwonego 

wina w porównaniu z winogronami może wynikać z następujących powodów: 

– wartość potencjału była wyznaczana różnymi metodami, 

– z leżakowania wina w dębowych beczkach, podczas którego następuje ekstrakcja związków 

o właściwościach przeciwutleniających z drewna, 

– z zagęszczenia moszczu winnego w porównaniu z całym owocem. 

Badania ostatnich lat [15-17] pokazały, że oprócz prostych polifenoli, występujących w 

winie w postaci monomerów, w skład czerwonego wina i owoców winorośli wchodzą dimery, 

trimery oraz tetramery TR. Są one produktem oksydacyjnej polimeryzacji rodników tego poli-

fenolu. Dimery TR możemy podzielić na dwie grupy. Związki należące do pierwszej z nich 

charakteryzują się obecnością w budowie heterocyklicznego pierścienia benzofuranowego. 

Do tej grupy zaliczamy: ε-winiferynę i δ-winiferynę [170], które mogą występować zarówno 

w postaci wolnej, jak i glukozydów. Ponadto w skład tej grupy wchodzi ε-winifuran, który 

zawiera szkielet furanowy. W skład drugiej grupy dimerów wchodzą związki, które nie za-

wierają pierścienia heterocyklicznego. Spośród najlepiej poznanych należy wymienić: palli-

dol, jego mono- i diglukozydy oraz parthenocysynę A. Ostatnio trimer TR-α-winiferyna zastał 

wyizolowany z czerwonego wina za pomocą chromatografii cieczowej oraz spektrometrii 

masowej. Cechą charakterystyczną budowy tego związku jest obecność trzech sprzężonych 

pierścieni benzofuranowych. Ponadto z rośliny Vitis vinifera wyizolowano tetramery. Podzie-

lono je na trzy grupy: 

– tetramery zawierające w swojej budowie szkielet bicyklo[6.3.0]undekanowy – przedstawi-

cielem tej grupy jest winiferol A, 

– tetramery zawierające w swojej budowie szkielet bicyklo[5.3.0]dekanowy. Spośród najle-

piej poznanych tetrametrów za tej grupy należy wymienić: winiferol B, winiferol C, watico-

fenol A, 

– związki, które posiadają pierścienie benzofuranowe oraz trans-2-arylo-2,3-benzofuranowe. 

Najważniejszymi przedstawicielami tej grupy są: witisifuran A oraz B, izo- i hopeafenol. 

Vitrac i wsp. [165] opisali metodę bezpośredniego wykrywania polifenoli w czerwo-

nych winach za pomocą wysokosprawnej chromatografii cieczowej. W pracy tej przebadano 

12 komercyjnie dostępnych win z południowej Brazylii i po raz pierwszy stwierdzono obec-

ność w nich δ-winiferyny. Na podstawie przeprowadzonych badań przedstawiono, że wina 
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brazylijskie oprócz δ-winiferyny zawierają trans-astringinę, trans-piceid, TR, CR, ε-

winiferynę. Przeprowadzona analiza ilościowa tych związków ujawniła, że wino Merlot za-

wiera około 10 mg/L δ-winiferyny, 15 mg/L CR oraz 13 mg/L trans-piceidu. Ponadto autorzy 

stwierdzili, że całkowite spożycie wszystkich stilbenoidów z badanych win wśród populacji 

brazylijskiej wynosiło 5,3 mg/L w przeliczaniu na jedną osobę. Również de Lima i wsp. 

[171], wykorzystując chromatografię cieczową zbadali skład 120 win z Portugalii i Francji. 

Stwierdzono, że stilbenoidy w największym stężeniu występują w winach czerwonych, a ich 

zawartość jest silnie skorelowana ze sposobem leżakowania oraz regionem, z którego ono 

pochodziło. Wyniki badań pokazały, że wszystkie polifenole występują głównie w postaci 

glukozydów, natomiast ich stężenie w formie wolnej jest bardzo małe. Ponadto, po raz pierw-

szy wyizolowano i scharakteryzowano trans-astringinę stwierdzając dużą zawartość tego glu-

kozydu trans-PC we wszystkich rodzajach badanych win. Autorzy wnieśli, że δ-winiferyna z 

uwagi na duże stężenie w winie powinna być zbadana pod kątem biodostępności oraz metabo-

lizmu w komórkach organizmów żywych. Zawartość TR w winach pochodzących z Grecji 

była badana przez Geriogiannki-Christopoulou i wsp. [172]. Badane wina, zarówno białe jak i 

czerwone, były produkowane z greckich winorośli Vitis vinifera. Wyniki pokazały, że zawar-

tość tego polifenolu w winie czerwonym jest zdecydowanie większa, niż w białym. Dokładne 

badania za pomocą metody HPLC ujawniły, że zawartość TR w winie czerwonym należy do 

przedziału 0,352-1,99 mg/L. Natomiast praca Lamuela-Revantos i wsp. [173] wykazała, że 

wina pochodzące z Ameryki Północnej i Południowej nie są bogate w TR, gdyż jego zawar-

tość jest poniżej 1 mg/L. Badania Goldberg i wsp. [174] pokazały, że stężenie stereoizome-

rów resweratrolu w winie zależy od obecności β-glukozydazy, która katalizuje proces hydro-

lizy glukozydów, obficie występujących w winach. Autorzy zwrócili uwagę na fakt, że w 

procesie starzenia czerwonego wina aktywność tego enzymu maleje i, w efekcie w winach, o 

długim okresie leżakowania stężenie TR jest zdecydowanie mniejsze, niż jego glukozydów. 

Guebailia i wsp. [166], zbadali skład czerwonych win pochodzących z Afryki Południowej. 

W pracy tej wyizolowano i zindentifikowno za pomocą spektroskopii NMR sześć polifenoli: 

trans-piceid (4,6-45 mg/L), TR (0,66-3,45 mg/L), trans-ε-winiferynę (0,2-1,2 mg/L), pallidol 

(0,2-9,2 mg/L), hopeaphenol (0,3-3,8 mg/L) oraz astilbinę (10,8-24,22 mg/L). Autorzy 

stwierdzili, że tak duża zawartość w czerwonym winie piceidu, pallidolu oraz astilbiny może 

świadczyć o silnym efekcie terapeutycznym win z tego rejonu. Ponieważ regularne picie 

czerwonego wina zapobiega wielu chorobom układu krążenia oraz odkładaniu blaszek miaż-

dżycowych w naczyniach krwionośnych, wielu badaczy podjęło badania nad mechanizmem 
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jego aktywności biologicznej. Faustino i wsp. [174] zbadali wpływ ekstraktu z czerwonego 

wina Merlot na proces utleniania cholesterolu LDL. W szczególności zbadano aktywność 

antyoksydacyjną TR, katechiny, epikatachiny i rutyny. Utlenianie cholesterolu zostało wywo-

łane przez AAPH (dihydrochlorek 2,2`-azo-bis(2-aminopropanu)) w roztworze wodnym. Ge-

nerowane pod wpływem tego związku rodniki tlenowe uczestniczyły w procesie utleniania 

lipidów. Uzyskane wyniki pokazały, że wszystkie badane związki efektywnie hamowały ten 

proces, przy czym kwercetyna wykazywała największą aktywność. W pracy Tedesco i wsp. 

[175] badano ochronny wpływ czerwonego wina na proces utleniania ludzkich erytrocytów 

(RBCs) wywołany nadtlenkiem wodoru. Czerwone krwinki były traktowane mikromolowymi 

ilościami czerwonego wina. Następnie analizowano działanie aktywnych form tlenu, hemoli-

zę, produkcję methemoglobiny. Uzyskane wyniki pozwoliły stwierdzić, że szkodliwe działa-

nie rodników tlenowych jest efektywnie hamowane przez wino zawierające 3,5 mM kwasu 

galusowego. Ponadto stwierdzono, że wina zawierające duże ilości polifenoli efektywnie ha-

mują destrukcyjne działanie rodników tlenowych, ale wykazują mniejsze działanie antyoksy-

dacyjne, niż wina z dużą ilością kwasu galusowego. Podsumowując – autorzy stwierdzili, że 

niealkoholowe składniki czerwonego wina zapewniają przeciwutleniającą aktywność tego 

napoju. 

a b 

 

c d 

Rys. 1.8.1. Pochodne TR wyizolowane z orzecha ziemnego (Arachis hypogaea) a) trans-
arachidin-1,b) trans-arachidin-2, c) trans-arachidin-3, d) trans-3`-izopentadienylo-3,5,4`-
trihydroksystilben 

Ostatnio przeprowadzone badania dowiodły, że orzechy ziemne mają zdolność do syn-

tezy rozmaitych fitoaleksyn o silnej aktywności biologicznej [176,177]. Spośród najważniej-

szych pochodnych TR na szczególną uwagę zasługują trans-arachidin-1, trans-arachidin-2, 
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trans-arachidin-3 oraz trans-3-izopentadienylo-4,3`,5`-trihydroksystilben (Rys.1.8.1.). 

Związki te są wydzielane w trakcie infekcji wirusowej lub grzybiczej. Badania Sobloleva 

[176] wykazały, że ich bagatym źródłem są nasiona. Pokazano także, że obecność grzybów z 

rodzaju Aspergillus indukuje wzmożoną syntezę tych substancji. Autorzy dowiedli, że tkanki 

nasion niezainfekowane grzybem bardzo intensywnie produkują TR, podczas gdy te zainfe-

kowane produkują duże ilości pozostałych stilbenoidów. W przeprowadzonych testach po 48 

godzinnym wzroście grzybów stwierdzono wzmożoną produkcję fitoaleksyn przez wewnętrz-

ne tkanki nasion orzecha. Na uwagę zasługuje fakt, że nie zaobserwowano związku między 

syntezą stilbenoidów, a działaniem toksycznym grzyba. Trans-arachidin-1, trans-arachidin-2, 

trans-arachidin-3 oraz trans-3-izopentadienylo-4,3`,5`-trihydroksystilben zostały również 

wyizolowane z ekstraktu metanolowego nasion orzeszków ziemnych za pomocą HPLC z od-

wróconą fazą przez Chang i wsp. [177]. Ich badania pokazały, że podczas inkubacji nasion 

zawartość trans-arachidinu-1, trans-arachidinu-2, trans-arachidinu-3 oraz TR stopniowo 

zwiększało się, podczas gdy stężenie trans-3-izopentadienylo-4,3`,5`-trihydroksystilbenu po 

28 godzinach wyraźnie się zmniejszało. Badając aktywność antyoksydacyjną tych substancji 

porównywano ją z aktywnością butylohydroksytoluenu (BHT). Zaobserwowano, że związki 

te w różnym stopniu przejawiają aktywność przeciwutleniającą. Po zastosowaniu ich jako 

pożywki w hodowli makrofagów RAW 264.7, wyizolowanych z wątroby myszy i aktywowa-

nych przez liposacharyd (LPS) wykazano, że produkcja prostaglandyn oraz NO jest znacząco 

hamowana w obecności wszystkich analizowanych substancji. Uzyskane wyniki dowodzą, że 

składniki nasion orzeszków ziemnych są silnymi antyoksydantami, o potencjalnej aktywności 

przeciwzapalnej. Badacze stwierdzili, że duży potencjał leczniczy testowanych związków jest 

wynikiem obecności w ich strukturze kilku grup hydroksylowych oraz szkieletu izopentylo-

wego i izopentadienylowego. 

1.9. Badania in silico 

Badania in silico [178,179] mają na celu teoretyczne projektowanie nowych substancji o 

właściwościach leczniczych, których aktywność biologiczna jest następnie weryfikowana w 

badaniach eksperymentalnych. Na poziomie badań in silico wyznaczona jest optymalna struk-

tura leku oraz sposób jego interakcji z receptorami. W poszukiwaniu takich substancji posłu-

gujemy się najczęściej kryterium trójwymiarowego podobieństwa strukturalnego między pro-

jektowanym związkiem, a substancją wzorcową o danej aktywności biologicznej. W pierw-

szym etapie jest wyznaczany środek masy – jest on dopasowywany numerycznie do środka 
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masy substancji wzorcowej. Następni jest generowana prosta regresji dla minimalnych kwa-

dratów odległości między atomami. W kolejnym kroku wyznaczany jest współczynnik nor-

malizacji dla zespołu atomów w cząsteczce w celu identyfikacji par atomów. Dla zidentyfi-

kowanych par atomów obliczany jest średni pierwiastek kwadratowy z odległości między 

atomami. Innym wariantem poszukiwania nowych bioaktywnych substancji jest stosowanie 

procedury opartej na dwuwymiarowym podobieństwie. W schemacie tym jest porównywana 

nie geometria związku projektowanego oraz wzorcowego, ale obecność w nich grup funkcyj-

nych i innych elementów strukturalnych. W celu porównania 2D podobieństwa między struk-

turami obliczany jest współczynnik Tanimoto (TC, Tanimoto Coefficient) [178] z następują-

cego wzoru: 

BitsABBitsBBitsA

BitsAB
TC


       (1.1) 

gdzie BitsA oraz BitsB oznaczają ilość elementów strukturalnych, występujących tylko w 

związkach A i B, podczas gdy BitsAB jest ilością podobnych elementów zarówno w związku 

A jak i B. Do obliczeń tego współczynnika brana jest pod uwagę ilość podobnych fragmen-

tów struktury w analizowanych substancjach. Wartość TC zawarta jest w przedziale (0, 1) – 

im większa jego wartość, tym aktywność badanego związku jest bardziej zbliżona do aktyw-

ności wzorca. Ostatnio Füllbeck i wsp. [179] za pomocą metody in silico znaleźli nowe sub-

stancje, które mają potencjalną zdolność do indukowania apoptozy komórek nowotworowych. 

Substancje te wykazywały podobieństwo strukturalne do emodinu oraz kurkuminy. Jedną z 

substancji, dla której obliczono współczynnik Tanimoto był TR. Otrzymana dla niego wartość 

równa 0,7 dowodzi, że może być on efektywnym inhibitorem kinazy białkowej CK2 (Casein 

Kinase) oraz D.  

Uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki mogą być potraktowane, jako wstęp do badań 

in silico substancji o aktywności przeciwutleniającej i przeciwnowotworowej. Badania te bę-

dą polegały na tym, że w pierwszym etapie wyznaczone zostaną za pomocą metod kwantowo-

mechanicznych deskryptory aktywności biologicznej, zaprojektowanych, nieznanych związ-

ków. Następnie za pomocą metod dynamiki molekularnej zbadana zostanie interakcja tych 

substancji z fragmentami wymodelowanych receptorów błonowych oraz centrami aktywnymi 

enzymów. W przypadku stwierdzenia, że modelowana teoretycznie substancja wykazuje 

wspomnianą aktywność, nastąpi jej synteza i weryfikacja aktywności w badaniach in vivo i in 

vitro.
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2. CELE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ 

Głównym celem pracy doktorskiej było teoretyczne zbadanie właściwości biofizyko-

chemicznych TR i jego pochodnych. W szczególności podjęto następujące problemy badaw-

cze: 

1. Wyznaczenie za pomocą metod kwantowo-mechanicznych DFT, HF i MP2 z zastoso-

waniem różnych baz funkcyjnych struktury elektronowej TR, CR oraz innych bioak-

tywnych polifenoli i ich oligomerów występujących w przyrodzie, będących pochod-

nymi TR w globalnym minimum energetycznym i w stanie podstawowym. 

2. Wyznaczenie najbardziej stabilnych energetycznie struktur rodnikowych, kationorodni-

kowych i anionowych TR i CR oraz ich hydroksylowych i metoksylowych pochodnych. 

Zbadanie wpływu środowiska polarnego na ich stabilność i geometrię. 

3. Wyznaczenie wartości bariery rotacyjnej, entalpii reakcji izomeryzacji trans-cis reswe-

ratrolu w próżni, medium wodnym i etanolowym za pomocą metody MP2 oraz zbada-

nie kinetyki i termodynamiki tej reakcji.  

4. Zbadanie aktywności antyoksydacyjnej TR i CR w środowisku wodnym i etanolowym 

oraz korelacji struktura-aktywność antyoksydacyjna, w celu wyjaśnienia tzw. „paradok-

su francuskiego”. Znalezienie związku geometrii szkieletu trans-stilbenowego z aktyw-

nością antyoksydacyjną TR. W szczególności zbadanie wpływu konformacji płaskiej i 

zgiętej na właściwości antyoksydacyjne.  

5. Zbadanie wpływu stereochemii i geometrii na aktywność antyoksydacyjną badanych 

związków. W szczególności porównanie właściwości antyoksydacyjnych steroizome-

rów cis i trans. 

6. Zbadanie aktywności antyoksydacyjnej oligomerów (dimery i trimery TR), β-O-

glukozydów występujących w czerwonym winie, siarczanów(VI), 3-O-glukuronianu 

TR, hydroksylowych i metoksylowych pochodnych TR, w celu wyjaśnienia leczniczych 

i prewencyjnych właściwości czerwonego wina oraz tzw. drugiego „paradoksu francu-

skiego”. 

7. Wyznaczanie optymalnej geometrii, parametrów fizykochemicznych oraz energii stabi-

lizacji kompleksów TR i CR z jonem Cu2+, TR–Cu(II)–5`-monofosforan(V) tymidyny, 

TR-dinukleotyd oraz połączeń TR–Cu(II)–fosfolipid (cis,cis-2,3-dilinolenolan-1-

fosforan(V) glicerolu), w celu wytłumaczenia antynowotworowej, antyproliferacyjnej i 

antylipemicznej aktywności TR i jego kompleksów z Cu(II).  
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8. Teoretyczne zbadanie mechanizmów reakcji TR z rodnikiem hydroksylowym i wyja-

śnienie, który z analizowanych mechanizmów jest najbardziej preferowany w układach 

biologicznych z termodynamicznego punktu widzenia. 

9. Przeprowadzenie termodynamicznej analizy rodnikowej inhibicji reduktazy rybonukle-

otydowej przez TR oraz hydroksymocznik. 

10. Zbadanie oddziaływań wodorowych w kompleksach TR-H2O za pomocą metody MP2 

oraz DFT. 

3. PODSTAWY TEORETYCZNE METOD KWANTOWO-MECHANICZNYCH 

3.1. Układy otwartopowłokowe i problem kontaminacji spinowej 

Dla stanów otwartopowłokowych stosujemy metodę nieograniczoną (unrestricted met-

hod) w celu dokonania poprawnego opisu energetycznego niesparowanego elektronu. Dla 

rozważanego przypadku elektrony α oraz β znajdują się na różnych spin-orbitalach, które w 

efekcie możemy zapisać, jako liniowe kombinacje funkcji bazowych: 

n
n

nii c          (3.1.1) 

n
n

njj c          (3.1.2) 

Na podstawie powyższych wzorów, dwa zespoły współczynników rozwinięcia w macierzach 

Fock`a oraz macierzach gęstości, generują dwa zespoły orbitali cząsteczkowych. Opisują one 

proces dysocjacji, delokalizację orbitali w formach rezonansowych oraz inne właściwości 

elektryczne i magnetyczne form rodnikowych. Niestety, funkcje falowe otrzymane dla ukła-

dów otwartopowłokowych nie są czystymi stanami, gdyż zawierają pewien udział stanów 

spinowych o różnej multipletowości. Funkcja falowa o dużym stopniu kontaminacji spinowej 

nie jest preferowana, gdyż nie jest funkcją własną operatora kwadratu całkowitego spinu i 

można ją zapisać, jako liniową kombinację stanów spinowych o wyższych multipletowo-

ściach. W teorii Hartree-Fock`a, elektronowa funkcja falowa może być aproksymowana wy-

znacznikiem Slater`a dla orbitali spinowych. Dla stanów otwartopowłokowych teoria HF 

prowadzi do równań dla orbitali α oraz β. W konsekwencji, istnieją dwie metody kwantowo-

mechanicznego opisu stanów układów otwartopowłokowych. Jedna z nich – ROHF (Ograni-

czona metoda Hartee-Fock`a dla stanów otwartopowłokowych, Restricted Open-Shell Hartre-

e-Fock Method) – pozwala rozpatrywać całkowicie podwójnie obsadzone stany α oraz β, na-

tomiast druga metoda UHF (Nieograniczona metoda Hartee-Fock`a, Unrestricted Hartree-

Fock Method) – wykorzystuje procedurę wariacyjną do opisu stanów niecałkowicie obsadzo-
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nych. Ogólnie N-elektronową funkcję falową z metody HF możemy zapisać w sposób nastę-

pujący [207]: 
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gdzie Â pełni funkcję operatora antysymetryzującego. Funkcja falowa (3.1.3) jest funkcją 

własną rzutowego operatora składowej z-owej spinu z wartością własną równą   2/ NN  , 

gdzie Nα oznacza całkowitą ilość elektronów na orbitalu α, a Nβ ilość elektronów na orbitalu 

β. W metodzie ROHF funkcja falowa pierwszych 2Nβ spinowych orbitali może być zapisana 

w sposób następujący [207]: 
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Metoda ROHF ma tę zaletę, że funkcja falowa jest funkcją własną operatora kwadratu spinu. 

Wartość średnia tego operatora w stanie opisanym funkcją elektronową HF może być zapisa-

na w sposób następujący [208]: 
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Ta postać wartości średniej oznacza, że w metodzie ROHF funkcja falowa nie ulega kontami-

nacji spinowej i, w efekcie, praktycznie nie zawiera wkładów od stanów o wyższej multiple-

towości. Natomiast w ujęciu UHF funkcja falowa nie jest funkcją własną kwadratu operatora 

spinu, gdyż w jej bazie wartość średnia operatora 2Ŝ jest wyrażona jako [208]: 
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Suma w powyższym równaniu jest miarą odstępstwa modelu UHF od modelu ROHF. Jeżeli 

orbitale α oraz β są identyczne, nie obserwujemy kontaminacji spinowej i funkcja UHF jest 

taka sama, jak funkcja ROHF. Kontaminacja spinowa przyczynia się do różnego traktowania 

elektronów na orbitalach α oraz β przy użyciu metod kwantowo-mechanicznych, stosowanych 

w obliczeniach. W teorii MP2 funkcja falowa dla stanów otwartopowłokowych jest traktowa-

na jako stan referencyjny – wtedy efekcie kontaminacja spinowa jest w dużym stopniu 

uwzględniana. Natomiast w metodzie nieograniczonej, opartej na podejściu Kohna-Shama, za 

pomocą przybliżonych funkcjonałów korelacyjno-wymiennych, kontaminacja spinowa nie 

jest uwzględniona. Ponieważ nawet metoda ROHF uwzględnia w pewnym stopniu kontami-

nację spinową, opracowano następujące metody kwantowo-mechaniczne, pozwalające ją wy-

eliminować: 
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1. Metoda AUHF (Annihilated UHF) jest związana z anihilacją przyczynku spinowego z 

macierzy gęstości za pomocą procedury pola samouzgodnionego i anihilatorów Löwdi-

n`a. Pomimo, że w tej metodzie kontaminacja spinowa nie jest całkowicie eliminowana, 

to w porównaniu z podejściem UHF uzyskujemy w niej zdecydowanie dokładniejszy 

opis stanów spinowych badanych układów.  

2. Metoda PUHF (Projected UHF), w której anihilowane są wszystkie niekorzystne przy-

czynki spinowe z samouzgodnionej funkcji falowej UHF. Następnie energia układu jest 

obliczana, jako wartość własna w bazie funkcji rzutowych. 

Zaletą tych metod jest możliwość ich bezpośredniego zastosowania do obliczeń ab initio, 

opartych na metodzie MP2. W celu dokładnego opisu wpływu kontaminacji spinowej na za-

łamanie symetrii funkcji spinowej, rozważmy wyznacznikową funkcję falową ROHF dla czą-

steczki wodoru. Sześć tych funkcji możemy rozwinąć w szereg orbitali atomowych w sposób 

następujący [190]: 

    ABBABBAA0  

    ABBABBAA1  

        BABBAA2  

       ABBABBAA3  

  ABBA 4  

  ABBA 5    (3.1.7) 

Natomiast funkcja falowa UHF stanu podstawowego ma postać następującą [190]:  

       BAABABBABBAA
UHF ccc  22
0  

(3.1.8) 

gdzie parametr c spełnia warunek 0 c 1 . Dodając i odejmując funkcje falowe 3  oraz 2  

otrzymujemy czysty stan singletowy 1  oraz trypletowi 3  [190]: 

    BBAA
1  

    ABBA
3     (3.1.9) 

Nietrudno zauważyć, że ostatnie rozwinięcie Laplace’a wyznacznika funkcji UHF (3.2.9) 

odpowiada stanowi tripletowemu. Zatem, funkcja falowa UHF nie jest stanem czystym spi-

nowo, gdyż zawiera wkłady od stanów o wyższej multipletowości, przyczyniające się do kon-

taminacji. Natomiast dla c = 1 funkcja falowa UHF ma identyczną postać, jak funkcja ROHF 

i w ten sposób funkcja UHF reprezentuje stan singletowy. Dla c = 0 funkcja UHF zawiera 
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wkład opisujący wiązanie kowalencyjne i poprawnie opisujący dysocjację – niestety zawiera 

ona również pewien udział stanu singletowego oraz tripletowego. Należy zaznaczyć, że w 

miarę wzrostu odległości między atomami, zmniejsza się wkład kontaminacji spinowej do 

całkowitej funkcji falowej. Ilościowy wkład kontaminacji spinowej jest dany przez wartość 

średnią kwadratu operatora spinu. Teoretyczna wartość średnia tego operatora dla czysto sin-

gletowego stanu wynosi 0, dla stanu dubletowego 0,75 oraz 2,00 dla stanu tripletowego. Po-

nieważ funkcja UHF może zawierać wkłady stanów o wyższych multipletowościach, wartość 

średnia kwadratu operatora spinu może się zwiększać dla stanu singletowego. Często wkłady 

stanów spinowych o dużej multipletowości są dominujące. Stopień mieszania się różnych 

stanów spinowych jest wyznaczony jako różnica energii pomiędzy czystym stanem spino-

wym, a stanem, który zawiera wkłady od stanów, o różnych multipletowościach. Różnica ta 

ulega często zmniejszeniu wzdłuż ścieżki reakcyjnej. Ponadto, energia aktywacji obliczona 

przy zastosowaniu UHF przyjmuje zawsze mniejsze wartości, niż obliczona za pomocą 

ROHF i może być obarczona dużym błędem z powodu kontaminacji spinowej. W efekcie, 

może to dramatycznie zmieniać kształt powierzchni energii potencjalnej (PES), która wygene-

rowana przy użyciu UHF może być płaska w obszarze stanu przejściowego. 

3.2. Metoda rachunku zaburzeń Møllera-Plesseta 

Metoda Hartree-Fock`a (HF) jest często wykorzystywana do wstępnej optymalizacji 

geometrii molekuły. Posiada ona pewne ograniczenia, wynikające z faktu, że nie opisuje po-

prawnie efektów korelacji elektronowej. Stąd w układach, dla których efekty te są duże, me-

toda HF, niestety, zawodzi. W związku z tym, powstało wiele metod kwantowo-

mechanicznych, uwzględniających wkład korelacji elektronowej w opisie struktury elektro-

nowej cząsteczki. Jedną z nich jest rachunek zaburzeń Møllera-Plesseta. Spośród wszystkich 

wersji tego rachunku najcenniejszy do opisu struktury elektronowej układów chemicznych 

jest drugi rząd rachunku zaburzeń, znany pod nazwą metody MP2. W teorii tej postać Hamil-

tonianu elektronowego jest zakładana w sposób następujący [211]:  

V̂ĤĤ 0        (3.2.1) 

gdzie λ oznacza parametr perturbacyjny, H0 jest Hamiltonianem niezaburzonym, podczas, gdy 

V jest perturbacją. H0 jest też często określany, jako operator przesunięcia, który może być 

zapisany [211]: 

000 F̂ĤF̂Ĥ         (3.2.2) 
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W teorii MP2 perturbacja reprezentowana przez potencjał korelacyjny może być zapisana w 

sposób następujący [211]: 

00 F̂ĤF̂ĤV̂        (3.2.4) 

gdzie F̂  jest operatorem Fock`a, a 0  oznacza znormalizowany wyznacznik Slater`a, który 

odpowiada najniższej wartości własnej operatora Fock`a. Operator ten w bazie funkcji 0  

spełnia następujące równanie własne: 


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
2/

1
00 2ˆ

N

i
iF       (3.2.5) 

W równaniu (3.2.5) N oznacza liczbę elektronów w rozważanym układzie, a i  energię orbi-

tali podwójnie obsadzonych. Energia w zerowym rzędzie rachunku zaburzeń jest równa war-

tości średniej operatora H w bazie funkcji 0 , natomiast w pierwszym rzędzie rachunku za-

burzeń jest równa zeru. Dowodzi to, że ścisła wartość energii obliczona w zerowym rzędzie 

jest równa energii otrzymanej w metodzie HF. Natomiast energia w pierwszym rzędzie ra-

chunku zaburzeń jest dana następującym wyrażeniem: 

 00
1 ˆ  VE      (3.2.6) 

Rozważmy teraz problem wyznaczenia energii w drugim rzędzie rachunku zaburzeń. Ta po-

prawka energetyczna wymaga zastosowania elementów macierzowych operatora perturbacji, 

obliczonego między bazą referencyjnych funkcji HF oraz wszystkimi możliwymi stanami 

wzbudzonymi. Jeżeli do obliczeń zastosujemy orbitale kanoniczne, to elementy macierzowe 

obliczone w pojedynczo wzbudzonych stanach elektronowych są równe zeru, co można udo-

wodnić następująco [190]: 
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Zerowanie pierwszego elementu macierzowego w równaniu (3.2.7) jest konsekwencją zasad 

narzuconych przez teorię Brillouin`a, natomiast zerowanie drugiego elementu macierzowego 

wynika z faktu, że orbitale w elementach macierzowych są funkcjami własnymi operatora 

Fock`a i są wzajemnie ortogonalne. Poprawka drugiego rzędu rachunku zaburzeń, która jest 

pierwszym wkładem do energii korelacyjnej, wymaga obliczenia sumy po podwójnie wzbu-

dzonych funkcjach falowych, wyrażonych przez wyznaczniki Slater`a. Poprawka ta jest gene-
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rowana przez promocję dwóch elektronów z zajętych orbitali kanonicznych i oraz j na orbitale 

wirtualne a i b. Po wykonaniu obliczeń poprawka do energii elektronowej w drugim rzędzie 

rachunku zaburzeń może być zapisana następująco [190]: 
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  (3.2.8) 

gdzie ak jest współczynnikiem rozwinięcia pierwszej poprawki do funkcji w szereg funkcji 

bazowych. Natomiast energię w drugim rzędzie rachunku zaburzeń możemy obliczyć zgodnie 

ze wzorem [190]: 
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podczas, gdy pierwsza poprawka do funkcji falowej ma postać [190]: 
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Na podstawie równania (3.2.9) elementy macierzowe pomiędzy orbitalami HF, a podwójnie 

wzbudzonymi stanami, można interpretować, jako całki dwuelektronowe. W efekcie, różnica 

całkowitej energii dwóch stanów jest równa różnicy energii orbitali molekularnych. Należy 

zaznaczyć, że obliczenie poprawki do funkcji falowej w drugim rzędzie rachunku zaburzeń, 

wymaga obliczenia poprawek do energii w wyższych rzędach niż drugi. W związku z tym, 

funkcja falowa zawiera przyczynki od wyznaczników, które są pojedynczo, podwójnie, po-

trójnie oraz poczwórnie wzbudzone. Niestety, koszt czasowy obliczeń za pomocą metody 

MP4, która uwzględnia wkłady od wyznacznikowych funkcji falowych potrójnie wzbudzo-

nych jest porównywalna z kosztem metody oddziaływania konfiguracji CISD oraz sprzężo-

nych klasterów z podwójnymi i potrójnymi wzbudzeniami (CCD, CCSD oraz CCSD(T)). 

Energia obliczona w czwartym rzędzie rachunku zaburzeń uwzględnia około 98% korelacji 

elektronowej. Ponadto, uwzględnienie w obliczeniach MP4 potrójnych wzbudzeń powoduje, 

że wkład energii korelacyjnej do całkowitej energii elektronowej jest podobny jak w metodzie 

SDQ (Steepest-Descent Quench Method). W praktycznych obliczeniach koszt czasowy obli-

czeń MP2 dla około stu funkcji bazowych jest porównywalny z kosztem obliczeń HF. Biorąc 

po uwagę fakt, że metoda MP2 pozwala uwzględnić 80-90% efektów korelacji elektronowej, 

należy stwierdzić, że metoda ta może być stosowana do optymalizacji geometrii układów, 

gdzie jest wymagane uwzględnienie korelacji elektronowej. 
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3.3. Funkcjonały korelacyjno-wymienne 

Zasadnicza różnica między metodą DFT, a metodami ab initio tkwi w wyborze postaci 

funkcjonału korelacyjno-wymiennego oraz jego zależności od parametrów semi-

empirycznych. Można udowodnić, że potencjał korelacyjno-wymiennny jest słuszny dla 

wszystkich układów molekularnych, ale jego postać analityczna jest trudno osiągalna, za wy-

jątkiem specjalnego przypadku, jakim jest gaz elektronowy o stałej gęstości. Potencjały kore-

lacyjno-wymienne powinny charakteryzować się następującymi własnościami: 

1. Energia funkcjonalna powinna być wolna od wzajemnych interakcji. W energii wy-

miennej dla układu jednoelektronowego, jakim jest atom wodoru, nie powinna być 

uwzględniana energia kulombowska. 

2. Dla stałej gęstości elektronowej powinien obowiązywać model oparty na stałej gęstości 

gazu elektronowego. Założenie to jest słuszne dla problemów fizyki ciała stałego – nie 

jest ono wymagane dla układów molekularnych.  

3. Stała skalująca energię wymienną oraz współrzędne przestrzenne gęstości elektrono-

wej powinna być liniowa. Wymagania te możemy zapisać następująco [190]: 

)z,y,x()z,y,x( 3        xx EE      (3.3.1) 

4. W obliczeniach czynnik skalujący λ powinien przyjmować wartość większą od jedno-

ści, gdyż wtedy następuje zwiększenie efektów korelacyjnych. 

5. Potencjał korelacyjny powinien zachowywać się asymptotycznie jak r─1. Ponadto, ten 

potencjał jako funkcja ilości elektronów nie jest funkcją ciągłą. 

6. Potencjał korelacyjny powinien asymptotycznie dążyć do -αr─4/2, gdzie α jest polary-

zowalnością układu zawierającego N-1 elektronów. 

Metody obliczeniowe bazujące na funkcjonałach korelacyjno-wymiennych są bardzo podobne 

do innych empirycznych metod kwantowo-mechanicznych oraz metod matematycznych, za-

wierających parametry semiempiryczne. W efekcie, jakość tych funkcjonałów zależy od wy-

boru semi-empirycznych parametrów oraz rodzaju badanego układu molekularnego. Ta me-

todologia powoduje, że metoda DFT zdecydowanie różni się opisem korelacji elektronowej 

od metod ab initio, takich, jak MP2 oraz sprzężonych klasterów. Energię korelacyjno-

wymienną można rozseparować na dwa udziały – korelacyjny oraz wymienny, z których oby-

dwa poprawnie opisują układy molekularne z uwagi na procedurę skalowania. Energia kore-

lacyjno-wymienna zależna od całkowitej gęstości elektronowej może być zapisana jako: 

       dr)r()r(dr)r()r(E cxxc      (3.3.2) 
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Biorąc pod uwagę fakt, że energia korelacyjna jest dana jako suma przyczynków od elektro-

nów α oraz β, tylko elektrony o tej samej orientacji spinu mają największy udział w korelacji 

elektronowej. W efekcie energia kinetyczna, energia oddziaływania elektron-jądro, elektron-

elektron dla elektronów α oraz β mogą być w prosty sposób separowane. Ponadto, całkowita 

gęstość elektronowa jest sumą gęstości elektronów na orbitalach α oraz β, podczas gdy dla 

zamkniętego stanu singletowego gęstości elektronowe α oraz β są równe. Potencjały korela-

cyjno-wymienne mogą być aproksymowane gęstością elektronową w rozmaity sposób. Jed-

nym z ważniejszych przybliżeń jest przybliżenie LDA (Przybliżenie lokalnej gęstości, Local 

Density Approximation). Zakłada ono, że gęstość elektronowa może być traktowana lokalnie, 

jako niezmienny gaz elektronowy. Energia korelacyjna i funkcjonał korelacyjny w tej meto-

dzie są dane następującymi formułami [190]: 

   dr)r(CE 3/4
x

LDA
x   

3/1
x

LDA
x C        (3.3.3) 

Formuła (3.3.3) wskazuje, że przybliżenie LDA wprowadza analityczną postać energii kore-

lacyjnej, która została wyprowadzona przy założeniu, że gaz elektronowy ma stałą gęstość. W 

bardziej ogólnym przypadku, kiedy gęstości elektronowe α oraz β nie są równe, przybliżenie 

LDA może być pominięte i zastąpione przybliżeniem LSDA (lokalne przybliżenie gęstości 

spinowej, Local Spin Density Approximation), które posiada następującą postać [190]: 

     drC2E 3/43/4
x

3/1LSDA
x       (3.3.4) 

LSDA pozwala również na przedstawienie energii korelacyjnej, jako funkcji polaryzacji elek-

tronowej w sposób następujący [190]: 
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gdzie ζ oznacza polaryzację spinową. Dla stanów zamkniętopowłokowych przybliżenie 

LSDA jest tożsame z LDA. W przybliżeniu LDA potencjał korelacyjno-wymienny jest wyra-

żony następującym wzorem [214]: 
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Analityczna postać energii korelacyjnej dla gazu elektronowego o stałej gęstości może być 

wyprowadzona dla dwóch granicznych przypadków: dla maksymalnej i minimalnej gęstości 

elektronowej. Stosując model HEG (Model jednorodnego gazu elektronowego, Homogeneous 
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Electron Gas Model) energia korelacyjna w granicy maksymalnej gęstości może być wyrażo-

na jako [214]: 

   D)rln(CrBrlnA sssc      (3.3.7) 

podczas gdy, w granicy bardzo małych gęstości otrzymujemy [214]: 
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gdzie A, B, C, D, g0 oraz g1 są dopasowywanymi parametrami. Dla pośrednich gęstości ener-

gia korelacji elektronowej może być wyznaczona z dużą precyzją za pomocą kwantowej wer-

sji metody Monte Carlo. Energię korelacyjną zależną od polaryzacji spinowej za pomocą me-

tody DFT można wyrazić następującym wzorem interpolacyjnym [190]: 

         4
2

4

)2(
2

2 0,1,1
)(

)(
)()0,(),( 




 frr
f

f
rrr sccsascsc   

   
12

2
3/1

1
2 







f
f       (3.3.9) 

gdzie ),(  sc r  oraz )( sa r są funkcjami parametryzowanymi, a pozostałe parametry we wzo-

rze (3.3.9) są parametrami dopasowania. Na uwagę zasługuje promień Wiegner`a-Size, który 

jest związany z gęstością elektronową następującą zależnością: 
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Perdew oraz Wang zaproponowali następującą analityczną postać energii korelacyjnej, zależ-

nej od kilku parametrów dopasowania [190]: 
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gdzie x oznacza odległość międzyelektronową. Metoda LSDA pozwala na analityczne wy-

prowadzenie wzoru na energię korelacyjną tylko dla modelu gazu elektronowego, z pominię-

ciem fluktuacji, wynikających z formuły interpolacyjnej energii korelacji. Dla systemów mo-

lekularnych aproksymacja LSDA zaniża energię korelacji o około 10%. Pomijając fakt, że 

metoda LSDA wprowadza duże uproszczenia w fundamentalnych założeniach, wyniki uzy-

skiwane na jej podstawie są zbliżone do wyników uzyskanych za pomocą metody HF. Głów-

ny sukces tej metody – spełnia ona warunek, aby całka dla dziur Fermiego była równa -1, a 

dla dziur Coulomba wynosiła 0.  
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3.3.1. Funkcjonały gradientowe 

Przybliżenie LSDA wymaga modyfikacji uwzględniającej niejednorodności gęstości 

elektronowej. W tym celu należy uwzględnić zależność energii korelacyjnej zarówno od gę-

stości elektronowej, jak i pochodnej tej gęstości względem współrzędnej położenia elektronu. 

Pierwszym krokiem do poprawienia metody LSDA było opracowanie metod zwanych GGA 

(Ogólna metoda przybliżenia gradientów, Generalized Gradient Approximation). W meto-

dach tych pochodne pierwszego rzędu gęstości względem współrzędnych przestrzennych są 

traktowane jako zmienne w funkcjonale korelacyjno-wymiennym – podobnie jest w przypad-

ku przybliżenia LSDA. Najbardziej popularny funkcjonał GGA został wprowadzony przez 

Becke [191]. Uwzględnia on poprawkę korelacyjną do funkcjonału LSDA – dzięki temu 

energię korelacyjną w podejściu Becke możemy zapisać następująco [190]: 
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Parametr β jest wyznaczany za pomocą dopasowania z danych eksperymentalnych dla bardzo 

rozrzedzonego gazu atomowego. Spośród wszystkich wyprowadzonych funkcjonałów, naj-

lepsze wyniki są uzyskiwane dla dwuparametrowego modelu OPTX (Model optymalnej wy-

miany, Optimized Exchange). Jednym z ważniejszych funkcjonałów, który w większym stop-

niu uwzględnia korelację elektronową jest funkcjonał LYP (Funkcjonał Lee, Yanga oraz Par-

ra, Functional Lee, Yang and Parr) [192]. Funkcjonał ten posiada następującą postać anali-

tyczną [190]: 
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Parametry a, b, c, d w funkcjonale są wyznaczane za pomocą dopasowania danych dla atomu 

helu. Wada – nie uwzględnia on wkładu do energii korelacyjnej, pochodzącej od korelacji 

elektronów o spinach równoległych. Funkcjonał LYP może być natomiast kombinowany z 
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funkcjonałami Becke`a oraz OPTX w celu dokładniejszego opisu korelacji elektronowej. 

Perdew i wsp. [193] zaproponowali kilka funkcjonałów korelacyjno-wymiennych, bazując na 

usuwaniu nieuzasadnionych członów oscylacyjnych z rozwinięcia Taylora energii korelacyj-

nej. W ten sposób dziury korelacyjne i wymienne mogą zostać scałkowane do wartości -1 lub 

0. Spośród najważniejszych funkcjonałów tej grupy na szczególną uwagę zasługują trzy funk-

cjonały: PW91, PW89 oraz PBE. Charakteryzują się tym, że część wymienna może być w 

nich zapisana jako iloczyn funkcjonału LSDA oraz czynnika poprawkowego, który jest funk-

cją zmiennej x. Przykładowo, funkcjonał wymienny PBE i funkcję poprawkową F(x) możemy 

zapisać [190]: 
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Natomiast funkcjonał korelacyjny jest zapisany, jako suma funkcjonału korelacyjnego LSDA 

oraz funkcji modyfikującej H(t) [190]: 
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Parametry a, b, c oraz d w powyższych funkcjonałach są nieempiryczne i nie są otrzymywane 

przez dopasowanie z danych eksperymentalnych. Funkcjonał KT3 (Funkcjonał Keala-Tozera, 

Keal-Tozer Functional) został skonstruowany jako kombinacja funkcjonałów LDA, OPTX 

oraz LYP. Ponadto, jest on zmodyfikowany przez dodatkowy człon uwzględniający gradient z 

gęstości elektronowej i może być zapisany tak [190]: 
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Współczynniki a, b oraz c w zależności (3.3.1.5) są optymalizowane w odniesieniu do wiel-

kości eksperymentalnych, takich, jak energia atomizacji oraz parametry geometryczne, pod-

czas, gdy współczynniki d i e są do dopasowane do widma NMR. 

3.3.2.  Funkcjonały gradientowe wysokiego rzędu 

Opis korelacji elektronowej może zostać poprawiony przez uwzględnienie w funkcjona-

łach korelacyjno-wymiennych wyższych pochodnych gęstości elektronowych względem 

współrzędnych położeniowych atomów. Alternatywnym sposobem na poprawienie energii 
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korelacyjno-wymiennej jest skonstruowanie funkcjonałów, będących funkcją kinetycznej 

energii orbitalnej τ, która dla pojedynczego orbitalu jest identyczna z postacią energii kine-

tycznej Weizsäcker`a (τw) [190]: 
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Zależność orbitalnej energii kinetycznej od efektywnego potencjału jest następująca [190]: 
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Włączenie orbitalnej energii kinetycznej lub Laplasjanu gęstości elektronowej, jako zmien-

nych do funkcjonałów korelacyjno-wymiennych, prowadzi do generowania meta-GGA funk-

cjonałów. Jednym z ważniejszych funkcjonałów, w którym jest zawarta orbitalna energia ki-

netyczna jest funkcjonał BR (Funkcjonał Becke-Roussel`a, Becke-Roussel Functional). Po-

siada on następującą postać matematyczną [190]: 
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gdzie parametry a, b oraz c spełniają następujące relacje: 
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Podobny funkcjonał korelacyjny zastał wprowadzony do chemii kwantowej przez Becke 

(Funkcjonał 95 Becke`a, Functional 95 Becke) [193]. Funkcjonał ten i poszczególne człony w 

nim zawarte mogą być zapisane jako [190]: 
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W powyższych wzorach σ oznacza bazę funkcji spinowych α oraz β, xσ jest zdefiniowane 

równaniem (3.3.2.5), a, b są parametrami dopasowanymi eksperymentalnie, natomiast PW
c  

jest parametryzacją Perdew-Wang`a korelacyjnego funkcjonału LSDA. Kolejną rodziną funk-

cjonałów, które zawierają orbitalną energię kinetyczną oznaczamy akronimem HCTH. Funk-

cjonał VSXC (Funkcjonał Korelacyjno-Wymienny Voorhi-Scuserii, Voorhi-Scuseria Ex-

change-Correlation) należący do tej rodziny zawiera gęstość energii kinetycznej oraz 21 pa-

rametrów, które są dopasowane z danych eksperymentalnych.  
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3.3.3. Funkcjonały hybrydowe 

Z definicji energii korelacyjno-wymiennej wynika, że istnieje związek pomiędzy ener-

gią, a potencjałem dziurowym. Związek ten jest widoczny w równaniu określanym, jako ACF 

(Prawo adiabatycznego połączenia, Adiabatic Connection Formula) [190]: 

  d)(VE
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0

hole
xcxc      (3.3.3.1) 

gdzie zmienna całkowania λ jest parametrem opisującym oddziaływania elektron-elektron. W 

bardzo uproszczonym przybliżeniu całka dana równaniem (3.3.3.1) jest obliczana, jako śred-

nia w dwóch punktach i, w efekcie, może być zapisana w sposób następujący [190]: 
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Dla λ = 0 elektrony nie podlegają oddziaływaniu i, w konsekwencji, nie istnieje energia kore-

lacyjna, tylko wymienna. Ponieważ ścisła funkcja falowa w tym przypadku jest jedynym wy-

znacznikiem Slater`a, ścisła wartość energii korelacyjno-wymiennej może być wyznaczona za 

pomocą metody HF. Generalnie, w metodzie funkcjonałów hybrydowych energia korelacyjna 

dana jest sumą energii korelacyjnej LSDA, ścisłej energii korelacyjnej oraz członów gradien-

towych. Podobnie, jak w tej metodzie, energia korelacyjna z dużą dokładnością może być 

obliczana przez dodanie do energii korelacyjnej LSDA poprawkowych członów gradiento-

wych. Jest to podstawowa procedura stosowana w metodach hybrydowych. Do najbardziej 

znanych funkcjonałów hybrydowych zaliczamy B3 (Trójparametrowy funkcjonał Becke`a, 

Becke 3 Parametr Functional) oraz funkcjonał B3LYP, który może być zapisany w sposób 

następujący [190]: 

LYP
c

LSDA
x

88B
x

exact
x

LSDA
x

LYP3B
xc cEE)c1(EbaEE)a1(E     (3.3.3.3) 

gdzie parametry a, b oraz c są wyznaczone przez dopasowanie do danych eksperymentalnych 

i zależą od postaci energii korelacyjnej oraz wymiennej, wyznaczonej za pomocą metody 

GGA. 

3.4. Dziury wymienne i korelacyjne w metodzie DFT 

Ponieważ energia wymienna stanowi mały przyczynek do całkowitej energii korelacyj-

no-wymiennej, rodzi się pytanie, dlaczego nie jest ona liczona w sposób analityczny tak, jak 

energia kinetyczna, tylko w przybliżony i bardzo skomplikowany na poziomie metody DFT. 

Zastosowanie takiej metodologii daje, niestety, słabe wyniki, gdyż zasadniczy problem meto-

dy DFT tkwi w skomplikowaniu funkcjonału korelacyjno-wymiennego, który poprawnie opi-
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sywałby wkłady energii korelacyjno-wymiennej do całkowitej energii układu. Energia wy-

mienna na poziomie DFT może być wyznaczona w takim samym schemacie, jak w metodzie 

HF. Prowadzi to do potencjałów wymiennych, które w każdym punkcie zależą od gęstości w 

innym punkcie przestrzeni. Stąd definicja energii korelacyjnej i wymiennej na poziomie DFT 

jest lokalna tylko w małym obszarze. W przypadku szerszego zakresu, energia ta jest oblicza-

na za pomocą funkcjonałów. Jak wiadomo, dwa elektrony odpychają się i oddziaływanie to 

opisuje potencjał Coulomba. Natomiast w relatywistycznej mechanice kwantowej oddziały-

wanie to ulega modyfikacji, gdyż uwzględniony jest połówkowy spin elektronowy. Na pod-

stawie zakazu Pauliego stan kwantowy nie może być zapełniony dwoma fermionami o tej 

samej orientacji spinu lub, inaczej mówiąc, funkcja falowa musi być antysymetryczna wzglę-

dem permutacji elektronów. Prowadzi to do energii wymiennej i jest traktowane, jako kwan-

towa poprawka do energii oddziaływania Coulomba. Ilościowa analiza problemu musi być 

przeprowadzona w oparciu o dziury wymienne. Jeżeli założymy, że elektron nie ma ładunku 

lub spinu, to prawdopodobieństwo jego znalezienia w dowolnym miejscu powinno być nieza-

leżne od położenia drugiego elektronu. W ten sposób gęstość elektronowa, pochodząca od 

pary elektronów, jest zależna od gęstości jednoelektronowej w sposób następujący [190]: 
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Po uwzględnieniu faktu, że elektrony mają ładunek oraz spin, gęstość dwuelektronową zapi-

sujemy następująco [190]: 
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gdzie ),( 21 rrhxc oznacza tzw. warunkowy czynnik prawdopodobieństwa. W chemii kwantowej 

nosi on też nazwę dziury korelacyjno-wymiennej i może być zapisany jako [190]: 
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Dziura korelacyjno-wymienna reprezentuje zredukowane prawdopodobieństwo znalezienia 

elektronu 2 w pozycji 2 przy założeniu, że elektron 1 znajduje się w położeniu 1. Część wy-

mienna tej dziury nazywana jest dziurą Fermiego, podczas, gdy dynamiczna część korelacyj-

na – dziurą Coulomba. Dziura Fermiego opisuje statyczną redukcję jednoelektronowej funkcji 

prawdopodobieństwa, natomiast dziura Coulomba redukuje prawdopodobieństwo znalezienia 

elektronu, znajdującego się w pobliżu elektronu źródłowego. Ponieważ efekt wymienny wy-

stępuje tylko między elektronami o tej samej orientacji spinu, całkowita dziura uwzględnia 
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przyczynki od poszczególnych spinów. Jest rzeczą interesującą, że całka z dziury korelacyj-

no-wymiennej po współrzędnej r2 jest równa -1, co pokazuje następujący rachunek [190]: 
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Podobny argument dla separacji gęstości spinowej pokazuje, że dziura Fermiego jest wszę-

dzie ujemna, a wartość całki równa -1 dowodzi, że całka z dziury Coulomba jest równa 0. 

Zasadnicza różnica w energii wymiennej, otrzymywanej przy zastosowaniu metody HF oraz 

DFT tkwi w tym, że w teorii HF energia ta zachowuje się nielokalnie a w teorii DFT lokalnie. 

Jest tak dlatego, że w metodzie HF dziury wymienne są zdelokalizowane na cały układ, na-

tomiast w DFT zdelokalizowane dziury wymienne HF są całkowicie włączone do funkcjona-

łów. 

3.5. BŁĄD SUPERPOZYCJI BAZY 

Z uwagi na fakt, że bazy funkcyjne użyte do obliczeń są niekompletne, dla energii stabi-

lizacji badanych kompleksów obliczono poprawkę BSSE (Błąd superpozycji bazy, Basis Set 

Superposition Error). Dowodzi to, że w granicznym przypadku kompletnej bazy BSSE jest 

równe zeru. W obliczeniach praktycznych nie używamy, niestety, takiej bazy. Dlatego w celu 

stopniowej eliminacji BSSE należy stosować bardzo bogate bazy konsystentne rozmiarowo. 

Ponadto, z powodu dużego udziału oddziaływań dyspersyjnych, energię stabilizacji należy 

wyznaczać za pomocą metody MP2. Jest to ogromny problem, gdyż zastosowanie tej metody 

wymaga użycia bardzo dużej ilości funkcji bazowych w celu redukcji BSSE. Przybliżona 

wartość BSSE może być wyznaczona na gruncie metody CP (Couterpoint Correction) [194]. 

W metodzie tej BSSE jest obliczany, jako różnica energii monomerów oraz energii komplek-

su. Należy pamiętać, że w kompleksie geometrie monomerów różnią się od geometrii izolo-

wanych. Różnica energii dimeru oraz monomerów może być obliczona bezpośrednio i nazy-

wa się energią kompleksowania. W celu obliczenia poprawki BSSE niezbędne są jeszcze 

cztery dodatkowe obliczenia. Stosując bazy dla monomerów oraz kompleksu, energia każde-

go monomeru jest liczona dla ich danej geometrii w układzie kompleksowym. Dwa dodatko-

we obliczenia dla monomerów oraz kompleksu są następnie wykonywane w pełnej bazie. Ta 

procedura obliczeniowa oznacza, że energia jednego monomeru jest obliczana w dwóch nor-

malnych bazach, zastosowanych do optymalizacji dwóch monomerów i zlokalizowanych w 

pozycjach jądrowych. Dzięki temu, energia monomeru A może być niższa, od energii mono-

meru B z powodu zastosowania tzw. odbitych orbitali, zlokalizowanych w różnych miejscach 

przestrzeni. Poprawka CP może być zdefiniowana w sposób następujący [190]: 
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Na podstawie tej formuły energia stabilizacji poprawiona za pomocą metody CP może być 

obliczona, jako różnica energii stabilizacji baz korekty oraz CPE . 

4. METODOLOGIA OBLICZEŃ KWANTOWYCHI I WYNIKI  

Wszystkie obliczenia przeprowadzono za pomocą pakietu obliczeniowego Gaus-

sian03W [180]. Zastosowano następujące metody chemii kwantowej: DFT (Teoria Funkcjo-

nału Gęstości, Density Functional Theory) [181], HF (Metoda Hartree-Fock`a, Hartree-Fock 

Method), MP2 (Rachunek Zaburzeń Drugiego Rzędu Møllera-Plesseta, Møller-Plesset Second 

Order Perturbation Theory) [182] oraz MP4 (rachunek zaburzeń czwartego rzędu Møller-

Plesseta). Metodę MP2 zastosowano w celu uwzględnienia dużego wkładu energii korelacyj-

no-wymiennej do całkowitej energii układu oraz wpływu korelacji elektronowej na geometrię 

i energię badanych układów molekularnych. Natomiast metodę MP4 zastosowano w celu po-

prawienia energii korelacyjno-wymiennej, otrzymanej za pomocą MP2. Równowagową struk-

turę elektronową oraz energię każdego układu wyznaczono w stanie podstawowym, w próżni, 

medium wodnym oraz etanolowym. Do obliczeń wykonanych za pomocą metody DFT zasto-

sowano funkcjonał hybrydowy B3LYP, który również uwzględnia efekty korelacji elektro-

nowej. W pierwszym kroku, optymalizowano geometrię za pomocą metody HF, a następnie 

otrzymaną geometrię całkowicie optymalizowano za pomocą metody MP2(full). Zarówno w 

obliczeniach HF, jak i w trakcie reoptymalizacji geometrii HF za pomocą MP2 uwzględniono 

tę samą bazę funkcyjną.  

Formy rodnikowe wygenerowano z równowagowych geometrii obojętnych molekuł 

poprzez usunięcie atomu wodoru z grup hydroksylowych, natomiast kationorodniki utworzo-

no poprzez eliminację elektronu z równowagowej geometrii molekuły. Całkowitą optymali-

zację (full optimisation) geometrii układów otwartopowłokowych wykonano za pomocą 

funkcjonału hybrydowego B3LYP, gdyż otrzymane za jego pomocą orbitale molekularne są 

wolne od wkładów pochodzących od stanów o różnej multipletowości. Dla układów zamknię-

topowłokowych (obojętne cząsteczki oraz formy anionowe) zastosowano metodę ograniczoną 

(restricted method), natomiast dla układów otwartopowłokowych (formy rodnikowe, kationo-

rodniki oraz kompleksy TR–Cu(II)) – metodę nieograniczoną (unrestricted method) oraz RO 

(restricted open-shell approach). Podczas całkowitej optymalizacji układów otwartopowło-

kowych, wartość dla kwadratu całkowitego spinu była zachowana na poziomie 0,75. Tym 

samym, nie uwzględniono w trakcie obliczeń iteracyjnych kontaminacji spinowej. Wszystkie 
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częstości drgań harmonicznych skalowano przez współczynnik 0,973, natomiast energię 

drgań zerowych i poprawkę termicznę do energii skalowano przez współczynnik 0,9. Często-

ści skalowano w celu odzwierciedlenia różnicy między obliczonymi, a wyznaczonymi ekspe-

rymentalnie częstościami. 

Ładunki cząstkowe na poszczególnych atomach obliczono korzystając z analizy NPA 

(Naturalna analiza ładunku, Natural Population Analysis, NPA Analysis) oraz analizy popula-

cyjnej ładunku Mullikena [183]. Metoda Mullikena pozwala obliczyć ładunki cząstkowe na 

poszczególnych atomach badanych cząsteczek. Ładunki te są obliczane w wyniku równo-

miernego podziału nakrywających się orbitali pomiędzy dwoma atomami. 

Zredukowana macierz gęstości rzędu k może być zapisana w sposób następujący [190]: 
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gdzie Ne oznacza całkowitą ilość elektronów. Dla poprawnego opisu struktury elektronowej 

największe znaczenie mają macierze gęstości pierwszego i drugiego rzędu, ponieważ operator 

Hamiltona zawiera operatory jedno- i dwuelektronowe. Macierz gęstości pierwszego rzędu 

może być diagonalizowana, a otrzymane funkcje własne należą do tzw. orbitali naturalnych 

(NO-Natural Orbitals). Koncepcja naturalnych orbitali prowadzi do analizy NBO (Natural 

Bond Orbital), którą do chemii kwantowej wprowadzili Weinhold i wsp. Macierz gęstości jest 

blokowa i diagonalizując kolejno jej bloki otrzymujemy bazę orbitali naturalnych, scentrowa-

nych na poszczególnych atomach. Otrzymane orbitale są z reguły nieortogonalne i muszą być 

w kolejnym kroku zortogonalizowane za pomocą metody Löwdina lub Grama-Schmidta. Dla 

otrzymanej ortonormalnej bazy orbitali naturalnych wyznaczane są diagonalne elementy ma-

cierzy gęstości. Sumując wszystkie przyczynki od orbitali scentrowanych na poszczególnych 

atomach otrzymujemy na nich rozkład ładunków cząstkowych. Analiza NBO w porównaniu z 

analizą Mulliken jest dokładniejsza, ponieważ uwzględnia wkłady do całkowitego ładunku od 

elektronów rdzenia atomowego, walencyjnych oraz Rydberga, które są głównie zlokalizowa-

ne na orbitalach dyfuzyjnych. Ponadto analiza ta gwarantuje, że obsadzenie elektronowe speł-

nia zakaz Pauliego oraz, że zbieżność ładunków cząstkowych do wartości optymalnych jest 

zachowana nawet, gdy zwiększana jest ilość funkcji bazowych.  

Optymalizacja geometrii była prowadzona w celu znalezienia na PES (Powierzchnia 

energii potencjalnej, Potential Energy Surface) punktu stacjonarnego, odpowiadającego geo-

metrii równowagowej. W tym punkcie gradient sił jest równy zeru, gdyż reprezentuje on po-
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łożenie równowagi. Podczas wykonywanych obliczeń były spełnione następujące kryteria 

zbieżności: 

1. Siły będące pochodną potencjału względem współrzędnych miały wartość równą, w przy-

bliżeniu, zero (dopuszczalna wartość nie większa niż 0,00045). 

2. Średnia kwadratowa z sił (RMS, Root-Mean-Square) była równa w przybliżeniu zero (do-

puszczalna wartość nie większa niż 0,0003). 

3. Wartość odległości między kolejnymi krokami iteracyjnymi była mniejsza od 0,0018. 

4. Średnia kwadratowa z odległości (RMS, Root-Mean-Square Displacement) przyjmowała 

wartość mniejszą od 0,0012.  

Podczas optymalizacji geometrii obliczono w jej punkcie początkowym stałe siłowe, 

korzystając z tej samej bazy funkcyjnej i metody, jaką zastosowano do optymalizacji. Do ob-

liczeń optymalizacyjnych stosowano zarówno współrzędne kartezjańskie jak i zredukowane 

współrzędne wewnętrzne, których zastosowanie skraca czas optymalizacji. W celu wyznacze-

nia geometrii badanych związków, w minimum globalnym generowano PES za pomocą 

HF/6-31G(d), B3LYP/6-31+G(d), B3LYP/6-31G(d), B3LYP/6-311G(d,p) oraz MP2(full)/6-

31G(d) dla obojętnych związków. Otrzymana trójwymiarowa powierzchnia przedstawia za-

leżność energii całkowitej od wartości skanowanych parametrów geometrycznych. Ponieważ 

orientacja atomów wodoru i tlenu z grup OH względem pierścieni aromatycznych jest bardzo 

ważnym parametrem geometrycznym, otrzymano również PES prezentującą zależność energii 

układu od kątów torsyjnych, opisujących tę orientację. Profil PES pozwolił znaleźć potencjal-

ne minima lokalne. Geometrie w tych minimach były całkowicie zoptymalizowane bez na-

rzucania ograniczeń na pozostałe parametry geometryczne i symetrię cząsteczki. W ten spo-

sób, po całkowitej optymalizacji, uzyskana geometria była bardzo bliska geometrii w mini-

mum globalnym. Do obliczeń stosowano następujące bazy funkcyjne: 

1. 6-31G(d) – baza ta zawiera jedną funkcję polaryzacyjną na atomy niewodorowe. Sto-

sowano ją do wstępnej optymalizacji złożonych układów molekularnych. 

2. 6-31G(d,p) – baza ta zawiera funkcje polaryzacyjne typu d i p scentrowane na atomach 

wodoru. Była stosowana do optymalizacji geometrii TR. 

3. 6-31+G(d,p) – jest to wzbogacona o funkcje dyfuzyjne baza 6-31G(d,p). Była również 

stosowana do optymalizacji struktury TR.  

4. 6-311G(d,p) – baza ta zawiera funkcje polaryzacyjne d i p scentrowane na atomach wo-

doru. Stosowano ją do optymalizacji polifenoli, oligomerów, fosfolipidu, deoksyrybo-

nukleotydów oraz układów otwartopowłokowych. 
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5. 6-311G+(d,p) – baza ta oprócz funkcji polaryzacyjnych scentrowanych na atomy wodo-

ru zawiera funkcje dyfuzyjne na te atomy. 

6. 6-311++G(d,p) – jest to wzbogacona o funkcje dyfuzyjne na atomy niewodorowe baza 

6-311+G(d,p). 

7. 6-311+G(2d,2p)-baza ta zawiera dwa zestawy funkcji polaryzacyjnych typu d na ciężkie 

atomy i dwa zestawy funkcji polaryzacyjnych p na atomy wodoru oraz funkcje dyfuzyj-

ne na atomy wodoru. Była ona stosowana do badania oddziaływań wodorowych w 

kompleksach TR-H2O. 

8. 6-311G++(3df,2p) – baza ta zawiera trzy zestawy funkcji polaryzacyjnych typu d i f 

scentrowanych na ciężkich atomach oraz dwa zestawy funkcji polaryzacyjnych typu p 

scentrowanych na atomach wodoru. Zawiera też funkcje dyfuzyjne na atomy wodoru 

oraz atomy niewodorowe. Była ona stosowana do optymalizacji geometrii polifenoli za 

pomocą metody DFT oraz do obliczania dokładnych wartości energii. 

9. lanl2DZ – baza ta była stosowana do optymalizacji wszystkich układów komplekso-

wych, zawierających jon Cu2+, gdyż zawiera ona ECP (Efektywny pseudopotencjał 

rdzenia atomowego, Effective Core Potential) który poprawnie opisuje energię elektro-

nów rdzenia atomowego. Obliczenia wykonane za pomocą tej bazy pozwoliły częścio-

wo uwzględnić efekty relatywistyczne, pochodzące od elektronów znajdujących się bli-

sko jądra atomowego tych pierwiastków.  

10. cc-pVDZ (Correlation Consistent Polarized Valence Double Zeta Basis Set), cc-pVTZ 

(Correlation Consistent Polarized Valence Triple Zeta Basis Set), cc-pVQZ (Correla-

tion Consistent Polarized Valence Quadruple Zeta Basis Set) – są to uboższe od baz 

aug-cc-pVDZ, aug-cc-pVTZ oraz aug-cc-pVQZ korelacyjnie konsystentne bazy Dun-

ninga. Były one stosowane do optymalizacji geometrii TR w próżni, obliczania barier 

rotacyjnych oraz dokładnych wartości energii stabilizacji komplesów TR z wodą. Ter-

min konsystentne korelacyjnie oznacza, że funkcje bazowe, które dają podobny wkład 

do energii korelacyjnej są włączone do tych bazy z tą samą wagą. Bazy z użyciem 

przedrostka aug są również korelacyjnie konsystentne i ich zaletą jest to, że są one, w 

porównaniu z bazami, cc wzbogacone w funkcje dyfuzyjne, posiadające małe współ-

czynniki w członach eksponencjalnych. Baza aug-cc-pVDZ zawiera dodatkowe orbitale 

s, p oraz d, natomiast baza aug-cc-pVTZ posiada funkcje 1s, 1p, 1d oraz 1f na atomy 

wodoru oraz atomy niewodorowe. 
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W celu poprawnego opisu struktury elektronowej form anionowych, rodnikowych oraz 

kationorodnikowych podczas optymalizacji ich geometrii zastosowano bazy wzbogacone o 

funkcje dyfuzyjne. Również do optymalizacji obojętnych molekuł, zawierających atomy z 

wolnymi parami elektronowymi (S, N oraz O) zastosowano bazy wzbogacone o te funkcje. 

Do każdej zoptymalizowanej geometrii obliczono częstości harmoniczne w celu: 

1. Badania natury punktu stacjonarnego na PES. Na podstawie wyznaczonych wartości 

częstości można stwierdzić, czy zoptymalizowana geometria jest w rzeczywistym mi-

nimum lokalnym, czy w punkcie siodłowym na PES. 

2. Obliczenia ZPC (Poprawka zerowego punktu, Zero-Point Correction) oraz poprawki 

termicznej do całkowitej energii. We wszystkich wartościach energii przytaczanych w 

niniejszej rozprawie uwzględniono energię drgań zerowych (Zero-point vibrational 

energy). 

3. Obliczenia wartości termodynamicznych funkcji stanu (całkowitej entalpii oraz entalpii 

swobodnej Gibbsa) w temp. 298,15 K i pod ciśnieniem 1 atm.  

Częstości były obliczane analitycznie w wyniku diagonalizacji Hessianu za pomocą metody i 

w bazie użytej do optymalizacji geometrii. Charakterystyka punktu na PES jest następująca: 

1. W przypadku braku urojonych częstości, zoptymalizowana geometria jest w lokalnym 

minimum energetycznym. 

2. Uzyskana jedna częstość urojona dla zoptymalizowanej geometrii oznacza, że znajdu-

je się ona w punkcie siodłowym lub reprezentuje TS (Stan przejściowy, Transition Sta-

te). W przypadku uzyskania jednej częstości urojonej, nieznacznie modyfikowano geo-

metrię zoptymalizowanej struktury charakteryzującej się obecnością tej częstości. 

Zmieniano parametry geometryczne, odpowiadające częstościom urojonym. Należy 

podkreślić, że otrzymanie jednej częstości urojonej nie zawsze oznacza, że otrzymali-

śmy stan przejściowy, łączący produkty i substraty. Jest to spowodowane tym, że nie-

jednokrotnie zoptymalizowana geometria, scharakteryzowana obecnością częstości uro-

jonej łączy dwie geometrie w minimum energetycznym, które nie odpowiadają stabil-

nym geometriom produktów i substratów.  

3. Jeżeli zoptymalizowana geometria charakteryzuje się obecnością kilku częstości uro-

jonych oznacza to, że znajduje się ona w punkcie siodłowym wysokiego rzędu na PES. 

W takiej sytuacji, stosując komendę opt=qst2 znajdowano geometrię stanu przejścio-

wego, którą następnie, po modyfikacji omówionej w pkt 2, całkowicie optymalizowano 

w celu znalezienia geometrii w lokalnym minimum energetycznym.  
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Dla równowagowych geometrii badanych układów kompleksowych, w celu porównania 

ich trwałości energetycznej, obliczono ΔEstab (Energie stabilizacji, Stabilisation Energies). 

Energię stabilizacji obliczono z zależności ΔEstab = –(Ekompleksu –  monomerE ) [184], gdzie 

Ekompleksu oznacza energię elektronową kompleksu, natomiast Emonomer jest energią elektrono-

wą monomerów tworzących kompleks. W obliczonych wartościach energii stabilizacji nie 

uwzględniano poprawki deformacyjnej oraz sterycznej. W celu zbadania trwałości termody-

namicznej kompleksów, obliczono zmianę entalpii swobodnej Gibbsa reakcji ich tworzenia, 

jako różnicę całkowitych entalpii swobodnych równowagowych geometrii kompleksów i 

tworzących ich monomerów.  

Równowagowe geometrie izolowanych układów były optymalizowane w medium wod-

nym i etanolowym przy wykorzystaniu modelu solwatacyjnego C-PCM (Conductor-

Polarizable Continuum Model) [185]. Dla wszystkich badanych związków zastosowano pro-

mień UAHF wnęki solwatacyjnej. Obliczenia wykonano w celu zbadania wpływu efektów 

solwatacyjnych na geometrię i energię badanych związków. W tym modelu badana molekuła 

jest umieszczana we wnęce solwatacyjnej o zadanej średnicy, która składa się ze sferycznych 

powłok, otaczających każdy atom związku. Cząsteczka umieszczona we wnęce oddziaływuje 

ze środowiskiem zewnętrznym, a miarą tego oddziaływania jest pole elektrostatyczne, gene-

rowane przez ładunki polaryzacyjne, które są indukowane na ściankach wnęki solwatacyjnej. 

Wewnątrz wnęki względna stała dielektryczna ma taką sama wartość, jak dla próżni, nato-

miast na zewnątrz wnęki względna stała dielektryczna dla wody wynosiła 78,4, a dla etanolu 

32,6. W modelu C-PCM przy zadanej wartości stałej dielektrycznej, ładunek solwatacyjny 

jest rozwiązaniem następującego równania [185]: 

)Vf(- = Sq        (4.2) 

gdzie q oznacza ładunek solwatacyjny, V jest całkowitym elektrostatycznym potencjałem ge-

nerowanym przez jądra atomowe pierwiastków, wchodzących w skład związku chemicznego, 

a z kolei f(ε) jest funkcją stałej dielektrycznej. W ogólności, zakłada się, że f(ε) ma następują-

cą formę: f(ε)=ε-1/ε+X, gdzie X jest równe zeru lub 0,5 w zależności od zastosowanej geome-

trii cząsteczki. Najbardziej preferowana w obliczeniach jest wartość równa zeru, ponieważ 

prowadzi ona do twierdzenia Gaussa dla ładunków solwatacyjnych [185]: 
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       (4.3) 

gdzie Qs oznacza całkowity ładunek badanego układu. We wzorze (4.2) elementy macierzy S 

mają następującą postać: 
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gdzie ai oznacza wartość powierzchni wnęki. Równanie (4.2) jest rozwiązywane w sposób 

iteracyjny, a zbieżność jest zachowana. Iteracyjnie obliczane są kolejno ładunki z następującej 

zależności rekurencyjnej: 
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Ze wzoru tego wynika, że i-ty ładunek zależy od potencjału generowanego przez sub-

stancję znajdującą się we wnęce solwatacyjnej oraz od potencjału pochodzącego od ładunków 

obliczanych w n-1 kroku iteracyjnym. W modelu C-PCM energia oddziaływania rozpuszczal-

nika z substancją rozpuszczoną jest obliczana ze wzoru: 

i
i

iint qVE         (4.6) 

gdzie Vi reprezentuje potencjał elektrostatyczny, pochodzący od i-tego ładunku. Ponieważ 

zależność ładunków solwatacyjnych od gęstości elektronowej w związku chemicznym jest z 

reguły liniowa, energia oddziaływania może być łatwo minimalizowana w schemacie obli-

czeniowym Kohna-Shama, gdyż jest ona funkcjonałem gęstości elektronowej. Przyjmując, że 

całkowita energia w próżni dana jest wzorem: E0=E[ρ0]+VNN, energię swobodną w rozpusz-

czalniku możemy wyliczyć z zależności: 

VSVfEFsolv
1)(

2

1
][        (4.7) 

We wzorach tych VNN jest energią oddziaływania jąder w badanym związku, ρ0 jest gęstością 

elektronową cząsteczki izolowanej, ρ oznacza gęstość elektronową zaburzoną przez rozpusz-

czalnik, natomiast V  jest sprzężoną po hermitowsku macierzą energii oddziaływania jąder. 

Należy podkreślić, że model ten, w porównaniu z innymi, pozwala na prostsze rozwiązanie 

trudnych problemów, związanych z oddziaływaniem substancji rozpuszczonej i rozpuszczal-

nika. W szczególności, w modelu tym, pochodne energii swobodnej względem współrzęd-

nych jądrowych oraz częstości są obliczone przy wykorzystaniu bardzo zbieżnego i wydajne-

go algorytmu numerycznego.  

Wpływ medium polarnego na geometrię i energię związków badano, wykorzystując 

również model COSMO (Conductor-like Screening Model) zaproponowany przez Klamt i 

wsp. [186]. Jest on nieiteracyjny i pozwala obliczać gradienty potencjału podczas optymaliza-

cji, bez modelowania wnęki solwatacyjnej. Ładunki powierzchniowe w tym modelu obliczo-
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ne są bezpośrednio z potencjału elektrostatycznego, opisującego rozkład ładunku. COSMO w 

porównaniu z innymi modelami solwatacyjnymi jest ulepszony pod względem numerycznym 

oraz pozwala na prostsze obliczanie gradientów. W modelu tym energia elektrostatyczna, 

mająca duży wkład w energii solwatacji, jest funkcją kwadratową rozkładu ładunku na po-

wierzchni cząsteczki rozpuszczonej w medium wodnym i wprowadzona jest w sposób jawny 

do Hamiltonianu opisującego oddziaływania modelowego medium ze znajdującą się w nim 

substancją. Samouzgodniony proces optymalizacji rozkładu ładunku na powierzchni czą-

steczki jest realizowany przez potencjał skanujący powierzchnię, który jest wprowadzony do 

cykli SCF. W związku z tym, metoda COSMO jest całkowicie wariacyjna. Energia ekrano-

wania, pochodząca od dielektryka, jest skalowana za pomocą następującego czynnika: 

(ε─1)/(ε+x), gdzie ε jest stałą dielektryczną, a x czynnikiem skalującym. Efekty ekranowania 

w silnie polarnych mediach mogą być aproksymowane przez odpowiednie ciągłe medium, o 

stałej dielektrycznej równej ε= . Rozważmy problem N punktowych ładunków w pozycjach 

ri. i otoczonych sferą, o promieniu R. Problem ten może być rozwiązany analitycznie za po-

mocą metody ładunku obrazowego. W efekcie, całkowita energia ekranująca wynosi [186]: 

QDQ
2

1
E          (4.8) 

gdzie Q oznacza macierz ładunku, a D reprezentację macierzową operatora dielektrycznego, 

którego elementy możemy wyrazić następująco [186]: 
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Na podstawie powyższych wzorów widzimy, że całkowita energia ekranowania składa się z 

energii pochodzącej od ładunku źródłowego Q oraz dodatniej energii, będącej wynikiem od-

działywania ładunków ekranujących, umieszczonych na sferze o promieniu R. Całkowita 

energia ekranowania w modelu COSMO jest równa sumie wszystkich przyczynków pocho-

dzących od ładunków ekranujących, które są otoczone sferami o bardzo małym promieniu i 

stałej gęstości ładunku σμ. Niech Sμ oznacza całkowitą powierzchnię, a qμ = Sμσμ – ładunek 

pochodzący od bardzo małego wycinka sfery. Otrzymujemy stąd następujące wyrażenie na 

energię oddziaływania elektrostatycznego jednostkowego ładunku, znajdującego się w poło-

żeniu ri z ładunkiem rozmieszczonym na powierzchni Sμ [186]: 

rdrr
S

1
b 21

ii



 



      (4.10) 
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oraz energię oddziaływania elektrostatycznego ładunków zgromadzonych na dwóch po-

wierzchniach Sμ oraz Sν: 

rdrd
rr

1

SS

1
a 2'2

' 



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     (4.11) 

Dla μ ν energia elektrostatyczna (4.11) może być aproksymowana tak: 
1

tta


 
      (4.12) 

gdzie t oznacza położenie małego wycinka sfery. Diagonalne elementy, które reprezentują 

energię od poszczególnych wycinków sfery mogą być aproksymowane w sposób następujący: 

2/1
S8,3a


        (4.13) 

Finalnie, po zastosowaniu do obliczeń macierzy ładunku Q dla N źródłowych ładunków oraz 

macierzy q dla M powierzchniowych ładunków, całkowita energia układu może być wyrażo-

na [186]: 

E(q) = 1/2QCQ + QBq + 1/2 qAq     (4.14) 

gdzie A oraz B oznaczają macierze, których elementy stanowią energie elektrostatyczne (4.10) 

i (4.11) podczas gdy C jest macierzą Coulomba. Biorąc pod uwagę fakt, że ładunek ekranują-

cy q minimalizuje tę energię otrzymujemy [186]: 

  0 
 AqBQqE

qq      (4.15) 

gdzie q  jest rozwiązaniem następującego równania macierzowego: 

BQAq 1        (4.16) 

Proste obliczenia prowadzą do następującego wyrażenia na energię ekranowania [186]: 

E(σ ) = 1/2Q(C-BA-1B)Q     (4.17) 

Na podstawie wzoru (4.17) zauważamy, że wyrażenie na energię ekranowania dla wnęki sol-

watacyjnej o dowolnym kształcie jest identyczne z wyrażeniem otrzymanym dla wnęki sfe-

rycznej. Energia dana wyrażeniem (4.17), może być otrzymana po zastosowaniu warunków 

brzegowych, na mocy których potencjał elektrostatyczny znika na powierzchni przewodnika. 

Matematycznie warunek ten możemy napisać następująco: Φ=0, gdzie Φ jest potencjałem 

wektorowym dla potencjału generowanego przez rozważane wycinki powierzchni. Wiedząc, 

że Φ=BQ+Aq, gdzie BQ jest potencjałem pochodzącym od warstwy powierzchni, na której są 

rozmieszczone ładunki źródłowe, a Aq jest potencjałem generowanym przez powierzchnię z 

ładunkiem q, warunek Φ=0 prowadzi bezpośrednio do warunku ekstremum (4.15). W celu 

uproszczenia obliczeń całkowitej dielektrycznej energii ekranowania, w modelu tym obliczo-
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ne są analitycznie gradienty tej energii, względem każdego wektora położenia atomu. Postać 

analityczna tego gradientu jest następująca [186]: 

      qAq
2

1
QBqE RRR      (4.18) 

Analizując powyższy wzór, należy stwierdzić, że pierwszy jego element reprezentuje wymia-

nę oddziaływania między ładunkiem źródłowym, a ładunkiem ekranującym, podczas gdy 

drugi element reprezentuje wymianę oddziaływań, zachodzących tylko między ładunkami 

ekranującymi.  

Właściwości przeciwutleniające analizowanych substancji zostały zbadane na podsta-

wie następującyh deskryptorów antyoksydacyjnych: 

1. BDE (Entalpia dysocjacji wiązania, Bond Dissociation Enthalpy) wiązań O-H 

[159,160,189]. 

2. AIP (Adiabatyczny potencjał jonizacyjny, Adiabatic Ionization Potential) 

[159,160,189]. 

3. Gęstości spinowej na poszczególnych atomach w rodnikach fenoksylowych (rodniki 

zawierające niesparowany elektron na atomie tlenu grupy hydroksylowej) [158,189]. 

4. PDE (Entalpia dysocjacji protonu, Proton Dissociation Enthalpy) [189]. 

5. Energii poziomu HOMO [158] 

Paramtry antyoksydacyjne wyznaczano dla równowagowych geometrii badanych 

związków na poziomie metody B3LYP/6-311G(d,p). Dobór tej bazy był podyktowany wyni-

kami obliczeń, uzyskanymi przez Trouillas i wsp [222]. Dla szerokiego spektrum baz funk-

cyjnych wyznaczono w tej pracy BDE dla wiązania O-H w najprostszym fenolu i pirokatechi-

ny(1,2-dihydroksybenzen, katechol). Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że dla 

bazy 6-311G(d,p) teoretyczne wartości BDE są w największej zgodności z danymi ekspery-

mentalnymi. W celu poprawniejszego opisu efektu delokalizacji elektronu w rodnikach feno-

ksylowych i pary elektronowej w formach anionowych do obliczeń BDE, AIP oraz PDE sto-

sowano bazę 6-311+G(d,p). 

BDE obliczono, jako różnicę całkowitych entalpii atomu wodoru, równowagowych 

geometrii rodnika fenoksylowego oraz obojętnej cząsteczki przeciwutleniacza. Zmianę ental-

pii reakcji obliczono w warunkach standardowych, zgodnie z następującym równaniem, wy-

nikającym z termochemicznego prawa Hessa: 

      substratytermproduktytermr HHH 00
0    (4.19) 
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gdzie E0 jest równe energii elektronowej, a Hterm oznacza termiczną poprawkę do entalpii ob-

liczoną zgodnie ze wzorem: 

TkEH Btotterm        (4.20) 

gdzie Etot jest całkowitą energią molekularną, kB jest stałą Boltzmanna, a T temperaturą bez-

względną. BDE jest miarą trwałości homolitycznej wiązania O-H w badanych układach. Im 

mniejsza wartość tego parametru, tym wiązanie jest słabsze i bardziej podatne na rozerwanie 

podczas interakcji z wolnym rodnikiem. BDE jest niezbędne do opisania mechanizmu HAT 

(Mechanizm transferu atomu wodoru, Hydrogen Transfer Mechanism) [159,160] zmiatania 

wolnych rodników, opartego na transferze wodoru z obojętnej molekuły do rodnika. AIP ob-

liczono, jako różnicę energii równowagowej geometrii kationorodnika, powstałego przez eli-

minację elektronu z tej molekuły oraz jej formy obojętnej. AIP jest miarą podatności antyok-

sydanta na oddawanie elektronu (jonizacji) podczas interakcji z wolnym rodnikiem w ukła-

dach biologicznych. Im mniejsza wartość tego parametru, tym badany związek posiada sil-

niejsze zdolności elektronodonorowe i, tym samym, jest silniejszym antyoksydantem. AIP 

może być zastosowany do opisu mechanizmu ET (Mechanizm transferu elektronu, Electron 

Transfer Mechanism) – zmiatania wolnych rodników, opartego na przeniesieniu elektronu z 

antyoksydanta do rodnika [159,160].  

Wartości PDE były otrzymane, jako różnice całkowitej entalpii protonu, równowagowej 

formy anionowej oraz obojętnej cząsteczki. PDE jest miarą zdolności przeciwutleniacza do 

oddawania protonu na skutek dysocjacji jonowej. Im mniejsza wartość tego parametru, tym 

większa zdolność do wymiatania wolnych rodników i podatność wiązania O-H na rozpad 

heterolityczny. Wartości PDE determinują mechanizm PT (Transfer Protonu, Proton Trans-

fer), zgodnie z którym, interakcja z wolnym rodnikiem oparta jest na przeniesieniu protonu z 

obojętnej molekuły na rodnik.  

Gęstości spinowe na poszczególnych atomach obliczono dla równowagowych geometrii 

rodników fenoksylowych. Wartość gęstości spinowej jest silnie skorelowana ze stabilnością 

energetyczną rodnika, gdyż im mniejsza wartość tego parametru, tym ta stabilność jest więk-

sza. Wygenerowano również trójwymiarowy rozkład tej gęstości w rodnikach. Miejsca o du-

żej koncentracji gęstości są bardzo podatne na atak rodnika. W celu porównania aktywności 

antyoksydacyjnej TR w analizowanych mediach, obliczono energię poziomu HOMO. Im 

większa wartość tej energii, tym związek wykazuje większą aktywność antyoksyadacyjną, 

gdyż jest bardziej podatny na jonizację.  
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Oceny samorzutności badanych reakcji dokanano, obliczając w warunkach standardo-

wych zmianę entalpii swobodnej Gibbsa, zgodnie z równaniem: 

      substratytermproduktytermr GGG 00
0   (4.21) 

gdzie Gterm jest termiczną poprawką do entalpii, obliczoną zgodnie ze wzorem: 

calkowitatermterm TSHG        (4.22) 

W równaniu tym Scałkowita oznacza całkowitą entropię, będącą sumą entropii elektronowej, 

translacyjnej, wibracyjnej oraz rotacyjnej. 

4.1. Struktura stereoizomerów resweratrolu, ich rodników tlenowych oraz anionów w 

próżni, medium wodnym i etanolowym 

Optymalizację geometrii TR (Rys. 1.1.1.a) wykonano za pomocą następujących metod i 

baz funkcyjnych: B3LYP/6-311G(d,p), B3LYP/6-311+G(d,p), B3LYP/6-311++G(3df,2p), 

B3LYP/6-31G(d,p), B3LYP/6-31+G(d,p), B3LYP/aug-cc-pVDZ, B3LYP/aug-cc-pVTZ, 

B3LYP/aug-cc-pVQZ, B3LYP/cc-pVDZ, B3LYP/cc-pVTZ, B3LYP/cc-pVQZ, HF/6-

31G(d,p), HF/6-31+G(d,p), HF/6-311G(d,p), HF/6-311+G(d,p) HF/6-311++G(3df,2p), 

HF/aug-cc-pVDZ, HF/aug-cc-pVTZ, HF/aug-cc-pVQZ, MP2(full)/6-31G(d,p), MP2(full)/6-

31+G(d,p), MP2(full)/6-311G(d,p), MP2(full)/6-311+G(d,p), MP2(full)/6-311++G(3df,2p), 

MP2(full)/aug-cc-pVDZ, MP2(full)/aug-cc-pVTZ, MP2(full)/cc-pVDZ, MP2(full)/cc-pVTZ 

oraz MP2(full)/cc-pVQZ (Tabela 4.1.5). Natomiast geometrię i energię CR (Rys. 1.1.1.b) 

całkowicie zoptymalizowano na poziomach: B3LYP/6-311G(d,p), B3LYP/6-

311++G(3df,2p), B3LYP/aug-cc-pVDZ, MP2(full)/6-311G(d,p), MP2(full)/6-311+G(d,p) 

oraz MP2(full)/aug-cc-pVDZ. Równowagowe geometrie TR i CR wyznaczono w medium 

wodnym oraz etanolowym, korzystając z modelu C-PCM. W celu otrzymania potencjalnych 

minimów energetycznych dla TR, wygenerowano PES za pomocą HF/6-31G(d) oraz 

MP2(full)/6-31G(d) (Rys. 4.1.1. oraz 4.1.2.) skanując kąty torsyjne α = C5-C4-C7-C8 oraz θ = 

C7-C8-C9-C10 w następujących zakresach: 180° α  360°, 180°  θ  360º, 0° α  160° oraz 

180°  θ  120°. Kąty α = C5-C4-C7-C8 oraz θ = C7-C8-C9-C10 opisują rotację pierścieni feny-

lowych wokół wiązań pojedynczych C4-C7 oraz C8-C9 połączonych z centralnym wiązaniem 

winylowym. Geometrie z każdego punktu otrzymanej powierzchni całkowicie optymalizowa-

no za pomocą wyżej wymienionych metod bez ograniczeń na symetrię. 
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a 

b 

Rys. 4.1.1. 3-D-powierzchnie energii potencjalnej (PES) oraz ich 2-D profile wygenerowane 
za pomocą a) HF/6-31G(d) oraz b) MP2(full)/6-31G(d) 
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Rys. 4.1.2. Zależność całkowitej energii od numeru kroku dla TR wygenerowana w próżni za 
pomocą MP2(full)/6-31G(d) dla współrzędnych α i θ 

Całkowicie zoptymalizowane geometrie TR oraz CR charakteryzują się brakiem często-

ści urojonych i znajdują się w położeniu równowagi na PES. Obliczenia wykonane przy uży-

ciu metody DFT na poziomie B3LYP/6-311G(d,p) [187,189] oraz B3LYP/aug-cc-pVDZ po-

kazały na podstawie równowagowych wartości kątów torsyjnych α = C5-C4-C7-C8 oraz θ = 

C7-C8-C9-C10, że szkielet trans-stilbenowy w TR jest płaski (Rys. 4.1.4.a), w próżni, medium 

wodnym oraz etanolowym (Tabela 4.1.1.). Płaska geometria TR zapewnia temu polifenolowi 

dużą aktywność biologiczną. W pracach Ferrer i wsp. [223] oraz Klabunde i wsp. [224] 

stwierdzono, że TR dzięki takiej budowie, wślizguje się między płaskie i aromatyczne bio-

fragmenty, tworzące kanał prowadzący do centrum aktywnego syntazy chalkonowej oraz 

transthyretiny (TTR), która jest dimerycznym białkiem, uczestniczącym w transporcie hor-

monu tyroksyny. Również Basly i wsp. [219] pokazali, że TR posiadając płaską konformację, 

efektywnie wiąże się z receptorami estrogenowymi typu ERα i ERβ. Płaska konformacja za-

pewnia energetycznie korzystną delokalizację układu π-elektronowego wzdłuż skoniugowa-

nych wiązaniem winylowym pierścieni fenylowych i energetycznie preferowane oddziaływa-

nie π-π stakingowe między cząsteczkami TR oraz płaskimi fragmentami polimeraz DNA, 

topoizomeraz I i II, telomeraz [216]. Należy podkreślić, że płaska geometria TR w roztworze 

wodnym została jednoznacznie potwierdzona przez Commodari i wsp. [218] na podstawie 

analizy widm NMR. Płaska konformacja TR nie znajduje natomiast swojego potwierdzenia w 

pracy Caruso i wsp. [152], którzy na podstawie badań dyfrakcji promieniowaniem X stwier-

dzili, że cząsteczka TR jest nieznacznie zgięta w krysztale. Różnice w wynikach teoretycz-
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nych i eksperymentalnych są spowodowane istnieniem w krysztale oddziaływań między czą-

steczkami TR, które mogą powodować deformację geometrii tego związku. Również efekt 

upakowania w krysztale przyczynia się do nieznacznej deformacji molekuł TR. Otrzymana na 

poziomie metod MP2(full)/aug-cc-pVDZ oraz MP2(full)/cc-pVQZ (Tabela 4.1.5) geometria 

szkieletu trans-stilbenowego TR jest w zadowalającej zgodności z wynikami Caruso i wsp. 

[152]. Optymalna geometria szkieletu cis-stilbenowego w CR, wyznaczona na poziomach 

B3LYP/6-311G(d,p), B3LYP/6-311++G(3df,2p) oraz B3LYP/aug-cc-pVDZ jest wyraźnie 

zgięta (Rys. 4.1.4.b). Biorąc pod uwagę fakt, że konformacja cis charakteryzuje się zawadą 

przestrzenną, zgięta struktura CR jest preferowana energetycznie. Podobnie jak w cis-

stilbenie, oddziaływania van der Waalsa między pierścieniami fenylowymi mogą wnosić 

wkład do stabilizacji stereoizomeru cis resweratrolu [197]. 

W równowagowej geometrii TR, otrzymanej za pomocą metody DFT, atomy wodoru i 

tlenu grup OH leżą w płaszczyźnie, wyznaczonej przez pierścień fenylowy, niezależnie od 

zastosowanej bazy. Taka ekwatorialna orientacja atomów wodoru i tlenu jest najbardziej ko-

rzystna energetycznie i umożliwia optymalną interakcję z wolnymi rodnikami lub grupami 

funkcyjnymi związków w układach biologicznych. Równowagowe wartości kątów i długości 

wiązań w TR pozostają w zgodności z wynikami otrzymanymi przez Caruso i wsp. [152]. 

 
a b 

Rys. 4.1.4. Zoptymalizowane w próżni za pomocą metody B3LYP/6-311+G(d,p) równowa-
gowe geometrie a) TR oraz b) CR 

Porównując wartości energii TR oraz CR otrzymane za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) i 

B3LYP/6-311+G(d,p), w mediach polarnych wartość całkowitej energii jest mniejsza, niż w 

próżni (Tabela 4.1.2.). Uwzględnienie funkcji dyfuzyjnych w bazie 6-311+G(d,p) prowadzi 

do wzrostu stabilności energetycznej TR i CR w rozważanych środowiskach. Wartości 

otrzymanych energii dowodzą, że środowisko polarne bardziej stabilizuje układ molekularny 

w wyniku oddziaływań wodorowych i elektrostatycznych, niż próżnia. Na skutek większej 

polarności, woda w porównaniu z etanolem, bardziej stabilizuje cząsteczkę TR. W analizo-

wanych mediach, TR charakteryzuje się większą stabilnością energetyczną niż izomer cis. 

Zatem, płaska struktura szkieletu trans-stilbenowego jest bardziej preferowana energetycznie. 
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Analiza równowagowych wartości długości wiązań O-H w izolowanych molekułach TR 

oraz CR na poziomie B3LYP/6-311++G(3df,2p) (Tabela 4.1.3.) pokazuje, że długości wią-

zań O-C, 4`O-H, 3O-H oraz 5O-H są praktycznie identyczne. Sugeruje to, że grupy OH w CR 

i TR wykazują bardzo podobną podatność na odczepianie wodoru i protonu podczas reakcji z 

wolnymi rodnikami. Ponieważ nie uwzględniano w obliczeniach poprawek na anharmonicz-

ność wiązań, ich stabilność będzie mogła być oceniona z większą dokładnością na podstawie 

obliczonych wartości homolitycznej entalpii dysocjacji wiązań O-H. W środowisku wodnym i 

etanolowym zoptymalizowane długości wiązań O-H były nieznacznie większe niż w próżni 

(Tabela 4.1.1.). To zwiększenie długości jest spowodowane elektrostatycznym oddziaływa-

niem TR z medium polarnym. Wniosek – w medium polarnym, w porównaniu z próżnią, 

wiązanie O-H jest nieco bardziej podatne na rozpad heterolityczny. Natomiast rozpad homoli-

tyczny tych wiązań nie będzie preferowany w mediach polarnych z powodu zwiększenia sta-

bilności energetycznej TR w tych mediach. Analiza równowagowych długości wiązań O-H i 

O-C w TR za pomocą metod MP2(full)/6-311G(d,p) i B3LYP/6-311G(d,p) (Tabele 4.1.1. 

oraz 4.1.4.) prowadzi do wniosku, że na poziomie tych metod ich długości są praktycznie 

identyczne. Uzyskane wyniki wskazują, że długości wiązań O-H nie zależą od zastosowanej 

metody. Obserwujemy zwiększenie równowagowej długości wiązania C7-C8 na poziomie 

MP2(full)/6-311G(d,p) (1.411 Ǻ) w porównaniu z metodą B3LYP/6-311G(d,p) (1.345 Ǻ). 

Ten wynik dowodzi, że w zgiętej konformacji wiązanie to zostaje osłabione. 

Dla równowagowej geometrii TR, otrzymanej w próżni za pomocą B3LYP/6-

311G(d,p), harmoniczna częstość drgania torsyjnego wynosi 11,70 cm-1, podczas gdy dla CR 

20,27 cm-1. Wynik ten dowodzi, że cząsteczka TR jest bardziej labilna konformacyjnie w 

temperaturze pokojowej niż CR. W środowisku wodnym i etanolowym otrzymano dla TR 

mniejsze wartości częstości tych drgań, równe odpowiednio: 9,23 i 9,68 cm-1. Wynik ten mo-

że być skorelowany z faktem, że środowisko polarne bardziej stabilizuje układ niż próżnia. 

Uwzględnienie za pomocą metody MP2 większego, w porównaniu z metodą DFT, wkładu 

energii korelacji elektronowej do całkowitej energii, znacząco zwiększa wartość tych często-

ści, gdyż na poziomie MP2(full)/6-311G(d,p) częstość ta wyniosła 28,33 cm-1. Labilna struk-

tura TR, którą potwierdzają otrzymane wartości częstości powoduje, że polifenol ten nie ule-

ga procesowi interkalacji między płaskimi szkieletami zasad azotowych DNA [216,220].  

Wyniki obliczeń uzyskanych na poziomach MP2(full)/6-311G(d,p) oraz MP2(full)/aug-cc-

pVDZ (Tabela 4.1.4.) pokazują, że geometria szkieletu trans-stilbenowego jest zgięta (Rys. 

4.1.5.). Równowagowe wartości długości wiązań O-C, otrzymane za pomocą MP2(full)/aug-
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cc-pVDZ są nieznacznie większe, niż otrzymane za pomocą MP2(full)/6-311G(d,p). Nato-

miast optymalne długości wiązań O-H na poziomie tych metod są praktycznie identyczne. 

Wraz ze wzrostem ilości funkcji bazowych w bazach gaussowskich, obserwujemy stopniowe 

zmniejszanie kątów torsyjnych α oraz θ na poziomie metod DFT, HF oraz MP2 (Tabela 

4.1.5.). Z kolei uwzględnienie funkcji dyfuzyjnych w stosowanych bazach gaussowskich, 

prowadzi do nieznacznego zwiększenia wartości tych kątów. Podobnie, jak Kwasniewski i 

wsp.[197], zastosowano w obliczeniach MP2 bazy cc o rosnącej liczbie kardynalnej, aby 

sprawdzić, jak wpływa stopniowe zwiększanie ilości funkcji bazowych na geometrię TR. Na 

poziomie metod HF i MP2 oraz w bazach gaussowskich równowagowa geometria TR jest 

najbardziej zdeformowana, natomiast w złożonych bazach Dunninga, wzbogaconych w funk-

cje dyfuzyjne, struktura stopniowo podąża do geometrii płaskiej (Tabela 4.1.5.). To sugeruje, 

że na poziomie bogatych baz zostanie osiągnięta zgodność wyników obliczeń optymalizacyj-

nych, uzyskanych za pomocą trzech niezależnych metod kwantowo-mechanicznych. Otrzy-

many wynik może być wyjaśniony w oparciu o teorię zbieżności baz funkcyjnych w meto-

dach kwantowo-mechanicznych. W metodach ab initio zbieżność jest bardzo wolna – typ 

wielomianowy, natomiast w metodzie DFT zbieżność jest bardzo szybka – typ eksponencjal-

ny [190]. Stosując metodę MP2, reprodukcja wyniku otrzymanego przy zastosowaniu metody 

DFT i w prostej bazie jest możliwa, ale w bardzo bogatych bazach. Obliczeń w bardziej roz-

budowanych bazach na poziomie metody MP2(full) nie przeprowadzono z powodu trudności 

z analitycznym wyznaczeniem częstości harmonicznych. W związku z tym, nie można 

stwierdzić, czy w bardziej złożonych bazach niż aug-cc-pVTZ otrzymamy płaską konforma-

cję TR za pomocą metody MP2. W celu rozwiązania problemu geometrii tego związku, wy-

generowano PES za pomocą MP2(full)/aug-cc-pVTZ. Zidentyfikowano na tej powierzchni 

stan przejściowy (TS) oraz geometrie (M1 oraz M2), znajdujące się w lokalnych minimach po 

obu stronach TS. Zoptymalizowana geometria TS charakteryzuje się obecnością jednej czę-

stości urojonej i posiada, podobnie jak struktura M2, zgięty szkielet trans-stilbenowy, nato-

miast geometria M1 jest idealnie płaska. Brak częstości urojonej dla geometrii M1 i M2 do-

wodzi, że znajdują się one w minimach lokalnych na PES. Uzyskany wyniki wskazuje, że TR 

posiada płaski szkielet trans-stilbenowy na poziomie metody MP2. Natomiast bardzo mała 

wartość bariery rotacyjnej (0.3 kcal/mol) dla przejścia geometrii M1 w TS dowodzi, że TR 

jest bardzo labilny konformacyjnie. 
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a  

b  

Rys. 4.1.5. Zoptymalizowane w próżni geometrie TR na poziomach: a) MP2(full)/6-
311G(d,p) oraz b) MP2(full)/aug-cc-pVDZ  

Otrzymana na poziomie B3LYP/6-311+G(d,p) wartość momentu dipolowego TR jest 

równa 3,44 D. Pokazuje to, że polifenol ten dzięki obecności grup hydroksylowych jest polar-

ny. Otrzymane wartości momentu dipolowego są większe od momentu dipolowego wody 

(1,88 D), co może sugerować, że TR rozpuszcza się w wodzie. Niestety, w wielu badaniach 

eksperymentalnych pokazano, że TR jest w niej praktycznie nierozpuszczalny. Wskazuje to, 

że słaba rozpuszczalność TR jest spowodowana innymi, nieznanymi jeszcze czynnikami. 

Równowagowe struktury kationorodnika TR oraz rodników fenoksylowych otrzymane 

za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/6-311+G(d,p) posiadają idealnie płaski szkielet 

trans-stilbenowy w badanych mediach. Natomiast układy otwartopowłokowe CR, podobnie 

jak obojętna molekuła, posiadają silnie zgiętą strukturę. Równowagowe geometrie rodników 

fenoksylowych mają wyraźną strukturę semichinonową (Rys. 4.1.6.a i b), a ich płaska geo-

metria zapewnia korzystną energetycznie delokalizację niesparowanego elektronu wzdłuż 

całego szkieletu trans-stilbenowego. Środowisko polarne bardziej stabilizuje rodniki i katio-

norodnik niż próżnia. Rodnik 4`-O-fenoksylowy TR jest trwalszy energetycznie niż pozostałe 

rodniki tlenowe (rodnik 3-O-fenoksylowy oraz 5-O-fenoksylowy) [189]. Na poziomie 

B3LYP/6-311G(d,p) 4`-O-rodnik jest o 4,307 kcal/mol trwalszy w próżni od 3-O-rodnika, 

ponieważ 4`-O-rodnik posiada większą ilość form rezonansowych, niż 3-O rodnik i dzięki 

temu jest bardziej stabilizowany przez rezonans. Rodniki i kationorodniki TR oraz CR są 

mniej stabilne niż obojętne cząsteczki (Tabela 4.1.2.), natomiast różnice w energiach pomię-

dzy próżnią, a medium polarnym są większe dla kationorodnika niż dla 4`-O-rodnika. Jest to 
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spowodowane silnym oddziaływaniem elektrostatycznym medium polarnego z obdarzonym 

ładunkiem dodatnim kationorodnikiem. 

Analiza równowagowych wartości parametrów geometrycznych form anionowych na 

poziomie restricted B3LYP/6-311+G(d,p) pokazuje, że posiadają one idealnie płaski układ 

trans-stilbenowy w badanych środowiskach (Rys. 4.1.6.c i d). Podobnie, jak rodniki fenoksy-

lowe posiadają one strukturę semichinonową, stabilizowaną przez rezonans oraz obecność 

wiązania winylowego. Wszystkie formy anionowe są mniej trwałe, niż obojętna cząsteczka 

TR (Tabela 4.1.2.), a środowisko polarne w porównaniu z próżnią, silniej je stabilizuje [189]. 

Większa stabilność 4`-O-anionu niż 3-O-anionu i 5-O-anionu dowodzi, że dysocjacja heteroli-

tyczna wiązania 4`O-H jest bardziej preferowana od dysocjacji wiązań 3O-H i 5-O-H. Pozo-

staje to w zgodności z danymi eksperymentalnymi [195]. Wyniki pokazują, że 4`,3-dianion 

jest stabilniejszy energetycznie w badanych środowiskach od 3,5-dianionu oraz w próżni. 

Różnica energii tych izomerycznych anionów wynosi 39,187 kcal/mol [189]. Tak duża różni-

ca energii jest spowodowana większą stabilizacją rezonansową 4`,3-dianionu, niż 3,5-

dianionu. Podobnie, 4`-O-anion jest stabilniejszy energetycznie od 3-O-anionu w badanych 

środowiskach, ponieważ posiada więcej form rezonansowych. Różnica energii między 3-O-

anionem oraz 4`-O-anionem jest większa w próżni, niż mediach polarnych, co jest efektem 

silnego elektrostatycznego oddziaływania medium polarnego z ujemnie naładowanymi anio-

nami. 

a  b  

c 
 

d  

Rys. 4.1.6. Zoptymalizowane na poziomie B3LYP/6-311+G(d,p) geometrie a) 3-O-rodnika 
TR, b) 4`-O-rodnika TR, c) 4`-O-anionu TR oraz d) trianionu TR 
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4.2. Analiza geometryczna trans-piceatannolu za pomocą metod DFT oraz MP2 

Trans-piceatannol (PC, Rys. 1.1.1.f) jest jednym z głównych metabolitów TR w organi-

zmie człowieka, o większej aktywności antyoksydacyjnej niż TR. Zatem, wyznaczenie rów-

nowagowej geometrii tego związku ma kluczowe znaczenie dla znalezienia zależności struk-

tura – aktywność biologiczna. Optymalizację geometrii i energii wykonano dla izolowanej 

cząsteczki PC, stosując następujące metody i bazy funkcyjne: B3LYP/6-311G(d,p), 

B3LYP/6-311+G(d,p), B3LYP/6-311++G(3df,2p) oraz MP2(full)/6-311G(d,p). Dla każdej 

całkowicie zoptymalizowanej geometrii obliczono, stosując te metody, częstości harmoniczne 

w celu znalezienia równowagowej geometrii na PES. 

Analiza równowagowych parametrów geometrycznych (Tabela 4.2.1.) PC otrzyma-

nych za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/6-311++G(3df,2p) pokazuje, że posiada 

on idealnie płaski układ trans-stilbenowy w globalnym minimum energetycznym. Płaska 

geometria PC uzyskana na poziomie metody DFT znajduje swoje potwierdzenie w pracy Ros-

si i wsp. [196], którzy za pomocą dyfrakcji promieniowania X udowodnili, że w krysztale 

cząsteczka PC jest idealnie płaska, a atomy wodoru i tlenu grup hydroksylowych leżą w 

płaszczyźnie pierścieni fenylowych. Na poziomach B3LYP/6-311++G(3df,2p) i B3LYP/6-

311G(d,p) równowagowa geometria PC charakteryzuje się ekwatorialnym ułożeniem grup 

OH w płaszczyźnie, wyznaczonej przez szkielet trans-stilbenowy, natomiast na poziomie 

metody MP2(full)/6-311G(d,p) grupy OH nie wykazują tej właściwości. Równowagowe dłu-

gości wiązań O-H (Tabela 4.2.1.) mają zbliżone wartości, natomiast zoptymalizowana dłu-

gość wiązania wodorowego między atomami 4`-O oraz 5`-H wynosi 2,12 Å, co dowodzi, że 

wiązanie to jest stabilne. Obecność tego wewnątrzcząsteczkowego wiązania może przyczy-

niać się do wzrostu kwasowości protonu w grupie 3`-OH.  

Równowagowe geometrie rodników fenoksylowych, kationorodnika oraz wszystkich 

form anionowych, otrzymane za pomocą metody DFT, posiadają płaską, semichinonową 

geometrię i są mniej stabilne energetycznie niż obojętna cząsteczka PC (Tabela 4.2.2.). Spo-

śród wszystkich form rodnikowych PC 4`-O-rodnik jest najtrwalszy energetycznie, gdyż po-

siada największą ilość form rezonansowych. Obliczenia wykonane na poziomie B3LYP/6-

311+G(d,p) dla układów izolowanych pokazały, że 4`-O-rodnik jest o 14,09 kcal/mol trwal-

szy od 3`-O-rodnika oraz, że monoaniony, trianiony i tetraanion są mniej stabilne energetycz-

nie, niż obojętna molekuła PC.  

Obliczenia wykonane za pomocą metody MP2(full)/6-311G(d,p) (Tabela 4.2.3.) poka-

zały, że PC, podobnie jak, TR posiada geometrię zgiętą w globalnym minimum energetycz-
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nym na PES (Rys. 4.2.1.). Przeciwstawne wyniki, otrzymane za pomocą metod DFT i MP2, 

nie pozwoliły na jednoznaczne wyznaczenie równowagowej geometrii PC. Stąd konieczne 

jest przeprowadzenie obliczeń w celu wyznaczenia rzeczywistej geometrii PC. Równowago-

we wartości długości wiązań O-H oraz wiązania wodorowego między atomami O4` i H5`na 

poziomie metod B3LYP/6-311G(d,p) oraz MP2(full)/6-311G(d,p) są praktycznie identyczne. 

a b 

Rys. 4.2.1. Zoptymalizowane w próżni na poziomie metody MP2(full)/6-311G(d,p) równo-
wagowe geometrie PC 

4.3. Bariera rotacyjna dla TR w próżni, medium wodnym oraz etanolowym 

Barierę rotacyjną dla izomeryzacji TR w CR obliczono na podstawie PES, wygenero-

wanego za pomocą MP2(full)/6-31G(d,p). Obliczenia wykonywano na poziomie metody MP2 

w celu uwzględnienia znaczącego wkładu energii korelacji elektronowej do wysokości barie-

ry. Profil PES otrzymano dla kątów: δ (C9-C8-C7-C4) oraz φ (C4-C7-C8). Współrzędne te 

zmieniano w zakresach: 0°  δ  180° i 120° φ  240°. Podczas wykonywania skanu pozo-

stałe parametry geometryczne podlegały całkowitej optymalizacji. Na otrzymanym PES zi-

dentyfikowano minima energetyczne oraz punkty siodłowe, reprezentujące geometrię stanu 

przejściowego (TS). 

Geometrie izolowane, odpowiadające każdemu punktowi na PES, były całkowicie zop-

tymalizowane za pomocą MP2(full)/6-311G(d,p), przy zafiksowanych wartościach kątów δ 

oraz φ, bez narzucania ograniczeń na symetrię. Równowagowe geometrie izolowanych ukła-

dów były całkowicie zoptymalizowane przy użyciu MP2(full)/6-311G(d,p) i modelu C-PCM 

w medium wodnym i etanolowym. Dla każdej równowagowej geometrii obliczono w tych 

mediach energię (single-point energy), stosując następujące metody: MP2(full)/aug-cc-pVDZ, 

MP2(full)/aug-cc-pVTZ, MP2(full)/aug-cc-pVQZ oraz MP4/6-311G(d,p). W ten sposób wy-

znaczono dokładniejsze wartości barier rotacyjnych w bogatych bazach funkcyjnych, z 

uwzględnieniem dużego wkładu korelacji elektronowej, pochodzącego od metod MP2 i MP4. 

Zidentyfikowano na PES minima energetyczne odpowiadające geometrii CR oraz TR. 

Geometria odpowiadająca punktowi siodłowemu na PES charakteryzowała się obecnością 

jednej częstości urojonej, co dowodzi, że reprezentowała stan przejściowy. Na Rys. 4.3.1. 
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przedstawiono zoptymalizowaną geometrię stanu przejściowego. Na PES znaleziono tylko 

jedną geometrię odpowiadającą TS, co potwierdziła analiza częstości. Struktura ta posiada 

wyraźnie zgięty szkielet trans-stilbenowy, gdyż charakteryzuje się on następującymi warto-

ściami kątów torsyjnych: α (C5-C4-C7-C8) = 25,47° oraz θ (C7-C8-C9-C10) = 28,18°, a także δ 

(C9-C8-C7-C4) = 60,03°.  

Na podstawie otrzymanych wartości barier energetycznych (Tabela 4.3.1.) można 

stwierdzić, że wraz ze wzrostem ilości funkcji bazowych użytych w obliczeniach, wysokość 

bariery maleje. Obserwujemy zwiększenie jej wysokości na poziomie MP4(full)/6-311G(d,p) 

w stosunku do wartości otrzymanej za pomocą MP2(full)/6-311G(d,p). Zmniejszenie wartości 

energii elektronowej TR, CR oraz stanu przejściowego w czwartym rzędzie rachunku zabu-

rzeń, prowadzi do podwyższenia wysokości bariery. Wysokości bariery rotacyjnej obliczone 

za pomocą MP4/6-311G(d,p) w próżni, medium wodnym oraz etanolowym wynosiły odpo-

wiednio 9,05, 10,23 oraz 9,15 kcal/mol. Media polarne zwiększają wartość tej bariery, co mo-

żemy wytłumaczyć zwiększeniem trwałości energetycznej TR w tych mediach. Otrzymane 

bariery rotacyjne przyjmują bardzo małe wartości w badanych mediach, co dowodzi, że TR 

jest w nich labilny torsyjnie i izomeryzacja trans-cis będzie bardzo łatwo indukowana pro-

mieniowaniem UV. Bariera termiczna dla przejścia izomeru trans w cis może być bardzo 

mała i, w efekcie, izomeryzacja TR w CR może zachodzić już nawet w temperaturze pokojo-

wej. Należy wnioskować, że TR będzie trwały tylko w niskich temperaturach. Bardzo małe 

wartości bariery rotacyjnej są najprawdopodobniej spowodowane połączeniem pierścieni fe-

nylowych za pomocą wiązania winylowego, którego wiążąca para π na skutek tego sprzężenia 

ulega silnej delokalizacji. Obliczone za pomocą MP2(full)/6-311G(d,p) wartości entalpii izo-

meryzacji TR-CR i entalpii swobodnej Gibbsa równe odpowiednio: 2,11 kcal/mol i 2,24 

kcal/mol pozwalają wnioskować, że proces ten jest endoenergetyczny i nie jest samorzutny 

termodynamicznie. To dowodzi, że reakcja izomeryzacji może zachodzić pod wpływem 

bodźców zewnętrznych, takich jak temperatura oraz promieniowanie UV. Z uwagi na to, ko-

lejnym etapem badań teoretycznych będzie obliczenie wysokości bariery rotacyjnej dla TR, 

znajdującego się we wzbudzonym pierwszym stanie trypletowym oraz w innych, niż standar-

dowe warunkach. 
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Rys. 4.3.1. Zoptymalizowana geometria TS za pomocą metody MP2(full)/6-311G(d,p) 

Obliczono również bariery energetyczne dla izomeryzacji płaskiej geometrii TR, zop-

tymalizowanej za pomocą metody MP2(full)/6-311G(d,p) w struktury posiadające dwa i jeden 

pierścień fenylowy, obrócony o 90° względem płaszczyzny, wyznaczonej przez wiązanie wi-

nylowe (Rys. 4.3.2.). Geometrie zoptymalizowane w próżni, posiadające takie ułożenie pier-

ścieni fenylowych, całkowicie zoptymalizowano na poziomie MP2(full)/6-311G(d,p), przy 

zafiksowanych wartościach kątów torsyjnych α (C5-C4-C7-C8) oraz θ (C7-C8-C9-C10), które 

były równe 0° lub 90°. Równowagowe geometrie izolowanych układów, następnie całkowicie 

optymalizowano w medium wodnym i etanolowym za pomocą MP2(full)/6-311G(d,p). Dla 

każdej zoptymalizowanej geometrii obliczono w rozważanych mediach energię (single-point 

energy) na następujących poziomach: MP2(full)/aug-cc-pVDZ, MP2(full)/aug-cc-pVTZ, 

MP2(full)/aug-cc-pVQZ oraz MP4/6-311G(d,p). 

 

a b 

Rys. 4.3.2. Geometrie TR posiadające a) jeden pierścień fenylowy obrócony o 90° oraz b) 
dwa pierścienie fenylowe obrócone o 90° 

Największa ilość energii jest niezbędna do przejścia TR w formę posiadającą dwa pier-

ścienie obrócone o 90° (Tabela 4.3.2.). Geometria ta charakteryzuje się obecnością jednej 

częstości urojonej i, tym samym, reprezentuje stan przejściowy na PES. Wiązania C8-C9 i 

C4-C7 w tej strukturze są średnio o 0,021 Ǻ dłuższe od tych wiązań w równowagowej i pła-

skiej geometrii TR. Natomiast centralne wiązanie winylowe C7-C8 ulega skróceniu o 0,09 Ǻ 

w stosunku do długości tego wiązania w równowagowej geometrii. Uzyskany wynik dowo-

dzi, że podczas rotacji pierścieni fenylowych π-π koniugacja między nimi zostaje osłabiona. 

Podobny rezultat otrzymano dla przejścia konformacji płaskiej trans-stilbenu w ortogonalną, 
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posiadającą dwa pierścienie fenylowe obrócone o 90° [197]. Należy podkreślić, że ta ortogo-

nalna geometria TR, ułatwia jego wiązanie z mitochondrialną F1 ATP-azą oraz białkiem 

ludzkiego osocza HAS [217]. Bariera dla rotacji jednego pierścienia fenylowego o 90° w 

trans-stilbenie obliczona przez Kwasniewskiego i wsp. [197] wyniosła 5,07 kcal/mol na po-

ziomie B3LYP/cc-pVDZ, 3,15 kcal/mol na poziomie HF/cc-pVDZ oraz 3,80 kcal/mol na po-

ziomie MP2(full)/cc-pVDZ. Natomiast na poziomach B3LYP/cc-pVTZ oraz B3LYP/cc-

pVQZ otrzymano wartości: 4,83 kcal/mol oraz 4,33 kcal/mol. Dla rotacji o 90°dwóch pier-

ścieni fenylowych otrzymano za pomocą metod B3LYP/cc-pVDZ, B3LYP/cc-pVTZ oraz 

B3LYP/cc-pVTZ następujące wartości barier: 9,35 kcal/mol, 8,90 kcal/mol oraz B3LYP/cc-

pVQZ. Wyniki te oznaczają, że TR, podobnie jak trans-stilben, jest bardzo podatny na drga-

nia torsyjne pierścieni fenylowych, względem wiązania winylowego. Porównując wysokość 

bariery dla rotacji jednego pierścienia o 90°, otrzymaną na poziomie MP2(full)/cc-pVDZ dla 

trans-stillbenu oraz na poziomie MP2(full)/aug-cc-pVDZ dla TR widzimy, że dla TR bariera 

ta jest wyższa. Większe wartości wspomnianych barier dla TR, niż dla trans-stilbenu są wy-

nikiem stabilizującego wpływu wiązań wodorowych, istniejących między grupami OH w TR. 

Również Caruso i wsp [152] za pomocą funkcjonału Perdew i Wanga oraz bazy DNP wyka-

zali, że energia dla ortogonalnej struktury TR jest o 7,3 kcal/mol wyższa, od energii TR w 

konformacji płaskiej. Rozbieżność tego wyniku i wyniku uzyskanego w niniejszej rozprawie 

spowodowana jest zastosowaniem odmiennych metody kwantowo-mechanicznych i baz 

funkcyjnych. Porównując wartości barier w różnych bazach funkcyjnych widzimy, że w ba-

zach Dunninga wysokość bariery jest wyższa, od obliczonej w bazie gaussowskiej 6-

311G(d,p). Większy wkład korelacji elektronowej uzyskany za pomocą metody MP2 w po-

wiązaniu z bazami Dunninga przyczynia się do wzrostu wysokości bariery. Obliczenia wyko-

nane przy wykorzystaniu metod MP2 oraz MP4 pokazują, że bariery dla rotacji pierścieni 

fenylowych o 90° mają wieksze wartości na poziomie metody MP4 niż MP2. Wartość bariery 

rotacyjnej w medium wodnym dla przejścia TR w formę z dwoma pierścieniami obróconymi 

o 90° oraz w formę z jednym pierścieniem fenylowym, obróconym o ten kąt, jest wyższa w 

porównaniu z próżnią (Tabele 4.3.2 i 4.3.3). Wynik ten oznacza, że medium wodne bardziej 

stabilizuje układ, niż próżnia. 
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4.4. Analiza geometryczna i energetyczna hydroksylowych pochodnych TR i CR oraz 

ich rodników i kationorodników 

Wyznaczono równowagową geometrię następujących pochodnych resweratrolu: trans-

4,4`-dihydroksystilbenu (trans-4,4`-DHS), trans-3,4-dihydroksystilbenu (trans-3,4-DHS), 

trans-3,4,4`-trihydroksystilbenu (trans-3,4,4`-THS), trans-3,4,5-trihydroksystilbenu (trans-

3,4,5-THS) oraz α,β-dihydro-3,4`,5-trihydroksystilbenu (α,β-dihydro-3,4`,5-THS) (Rys. 

4.4.1.). W celu wyznaczenia entalpii izomeryzacji trans-cis optymalizowano także geometrię 

i energię stereoizomerów cis. W obliczeniach zastosowano funkcjonał hybrydowy B3LYP 

oraz bazę funkcyjną 6-311G(d,p). Równowagowe geometrie izolowanych układów, były 

optymalizowane w medium wodnym. Analiza częstości harmonicznych pokazała, że wszyst-

kie zoptymalizowane geometrie obojętnych stereoizomerów, ich form rodnikowych oraz ka-

tionorodnikowych, znajdują się w położeniach równowagi na PES. 

 

 
a b 

 
 

c d 

e  

Rys. 4.4.1. Pochodne hydroksylowe TR: a) trans-4,4`-dihydroksystilben (trans-4,4`-DHS), b) 
trans-3,4-dihydroksystilben (trans-3,4-DHS), c) trans-3,4,4`-trihydroksystilben (trans-3,4,4`-
THS), d) trans-3,4,5-trihydroksystilben (trans-3,4,5-THS) oraz e) α,β-dihydro-3,4`,5-
trihydroksystilben (α,β-dihydro-3,4`,5-THS) 

Wszystkie izolowane geometrie stereoizomerów cis, ich rodników fenoksylowych oraz 

kationorodników, charakteryzują się mniejszą stabilnością energetyczną, niż stereoizomery 

trans, ich rodniki fenoksylowe oraz kationorodniki (Tabela 4.4.1.). W medium wodnym 
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wszystkie zoptymalizowane struktury są bardziej stabilne, niż w próżni (Tabela 4.4.2). 

Otrzymane wartości entalpii izomeryzacji trans-cis są większe w medium wodnym, co może 

być związane z większą stabilizacją energetyczną badanych steroizomerów w tym medium 

(Tabela 4.4.3.), spowodowaną silnymi oddziaływaniami elektrostatycznymi między substan-

cją rozpuszczoną, a cząsteczkami rozpuszczalnika. Małe wartości tych entalpii pokazują, że 

stereoizomery trans bardzo łatwo mogą przekształcać się w izomery cis. Różnica energii mię-

dzy najbardziej stabilnym izomerem cis i trans jest mniejsza, niż w przypadku odpowiednich 

rodników fenoksylowych. [187]. Duża wartość entalpii izomeryzacji dla molekuły trans-

3,4,5-THS może być związana z geometrią stereoizomeru trans, która w globalnym minimum 

energetycznym charakteryzuje się następującymi wartościami kątów torsyjnych: α (C5-C4-C7-

C8) = 6,98°, θ (C7-C8-C9-C10) = 6,97°. Wartości te dowodzą, że szkielet trans-stilbenowy w 

tym związku wykazuje odchylenie od płaskiej struktury, z powodu silnych oddziaływań wo-

dorowych pomiędzy blisko położonymi grupami OH. Równowagowa długość wiązania wo-

dorowego w tej cząsteczce między atomem tlenu grupy 5-OH oraz wodoru grupy 4-OH wy-

nosi 1,67 Å, co dowodzi, że wiązanie to jest silne. Entalpie izomeryzacji dla obojętnych czą-

steczek są mniejsze niż dla rodników fenoksylowych (Tabela 4.4.3.). Dowodzi to, że izome-

ryzacja trans-cis dla rodników wymaga dostarczenia większej energii niż w przypadku obo-

jętnych cząsteczek. 

Równowagowe wartości długości wiązania C=C w badanych związkach oraz ich rodni-

kach fenoksylowych są porównywalne (Tabela 4.4.1.) [187]. We wszystkich izolowanych 

związkach równowagowe długości wiązań O-H są praktycznie identyczne. Dowodzi to, że na 

podstawie długości tych wiązań, nie można wnioskować o aktywności antyoksydacyjnej ba-

danych związków. W medium wodnym obserwujemy zwiększenie długości wiązań O-H w 

badanych związkach oraz ich 4`-O-rodnikach fenoksylowych (Tabela 4.4.2.). Wynik ten 

oznacza, że medium wodne zmniejsza trwałość wiązania O-H i, w efekcie, jest ono w nim 

bardziej podatne na rozpad heterolityczny (dysocjację jonową). 

Równowagowe wartości kątów torsyjnych: β (C6-C1-O4`-H4`), γ (C10-C11-O5-H5), φ 

(C14-C13-O3-H3) oraz δ (C11-C12-O4-H4) dowodzą, że atomy wodoru oraz tlenu wszystkich 

grup hydroksylowych leżą w płaszczyźnie pierścieni fenylowych [187]. Równowagowe war-

tości kątów torsyjnych α (C5-C4-C7-C8) oraz θ (C7-C8-C9-C10) w obojętnych molekułach o 

konfiguracji trans za wyjątkiem 3,4,5-THS, ich rodnikach oraz kationorodnikach są równe 

około 0° w badanych środowiskach. W badanych środowiskach struktury cis-stereoizomerów, 

ich rodników oraz kationorodników wykazują duże odchylenie od płaskiej geometrii. Naj-
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prawdopodobniej taka geometria stereoizomerów cis powoduje, że mają one wyższą energię, 

niż stereoizomery trans (Tabela 4.4.3). W badanych środowiskach rodniki fenoksylowe za-

równo stereoizomerów trans, jak i cis, posiadają strukturę semichinonową stabilizowaną 

przez wiązanie winylowe. 

4.5. Struktura hydroksylowych i metoksylowych pochodnych TR 

Biorąc pod uwagę fakt, że badane substancje (pterostilbenu, pinosylwiny, rapontygeni-

ny, izorapontygeniny, hydropterostilbenu, deoksyrapontygeniny oraz pinostilbenu) (Rys. 

4.5.1.) wykazują dużą aktywność biologiczną, poznanie ich równowagowej geometrii jest 

ważnym elementem, w wyjaśnieniu zależności struktura – funkcja biologiczna. W oblicze-

niach zastosowano następujące metody i bazy funkcyjne: MP2(full)/6-311G(d,p), B3LYP/6-

311G(d,p), B3LYP/6-311++G(3df,2p) oraz HF/6-311G(d,p). Za pomocą tych metod, dla zop-

tymalizowanych geometrii, wyznaczono częstości drgań harmonicznych.  

Zoptymalizowana geometria każdego polifenolu znajduje się w położeniu równowagi 

na PES. Wyniki otrzymane na poziomach B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/6-

311++G(3df,2p) dowodzą, że wszystkie atomy wodoru i tlenu grup hydroksylowych leżą w 

płaszczyźnie pierścieni fenylowych, natomiast równowagowe wartości długości wiązań O-H 

w izolowanych związkach są praktycznie identyczne (Tabela 4.5.1.). W związku z tym, nie 

można wnioskować o różnicy trwałości tych wiązań na podstawie ich długości. Dopiero obli-

czone wartości entalpii dysocjacji homolitycznej tych wiązań pozwolą na porównanie ich 

podatności na rozpad homolityczny. Równowagowe geometrie badanych związków otrzyma-

ne za pomocą metod B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/6-311++G(3df,2p) posiadają płaski 

szkielet trans-stilbenowy (Tabela 4.5.2.). Tylko struktura pterostilbenu, zoptymalizowana 

przy użyciu B3LYP/6-311G(d,p), charakteryzuje się nieznacznie zgiętym szkieletem trans-

stilbenowym. Uzyskane na poziomie B3LYP/6-311G(d,p) wartości częstości drgań torsyj-

nych (rzędu 10 cm-1) pierścieni fenylowych wokół pojedynczego wiązania, połączonego z 

wiązaniem winylowym dowodzą, że wszystkie badane pochodne metoksylowe i hydroksylo-

we są bardzo labilne torsyjnie. 
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Rys. 4.5.1. Pochodne metoksylowe i hydroksylowe TR i PC: a) pterostilben, b) pinosylwina, 
c) rapontygenina, d) izorapontygenina, e) hydropterostilben, f) deoksyrapontygenina, g) pino-
stilben 

Obliczenia dla układów w obecności medium wodnego, wykonano za pomocą modelu 

C-PCM i metod B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/6-311++G(3df,2p). Wszystkie badane 

związki posiadają w medium wodnym idealnie płaski szkielet trans-stilbenowy i charaktery-

zują się większą trwałością energetyczną w tym medium, niż w próżni. Długości wiązań O-H 

w medium wodnym są dłuższe, niż w próżni (Tabela 4.5.1.), co dowodzi, że w wodzie są one 

bardziej podatne na rozpad heterolityczny.  

Wszystkie badane związki posiadają wyraźnie zgiętą geometrię szkieletu trans-

stilbenowego na poziomie metod MP2 i HF (Tabela 4.5.2.). Zoptymalizowana przy użyciu 

metody MP2 geometria jest bardziej zgięta, niż otrzymana za pomocą metody HF. Wynik ten 

oznacza, że efekty korelacji elektronowej powodują, że struktura związków nie jest płaska. 

Ponadto na poziomie metody MP2(full) atomy grup OH we wszystkich związkach nie leżą w 

płaszczyznach wyznaczonych przez pierścienie fenylowe. Kolejne obliczenia zostaną wyko-

nane w celu wyznaczenia równowagowej geometrii badanych polifenoli, gdyż uzyskano roz-

bieżne wyniki na poziomie metod DFT, MP2 oraz HF.  
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Obliczenia wykonane na poziomie MP2(full)/6-311G(d,p) pokazały nieznaczne różnice 

w geometrii szkieletu trans-stilbenowego badanych polifenoli. Zarówno w próżni, jak i w 

medium wodnym jest on zgięty, przy czym w medium wodnym obserwujemy nieznaczne 

zmniejszenie wartości kątów torsyjnych α (C5-C4-C7-C8) oraz θ (C7-C8-C9-C10) w porównaniu 

z próżnią. Uzyskane wyniki dowodzą, że równowagowa geometria tych związków jest zależ-

na od zastosowanej metody kwantowo-mechanicznej. W przypadku zgiętego szkieletu trans-

stilbenowego następuje zmniejszenie długości wiązań O-H. Różnice w długości wiązań O-H 

w geometrii płaskiej i zgiętej pochodnych hydroksylowych resweratrolu należy tłumaczyć 

zastosowaniem różnych metod (DFT oraz MP2).  

4.6. Struktura oligomerów, glukozydów, siarczanów(VI) TR oraz ich rodników tleno-

wych 

Obliczenia wykonano na poziomie metody B3LYP/6-311G(d,p) dla układów izolowa-

nych i w obecności medium wodnego, za pomocą modelu solwatacyjnego C-PCM. Zoptyma-

lizowano parametry geometryczne następujących oligomerów TR: stereoizomerów trans-δ-

winferyny, trans-ε-winiferyny, gnetiny H, pallidolu, trimeru TR-suffruticosolu B zwanego 

inaczej α-winiferyną (Rys. 1.1.2.e) oraz dimeru trans-4,4`-dihydroksystilbenu (dimer trans-

4,4`-DHS, Rys. 4.4.1.a). Ten ostatni powstaje w wyniku oksydacyjnej dimeryzacji rodnika 

tlenowego trans-4,4`-DHS w obecności jonów Cu2+ [198]. Obliczenia optymalizacyjne zasto-

sowano również dla glukozydów (trans-piceidu, cis-piceidu (Rys. 1.1.1.c i d), trans-

astringiny (Rys. 1.1.3.a), TR-4`-O-β-glukopiranozydu (Rys. 1.1.3.b)), siarczanów(VI) (Rys. 

4.6.3), 3-O-glukuronianu TR (Rys. 1.1.3.c). Badano wpływ obecności pierścienia dihydrofu-

ranowego, szkieletu bicyklo[3.3.0]oktanowego, cykloheptanowego, cyklopentanowego na 

trwałość energetyczną i wartości pozostałych parametrów geometrycznych izomerów winife-

ryny, gnetiny H, pallidolu oraz α-winiferyny. Ponadto, zbadano geometrię stereoizomerów 

optycznych δ-winiferyny, pallidolu (Rys. 1.1.2.c i 1.1.2.f). Obliczenia przeprowadzono dla 

glukozydów, zawierających wiązanie β-O-glikozydowe, gdyż β-anomery charakteryzują się 

największą trwałością termodynamiczną. W celu porównania stabilności energetycznej rodni-

ków fenoksylowych, zoptymalizowano geometrię i energię 4-O-rodnika trans-ε-winiferyny, 

4`-O-rodnika trans-piceidu oraz 3-O-rodnika trans-δ-winiferyny-A (Rys. 4.6.1 i 4.6.2.), sto-

sując metodę B3LYP/6-311G(d,p).  

W równowagowych geometriach badanych związków, atomy wodoru i tlenu wszyst-

kich grup hydroksylowych leżą w płaszczyźnie pierścieni fenylowych. Równowagowe długo-
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ści wiązań O-H w izolowanych cząsteczkach mają bardzo zbliżoną długość (Tabela 4.6.1.). 

Stąd charakteryzują się one podobną trwałością [188]. Dokładna ocena podatności wiązań O-

H na rozpad homolityczny zostanie dokonana na podstawie wartości entalpii ich dysocjacji. 

 
a 

 
b 

Rys. 4.6.1. Struktury rezonansowe rodników fenoksylowych oligomerów TR a) 3-O-rodnika 
trans-δ-winiferyny-A oraz b) 4-O-rodnika trans-ε-winiferyny 

Szkielet trans-stilbenowy w dimerze trans-4,4`-DHS, gnetinie H oraz trans-ε-

winiferynie jest zgięty (Tabela 4.6.2.) [188]. Natomiast w równowagowych geometriach ste-

reoizomerów trans-δ-winiferyny, glukozydów oraz 3-O-glukuronianu szkielet trans-

stilbenowy jest praktycznie płaski. Ponadto, w trans-δ-winiferynie B szkielet trans-

stilbenowy charakteryzuje się mniejszym odchyleniem od geometrii zgiętej niż w trans-δ-

winiferynie A. W środowisku wodnym wszystkie stereoizomery trans charakteryzują się pła-

ską geometrią szkieletu stilbenowego. W związku z tym, w medium wodnym, aktywność bio-

logiczna badanych związków powinna być większa niż w mediach niepolarnych. Analiza 
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równowagowej geometrii pallidolu pokazała, że szkielet bicyklo[3.3.0]oktanowy jest wyraź-

nie zgięty w badanych środowiskach [188]. Zoptymalizowane wartości kątów torsyjnych C14-

C15-C16=114,41° oraz C7-C29-C28=115,45° potwierdzają ten wynik. Równowagowe długości 

wiązań O-H w cząsteczce pallidolu charakteryzują się podobnymi wartościami, co można 

uzasadnić wysoką symetrią tej molekuły. W α-winiferynie, zarówno szkielet cyklopentanowy, 

jak i cykloheptanowy, a także związane z nim pierścienie fenylowe znajdują się w jednej 

płaszczyźnie. W porównaniu z pallidolem, nie obserwujemy deformacji szkieletu cyklohepta-

nowego i cyklopentanowego. Natomiast, podobnie jak w pallidolu, równowagowe długości 

wiązań O-H są praktycznie identyczne (Tabela 4.6.1). 

a  

b  

Rys. 4.6.2. Struktury rezonansowe a) 4`-O- oraz b) 5-O-rodnika trans-piceidu 
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Całkowicie zoptymalizowane geometrie rodników fenoksylowych badanych związków 

posiadają strukturę semichinonową [188]. Analiza energetyczna sugeruje, że obecność pier-

ścienia dihydrofuranowego zwiększa trwałość energetyczną gnetiny H oraz jej rodników tle-

nowych. Wszystkie badane rodniki oraz kationorodniki w próżni i medium wodnym charakte-

ryzują się idealnie płaską geometrią szkieletu trans-stilbenowego, natomiast stereoizomery cis 

badanych rodników posiadają szkielet silnie zgięty.  

Wszystkie kationorodniki oraz rodniki fenoksylowe są mniej stabilne niż obojętne czą-

steczki. 4`-O i 4-O-rodniki są nieznacznie trwalsze energetycznie, od pozostałych (Tabela 

4.6.3.) [188]. Wszystkie badane układy otwartopowłokowe są energetycznie trwalsze w me-

dium wodnym. Silnie zgięty szkielet bicyklo[3.3.0]oktanowy w pallidolu jest odpowiedzialny 

za zwiększenie energetycznej stabilności 3-O-rodnika tego dimeru. Izomery cis są mniej trwa-

łe energetycznie, niż izomery trans w badanych mediach. Wynik ten sugeruje, że silnie zgięta 

geometria szkieletu stilbenowego w stereoizomerach cis, powoduje zwiększenie ich energii. 

Ponadto, mała różnica energii między stereoizomerami geometrycznymi piceidu (6,72 

kcal/mol) oznacza, że proces izomeryzacji trans-cis nie wymaga dużego nakładu energii. 

Większa wartość entalpii tej izomeryzacji dla piceidu w medium wodnym dowodzi, że woda 

mocniej stabilizuje układ. Analiza struktur rezonansowych (Rys. 4.6.1. oraz 4.6.2.) pokazuje, 

że 4-O-rodnik trans-ε-winiferyny oraz 4`-O-rodnik trans-piceidu posiada ich więcej niż od-

powiedni 3-O-rodnik oraz 5-O-rodnik. W związku z tym, 4-O i 4`-O-rodniki tych substancji 

są trwalsze energetycznie niż 3-O i 5-O-rodniki. 

Ostatnio przeprowadzone badania eksperymentalne pokazały, że TR w hepatocytach 

oraz komórkach ścian jelita cienkiego ulega szybkiej biotransformacji do łatwo rozpuszczal-

nych w wodzie i lepiej biodostępnych siarczanów(VI) [27]. W związku z tym, poznanie 

optymalnej geometrii siarczanów(VI) TR stanowi wstęp do poznania ich aktywności biolo-

gicznej, a w szczególności antyoksydacyjnej. Optymalizowano za pomocą B3LYP/6-

311++G(3df,2p) geometrię następujących siarczanów (VI) TR: 4`-O-siarczanu(VI), 3-O-

siarczanu(VI), 3,5-O-disiarczanu(VI), 4`,3-O-disiarczanu(VI) oraz 4`,3,5-O-trisiarczanu(VI) 

(Rys. 4.6.3.). 

Równowagowe wartości kątów torsyjnych α (C5-C4-C7-C8) oraz θ (C7-C8-C9-C10) 

przyjmują następujące wartości: 6,04°, 9,46° dla 3-O-siarczanu(VI); 1,25°, 0,29° dla 4`-O-

siarczanu(VI); 4,82°, 12,89° dla 3,5-O-disiarczanu(VI); 7,64°, 8,47° dla 4`,3-O-disiarczanu(VI) 

oraz 11,11°, 16,35° dla 3,5,4`-O-trisiarczanu(VI). Uzyskane wyniki dowodzą, że: szkielet 

trans-stilbenowy w siarczanach(VI) TR jest zgięty, zwiększenie ilości grup siarczano-
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wych(VI) prowadzi do zwiększenia wartości wspomnianych kątów torsyjnych. Obecność 

bardzo łatwo polaryzowalnej siarki oraz silnych oddziaływań wodorowych przyczynia się do 

znacznej deformacji geometrii di- oraz trisiarczanów(VI). Jako przykład można podać, że w 

3,5-O-disiarczanie(VI) występuje silne wiązanie wodorowe o długości 1,89 Å między ato-

mem wodoru jednej z grup siarczanowych, a atomem tlenu drugiej grupy siarczanowej. 

Obecność tego wiązania wodorowego może przyczyniać się do wzrostu kwasowości, na sku-

tek zwiększenia labilności protonu grupy siarczanowej. Zoptymalizowane wartości kątów 

torsyjnych β (C6-C1-O4`-S), γ (C10-C11-O3-S) oraz δ (C14-C13-O5-S) wskazują, że we wszyst-

kich badanych związkach atomy siarki nie leżą w płaszczyźnie pierścieni fenylowych, pod-

czas gdy atomy wodoru i tlenu grup hydroksylowych, związanych z pierścieniem fenylowym, 

znajdują się w tej płaszczyźnie. Równowagowe wartości długości wiązań O-H w siarcza-

nach(VI) są praktycznie identyczne (Tabela 4.6.4). Ten wynik nie pozwala na ocenę aktyw-

ności antyoksydacyjnej badanych związków na podstawie długości wiązań O-H. 

 
 

a b 

 

 

c d 

e  

Rys. 4.6.3. Struktury siarczanów(VI) TR: a) 4`-O-siarczan(VI), b) 3-O-siarczan(VI), c) 3,5-O-
disiarczan(VI), d) 4`,3-O-disiarczan(VI) oraz e) 4`,3,5-O-trisiarczan(VI) 
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Analiza otrzymanych na poziomie B3LYP/6-311++G(3df,2p) wartości momentów di-

polowych (Tabela 4.6.5.) pokazuje, że wszystkie badane siarczany(VI) posiadają znacznie 

większy moment dipolowy, niż TR (3,26 D). Najbardziej polarny jest 3,5-O-disiarczan(VI) – 

obliczona wartość momentu dipolowego dla tego związku wynosi 10,046 D. Wynik sugeruje, 

że w 3,5-O-disiarczanie(VI) występuje duża deformacja gęstości elektronowej, która jest 

spowodowana silnie asymetryczną budową cząsteczki. Duże wartości momentów dipolowych 

uzasadniają dobrą rozpuszczalność siarczanów(VI) w wodzie, a, w efekcie, ich lepszą biodo-

stępność.  

Z uwagi na brak literaturowych doniesień na temat szczegółowego mechanizmu two-

rzenia dimeru TR, zaproponowano teoretyczny mechanizm jego powstawania (Rys. 4.6.4). W 

pierwszym etapie (etap A) następuje reakcja dwóch 4`-O-rodników TR, w wyniku czego po-

wstaje produkt pośredni o strukturze chinonowej. Następnie zachodzi w nim wewnątrzczą-

steczkowe przegrupowanie połączone z addycją nukleofilową (etap B), w efekcie czego po-

wstaje trwały dimer. Geometrie substratów i produktów były całkowicie optymalizowane na 

poziomie B3LYP/6-311+G(d,p). Obliczone wartości ΔG dla etapów A (-120,21 kcal/mol) i B 

(-85,33 kcal/mol) dowodzą, że zaproponowane reakcje są dozwolone termodynamicznie. Ob-

liczenia wskazują, że rodniki fenoksylowe mogą ulegać termodynamicznie dozwolonej dime-

ryzacji, w wyniku której tworzy się dimer zwany trans-δ-winiferyną. Należy przypuszczać, że 

powstałe aktywne biologicznie dimery wraz z TR w cytozolu tworzą silny kompleks antyok-

sydacyjny. Kolejny etap badań nad tym mechanizmem będzie stanowiło wyznaczenie stałej 

szybkości reakcji tworzenia tego dimeru. 

 

Rys. 4.6.4. Mechanizm syntezy trans-δ-winiferyny 
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4.7. Struktura polifenoli wyizolowanych z orzecha ziemnego (Arachis hypogaea) 

Zoptymalizowano za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) geometrię i energię następujących 

pochodnych TR występujących w orzechach ziemnych: trans-arachidinu-1, trans-arachidinu-

2, trans-arachidinu-3 oraz trans-3`-izopentadienylo-3,5,4`-trihydroksystilbenu (Rys. 1.8.1). 

Pochodne arachidonowe charakteryzują się obecnością w budowie unikalnego szkieletu izo-

pentylowego, podczas gdy trans-3`-izopentadienylo-3,5,4`-trihydroksystilben posiada charak-

terystyczną grupę izopentadienylową. Wszystkie pochodne arachidonowe zawierają podstaw-

nik izopentylowy w położeniu para względem grupy hydroksylowej 4`-OH. Trans-arachidin-

1, trans-arachidin-3 oraz trans-3`-izopentadienylo-3,5,4`-trihydroksystilben posiadają w bu-

dowie dwa fragmenty strukturalne w konfiguracji trans, natomiast trans-arachidin-2 posiada 

tylko szkielet trans-stilbenowy. 

Z wyjątkiem trans-arachidinu-2, równowagowe geometrie pozostałych polifenoli po-

siadają idealnie płaski szkielet trans-stilbenowy (Tabela 4.7.1.). Płaski fragment izopentylo-

wy oraz izopentadienylowy leży w płaszczyźnie wyznaczonej przez szkielet trans-stilbenowy, 

podczas gdy w trans-arachidinie-2 szkielet izopentylowy leży w płaszczyźnie prostopadłej do 

szkieletu trans-stilbenowego. Rodniki tlenowe oraz kationorodniki badanych związków po-

siadają płaski szkielet trans-stilbenowy. Obecność podstawnika izopentylowego oraz izopen-

tadienylowego zapewnia duży stopień delokalizacji niesparowanego elektronu.  

Analiza energetyczna ujawniła, że trans-arachidin-3 jest nieznacznie trwalszy od swo-

jego izomeru – trans-arachidinu-2 (Tabela 4.7.1.). Różnica ta jest konsekwencją faktu, że 

obecność i lokalizacja wiązania podwójnego w łańcuchu izopentylowym zapewnia dużą delo-

kalizację wiązania π wzdłuż całego szkieletu trans-arachidinu-3. W efekcie delokalizacja ta 

prowadzi do wzrostu stabilności energetycznej tego polifenolu. Trans-arachidin-2, trans-

arachidin-3 oraz trans-3`-izopentadienylo-3,5,4`-trihydroksystilben charakteryzują się prak-

tycznie identycznymi wartościami równowagowych długości wiązań 3O-H, 5O-H oraz 4`OH 

(Tabela 4.7.1.). W związku z tym ocena względnej trwałości tych wiązań zostanie dokonana 

na podstawie obliczonych wartości entalpii dysocjacji tych wiązań.  

4.8. Strukturalna i energetyczna analiza kompleksów TR–Cu(II) oraz CR–Cu(II) 

Równowagowe geometrie kompleksów stereoizomerów resweratrolu z Cu(II) (Rys. 

4.8.1.) były wyznaczone, za pomocą B3LYP/lanl2DZ, w stanie podstawowym. W oblicze-

niach zastosowano bazę lanl2DZ, ponieważ zawiera ona efektywny pseudopotencjał (effective 

core potential), dobrze opisujący efekty relatywistyczne pochodzące od atomów metali cięż-
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kich oraz elektronów rdzenia atomowego. Dla każdego kompleksu znajdującego się w glo-

balnym minimum energetycznym obliczono energię stabilizacji. Dla równowagowych geome-

trii kompleksów wyznaczono na poziomie B3LYP/6-311++G(3df,2p) dokładniejszą wartość 

energii całkowitej oraz energię stabilizacji. Zastosowano metodę RO (restricted open-shell 

method), ponieważ analizowane kompleksy były układami otwartopowłokowymi. Dla obli-

czonych wartości energii stabilizacji wyznaczono ZPVE (zero-point vibrational energy) oraz 

BSSE, który oszacowano stosując procedurę CP [194]. ZPVE obliczano, jako różnicę między 

energią drgań zerowych (Zero-Point Vibrational Energy) kompleksu i energią tych drgań ob-

liczoną dla równowagowych monomerów tworzących analizowane kompleksy. W celu znale-

zienia najbardziej preferencyjnych miejsc koordynacji jonu Cu2+ do TR oraz CR, obliczono 

rozkład ładunków cząstkowych w TR oraz CR, za pomocą analizy populacyjnej NBO na po-

ziomie B3LYP/6-311++G(3df,2p). Równowagowe geometrie izolowanych kompleksów 

optymalizowano w medium wodnym, stosując model solwatacyjny C-PCM.  

a b 

  
c d 

Rys. 4.8.1. Kompleksy TR i CR z jonem Cu2+ a) TR-4`-O-Cu(II), b) TR-3-O-Cu(II), c) CR-
4`-Cu(II), d) CR-3-O-Cu(II) 

Wszystkie równowagowe geometrie kompleksów TR z Cu2+ posiadają płaski szkielet 

trans-stilbenowy w badanych mediach, natomiast kompleksy CR z Cu2+ mają geometrię wy-

raźnie zgiętą, podobnie, jak obojętna cząsteczka CR [215]. Analiza energetyczna i termody-

namiczna zoptymalizowanych kompleksów dowodzi, że wszystkie cis-kompleksy są mniej 

trwałe energetycznie i termodynamicznie, od kompleksów trans (Tabela 4.8.2.). Ponadto, 

obliczenia pokazały, że najtrwalszy energetycznie jest kompleks TR-3-O-Cu(II) (Rys. 

4.8.1.b). Zatem, koordynacja Cu2+ do atomu 3-O TR jest najbardziej preferowana energetycz-

nie. 
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Równowagowe długości wiązań Cu-O3 oraz Cu-O5 w najtrwalszym energetycznie 

kompleksie (Rys. 4.8.1.b), wynoszące 1,83 Å oraz 3,21 Å dowodzą, że jon Cu(II) jest silnie 

związany z atomem tlenu grupy 3-OH. Natomiast długości wiązania Cu-O4` w kompleksie 

TR-4`-O-Cu(II) (Rys. 4.8.1.a) oraz CR-4`-O-Cu(II) (Rys.4.8.1.c) wynosiły odpowiednio: 

1,91 Å i 1,98 Å. Stąd wnioskujemy, że jon Cu2+ jest słabiej związany z atomem O4` niż z O3 

oraz O5. Analiza położenia jonu Cu(II) w kompleksie TR-3-O-Cu(II) pokazuje, że znajduje 

się on w płaszczyźnie szkieletu TR. W medium wodnym wiązania te są krótsze i, w efekcie, 

trwalsze z powodu silnego oddziaływania elektrostatycznego jonu Cu2+ oraz grup hydroksy-

lowych z medium wodnym.  

Analiza energii stabilizacji (Tabela 4.8.1.) dowodzi, że jon Cu2+ jest najsilniej związany 

z atomem tlenu grupy 3-OH [215]. Otrzymany wynik pozostaje w zgodności z obliczonymi 

wartościami ładunków cząstkowych na poszczególnych atomach TR oraz jego izomeru cis 

(Rys. 4.8.2.). Analiza NBO rozkładu ładunku ujawniła, że najmniejszy ujemny cząstkowy 

ładunek jest zlokalizowany na atomach tlenu 3-O oraz 5-O – te atomy tlenu stanowią główne 

centra koordynacyjne dla jonu Cu2+. Większe różnice w wartościach ładunku cząstkowego 

między atomami tlenu grup OH obserwujemy dla TR, co jest rezultatem silnej koniugacji 

pierścieni aromatycznych w tym związku. Obliczone wartości energii stabilizacji dla kom-

pleksów pokazują, że Cu(II) tworzy trwalsze energetycznie kompleksy z TR niż z CR. Geo-

metrie badanych kompleksów są scharakteryzowane bardzo dużymi wartościami energii sta-

bilizacji. Stąd wnioskujemy, że wykazują one szczególnie dużą stabilność, a ich składniki są 

silnie związane. Wyniki dowodzą, że TR jest efektywną substancją chelatującą Cu(II), co jest 

zgodne z wynikami eksperymentalnymi [61]. 

Medium wodne silniej stabilizuje kompleksy TR-Cu(II), niż próżnia (Tabela 4.8.2.) 

[215]. W tym medium kompleksy te charakteryzują się znacznie większą energią stabilizacji, 

niż w próżni (Tabela 4.8.1.). Z uwagi na to, że badane kompleksy stanowią formy kationowe, 

silne oddziaływania elektrostatyczne między nimi i medium wodnym, przyczyniają się do 

zwiększenia ich stabilności. Uwzględnienie poprawek BSSE i ZPVE prowadzi do zmniejsze-

nia energii stabilizacji badanych kompleksów. Ponadto, w środowisku polarnym obserwuje-

my zmniejszenie długości wiązania Cu-O w kompleksie TR-3-O-Cu(II). Wynik ten jest sko-

relowany z wartościami obliczonych energii i dowodzi większej trwałości tych wiązań w me-

dium wodnym. Szkielet trans-stilbenowy jest płaski, a cis-stilbenowy wyraźnie zgięty w ba-

danych mediach. 
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Rys. 4.8.2. Rozkład NBO ładunków cząstkowych na atomach: a) TR oraz b) CR 

4.9. Strukturalna i energetyczna analiza akwakompleksów TR z Cu(II) 

Ponieważ woda stanowi środowisko reakcji w układach biologicznych, a jon Cu(II) 

ulega w niej hydratacji, wyznaczono równowagowe geometrie akwakompleksów stereoizo-

merów resweratrolu z jonem Cu2+. Jon ten otaczano sferą hydratacyjną o zmiennej ilości mo-

lekuł wody. Geometrie wszystkich akwakompleksów zoptymalizowano w pierwszym etapie 

za pomocą B3LYP/6-311++G(3df,2p), a następnie reoptymalizowano za pomocą 

B3LYP/lanl2DZ. Ponieważ badane układy kompleksowe były otwartopowłokowe, we 

wszystkich obliczeniach zastosowano metodę RO (restricted open-shell method). Obliczono 

na poziomie B3LYP/6-311++G(3df,2p) rozkład ładunków cząstkowych, energie całkowite z 

poprawką ZPE oraz energie stabilizacji akwakompleksów. W obliczeniach zastosowano 

kompleksy typu stereoizomer resweratrolu-Cu(II)[H2O]1-4. Na Rys. 4.9.1. pokazano przykła-

dowe tetraedryczne kompleksy, w których jon Cu2+ otoczony jest czterema cząsteczkami wo-

dy. W ten sposób zbadano wpływ ilości skoordynowanych do Cu(II) cząsteczek wody, na 

stabilność badanych układów kompleksowych. Efekty solwatacyjne od medium wodnego 

uwzględniono w obliczeniach za pomocą modelu C-PCM.  

 
a 

 
b 
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Zoptymalizowane struktury, różniące się ilością molekuł wody w sferze koordynacyj-

nej, znajdowały się w położeniach równowagi na PES. Najtrwalsze energetycznie są układy, 

w których do jonu Cu2+ skoordynowane są cztery cząsteczki wody [215]. W kompleksach 

tych molekuły wody wyznaczają wierzchołki nieznacznie zdeformowanego tetraedru. Porów-

nując wartości energii dla cis- oraz trans-akwakompleksów widzimy, że kompleksy trans są 

trwalsze w badanych środowiskach. W medium wodnym obserwujemy wyraźne zmniejszenie 

energii badanych kompleksów w porównaniu z próżnią. Jest to spowodowane silnym oddzia-

ływaniem tego środowiska z formami kationowymi badanych kompleksów. 

 
a b 
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Rys. 4.9.1. Akwakompleksy TR z jonem Cu2+: a) TR-4`-O-Cu(II)(H2O)4, b) TR-3-O-
Cu(II)(H2O)4, c) CR-4`-O-Cu(II)(H2O)4, d) CR-3-O-Cu(II)(H2O)4 

Trans-akwakompleksy posiadają płaski szkielet trans-stilbenowy, a kompleksy o konfi-

guracji cis mają szkielet wyraźnie zgięty [215]. Średnia równowagowa odległość między jo-

nem Cu2+, a atomem tlenu wody w najtrwalszym energetycznie kompleksie trans wynosi 

1,832 Å w próżni oraz 1,789 Å w medium wodnym. Stąd wnioskujemy, że: cząsteczki wody 

są silnie związane z jonem Cu2+, medium wodne wnosi duży wkład do stabilizacji tych wią-

zań. W najtrwalszym energetycznie kompleksie trans (Rys. 4.9.1.b) i cis (Rys. 4.9.1.d) mole-

kuły wody tworzą wokół Cu(II) zdeformowany tetraedr [215]. W przypadku równowagowych 

geometrii kompleksów, w których jon Cu2+ był otoczony przez sześć molekuł wody, strefa 

hydratacyjna tworzyła zdeformowaną piramidę pentagonalną. Silne oddziaływania wolnych 

par elektronowych cząsteczek wody przyczyniają się do tej deformacji. Równowagowe geo-

metrie akwakompleksów charakteryzują się znacząco większą długością wiązania Cu–O3 

oraz Cu-O4`, w porównaniu z omawianymi kompleksami, niezawierającymi cząsteczek wo-
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dy. W konsekwencji, w akwakompleksach, jon Cu2+ jest słabo związany z atomami tlenu grup 

OH stereoizomerów resweratrolu.  

Dla kompleksów TR–Cu(II)–(H2O)1-4 oraz CR–Cu(II)–(H2O)1-4, znajdujących się w 

globalnym minimum energetycznym obliczono energie stabilizacji (Tabela 4.9.1.). Oblicze-

nia pokazały, że istnieje korelacja między ilością skoordynowanych z Cu(II) molekuł wody, a 

energią stabilizacji. Kompleksy posiadające Cu(II) z czterema skoordynowanymi molekułami 

wody charakteryzują się największą wartością energii stabilizacji [215]. Wynik ten dowodzi, 

że przy takiej geometrii udział oddziaływań elektrostatycznych w stabilizacji jest największy. 

Medium wodne w sposób znaczący zwiększa tę energię i, tym samym, zwiększa stabilność 

rozważanych układów. Analiza energii stabilizacji pokazuje, że hydratacja Cu(II) bardzo 

zmniejsza wartość energii stabilizacji. Silne oddziaływania elektrostatyczne między jonem 

Cu2+, a molekułami wody prowadzą do zwiększenia oddziaływania Cu(II) z grupami hydrok-

sylowymi TR. Porównując wartości BSSE oraz ZPVE, wyznaczone dla akwakompleksów, 

zauważamy ich większy wpływ na wartości energii stabilizacji w porównaniu z kompleksami 

nieposiadającymi zhydratowanego jonu Cu2+.  

4.10. Oddziaływanie kompleksów TR–Cu(II) z fosfolipidem  

Badania ostatnich latach pokazały, że TR w obecności jonów Cu2+ efektywnie hamuje 

proces niekorzystnej peroksydacji lipoproteiny LDL. W wyniku tego procesu powstają bo-

wiem szkodliwe rodniki alkilowe kwasów tłuszczowych, które powodują degradację błon 

komórkowych. Biorąc pod uwagę ten fakt oraz to, że LDL składa się rdzenia złożonego z 

estryfikowanych cząsteczek cholesterolu i otoczonego sferą hydrofilowych fosfolipidów 

[199], badanie teoretyczne interakcji kompleksów TR–Cu(II) z fosfolipidami jest w pełni uza-

sadnione. Znalezienie równowagowej geometrii kompleksów TR–Cu(II)–fosfolipid (cis,cis-

1,2-dilinolenolan-3-fosforan(V) glicerolu) oraz zbadanie natury oddziaływań w tych kom-

pleksach, ma kluczowe znaczenie w zrozumieniu prooksydacyjnej aktywności TR w obecno-

ści Cu(II).  

Kompleksy TR–Cu(II)–fosfolipid były w pierwszym kroku całkowicie optymalizowane 

na poziomie B3LYP/631+G(d,p), a następnie reoptymalizowane w stanie podstawowym przy 

zastosowaniu B3LYP/lanl2DZ. Dla równowagowych geometrii, otrzymanych za pomocą 

B3LYP/lanl2DZ, obliczono dokładniejszą wartość energii na poziomie B3LYP/6-

311++G(3df,2p). Otrzymane wartości energii zastosowano do obliczenia energii stabilizacji. 

Do obliczeń zastosowano fosfolipid w formie dianionowej, który jest monoestrem glicerolu 
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oraz kwasu fosforowego(V) i jednocześnie – diestrem nienasyconego kwasu cis,cis-

linolowego. W celu wyznaczenia najstabilniejszej energetycznie geometrii kompleksu oraz 

najbardziej preferowanego miejsca koordynacji jonu Cu2+, zoptymalizowano struktury poka-

zane na Rys. 4.10.1. Efekty solwatacyjne wyznaczono za pomocą modelu solwatacyjnego 

COSMO.  

Znalezione optymalne geometrie znajdowały się w lokalnych minimach energetycznych 

na PES. Analiza energetyczna pokazała, że równowagowa struktura 4.10.1.b posiada energię 

(z uwzględnieniem poprawki ZPE) równą -2708,7221 [hartree], natomiast struktura 4.10.1.a 

energię równą -2708,2319 [hartree]. Stąd wnioskujemy, że najtrwalszy energetycznie jest 

układ kompleksowy 4.10.1.b. Obliczone wartości energii stabilizacji równe 125,45 kcal/mol 

dla struktury 4.10.1.b i 118,76 kcal/mol dla struktury 4.10.1.a dowodzą, że: fosfolipid jest 

silnie związany z kompleksem TR–Cu(II), najtrwalszym energetycznie kompleksie, jon Cu2+ 

jest silnie związany z dianionową resztą monofosforanu oraz atomem O4` TR [215]. Silne 

oddziaływanie elektrostatyczne między kationem Cu2+, a dianionem monofosforanu ma 

wpływ na stabilizację badanego układu. Sugeruje to, że kompleks TR–Cu(II) może wykazy-

wać silne powinowactwo do wiązania z zewnętrzną hydrofilową sferą cząsteczek LDL oraz z 

fosfolipidami, stanowiącymi intergralny składnik błon komórkowych. 

a 
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b 

Rys. 4.10.1. Struktury kompleksów TR–Cu(II) z fosfolipidem: a) TR-3-O-Cu(II)–fosfolipid, 
b) TR-4`-O-Cu(II)–fosfolipid  

Najtrwalszy energetycznie kompleks (Rys. 4.10.2.) posiada płaski szkielet trans-

stilbenowy, który ułatwia wiązanie się kompleksu TR–Cu(II) z fosfolipidami [215]. Optymal-

na długość wiązania Cu(II)–4`-O w równowagowej geometrii TR–Cu(II)–fosfolipid wynosi 

1,82 Å w próżni i 1,68 Å w medium wodnym. Wynik ten dowodzi, że medium wodne silnie 

stabilizuje to wiązanie i przyczynia się do wzrostu trwałości rozważanego kompleksu. W naj-

trwalszej energetycznie geometrii kompleksu TR–Cu(II)–fosfolipid jon Cu2+ leży w płasz-

czyźnie, wyznaczonej przez ujemnie naładowane atomy tlenu grupy fosforanowej(V) oraz 

atom fosforu. Analiza wzajemnego ułożenia atomu O4`, jonu Cu2+ oraz ujemnie naładowane-

go atomu tlenu grupy fosforanowej(V) wskazuje, że leżą one na jednej linii. Taka konfigura-

cja atomów umożliwia trwałe związanie jonu Cu2+ z atomem tlenu O4` oraz atomem tlenu 

grupy fosforanowej(V). 

 

Rys. 4.10.2. Zoptymalizowana geometria kompleksu TR–Cu(II)–fosfolipid za pomocą 
B3LYP/lanl2DZ 
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4.11. Oddziaływanie TR z di nukleotydem DNA 

Wykonano obliczenia, które pozwoliły znaleźć równowagową geometrię kompleksu TR 

z dinukleotydem, zawierającym reszty tymidyny oraz deoksyguanozyny. Równowagowe 

geometrie monomerów (TR oraz dinukleotyd) i kompleksów TR-dinukleotyd wyznaczono na 

poziomie B3LYP/6-311+G(d,p) w stanie podstawowym, w próżni i w medium wodnym za 

pomocą modelu C-PCM. Ponieważ w układach biologicznych nukleotydy posiadają reszty 

fosforanowe(V) w formie dianionowej [199], optymalizowano geometrie dinukleotydu oraz 

kompleksów, które zawierały dianiony reszty fosforanowej(V) w pozycji α. Geometrie kom-

pleksów zoptymalizowano przy różnych położeniach TR względem szkieletu dinukleotydu 

(Rys. 4.11.1.), w celu wyznaczenia energetycznie najstabilniejszej geometrii. We wszystkich 

badanych układach guanina i tymina były w położeniu anti względem szkieletu β-D-

deoksyrybofuranozy. Dla równowagowych geometrii obliczono dokładniejszą energię za po-

mocą MP2(full)/6-311++G(3df,2p). W ten sposób uwzględniono znaczący wkład energii ko-

relacyjnej do energii stabilizacji. Energię stabilizacji ΔEstab wraz z poprawką BSSE obliczano 

dla równowagowych geometrii kompleksów na poziomie MP2(full)/6-311++G(3df,2p) oraz 

B3LYP/6-311++G(3df,2p).
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Rys. 4.11.1. Kompleksy TR z dinukleotydem 

Analiza otrzymanych energii równowagowych geometrii ujawniła, że najtrwalszy ener-

getycznie jest kompleks 4.11.1.i (Rys. 4.11.1.i), co dowodzi, że TR silnie oddziaływuje z 

wiązaniem fosfodiestrowym, łączącym dinukleotydy. TR w tym kompleksie posiada idealnie 

płaski szkielet trans-stilbenowy. Silne oddziaływanie grupy 4`-OH TR z wiązaniem fosfodie-

strowym spowodowało przeniesienie protonu z grupy 4`-OH na atom O3` deoksyrybozy 

(Rys. 4.11.2). Transfer protonu jest możliwy dzięki elektrostatycznemu oddziaływaniu grupy 

4`-OH z ujemnie naładowanymi atomami tlenu grupy monofosforanowej, tworzącej wiązanie 

fosfodiestrowe. Ponadto, analiza populacyjna ładunku NBO w równowagowym kompleksie 

TR-dinukleotyd wykazała, że na atomie 4`-O cząstkowy ładunek wynosi -0,518, natomiast w 

nieskompleksowanym TR -0,312. Wynik ten potwierdza przeniesienie protonu i wytworzenie 

anionu TR. Najtrwalszy energetycznie kompleks TR-dinukleotyd charakteryzuje się obecno-

ścią silnego wiązania wodorowego o długości 1,62 Å pomiędzy atomem wodoru grupy ami-

nowej guaniny i atomem tlenu reszty fosforanowej(V). Duża trwałość tego wiązania sugeruje, 

że przyczynia się ono do stabilizacji energetycznej kompleksu 4.11.1.i. W kompleksie tym 

równowagowa odległość między atomami tlenu O3` deoksyrybozy oraz fosforem wynosi 

2,95 Å w próżni oraz 2,68 Å w medium wodnym. Tak duże wartości tej odległości dowodzą, 

że interakcja TR z dinukleotydem może prowadzić do rozerwania wiązania 3`-5` fosfodie-

strowego, które jest uznawane za jedno z najsilniejszych wiązań polarnych w biomolekułach 

[199]. Wyjątkowo duża trwałość tego wiązania wynika z obecności ujemnie naładowanych 

atomów tlenu, które zmniejszają podatność tego wiązania na hydrolizę. Ponieważ wiązania 

fosfodiestrowe tworzą szkielet DNA, otrzymany wynik sugeruje, że TR może powodować 

rozpad nici DNA. Rezultat ten pokazuje, że aktywność antynowotworowa, antyproliferacyjna 
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oraz antyreplikacyjna TR może być silnie związana z jego zdolnością do indukowania tego 

procesu. Ostatnio Kang i wsp. [200] pokazali, że TR jest efektywną substancją, która powo-

duje rozpad nici DNA w komórkach białaczki złośliwej. Również badania Zhou i wsp. [201] 

udowodniły, że związek ten indukuje rozpad nici DNA w chromatynie jądrowej komórek raka 

żołądka. Biorąc pod uwagę te wyniki eksperymentalne należy stwierdzić, że przeprowadzone 

obliczenia kwantowe potwierdzają wykazaną eksperymentalnie zdolność trans-resweratrolu 

do indukowania rozpadu nici DNA. 

 

Rys. 4.11.2. Zoptymalizowana na poziomie B3LYP/6-311+G(d,p) najtrwalsza energetycznie 
geometria kompleksu TR-dinukleotyd 

W zdrowych komórkach trwałe rozerwanie wiązania fosfodiestrowego przez TR jest 

mało prawdopodobne, gdyż komórki te wyposażone są w specjalne kompleksy enzymatycz-

ne, które umożliwiają szybką regenerację rozerwanej nici DNA [199]. W tych komórkach 

istnieją dwa mechanizmy naprawy pękniętej nici DNA: łączenie niehomologicznych zakoń-

czeń oraz naprawa rekombinacyjna [199]. W pierwszym mechanizmie szczególnie aktywna 

jest topoizomeraza II oraz ligaza DNA wraz z wyspecjalizowanym czynnikiem XRCC4, 

umożliwiającym połącznie dwóch rozerwanych nici. Natomiast w drugim mechanizmie na-

prawa uszkodzonej nici odbywa się przy udziale siostrzanej chromatydy, bądź chromosomu 

homologicznego.  

Analiza obliczonych wartości ΔEstab (Tabele 4.11.1. i 4.11.2.) dowodzi, że najtrwalszy 

układ molekularny stanowi kompleks 4.11.1.i. Bardzo duże wartości energii stabilizacji 

świadczą o silnym związaniu składników badanych kompleksów. Porównując wartości ener-

gii stabilizacji w badanych środowiskach widzimy, że medium wodne znacznie podwyższa 

wartości tych energii. BSSE ma mały wpływ na wartość energii stabilizacji o czym świadczą 

małe różnice pomiędzy energiami stabilizacji oraz energiami stabilizacji z uwzględnieniem 
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tych poprawek. Obliczone wartości ΔEstab za pomocą MP2(full)/6-311++G(3df,2p) (Tabela 

4.11.2.) są znacząco większe od obliczonych przy użyciu B3LYP/6-311++G(3df,2p) (Tabela 

4.11.1.). Wynik ten sugeruje, że najprawdopodobniej energia dyspersyjna Londona, pocho-

dząca od słabych oddziaływań π-π między pierścieniami aromatycznymi TR i zasad azoto-

wych wnosi duży wkład do zwiększenia energii stabilizacji tych układów [213]. Hipoteza ta 

wymaga przeprowadzenia dodatkowych obliczeń w celu ilościowego oszacowania wkładu 

tego oddziaływania do energii stabilizacji. W szczególności, należy obliczyć energie stabili-

zacji, stosując metodę DFTB (Density functional tight-binding), która pozwala wyznaczyć 

ilościowo wkład energii dyspersji Londona do stabilizacji kompleksów [221]. Podsumowując, 

otrzymane wyniki pokazują, że w układach biologicznych, TR może tworzyć trwałe komplek-

sy z dinuklotydami. 

4.12. Kompleksy TR–Cu(II)–5`-monofosforan(V) tymidyny oraz TR–Cu(II)(H2O)4–5`-

monofosforan(V) tymidyny 

Badania Fukuhary i Miyaty [60] po raz pierwszy pokazały, że w obecności TR oraz jo-

nów Cu2+ następuje rozpad nici DNA. Zbadanie interakcji kompleksów TR–Cu(II) z 5`-

monofosforanem(V) tymidyny jest niezbędne do lepszego zrozumienia antynowotworowej 

aktywności TR. W związku z tym, wyznaczono równowagową geometrię układu TR–Cu(II)–

5`-monofosforan tymidyny oraz energie stabilizacji dla badanych kompleksów. Wszystkie 

obliczenia dla izolowanych kompleksów z Cu2+ wykonano w stanie podstawowym za pomocą 

B3LYP/lanl2DZ. Geometrie kompleksów całkowicie zoptymalizowano przy różnych konfi-

guracjach kompleksów TR-O3-Cu(II) oraz TR-O4`-Cu(II) względem centrów donorowych 

5`-monofosforanu(V) tymidyny (Rys. 4.12.1.). W obliczeniach reszta fosforanowa(V) 5`-

monofosforanu(V) tymidyny była dianionem, gdyż w układach biologicznych takie formy są 

dominujące. Dla każdego równowagowego połączenia, otrzymanego za pomocą 

B3LYP/lanl2DZ, obliczono dokładniejszą energię (z uwzględnieniem ZPE) za pomocą 

B3LYP/6-311++G(3df,2p). Energie te wykorzystano do obliczania energii stabilizacji kom-

pleksów. Dla każdej obliczonej wartości energii stabilizacji obliczono poprawkę BSSE stosu-

jąc metodę CP. 
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Rys. 4.12.1. Geometrie połączeń TR-O3-Cu(II) oraz TR-O4`-Cu(II) z 5`-monofosforanem(V) 
tymidyny 
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Najtrwalsza energetycznie jest struktura 4.12.1.c (Rys. 4.12.1.c), w której Cu(II) wiąże 

się z ujemnie naładowanymi atomami tlenu reszty fosforanowej 5`-monofosforanu(V) tymi-

dyny oraz atomem O3 TR (Rys. 4.12.2). Zoptymalizowana wartość długości wiązania pomię-

dzy jonem Cu2+, a atomem tlenu grupy fosforanowej w kompleksie 4.12.1.c, wynosi 1,84 Å, 

co dowodzi, że wiązanie to jest trwałe. We wszystkich badanych połączeniach TR–Cu(II)–5`-

monofosforan tymidyny szkielet trans-stilbenowy jest płaski. Taka geometria przyczynia się 

w dużej mierze do wzrostu stabilności badanych kompleksów. 

 

Rys. 4.12.2. Równowagowa geometria połączenia TR–Cu(II)–5`-monofosforan(V) tymidyny

Bardzo duże wartości energii stabilizacji (Tabela 4.12.1.) dowodzą, że składniki 

wszystkich badanych kompleksów są silnie związane. Podobnie, jak w przypadku komplek-

sów TR z dinukleotydem, uwzględnienie w obliczeniach BSSE nieznacznie zmniejsza war-

tość ΔEstab. 

Badano wpływ hydratacji jonu Cu2+ na trwałość energetyczną badanych kompleksów. 

W tym celu wyznaczono za pomocą B3LYP/lan2DZ równowagową strukturę kompleksów 

TR–Cu(II)–O3–(H2O)4–5`-monofosforan(V) tymidyny oraz TR–Cu(II)–O4`–(H2O)4–5`-

monofosforan(V) tymidyny (Rys. 4.12.3.). Dla równowagowych układów kompleksowych 

obliczono dokładniejsze energie oraz energię stabilizacji, stosując B3LYP/6-311++G(3df,2p). 

Na podstawie obliczonych energii stabilizacji (Tabela 4.12.1.) wnioskujemy, że kompleksy 

posiadające jon Cu2+ otoczony czterema cząsteczkami wody są stabilne energetycznie. 

Otrzymane wartości energii stabilizacji dla akwakompleksów przyjmują zdecydowanie 

mniejsze wartości, niż dla kompleksów, w których jon Cu2+ nie jest zhydratowany. Wynik ten 

pokazuje, że silne oddziaływania elektrostatyczne między jonem Cu2+ i molekułami wody, 

powodują znaczne zmniejszenie stabilności badanych kompleksów. W najtrwalszym energe-

tycznie akwakompleksie 4.12.3.c (Rys. 4.12.3.) długość wiązania Cu(II)–3O wynosi 3,67 Å i 

jest znacznie większa, niż w kompleksie TR-3-O-Cu(II)–5`-monofosforan(V) tymidyny. Do-

wodzi to, że jon Cu2+ jest słabo związany z atomem O3 TR w badanych akwakompleksach.
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Rys. 4.12.3. Geometrie połączeń TR–Cu(II)–3-O-(H2O)4–5`-monofosforan(V) tymidyny oraz 
TR–Cu(II)–4`-O–(H2O)4–5`-monofosforan(V) tymidyny 
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4.13. Oddziaływania wodorowe w kompleksach TR–H2O 

Ponieważ wiązania wodorowe niejednokrotnie determinują aktywność biologiczną oraz 

szereg właściwości fizykochemicznych wielu klas związków, w tym przeciwutleniaczy, zba-

dano oddziaływania wodorowe między molekułą wody, a grupami hydroksylowymi 4`-OH 

oraz 3-OH TR. Równowagowe geometrie badanych kompleksów (Rys. 4.13.1.), wody oraz 

TR otrzymano na poziomach B3LYP/6-311+G(2d,2p) oraz ab initio MP2(full)/6-

311+G(2d,2p) w próżni oraz medium wodnym. Obliczenia optymalizacyjne w medium wod-

nym wykonano za pomocą modelu COSMO. Dla równowagowych geometrii kompleksów 

wyznaczono dokładniejsze energie przy użyciu: B3LYP/6-311G(3df,2p), B3LYP/aug-cc-

pVDZ, B3LYP/aug-cc-pVTZ, B3LYP/aug-cc-pVQZ, MP2(full)/6-311+G(2d,2p), 

MP2(full)/6-311++G(3df,2pd), MP2(full)/aug-cc-pVDZ oraz MP2(full)/aug-cc-pVTZ. W 

obliczeniach energii zastosowano również metodę MP4(sdtq)/6-31+G(d,p) z uwzględnieniem 

wzbudzeń potrójnych. W ten sposób otrzymano duży wkład energii korelacyjno-wymiennej 

do energii stabilizacji kompleksów. W obliczeniach zastosowano metodę MP2 oraz MP4 w 

celu poprawnego opisu oddziaływań elektrostatycznych, polaryzacyjnych oraz dyspersyjnych 

między składnikami badanych dimerów. Należy podkreślić, że metoda DFT jest mało uży-

teczna do poprawnego opisu tych oddziaływań [214]. 

 

a b 

Rys. 4.13.1. Kompleksy TR z molekułą wody: a) TR-4`-OH-woda, b) TR-3-OH-woda 

Energię stabilizacji obliczono, stosując następujące metody: B3LYP/6-311+G(2d,2p), 

B3LYP/6-311++G(3df,2p), B3LYP/aug-cc-pVDZ, B3LYP/aug-cc-pVTZ, B3LYP/aug-cc-

pVQZ, MP2/(full)6-311+G(2d,2p), MP2(full)/6-311++G(3df,2p), MP2(full)/aug-cc-pVDZ 

oraz MP2(full)/aug-cc-pVTZ. Poprawkę BSSE obliczono w schemacie CP [194] dla każdej 

wartości energii stabilizacji. 

Wyniki dowodzą, że TR posiada w równowagowych kompleksach otrzymanych za po-

mocą B3LYP/6-311+G(2d,2p) geometrię płaską (Rys. 4.13.2.), natomiast wyraźnie zgiętą – 
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za pomocą MP2(full)/6-311+G(2d,2p). Zoptymalizowane wartości kątów torsyjnych α oraz θ 

za pomocą MP2(full)/6-311+G(2d,2p) wynoszą odpowiednio: 28,42° oraz 31,25° dla struktury 

4.13.2.a 0,65° oraz 31,59° dla struktury 4.13.2.b. Wartości te świadczą o tym, że szkielet 

trans-stilbenowy w badanych kompleksach jest zgięty. W związku z brakiem danych literatu-

rowych na temat geometrii kompleksów TR-woda, nie można porównać wyników teoretycz-

nych i eksperymentalnych. Uzyskane wyniki prowadzą do wniosku, że geometria TR w tych 

kompleksach jest uzależniona od zastosowanej metody. 

a b  

Rys. 4.13.2. Zoptymalizowane geometrie kompleksów TR-H2O za pomocą B3LYP/6-
311+G(2d,2p) 

Wyniki obliczeń, uzyskanych przy zastosowaniu B3LYP/6-311+G(2d,2p) pokazują, że 

atom tlenu wody tworzy w próżni wiązanie wodorowe o długości 1,880 Å z atomem H4` czą-

steczki TR, natomiast w medium wodnym wiązanie to jest krótsze i jego długość wynosi 

1,750 Å. Wynik ten pozostaje w zgodności z faktem, że obecność medium polarnego zwięk-

sza trwałość badanego układu, a co za tym idzie – trwałość wiązania wodorowego. Mała od-

ległość między akceptorem i donorem protonu dowodzi, że energia odpychania kulombow-

skiego stanowi główny przyczynek do całkowitej energii badanego wiązania wodorowego. 

Wiązanie to jest liniowe, gdyż atom tlenu wody, atom H4` TR oraz atom O4` TR leżą na jed-

nej linii prostej. Taka geometria wiązania wodorowego zwiększa jego trwałość. Wiązanie 

wodorowe utworzone między atomem wodoru molekuły wody, a atomem O5 TR jest słabsze, 

ponieważ jego równowagowa długość otrzymana za pomocą B3LYP/6-311+G(2d,2p) wynosi 

2,00 Å w próżni oraz 1,89 Å w medium wodnym. Zoptymalizowane długości analizowanych 

wiązań wodorowych przy użyciu MP2(full)/6-311+G(2d,2p) są mniejsze, niż otrzymane za 

pomocą B3LYP/6-311+G(2d,2p). Atom tlenu wody leży w płaszczyźnie pierścieni fenylo-

wych TR w strukturze 4.13.2.a, natomiast nie obserwujemy tego w przypadku struktury 

4.13.2.b. W porównaniu z izolowaną molekułą TR, długości wiązań O-H TR w kompleksie 
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TR-woda są większe o średnio 0,8 Å. Obserwujemy wydłużenie tych wiązań dla grup OH, 

bezpośrednio oddziałujących z molekułą wody. Wynik ten dowodzi, że interakcja molekuł 

wody z TR powoduje zmniejszenie w nim stabilności wiązań O-H. Zaprezentowany model, 

uwzględniający bezpośrednie oddziaływanie TR z cząsteczkami wody, jest zdecydowanie 

bardziej realistyczny od modelu, który uwzględnia wpływ ciągłego medium wodnego na 

trwałość wiązań O-H.  

Obliczone wartości energii stabilizacji dla badanych kompleksów dowodzą, że są one 

stabilne energetycznie w badanych środowiskach (Tabele 4.13.1 i 4.13.2.). Stosunkowo małe 

wartości tej energii otrzymane na poziomie metody DFT wskazują, że woda jest słabo zwią-

zana z molekułą TR. Tym samym, uzyskane wyniki potwierdzają, że TR jest substancją hy-

drofobową. Taka właściwość może z kolei zapewniać efektywne oddziaływanie TR z błonami 

komórkowymi oraz niepolarnymi fragmentami lipidów i fosfolipidów. W medium wodnym 

obserwujemy większą stabilizację układów w porównaniu z próżnią. Zwiększenie ilości funk-

cji bazowych prowadzi do zwiększenia wartości energii stabilizacji. Energie stabilizacji kom-

pleksów wyznaczone na poziomie metody MP2 są o około 3 kcal/mol większe, niż na pozio-

mie metody DFT (Tabele 4.13.1 i 4.13.2.). Przeciwstawne wyniki otrzymane za pomocą me-

tod MP2, MP4 oraz DFT sugerują, że najprawdopodobniej energia dyspersyjna Londona oraz 

energia oddziaływań wodorowych przyczyniają się do wzrostu energii stabilizacji komplek-

sów badanych na poziomie MP2. Kolejne obliczenia zostaną wykonane w celu ilościowego 

określenia tych wkładów do energii stabilizacji. 

Optymalna wartość całkowitej energii obliczonej za pomocą B3LYP/6-311+G(2d,2p) 

dla struktury 4.13.2.a wynosi -843,0908 [hartree] oraz -843,0859 [hartree] dla struktury 

4.13.2.b. Z kolei, wartość energii otrzymana przy zastosowaniu MP2(full)/6-311+G(2d,2p) 

wynosi -841,2984 [hartree] dla struktury 4.13.2.a oraz -841,2829 [hartree] dla struktury 

4.13.2.b. Otrzymane wyniki wskazują na większą stabilność energetyczną kompleksu 

4.13.2.a w porównaniu z kompleksem 4.13.2.b. Dowodzi to, że molekuły wody w układach 

biologicznych oddziaływują silniej z grupą 4`-OH, niż z 3-OH i 5-OH. Biorąc pod uwagę, że 

długość wiązania wodorowego w kompleksie 4.13.2.a jest mniejsza, niż w kompleksie 

4.13.2.b należy przypuszczać, że znaczącą rolę w dużej stabilności kompleksu 4.13.2.a od-

grywa polaryzacja i związane za nią przeniesienie ładunku z akceptora protonu na donor pro-

tonu.
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4.14. Analiza termodynamiczna rodnikowej inhibicji reduktazy rybonukleotydowej 

przez TR, PC oraz hydroksymocznik 

Deoksyrybonukleotydy są prekursorami syntezy DNA, a ich synteza z rybonukleoty-

dów zachodzi z udziałem kompleksu enzymatycznego reduktazy rybonukleotydowej (RR) 

[199]. Enzym ten u wielu organizmów różni się budową, lecz szczegółowe badania wykazały, 

że wszystkie formy tego enzymu realizują podobny szlak enzymatyczny, a ich struktura trze-

ciorzędowa wskazuje na to, że są one homologami. Badania strukturalne wykazały, że składa 

się ona z dwóch podjednostek dimerycznych R1 oraz R2 [199]. 

 

Rys. 4.14.1. Rodnik tyrozylowy 

Na podstawie analizy szczegółowego mechanizmu działania RR możemy stwierdzić, że 

cykl katalityczny zaczyna się od transferu elektronu z reszty cysteinowej na rodnik tyrozylo-

wy (Rys. 4.14.1.), w wyniku czego powstaje w podjednostce R1 bardzo reaktywny rodnik 

cysteinotiolowy, charakteryzujący się obecnością niesparowanego elektronu na atomie siarki 

[199]. Jego wyjątkowo duża reaktywność wynika z braku możliwości stabilizacji rezonanso-

wej. Rodnik ten następnie odrywa atom wodoru z węgla C3` rybozy – powstaje rodnik wę-

glowy, który indukuje usunięcie anionu hydroksylowego z atomu wegla C2` rybozy. Mecha-

nizm działania tego enzymu ujawnia, że rodnik tyrozylowy odgrywa rolę inicjatora cyklu ka-

talitycznego. Zatem, jego zmiatanie przez antyoksydanty może prowadzić do efektywnej in-

hibicji enzymu [216]. Wobec tego enzym ten stanowi cel działania czyników przeciwnowo-

tworowych oraz leków, wytwarzanych w celu selektywnej inhibicji enzymu w chorej tkance 

nowotworowej. Badania ostatnich lat pokazały, że TR, PC, hydroksymocznik (forma amido-

wa) (Rys. 4.14.2.) oraz p-hydroksyanizol, to bardzo aktywne inhibitory tego enzymu 

[202,203], których aktywność inhibicyjna jest spowodowana zdolnością do zmiatania rodnika 

tyrozylowego. 

 

Rys 4.14.2. Hydroksymocznik 

W celu wykazania rodnikowego mechanizmu inhibicji RR przez TR, wykonano obli-

czenia, stosując metodę DFT. Równowagowe geometrie wszystkich reagentów (TR, hydrok-
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symocznik, rodnik tlenowy hydroksymocznika, rodnik tyrozylowy, tyrozynę, anion tyrozyny, 

anionorodnik tyrozyny, rodniki fenoksylowe TR, rodnik cysteinotiolowy, cysteina) wyzna-

czonych za pomocą B3LYP/6-311++G(3df,2p). Zbadano termodynamikę reakcji przeniesie-

nia atomu wodoru oraz elektronu z TR na rodnik tyrozylowy. Dla badanych reakcji, przed-

stawionych na (Rys. 14.4.3.), obliczono zmianę entalpii swobodnej w celu zbadania ich samo-

rzutności termodynamicznej. Analizowano także reakcje hydroksymocznika z rodnikiem ty-

rozylowym, w celu porównania aktywności inhibicyjnej TR i hydroksymocznika. Bazując na 

fakcie, że hydroksymocznik może tworzyć kilka form tautomerycznych, zoptymalizowano ich 

geometrie i do rozważanych reakcji stosowano tylko formę najtrwalszą energetycznie. Ponie-

waż w trakcie cyklu katalitycznego tworzy się reaktywny rodnik cysteinotiolowy, zbadano 

również reakcje TR oraz hydroksymocznika z tym rodnikiem. Zbadano również reakcje TR z 

anionorodnikiem tyrozynowym, gdyż w środowisku o pH zbliżonym do obojętnego, tyrozyna 

posiadająca punkt izoelektryczny równy pI = 5,64, występuje głównie w formie anionowej 

(zdeprotonowana grupa karboksylowa). 

a 

b 

c 
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Rys. 4.14.3. Reakcje dla inhibicji rodnikowej reduktazy rybonukleotydowej: a) – h) reakcje z 
udziałem TR, i) – m) reakcje z udziałem hydroksymocznika, n) reakcja rodnika tyrozynowego 
z cysteiną i o) reakcja rodnika hydroksymocznikowego z cysteiną 

Równowagowa geometria rodnika tyrozylowego posiada wyraźną strukturę semichino-

nową, która powoduje jego stabilizację. Analiza rozkładu gęstości spinowej w tym rodniku 

ujawniła, że największa gęstość spinowa jest zlokalizowana na atomie tlenu grupy hydroksy-

lowej oraz atomach węgla pierścienia fenylowego. Spośród wszystkich optymalizowanych 

form tautomerycznych hydroksymocznika, najbardziej stabilna energetycznie jest forma ami-

dowa. 

Wszystkie badane reakcje, w których uczestniczy obojętna forma rodnika tyrozylowego 

są dozwolone termodynamicznie w badanych środowiskach (Tabela 4.14.1.), przy czym, w 

medium wodnym są zdecydowanie bardziej preferowane termodynamicznie niż w próżni. 

Zatem, w realnych układach biologicznych, gdzie dominuje środowisko wodne, inhibicja 

oparta na mechanizmie rodnikowym jest termodynamicznie dozwolona. Reakcja TR z anio-

norodnikiem tyrozylowym w próżni nie jest preferowana termodynamicznie, podczas gdy w 

medium wodnym jest dozwolona. Najprawdopodobniej silne oddziaływanie medium polarne-

go z ujemnie naładowanymi anionorodnikami powoduje zmniejszenie zmiany entalpii swo-

bodnej reakcji. Reakcja grupy 4`-OH TR z rodnikiem tyrozylowym jest bardziej preferowana 

termodynamicznie niż ta, w której bierze udział grupa 3-OH. Jest to wynikiem większej stabi-

lizacji rezonansowej 4`-O-rodnika niż 3-O-rodnika. Ponadto, reakcja hydroksymocznika w 

formie amidowej z rodnikiem tyrozylowym jest bardziej uprzywilejowana termodynamicznie, 

niż reakcja TR z tym rodnikiem. Stosunkowo mała wielkość cząsteczki hydroksymocznika i 

obecność w niej grupy hydroksyamidowej wydaje się być głównym czynnikiem, zmniejszają-

cym wartość zmiany entalpii swobodnej reakcji hydroksymocznika z rodnikiem tyrozylo-

wym. 

W pracy [202] porównano szybkość zaniku rodnika tyrozylowego w obecności TR oraz 

hydroksymocznika. Badania kinetyczne pokazały, że w obecności TR szybkość zaniku jest 

zdecydowanie większa niż w przypadku hydroksymocznika. Należy podkreślić, że otrzymane 

wyniki obliczeń nie stoją w sprzeczności z wynikami otrzymanymi w niniejszej pracy, gdyż 
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pokazują aspekt temodynamiczny procesu inhibicji, a wyniki eksperymentalne – kinetyczny. 

W związku z tym problemem, konieczne będzie zbadanie kinetyki tych reakcji i wyznaczenie 

geometrii kompleksów aktywnych.  

Reakcje TR z rodnikiem tyrozylowym oraz rodnikiem cysteinotiolowym charakteryzują 

się zbliżoną wartością zmiany entalpii swobodnej (Tabela 4.14.1.). Wyniki te sugerują, że TR 

może efektywnie zmiatać zarówno rodnik tyrozylowy, jak i cysteinotiolowy. Taka dwukie-

runkowość może być przyczyną niezwykle dużego stopnia hamowania aktywności badanego 

enzymu przez TR. Wyniki pokazują, że TR może być potencjalnym chemoterapeutykiem, 

który efektywnie hamuje proces powstawania deoksyrybonukletydów w komórkach nowo-

tworowych oraz wirusach zawierających DNA. 

Analiza budowy rodników fenoksylowych TR oraz 4`-O-rodnika tyrozyny uwidacznia 

ich duże podobieństwo strukturalne. To z kolei sugeruje, że powstały rodnik TR może zastą-

pić rodnik tyrozylowy w centrum aktywnym RR, co prowadziłoby do inhibicji kompetycyjnej 

enzymu. Na podstawie obliczonej wartości zmiany entalpii swobodnej reakcji 4`-O-rodnika 

TR z cysteiną wynika, że jest ona preferowana termodynamicznie w medium wodnym. Wy-

nik ten sugeruje, że inhibicja reduktazy rybonukleotydowej może być kompetycyjna.  

4.15.  Zależność struktura – aktywność antyoksydacyjna TR w próżni, medium wod-

nym i etanolowym 

Równowagowa geometria TR oraz jego anionów tlenowych była wyznaczona za pomo-

cą metod restricted B3LYP/6-311G(d,p) oraz restricted B3LYP/6-311+G(d,p), natomiast 

równowagowa struktura 4`-O-rodnika oraz kationorodnika TR była wyznaczona przy zasto-

sowaniu metod unrestricted B3LYP/6-311G(d,p) i unrestricted B3LYP/6-311+G(d,p). Obli-

czenia wykonano zarówno dla izolowanej molekuły TR, jak i w obecności medium wodnego i 

etanolowego. Zoptymalizowano geometrię następujących form anionowych TR: 4`-O-

monoanionu, 5-O-monanionu, 4`,3-O-dianionu, 3,5-O-dianionu oraz 4`,3,5-trianionu (Rys. 

4.15.1.). Do obliczeń optymalizacyjnych stosowano rodnik fenoksylowy powstały przez usu-

nięcie wodoru z grupy 4`-OH, gdyż jest ona najaktywniejsza biologicznie [61]. Rozkład kon-

turu gęstości prawdopodobieństwa orbitalu HOMO w TR oraz gęstości spinowej w 4`-O-

rodniku wygenerowano dla równowagowej geometrii TR i jego 4`-O-rodnika fenoksylowego. 

Wpływ efektów solwatacyjnych na aktywność przeciwutleniającą badano za pomocą modelu 

C-PCM. W obliczeniach zastosowano następujące wartości liczbowe entalpii, entalpii swo-

bodnej oraz metody ich wyznaczania [189]: 
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1. Entalpia atomu wodoru w próżni: HH = -0,49764 [hartree]. 

2. Entalpia atomu wodoru w medium wodnym: suma entalpii atomu H w próżni i entalpii 

hydratacji wynoszącej -4,00 [kJ/mol]. 

3. Entalpia atomu wodoru w medium etanolowym: suma entalpii atomu wodoru w próżni 

oraz entalpii solwatacji w słabo polarnych rozpuszczalnikach (5 kJ/mol). 

4. Entalpia swobodna anionu hydroksylowego wynosiła -75,771707 [hartree], -75,914631 

[hartree] oraz -75,910527 [hartree], odpowiednio w próżni, medium wodnym oraz eta-

nolowym. Wartości te otrzymano za pomocą B3LYP/6-311+G(d,p). 

5. Entalpia swobodna jonu oksoniowego (H3O
+) wynosiła -76,715998 [hartree], -

76,859623 [hartree] oraz -76,855477 [hartree], odpowiednio w próżni, medium wod-

nym oraz etanolowym. Wartości te otrzymano za pomocą B3LYP/6-311+G(d,p). 

6. Entalpia swobodna molekuły wody wynosiła -76,454816 [hartree], -76,470024 [hartree] 

oraz -76,469525 [hartree], odpowiednio w próżni, medium wodnym oraz etanolowym. 

Wartości te otrzymano stosując B3LYP/6-311+G(d,p). 

a b 

 

c d 

e  

Rys. 4.15.1. Formy anionowe TR: a) 4`-O-monoanion, b) 5-O-monanion, c) 4`,3-O-dianion, 
d) 3,5-O-dianion oraz e) 4`,3,5-trianion 

W celu zbadania aktywności przeciwutleniającej TR, obliczono następujące deskryptory 

aktywności antyoksydacyjnej: PDE, AIP, BDE, gęstość spinową oraz energię poziomu HO-

MO. W oparciu o wyznaczone parametry antyoksydacyjne można było stwierdzić, który z 
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podanych niżej mechanizmów zmiatania wolnych rodników jest najbardziej preferowany 

przez TR: 

1. Mechanizm SPLET (Sequential Proton Loss Electron Transfer Mechanism) 

Ph(OH)nOH → Ph(OH)nO
– + H+ 

Ph(OH)nO
  + X• + H+   Ph(OH)nO

• + HX 

2. Mechanizm HAT (Hydrogen Transfer Mechanism) 

Ph(OH)nOH + X•  Ph(OH)nO
• + HX 

3. Mechanizm ET-PT (Electron-Proton Transfer Mechanism) 

Ph(OH)nOH + X•  Ph(OH)nOH•+ + X   

Ph(OH)nOH•+   Ph(OH)nO
• + H+ 

W podanych mechanizmach Ph(OH)nOH oznacza dowolny polifenol. Entalpię substratów 

oraz produktów wyznaczono z następującej relacji: 

Htotal = E0 + ZPE + ΔHtrans + ΔHrot + ΔHvib + RT  (4.15.1) 

gdzie E0 jest energią elektronową, ZPE – energią zerowego punktu, natomiast ΔHtrans, ΔHrot, 

oraz ΔHvib oznaczają odpowiednio translacyjny, rotacyjny oraz wibracyjny przyczynek do 

całkowitej entalpii.  

Uzyskane wyniki (Tabela 4.15.1.) pokazują, że oderwanie wszystkich protonów z grup 

OH TR przez molekuły wody jest niekorzystne termodynamicznie, podczas gdy proces two-

rzenia trianionu w reakcji TR z anionem wodorotlenkowym jest termodynamicznie możliwy 

[189]. W medium polarnym zmiany entalpii swobodnej reakcji przyjmują mniejszą wartość, 

niż w próżni. W związku z tym, tworzenie trianionu w medium polarnym jest bardzo korzyst-

ne termodynamicznie. 
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Rys. 4.15.2. Reakcje TR z wodą i anionem wodorotlenkowym 

W badanych środowiskach PDE dla wiązania 4`O-H ma mniejszą wartość niż dla wią-

zania 3O-H (Tabele 4.15.2 i 4.15.3.). Można stąd wnioskować, że grupa 4`-OH jest bardziej 

kwasowa, niż pozostałe grupy hydroksylowe. W wodzie zdolności protodonorowe TR są nie-

znacznie większe niż w etanolu. Uzyskany wynik potwierdza obserwację eksperymentalną, 

poczynioną przez Fukuharę i wsp. [61], którzy stwierdzili, że grupa 4`-OH TR jest najbardziej 

reaktywna i wnosi największy wkład do jego aktywności biologicznej. Bardzo duże wartości 

PDE świadczą o słabych zdolnościach TR do odczepiania protonu i, tym samym, o niskiej 

jego kwasowości. Ponadto, wartości PDE wskazują, że mechanizm SPLET raczej nie jest 

preferowany dla TR. Otrzymane przez Lòpez-Nicolás i wsp. [195] wartości stałych deproto-

nacji TR pKa1 = 8,8, pKa2 = 9,8, pKa3 = 11,4 potwierdzają, że TR jest bardzo słabym kwa-

sem, którego moc jest nieznacznie większa od mocy najprostszego fenolu (hydroksybenzenu). 

Wyniki dowodzą, że TR w mediach polarnych jest bardziej zdolny do dysocjacji protonowej, 

niż w próżni [189]. Jest to spowodowane silnym elektrostatycznym oddziaływaniem medium 

polarnego z polarnym wiązaniem O-H. W wyniku tego oddziaływania następuje osłabienie 

tego wiązania i jest ono bardziej podatne na rozpad heterolityczny. W badanych środowiskach 

4`,3-O-dianiony oraz 3,5-O-dianiony są bardziej podatne na oddawanie protonu niż 4`-O-

anion (Tabela 4.15.4.) [189]. Ponadto, 3,5-O-dianion jest bardziej podatny na dysocjację pro-

tonową, niż 4`,3-O-dianion w analizowanych mediach. 
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Rys. 4.15.3. Reakcje form anionowych TR z wodą i anionem wodorotlenkowym oraz reakcje 
dysocjacji protonowej anionów 

Reakcje monoanionów i dianionów TR z molekułą wody (Rys. 4.15.3.) są niekorzystne 

termodynamiczne (Tabela 4.15.1.) [189], natomiast reakcje form anionowych TR z jonami 
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wodorotlenkowymi są termodynamicznie preferowane we wszystkich mediach, a w szczegól-

ności w medium wodnym. Wartości ΔG dla reakcji monoanionów oraz dianionów z molekułą 

wody w medium wodnym są znacznie mniejsze niż w medium etanolowym. Rezultat ten do-

wodzi, że transfer protonu z monoanionu oraz dianionu na jon wodorotlenkowy jest bardziej 

preferowany w medium wodnym, niż etanolowym, gdyż woda posiada większy moment di-

polowy niż etanol. Podsumowując, należy stwierdzić, że 4`-O-anion ma większe zdolności do 

oddawania protonu, niż odpowiednie dianiony oraz, że aktywność przeciwutleniająca form 

anionowych TR może być wyjaśniona w oparciu o mechanizm transferu protonu [189]. 

Obliczone wartości BDE wiązania 4`O-H oraz AIP za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) są 

praktycznie identyczne w medium wodnym oraz etanolowym (Tabela 4.15.2.) [189]. Otrzy-

many wynik dowodzi, że w tych mediach zdolność TR do oddawania wodoru jest bardzo po-

dobna. Natomiast w wodzie TR jest bardziej podatny na jonizację niż w etanolu. Po uwzględ-

nieniu w obliczeniach bazy 6-311+G(d,p), wzbogaconej o funkcje dyfuzyjne, wartości AIP w 

wodzie są mniejsze, niż etanolu, natomiast BDE są większe w medium wodnym niż w etano-

lowym (Tabela 4.15.3.). Wynik ten pokazuje, że woda bardziej stabilizuje wiązanie 4`O-H i 

ułatwia transfer elektronu. Jako że zastosowana baza 6-311+G(d,p) jest bardziej wiarygodna 

do opisu struktury elektronowej badanych układów od bazy 6-311G(d,p), można przypusz-

czać, że dla TR w medium etanolowym jest bardziej preferowany mechanizm HAT, niż w 

wodnym. W związku z tym, że wartości BDE są znacznie mniejsze niż AIP i PDE, należy 

wnioskować, że TR głównie zmiata wolne rodniki zgodnie z mechanizmem HAT w rozważa-

nych mediach. Porównując otrzymane wartości BDE na poziomie B3LYP/6-311G(d,p) w 

próżni i medium wodnym z wynikami otrzymanymi przez Leopoldini i wsp. [160] zauważa-

my, że w ich pracy parametr ten przyjmuje większe wartości. Jest to spowodowane zastoso-

waniem przez nich bardziej złożonej bazy funkcyjnej 6-311++G(3df,2p) oraz modelu solwa-

tacyjnego SCRF-PCM.  

W środowiskach polarnych wartości AIP zmniejszają się o około 39 kcal/mol w stosun-

ku do fazy gazowej [189]. Natomiast w przypadku BDE ta różnica jest bardzo mała. Wartości 

BDE w etanolu i wodzie są nieznacznie większe w porównaniu z próżnią; BDE ma wartość o 

około 2 kcal/mol większą w mediach polarnych niż w próżni. Wynik ten może być przypisany 

większej stabilizacji badanych układów w medium polarnym i wskazuje na to, że w niepolar-

nych mediach TR jest efektywnym antyoksydantem, działającym zgodnie z mechanizmem 

HAT, a w mediach polarnych zgodnie z mechanizmem ET.  
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W TR kontur orbitalu HOMO zdelokalizowany jest wzdłuż całego szkieletu trans-

stilbenowego (Rys. 4.15.4.) [189]. Rozkład ten pozwala stwierdzić, że grupa 4`O-H oraz wią-

zanie winylowe są szczególnie mocno podatne na atak rodników w układach biologicznych. 

Tak mocno zaznaczona delokalizacja orbitalu HOMO jest spowodowana obecnością wiązania 

winylowego. Obliczone wartości energii orbitalu HOMO przy użyciu B3LYP/6-311G(d,p) w 

próżni, medium wodnym oraz etanolowym wynoszą odpowiednio: -5,675 eV, -5,564 eV, -

5,566 eV. Wartość energii orbitalu HOMO w próżni jest o około 2,5 kcal/mol mniejsza niż w 

mediach polarnych. Wartości te oznaczają, że TR jest nieznacznie bardzij podatny na joniza-

cję w wodzie niż w etanolu.  

a 
 

b
 

c 
 

 

Rys. 4.15.4. Trójwymiarowy rozkład orbitalu HOMO dla TR w: a) próżni b) medium wod-
nym oraz c) medium etanolowym 

Zdolność TR do zmiatania wolnych rodników może być również wyjaśniona w oparciu 

o rozkład gęstości spinowej w 4`-O-rodniku fenoksylowym. Analiza otrzymanych rozkładów 

gęstości spinowej w 4`-O-rodniki TR (Rys. 4.15.5. i 4.15.6) pokazuje, że największa gęstość 

jest na atomie 4`-O, atomach pierścienia a oraz w pobliżu wiązania winylowego [189]. 

Otrzymane wyniki dowodzą, że w badanych środowiskach największy przyczynek do całko-

witej gęstości spinowej pochodzi od pierścienia a, natomiast wkład od pierścienia b jest wy-

raźnie mniejszy. Różnice w wartościach gęstości spinowej pochodzącej od pierścienia a są 

większe, niż od pierścienia b, a gęstość spinowa na atomie 4`-O jest wyraźnie mniejsza w 

mediach polarnych niż w próżni. Mniejsze wartości obliczonej gęstości spinowej w wodzie i 

w etanolu dowodzą, że środowiska te silniej stabilizują 4`-O- rodniki niż próżnia [189]. Małe 

różnice w wartościach gęstości spinowej w medium wodnym oraz etanolowym są związane z 
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małymi różnicami wartości całkowitej energii 4`-O-rodnika w wodzie i w etanolu. Porównu-

jąc rozkład gęstości spinowej przedstawionej na Rys. 4.15.5. i 4.15.6. można  

stwierdzić, że rozkłady te pozostają ze sobą w dużej zgodności. 

Rys. 4.15.5. Obliczone na poziomie B3LYP/6-311G(d,p) gęstości spinowe na atomach 4`-O-
rodnika TR w: a) próżni, b) medium wodnym i c) etanolowym 

W celu zbadania wpływu geometrii szkieletu trans-stilbenowego TR na trwałość wią-

zania 4`-O-H obliczono wartości BDE dla geometrii TR, znajdujących się lokalnych mnimach 

energetycznych na PES wygenerowanym na poziomie B3LYP/6-311G(d,p). Powierzchnie te 

wygenerowano zarówno dla obojętnej molekuły, jak i 4`-O-rodnika fenoksylowego. Otrzy-

mane PES przedstawiają zależność energii od wartości kątów torsyjnych α oraz θ. W każdym 

punkcie PES geometrie badanych układów były całkowicie optymalizowane i obliczane były 

dla nich częstości drgań harmonicznych. Wspomniane kąty torsyjne nie podlegały optymali-

zacji. Dla każdej geometrii TR i odpowiadającej jej geometrii 4`-O-rodnika na PES obliczano 

całkowite wartości entalpii (z uwzględnieniem poprawki termicznej) na poziomie B3LYP/6-

311++G(d,p). Uzyskane wyniki (Tabela 4.15.6) dowodzą, że wartość BDE wiązania 4`O-H 

jest najmniejsza dla konformacji płaskiej TR. W związku z tym, TR w takiej konformacji 

wykazuje największą zdolność do oddawania wodoru i, tym samym, jest najsilniejszym prze-

ciwutleniaczem. Należy przypuszczać, że osłabienie koniugacji między pierścieniami aroma-

tycznymi w zgiętej konformacji TR, jak i jego 4`-O-rodniku wnosi największy wkład do 

wzrostu BDE wiązania 4`-O-H. 
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Rys. 4.15.6. Trójwymiarowy rozkład gęstości spinowej otrzymany za pomocą B3LYP/6-
311+G(d,p) w 4`-O-rodnikiu TR w: a) próżni b) medium wodnym c) oraz medium etanolo-
wym 

Z uwagi na to, że antyoksydanty mogą zmiatać wolne rodniki zgodnie z różnymi me-

chanizmami [204], zaproponowano nowe mechanizmy reakcji TR z rodnikiem hydroksylo-

wym, pokazane na Rys. 4.15.7. W celu zbadania samorzutności tych reakcji w warunkach 

standardowych, obliczono dla nich na poziomie B3LYP/6-311+G(d,p) zmianę entalpii swo-

bodnej. Obliczano ją dla reakcji sumarycznej (reakcji wypadkowej) zakładając, że reakcje 

elementarne w przedstawionych mechanizmach są procesami równowagowymi. 
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Rys. 4.15.7. Mechanizmy reakcji TR z rodnikiem hydroksylowym: a) HAT, b) protonowy, c) 
ET, d) z insercją do wiązania winylowego e) z przegrupowaniem 
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Analiza wartości ΔG pokazuje (Tabela 4.15.5.), że spośród wszystkich mechanizmów, 

mechanizm 4.15.7.d jest najbardziej preferowany termodynamicznie w badanych środowi-

skach. Zgodnie z nim, dwa rodniki hydroksylowe ulegają addycji do wiązania winylowego. 

Taka orientacja addycji może być wyjaśniona w oparciu o wartości funkcji Fukui, wyznaczo-

ne dla atomów węgla i wodoru wiązania winylowego oraz o rozkład molekularnych potencja-

łów elektrostatycznych. W kolejnym etapie obliczeń zostaną wyznaczone wtości tych indek-

sów reaktywności. Należy podkreślić, że wnioskowanie o preferowanym mechanizmie reakcji 

jedynie na podstawie danych termodynamicznych jest niewystarczające, gdyż kinetyka proce-

su odgrywa również ogromną rolę w badaniu mechanizmu reakcji. Zatem, badania kinetyki 

wspomnianych reakcji wydają się być w pełni zasadne.  

Zbadano też termodynamikę reakcji różniących się miejscem przyłączenia dwóch rod-

ników hydroksylowych do pierścieni aromatycznych TR. Obliczona wartość ΔG równa -

63,110 kcal/mol wskazuje, że najbardziej preferowana jest addycja rodnika hydroksylowego 

do wegla C6 pierścienia fenylowego a i węgla C4. Widzimy dużą różnicę w wartościach ΔG 

przy przejściu z fazy gazowej do medium wodnego. Wynik ten może być wytłumaczony w 

oparciu o fakt, że w tym mechanizmie biorą udział aniony, które silnie oddziaływują elektro-

statycznie z medium wodnym. Mechanizm protonowy jest najmniej preferowany termodyna-

micznie, ponieważ ΔG dla reakcji tego mechanizmu ma największą wartość. Najprawdopo-

dobniej jest to spowodowane małą zdolnością TR do dysocjacji jonowej. 

Obliczona wartość ΔG dla mechanizmu z przegrupowaniem dowodzi, że jest on rów-

nież preferowany termodynamicznie. Obliczone wartości częstości dla równowagowej geo-

metrii produktu pośredniego, który ulega przegrupowaniu i posiada charakterystyczne ugru-

powanie wodoronadtlenkowe wskazują na brak częstości urojonej. Wnioskujemy stąd, że 

związek ten stanowi trwały produkt przejściowy (Rys. 4.15.7.e). Otrzymane wyniki rzucają 

nowe światło na proces zmiatania wolnych rodników przez TR, który działa synergistycznie, 

zgodnie z postulowanymi mechanizmami. W efekcie ta wielokierunkowa aktywność sprawia, 

że TR jest bardzo silnym przeciwutleniaczem w układach biologicznych. 

4.16. Zależność struktura – aktywność antyoksydacyjna hydroksylowych pochodnych 

TR i CR 

Wyznaczono parametry antyoksydacyjne (BDE i AIP) na poziomie B3LYP/6-

311G(d,p) dla równowagowych geometrii następujących polifenoli: TR, CR, trans-4.4`-

dihydroksystilbenu (trans-4,4`-DHS), trans-3,4-dihydroksystilbenu (trans-3,4-DHS), trans-
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3,4,4`-trihydroksystilbenu (trans-3,4,4`-THS), trans-3,4,5-trihydroksystilbenu (trans-3,4,5-

THS) and α,β-dihydro-3,4`,5-trihydroksystilbenu (α,β-dihydro-3,4`,5-THS) (Rys. 1.1.1. a i b 

oraz 4.4.1.) [187]. Obliczenia wykonano również dla stereoizomerów cis, w celu zbadania 

wpływu izomerii geometrycznej na aktywność antyoksydacyjną. Parametry antyoksydacyjne 

w medium wodnym były wyznaczane za pomocą modelu C-PCM. 

Obliczone wartości AIP oraz BDE dla trans-4,4`-DHS, trans-3,4-DHS, trans-3,4,4`-

THS oraz trans-3,4,5-THS są mniejsze niż dla TR (Tabela 4.16.1.). Wynik ten dowodzi, że 

badane polifenole są silniejszymi antyoksydantami, niż TR oraz, że wykazują dużą zdolność 

do oddawania elektronu podczas interakcji z wolnymi rodnikami. Spośród wszystkich bada-

nych związków trans-3,4,4`-THS jest najbardziej podatny na transfer elektronu [187]. Mniej-

sze wartości BDE niż AIP dowodzą, że badane substancje działają jako silne antyoksydanty 

zgodnie z machanizmem HAT, który jest najbardziej preferowany w analizowanych środowi-

skach. Trans-3,4,4`-THS oraz trans-3,4-DHS charakteryzują się najmniejszą wartością BDE 

[187]. Jest to konsekwencja obecności dwóch elektronodonorowych grup hydroksylowych w 

jednym pierścieniu oraz faktu, że silne oddziaływanie wodorowe między grupami 4O-H i 3O-

H może prowadzić do osłabienia wiązań 3-O-H i 4-O-H. Duża zdolność do oddawania elek-

tronu przez trans-4,4`-DHS jest, z kolei, wynikiem symetrycznego ułożenia grup hydroksy-

lowych w położeniach para. Stosunkowo mała wartość AIP dla tego związku w badanych 

środowiskach w pełni potwierdza wniosek. Wyniki dowodzą, że aktywność antyoksydacyjna 

badanych związków silnie zależy od ilości grup hydroksylowych oraz ich ułożenia. Obliczone 

wartości AIP oraz BDE dla α,β-dihydro-3,4`,5-THS wskazują, że aktywność antyoksydacyjna 

jest zależna od obecności wiązania winylowego. Brak wiązania winylowego w tym związku 

prowadzi do znaczącego zwiększenia wartości AIP i, tym samym, do osłabienia jego zdolno-

ści elektronodonorowych. Medium wodne wpływa w znaczący sposób na wartości AIP (Ta-

bela 4.16.1.) [187] – obserwujemy w nim wyraźne zmniejszenie wartości tego parametru, w 

porównaniu z próżnią. Wynik wskazuje, że woda ułatwia jonizację badanych polifenoli, dla-

tego związki te mogą efektywnie zmiatać wolne rodniki zgodnie z mechanizmem ET. W me-

dium wodnym BDE przyjmuje nieznacznie wyższe wartości niż w próżni. Stąd wnioskujemy, 

że: woda zmniejsza podatność grup hydroksylowych na rozpad homolityczny, mechanizm 

HAT może dominować w środowisku niepolarnym błon lipidowych. 

Stereoizomery cis są mniej podatne na jonizację i transfer wodoru na rodniki niż trans 

[187]. Silnie zgięta geometria rodników fenoksylowych izomerów cis utrudnia delokalizację 
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elektronu wzdłuż szkieletu stilbenowego, natomiast niepłaska geometria form neutralnych 

zwiększa trwałość wiązania O-H i powoduje nieefektywną delokalizację elektronów π w pier 

ścieniach aromatycznych.  

Rys. 4.16.1. Trójwymiarowy rozkład gęstości spinowej otrzymany za pomocą B3LYP/6-
311G(d,p) w próżni dla 4`-O- i 4-O-rodników tlenowych: a)TR, b) trans-4,4`-DHS, c) trans-
3,4,5-THS, d) trans-3,4,4`-THS, e) trans-3,4-DHS, f) α,β-dihydro-3,4`,5-THS oraz g) CR  

Kontur obitalu HOMO jest zdelokalizowany na całym szkielecie trans-stilbenowym ba-

danych związków, przy czym, największą gęstość prawdopodobieństwa obserwujemy w po-
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c d 
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zycjach 4`-O, 4-O oraz wzdłuż wiązania winylowego [187]. Duży stopień delokalizacji orbi-

talu HOMO dowodzi, że związki te posiadają dużo aktywnych centrów reakcyjnych typu re-

dox. W przypadku α,β-dihydro-3,4`,5-THS obserwujemy, że orbital ten jest tylko zlokalizo-

wany na pierścieniu a, ponieważ brak wiązania winylowego uniemożliwia pełną delokalizację 

orbitalu HOMO.  

Największy przyczynek do całkowitej gęstości spinowej pochodzi od atomów tlenu 4`-

O oraz 4-O [187]. Najmniejsze wartości gęstości spinowej na atomach O4` oraz O4 w trans-

3,4,4`-THS dowodzą, że polifenol ten jest najefektywniejszym antyoksydantem spośród 

wszystkich analizowanych. W przypadku 4`-O-rodników trans-4,4`-DHS, trans-3,4,4`-THS 

oraz α,β-dihydro-3,4`,5-THS gęstość spinowa głównie pochodzi od pierścienia a, natomiast w 

przypadku 4-O-rodników trans-3,4-DHS, trans-3,4,5-THS, trans-3,4,4`-THS pochodzi głów-

nie od pierścienia b. W 4`-O-rodniku α,β-dihydro-3,4`,5-THS obserwujemy małą gęstość spi-

nową na atomie tlenu 4`-O z powodu braku wiązania winylowego. Ponadto, w cis 4`-O-

rodnikach gęstość spinowa na atomach wiązania winylowego przyjmuje dużo większe warto-

ści, niż w przypadku izomerów trans (Rys. 4.16.1.). Gęstość spinowa na atomie O4` TR jest 

mniejsza, niż na tym samym atomie CR. Dowodzi to, że TR jest silniejszym antyoksydantem, 

niż CR oraz, że 4`-O-rodnik TR jest bardziej stabilny energetycznie, niż 4`-O-rodnik CR. W 

medium wodnym wartości tego parametru są mniejsze niż w próżni (Tabela 4.16.2), dlatego 

badane rodniki są bardziej stabilizowane przez medium wodne, a badane polifenole wykazują 

większą aktywność przeciwutleniającą niż TR [187]. Obliczone wartości gęstości spinowej w 

medium wodnym potwierdzają, że wszystkie stereoizomery trans badanych pochodnych TR 

są silniejszymi antyoksydantami niż on sam. 

4.17. Zależność struktura – aktywność antyoksydacyjna oligomerów, glukozydów oraz 

siarczanów(VI) TR 

Deskryptory antyoksydacyjne (BDE i AIP) równowagowych geometrii oligomerów TR 

(trans-δ-winiferyny, cis-ε-winiferyny, trans-δ-winiferyny-A, trans-δ-winiferyny-B, pallidolu, 

gnetiny H oraz α-winiferyny), dimeru 4,4`-DHS, glukozydów (izomery geometryczne piceidu 

oraz trans-astringina) oraz 3-O-glukuronianu (Rys. 1.1.2. i 1.1.3.) TR obliczono na poziomie 

B3LYP/6-311G(d,p) w próżni oraz medium wodnym korzystając z medelu C-PCM [188]. 

Wyniki obliczeń (Tabele 4.17.1.) pokazują, że wszystkie oligomery, glukozydy oraz 3-

O-glukuronian charakteryzują się mniejszą wartością AIP niż TR [188] i, tym samym, mają 

one większe zdolności elektronodonorowe niż TR. α-Winiferyna oraz 3-O-glukuronian są 
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najbardziej podatne na transfer elektronu podczas reakcji z wolnymi rodnikami. Obecność w 

centralnej części cząsteczki α-winiferyny szkieletu cyklooktanowgo oraz trzech fragmentów 

dihydrofuranowych jest głównym czynnikiem strukturalnym, który determinuje dużą aktyw-

ność antyoksydacyjną. Wyniki dowodzą, że cis-stereoizomery ε-winiferyny oraz piceidu są 

mniej podatne na transfer elektronu niż ich stereoizomery trans [188]. Silnie zgięty szkielet 

stilbenowy w izomerach cis oraz ich kationorodnikach powoduje wzrost wartości AIP i jed-

nocześnie zmniejsza aktywność antyoksydacyjną. 4`-β-O-D-glukopiranozyd TR jest mniej 

podatny na oddawanie elektronu, niż trans-piceid. Dlatego zdolności elektronodonorowe są 

silnie uzależnione od lokalizacji podstawnika glukopiranozowego w szkielecie trans-

stilbenowym. Pallidol, w porównaniu z innymi oligomerami charakteryzuje się małą podatno-

ścią na oddawanie elektronu. Najprawdopodobniej jest to spowodowane brakiem w tym oli-

gomerze szkieletu trans-stilbenowego. AIP przyjmuje w medium wodnym wartości zdecy-

dowanie mniejsze niż w próżni (Tabela 4.17.1.) [188]. Silne oddziaływanie polarnego me-

dium z dodatnio naładowanymi kationorodnikami przyczynia się do tak dużych różnic w war-

tościach AIP. Wynik ten dowodzi, że machanizm zmiatania wolnych rodników oparty na 

transferze elektronu z antyoksydanta na rodnik będzie badziej preferowany w medium wod-

nym niż w niepolarnym. Obliczone wartości AIP w wodzie dowodzą, że α-winiferyna oraz 3-

O-glukuronian są najbardziej podatne na jonizację. 

Wiązanie 4O-H w szkielecie trans-stilbenowym stereoizomerów ε-winiferyny, dimeru 

trans-4,4`-DHS, gnetiny H oraz wiązanie 3O-H w stereoizomerach trans-δ-winiferyny jest 

najbardziej podatne na rozpad homolityczny (Tabela 4.17.2.) [188]. Dlatego grupa 4-OH 

głównie determinuje aktywność antyoksydacyjną. Wartości BDE dla trans-δ-winiferyny-A są 

zdecydowanie mniejsze, niż dla trans-δ-winiferyny-B. W rezultacie trans-δ-winiferyna-A ma 

większą zdolność do transferu wodoru, niż trans-δ-winiferyna-B. Analiza geometrii tych ste-

reoizomerów sugeruje, że występowanie w nich pierścieni c i d w konfiguracji trans ma duży 

wpływ na zwiększenie trwałości wiązań O-H w trans-δ-winiferynie-B. Ponadto, w trans-ε-

winiferynie oraz trans-piceidzie wiązanie 4`O-H jest słabsze niż w stereoizomerach cis. Stąd 

wnioskujemy, że stereoizomery trans posiadają większe zdolności do oddawania wodoru, niż 

stereoizomery cis i dzięki temu mechanizm HAT jest dla nich bardziej preferowany. W α-

winiferynie wiązania 2`O-H oraz 2O-H są najsłabsze, gdyż dla nich BDE przyjmuje najmniej-

sze wartości. BDE dla pallidolu przyjmuje podobne wartości, co jest spowodowane syme-

tryczną geometrią tego dimeru. Takie podobieństwo aktywności antyoksydacyjnej grup O-H 

sugeruje, że pallidol może być efektywnym zmiataczem wolnych rodników, w którym 
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wszystkie te grupy będą uczestniczyły w reakcji z wolnymi rodnikami [188]. Symetryczna 

budowa α-winiferyny sprawia, że w tym związku również wszystkie wiązania O-H cechuje 

podobna stabilność. Należy jednakże podkreślić, że spośród wszystkich wiązań O-H w α-

winiferynie, wiązania 2-O-H oraz 2`-O-H są najbardziej podatne na rozpad. Porównując obli-

czone wartości BDE oraz AIP dla badanych związków widzimy, że AIP przyjmuje dużo 

większe wartości niż BDE w próżni oraz w medium wodnym [188]. Oznacza to, że oligomery 

TR, glukozydy TR oraz 3-O-glukuronian TR zmiatają wolne rodniki zgodnie z mechanizmem 

HAT. 

Wartości BDE (Tabela 4.17.2.) dla wiązania 4`O-H w TR, trans-piceidzie, 3-O-

glukuronianie są nieznacznie mniejsze niż dla wiązania 5O-H [188]. W związku z tym wnio-

skujemy, że antyoksydanty te charakteryzują się podobną zdolnością do oddawania wodoru w 

reakcji z rodnikami oraz, że grupa 4`-OH jest szczególnie aktywna w reakcji z wolnym rodni-

kiem. Spośród wszystkich badanych substancji trans-astringina charakteryzuje się najmniej-

szą wartością BDE wiązania 4`O-H. Prawdopodobnie obecność reszty glukopiranozowej 

prowadzi do zmniejszenia trwałości wiązania 4`O-H [188]. Obliczenia przewidują również, 

że 3-O-glukuronian może być potencjalnym przeciwutleniaczem. Wynik ten dowodzi, że na 

poziomie komórkowym stres antyoksydacyjny może być zmniejszany zarówno przez TR, jak 

i glukuronian, który jest łatwo rozpuszczalny w wodzie. Obliczone wartości BDE wiązań 3O-

H oraz 5O-H w 4`-O-β-D-glukopiranozydzie TR pokazują, że glukozyd ten ma mniejszą 

zdolność do transferu wodoru niż TR [188]. Podstawienie atomu wodoru w grupie 4`-OH 

resztą glukopiranozową prowadzi do zmniejszenia aktywności przeciwutleniającej. Wynik ten 

dowodzi, że zdolność glukozydów do oddawania wodoru jest skorelowana z lokalizacją resz-

ty β-O-glukopiranozowej w szkielecie trans-stilbenowym. Wynik ten potwierdza rezultat 

uzyskany przez Kim i wsp. [163] – glukozyd ten jest słabszym przeciwutleniaczem niż TR w 

procesie inhibicji peroksydacji lipidów.  

Najmniejszy przyczynek do całkowitej wartości gęstości spinowej pochodzi od atomów 

tlenu występujących w szkielecie trans- i cis- stilbenowym stereoizomerów δ-winiferyny, ε-

winiferyny oraz gnetiny H. Stosunkowo małe wartości tego parametru potwierdzają dużą ak-

tywność antyoksydacyjną tych substancji i trwałość energetyczną rodników fenoksylowych 

[188]. Rodnik 4-O dimeru 4,4`-DHS charakteryzuje się najmniejszą wartością tego parametru 

(Tabela 4.17.3.). Zatem, w dimerze tym wiązanie 4O-H jest bardzo podatne na rozpad homo-

lityczny. Ponadto, wkład do całkowitej gęstości spinowej od atomu 4`-O TR, trans-piceidu, 

trans-astringiny oraz 3-O-glukuronianu jest mniejszy niż od pozostałych atomów tlenu. 
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Większa wartość gęstości spinowej na 4`-O atomie tlenu w 4`-O-rodnikach cis izomerów ε-

winiferyny oraz piceidu dowodzi, że 4`O-rodniki w stereoizomerach trans są stabilniejsze 

energetycznie niż cis. 

Analiza trójwymiarowego rozkładu konturu orbitalu HOMO w badanych oligomerach i 

glukozydach TR ujawniła, że jest on głównie zlokalizowany na atomach szkieletu trans-

stilbenowego (Rys. 4.17.1.) [188] oraz wzdłuż wiązania winylowego, a także na atomach tle-

nu grup OH znajdujących się w tym szkielecie. Należy pokreślić, że w pallidolu kontur orbi-

talu HOMO jest zdelokalizowany wzdłuż całej cząsteczki z powodu symetrycznej budowy 

tego związku. W konsekwencji, w pallidolu wszystkie grupy OH charakteryzują się podobną 

aktywnością biologiczną, co znajduje swoje potwierdzenie w obliczonych wartościach BDE 

dla tego dimeru. 

 

 

a b 

c d 

 
 

e f 



143 

 

g h 

 
i j 

 
k l 

Rys. 4.17.1. Rozkład konturu orbitalu HOMO w: a) trans-ε-winiferynie, b) cis-ε-winiferynie, 
c) trans-δ-winiferynie-A, d) trans-δ-winiferynie-B, e) pallidolu, f) gnetinie H, g) dimerze 
trans-4,4`-DHS, h) trans-astringinie, i) trans-piceidzie, j) cis-piceidzie, k) 3-O-glukuronianie 
TR oraz l) 4`-O-β-D-glukopiranozydzie TR 

Otrzymane wyniki przyczyniają się do teoretycznego wyjaśnienia „paradoksu francu-

skiego”. Do tej pory uważano, że lecznicze właściwości czerwonego wina są głównie zdeter-

minowane przez obecność w nim TR. Niestety, ilość zawartego w winie TR jest mała, co su-

geruje, że polifenol ten nie jest główną substancją decydującą o aktywności biologicznej wi-

na. Przeprowadzone obliczenia pokazały, że występujące w czerwonym winie oligomery oraz 

glukozydy są silniejszymi antyoksydantami niż TR. Biorąc pod uwagę fakt, że stężenia tych 

związków w winie są większe niż TR, należy przypuszczać, że duża antyoksydacyjna aktyw-

ność czerwonych win wynika z obecności w nich bioaktywnego kompleksu, składającego się 

z oligomerów i glukozydów TR. Kolejnym etapem badań będzie wykazanie aktywności anty-

oksydacyjnej dla antocyjanidów (palarginidyny oraz delfinidyny), które występują w stosun-

kowo dużych ilościach w czerwonych winach i są silnymi przeciwutleniaczami. Porównanie 

aktywności antyoksydacyjnej tych substancji, TR oraz oligomerów i glukozydów TR będzie 
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stanowiło kolejny krok w kierunku teoretycznego wyjaśnienienia leczniczych i protekcyjnych 

właściwości wina.  

Parametry antyoksydacyjne dla siarczanów(VI) TR (Rys. 4.6.3.) wyznaczono przy za-

stosowaniu B3LYP/6-311++G(3df,2p), ponieważ obecność atomu siarki sprawia, że użycie 

tej bazy funkcyjnej jest konieczne do prawidłowego opisu struktury elektronowej tych sub-

stancji. Obliczenia w medium wodnym wykonano, stosując model solwatacyjny C-PCM. Ba-

dane siarczany(VI) charakteryzują się znacznie większą wartością AIP, niż TR w badanych 

środowiskach (Tabela 4.17.4.). Stąd wnioskujemy, że siarczany(VI) są słabszymi donorami 

elektronu niż TR. Podobnie, jak we wcześniej analizowanych układach obserwujemy, że w 

medium wodnym parametr ten przyjmuje znacznie mniejsze wartości, niż w próżni. W 

związku z tym siarczany są bardziej efektywnymi zmiataczami wolnych rodników w medium 

polarnym niż w niepolarnym. Spośród wszystkich badanych związków najmniejszą wartością 

AIP charakteryzuje się 3-O-siarczan(VI). Wynik ten dowodzi, że wraz ze zmniejszeniem ilo-

ści reszt siarczanowych zwiększa się zdolność do oddawnia elektronu, a tym samym podat-

ność na jonizację. 

Obliczone wartości BDE dla wiązań 4`O-H oraz 3O-H w siarczanach(VI) (Tabela 

4.17.4.) są mniejsze niż w TR. Wynik ten dowodzi, że siarczany(VI) efektywniej będą zmia-

tały wolne rodniki, niż TR, w wyniku przeniesienia wodoru z obojętnej cząsteczki antyoksy-

danta na rodnik. Najprawdopodobniej obecność silnie elektronoakceptorowych grup siarcza-

nowych sprzyja zmniejszaniu trwałości tych wiązań. Obliczone wartości BDE dla TR przy 

zastosowaniu metody B3LYP/6-311++G(3df,2p) pozostają w zgodności z wartościami 

otrzymanymi przez Leopoldini i wsp. [160]. Nieznaczne różnice mogą wynikać z zastosowa-

nia różnych modeli solwatacyjnych. W siarczanach(VI) wiązanie 4`O-H charakteryzuje się 

najmniejszą trwałością spośród wszystkich grup OH dołączonych bezpośrednio do pierścieni 

fenylowych. Porównując otrzymane wartości BDE dla siarczanów i TR wnioskujemy, że 

wszystkie siarczany(VI) są silniejszymi antyoksydantami, niż TR. Duża polarność tych 

związków i, co za tym idzie, ich wysoka biodostępność będzie zapewniać efektywne zmiata-

nie wolnych rodników na poziomie komórkowym. TR w hepatocytach ulega biotransformacji 

do siarczanów(VI). Ten fakt oraz wyniki obliczeń wskazują, że siarczany(VI) wraz z TR w 

komórkach będę synergistycznie zmniejszały stres antyoksydacyjny. 
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4.18. Zależność struktura – aktywność antyoksydacyjna polifenoli z orzecha ziemnego 

(Arachis hypogaea) 

W celu wykazania właściwości antyoksydacyjnych polifenoli występujących w orzechu 

ziemnym (trans-arachidinu-1, trans-arachidinu-2, trans-arachidinu-3 oraz trans-3`-

izopentadienylo-3,5,4`-trihydroksystilbenu) (Rys. 1.8.1.) obliczono deskryptory antyoksyda-

cyjne (AIP oraz BDE) na poziomie B3LYP/6-311G(d,p). Parametry geometryczne i antyok-

sydacyjne wyznaczono w próżni i w medium wodnym, korzystając z modelu C-PCM. Prze-

prowadzone obliczenia miały na celu znalezienie korelacji między aktywnością antyoksyda-

cyjną, a obecnością w badanych związkach szkieletu izopentenylowego oraz izopentadieny-

lowego. Obliczono wartości BDE dla wiązania 4`O-H, gdyż ono, podobnie jak w TR grupa 

4`-OH, jest najbardziej reaktywne. Obliczenia te pozwoliły porównać jego trwałość ze stabil-

nością wiązania 4`-O-H w cząsteczce TR.  

Wszystkie badane związki charakteryzują się znacznie mniejszymi wartościami AIP, 

niż TR w próżni oraz w medium wodnym (Tabela 4.18.1.). Zatem polifenole te charakteryzu-

ją się większą aktywnością elektronodonorową, niż TR. Zmniejszenie wartości AIP w porów-

naniu z TR może być związane z obecnością szkieletu izopentenylowego oraz izopentadieny-

lowego, który zapewnia większy stopień delokalizacji niesparowanego elektronu w kationo-

rodnikach. Silna delokalizacja przyczynia się do zwiększenia trwałości energetycznej kationo-

rodników i, w efekcie, prowadzi do zmniejszania wartości AIP. Ponadto, w medium wodnym 

wartości AIP są znacznie mniejsze, niż w próżni i, w konsekwencji, badane polifenole są bar-

dziej podatne na transfer elektronu w wodzie niż w środowisku niepolarnym.  

Wartości BDE wiązań 4`O-H dla badanych polifenoli są mniejsze, niż dla TR (Tabela 

4.18.1.). Dla trans-arachidinu-1 mała trwałość tego wiązania jest wynikiem silnego oddziały-

wania wodorowego między grupą 4`-OH a 3`-OH. Uzyskane wyniki dowodzą, że obecność 

szkieletu izopentenylowego oraz izopentadienylowego prowadzi do zmniejszenia trwałości 

wiązań 4`O-H. Mała odległość między grupą 4`-OH oraz izopentadienylową, sprzężony układ 

wiązań podwójnych w tym podstawniku oraz znaczna stabilizacja rezonansowa 4`-O-

rodników, są głównymi czynnikami, zmniejszającymi wartość BDE. Wiązanie 4`O-H w śro-

dowisku wodnym jest mniej podatne na rozerwanie homolityczne niż w próżni. Wynik ten 

wskazuje, że w mediach niepolarnych badane polifenole będą efektywniej zmiatały wolne 

rodniki zgodnie z mechanizmem HAT, niż w mediach polarnych. Podsumowując, należy 

stwierdzić, że polifenole występujące w orzechach ziemnych są silniejszymi zmiataczami 
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wolnych rodników niż TR. Otrzymane wyniki potwierdzają wnioski Chang i wsp. [177], do-

wodzące, że ekstrakt polifenoli wyizolowany z orzeszków ziemnych charakteryzuje się silną 

aktywnością antyoksydacyjną. 

4.19. Zależność struktura – aktywność antyoksydacyjna metoksylowych pochodnych TR 

i PC 

Parametry antyoksydacyjne (AIP, BDE) wyznaczono na poziomie B3LYP/6-311G(d,p) 

dla równowagowych geometrii następujących metoksylowych pochodnych TR: pterostilbenu, 

hydropterostilbenu, rapontygeniny oraz izorapontygeniny (Rys. 4.5.1.). W związku z tym, że 

rapontygenina, hydropterostilben oraz izorapontygenina są metoksylowymi pochodnymi PC, 

wyznaczono także te parametry dla tego polifenolu. Celem wykonanych obliczeń było zbada-

nie wpływu podstawnika metoksylowego i jego lokalizacji w szkielecie trans-stilbenowym na 

aktywność przeciwutleniającą. 

Obliczone wartości AIP dla badanych substancji są mniejsze, niż dla TR w analizowa-

nych mediach (Tabela 4.19.1.). W związku z tym obecność grup metoksylowych zwiększa 

zdolności elektronodonorowe badanych substancji. Rapontygenina, izorapontygenina oraz 

hydropterostilben charakteryzują się mniejszą wartością AIP niż pterostilben. Wynik ten do-

wodzi, że wraz ze wzrostem ilości grup hydroksylowych wzrasta podatność antyoksydanta na 

jonizację. W medium wodnym obserwujemy zdecydowane zmniejszenie wartości AIP w po-

równaniu z próżnią. Dlatego w wodzie, badane substancje będą szczególnie silnie podatne na 

jonizację. Rapontygenina, izorapontygenina oraz hydropterostilben charakteryzują się mniej-

szą wartością parametru AIP niż PC. Wynik ten dowodzi, że podstawienie atomów wodoru 

grup OH piceatannolu grupą metylową zwiększa zdolności elektronodonorowe pochodnych 

metoksylowych.  

W metoksylowych pochodnych wiązanie 4`O-H jest trwalsze, niż w TR oraz charakte-

ryzuje się najmniejszą wartością BDE i jest, tym samym, najbardziej podatne na rozpad ho-

molityczny (Tabela 4.19.1.). W rapontygeninie wiązanie to jest mniej trwałe, niż w pterostil-

benie, gdyż oddziaływanie grupy metoksylowej z grupą 4`-OH prowadzi do osłabienia tego 

wiązania. W przypadku PC wiązanie 3`O-H jest najmniej trwałe spośród wszystkich pozosta-

łych wiązań O-H, co zostało również potwierdzone w omawianej wcześniej analizie struktu-

ralnej. Silne wiązanie wodorowe między grupami 3`OH i 4`-OH powoduje zmniejszenie 

trwałości tego wiązania. To dowodzi, że aktywność antyoksydacyjna PC jest głównie zdeter-

minowana dużą reaktywnością wodoru z grupy 3`-OH. Uzyskane rezultaty pokazują, że po-
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chodne metoksylowe są mniej efektywnymi donorami wodoru niż TR. Obecność elektrono-

donorowych i słabo aktywujących pierścień fenylowy grup metoksylowych w pozycji orto i 

meta przyczynia się do wzmocnienia wiązań O-H. Ponadto, bazując na fakcie, że wartości 

BDE są znacznie mniejsze, niż AIP, można wnioskować, że pochodne te w układach biolo-

gicznych będą reagowały z rodnikami zgodnie z mechanizmem HAT. Uzyskane wyniki są 

zgodne z wynikami eksperymentalnymi Stivali i wsp. [81], którzy na podstawie empirycz-

nych parametrów antyoksydacyjnych stwierdzili, że pochodne metoksylowe TR są słabszymi 

przeciwutleniaczami niż TR. 

5. WNIOSKI 

Na podstawie wyników przeprowadzonych obliczeń kwantowo-mechanicznych możemy 

sformułować następujące wnioski: 

1. Najbardziej stabilne energetycznie struktury TR oraz jego trans-pochodne (hydroksy-

lowe, metoksylowe, glukozydy oraz 3-O-glukuronian), zoptymalizowane przy pomocy 

metody DFT, charakteryzują się w badanych mediach obecnością płaskiego szkieletu 

trans-stilbenowego. Struktura TR otrzymana za pomocą metody MP2 i HF na poziomie 

baz gaussowskich jest silnie zgięta, natomiast wraz ze wzrostem funkcji bazowych w 

bazach Dunninga, dąży do konformacji płaskiej. Równowagowa geometria TR wyzna-

czona na PES, wygenerowanym na poziomie MP2(full)/aug-cc-pVTZ jest płaska. Wy-

nik ten dowodzi, że TR posiada płaską geometrię szkieletu trans-stilbenowego na po-

ziomie metod DFT i MP2. Badania NMR w roztworze wodnym potwierdzają płaską 

konformację TR [218]. Steroizomery cis badanych substancji posiadają szkielet stilbe-

nowy zgięty, niezależnie od zastosowanej metody i bazy funkcyjnej z powodu istnienia 

zawady sterycznej. Uzyskane wyniki pozwoliły w sposób jednoznaczny rozwiązać pro-

blem geometrii TR.  

2. Wszystkie zoptymalizowane rodniki fenoksylowe, kationorodniki oraz formy anionowe 

posiadają płaski szkielet trans-stilbenowy w badanych mediach, co zapewnia korzystną 

energetycznie delokalizację niesparowanego elektronu i wolnej pary elektronowej. 

Formy rodnikowe oraz anionowe są silnie stabilizowane przez rezonans.  

3. TR jest labilny torsyjnie, a proces izomeryzacji TR w CR jest endoenergetyczny i prefe-

rowany energetycznie. Z kolei, obliczone wartości zmiany entalpii swobodnej Gibbsa 

wskazują, że proces ten nie zachodzi samorzutnie. Podczas rotacji pierścieni fenylo-
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wych wokół wiązań pojedynczych C4-C7 oraz C8-C9 słabnie π-π koniugacja między 

pierścieniami fenylowymi. 

4. TR jest silniejszym przeciwutleniaczem, niż CR. Mechanizm HAT jest bardziej prefe-

rowany w medium etanolowym, niż w wodnym, natomiast w wodzie TR jest bardziej 

podatny na jonizację niż w etanolu. W związku z tym, że wartości BDE są znacznie 

mniejsze niż AIP, TR zmiata wolne rodniki zgodnie z mechanizmem HAT w rozważa-

nych mediach. W medium wodnym polifenol ten jest bardziej podatny na jonizację niż 

w etanolowym. Płaska geometria szkieletu trans-stilbenowego TR zwiększa podatność 

wiązania 4`-O-H na rozpad homolityczny w badanych mediach. Wyniki obliczeń do-

wodzą, że TR w płaskiej konformacji jest silniejszym przeciwutleniaczem niż w kon-

formacji zgiętej. 

5. Stereoizomery trans badanych substancji wykazują większą aktywność antyoksydacyj-

ną niż cis. Wiązanie winylowe, ilość i lokalizacja polarnch grup hydroksylowych oraz 

płaski szkielet trans-stilbenowy są głównymi parametrami geometrycznymi, które za-

pewniają badanym związkom efektywne zmiatanie wolnych rodników w układach bio-

logicznych.  

6. Pochodne hydroksylowe, oligomery, glukozydy, siarczany(VI) oraz 3-O-glukuronian 

TR są silniejszymi antyoksydantami w badanych mediach, niż TR. Otrzymane wyniki 

teoretycznie wyjaśniają tzw. „paradoksu francuskiego”. Do tej pory uważano, że lecz-

nicze właściwości czerwonego wina są głównie zdeterminowane przez obecność w nim 

TR. Ilość zawartego w winie TR jest mała, co sugeruje, że polifenol ten nie jest główną 

substancją decydującą o aktywności biologicznej wina. Ponieważ występujące w czer-

wonym winie oligomery oraz glukozydy (trans-astringina i trans-piceid) są silniejszymi 

antyoksydantami, niż TR, a ich stężenia w winie są większe, niż TR, należy przypusz-

czać, że duża antyoksydacyjna aktywność czerwonych win wynika z obecności w nich 

bioaktywnego kompleksu składającego się z oligomerów i glukozydów TR. Uzyskane 

wyniki sugerują, że główne metabolity TR, takie, jak siarczany(VI) oraz 3-O-

glukuronian mogą synergistycznie zmniejszać stres antyoksydacyjny w komórkach. Po-

nadto fakt, że siarczany(VI) oraz 3-O-glukuronian są znacznie mniej toksyczne niż inne 

polifenole, a jednocześnie bardziej od nich aktywne antyoksydacyjne oraz lepiej biodo-

stępne sprawia, że związki te mogą wykazywać silniejsze działanie farmakologiczne niż 

czysty TR.  
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7. TR tworzy energetycznie stabilne kompleksy z jonem Cu2+, 5`-monofosforanem(V) 

tymidyny, dinukleotydem oraz fosfolipidem (cis,cis-2,3-dilinolenolanem-1-fosforan(V) 

glicerolu). W kompleksach tych szkielet trans-stilbenowy jest płaski, a hydratacja jonu 

Cu2+ powoduje znaczne obniżenie trwałości tych kompleksów. W obecności TR nastę-

puje rozerwanie wiązania fosfodiestrowego, któremu towarzyszy przeniesienie protonu 

z grupy 4`-OH TR na atom 3`O deoksyrybozy. Wyniki te pozwalają wytłumaczyć silną 

aktywność antynowotworową i antylipemiczną TR i jego kompleksów z jonami Cu2+. 

8. Mechanizm oparty na insercji rodnika hydroksylowego do wiązania winylowego jest 

najbardziej preferowany termodynamicznie. Dlatego TR jest antyoksydantem, który 

może zmiatać wolne rodniki zgodnie z kilkoma niezależnymi mechanizmami antyoksy-

dacyjnymi. Otrzymany wynik tłumaczy dużą aktywność antyoksydacyjną TR w komór-

kach żywych, którą możemy porównać z dysmutazą ponadtlenkową.  

9. TR i hydroksymocznik są efektywnymi inhibitorami aktywności reduktazy rybonukle-

otydowej. Uzyskany wynik wyjaśnia aktywność antyproliferacyjną TR oraz sugeruje, że 

inhibicja tego enzymu może być kompetycyjna. Wyniki pokazują, że TR może być po-

tencjalnym chemoterapeutykiem, który efektywnie hamuje proces powstawania deoksy-

rybonukletydów w komórkach nowotworowych oraz w wirusach zawierających DNA  

10. TR toworzy słabo związane kompleksy z molekułą wody. Wynik ten pokazuje, że TR 

jest substancją hydrofobową, która posiada dużą zdolność do transferu przez niepolarne 

błony biologiczne. 
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Tabela 1.1.1. Źródła występowania TR oraz innych stilbenoidów w przyrodzie i w produk-
tach żywnościowych 

Stilbenoid Produkt żywnościowy Literatura 

Resweratrol 

Winogrona 
Jeandet i wsp. 1995, Wang i wsp. 2002, Vian i wsp. 

2005, Liew i wsp. 2005, Gonzalez-Barrio i wsp. 2005, 
Yilmaz i wsp. 2004, Roldan i wsp. 2003 

Wino 
Cantos i wsp. 2003, Wang i wsp. 2002, Vian i wsp. 
2005, Liew i wsp. 2005, Shu i wsp. 2005, Gambuti i 

wsp. 2004 

Szyszki chmielu 
Tedesco i wsp. 2005, Jerkovic i wsp. 2005, Callemien i 

wsp. 2005 

Borówka czarna 
Ehala i wsp. 2005, Lyons i wsp. 2003, Rimando i wsp. 

2004 

Borówka wysoka, 
Vaccinium angustifolium, 

Vaccinium virgatum, 
Vaccinium elliottii 

Lyons i wsp. 2003., Rimando i wsp. 2004 

Borówka Vaccinium 
vitis-idaea 

Ehala i wsp. 2005 

Żurawina 
Ehala i wsp. 2005, Wang i wsp. 2002, Rimando i wsp. 

2004 

Borówka Vaccinium 
stamineum 

Rimando i wsp. 2004 

Borówka Vaccinium 
vitis-ideae var. vitis-

ideae 
Rimando i wsp. 2004 

Borówka Vaccinium 
arboreum 

Rimando i wsp. 2004 

Borówka brusznica 
(czerwona) 

Rimando i wsp. 2004 

Truskawka Ehala i wsp. 2005 

Czerwona porzeczka Ehala i wsp. 2005 

Rabarbar Kageura i wsp. 2001 

Pistacja właściwa Tokusoglu i wsp. 2005 

Morwa Deshpande i wsp. 1975 

Orzech ziemny 

Liu i wsp. 2003, Tokusoglu i wsp. 2005, Wang i wsp. 
2005, Frank i wsp. 2003, Chen i wsp. 2002, Chung i 

wsp. 2000, Sanders i wsp. 2000, Sobolev i wsp. 1999, 
Schoppner i wsp. 1984 

Masło orzechowe Sobolev i wsp. 1999, Ibern-Gomez i wsp. 2000 

Piceatannol 

Winogrona Cantos i wsp. 2003 

Wino Cantos i wsp. 2003 

Trzcina cukrowa Brinker i wsp. 1991 

Rabarbar Kageura i wsp. 2001 
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Borówka Vaccinium 
stamineum 

Rimando i wsp. 2004 

Borówka wysoka Rimando i wsp. 2004 

Pinosylwina Orzeszki piniowe 
Skinnider i wsp. 1986, Kodan i wsp. 2002, Chiron i 

wsp. 2000, Wollenweber i wsp. 2003, Lee i wsp. 2005, 
Schanz i wsp. 1992 

Rapontygenina Rabarbar 
Matsuda i wsp. 2001, Matsuda i wsp. 2000, Ko i wsp. 

1999, Suresh i wsp. 2004 

Pterostilben 

Winogrona 
Adrian i wsp. 2000, Pezet i wsp. 1998, Douillet-Breuil i 

wsp. 1999 

Borówka Vaccinium 
virgatum 

Rimando i wsp. 2004 

Borówka Vaccinium 
stamineum 

Rimando i wsp. 2004 

Ekologiczne i uprawiane 
tradycyjnie borówki do-

stępne w sprzedaży 
Remsberg i wsp. nieopublikowany 

Astringina 
Winogrona Waffo-Teguo i wsp. 2001, Landrault i wsp. 2002 

Wino 
Carando i wsp. 1999, Ribeiro de Lima i wsp. 1999, 

Vitrac i wsp. 2005 

Piceid 

Winogrona Bavaresco i wsp. 2003 

Wino 
Vian i wsp. 2005, Ribeiro de Lima i wsp. 1999, Vitrac i 

wsp. 2005, Moreno-Labanda i wsp. 2004 

Szyszki chmielu Jerkovic i wsp. 2005, Callemien i wsp. 2005 

Winiferyna 
Winogrona 

Huang i wsp. 2005, Zhang i wsp. 2004, Pezet i wsp. 
2003 

Wino Vitrac i wsp. 2005 
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Tabela 1.1.2. Farmakologiczne i farmakokinetyczne badania TR 

Model 
zwierzęcy 

Droga podania Podsumowanie Literatura 

Szczur Dożylna (IV) Znacząca biodostępność dla serca, powinowactwo do tkanki nerek Bertelli i wsp. 1996 

Szczur/mysz Dootrzewnowa (IP) Całkowita ilość resweratrolu w moczu i surowicy krwi w formie sprzężonej Yu i wsp. 2002 

Szczur Pokarmowa 14C-TR preferuje żołądek, wątrobę, nerki, tkanki jelita; jest eliminowany z żółcią i moczem Vitrac i wsp. 2004 

Szczur 
Dożylna (IV) i pokar-

mowa 

Wzmożona recyrkulacja wewnątrz wątroby, jelito odgrywa ważną rolę w glukuronidacji re-
sweratrolu, przechodzi intensywną glukuronidację – efekt pierwszego przejścia, biodostęp-

ność w przybliżeniu 38%, dominuje wydalanie z żółcią 
Marier i wsp. 2002 

Mysz Pokarmowa Redukcja masy i objętości nowotworu, redukcja przerzutów nowotworowych do płuc Kimura i wsp. 2000 

Mysz Dożołądkowa (IG) Zwiększenie proliferacji limfocytów i produkcji IL-2 Feng i wsp. 2002 

Mysz Miejscowa Hamowanie obrzęku skóry, wywołanego promieniami UVB Afaq i wsp. 2003 

Myszoskoczek Dootrzewnowa (IP) Przekracza barierę krew-mózg, chroni przed niedokrwieniem mózgu Wang i wsp. 2002 

Królik Dożołądkowa (IG) Ograniczenie funkcji śródbłonka Zou i wsp. 2003 

Człowiek Pokarmowa 
Absorpcja resweratrolu w aktywnych farmakologicznie stężeniach z soku winogronowego 

zmniejsza ryzyko miażdżycy tętnic 
Pace-Asciak i wsp. 

1996 

Człowiek Pokarmowa Resweratrol dominuje w moczu i w surowicy krwi w postaci sprzężonej Yu i wsp. 2002 

Człowiek Pokarmowa 
Metabolity są nieaktywne w badaniach antywirusowych nad HIV w odniesieniu do samego 

resweratrolu 
Wang i wsp. 2004 

Ludzkie 
mikrosomy 

Pokarmowa Nieodwracalny inhibitor CYP 3A4, odwracalny inhibitor CYP 2E1 Piver i wsp. 2001 

Człowiek Pokarmowa 
Aktywność antyoksydacyjna, resweratrol z powodu niewielkiej dostępności biologicznej 

raczej nie daje znacząco korzystnych efektów zdrowotnych 
Vitaglione i wsp. 

2005 
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Tabela 1.1.3. Zawartość stilbenoidów w winach z Francji i Portugalii [mg/L] 

Wino 
trans-astringina trans-piceid cis-piceid TR CR Stilbeny, 

razem 
(av) min–maks av min–maks av min–maks av min–maks av min–maks av 

jednogatunkowe białe wina, 
Portugalia (50) 

nw–15,6 5,4 nw–5,8 2,6 nw–4,0 1,3 nw–2,1 0,6 nw–1,7 0,4 10,2 

mieszane białe wina, 
Portugalia (9) 

2,4–11,3 5,5 1,2–4,7 2,9 nw–2,8 1,2 nw–0,5 0,5 nw–0,9 0,2 10,4 

wzmocnione wina, 
Portugalia (15) 

nw–13,4 8,0 1,6–7,0 4,5 nw–3,9 1,6 0,3–2,1 0,8 nw–0,6 0,1 15,1 

jednogatunkowe czerwone 
wina, Portugalia (34) 

nw–35,9 10,4 nw–50,8 11,8 nw–17,9 5,0 nw–5,7 1,0 nw–9,5 2,6 30,6 

mieszane czerwone wina, 
Portugalia (5) 

nw–24,8 10,3 nw–17,1 8,0 nw–8,1 3,3 nw–3,9 1,5 0,7–4,0 2,1 25,1 

czerwone wina, Francja (7) 2,5–26,1 13,1 3,1–32,8 13,0 nw–5,3 1,9 0,6–6,8 3,0 1,1–5,3 2,6 33,7 

białe wina, razem (74) nw–15,6 5,9 nw–7,0 3,0 nw–4,0 1,4 nw–2,1 0,6 nw–1,7 0,3 11,2 

czerwone wina, razem (46) nw–35,9 10,8 nw–50,8 11,6 nw–17,9 4,3 nw–6,8 1,3 nw–9,5 2,5 30,5 

wina, razem (120) nw–35,9 7,8 nw–50,8 6,3 nw–17,9 2,5 nw–6,8 0,9 nw–9,5 1,1 18,6 
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Tabela 1.5.1. Wpływ resweratrolu na nowotwory 

Typ komórek Działanie Literatura 

Białaczka (limfocyty B) 
Inhibicja proliferacji, 

indukcja apoptozy 
Billard i wsp. 2002 

Białaczka (HL60) 
Indukcja apoptozy, 

inhibicja wzrostu komórek 
Dorrie i wsp. 2001, 
Kang i wsp. 2003 

Białaczka (limfocyty T u osób 
dorosłych) 

Indukcja apoptozy Hayashibara i wsp. 2002 

Białaczka (THP-1) 
Indukcja apoptozy, 

inhibicja wzrostu komórek 
Tsan i wsp. 2000, 

Pemdurthi i wsp. 2002 

Piersi (MDA-MB-231) 
Indukcja apoptozy, 

inhibicja proliferacji i wzrostu 
komórek 

Mgbonyebi i wsp. 1998, 
Scarlatti i wsp. 2003 

Piersi (MCF-7) 
Indukcja apoptozy, 
inhibicja wzrostu 

Mgbonyebi i wsp. 1998, 
Serrero i wsp. 2001, 

Lu i wsp.1999 

Okrężnica (HCT-116) Indukcja apoptozy 
Mahyar-Roemer i wsp. 2001, 

Wolter i wsp. 2002 

Okrężnica (Caco-2) Indukcja apoptozy Wolter i wsp. 2002 

Okrężnica 
(F344 szczurzy model) 

Inhibicja powstawania raka 
okrężnicy 

Tessitore i wsp. 2000 

Prostata (LnCap) Inhibicja wzrostu 
Hsieh i wsp. 2000, 
Stewart i wsp. 2004 

Prostata (DU-145) 
Indukcja apoptozy, 
inhibicja wzrostu 

Lin i wsp. 2002, 
Kampa i wsp. 2000 

Prostata (PC-3) 
Indukcja apoptozy, 
inhibicja wzrostu 

Stewart i wsp. 2004 

Wątroba (HepG2) 

Inhibicja wzrostu, 
zmniejszenie naciekania komó-
rek HepG2 indukowanego przez 
Czynnik Wzrostu Hepatocytów 

De Ledinghen i wsp. 2001 

Wątroba (Fao szczurzy model) 
Zahamowanie cyklu komórko-

wego, inhibicja proliferacji 
Delmas i wsp. 2000 

Czerniak (A431) Indukcja apoptozy 
Ahmad i wsp. 2001, 
Adhami i wsp. 2001 

Czerniak (A375) Indukcja apoptozy Niles i wsp. 2003 

Czerniak (SK-Mel-28) Indukcja apoptozy 
Niles i wsp. 2003, 

Larrosa i wsp. 2003 

Jajniki (PA-1) Indukcja apoptozy Yang i wsp. 2003 

Endometrium 
(śluzówka macicy) 

Inhibicja proliferacji Bhat i wsp. 2001 
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Tabela 4.1.1. Równowagowe wartości długości wiązań [Å], kątów [deg] i całkowitej energii 
TR wyznaczone za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/aug-cc-pVDZ 

Parametr 

Baza funkcyjna 

6-311G(d,p) aug-cc-pVDZ 6-311G(d,p) 6-311G(d,p) 

próżnia próżnia woda etanol 

O(4`)-C(1) 1,365 1,371 1,360 1,361 

O(3)-C(11) 1,367 1,373 1,363 1,363 

O(5)-C(13) 1,367 1,373 1,363 1,364 

O(4`)-H(4`) 0,963 0,965 0,983 0,982 

O(5)-H(5) 0,962 0,965 0,982 0,981 

O(3)-H(3) 0,962 0,965 0,982 0,981 

C(7)-C(8) 1,345 1,351 1,347 1,347 

C(4)-C(7) 1,463 1,466 1,464 1,465 

C(8)-C(9) 1,466 1,469 1,468 1,468 

C(2)-C(3) 1,390 1,389 1,385 1,386 

C(1)-C(2) 1,395 1,403 1,402 1,401 

C(10)-C(11) 1,389 1,396 1,397 1,396 

C(12)-C(13) 1,399 1,399 1,396 1,396 

C(5)-C(4)-C(7)-C(8) 0,0 0,3 0,1 0,0 

C(7)-C(8)-C(9)-C(10) 0,0 0,1 0,1 0,0 

O(1)-C(1)-C(2) 117,5 117,3 117.5 117,5 

O(1)-C(1)-C(6) 123,0 122,9 123,1 123,1 

O(2)-C(11)-C(10) 117,3 117,1 117,2 117,1 

O(2)-C(11)-C(12) 121,8 122,1 122,2 122,3 

O(3)-C(13)-C(12) 122,2 121,6 121,8 121,9 

O(3)-C(13)-C(14) 117,2 117,1 117,2 117,1 

Energia [hartree] -766,571 -766,584 -766,613 -766,611 
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Tabela 4.1.2. Wartości całkowitej energii [hartree] TR, CR, 4`-O-rodnika, kationorodnika 
oraz form anionowych otrzymane za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) (a) oraz B3LYP/6-
311+G(d,p) (b) w próżni, medium wodnym i etanolowym 

Indywiduum chemiczne Próżnia Medium wodne Medium etanolowe 

CR(a) -766,563 -766,603 -766,601 

CR(b) -766,580 -766,623 -766,622 

4`-O-rodnik CR(a) -765,924 -765,963 -765,961 

Kationorodnik CR(a) -766,308 -766,411 -766,404 

4`-O-monoanion CR(b) -766,032 -766,143 -766,139 

3-O-monoanion CR(b) -766,025 -766,141 -766,136 

3,4`-O-dianion CR(b) -765,389 -765,659 -765,649 

3,5,4`-O-trianion CR(b) -764,618 -766,152 -765,146 

3,5-O-dianion CR(b) -765,334 -765,647 -765,633 

TR(a) -766,571 -766,613 -766,611 

TR(b) -766,589 -766,633 -766,631 

4`-O-rodnik TR(a) -765,935 -765,975 -765,973 

Kationorodnik TR(a) -766,321 -766,424 -766,611 

4`-O-monoanion TR(b) -766,045 -766,154 -766,149 

3-O-monoanion TR(b) -766,035 -766,151 -766,146 

3,4`-O-dianion TR(b) -765,408 -765,669 -765,661 

3,5,4`-O-trianion TR(b) -764,641 -765,174 -765,158 

3,5-O-dianion TR(b) -765,347 -765,658 -765,647 
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Tabela 4.1.3. Równowagowe długości wiązań [Å], kątów [deg] i wartości całkowitej energii 
[hartree] TR i CR wyznaczone w próżni za pomocą B3LYP/6-311++G(3df,2p) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parametry geometryczne 
i energia 

TR CR 

6-311++G 
(3df,2p) 

6-311++G 
(3df,2p) 

O(4`)-C(1) 1,364 1,366 

O(3)-C(11) 1,365 1,367 

O(5)-C(13) 1,365 1,367 

O(4`)-H(4`) 0,962 0,960 

O(3)-H(3) 0,961 0,961 

O(5)-H(5) 0,961 0,961 

C(7)-C(8) 1,342 1,343 

C(4)-C(7) 1,460 1,469 

C(8)-C(9) 1,463 1,473 

C(2)-C(3) 1,388 1,383 

C(1)-C(2) 1,391 1,393 

C(10)-C(11) 1,389 1,387 

C(12)-C(13) 1,387 1,392 

C(5)-C(4)-C(7)-C(8) 0,0 31,5 

C(7)-C(8)-C(9)-C(10) 0,0 39,4 

C(2)-C(1)-O(4`)-H(4`) 0,0 0,0 

C(10)-C(11)-O(3)-H(3) 0,0 0,0 

C(14)-C(13)-O(5)-H(5) 0,0 0,0 

Energia -766,645 -766,636 
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Tabela 4.1.4. Równowagowe długości wiązań [Å], kątów [deg] i wartości całkowitej energii 
[hartree] TR wyznaczone w próżni za pomocą MP(full)2/6-311G(d,p) oraz MP2(full)/aug-
ccpVDZ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4.1.5. Równowagowe wartości kątów torsyjnych [deg] TR wyznaczone za pomocą 
metod DFT, MP2 oraz HF w próżni 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wiązania i kąty MP2(full)/6-311G(d,p) MP2(full)/aug-cc-pVDZ 

O(4`)-C(1) 1,366 1,380 

O(3`)-C(6) ─ ─ 

O(3)-C(11) 1,367 1,382 

O(5)-C(13) 1,367 1,382 

O(4`)-H(4`) 0,962 0,968 

O(3`)-H(3`) ─ ─ 

O(3)-H(3) 0,962 0,968 

O(5)-H(5) 0,962 0,968 

C(5)-C(4)-C(7)-C(8) 25,5 15,7 

C(7)-C(8)-C(9)-C(10) 28,2 19,6 

C(2)-C(1)-O(4`)-H(4`) 0,3 0,3 

C(1)-C(6)-O(3`)-H(3`) ─ ─ 

C(10)-C(11)-O(3)-H(3) 1,8 0,7 

C(14)-C(13)-O(5)-H(5) 0,0 0,3 

Energia -764,396 -764,297 

Baza funkcyjna 
DFT HF MP2(full) 

α θ α θ α θ 

6-31G(d,p) 0,4 0,7 21,4 26,3 23,5 26,7 

6-31+G(d,p) 1.1 1,5 22,8 28,0 24,3 27,1 

6-311G(d,p) 0,1 0,2 18,9 25,2 25,5 31,0 

6-311+G(d,p) 0,1 0,4 19,2 28,2 27,8 33,1 

6-311++G(3df,2p) 0,0 0,1 16,2 20,2 16,5 20,2 

aug-cc-pVDZ 0,0 0,0 5,8 11,9 4,9 9,9 

aug-cc-pVTZ 0,0 0,0 1,4 4,2 – – 

aug-cc-pVQZ 0,0 0,0 0.3 2.1 – – 

cc-pVDZ 0,3 0,8 – – 14,5 15,3 

cc-pVTZ 0,0 0,0 – – 10,2 11,3 

cc-pVQZ 0,0 0,0 – – 7,3 8,5 
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Tabela 4.2.1. Równowagowe długości wiązań [Å], kątów [deg] i wartości całkowitej energii 
[hartree] PC wyznaczone za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/6-311++G(3df,2p) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wiązania i kąty B3LYP/6-311G(d,p) B3LYP/6-311++G(3df,2p) 

O(4`)-C(1) 1,36 1,38 

O(3`)-C(6) 1,35 1,36 

O(3)-C(11) 1,37 1,36 

O(5)-C(13) 1,37 1,38 

O(4`)-H(4`) 0,96 0,96 

O(3`)-H(3`) 0,96 0,97 

O(3)-H(3) 0,96 0,96 

O(5)-H(5) 0,96 0,96 

C(1)-C(2) 1,70 1,41 

C(2)-C(3) 1,39 1,40 

C(4)-C(7) 1,86 1,47 

C(7)-C(8) 1,35 1,36 

C(8)-C(9) 1,49 1,49 

C(10)-C(11) 1,39 1,40 

C(12)-C(13) 1,39 1,40 

C(5)-C(4)-C(7)-C(8) 0,0 0,0 

C(7)-C(8)-C(9)-C(10) 0,0 0,0 

C(2)-C(1)-O(4`)-H(4`) 0,3 0,3 

C(1)-C(6)-O(3`)-H(3`) 0,4 0,2 

C(10)-C(11)-O(3)-H(3) 2,8 0,7 

C(14)-C(13)-O(5)-H(5) 0,0 0,3 

O(4`)-C(1)-C(2) 124,1 124,0 

O(4`)-C(1)-C(6) 117,9 116,9 

O(3)-C(11)-C(10) 121,5 123,5 

O(3)-C(11)-C(12) 117,7 117,2 

O(5)-C(13)-C(12) 116,8 116,7 

O(5)-C(13)-C(14) 121,7 122,9 

Energia -841,815 -841,833 
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Tabela 4.2.2. Wartości całkowitej energii [hartree] PC, jego kationorodnika, form rodniko-
wych oraz anionowych wyznaczone w próżni za pomocą B3LYP/6-311+G(d,p) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Indywiduum  
chemiczne 

Energia 

PC -841,837 

4`-O-rodnik -841,213 

Kationorodnik -841,583 

4`-O-monoanion -841,306 

3-O-monoanion -841,283 

3,4`-O-dianion -840,630 

3,5,4`-O-trianion -841,905 

3,5-O-dianion -841,596 

3`-O-monoanion -841,275 

3`-O-rodnik -841,191 

3-O-rodnik -841,193 

3`,4`,3,5-tetraanion -839,039 

3`,4`-dianion -840,610 

3`,3-dianion -840,645 

3,5,3`-trianion -839,991 

4`,3`,3-trianion -841,884 
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Tabela 4.2.3. Równowagowe długości wiązań [Å], kątów [deg] i wartości całkowitej energii 
[hartree] PC wyznaczone na poziomie MP2(full)/6-311G(d,p) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wiązania i kąty Wartość 

O(4`)-C(1) 1,38 

O(3`)-C(6) 1,36 

O(3)-C(11) 1,37 

O(5)-C(13) 1,37 

O(4`)-H(4`) 0,96 

O(3`)-H(3`) 0,96 

O(3)-H(3) 0,96 

O(5)-H(5) 0,96 

C(1)-C(2) 1,39 

C(2)-C(3) 1,39 

C(4)-C(7) 1,46 

C(7)-C(8) 1,35 

C(8)-C(9) 1,47 

C(10)-C(11) 1,39 

C(12)-C(13) 1,39 

C(5)-C(4)-C(7)-C(8) 22,4 

C(7)-C(8)-C(9)-C(10) 25,7 

C(2)-C(1)-O(4`)-H(4`) 17,8 

C(1)-C(6)-O(3`)-H(3`) 3,3 

C(10)-C(11)-O(3)-H(3) 176,0 

C(14)-C(13)-O(5)-H(5) 179,5 

O(4`)-C(1)-C(2) 124,8 

O(4`)-C(1)-C(6) 114,9 

O(3)-C(11)-C(10) 117,2 

O(3)-C(11)-C(12) 122,1 

O(5)-C(13)-C(12) 122,4 

O(5)-C(13)-C(14) 117,3 

Energia -839,543 
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Tabela 4.3.1. Obliczone wartości bariery rotacyjnej [kcal/mol] za pomocą metody MP2 dla 
TR 

Medium 
MP2/ 

aug-cc-pVDZ 
MP2/ 

aug-cc-pVTZ 
MP2/ 

aug-cc-pVQZ 
MP4/ 

6-311G(d,p) 
MP2/ 

6-311G(d,p) 

Próżnia 12,54 11,98 10,56 9,05 8,75 

Woda 14,83 13,66 12,23 10,23 9,98 

Etanol 13,38 12,89 11,45 9,15 8,32 

 
Tabela 4.3.2. Obliczone wartości barier rotacyjnych [kcal/mol] za pomocą metody MP2 dla 
przejścia TR w formę posiadającą dwa pierścienie obrócone o 90° 

Medium 
MP2/ 

aug-cc-pVDZ 
MP2/ 

aug-cc-pVTZ 
MP2/ 

aug-cc-pVQZ 
MP4/ 

6-311G(d,p) 
MP2/ 

6-311G(d,p) 

Próżnia 11,76 10,23 9,83 8,11 7,86 

Woda 13,64 12,73 11,72 10,08 9,67 

Etanol 12,43 11,36 10,09 9,17 8,75 

 

Tabela 4.3.3. Obliczone wartości barier rotacyjnych [kcal/mol] za pomocą metody MP2 dla 
przejścia TR w formę posiadającą jeden pierścień obrócony o 90° 

 

 

 

Medium 
MP2/ 

aug-cc-pVDZ 
MP2/ 

aug-cc-pVTZ 
MP2/ 

aug-cc-pVQZ 
MP4/ 

6-311G(d,p) 
MP2/ 

6-311G(d,p) 

Próżnia 10,43 9,21 8,36 7,13 6,74 

Woda 11,33 10,21 9,98 8,23 7,99 

Etanol 10,99 9,37 8,78 8,15 7,71 
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Tabela 4.4.1. Równowagowe długości wiązań [Å], kątów [deg] i wartości całkowitej energii 
[hartree] otrzymane w próżni za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) dla: TR, CR, trans-4,4`-DHS, 
trans-3,4,5-THS, trans-3,4,4`-THS, trans-3,4-DHS, 4`-O-rodniku trans-TR, 4`-O-rodniku 
trans-4,4`-DHS, 4-O-rodniku 3,4-trans-DHS, 4-O-rodniku trans-3,4,5-THS, 4`-O-rodniku 
trans-3,4,4`-THS, 4-O-rodniku 3,4,4`-THS, 4`-O-rodniku α,β-dihydro-3,4`,5-THS oraz 4`-O-
rodniku CR [187] 

Indywiduum 
chemiczne 

Wiązanie Kąt torsyjny 
Energia 

C=C O4-H4 O3-H3 O4`-H4` α θ 

TR 1,34 – 0,96 0,96 0,0 0,0 -766,571 

CR 1,34 – 0,96 0,96 27,4 39,2 -766,563 

Trans-4`,4-DHS 1,35 0,96 – 0,96 0,0 0,0 -69,328 

Trans-3,4,5-
THS 

1,34 0,965 0,962 – 6,9 6,5 -766,573 

Trans-3,4,4`-
THS 

1,34 0,96 0,96 0,96 0,3 0,5 -766,572 

Trans-3,4-DHS 1,34 0,96 0,96 – 0,0 0,0 -691,328 

α,β-dihydro-
3,4`,5-THS 

– – 0,96 0,96 – – -767,793 

4`-O-rodnik TR 1,36 – 0,96 – 0,0 0,0 -765,935 

4`-O-rodnik 
4`,4-DHS 

1,36 0,96 – – 0,0 0,0 -690,694 

4-O-rodnik 
3,4,5-THS 

1,36 – 0,96 – 0,0 0,0 -765,948 

4-O-rodnik 3,4-
DHS 

1,36 – 0,96 – 0,0 0,0 -690,707 

4`-O-rodnik 
α,β-dihydro-
3,4`,5-THS 

– – 0,96 – – – -767,151 

4`-O-rodnik 
3,4,4`-THS 

1,36 0,96 0,98 – 0,0 0,0 -765,938 

4-O-rodnik 
3,4,4`-THS 

1,36 – 0,98 0,9 0,0 0,0 -765,952 

4`-O-rodnik 
CR 

1,36 – 0,96 – 15,7 36,5 -765,924 
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Tabela 4.4.2. Równowagowe długości wiązań [Å], kątów [deg] i wartości całkowitej energii 
[hartree] otrzymane w medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) dla:TR, CR, trans-
4,4`-DHS, trans-3,4,5-THS, trans-3,4,4`-THS, trans-3,4-DHS, 4`-O-rodniku trans-TR, 4`-O-
rodniku trans-4,4`-DHS, 4-O-rodniku 3,4-trans-DHS, 4-O-rodniku trans-3,4,5-THS, 4`-O-
rodniku trans-3,4,4`-THS, 4-O-rodniku 3,4,4`-THS, 4`-O-rodniku α,β-dihydro-3,4`,5-THS 
oraz 4`-O-rodniku CR [187] 

Indywiduum 
chemiczne 

Wiązanie Kąt torsyjny 
Energia 

C=C O4-H4 O3-H3 O4`-H4` α θ 

TR 1,35 – 0,98 0,98 0,1 0,0 -766,613 

CR 1,35 –- 0,98 0,98 26,5 38,6 -766,604 

Trans- 4`,4-
DHS 

1,35 0,98 – 0,98 0,0 0,0 -691,361 

Trans-3,4,5-
THS 

1,35 0,98 0,97 – 4,6 4,0 -766,605 

Trans-3,4,4`-
THS 

1,35 0,983 0,976 0,982 0,3 0,5 -766,609 

Trans-3,4-
DHS 

1,35 0,983 0,976 – 0,0 0,0 -691,356 

α,β-dihydro-
3,4`,5-THS 

– – 0,98 0,98 – – -767,833 

4`-O-rodnik 
TR 

1,37 – 0,98 – 0,1 0,1 -765,975 

4`-O-rodnik 
4`,4-DHS 

1,37 0,985 – – 0,0 0,0 -690,725 

4-O-rodnik 
3,4,5-THS 

1,37 – 0,99 – 0,0 0,0 -765,981 

4-O-rodnik 
3,4-DHS 

1,36 – 0,98 – 0,0 0,0 -690,728 

4`-O-rodnik 
α,β-dihydro-
3,4`,5-THS 

– – 0,98 – – – -767,188 

4`-O-rodnik 
3,4,4`-THS 

1,37 0,985 0,978 – 0,0 0,0 -765,974 

4-O-rodnik 
3,4,4`-THS 

1,37 – 0,98 0,98 0,0 0,0 -765,983 

4`-O-rodnik 
CR 

1,37 – 0,98 – 19,4 36,5 -765,963 
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Tabela 4.4.3. Obliczone w próżni i w medium wodnym na poziomie B3LYP/6-311G(d,p) 
całkowite energie [hartree] cis-stereoizomerów i ich rodników oraz entalpie izomeryzacji cis-
trans [kcal/mol] [187] 

Substancja  
i rodnik 

Energia 
(próżnia) 

Entalpia  
izomeryzacji  

(próżnia) 

Energia  
(medium wodne) 

Entalpia  
izomeryzacji  

(medium wodne) 

CR -766,563 5,189 -766,604 5,743 

Cis-4,4`-DHS -691,321 4,644 -691,349 7,314 

Cis-3,4,5-THS -766,559 8,637 -766,594 6,642 

Cis-3,4,4`-THS -766,565 4,470 -766,599 5,900 

Cis-3,4-DHS -691,322 4,609 -691,347 5,966 

4`-O-rodnik CR -765,924 6,531 – – 

4`-O-rodnik cis-
4,4`-DHS 

-690,684 6,311 – – 

4-O-rodnik cis-
3,4,5-THS 

-765,939 5,738 – – 

4`-O-rodnik cis-
3,4,4`-THS 

-765,927 6,504 – – 

4-O-rodnik cis-
3,4-DHS 

-690,697 6,350 – – 

4-O-rodnik cis-
3,4,4`-THS 

-765,924 6,531 – – 

Tabela 4.5.1. Równowagowe wartości długości wiązań O-H [Å] w polifenolach otrzymane 
próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) 

Substancja 
4`-O-H 

(próżnia) 
3`-O-H 

(próżnia)
3-O-H 

(próżnia)
5-O-H 

(próżnia)
4`-O-H 
(woda)

3`-O-H 
(woda) 

3-O-H 
(woda)

5-O-H 
(woda) 

TR 0,96 – 0,96 0,96 0,983 – 0,98 0,98 

Pterostilben 0,96 – – – 0,98 – – – 

Pinosylwina – – 0,96 0,96 – – 0,98 0,98 

Rapontygenina 0,96 – 0,958 0,959 0,98 – 0,98 0,98 

Izorapontygenina – 0,96 0,96 0,96 – 0,98 0,98 0,98 

Hydropterostilben 0,96 0,96 – – 0,98 0,98 – – 

Deoksyrapontygenina – – 0,96 0,96 – – 0,98 0,98 

Pinostilben 0,960 – 0,957 – 0,98 – – 0,98 
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Tabela 4.5.2. Równowagowe wartości kątów torsyjnych α [deg] oraz θ [deg] polifenoli 
otrzymane za pomocą metod DFT, MP2(full) oraz HF w bazach 6-311G(d,p) oraz 6-
311++G(3df,2p) 

Substancja 

B3LYP/ 
6-311G 

(d,p) 

HF/ 
6-311G 

(d,p) 

MP2/ 
6-311G 

(d,p) 

B3LYP/ 
6-311++G
(3df,2p) 

B3LYP/
6-311G

(d,p) 

HF/ 
6-311G 

(d,p) 

MP2/ 
6-311G 

(d,p) 

B3LYP/ 
6-311++G
(3df,2p) 

α α α α θ θ θ θ 

TR 0,1 18,9 25,5 0,0 0,0 25,2 28,1 0.0 

Pterostilben 1,2 19,9 26,3 0,0 1,7 19,5 25,1 0,0 

Pinosylwina 0,0 20,8 26,8 0,0 0,0 20,3 25,7 0,0 

Rapontygenina 0,0 19,4 25,9 0,0 0,0 11,4 20,6 0,0 

Izorapontygenina 0,0 18,9 22,6 0,0 0,0 13,9 24,9 0,0 

Hydropterostilben 0,1 20,2 26,7 0,0 0,2 19,8 25,6 0,0 

Deoksyrapontygenina 0,6 18,3 24,3 0,1 0,1 19,7 26,8 0,0 

Pinostilben 0,4 19,8 22,4 0,0 0,2 13,6 25,7 0,0 

Tabela 4.6.1. Równowagowe wartości długości wiązań O-H [Å] oligomerów i glukozydów w 
próżni otrzymane za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) [188] 

Substancja 4-O-H 4`-O-H 2-O-H 2`-O-H 3-O-H 3`-O-H 1-OH 5-O-H 

TR – 0,963 – – 0,962 – – 0,962 

Trans-4,4`-DHS 0,963 0,963 – – – – – – 

Dimer trans-4,4`-DHS 0,963 – 0,963 – – – 0,963 – 

Trans-ε-winiferyna 0,963 – 0,962 – – 0,962 0,963 – 

Cis-ε-winiferyna 0,963 – 0,962 – – 0,962 0,963 – 

Trans-δ-winiferyna-A 0,963 – 0,962 – 0,962 – – 0,962 

Trans-δ-winiferyna-B 0,963 – 0,962 – 0,963 – – 0,963 

Gnetina H 0,963 – – – 0,962 – 0,963 – 

Pallidol 0,962 0,962 – 0,962 – 0,962 – – 

Trans-piceid – 0,963 – – – – – 0,964 

Cis-piceid – 0,964 – – – – – 0,963 

Trans-astringina – 0,962 – – – 0,966 – 0,963 

3-O-glukuronian TR – 0.963 – – – – – 0,963 

Trans-resweratrol-4`-O-
β-D-glukopiranozyd – – – – 0,962 – – 0,962 

Suffruticosol B 0,962 0,962 0,963 0,962 0,962 0,962 0,962 0,962 
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Tabela 4.6.2. Równowagowe wartości kątów torsyjnych α [deg] oraz θ [deg] oligomerów, 
glukozydów i 3-O-glukuronianu TR otrzymane w próżni za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) 
[188] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 4.6.3. Wartości całkowitej energii [hartree] oligomerów, glukozydów oraz ich katio-
norodników otrzymane w próżni za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) [188] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Substancja α θ 

TR 0,0 0,0 

Trans-4,4`-DHS 0,0 0,0 

Dimer trans-4,4`-DHS 5,7 5,9 

Trans-ε-winiferyna 5,2 14,0 

Cis-ε-winiferyna 26,9 44,8 

Trans-δ-winiferyna-A 1,6 2,4 

Trans-δ-winiferyna-B 0,2 1,5 

Gnetina H 0,1 14,1 

Pallidol – – 

Trans-piceid 0,0 1,9 

Cis-piceid 31,2 41,8 

Trans-astringina 1,3 1,5 

3-O-glukuronian TR 2,7 0,7 

Trans-resweratrol-4`-O-β-
D-glukopiranozyd 

1,6 2,7 

Suffruticosol B – – 

Substancja Molekuła Kationorodnik 

TR -766,571 -766,321 

Trans-4,4`-DHS -691,328 -691,087 

Dimer trans-4,4`-DHS -1381,451 -1381,218 

Trans-ε-winiferyna -1531,937 -1531,694 

Cis-ε-winiferyna -1531,929 -1531,684 

Trans-δ-winiferyna-A -1531,937 -1531,699 

Trans-δ-winiferyna-B -1531,941 -1531,705 

Gnetina H -2297,305 -2297,071 

Pallidol -1531,958 -1531,712 

Trans-piceid -1377,479 -1377,239 

Cis-piceid -1377,468 -1377,226 

Trans-astringina -1452,721 -1452,483 

3-O-glukuronian TR -1451,532 -1451,304 

Trans-resweratrol-4`-O-
β-D-glukopiranozyd 

-1377,479 -1377,233 

Suffruticosol B -2285,354 -2285,413 
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Tabela 4.6.4. Równowagowe wartości długości wiązań O-H [Å] w siarczanach(VI) TR 
otrzymane w próżni za pomocą B3LYP/6-311++G(3df,2p)  

 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 4.6.5. Obliczone w próżni za pomocą B3LYP/6-311++G(3df,2p) równowagowe war-
tości trwałych momentów dipolowych [D] dla siarczanów(VI) TR, ich kationorodników oraz 
TR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 4.7.1. Równowagowe wartości długości wiązań O-H [Å], kątów torsyjnych [deg] oraz 
energii [hartree] polifenoli wyizolowanych z orzecha ziemnego otrzymane w próżni za pomo-
cą B3LYP/6-311G(d,p) 

 

Substancja 3-O-H 5-OH 4`-O-H

4.6.3.a 0,962 0,963 – 

4.6.3.b 0,962 – 0,963 

4.6.3.c – – 0,962 

4.6.3.d – 0,963 – 

4.6.3.e – – – 

Substancja 
Obojętna  

cząsteczka 
Kationorodnik 

4.6.3.a 5,132 12,320 

4.6.3.b 4,219 12,425 

4.6.3.c 10,046 14,152 

4.6.3.d 3,519 12,001 

4.6.3.e 5,916 12,650 

TR 3,258 6,233 

Substancja Energia θ α 4`-O-H 3`-O-H 3-OH 5-O-H 

Trans-arachidin-1  -1037,212 0,1 0,1 0,965 0,964 0,962 0,962 

Trans-arachidin-2 -961,961 0,4 4,0 0,964 – 0,962 0,962 

Trans-arachidin-3 -961,969 0,0 0,1 0,965 – 0,963 0,962 

Trans-3`-
izopentadienylo-
3,5,4`-
trihydroksystilben 

-960,743 0,2 0,8 0,965 – 0,962 0,962 
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Tabela 4.8.1. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311++G(3df,2p) 
wartości energii stabilizacji ΔEstab [kcal/mol], ΔEstab + ZPVE [kcal/mol] oraz ΔEstab + BSSE 
[kcal/mol] dla kompleksów TR–Cu(II) oraz CR–Cu(II) 

 

Tabela 4.8.2. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/LANL2DZ całkowi-
te wartości energii dla kompleksów TR–Cu(II) oraz CR–Cu(II) 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 4.9.1. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311++G(3df,2p) 
wartości energii stabilizacji ΔEstab [kcal/mol], ΔEstab + ZPVE [kcal/mol] oraz ΔEstab + BSSE 
[kcal/mol] dla kompleksów TR–Cu(II)(H2O)4 oraz CR–Cu(II)(H2O)4 

Kompleks 
ΔEstab 

(próżnia) 

ΔEstab + 

ZPVE 
(próżnia) 

ΔEstab + 

BSSE 
(próżnia) 

ΔEstab  
(woda) 

ΔEstab + 

ZPVE 
(woda) 

ΔEstab + 

BSSE 
(woda) 

4.8.1.a 103,12 97,03 102,87 120,65 114,75 118,56 

4.8.1.b 105,10 98,15 104,65 124,63 118,64 122,69 

4.8.1.c 101,23 94,23 100.89 118,09 109,43 116,89 

4.8.1.d 102,56 95,24 101,97 119,53 112,07 117,79 

Kompleks 
Energia 

(medium wodne) 
Energia (próżnia) 

4.8.1.a -961,869 -961,824 

4.8.1.b -961,892 -961,836 

4.8.1.c -961,832 -961,811 

4.8.1.d -961,879 -961,822 

Kompleks 
ΔEstab  

(woda) 

ΔEstab + 

ZPVE  
(woda) 

ΔEstab + 

BSSE  
(woda) 

ΔEstab 
(próżnia)

ΔEstab + 

ZPVE 
(próżnia) 

ΔEstab + 

BSSE 
(próżnia) 

4.9.1a 45,36 34,75 38,52 28,44 18,95 22,06 

4.9.1.b 46,76 35,64 39,02 30,53 21,43 23,14 

4.9.1.c 43,53 31,95 36,32 26,85 17,06 20,75 

4.9.1.d 44,21 33,53 37,23 27,09 17,77 21,40 
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Tabela 4.11.1. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311++G(3df,2p) 
wartości energii stabilizacji ΔEstab [kcal/mol], ΔEstab + BSSE [kcal/mol] dla kompleksów TR-
dinukleotyd 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tabela 4.11.2. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą MP2(full)/6-
311++G(3df,2p) wartości energii stabilizacji ΔEstab [kcal/mol], ΔEstab + BSSE [kcal/mol] dla 
kompleksów TR-dinukleotyd 

 
 

Kompleks 
ΔEstab  

(woda) 
ΔEstab + BSSE 

(woda) 
ΔEstab  

(próżnia) 
ΔEstab + BSSE 

(próżnia) 

4.11.1.a 136,32 135,02 93,23 92,12 

4.11.1.b 139,43 138,40 96,41 95,03 

4.11.1.c 138,54 137,81 95,53 94,42 

4.11.1.d 139,20 138,23 96,23 95,43 

4.11.1.e 131,76 130,01 90,74 89,74 

4.11.1.f 132,79 130,93 92,43 91,78 

4.11.1.g 133,03 131,87 93,15 91,98 

4.11.1.h 133,59 131,79 93,15 91,89 

4.11.1.i 142,85 140,04 100,67 98,23 

4.11.1.j 141,35 139,73 98,45 98,53 

4.11.1.k 139,56 138,30 97,98 96,04 

Kompleks 
ΔEstab (próż-

nia) 
ΔEstab + BSSE 

(próżnia) 
ΔEstab (woda) 

ΔEstab + BSSE  
(woda) 

4.11.1.a 99,48 98,21 142,54 141,23 

4.11.1.b 100,34 98,78 143,75 142,54 

4.11.1.c 101,45 100,03 144,09 143,64 

4.11.1.d 102,49 101,34 145,89 144,01 

4.11.1.e 97,56 96,60 138,86 137,12 

4.11.1.f 98,02 97,54 139,87 138,42 

4.11.1.g 99,56 98,04 140,76 139,10 

4.11.1.h 99,86 98,54 140,99 139,76 

4.11.1.i 110,30 108,95 147,96 146,54 

4.11.1.j 107,89 106,21 145,53 143,45 

4.11.1.k 105,56 104,31 144,01 142,87 
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Tabela 4.12.1. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311++G(3df,2p) 
wartości energii stabilizacji ΔEstab [kcal/mol], ΔEstab + BSSE [kcal/mol] dla kompleksów TR–
Cu(II)–O3-5`-monofosforan(V) tymidyny, TR–Cu(II)–O4`-5`-monofosforan(V) tymidyny, 
TR–Cu(II)–O3–(H2O)4–5`-monofosforan(V) tymidyny oraz TR–Cu(II)–O4`–(H2O)4–5`-
monofosforan(V) tymidyny 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 4.13.1. Obliczone w próżni za pomocą metod DFT i MP2 wartości energii stabilizacji 
[kcal/mol] dla kompleksów TR-H2O z uwzględnieniem BSSE i bez tej poprawki 

Kompleks 
ΔEstab (wo-

da) 
ΔEstab + BS-
SE (woda) 

ΔEstab 
(próżnia) 

ΔEstab + BS-
SE (próżnia) 

4.12.1.a 132,97 130,76 115,53 114,75 

4.12.1.b 128,64 126,18 111,53 110,54 

4.12.1.c 137,32 134,83 120,43 119,12 

4.12.1.d 134,76 132,76 118,14 117,93 

4.12.1.e 127,32 124,97 110,76 109,97 

4.12.1.f 131,45 128,62 114,38 113,54 

4.12.3.a 61,62 54,27 40,21 33,07 

4.12.3.b 55,52 48,44 36,87 30,42 

4.12.3.c 69,70 61,11 46,56 39,80 

4.12.3.d 67,33 60,33 43,76 36,92 

4.12.3.e 50,56 43,42 34,79 26,92 

4.12.3.f 58,01 50,96 39,76 31,74 

Metoda 
ΔEstab dla 
4.13.2.a 

ΔEstab dla 
4.13.2.b 

ΔEstab + 
BSSE dla 
4.13.2.a 

ΔEstab + 
BSSE dla 
4.13.2.b 

B3LYP/6-311++G(3df,2p) 7,76 6,09 6,43 4,54 

B3LYP/6-311+G(2d,2p) 6,77 5,58 5,34 5,06 

B3LYP/aug-cc-pVDZ 8.10 7,72 7,04 6,25 

B3LYP/aug-cc-pVTZ 9,28 8,12 8,43 7,75 

B3LYP/aug-cc-pVQZ 10,11 8,65 9,33 7,05 

MP2(full)/6-311+G(2d,2p) 9,87 7,06 7,89 6,23 

MP2(full)/6-311++G(3df,2p) 9,37 8,03 8,66 7,12 

MP2(full)/aug-cc-pVDZ 10,68 9,46 9,86 8,63 

MP2(full)/aug-cc-pVTZ 11,03 10,94 10,57 9,64 

MP4(sdtq)/6-31+G(d,p) 9,01 8,89 8,87 7,43 
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Tabela 4.13.2. Obliczone w medium wodnym za pomocą metod DFT i MP2 wartości energii 
stabilizacji [kcal/mol] dla kompleksów TR– H2O z uwzględnieniem BSSE i bez tej poprawki 

Tabela 4.14.1. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311++G(3df,2p) 
wartości zmiany entalpii swobodnej Gibbsa [kcal/mol] dla reakcji rodnikowej inhibicji reduk-
tazy rybonukleotydowej spowodowanej przez hydroksymocznik, TR i jego rodniki fenoksy-
lowe 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Metoda 
ΔEstab dla 
4.13.2.a 

ΔEstab dla 
4.13.2.b 

ΔEstab + BSSE 
dla 4.13.2.a 

ΔEstab + 
BSSE dla 
4.13.2.b 

B3LYP/6-311++G(3df,2p) 10,73 9,64 9,75 8,54 

B3LYP/6-311+G(2d,2p) 9,03 8,62 8,32 7,53 

B3LYP/aug-cc-pVDZ 11,76 10,64 10,04 9,32 

B3LYP/aug-cc-pVTZ 12,98 11,09 11,73 10,21 

B3LYP/aug-cc-pVQZ 14,87 12,97 12,96 11,32 

MP2(full)/6-31+G(2d,2p) 12,87 11,32 11,09 10,43 

MP2(full)/6-311++G(3df,2p) 13,74 12,83 12,32 11,05 

MP2(full)/aug-cc-pVDZ 14,83 13,23 13,32 12,24 

MP2(full)/aug-cc-pVTZ 15,32 14,15 14,85 13,76 

MP4(sdtq)/6-31+G(d,p) 13,03 12,95 12,97 12,01 

Reakcja Próżnia 
Medium 
wodne 

4.14.3.a -3,175 -5,764 

4.14.3.b -0,432 -4,321 

4.14.3.c -4,301 -6,008 

4.14.3.d -0,260 -6,768 

4.14.3.e 5.609 2,321 

4.14.3.f 3,372 1,012 

4.14.3.g -3,432 -5,897 

4.14.3.h 0,585 -3,145 

4.14.3.i -12,248 -15,679 

4.14.3.j -12,834 -15,987 

4.14.3.k -10,235 -13,453 

4.14.3.l 4,723 1,479 

4.14.3.m -5,231 -8,210 

4.14.3.n -1,273 -4,412 

4.14.3.o -6,375 -9,678 
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Tabela 4.15.1. Obliczone za pomocą B3LYP/6-311+G(d,p) wartości zmiany entalpii swo-
bodnej Gibbsa [kcal/mol] dla reakcji TR z wodą, anionem wodorotlenkowym oraz dla reakcji 
4`-O-monoanionu, 3,4`-O-dianionu and 3,5-O-dianionu TR z cząsteczką wody oraz anionem 
OH w próżni, medium wodnym oraz etanolowym [189] 
 

Reakcja Próżnia Medium wodne Medium etanolowe 

4.15.2.a -87,108 -153,136 -150,752 

4.15.2.b 169,059 48,188 50,828 

4.15.2.c 174,581 48,153 52,574 

4.15.2.d 395,684 99,881 108,788 

4.15.2.e 433,803 108,924 116,883 

4.15.2.f 707,200 158,978 175,012 

4.15.3.d 226,611 51,693 57,959 

4.15.3.e 311,509 59,094 66,224 

4.15.3.f 437,272 50,054 58,129 

4.15.3.g -38,151 -52,344 -50,628 

4.15.3.h 8,617 -53,983 -50,459 

4.15.3.i 46,749 -44,943 -42,364 

Tabela 4.15.2. Obliczone w próżni, medium wodnym oraz etanolowym za pomocą B3LYP/6-
311G(d,p) wartości AIP [kcal/mol], BDE [kcal/mol] oraz PDE [kcal/mol] dla TR [189] 

 

Tabela 4.15.3. Obliczone w próżni, medium wodnym oraz etanolowym za pomocą B3LYP/6-
311+G(d,p) wartości AIP [kcal/mol], BDE [kcal/mol] oraz PDE [kcal/mol] dla TR [189] 

TR i wią-
zania O-H 

Próżnia Medium wodne Medium etanolowe 

AIP PDE BDE AIP PDE BDE AIP PDE BDE 

TR 154,054 – – 115,843 – – 118,987 – – 

4`-O-H – 320,678 76,012 – 288,876 77,728 – 290,760 76,768 

3-O-H – 326,321 – – 275,327 – – 276,870 – 

TR i 
wiązania 

O-H 

Próżnia Medium wodne Medium etanolowe 

AIP PDE BDE AIP PDE BDE AIP PDE BDE 

TR 157,061 – – 118,940 – – 119,814 – – 

4`-O-H – 322,582 76,683 – 279,061 80,121 – 284,194 78,371 

3-O-H – 328,977 – – 283,841 – – 285,331 – 
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Tabela 4.15.4. Obliczone w próżni, medium wodnym oraz etanolowym za pomocą B3LYP/6-
311+G(d,p) wartości PDE [kcal/mol] dla reakcji dysocjacji jonowej 4`-O-monoanionu (Reak-
cja 4.15.3.a), 3,4`-O-dianionu (Reakcja 4.15.3.b) oraz 3,5-O-dianionu TR (Reakcja 4.15.3.b) 
[189]  
 
 
 
 
 
 
Tabela 4.15.5. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311+G(d,p) war-
tości zmiany entalpii swobodnej Gibbsa [kcal/mol] dla mechanizmów reakcji TR z rodnikiem 
hydroksylowym 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 4.15.6. Obliczone za pomocą B3LYP/6-311++G(d,p) BDE [kcal/mol] dla wyselek-
cjonowanych konformacji TR 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reakcja Próżnia 
Medium 
wodne 

Medium 
etanolowe 

4.15.3.a 392,358 298,429 300,402 

4.15.3.b 473,838 304,304 314,555 

4.15.3.c 437,272 294,531 300,318 

Mechanizm Próżnia 
Medium 
wodne 

HAT -35,16 -38,67 

Protonowy -10,23 -34,32 

ET -32,75 -53,22 

Insercja do wiązania 
winylowego 

-103,59 -109,47 

Z przegrupowaniem -42,84 -50,56 

α [º] θ [º] BDE(próżnia) 
BDE(medium 

wodne) 

0,0 0,0 76,0 77,73 

5,0 10,0 78,82 80,03 

10,0 15,0 78,93 80,33 

15,0 20,0 79,58 81,21 

20,0 25,0 79,89 81,72 

25,0 30,0 81,64 82,86 

30,0 35,0 81,87 82,95 

0,0 5,0 77,87 79,25 

0,0 10,0 78,21 79,96 

0,0 15,0 79,06 81,11 

10,0 20,0 79,64 81,46 

5,0 0,0 77,36 79,10 

10,0 0,0 78,65 80,03 
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Tabela 4.16.1. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) war-
tości AIP [kcal/mol] and BDE [kcal/mol] dla wiązań 4`-O-H i 4-O-H w TR, CR, 4`-OH, 
trans-4,4`-DHS, trans-3,4,5-THS, trans-3,4,4`-THS, trans-3,4,4`-THS, trans-3,4-DHS oraz 
α,β-dihydro-3,4`,5-THS [187] 

 

Tabela 4.16.2. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą uB3LYP/6-311G(d,p) gę-
stości spinowe na O4` i O4 atomach w 4`-O and 4-O-rodnikach hydroksylowych pochodnych 
TR [187] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Substancja 
BDE 

(próżnia) 
AIP 

(próżnia) 
BDE (woda) 

AIP 
(woda) 

TR 78,683 157,061 80,728 118,940 

Trans-4,4`-DHS 77,663 152,212 79,103 113,380 

Trans-3,4,5-THS 71,816 151,342 73,914 116,339 

Trans-3,4,4`-THS (4-OH) 68,986 150,227 70,075 112,398 

Trans-3,4,4`-THS (4`-OH) 77,845 150,227 79,977 112,398 

Trans-3,4-DHS 69,734 156,691 71,338 117,414 

α,β-dihydro-3,4`,5-THS 82,401 168,183 85,545 129,106 

CR 80,026 159,349 82,731 120,837 

Rodnik fenoksylowy  
Gęstość spinowa 

(woda) 
Gęstość spinowa 

(próżnia) 

4`-O-rodnik TR 0,315 0,352 

4`-O-rodnik trans-4,4`-DHS 0,314 0,342 

4-O-rodnik trans-3,4,5-THS 0,312 0,340 

4-O-rodnik trans-3,4,4`-THS 0,303 0,329 

4`-O-rodnik trans-3,4,4`-THS 0,311 0,338 

4-O-rodnik trans-3,4-DHS 0,309 0,334 

4`-O-rodnik α,β-dihydro-3,4`,5-THS 0,443 0,472 

4`-O-rodnik CR 0,334 0,375 
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Tabela 4.17.1. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) war-
tości AIP [kcal/mol] dla oligomerów i glukozydów TR [188] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Substancja AIP (próżnia) AIP (woda) 

TR 157,061 118,940 

Trans-4,4`-DHS 152,212 113,380 

Dimer trans-4,4`-DHS 146,140 116,160 

Trans-ε-winiferyna 152,545 117,897 

Cis-ε-winiferyna 154,185 119,839 

Trans-δ-winiferyna-A 149,181 116,189 

Trans-δ-winiferyna-B 148,242 118,778 

Gnetina H 146,967 116,569 

Pallidol 154,465 118,887 

Trans-piceid 150,835 117,524 

Cis-piceid 152,204 119,125 

Trans-astringina 149,461 117,003 

3-O-glukuronian TR 143,024 115,210 

Trans-resweratrol-4`-O-
β-D-glukopiranozyd 

154,877 119,231 

Suffruticosol B 141,238 108,235 
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Tabela 4.17.2. Obliczone w próżni za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) wartości BDE [kcal/mol] 
wiązań O-H w oligomerów i glukozydów TR [188] 

Substancja 4-O-H 4`-O-H 2-O-H 2`-O-H 3-O-H 3`-O-H 1-OH 5-O-H 5`-O-H 

TR – 78,683 – – 82,876 – – 82,876 – 

Trans-4,4`-DHS 77,663 77,663 – – – – – – – 

Dimer trans-
4,4`-DHS 

77,392 – 83,095 
– 

– – 82,085 – – 

Trans-ε-
winiferyna 

78,398 – 82,582 
– 

82,846 82,846 82,763 – – 

Cis-ε-
winiferyna 

79,871 – 82,479 
– 

82,678 – 82,753 – – 

Trans-δ-
winiferyna-A 

83,151 – 82,632 
– 

82,709 – 82,632 82,709 – 

Trans-δ-
winiferyna-B 

96,601 – 96,956 
– 

96,004 – 96,956 96,004 – 

Gnetina H 77,972 82,805 – – 82,795 82,795 82,805 82,795 82,795 

Pallidol 81,764 81,746 81,303 81,303 80,906 80,906 – – – 

Trans-piceid – 78,004 – – – – – 84,562 – 

Cis-piceid – 78,962 – – – – – 83,354 – 

Trans-
astringina 

– 69,464 – – – 83,786 – 83,889 – 

3-O-
glukuronian TR 

– 78,883 – – – – – 84,072 – 

Trans-
resveratrol-4`-
O-β-D-
glukopiranozyd 

– – – – 84,764 – – 84,764 – 

Suffruticosol B 80,352 80,353 80,349 80,348 80,350 80,352 – 80,351 80,351 
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Tabela 4.17.3. Obliczone w próżni za pomocą uB3LYP/6-311G(d,p) gęstości spinowe na 
atomach tlenu glukozydów, 3-O-glukuronianu TR oraz na atomie O4` oligomerów TR [188] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Tabela 4.17.4. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311++G(3df,2p) wartości 
AIP [kcal/mol] oraz BDE [kcal/mol] dla siarczanów(VI) TR oraz TR 

Przeciwutleniacz O4` O3` O5 

TR 0,3529 – 0,4488 

Trans-4,4`-DHS 0,3424 – – 

Trans-piceid 0,3486 – 0,4679 

Cis-piceid 0,3694 – 0,4539 

Trans-astringina 0,3332 0,4378 0,4697 

3-O-glukuronian TR 0,3537 – 0,4645 

Trans-resveratrol-4`-O-β-
D-glukopiranozyd 

– – 0,4734 

Dimer trans-4,4`-DHS 0,3388 – – 

Pallidol 0,4357 – – 

Trans-ε-winiferyna 0,3480 – – 

Cis-ε-winiferyna 0,3734 – – 

Trans-δ-winiferyna-A 0,4478 – – 

Trans-δ-winiferyna-B 0,4476 – – 

Gnetina H 0,3489 – – 

Suffruticosol B 0,4287 – – 

Substancja 
AIP 

(próżnia) 

BDE 
4`-O-H 

(próżnia) 

BDE 
3-O-H 

(próżnia)

BDE 
5-O-H 

(próżnia) 

AIP 
(woda) 

BDE 
4`-O-H 
(woda) 

BDE 
3-O-H 
(woda) 

BDE 
5-O-H 
(woda) 

4.6.3.a 165,87 – 75,421 75,423 132,567 – 79,769 79,332 

4.6.3.b 163,01 74,215 – 75,923 130,679 78,654 – 79,776 

4.6.3.c 169,50 74,988 – – 137,521 78,876 – – 

4.6.3.d 171,522 – – 75,903 140,432 – – 79,689 

4.6.3.e 177,72 – – – 143,245 – – – 

TR 160,207 76,858 77,325 77,327 123,541 87,043 88,855 88,895 
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Tabela 4.18.1. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) war-
tości AIP [kcal/mol] oraz BDE [kcal/mol] wiązania 4`-O-H polifenoli wyizolowanych z orze-
cha ziemnego 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 4.19.1. Obliczone w próżni i medium wodnym za pomocą B3LYP/6-311G(d,p) war-
tości BDE [kcal/mol] wiązań O-H oraz AIP [kcal/mol] TR, PC, pterostilbenu, hydropterostil-
benu, rapontygeniny oraz izorapontygeniny 

 

Substancja 
AIP  

(próżnia) 
4`-O-H 

(próżnia) 
AIP (woda) 

4`-O-H  
(woda) 

Trans-arachidin-1  146,40 69,621 124,75 70,897 

Trans-arachidin-2 147,02 78,016 126,8 79,564 

Trans-arachidin-3 146,92 78,055 124,98 79,679 

Trans-3`-
izopentadienylo-3,5,4`-
trihydroksystilben 

153,85 73,707 131,21 74,775 

Substancja 
3`-O-H 

(próżnia) 
3-O-H 

(próżnia) 
4`-O-H 

(próżnia) 
3`-O-H 
(woda) 

3-O-H 
(woda) 

4`-O-H 
(woda) 

AIP 
(próżnia) 

AIP 
(woda) 

TR – 79,651 78,683 – 81,121 80,728 157,06 118,94 

Pterostilben – – 83,725 – – 84,964 153,32 115,76 

PC 75,082 77,988 77,643 76,231 78,643 78,321 150,32 110,43 

Rapontygenina – 83,197 82,321 – 84,124 83,089 152,45 108,77 

Izorapontygenina 80,789 80,342 – 81,785 81,236 – 152,78 108,95 

Hydropterostilben 81,456 – 80,976 82,886 – 81,907 151,76 107,54 
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a b s t r a c t

Quantum calculations based on the density functional theory (DFT) have been employed to study the
relation between the structure and antioxidant activity of trans-resveratrol (TR), cis-resveratrol (CR),
trans-4.40-dihydroxystilbene (trans-4,40-DHS), trans-3,4-dihydroxystilbene (trans-3,4-DHS), trans-3,4,40-
trihydroxystilbene (trans-3,4,40-THS), trans-3,4,5-trihydroxystilbene (trans-3,4,5-THS) and a,b-dihydro-
3,40 ,5-trihydroxystilbene (a,b-dihydro-3,40 ,5-THS) in the gas phase and water environment. We have
shown that the antioxidant activity of trans-stereoisomers of the compounds considered is related to
their phenoxy radicals showing a planar and semiquinone conformation that allows delocalization of the
unpaired electron through the whole trans-stilbene skeleton. The calculations have revealed that trans-
3,4-DHS, trans-3,4,40-THS, trans-3,4,5-THS and trans-4,40-DHS exhibit higher antioxidant activity than TR,
while a,b-dihydro-3,40 ,5-THS and CR are less efficient antioxidants than TR. We have proved that all
compounds have higher ability to donate hydrogen atom in the gas phase than in the presence of water
medium in which they are very sensitive to electron donation. The results obtained demonstrate that the
H-transfer mechanism for scavenging of the free radicals is more preferable than the single-electron
transfer in both types of environment. They are consistent with the experiments confirming the specific
biological activity of the compounds considered.

� 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
1. Introduction

Over the past few years, several studies have been devoted to the
therapeutic properties of TR (trans-3,40,5-trihydroxystilbene, Fig.1).
The most important biological activity of this compound is related
to the antioxidant [1–3] and cancer chemo-preventive activity [4,5].
It is a scavenger of free radicals against the peroxidation of low
density proteins [6–8] and a potent inhibitor of cycloxygenase COX-
1 and COX-2 in living cells [9]. These properties have been
confirmed by Wright et al. [10] with the use of the quantum-
mechanical computations in the gas phase and the locally dense
basis sets (LDBS), employed in the investigation of the antioxidant
activity of several classes of phenolic antioxidants including
compounds related to vitamin E, flavonoids, hydroxylated stilbenes
and sterically hindered phenols. In this work two pathways of
oxidation in which phenolic antioxidants can react with free
þ48 8291505.
i).

son SAS. All rights reserved.
radicals have been studied. The results clearly indicate that in most
cases H-atom transfer mechanism will be dominant in gas phase.

Theoretical study of the antioxidant properties of trans-resver-
atrol in the gas phase has been also performed by Cao et al. [11] by
making use of B3LYP/6-31G(d,p) level of theory. It has been
demonstrated that the 40-hydroxyl group in this compound is more
reactive than the other ones. On the basis of the analysis of the spin
density they concluded that 40-O-radical is more stable than 5-O-
radical. Moreover, the authors proved that the antioxidant activity
of trans-resveratrol is related to the spin density, unpaired electron
distribution on the oxygen atoms and the semiquinone structure of
its phenoxy radicals.

Recently, the common theoretical recognition of the anti-
oxidative features of TR and its hydroxylated derivatives was
reported by Quieroz et al. [12]. Employing the B3LYP hybrid func-
tional and the 6-31G(d) basis set, they have determined the phys-
ical parameters characterizing the antioxidant activity of these
compounds in the gas phase. Moreover, in this important study the
authors have proved that the antioxidant activity of the poly-
phenols studied is associated with the stabilization energy of 40-O
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radicals and that the hydroxyl bond in the para position strongly
contributes to the decrease in the parameters characterizing the
antioxidant behaviour of the polyphenolic compounds studied.

Parallel to theoretical calculations, some experimental studies of
the antioxidant activity of TR and its derivatives have been per-
formed. Recently, Fan et al. [13] synthesized a new antioxidant trans-
4,40-DHS (Fig. 1). In their work the antioxidant activity of this
compounds has been analyzed in reactions with the glavinoxyl
radical. Also, the geometric properties of trans-4,40-DHS dimer have
been confirmed by spectroscopic methods. The authors claimed that
this dimer was an oxidative product of dimerization of TR in the
presence of Cu(II). Finally, the experimental results lead to the
conclusion that trans-4.40-DHS possesses stronger antioxidant
activity and cytoxicity against human promyelocitic leukemia cells-
than TR.

On the basis of the kinetic data Fang et al. [14], investigated the
antioxidant effect of TR, trans-3,4-DHS, trans-3,4,40-THS, trans-
3,4,5-THS, trans-4,40-DHS, trans-4-hydroxystilbene and trans-3,5-
DHS, against the peroxidation of linoleic acid in sodium dodecyl
sulfate (SDS) and cetyl trimethylammonium (CTAB) micelles. In
order to investigate the reactions kinetic, the rate of propagation,
chain initiation, peroxide formation, the inhibition period, kinetic
chain lengths and inhibition time have been determined. Their
results imply that except for trans-4-hydroxystilbene and trans-
3,5-dihydroxystilbene, the compounds mentioned are significantly
stronger antioxidants than TR. However, trans-3,4,40-THS has
Fig. 1. Molecular structures of trans-4,40-DHS (1), TR (2), trans-3,4,40-THS (3), tr
extremely high antioxidant activity, thus it completely inhibits
peroxidation of linoleic acid. It can be seen from Table 9 that trans-
3,4-DHS, trans-3,4,40-THS, trans-3,4,5-THS, trans-4,40-DHS are less
effective antioxidants than TR since they are characterized by
a lower values of the oxidation potential than TR. In addition, these
authors show that the molecules with ortho-dihydroxyl and para-
hydroxyl groups show high antioxidant activity.

The experimental study of the antioxidant activity of TR and its
various derivatives was also presented by Stivala et al. [15]. In this
work, the antioxidant activity of these molecules was evaluated
measuring the inhibition of citronellal thermo-oxidation and the
reduction of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical. These authors
also compared the antioxidant activity of a,b-dihydro-3,40,5-THS
and TR and claimed that a,b-dihydro-3,40,5-THS was significantly
less active antioxidant than TR. Additionally, in their study based on
the values of EC50 and EQ (Table 9) as measures of antioxidant
activity it has been demonstrated that CR shows lower antioxidant
activity than its trans-stereoisomer.

Considering the above remarks together with the importance of
the antioxidative activity of TR, trans-4,40-DHS, trans-3,4-DHS, trans-
3,4,40-THS, trans-3,4,5-THS and a,b-dihydro-3,40,5-THS (Fig. 1)
protection against free radicals, we demonstrate the structure–
radical scavenging activity of these compounds in gas phase and
aqueous environment by means of the DFT method. To elucidate the
geometric stereoisomer–antioxidant activity relation, the compu-
tations were performed for trans-resveratrol and CR. Because of the
ans-3,4,5-THS (4), trans-3,4-DHS (5), a,b-dihydro-3,40 ,5-THS (6) and CR (7).



Table 1
The B3LYP/6-311G(d,p) optimized in the gas phase bond lengths [Å], dihedral angles [deg], total energies [hartree] of TR, CR, trans-4,40-DHS, trans-3,4,5-THS, trans-3,4,40-THS,
trans-3,4-DHS, 40-O-radical of trans-TR, 40-O-radical of trans-4,40-DHS, 4-O-radical of 3,4-trans-DHS, 4-O-radical of trans-3,4,5-THS, 40-O-radical of trans-3,4,40-THS, 4-O-
radical of 3,4,40-THS, 40-O-radical of a,b-dihydro-3,40 ,5-THS and 40-O-radical of CR.

Bond and Dihedral angles C]C O4–H4 O3–H3 O4‘–H4‘ C5C4C7C8 C7C8C9C10 Energy

TR 1.345 – 0.962 0.963 0.02 0.02 �766.571045
CR 1.345 – 0.962 0.963 27.43 39.22 �766.562776
trans-40 ,4-DHS 1.346 0.962 – 0.962 0.00 0.00 �691.328145
trans-3,4,5-THS 1.345 0.965 0.962 – 6.98 6.47 �766.573012
trans-3,4,40-THS 1.345 0.963 0.961 0.962 0.29 0.46 �766.571878
trans-3,4-DHS 1.345 0.962 0.960 – 0.00 0.00 �691.328528
a,b-dihydro-3,40,5-THS – – 0.960 0.962 – – �767.793375
40-O radical of TR 1.363 – 0.962 – 0.00 0.00 �765.934850
40-O-radical of 40 ,4-DHS 1.361 0.961 – – 0.00 0.00 �690.693727
4-O-radical of 3,4,5-THS 1.362 – 0.961 – 0.00 0.00 �765.948469
4-O-radical of 3,4-DHS 1.362 – 0.962 – 0.00 0.00 �690.707321
40-O-radical of a,b-dihydro-3,40 ,5-THS – – 0.960 – – – �767.151238
40-O-radical of 3,4,40-THS 1.362 0.963 0.980 – 0.00 0.00 �765.937949
4-O-radical of 3,4,40-THS 1.362 – 0.980 0.963 0.04 0.00 �765.951976
40-O-radical of CR 1.361 – 0.962 – 15.69 36.55 �765.924442
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lack of experimental data for other cis-stereoisomers of trans-
analogues of trans-resveratrol, the antioxidant properties of these
cis-stereoisomers have been not investigated. It was our intention to
employ the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory to perform the most
reliable optimization of the geometrical parameters of these
compounds and to calculate physical descriptors characterizing their
antioxidant ability. It particular, the homolytic bond dissociation
enthalpy (BDE) of 40-O–H and 4-O–H bonds, adiabatic ionization
potential (AIP), HOMO orbital distribution and spin density in the 40-
O and 4-O-free radicals were calculated. Moreover, the purpose of
this study was to show that trans-4,40-DHS, trans-3,4-DHS, trans-
3,4,40-THS and trans-3,4,5-THS are more active antioxidants than TR,
whereas a,b-dihydro-3,40,5-THS and CR have significantly lower
ability to scavenge free radicals than TR. The results were compared
with the experimental conclusions reported by Fan [13], Fang, [14]
and Stivala et al. [15]. It should be emphasized that we did not have
the experimental values of AIP and BDE. Because of no experimental
values of BDE and AIP, we could not express the errors in predictions
of these calculated antioxidant factors. Note that in the experimental
works the antioxidant properties of the compounds studied were
estimated on the basis the EQ, EC50 and the kinetic parameters as
well as oxidation potential reported by Fang et al. [14]. EC50 is the
antioxidant concentration necessary to decrease the initial amount
of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH) by 50% while EQ is
the concentration required for each compound to double the half-life
with respect to control reaction. Unfortunately, these purely empir-
ical parameters cannot be calculated with the use of the Gaussian
03W package. Hence, in this study we explain the differences in the
antioxidant activity of the compounds studied and confirm the
conclusions of the experimental studies.

In contrast to the works by Cao et al. [11] and Quieroz et al. [12],
in our study new phenolic antioxidants are examined and detailed
analysis of the geometric parameters of these compounds, their 40-
O, 4-O-radicals in gas phase and water medium is performed. We
Table 2
The calculated at B3LYP/6-311G(d,p) level of theory total molecular energies [har-
tree] of the cis-stereoisomers and relative energies [kcal/mol] for the geometric
stereoisomers in the gas phase.

Compounds Energy Relative energy

CR �766.562776 5.189
cis-4,40-DHS �691.320744 4.644
cis-3,4,5-THS �766.559248 8.637
cis-3,4,40-THS �766.564754 4.470
cis-3,4-DHS �691.321182 4.609
present a detailed analysis of the geometrical parameters of these
chemical systems. Our study carefully explains the influence of
these optimized geometries and the presence of the vinyl bond on
the antioxidant properties of the compounds studied. Note that the
novelty of our study is investigation of the antioxidant activity of
two stereoisomers of resveratrol in both environments. Hence, for
the first time the stereochemical contribution to this activity of the
stereoisomers of resveratrol is considered with the aid of ab initio
quantum computations in polar medium. To investigate the influ-
ence of solvent on antioxidant properties of the compounds
examined, the solvent effect was also included in computations.
Therefore, our results contribute to explanation of the antioxidant
activity of the compounds studied in living cells in which the
environment with the participation of free radicals is polar. On the
basis of this fact we conclude that the computations in the gas
phase performed by Cao [11] et al. and Quieroz et al. [12] are very
useful only for preliminary elucidation of the antioxidant proper-
ties of these compounds.
2. Methods

All computations were performed using the GAUSSIAN 03W
software package [17]. The images presented in the figures were
generated by using ChemSketch and GaussView visualization
programs. Full optimization of molecular geometry and energy was
carried out in the gas phase and water environment. Full optimiza-
tions were made without symmetry constraints. Geometries of the
neutral compounds in their ground state were optimized employing
the DFT method with restricted Becke’s three-parameter hybrid
functional and the nonlocal Lee, Yang and Parr gradient-corrected
correlation functional B3LYP [18,19] combined with the 6-311G(d,p)
functional basis set. However, for the geometry optimization of the
Table 3
The total molecular energies [hartree] of the 40-O and 4-O radicals of cis-stereo-
isomers and relative energies [kcal/mol] of these radicals of the geometric stereo-
isomers studied in gas the phase calculated at unrestricted B3LYP/6-311G(d,p) level
of theory.

Radicals Energy Relative energy

40-O-radical of CR �765.924442 6.531
40-O-radical of cis-4,40-DHS �690.683669 6.311
4-O-radical of cis-3,4,5-THS �765.939325 5.738
40-O-radical of cis-3,4,40-THS �765.927584 6.504
4-O-radical of cis-3,4-DHS �690.697201 6.350
4-O-radical of cis-3,4,40-THS �765.942150 6.166



Table 4
The calculated at B3LYP/6-311G(d,p) level of theory total molecular energies [har-
tree] of the cis-stereoisomers and relative energies [kcal/mol] for the geometric
stereoisomers in the water environment.

Compounds Energy Relative energy

CR �766.604433 5.743
cis-4,40-DHS �691.349062 7.314
cis-3,4,5-THS �766.594239 6.642
cis-3,4,40-THS �766.599655 5.900
cis-3,4-DHS �691.346727 5.966
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free radicals and cation radicals the unrestricted uB3LYP/6-311G(d,p)
level of theory was applied. We employed unrestricted B3LYP
exchange-correlation functional for the open-shell molecular
systems since it provides the most reliable results. The computations
performed for the radicals were made for the optimized most stable
structure of the neutral molecules, after H atom abstracted from 40-
OH or 4-OH groups. Since the 40-OH and 4-OH groups are the most
effective in scavenging of free radicals [16], the radicals without 40-
and 4-hydrogen were investigated. In the process of optimization of
the structure of radicals and cation radicals the spin contamination
was monitored. The mean value of the square of the total spin of
0.750 was maintained. In order to determine the starting geometry
of the compounds studied and the approximate location of the
minimum energy structures, the potential energy surface scans were
made. At first step, the potential energy surfaces, at restricted B3LYP/
6-31G(d) level were built by changing the dihedral angles a (C5–C4–
C7–C8) and q (C7–C8–C9–C10) in the compounds studied. The
conformational energy maps were obtained through the discrete
rotation of these selected angles in 10� increments, ranging from
0� to 180� with constraint on all other geometrical parameters.
Afterwards, the most stable structures obtained from the scan were
fully optimized without any constraint around each potential
minimum. For all optimized structures, we calculated the harmonic
vibrational frequencies of the corresponding bonds to determine
stationary points on the potential energy surface. Since the relative
hydrogen orientation in OH groups is also the most important
geometrical parameter, for the most stable geometries obtained from
previous full optimizations, the potential energy surfaces describing
the relation between these orientations and total energy were built.
These surfaces were generated at B3LYP/6-31G(d) level of theory by
changing the dihedral angles b (C6–C1–O4‘–H4‘), g (C10–C11–O5–H5), 4

(C14–C13–O3–H3) and d (C11–C12–O4–H4) in 60� increments with
constraint on all other geometrical parameters. In the calculations
we used the angle increment by 60� in order to find out whether in
Table 5
The B3LYP/6-311G(d,p) optimized in the water medium bond lengths [Å], dihedral angles
THS, trans-3,4-DHS, 40-O-radical of trans-TR, 40-O-radical of trans-4,40-DHS, 4-O- radical o
radical of 3,4,40-THS, 40-O-radical of a,b-dihydro-3,40 ,5-THS and 40-O-radical of CR.

Bond and Dihedral angles C]C O4–H4 O3–H

TR 1.347 – 0.982
CR 1.347 – 0.982
trans-40 ,4-DHS 1.347 0.982 –
trans-3,4,5-THS 1.347 0.977 0.975
trans-3,4,40-THS 1.347 0.983 0.976
trans-3,4-DHS 1.347 0.983 0.976
a,b-dihydro-3,40 ,5-THS – – 0.981
40-O radical of TR 1.368 – 0.983
40-O-radical of 40 ,4-DHS 1.372 0.985 –
4-O-radical of 3,4,5-THS 1.366 – 0.985
4-O-radical of 3,4-DHS 1.363 – 0.984
40-O-radical of a,b-dihydro-3,40 ,5-THS – – 0.982
40-O-radical of 3,4,40-THS 1.369 0.985 0.978
4-O-radical of 3,4,40-THS 1.367 – 0.983
40-O-radical of CR 1.366 – 0.982
the most stable conformations the hydrogen atoms from the OH
groups are in the plane of the molecule or out of the plane. Finally,
the most stable conformations obtained from these scans were fully
optimized at 6-311G(d,p) level of theory and vibrational character-
ized to check for the presence of imaginary frequencies in the
minima. The total molecular energies of the compounds studied
assumed to have the optimized structures were almost the same. In
this way, the most reliable structures of the antioxidants investigated
in the global energy minimum were determined, which seem to be
the best theoretical result generated by the methods used in the
calculations. In order to explain the influence of the resonance
stabilization on the antioxidant activity of trans-4,40-DHS, the reso-
nance forms of its 40-O-radical were determined. The homolytic BDE
values of the O–H bond ware calculated as the differences in the
enthalpy of the reactants at 298.15 K and 1.00 atm with the use of the
following equation: BDE¼HradicalþHH�Hmolecule where Hradical is
the enthalpy of the free radical, HH is the enthalpy of the H-atom
(�0.49764 [hartree]) with the vibrational correction [10] whereas
Hmolecule indicates the enthalpy of the parent molecule. The AIP
values were obtained according to the formula AIP¼ ECR� EP in
which EP is the total energy of the parent molecule whereas ECR

denotes the corresponding total energy of the cation radical gener-
ated after the electron transfer. In all computations, cation radicals
from the optimized neutral compounds in the global energy
minimum were generated and further fully optimized. The HOMO
orbital distribution and spin density distribution were determined
by using the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory for the fully opti-
mized structure of the compounds and their 40-O and 4-O-radicals.
Additionally, the spin density for each atom of the 40-O and 4-O-
radicals studied was computed using the unrestricted B3LYP/6-
311G(d,p) level of theory in gas phase and water environment.

Since the free radical-scavenging action strongly depends on polar
solution in the real biological systems, solvent effect was taken into
account in this study. The solvent effects were computed by using the
conductor polarizable solvation model (CPCM) [20] as implemented
in the Gaussian 03W program. In this model water is assumed as
a macroscopic continuum characterized a dielectric constant
3¼ 78.39. The UAO solvent cavity model was used in the computa-
tions. The UAO cavity is built-up using the united atom topological
model UATM [21] applied on atomic radii of the universal force field
UFF [22]. The CPCM computations were performed with tesserae of
0.2 Å2 average size. We investigated the influence of water environ-
ment on the stability of O–H bonds, the values of AIP and spin density.
The solvent effect in the conformational equilibrium was obtained for
the fully optimized most stable trans-stereoisomers, CR, a,b-dihydro-
[deg], total energies [hartree] of TR, CR, trans-4,40-DHS, trans-3,4,5-THS, trans-3,4,40-
f 3,4-trans-DHS, 4-O-radical of trans-3,4,5-THS, 40-O-radical of trans-3,4,40-THS, 4-O-

3 O4‘–H4‘ C5C4C7C8 C7C8C9C10 Energy

0.983 0.10 0.00 �766.613485
0.983 26.51 38.62 �766.604333
0.982 0.01 0.00 �691.360718
– 4.58 4.04 �766.604823
0.982 0.33 0.46 �766.609058
– 0.00 0.00 �691.356234
0.982 – – �767.832870
– 0.11 0.13 �765.975119
– 0.00 0.00 �690.725411
– 0.00 0.00 �765.980779
– 0.00 0.00 �690.728335
– – – �767.187787
– 0.00 0.00 �765.973781
0.984 0.04 0.00 �765.983506
– 19.43 36.55 �765.962693
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3,40,5-THS, 40-O, 4-O radicals and cation radicals in the gas phase, at
the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory.

3. Results and discussion

3.1. The optimized geometries of TR, CR, trans-3,4-DHS, trans-
3,4,40-THS, trans-3,4,5-THS, trans-4,40-DHS, a,b-dihydro-3,40,5-THS,
their free radicals and cation radicals

The O4–H4, O4‘–H4‘, O3–H3 and C]C bond lengths and the torsion
angles between two phenyl rings, which are the most significant
structural parameters of the equilibrium optimized neutral structure
of all the compounds investigated and their 40-O and 4-O-radicals in
Fig. 2. The B3LYP/6-311G(d,p) optimized geometries of TR (1), trans-4,40-DHS (2), trans-3,4,
in the gas phase.
their ground states, are summarized in Table 1. The optimization of
all compound structures using 6-311G(d,p) basis set leads to the
absolute energy minimum on the potential energy surface, whose
presence is confirmed by the lack of imaginary frequencies. The
energetic analysis performed reveals that a,b-dihydro-3,40,5-THS is
the most stable compound in the mediums studied. Probably it is due
to the absence of the vinyl bond. Additionally, the all cis-stereoiso-
mers and their 4-O and 40-O-radicals are energetically less stable
than their trans-stereoisomers in the environment studied (Tables
2–5). This result is confirmed by the values of relative energies
calculated as the difference between total energies of the geometric
stereoisomers studied (Table 2). The small values of these relative
energies reveal the high torsional flexibility of the compounds
40-THS (3), trans-3,4-DHS (4), trans-3,4,5-THS (5), a,b-dihydro-3,40 ,5-THS (6) and CR (7)
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studied. The significant value of the relative energy for the 3,4,5-THS
stereoisomers in the gas phase can be related to the high energy of
cis-stereoisomer whose geometry is strongly deviated from
planarity (a (C5–C4–C7–C8)¼ 38.89�, q (C7–C8–C9–C10)¼ 31.14�).
Note that the energy differences between the lowest energy
conformations of trans and cis-stereoisomers (except for stereoiso-
mers of 3,4,5-THS) are lower than that of their 40-O and 4-O radicals.
The calculated C]C bond lengths of the central moiety of the
molecules studied have similar values in the gas phase. However, in
the radical forms the C]C bonds are longer than those in the neutral
molecules. We observe that all O3–H3 bond lengths in the
compounds studied are slightly shorter than the O4–H4 and O4‘–H4‘

bonds. The optimized values of the b (C6–C1–O4‘–H4‘), g (C10–C11–
O5–H5), 4 (C14–C13–O3–H3) and d (C11–C12–O4–H4) dihedral angles
Fig. 3. The uB3LYP/6-311G(d,p) optimized geometries of the 40-O-radical of TR (1), 40-O-rad
THS (4), 40-O-radical of trans-3,4,40-THS (5), 4-O-radical of trans-3,4,40-THS (6), 40-O-radica
indicate that hydrogen atoms from OH groups lie in the surface of the
all compounds, their radical forms and cation radicals in both envi-
ronments. According to the calculation results, these dihedral angles
are approximately 0� and 180� in the mediums studied. On the basis
of the optimized values of the a (C5–C4–C7–C8) and q (C7–C8–C9–C10)
dihedral angles, it is evident that the geometries of the trans-
stereoisomers studied (Fig. 2) and their radicals (Fig. 3) as well as
cation radicals (Fig. 4) are strictly planar in the gas phase. In
comparison with the gas phase, the water environment causes an
increase in the lengths of the C]C bonds and a significant increase in
the O–H bond lengths in all compounds and their 40-O-radicals
(Table 5). This finding shows that water environment evidently
facilitates the heterolytic dissociation of the hydroxyl bonds. Also, in
water environment all trans-stilbene derivatives studied (except for
ical of trans-4,40-DHS (2), 4-O-radical of trans-3,4-DHS (3), 4-O-radical of trans-3,4,5-
l of a,b-dihydro-3,40 ,5-THS (7) and 40-O-radical of CR (8) in the gas phase.
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trans-3,4,5-THS), their 40-O, 4-O-radicals and cation radicals have
planar equilibrated geometries. Besides, the all chemical systems
studied in water environment are more energetically stable than in
the gas phase (Table 5). The slight deviation from the planarity found
for trans-3,4,5-THS in both environments is probably due to the
unfavourable location of hydroxyl groups. In our opinion the strong
interaction between closely localized hydroxyl groups is the main
contribution to this distortion of the planar geometry. It is interesting
to note that also CR (Fig. 9), its 40-O-radical and cation radical have
geometry significantly deviating from the planarity in the environ-
ments studied. The values of the a (C5–C4–C7–C8) and q (C7–C8–C9–
C10) dihedral angles in CR and its 40-O-radical explicitly confirm this
finding (Table 1). Thus, this deviation can be the main reason for the
higher energy of CR than TR in the environments studied. It is well
Fig. 4. The uB3LYP/6-311G(d,p) optimized geometries of the cation radicals of TR (1), trans
3,40 ,5-THS (6) and CR (7) in the gas phase.
known that the molecular structure of TR and other antioxidant can
contribute to the electron transfer during scavenging of free radicals
[15]. The stacking interactions between the planar investigated
molecules can permit energetically favourable hydrogen atom
transfer in the interaction and facilitate the interaction with free
radicals. The energetic analysis reveals that all 40-O, 4-O-radicals are
less stable than the neutral molecules in the examined mediums,
therefore they can be more reactive in the biochemical reactions. The
optimized structures of the 40-O and 4-O radicals are planar and have
semiquinone form; the unpaired electron is localized in these forms
mainly on the O atom in the para position leading to the stabilization
of the radicals. Also, the high delocalization of the unpaired electron
on the vinyl bond is strongly emphasized. Note that the presence of
the vinyl bond and the electron donation hydroxyl groups in these
-4,40-DHS (2), trans-3,4,40-THS (3), trans-3,4-DHS (4), trans-3,4,5-THS (5), a,b-dihydro-



Fig. 5. The uB3LYP/6-311G(d,p) optimized geometries of the resonance forms of trans-4,40-DHS in the gas phase.

Table 6
The B3LYP/6-311G(d,p) in the gas phase calculated values of the AIP [kcal/mol] and
BDE [kcal/mol] of 40-O–H bond of TR, 40-O–H bond of trans-4,40-DHS, 4-O–H bond of
trans-3,4,5-THS, 4-O–H bond of trans-3,4,40-THS, 40-O–H bond of trans-3,4,40-THS,
4-O–H bond of trans-3,4-DHS, 40-O–H bond of a,b-dihydro-3,40 ,5-THS and 40-O–H
bond of CR.

Antioxidant BDE AIP

TR 78.683 157.061
trans-4,40-DHS 77.663 152.212
trans-3,4,5-THS 71.816 151.342
trans-3,4,40-THS (4-OH) 68.986 150.227
trans-3,4,40-THS (40-OH) 77.845 150.227
trans-3,4-DHS 69.734 156.691
a,b-dihydro-3,40 ,5-THS 82.401 168.183
CR 80.026 159.349
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radicals may also stabilize their semiquinone geometry. The corre-
sponding resonance forms of the 40-O-radicals of trans-4.40-DHS
(Fig. 5) are almost isoenergetic (E¼�690.69372721 [hartree]), thus,
they are characterized by similar stability and are strongly stabilized
by the resonance. All geometric parameters in these forms take the
comparable values and the unpaired electron is distributed mainly
on the vinyl bond in their planar conformation.

3.2. BDE, AIP, HOMO orbital distribution and spin density
distribution. The influence of water environment

The hydrogen donating ability of the wide class of polyphenols
and the ability of these compounds to form the radical forms are
characterized by BDE, whereas AIP is an important physical factor
indicating the range of electron donation. The BDE corresponds to
the O–H bond breaking (H abstraction), thus this parameter
describes the stability of the hydroxyl bonds. The molecules with
lower values of BDE and AIP are endowed with higher antioxidant
activity. The calculated values of the BDE and AIP for the molecules
studied in the gas phase are present in Table 6. The results indicate
that AIP and BDE for trans-4.40-DHS, trans-3,4-DHS, trans-3,4,40-
THS and trans-3,4,5-THS are lower than those for TR while the
smallest value of AIP of trans-3,4,40-THS. It proves that these
compounds are more efficient free radical scavengers than TR and
that these molecules seem to donate the single-electron during the
interaction with free radicals. In particular, trans-3,4,40-THS is
mainly susceptible to electron transfer. Analyzing the values of BDE
of the 4-O-H bond for all compounds one can find that for trans-
3,4,40-THS and trans-3,4-DHS this antioxidant factor takes the
smallest value in the gas phase. In our opinion, this result for trans-
3,4-DHS can be interpreted as a consequence of the presence of all
hydroxyl groups in one phenyl ring. In such an arrangement the
hydroxyl groups at 3 and 5 positions reduce the stability of the 40-
O–H and 4-O–H bonds by intermolecular hydrogen interaction.
This result confirms the results reported by Fang et al. [14]. Addi-
tionally, 3,4,40-trans-THS has a higher value of BDE of 40-O–H bond
than 4-O–H. Hence, in this molecule 4-O–H bond is more sensitive
to interaction with free radicals. Similarly, the high antioxidant
potency of trans-4.40-DHS is related to the favourable location of
phenolic hydroxyl groups. The presence of two strong donation
hydroxyl groups in para positions contributes to the ease of the
electron donation. It is well known that electron-donating groups
increase the stability of polyphenolic free radicals and decrease the
stability of parent molecules. Thus, we conclude that the decrease
in BDE for all polyphenols can arise from the number of the strong
electron-donating hydroxyl groups and their favourable location in
the para positions of the studied molecules. Moreover, the
conjunction of the phenyl rings by double bond ensures the most
energetically favourable resonance stabilization, which facilitates
the high electron transfer after the hydrogen abstraction in para or
orto positions. In contrast to the previous results, BDE of 40-OH
group and the AIP for a,b-dihydro-3,40,5-THS are significantly
higher than for TR and other antioxidants studied. This result
shows that the double bond between the phenyl rings is a very
important structural element which determines the antioxidant
potency of the phenolic compounds.

The BDE and AIP values of CR are higher than those of its
trans-stereoisomer in both types of environment. It proves that
cis-stereoisomer is less efficient antioxidant than trans-resver-
atrol. This result confirms the experimental observation by Sti-
vala et al. [15]. It should be pointed out that planar conformation
of free radical and cation radical ensures favourable spin and
unpaired electron distribution, which is an important parameter
determining the stability of the radicals and antioxidant power.
Therefore, the deviation from planarity of CR, its 40-O-radical and
cation radical is the main factor determining the decrease in the
reduction of the antioxidant activity of CR. We can conclude that
the non-planar geometry of the 40-O-radical of CR can effectively
prevent the delocalization of the unpaired electron in this
radical.
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When the solvent effect was taken into account, a significant
influence of water medium on AIP values was observed (Table 8).
The values of this antioxidant factor in water medium are
dramatically lower than in gas phase. It is well known that cation
radicals are charged and quite sensitive to the polarity of various
solvents. As expected in water environment the lower values of AIP
than in gas phase were obtained. From this result it is evident that
this polar medium can facilitate electron donation which is one of
the most important process of free radical scavenging. Moreover,
the values of AIP indicate that trans-3,4,40-THS is the most efficient
the electron donor from among the compounds studied and that
the all trans-stereoisomers studied are more sensitive to electron
donation than TR, while a,b-dihydro-3,40,5-THS is less sensitive to
the electron donation than TR.
Fig. 6. The HOMO orbital distribution in TR (1), trans-4,40-DHS (2), trans-3,4,5-THS (3), tra
phase.
Comparing the values of BDE (Tables 6, 8) in the environ-
ments studied, we observe that in water medium these values
are higher than in gas phase. Hence, on the basis of the values
of BDE in water environment it can be concluded that this
medium decreases the ability of the hydroxyl groups to
homolytic dissociation. This finding reveals that in water the
antioxidants studied have a lower ability to hydrogen transfer
than in gas phase. Similarly as in the gas phase the computa-
tions performed in water environment reveal that trans-3,4,40-
THS has highest the hydrogen atom donating ability whereas
the ability of a,b-dihydro-3,40,5-THS to this process is smallest.
In comparison with TR, the all trans-stilbene derivatives in
water medium are expected to show higher hydrogen atom
donating activity since the corresponding BDE values are lower
ns-3,4,40-THS (4), trans-3,4-DHS (5), a,b-dihydro-3,40 ,5-THS (6) and CR (7) in the gas



Fig. 7. The spin density distribution in 40-O-radical of TR (1), 40-O-radical of trans-4,40-DHS (2), 4-O-radical of trans-3,4,5-THS (3), 40-O-radical trans-3,4,40-THS (4), 4-O-radical of
trans-3,4-DHS (5), 40-O-radical of a,b-dihydro-3,40 ,5-THS (6) and 40-O-radical of CR (7) in the gas phase.
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that those obtained for TR. This result is in agreement with the
calculations performed in the gas phase. The findings obtained
lead to the conclusion that the trans-stereoisomers studied are
stronger antioxidants than TR in the mediums considered.
However, the calculated smaller values of BDE than AIP prove
that the H-atom transfer mechanism for scavenging of free
radicals is most favourable in the mediums studied. Hence, in
physiological conditions, a scavenging of harmful free radicals
by the antioxidants investigated may be achieved mainly via
hydrogen donation.
Another important molecular parameter correlated with the free
radical scavenging activity is the energy of the HOMO orbital. The
molecules with a lower energy of the HOMO orbital have weaker
electron donating ability. Besides, the electronic density distribu-
tion in these orbitals permits prediction of the most probable sites in
the molecules investigated which can be easily attacked by free
radicals and other reactive agents. More active redox sites of these
molecules are characterized by high density of the HOMO orbital.
Analysis of the distribution of HOMO orbital (Fig. 6) shows that for
all trans-stereoisomers and CR it is delocalized on the whole



Fig. 8. The computed at uB3LYP/6-311G(d,p) level of theory spin density in the 40-O-radical of TR (1), 40-O-radical of trans-4,40-DHS (2), 40-O-radical of trans-3,4,40-THS (3), 4-O-
radical trans-3,4,40-THS (4), 4-O-radical of trans-3,4-DHS (5), 4-O-radical of trans-3,4,5-THS (6), 40-O-radical of a,b-dihydro-3,40 ,5-THS (7) and 40-O-radical of CR (8) in the gas phase.
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molecule and particularly on the 4- and 40-positions and double
bond which connects the phenyl rings. Hence, the 40-OH and 4-OH
groups in both compounds can be easily attacked by the free radicals
in the real biological systems. The high range of delocalization of
this orbital indicates that the compounds investigated have many
active redox sites. In contrast, the OH groups in meta position are
Fig. 9. The B3LYP/6-311G(d,p) fully optimized geome
insensitive to the interactions with free radicals. This observation
for TR is in an excellent agreement with the results obtained by Cao
et al. [11]. Furthermore, in all trans-stilbene derivatives studied the
HOMO orbital is distributed along both phenyl rings. This finding is
strongly correlated with the presence of the vinyl bond, which
facilitates the HOMO orbital distribution between two phenyl rings.
tries of CR (1) and TR (2) in the water medium.



Table 7
The uB3LYP/6-311G(d,p) spin density calculated on the 40-O and 4-O atoms in the 40-
O and 4-O-radicals of the compounds studied in the water environment.

Radical Spin density

40-O-radical of TR 0.315
40-O-radical of trans-4,40-DHS 0.314
4-O-radical of trans-3,4,5-THS 0.312
4-O-radical of trans-3,4,40-THS 0.303
40-O-radical of trans-3,4,40-THS 0.311
4-O-radical of trans-3,4-DHS 0.309
40-O-radical of a,b-dihydro-3,40 ,5-THS 0.443
40-O-radical of CR 0.334

Table 9
The experimental values of the oxidation potential E [14] and EQ [15] for the anti-
oxidants studied.

Antioxidant E [V] EQ [mM]

TR 0.62 135� 8.81
trans-4,40-DHS 0.40 –
trans-3,4,5-THS 0.24 –
trans-3,4,40-THS 0.32 –
trans-3,4-DHS 0.34 –
a,b-dihydro-3,40 ,5-THS – 260� 11.2
CR – 241� 38.0

D. Mikulski et al. / European Journal of Medicinal Chemistry 45 (2010) 1015–10271026
Comparing the HOMO orbital distribution in CR and TR we observe
that CR shows significant reduction of the density of the HOMO
orbital at 3-OH and 5-OH group. However, a,b-dihydro-3,40,5-THS is
characterized by total reduction of the HOMO orbital distribution at
a-phenyl ring.

One of the most important parameters which can be used to
characterize the antioxidant activity is also the spin density
distribution in free radicals. The stability of free radicals and the
antioxidant potency are mainly determined by this factor. The
calculations performed reveal that in all compounds which are
derivatives of trans-stilbene, the spin density is delocalized through
the whole molecules but comes mainly from the oxygen atoms in
para position and the vinyl bond. Moreover, Fig. 7 shows that the
spin density is distributed over the whole molecules with high
concentrations on the phenyl rings and vinyl bond. These results
can be related to better stabilization of 40-O and 4-O free radicals
and support the results obtained for the HOMO orbital distribution.
The high localization of the spin density on the hydroxyl bonds in
para and ortho positions prove that TR, trans-4.40-DHS, trans-3,4-
DHS, trans-3,4,40-THS and trans-3,4,5-THS are excellent antioxi-
dants. High differences in the distribution of the spin density in a,b-
dihydro-3,40,5-THS were obtained. In the 40-O- radical of this
compound, the contribution of spin density from the all atoms of b-
phenyl ring and C]C bond linking the phenyl rings has decreased.
In our opinion it is mainly related to the lower ability of this radical
to the resonance stabilization caused by the absence of the vinyl
bond. Comparing the spin distribution in 40-O-radical of CR and TR
we find that 40-O-radical of CR is characterized by significant
reduction of the spin density at 3- and 5- position. However, this
distribution is mainly concentrated around the atoms in the a-
phenyl ring. This reduction observed is probably a result of the
steric hindrance in the cis-40-O radical of CR.

The computed spin density in 40-O and 4-O radicals studied in gas
phase (Fig. 8) indicates that the main contribution to this density
comes from the oxygen at 40- and 4-position. The contribution from
this oxygen in (2), (3), (4), (5) and (6) radicals presented in the Fig. 8 is
smaller than from those in TR. The smallest values of the spin density
Table 8
The B3LYP/6-311G(d,p) in the water medium calculated values of the AIP [kcal/mol]
and BDE [kcal/mol] of 40-O–H bond of TR, 40-O–H bond of trans-4,40-DHS, 4-O–H
bond of trans-3,4,5-THS, 4-O–H bond of trans-3,4,40-THS, 40-O–H bond of trans-
3,4,40-THS, 4-O–H bond of trans-3,4-DHS, 40-O–H bond of a,b-dihydro-3,40 ,5-THS
and 40-O–H bond of CR.

Antioxidant BDE AIP

TR 80.728 118.940
trans-4,40-DHS 79.103 113.380
trans-3,4,5-THS 73.914 116.339
trans-3,4,40-THS (4-OH) 70.075 112.398
trans-3,4,40-THS (40-OH) 79.977 112.398
trans-3,4-DHS 71.338 117.414
a,b-dihydro-3,40 ,5-THS 85.545 129.106
CR 82.731 120.837
on 40 and 4-oxygen in 40-O and 4-O-radical of trans-3,4,40-THS indi-
cate that this compound is most effective antioxidant from among
the compounds studied. This finding is in accordance with the results
of the computations of BDE and AIP. In the global spin density
calculated for 40-O-radicals of TR, trans-4,40-DHS, trans-3,4,40-THS,
CR and a,b-dihydro-3,40,5-THS the main contribution comes from a-
ring, whereas in that calculated for 4-O-radicals of trans-3,4-DHS,
trans-3,4,5-THS and trans-3,4,40-THS the main contribution comes
from b-ring. It should be emphasized that 40-O-radical of a,b-dihy-
dro-3,40,5-THS shows a significant increase in the contribution of the
spin density from 40-O atom and atoms from the a-phenyl ring while
very small values of spin density from b-phenyl rings including
oxygen’s at meta positions were obtained. The absence of vinyl bond
in this radical decreases the spin density in b-phenyl ring. It is
interesting to note that in cis-40-O-radical of CR and all trans-40-O-
radicals the spin density takes large values on the carbon of vinyl
bond and phenyl ring including 40- or 4-oxygen. This result confirms
the generated spin distribution (Fig. 7) and proves that 40-OH and 4-
OH groups are especially susceptible to free radicals attack. However
the high contribution to global spin density from vinyl bond leads to
the conclusion that this fragment of radicals can be also sensitive to
attack of reactive radical forms. We also observe that the value of the
spin density on the 40-O atom is higher for CR than for TR. Hence, the
antioxidant power of CR is lower than that the trans-stereoisomer. In
our opinion, this result is related to the distorted geometry of CR. The
calculated values of the spin density on the 40-O and 4-O atoms of the
corresponding radicals in aqueous medium are lower than in the gas
phase (Table 7). Therefore, in water environment the 40-OH and 4-OH
groups in the all compounds can be more sensitive to the interaction
with free radicals. From this fact we can conclude that in water
environment the compounds studied show higher antioxidant
activity than in the gas phase. Moreover, the lower values of the spin
density in water medium are related to strong stabilization of the
radicals studied by this medium. The computed values of the spin
density confirm that all TR trans-derivatives are better antioxidants
than TR in aqueous medium while a,b-dihydro-3,40,5-THS and CR
have weaker antioxidant potency than TR.
4. Conclusions

The results of DFT computations indicate that trans-4,40-DHS,
trans-3,4-DHS, trans-3,4,40-THS, trans-3,4,5-THS are more active
antioxidants than TR, whereas a,b-dihydro-3,40,5-THS and CR are
less able to scavenge free radicals than TR in the environments
considered. It has been proved that the most favorable mechanism
for radical scavenging is through hydrogen atom donation from the
antioxidants studied and their activity can be related to the planar
and semiquinone structure of the phenoxy free radicals stabilized
by the resonance and the presence of the vinyl bond. The calcula-
tions demonstrate that the antioxidant potency strongly depends
on the geometry of the neutral compounds and their phenoxy
radicals, the number and position of the hydroxyl groups. Since
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solvent effect is important for investigation of biological processes
in living organisms, the influence of the water medium on an
antioxidant activity should be taken into calculations. The findings
obtained contribute to the understanding of the pharmacological
activity of the compounds studied which thus can be exploited in
the food chemistry, medicine and pharmacy.
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By means of the accurate computations based on the density functional theory, the relationships
between the molecular structure and free radical scavenging activity have been studied for dimer of
trans-4,40-dihydroxystilbene, trans-resveratrol-3-O-glucuronide, glucosides: geometric stereoisomers of
piceid, trans-astringin, trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside and trans-resveratrol dimers: pal-
lidol, geometric stereoisomers of 3-viniferin, stereoisomers of trans-d-viniferin and trans-resveratrol
trimer-gnetin H. Our results have shown that all oligomers, glucosides and trans-resveratrol-3-O-
glucuronide exhibit stronger antioxidant activity than trans-resveratrol and that dimer of trans-4,40-
dihydroxystilbene is a stronger antioxidant than its monomer as well as that cis stereoisomers of piceid
and 3-viniferin are weaker antioxidant than their trans stereoisomers. The homolytic bond dissociation
enthalpy values calculated reveal the predominant H-transfer capacity of the OH groups in the trans-
stilbene moiety. The hydrogen atom transfer mechanism of free radicals scavenging by the compounds
studied is proved more preferable than the single-electron transfer mechanism in the mediums inves-
tigated. All the above-mentioned compounds have been proved to have significantly higher ability to
electron donation in water medium than in the gas phase. The experimental observations are satisfac-
torily explained by the results obtained.

� 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
1. Introduction

Polyphenols play an important role in protection of living cells
since they show a variety of biological activities including anti-
inflammatory and chemopreventive. Recently, interesting insights
into the antioxidant properties and other pharmacological behav-
iour of trans-resveratrol oligomers and glycosides has been
reported.

Recently, it has been shown that many paeony compounds
occurring in seeds of Paeonia lactiflora, Paeonia suffruticosa and
Paeonia moutan show high bioactivity, in particular, carcinogenic
protection [1], anti-inflammatory [2], antitumour [3] and antioxi-
dant activity [2]. The study by Das et al. [1] has proved that poly-
phenolic extracts from red wine play a crucial role in
cardioprotection. In particular, these authors have demonstrated
that this cardioprotective action is associated with effective
þ488291505.
i).

son SAS. All rights reserved.
reduction of myocardial ischemic reperfusion injury. The antioxi-
dant properties of trans-3-viniferin, gnetin H and other antioxi-
dants isolated from plant P. lactiflora have been confirmed by Kim
et al. [4]. They have shown that these compounds efficiently inhibit
the lipid peroxidation by free radicals and that gnetin H as well as
trans-3-viniferin are most active antioxidants. On the basis of the
values of the antioxidant indicator-IC50 for 2-deoxyribose degra-
dation caused by hydroxyl radicals one can conclude that gnetin H,
trans-3-viniferin and trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside
are more efficient antioxidants than trans-resveratrol, whereas cis-
3-viniferin is characterized by smaller ability to scavenge free
radicals than trans-resveratrol.

Antioxidant activity of trans-3-viniferin and other dimers of
trans-resveratrol has been reported by Privat et al. [5]. They
compared the antioxidative capacity of these compounds to
those of trans-resveratrol and other synthetic hydroxylated
stilbenic derivatives. Their results clearly indicate that trans-3-
viniferin as dimer of trans-resveratrol shows the best antioxidant
efficiency against the superoxide radical anions in DMSO used as
a solvent.

mailto:dmkwant@amu.edu.pl
www.sciencedirect.com/science/journal/02235234
http://www.elsevier.com/locate/ejmech


Fig. 1. Molecular structures of trans-3-viniferin (1), cis-3-viniferin (2), trans-d-viniferin-A (3), trans-d-viniferin-B (4), dimer of trans-4,40-DHS (5), pallidol (6) and gnetin H (7).
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Fig. 2. Molecular structures of trans-resveratrol (1), trans-4,40-DHS (2), trans-piceid (3), cis-piceid (4) trans-astringin (5), trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside (6) and trans-
resveratrol-3-O-glucuronide (7).
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The dimer of trans-resveratrol has been identified by Wang et al.
[6] as a product of dimerization of trans-resveratrol free radicals.
The dimeric structure of this compound has been confirmed by 1H
and 13C NMR data. Formation of this dimer also has been suggested
by Fukuhara et al. [7] who claim that it could be generated by
dimerization of trans-resveratrol radical as a result of reductive
activation of oxygen.

Recently, Fan et al. [8] identified the dimer of trans-4,40-
dihydroxystilbene (dimer of trans-4,40-DHS) as a product of
oxidative dimerization of phenoxy radical in the presence of



Table 1
B3LYP/6-311G(d,p) optimized values of hydroxyl bond lengths [Å] of dimer of trans-4,40-DHS, pallidol, stereoisomers of 3-viniferin, trans-d-viniferin-A and B, gnetin H, trans-
resveratrol, trans-4,40-DHS, trans-piceid, cis-piceid, trans-astringin, trans-resveratrol-3-O-glucuronide and trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside in the gas phase.

Compounds 4-O–H 40-O–H 2-O–H 20-O–H 3-O–H 30-O–H 1-O-H 5-O–H

Trans-resveratrola – 0.9628 – – 0.9622 – – 0.9622
Trans-4,40-DHSa 0.9627 0.9627 – – – – – –
Dimer of trans-4,40-DHS 0.9627 – 0.9626 – – – 0.9626 –
Trans-3-viniferin 0.9627 – 0.9624 – – 0.9624 0.9626 –
Cis-3-viniferin 0.9627 – 0.9624 – – 0.9624 0.9626 –
Trans-d-viniferin-A 0.9627 – 0.9625 – 0.9623 – – 0.9622
Trans-d-viniferin-B 0.9627 – 0.9624 – 0.9628 – – 0.9627
Gnetin H 0.9628 – – – 0.9625 – 0.9627 –
Pallidol 0.9625 0.9625 – 0.9622 – 0.9620 – –
Trans-piceid – 0.9627 – – – – – 0.9637
Cis-piceid – 0.9626 – – – – – 0.9633
Trans-astringin – 0.9618 – – – 0.9656 – 0.9632
3-O-glucuronide 0.9628 – – – – – – 0.9629
Trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside – – – – 0.9625 – – 0.9625

a From Ref. [31].

Table 2
The B3LYP/6-311G(d,p) optimized values of the dihedral angles a [�] and q [�] in the
antioxidants studied. All values are referred to the gas phase.

Compounds a q

Trans-resveratrol 0.02 0.02
Trans-4,40-DHS 0.00 0.00
Dimer of trans-4,40-DHS 5.69 5.95
Trans-3-viniferin 5.22 14.03
Cis-3-viniferin 26.93 44.80
Trans-d-viniferin-A 1.58 2.44
Trans-d-viniferin-B 0.22 1.47
Gnetin H 0.10 14.08
Pallidol – –
Trans-piceid 0.01 1.99
Cis-piceid 31.17 41.84
Trans-astringin 1.34 1.55
3-O-glucuronide 2.71 0.75
Trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside 1.60 2.70
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Cu(II) ions. The authors synthesized a new strong antioxidant-
trans-4,40-dihydroxystilbene (trans-4,40-DHS) and investigated its
antioxidant activity by the inhibitory effects against peroxidation
of human erythrocyte ghosts. In this study the dimer mentioned
was shown to form in the presence of copper ions (II) in
acetonitrile.

Vitrac et al. [9] isolated trans-3-viniferin-dimer of trans-resver-
atrol, trans-d-viniferin, trans-piceid and trans-astringin from Bra-
zilian wines using high-performance liquid chromatography
method coupled with UV detection. Their study demonstrated that
trans-d-viniferin, cis-resveratrol, trans-piceid and trans-astringin
(Fig. 2) occur in these wines in high concentrations. However,
Waffo-Teguo et al. [10] demonstrated that cis-piceid occurs in the
plant Vitis vinifera.

He et al. [11] using the EPR technique, studied the antioxidant
activity of dimer of trans-resveratrol–pallidol naturally occurring in
plant Cissus pallida on the reactive oxygen species. Their results
based on the kinetic study showed that this compound was highly
capable of scavenging singlet oxygen at very low concentrations.
The antioxidant potency of pallidol was also evaluated by Kim et al.
[12]. Their study clearly indicated that this compound was
a stronger antioxidant than trans-resveratrol. The phenolic
compounds in red wine were identified by Guebailia et al. [13]. In
this study the three-step method was applied to isolate the six
polyphenolic antioxidants including pallidol, trans-piceid in red
wine of Merlot variety from Algeria.

The metabolism of trans-resveratrol in vitro and in vivo has been
investigated by Yu et al. [14]. This study demonstrated that trans-
resveratrol in rat urine and mouse serum was biotransformed into
trans-resveratrol-3-O-glucuronide and trans-resvertarol-3-O-
sulfate which are most abundant metabolites of this trans-resver-
atrol in living cells.

Theoretical study of the antioxidant properties of dimeric
derivative of trans-resveratrol–trans-s-viniferin in the gas phase
has been performed by Caruso et al. [15] by making use of DFT
method and Perdew and Wang (PWC) functional [16] with a double
numeric basis set with polarization functions (DNP) [17] on all
atoms. The authors have investigated five phenolate anions of this
compound in the gas phase and claimed that the most stable anion
was that obtained after abstraction of proton from the 4-OH group
in the para position in the planar moiety.

Recently, much attention has been given bioactivity of trans-
resveratrol glucoside–trans-piceid (trans-3,5,40-trihydrox-
ystilbene-3-O-b-D-glucopyranoside, Fig. 2). It has been reported
that this compound is able to scavenge free radicals, inhibit
platelet aggregation [18] and oxidize LDL [19]. Note that trans-
piceid similarly to trans-resveratrol is a grapevine phytoalexin
which occurs in high concentrations in the grape juices, while the
concentration of cis-piceid is smaller than that of trans stereo-
isomer [20]. Fabris et al. [21] reported important recognition of
the antioxidative features of trans-piceid. They proved that anti-
oxidant activities of trans-piceid and trans-resveratrol were
similar. The ability of trans-piceid and trans-astringin (trans-
30,5,40,3-tetrahydroxystilbene-3-O-b-D-glucopyranoside) to act as
radical scavengers was also investigated by Fauconneau et al. [22].
Their data demonstrated that trans-astringin was a very effective
antioxidant whose antioxidant capacity was significantly higher
than those of trans-piceid and trans-resveratrol.

As the above-mentioned compounds have been reported to
possess the great pharmacological potential including radical
scavenging activity, the experimental results motivated us to
investigate theoretically the antioxidant activity of these
compounds and to perform the 3-D-QSAR analysis with the use of
the computations based on the density functional theory. The
crucial aim of the study undertake was to calculate the physical
descriptors characterizing the antioxidant efficiency of pallidol,
gnetin H, trans-4,40-DHS, geometric stereoisomers of piceid,
geometric stereoisomers of 3-viniferin, stereoisomers of trans-
d-viniferin, trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside, dimer of
trans-4,40-dihydroxystilbene, trans-astringin and trans-resveratrol-
3-O-glucuronide in order to compare the antioxidant potency of
these compounds with that of trans-resveratrol (Figs. 1 and 2).
Moreover, we have investigated the antioxidant potency of
geometric stereoisomers of 3-viniferin and piceid in order to
explain the influence of configuration of the stilbene moiety on this
potency. It should be emphasized that we had no access to the
experimental values of AIP (adiabatic ionization potential), BDE
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(homolytic bond dissociation enthalpy) and geometrical parame-
ters of the oligomers and glucosides studied. Hence, we could not
compare the calculated antioxidant factors with experimental data.
However, on the basis of the calculated values of these antioxidant
factors we could reliably elucidate the experimental conclusions.
Since water is the main component of all the physiological liquids,
the influence of water medium on the ability of the compounds
examined to donor electrons was also investigated.
Fig. 3. B3LYP/6-311(d,p) fully optimized geometries of trans-resveratrol (1), trans-4,40-DHS (
pallidol (7), gnetin H (8) and dimer of trans-4,40-DHS (9).
2. Computational methods

All computations were carried out by using the Gaussian 03W
package [23] in the gas phase and water environment. Full opti-
mizations of geometries of all chemical systems studied were made
without symmetry constraints and with the use of Cartesian
coordinates. Geometries and total molecular energies of all chem-
ical systems studied in their ground state were optimized
2), trans-3-viniferin (3), cis-3-viniferin (4), trans-d-viniferin-A (5), trans-d-viniferin-B (6),
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employing the DFT method with Becke’s three-parameter hybrid
functional B3LYP with the gradient-corrected correlation functional
by Lee et al. [24]. The optimizations of all oligomers, theirs radicals,
cation radicals and resonance forms were performed in two steps.
The geometries of neutral oligomers in their ground state were at
first optimized by using restricted B3LYP/3-21G level of theory. At
the next step, the initially optimized geometries were fully reop-
timized with the aid of large and more reliable 6-311G(d,p) basis set
which has two sets of polarization functions on all atoms. The full
optimization of the geometry of glucosides and trans-resveratrol-3-
Fig. 4. B3LYP/6-311(d,p) fully optimized geometries of phenoxy radicals of trans-resveratro
trans-d-viniferin-B (6), pallidol (7), gnetin H (8) and dimer of trans-4,40-DHS (9).
O-glucuronide was performed with the use of the restricted B3LYP/
6-311G(d,p) level of theory. Since the phenoxy radicals and cation
radicals are open-shell systems, the unrestricted uB3LYP/6-
311G(d,p) level of theory for their full optimization was applied.
The calculations for the phenoxy radicals, resonance forms of
radicals and cation radicals were performed from the fully opti-
mized structure of the neutral molecule, after H-atom abstraction
from the hydroxyl groups and after electron abstraction. In opti-
mization of the molecular structure of radicals and cation radicals,
the spin contamination was monitored. The mean value of the
l (1), trans-4,40-DHS (2), trans-3-viniferin (3), cis-3-viniferin (4), trans-d-viniferin-A (5),



Fig. 5. The HOMO orbital distribution in trans-resveratrol (1), trans-4,40-DHS (2), trans-3-viniferin (3), cis-3-viniferin (4), trans-d-viniferin-A (5), trans-d-viniferin-B (6), pallidol (7),
gnetin H (8), dimer of trans-4,40-DHS (9), trans-astringin (10), trans-piceid (11), cis-piceid (12), trans-resveratrol-3-O-glucuronide (13) and trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyr-
anoside (14).
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square of the total spin of 0.750 was maintained. Finally for each
fully optimized structure, the analytical calculations of harmonic
vibrational frequencies at B3LYP/6-311G(d,p) level of theory were
carried out to verify if a given the structure corresponded to
a stationary point on the potential energy surface. These frequen-
cies for all optimized structures were calculated checking that the
eigenvalues of the Hessian matrix are positive, that is, the
conformers are true energetic minima. Besides, we performed the
frequency calculations to extract zero-point energy corrections and
enthalpies. The zero-point vibrational energies (ZPVE) were scaled
by a factor of 0.9805 [25].

The homolytic BDE values of the O–H bonds were calculated as
the enthalpy differences of the reagents in the standard state at
Fig. 6. The uB3LYP/6-311G(d,p) fully optimized structures of the resonance forms of 3-O-r
298.15 K and 1 atmosphere of pressure. This antioxidant quantity
was calculated from the following equation: BDE¼Hradi-

calþHH�Hmolecule where Hradical is the total enthalpy of the phe-
noxy free radical, HH is the total enthalpy of the H-atom
(�0.49764 hartree) with the vibrational correction [10] whereas
Hmolecule indicates the total enthalpy of the parent molecule. The
AIP values were obtained according to the formula AIP¼ ECR� EP in
which EP is the total energy of the parent molecule, whereas ECR

denotes the corresponding total energy of the cation radicals. The
HOMO orbital distribution for the optimized most energetically
stable geometries was determined, whereas the spin density
oxygen atoms were computed by using the unrestricted B3LYP/6-
311G(d,p) level of theory for the fully optimized structures of the
adical of trans-d-viniferin-A (1, 2, 3) and 4-O-radical of trans-3-viniferin (4, 5, 6, 7, 8).



Fig. 7. The B3LYP/6-311G(d,p) fully optimized structures of trans-piceid (1), cis-piceid (2), 40-O-radical of trans-piceid (3) and 5-O-radical of trans-piceid (4).
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most energetically stable phenoxy radicals of the compounds
examined.

The solvent effects were computed by using the polarizable
conductor salvation model (CPCM) [26] as implemented in the
Gaussian 03W program. In this model, water is assumed as
a macroscopic continuum characterized by the dielectric constant
3¼ 78.39. The UAO model of salvation radii was used in the
computations to build the cavity. The UAO cavity is built-up using
the united atom topological model UATM [27] applied on atomic
radii of the universal force field UFF. The CPCM computations were
performed with tesserae of 0.2 Å2 average size. The solvent effect in
the conformational equilibrium was obtained for the optimized
most stable the antioxidants studied and their cation radicals in the
gas phase, at the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory. We investi-
gated only the influence of the solvent effects on AIP values because
cation radicals are charged species and thus they able to strongly
interact with polar environment.

3. Results and discussion

3.1. Molecular structures of the chemical compounds studied and
the structure–antioxidant activity relationships

At the first step we performed conformational analysis to look
for the features that could be related to the antioxidant properties
Fig. 8. The B3LYP/6-311G(d,p) fully optimized structu
of the compounds investigated. The results obtained indicate that
the hydrogen atoms from all OH groups practically lie in the surface
of phenyl rings of all compounds, their phenoxy radicals and cation
radicals. A close inspection of the calculated O–H (Table 1) bond
lengths in the compounds studied in the gas phase reveals that
these lengths have similar values. For example, the bond lengths in
the stereochemical forms of trans-d-viniferin take practically
identical values. In trans-3-viniferin, trans-4,40-DHS dimer and
gnetin H the 4-O–H bond is slightly longer that other ones, whereas
in trans-resveratrol the 40-O–H bond is longer than the other ones.
On the basis of this result we can conclude that from the among
hydroxyl bonds the 40-O–H and 4-O–H bonds seem to be weak. This
result suggests that the hydroxyl bonds in the trans-stilbene moiety
can be easily broken by free radicals in biological systems. In
stereoisomers of trans-d-viniferin we observe that the 3-O–H and
5-O–H bonds have similar length. Also, the geometric stereoiso-
mers of 3-viniferin and piceid are characterized by similar values of
the O–H bond lengths. It is interesting to note that in the glucosides
studied and trans-resveratrol-3-O-glucuronide there are differ-
ences in the lengths of 5-O–H, 3-O–H and 40-O–H bonds, in
particular, the 40-O–H bond is shorter than the other ones. This
result is probably related to the presence of the glucopyranose and
glucuronic acid fragments connected with the trans-stilbene skel-
eton. It should be stressed that in water medium the O–H bond
lengths in all the compounds studied are shorter than in the gas
res of trans-astringin (1) and its 40-O-radical (2).



Fig. 9. The B3LYP/6-311G(d,p) fully optimized structure of trans-resveratrol-3-O-glucuronide (1) and trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside (2).

Table 3
Total molecular energies [hartree] of the antioxidants studied and their cation
radicals calculated at B3LYP/6-311G(d,p) level of theory in the gas phase.

Compounds Neutral molecule Cation radical

Trans-resveratrola �766.571046 �766.320752
Trans-4,40-DHSa �691.328146 �691.086933
Dimer of trans-4,40-DHS �1381.451063 �1381.218174
Trans-3-viniferin �1531.937212 �1531.694116
Cis-3-viniferin �1531.929374 �1531.683664
Trans-d-viniferin-A �1531.936721 �1531.698985
Trans-d-viniferin-B �1531.940825 �1531.704586
Gnetin H �2297.304937 �2297.070738
Pallidol �1531.958443 �1531.712288
Trans-piceid �1377.479134 �1377.238764
Cis-piceid �1377.468431 �1377.225878
Trans-astringin �1452.721267 �1452.483085
3-O-glucuronide �1451.532469 �1451.304545
Trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside �1377.479474 �1377.232662

a From Ref. [31].
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phase. This finding is correlated with more energetic stability of the
neutral compounds in this polar environment.

As follows from the calculated values of the a (C5–C4–C7–C8) and
q (C7–C8–C9–C10) dihedral angles (Table 2), the trans-stilbene
moiety in dimer of trans-4,40-DHS and gnetin H shows large devi-
ation from planarity (Fig. 3), while the optimized molecular
conformation of stereoisomers of trans-d-viniferin, glucosides (Figs.
7 and 8) and trans-resveratrol-3-O-glucuronide (Fig. 9) slightly
deviates from planarity in the gas phase. The geometry of the trans-
d-viniferin-B molecule is less deviated from planarity than that of
trans-d-viniferin-A. The result obtained also demonstrates that in
cis-3-viniferin and cis-piceid the cis-stilbene moiety is particularly
strongly deviated from planarity in the both mediums studied.
However, the optimized values of these angles indicate that the
geometry of trans-resveratrol and trans-4,40-DHS is strictly planar
in the global minimum of energy. Thus, as follows, trans-piceid,
trans-astringin, stereoisomers of trans-d-viniferin, trans-resvera-
trol, trans-4,40-DHS and trans-resveratrol-3-O-glucuronide may be
efficient electron and hydrogen from hydroxyl groups donors due
to the stacked planar fragment of the compounds considered and
p–p stacking interactions. In water medium the trans-stilbene
moiety of the compounds studied is strictly planar, which suggests
that in water the biological activity of these systems should be
higher than in the gas phase.

Analysis of the geometrical properties of the optimized geom-
etry of pallidol (Fig. 3) reveals significant deformation of the bicy-
clo[3.3.0]octane moiety skeleton which is strongly deviated from
planarity. The optimized values of the angles C13–C14–C15¼114.41�

and C7–C22–C21¼114.40� confirm the evidently bent geometry of
this moiety.

All fully optimized phenoxy radical forms (Fig. 4) of the
compounds studied have semi-quinone structure, in which the
unpaired electron is delocalized along the trans-stilbene moiety,
phenyl rings and the vinyl bond. Also, cation radicals examined
have strictly planar trans-stilbene skeleton in the environments
studied. This planar conformation may greatly affect the radical
scavenging activity because it provides energetically advantageous
delocalization of the unpaired electron over the whole skeleton of
these open-shell chemical systems.

The energy analysis shows (Tables 3 and 4) that all cation
radicals and phenoxy radicals investigated are less stable than
neutral compounds and that all 40-O and 4-O-radicals of trans-
resveratrol, trans-4,40-DHS, dimer of trans-4,40-DHS, trans-piceid,
stereoisomers of trans-3-viniferin, gnetin H, trans-resveratrol-3-O-
glucuronide as well as 3-O-radical of stereoisomers of trans-d-
viniferin and pallidol are slightly more stable than the other ones.
The water medium contributes to the energetic stability of the all
open-shell systems studied that is greater than in the gas phase.
Moreover, it seems that the vinyl bond connecting phenyl rings
ensures effective delocalization of this electron on the whole 40-O-
radical of trans-piceid, of trans-astringin, trans-resveratrol, trans-
4,40-DHS and trans-resveratrol-3-O-glucuronide. In our opinion the
strong bend of the bicyclo[3,3,0]octane skeleton in pallidol is
a major structural feature responsible for the increase in the
energetic stability of 3-O-phenoxy radical of this molecule.
Comparing the energetic stability of the geometric stereoisomers,
we find that trans stereoisomers are more stable than cis stereo-
isomers. Probably, the highly distorted stilbene moiety of cis
stereoisomers mainly contributes to the increased energy of these
isomers. Small values of the relative energies of geometric stereo-
isomers (6.176 kcal/mol for piceid and 4.918 kcal/mol for 3-vin-
iferin) suggest the high torsional flexibility of the stilbene moiety in
these stereoisomers.

All fully optimized resonance forms of 3-O-phenoxy radical of
trans-d-viniferin-A and 4-O-phenoxy radical of trans-3-viniferin
have semi-quinone structure (Fig. 6) with planar trans-stilbene
moiety and are almost isoenergetic, hence these forms show
similar energetic stability. For example, the molecular energies of
the resonance forms of 3-O-radical of trans-d-viniferin-A are
�1531.293912 hartree. While these energies of resonance forms of
4-O-radical of trans-3-viniferin are �1531.301599 hartree. As 4-O-
radicals of trans-3-viniferin and trans-piceid have a greater number
of resonance structures (Figs. 10–12) and are more energetically
stable than 3-O-radical of trans-d-viniferin-A (Fig. 13) we conclude
that the resonance effect contributes more to energetic stability of
4-O-radicals of these compounds.
3.2. BDE, AIP, HOMO orbital distribution and spin density in
phenoxy radicals

Generally, there are two mechanisms by which antioxidants
scavenge free radicals in biological systems. The first mechanism is
based on a direct hydrogen abstraction from the antioxidant [28],



Table 4
Total molecular energies [hartree] of phenoxy radicals of the compounds studied calculated at the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory in the gas phase.

Compounds 40-O-radical 4-O-radical 1-O-radical 2-O-radical 3-O-radical 5-O-radical

Trans-resveratrol �765.93485 – – – – �765.92798
Trans-4,40-DHS �690.69372 – – – – –
Dimer of trans-4,40-DHS – �1380.81704 �1380.80820 �1380.80762 – –
Trans-3-viniferin – �1531.30152 �1531.29435 �1531.29456 �1531.29423 –
Cis-3-viniferin – �1531.29137 �1531.28697 �1531.28669 �1531.28664 –
Trans-d-viniferin-A – �1531.29364 �1531.29373 – �1531.29391 –
Trans-d-viniferin-B – �1531.29721 �1531.29669 – �1531.29807 –
Gnetin H – �2296.66995 �2296.66198 – �2296.66172 �2296.66270
Pallidol �1531.31731 �1531.31734 – �1531.31811 �1531.31866 –
Trans-piceid �1376.84410 – – – – �1376.83302
Cis-piceid �1376.83178 – – – – �1376.82446
Trans-astringin �1452.10043 – – – – �1452.07638
3-O-glucuronide �1450.89592 – – – – �1450.88723
Trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside – – – – �1376.83316 �1376.83316
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while the second mechanism involves the proton-concerned elec-
tron transfer process [29]. It should be stressed that the first
pathway dominates in nonpolar solvents and is characterized by
BDE, whereas the second mechanism occurs rather in polar
solvents and can be measured by AIP. The hydrogen transfer
mechanism describes transfer of hydrogen atom from antioxidant
to free radicals. It is preferable when BDE of hydroxyl bonds reaches
small values. Note that if the second mechanism is followed, the
reactivity of polyphenols can be estimated by susceptibility of
antioxidants to electron donation. The chemical compound is able
to act as antioxidant according to this mechanism when is char-
acterized by small value of AIP.

As seen from Table 5, all the compounds studied have the AIP
values lower than trans-resveratrol. From the values of AIP it can be
generally concluded that the dimers and trimer of trans-resveratrol
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have high ability to donate electrons during interaction with
harmful free radicals in biological systems. From among the
monomers and glucosides studied trans-resveratrol-3-O-glucuro-
nide and trans-4,40-DHS are very sensitive to electron donation,
whereas dimer of trans-4,40-DHS is the most susceptible to electron
donation from among the oligomers studied. Comparison of values
of AIP for stereoisomers of d-viniferin and 3-viniferin shows that
trans-d-viniferin-B has slightly smaller ability to donate single
electron than trans-d-viniferin-A, whereas cis stereoisomers of
3-viniferin and piceid are less susceptible to donor electron than
trans isomers. Probably, the geometry of stilbene moiety strongly
deviated from planarity in these stereoisomers and their cation
radicals, contributes to this result. Similarly, trans-resveratrol-40-O-
b-D-glucopyranoside is less efficient donor of electron than trans-
piceid. Hence, we can conclude that the location of the
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Fig. 11. Molecular structures of the resonance forms of 5-O-radical of trans-piceid.
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glucopyranose fragment has high influence on the electron dona-
tion capacity of the antioxidant.

As follows from the values of AIP, pallidol is characterized by the
smallest ability to donate electron in comparison with the other
oligomers studied. A close inspection of pallidol and its cation
radical structure reveals that the lack of trans-stilbene moiety and
the presence of bicyclo[3.3.0]octane skeleton can correlate with the
high value of AIP of this compound.

A significant influence of water medium on AIP values was
observed (Table 6) as the values of this antioxidant factor in water
medium were dramatically lower than in the gas phase because
cation radicals are charged and quite sensitive to the polarity of
various solvents. Moreover, the strictly planar geometry of trans-
stilbene moiety in this medium contributes to decrease AIP values.
The values of AIP indicate that 3-O-glucuronide of trans-resveratrol
and trans-4,40-DHS are the most efficient electron donors from
among the compounds studied and that all oligomers and
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Fig. 12. Molecular structures of the resonance
glucosides studied are more efficient electron donors than trans-
resveratrol.

Analysis of BDE values (Table 7) reveals that the 4-O–H bonds in
the trans-stilbene moiety of stereoisomers of 3-viniferin, dimer of
trans-40,4-DHS, gnetin H and 3-O–H bond in stereoisomers of trans-
d-viniferin are the weakest, thus these groups mainly determine
the antioxidant activity of these compounds in the real biological
systems. Note that comparing BDE values of hydroxyl bonds in
stereoisomers of trans-d-viniferin we observe that this factor has
similar values for all hydroxyl groups of corresponding stereo-
isomer. Therefore, in these stereoisomers all hydroxyl groups have
similar abilities to donate hydrogen from hydroxyl bonds. However,
the values of BDE of O–H bond in trans-d-viniferin-A smaller than in
trans-d-viniferin-B indicate that trans-d-viniferin-A is more able to
hydrogen donation than trans-d-viniferin-B. The QSAR analysis
performed for these stereoisomers suggests that trans configura-
tion of the c- and d-phenyl rings can have great effect on the
OH

OH

O

O

CH

HO

OH

OH

HO

O

HC

O

HO

OH

OH

HO

O

OH

OH

HO

O

forms of 4-O-radical of trans-3-viniferin.



Fig. 13. Molecular structures of the resonance forms of 3-O-radical of trans-d-viniferin-A.
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decrease in hydrogen-donating capacity of trans-d-viniferin-B.
Moreover, in trans-3-viniferin and trans-piceid 40-O–H bond is
weaker than in cis stereoisomer, which proves that the trans
geometric stereoisomers of 3-viniferin and piceid are characterized
by the higher ability of 40-OH group to donor hydrogen than their
cis stereoisomers.

The values of BDE of hydroxyl bonds in pallidol are very similar.
Probably highly symmetric geometry of this compound determines
this similarity. On the basis of the fact that in pallidol all hydroxyl
bonds have similar stability, we conclude that all OH groups are
similarly reactive in scavenging free radicals. Therefore, this
compound can be an efficient scavenger of free radicals free
radicals.

Analysis of BDE and AIP values for all compounds shows that AIP
values are significantly higher than those of BDE. Summarizing, the
results obtained lead to the conclusion that H-atom transfer takes
the main part in scavenging of free radicals by the antioxidants
studied and this mechanism dominates over the single-electron
transfer. The important work by Wright et al. [30] has demon-
strated that hydrogen transfer mechanism for free radicals scav-
enging was the dominant mechanism for several classes of
Table 5
AIP [kcal/mol] values of dimer of trans-4,40-DHS, pallidol, stereoisomers of
3-viniferin, trans-d-viniferin-B, trans-d-viniferin-A, gnetin H, trans-resveratrol, trans-
4,40-DHS, trans-piceid, cis-piceid, trans-astringin and trans-resveratrol-3-O-glucu-
ronide calculated at B3LYP/6-311G(d,p) level in the gas phase.

Compounds AIP

Trans-resveratrola 157.061
Trans-4,40-DHSa 152.212
Dimer of trans-4,40-DHS 146.140
Trans-3-viniferin 152.545
Cis-3-viniferin 154.185
Trans-d-viniferin-A 149.181
Trans-d-viniferin-B 148.242
Gnetin H 146.967
Pallidol 154.465
Trans-piceid 150.835
Cis-piceid 152.204
Trans-astringin 149.461
3-O-glucuronide 143.024
Trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside 154.877

a From Ref. [31].
polyphenolic antioxidants. Our results prove that this mechanism is
also preferred in oligomers and glucosides.

It should be emphasized that the BDE values of 40-O–H bond in
trans-resveratrol, trans-piceid and trans-resveratrol-3-O-glucuro-
nide are similar and smaller than that of 5-O–H bond. Therefore, we
can conclude that trans-resveratrol, trans-piceid and trans-resver-
atrol-3-O-glucuronide have similar ability to donate hydrogen and
that in these compounds 40-OH group is mainly responsible for the
antioxidant capacity. Probably, the presence of the glucopyranose
fragment contributes to the weakness of 40-O–H bond. Since trans-
piceid and trans-astringin are the major components of red wine,
the results obtained indicate that the medicinal activity of red
wines can be associated with the presence of these glucosides of
trans-resveratrol. Note that BDE of 40-O–H bond in trans-astringin is
the lowest from among all antioxidants studied. Hence, trans-
astringin is a particularly strong antioxidant which acts according
to the H-atom transfer mechanism. On the basis of the findings
obtained we can conclude that trans-resveratrol-3-O-glucuronide,
which is a metabolite of trans-resveratrol in living organisms, can
be a potential strong antioxidant. Our results have for the first time
theoretically proved the potential free radicals scavenging activity
Table 6
AIP [kcal/mol] values of trans-4,40-DHS dimer, pallidol, stereoisomers of 3-viniferin,
trans-d-viniferin-B, trans-d-viniferin-A, gnetin H, trans-resveratrol, trans-4,40-DHS,
trans-piceid, cis-piceid, trans-astringin, trans-resveratrol-3-O-glucuronide and
trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside calculated at B3LYP/6-311G(d,p) level
in water medium.

Compounds AIP

Trans-resveratrola 118.940
Trans-4,40-DHSa 113.380
Dimer of trans-4,40-DHS 116.160
Trans-3-viniferin 117.897
Cis-3-viniferin 119.839
Trans-d-viniferin-A 116.189
Trans-d-viniferin-B 118.778
Gnetin H 116.569
Pallidol 118.887
Trans-piceid 117.524
Cis-piceid 119.125
Trans-astringin 117.003
3-O-glucuronide 115.210
Trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside 119.231

a From Ref. [31].



Table 7
BDE [kcal/mol] of the hydroxyl bonds in dimer of trans-4,40-DHS, pallidol, stereoisomers of 3-viniferin, trans-d-viniferin-A and B, gnetin H, trans-resveratrol, trans-4,40-DHS,
stereoisomers of piceid, trans-astringin, trans-resveratrol-3-O-glucuronide and trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside calculated at B3LYP/6-311G(d,p) level.

Compounds 4-O–H 40-O–H 2-O–H 20-O–H 3-O–H 30-O–H 1-OH 5-O–H 50-O–H

Trans-resveratrola – 78.683 – – 82.876 – – 82.876 –
Trans-4,40-DHSa 77.663 77.663 – – – – – –
Dimer of trans-4,40-DHS 77.392 – 83.095 – – – 82.085 – –
Trans-3-viniferin 78.398 – 82.582 – 82.846 82.846 82.763 – –
Cis-3-viniferin 79.871 – 82.479 – 82.678 – 82.753 – –
Trans-d-viniferin-A 83.151 – 82.632 – 82.709 – 82.632 82.709 –
Trans-d-viniferin-B 96.601 – 96.956 – 96.004 – 96.956 96.004 –
Gnetin H 77.972 82.805 – – 82.795 82.795 82.805 82.795 82.795
Pallidol 81.764 81.746 81.303 81.303 80.906 80.906 – – –
Trans-piceid – 78.004 – – – – – 84.562 –
Cis-piceid – 78.962 – – – – – 83.354 –
Trans-astringin – 69.464 – – – 83.786 – 83.889 –
3-O-glucuronide – 78.883 – – – – – 84.072 –
Trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside – – – – 84.764 – – 84.764 –

a From Ref. [31].

Table 9
The spin density on oxygen atoms in the most stable phenoxy radicals of trans-
d-viniferin-A, trans-d-viniferin-B, stereoisomers of 3-viniferin, pallidol, gnetin H and
trans-4,40-DHS dimer calculated at the unrestricted B3LYP/6-311G(d,p) level.

Compounds Spin density

Dimer of trans-4,40-DHS 0.3388
Pallidol 0.4357
Trans-3-viniferin 0.3480
Cis-3-viniferin 0.3734
Trans-d-viniferin-A 0.4478
Trans-d-viniferin-B 0.4476
Gnetin H 0.3489
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of trans-resveratrol-3-O-glucuronide conjugate. The values of BDE
of 3-O–H and 5-O–H bonds of trans-resveratrol and trans-resvera-
trol-40-O-b-D-glucopyranoside indicate that trans-resveratrol-40-
O-b-D-glucopyranoside has smaller ability to donate hydrogen than
trans-resveratrol. This result testifies to the validity of the result
obtained by Kim et al. [4], who claimed that this glucoside can be
a weaker antioxidant than trans-resveratrol in the process of lipid
peroxidation inhibition.

Another descriptor which is connected with the antioxidant
properties of the compounds investigated is the HOMO orbital
distribution. The sites in the molecules characterized by high
density of the HOMO distribution are very sensitive to the attack of
free radicals and other reactive agents. The more HOMO orbital is
delocalized, the more numerous are the electron sites and more
redox reactions will occur. As follows from the three-dimensional
distribution of HOMO orbital (Fig. 5), the hydroxyl groups from
trans-stilbene moiety of the compounds examined can be easily
attacked by free radicals because the HOMO orbital distribution is
particularly high on these hydroxyl bonds. It should be pointed out
that a significant HOMO contribution from the double bond and
phenyl rings in trans-stilbene skeleton indicates that the vinyl bond
can be the reactive centre in the compounds having this bond. The
density of the HOMO orbital in the trans-stilbene molecular frag-
ment is significantly higher than in the other areas of the
compounds studied. Note that for gnetin H, the HOMO orbital
distribution in trans-stilbene moiety and phenyl groups is practi-
cally vestigial, while the central moiety of this molecule is char-
acterized by high density of the HOMO distribution. Probably, this
result can be associated with the high steric hindrances, the pres-
ence of additional phenyl ring in this compound and the unique
geometry of the central fragment.

The spin density of the unpaired electron is an important
factor which influences the energetic stability of phenoxy radi-
cals and antioxidant potency of the corresponding compound.
Table 8
The spin density on the oxygen atoms in phenoxy radicals of trans-piceid, cis-piceid,
trans-astringin, trans-resveratrol-3-O-glucuronide, trans-resveratrol, trans-4,40-DHS
and trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside calculated at B3LYP/6-311G(d,p)
level.

Compounds 40-O 30-O 5-O

Trans-resveratrola 0.3529 – 0.4488
Trans-4,40-DHSa 0.3424 – –
Trans-piceid 0.3486 – 0.4679
Cis-piceid 0.3694 – 0.4539
Trans-astringin 0.3332 0.4378 0.4697
3-O-glucuronide 0.3537 – 0.4645
Trans-resveratrol-40-O-b-D-glucopyranoside – – 0.4734

a From Ref. [31].
The low value of the spin distribution relates to greater energetic
stability of these radicals. Besides, the lower value of spin density
on oxygen in phenoxy radicals is correlated with the stronger
ability of the compounds to scavenge free radicals. The calculated
values of spin density in the oligomers studied show that the
lowest contribution comes from the oxygen atoms at the trans-stil-
bene moiety in stereoisomers of trans-d-viniferin, stereoisomers of
3-viniferin and gnetin H. Therefore, the lowest contribution of spin
density on these oxygen atoms explains the high free radical
scavenging activity of these oligomers. Analysis of spin density
values in the most energetically stable conformations (Table 9) of
phenoxy radicals of the oligomers studied shows that 4-O-phe-
noxy radical of trans-4,40-DHS dimer is characterized by the lowest
density on 4-O oxygen atom, hence in this dimer the 4-O–H bond
is especially susceptible to breaking. Note that the calculation of
BDE of this bond confirms this result. Analysis of the spin density
(Table 8) values reveals that the contribution from 40-O atom in
trans-resveratrol, trans-piceid, trans-astringin and trans-resvera-
trol-3-O-glucuronide is smaller than those from the other oxygen
atoms. The lowest value of spin density in 40-O-radical of trans-
astringin shows that this compound is an excellent antioxidant
particularly susceptible to hydrogen abstraction from 40-OH group.
It should be pointed out that the higher values of the spin density
on 40-O atom in the 40-O-phenoxy radicals of cis-3-viniferin and
cis-piceid than those for trans stereoisomers indicate that 40-OH
group in trans stereoisomers is more susceptible to the attack of
free radicals than those in its cis stereoisomers.
4. Conclusions

The calculations have proved that all oligomers of trans-
resveratrol, trans-resveratrol-3-O-glucuronide and glucosides
studied exhibit remarkably higher antioxidant activity than trans-
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resveratrol and that trans stereoisomers of 3-viniferin and piceid
are more efficient antioxidants than their cis stereoisomers. We
have demonstrated that the hydroxyl bonds in trans-stilbene
skeleton of the oligomers studied are particularly able to scavenge
free radicals and that the planar geometry of the trans-stilbene
moiety ensures the favourable delocalization of unpaired electron
in phenoxy radicals and cation radicals. From the results obtained
the dimer of trans-4,40-DHS and trans-resveratrol-3-O-glucuronide
are predicted to be potential antioxidants in living organisms. The
H-atom transfer mechanism is indicated as the most important for
the antioxidants investigated and dominant over that of single-
electron transfer in the mediums studied. The computations have
shown that in the water medium all antioxidants studied are more
likely to donate electron than in the gas phase. Since, trans-resveratrol,
pallidol, trans-d-viniferin, trans-3-viniferin and glucosides are
found in red wine, our study shows that the pharmaceutical
properties of red wine can be related to the presence of these
compounds. Moreover, it has been shown that the components of P.
lactiflora and V. vinifera can function as free radical scavengers.
Summarizing, our study contributes to the understanding of the
antioxidant activity of the compounds studied for exploitation in
the food chemistry, medicine and pharmacy.
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To explain the structure–antioxidant activity relationships of trans-resveratrol, its anions and phenoxy
radical in the gas phase, water and ethanol media, the quantum-chemical calculations based on CPCM
solvation model have been performed for the first time. For fully optimised geometries, the antioxidative
parameters have been calculated at the B3LYP/6-311G(d,p) and B3LYP/6-311+G(d,p) levels of theory. The
calculated values of the Gibbs free enthalpies revealed that the reactions of trans-resveratrol with water
molecule are thermodynamically unfavourable, while the reaction of this compound with hydroxide
anion is thermodynamically preferable in the media studied. The calculations performed have shown that
in polar media, the 40-OH group is a stronger proton donor than the 3-OH group and hence, the 40-OH
group contributes most to the antioxidant activity of trans-resveratrol. In addition, it has been established
that the ability of 40-O-monoanion to donate proton is higher than that of 3,40-O-dianion and 3,5-O-dian-
ion of trans-resveratrol in the media investigated. The results obtained demonstrate that the hydrogen
atom transfer mechanism for scavenging of free radicals is more preferable than the single-electron
transfer or the sequential proton loss electron transfer mechanism in all types of environment. Trans-res-
veratrol is found to be a more active donor of hydrogen atoms in the gas phase than in polar environ-
ments and in polar media it is more susceptible to electron and proton donation than in the gas phase.
Polar media are shown to stabilise trans-resveratrol and its 40-O-radical, cation radical and all anionic
forms stronger than the gas phase. Furthermore, our study shows that the antioxidant capacity of
trans-resveratrol is related to the planar and semi-quinone structure of its 40-O-radical and all anionic
forms in the environments investigated.

� 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction the 40-OH group is essential for this compound cytogenetic and
Trans-resveratrol (trans-3,5,40-trihydroxystilbene Fig. 1) is a
phenolic derivative of trans-stilbene mainly found in grapes and
red wine. This natural compound has attracted considerable inter-
est since it has a wide variety of desirable biological effects. One of
the most striking biological activities of trans-resveratrol intensely
investigated for the last few years is its antioxidant behaviour in
the biological systems [1,2]. The antioxidative features of this com-
pound and its hydroxylated derivatives have been discovered by
Murias et al. [3], who studied the mechanism of the reaction of
trans-resveratrol with peroxy radicals. In particular, the authors
have demonstrated that the increased cytotoxicity and antioxidant
activity of trans-resveratrol is related to the presence of the semi-
quinone free radicals formed during metabolism and oxidation.
Also, many researchers have investigated the influence of hydroxyl
groups on the properties of trans-resveratrol and have found that
ll rights reserved.

i).
antioxidant activities [4]. On the other hand, it has been demon-
strated that the antioxidant activity of trans-resveratrol and its
analogues strongly depends on a few other structural determinants
such as the number and location of hydroxyl bonds, intermolecular
hydrogen bonds, presence of the vinyl bond [5] and the ability to
generate stable resonance forms during interactions with free rad-
icals and other oxidative electrophilic and nucleophilic species.

In parallel to experimental studies, the antioxidative activities
of trans-resveratrol and its derivatives have been studied theoret-
ically. The antioxidant activities of trans-resveratrol and its
hydroxylated derivatives have been confirmed by Queriroz et al.
[6] on the basis of DFT computations in the gas phase. These
authors have shown that the antioxidant activity of trans-resvera-
trol is related to the stabilisation energy of the free radicals and the
fact that the p-electron system determines the high stability of
these radicals. They have proved that the stability of free radicals
is determined by the number of the resonance structures.

In the theoretical investigation of the antioxidant activity
of trans-resveratrol in the gas phase, Wright et al. [7] used the

http://dx.doi.org/10.1016/j.theochem.2010.04.005
mailto:dmkwant@amu.edu.pl
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01661280
http://www.elsevier.com/locate/theochem


Fig. 1. Molecular geometry of trans-resveratrol.
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accurate procedure based on the locally dense basis sets (LDBS).
Adopting this approach these authors estimated BDE and AIP for
trans-resveratrol, trans-piceatannol and other phenolic antioxi-
dants in the gas phase. Their study reveals that the hydrogen-
transfer mechanism by which the antioxidant reacts with free
radicals is more preferred than single-electron mechanism.

Also, Caruso et al. [8] have performed quantum computations
in the gas phase revealing the antioxidative activity of trans-res-
veratrol. They have proved that proton transfer is the dominant
mechanism of the reaction of free radicals with various antioxi-
dants and that para-40-OH group is more acidic than the other
hydroxyl groups; this observation correlates with the ability of
scavenging free radicals. Unfortunately, in this study the influ-
ence of polar solvent on the antioxidant activity has not been
taken into consideration. In their work also the structure of
trans-resveratrol has been determined by X-ray diffraction. On
the basis of their results the authors have claimed that this com-
pound is practically planar and that the crystal phase reveals
extensive hydrogen bonds, which determine the flip-flop motion
of the three hydroxyl bonds. The dynamic behaviour has been
suggested to correlate with the antioxidant activity of this
compound.

Theoretical study of the antioxidant activity of trans-resveratrol
has been also undertaken by Cao et al. [9]. Their results indicate
that this compound is a strong antioxidant because its radicals
have a semi-quinone structure in which the unpaired electron is
mainly localised on the O-atoms in para and ortho positions. The
analysis of the spin density also confirms such behaviour of this
compound. According to these authors the 40-hydroxyl group is
more reactive than the other ones, while hydroxyl groups and dou-
ble bond in this compound can contribute to the ability of scaveng-
ing free radicals. Unfortunately, the computations reported in this
work were performed only in the gas phase, hence give poor in-
sight into the antioxidative activity of trans-resveratrol in polar
environment of living cells.

It is well known that the harmful free radicals can be deacti-
vated in the interaction with phenolic antioxidants in the following
reactions [10]:

PhðOHÞnOH! PhðOHÞnO� þHþ ð1Þ
PhðOHÞnO� þ X� þHþ ! PhðOHÞnO� þHX ð2Þ

where Ph(OH)nOH denotes a polyphenolic compound. This sequen-
tial proton loss electron transfer mechanism (SPLET) is associated
with the ability of polyphenols to donate proton. Hence, the smal-
ler values of PDE (proton dissociation enthalpy) make this mecha-
nism more preferable. Note that this mechanism dominates when
the environment is strongly basic and polar. In Ref. [10], the
hydrogen-transfer mechanism (HAT) has been reported, which
describes transfer of hydrogen atom from antioxidant to free
radicals. It is preferable when homolytic dissociation enthalpy
(BDE) of hydroxyl bonds reaches small values and it can be writ-
ten in the following way:

PhðOHÞnOHþ X� ! PhðOHÞnO� þHX ð3Þ

Another possible mechanism by which the polyphenolic com-
pounds interact with free radicals is the electron transfer process
from antioxidant to free radical followed by proton transfer (ET-
PT mechanism). This mechanism can be written as [10]:

PhðOHÞnOHþ X� ! PhðOHÞnOH�þ þ X� ð4Þ
PhðOHÞnOH�þ ! PhðOHÞnO� þHþ ð5Þ

Note that if this mechanism is followed, the reactivity of
polyphenols can be estimated by susceptibility of antioxidants
to electron donation. The chemical compound is able to act as
antioxidant according to this mechanism when is characterised
by small value of adiabatic ionisation potential (AIP). These mech-
anisms clearly show that the neutral forms of phenolic antioxi-
dants and their anions can be effective scavengers of free
radicals. It is expected that the pathways on which the antioxi-
dants can play the preventive role will strongly depend on the
solvent stabilisation of the charged species. Moreover, in real bio-
logical systems the interaction between antioxidants and free
radicals takes place in polar and non-polar environments, for,
e.g., in membranes, where lipid peroxidation occurs. Therefore,
the solvent effects should be taken into theoretical considerations
of the antioxidant potency.

Unfortunately, the hitherto theoretical studies of the antioxi-
dant properties of trans-resveratrol have been performed in the
gas phase. Since the free radical-scavenging action can occur in
solution and the solvation effect is very important in biological sys-
tems, it is the intention of the present study to take into regard the
solvation effect in the quantum-mechanical calculations to get a
more reliable description of the antioxidative activity–structure
relationships for trans-resveratrol in water and ethanol environ-
ments. Therefore, in this study we examine the influence of these
environments on the physical descriptors characterising the anti-
oxidant efficiency of trans-resveratrol. In particular, it will be
shown that the antioxidative activity of this compound is strongly
related to the geometry of trans-resveratrol and its anions, 40-O-
radical as well as cation radical. We also report a detailed analysis
of several molecular properties, such as the total molecular ener-
gies, molecular geometries, optimised geometrical parameters
and the conformational equilibrium along with rotational energy
profile. Moreover, the aim of the present study is to elucidate the
geometric features of trans-resveratrol that can determine the abil-
ity of trans-resveratrol to scavenge free radicals in the two types of
the environment studied. Since phenolic antioxidants can react
with free radicals via the three above-mentioned mechanisms,
we have performed computations in order to explain the antioxi-
dant action of trans-resveratrol according to these mechanisms.
Furthermore, on the basis of the antioxidant factors computed
(PDE, BDE, AIP) we have pointed the most preferable mechanism
of antioxidant activity. Moreover, we have studied the thermody-
namics of the reactions of trans-resveratrol and its anions with
water molecule (Fig. 2). However, to confirm that 3,5,40-O-trianion
can be formed in basic environments, the Gibbs free enthalpies of
the reactions of trans-resveratrol and its dianions with OH� anion
have been calculated (Figs. 2 and 12). This investigation is novelty
of this study in comparison with our previous study [20].
2. Computational methods

All quantum-chemical calculations were performed using
the Gaussian 03W computational package [13]. Geometry of



Fig. 2. The reactions of trans-resveratrol with water molecule and OH� anion.
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trans-resveratrol in the gas phase, water and ethanol medium
was fully optimised employing DFT method with restricted
Becke’s three-parameter hybrid functional and the nonlocal Lee,
Yang and Parr gradient-corrected correlation functional (rB3LYP)
[14,15], together with 6-311G(d,p) and 6-311+G(d,p) functional
basis sets. However, for the optimisation of the geometry of
the phenoxy radicals and cation radicals the unrestricted
uB3LYP/6-311G(d,p) level of theory was applied. In the optimisa-
tion process of the structures of 40-O-radical and cation radical
the spin contamination was monitored, because accuracy of the
energy evaluation in the case of systems involving open-shell
species is sensitive to spin contamination. The mean value of
the square of the total spin of 0.750 was maintained. We used
uB3LYP functional for open-shell molecular systems because it
provides reliable results. The computations for the anions were
performed for the optimised structure of the neutral molecule
in the global energy minimum, after proton was abstracted from
40-OH, 3-OH and 5-OH groups. All anions were fully optimised
with the use of the 6-311+G(d,p) basis set augmented with dif-
fuse functions for the proper description of ionic systems. To
show that the anions were stabilised by resonance, the reso-
nance forms of 40-O-anion in the gas phase and water environ-
ment were investigated. The HOMO orbital distribution and
spin density distribution were determined for the fully optimised
structure of trans-resveratrol and its 40-O-phenoxy radical.

In order to determine the starting geometry of the compound
studied and the approximate location of the minimum energy
structures, a conformational analysis was performed. At the first
step rotational potential energy profile (Fig. 3) at restricted
B3LYP/6-31G(d) level was built by scanning the internal dihedral
angles a (C5–C4–C7–C8) and h (C7–C8–C9–C10) in the compound
studied. The conformational energy maps were obtained through
the discrete rotation of these selected angles at 10� increments,
over the range from 0� to 180� with constraint on all other



40 D. Mikulski et al. / Journal of Molecular Structure: THEOCHEM 951 (2010) 37–48
geometrical parameters. Afterwards, the most stable structures ob-
tained from the scan were fully optimised without any symmetry
constraints around each potential minimum. For all optimised
structures, we calculated the harmonic vibrational frequencies of
the corresponding bonds to determine stationary points on the po-
tential energy surface. As the relative hydrogen orientations in OH
groups with respect to the ring are also important geometrical
parameters, for the most stable geometries obtained from previous
full optimisations, the potential energy surfaces describing the
relation between these orientations and total energy were
built. These surfaces were generated at the B3LYP/6-31G(d) level
of theory by changing the dihedral angles b (C6–C1–O40–H40 ), c
(C10–C11–O5–H5), u (C14–C13–O3–H3), d (C11–C12–O4–H4) and a
(C10–C9–C8–C7) at 60� increments with constraints on all other
geometrical parameters. In the calculations we used the angle
increment of 60� in order to find out whether in the most stable
conformations the hydrogen atoms from the OH groups are in
the plane of the molecule or out of its plane. Finally, the most sta-
ble conformations obtained from these scans were fully optimised
at 6-311G(d,p) level of theory and vibrationally characterised to
check for the presence of imaginary frequencies in the minima.
The total molecular energies of the compounds studied assumed
to have the optimised structures were almost the same. In this
way, the most reliable structure of trans-resveratrol in the global
energy minimum was determined, which seems to be the best
theoretical result generated by the methods used in the calcula-
tions. All structures were fully optimised using the Berny algo-
rithm and redundant internal coordinates [16]. However, the
harmonic vibrational frequencies for fully optimised geometries
were computed analytically and scaled by a factor of 0.973 as
recommended [17].

Since the 40-OH group is the most reactive in scavenging free
radicals [18], the free radicals without 40-hydrogen and the anions
without 5-,40- and 3-protons were studied. Therefore, we studied
the 40-O-monoanion, 5-O-monoanion, 40,3-O-dianion, 3,5-O-dian-
ion and 40,3,5-trianion. The PDE values were calculated using the
formula: PDE = Hanion + Hproton � Hmolecule in which, Hanion is the en-
thalpy of the anion generated after proton abstraction, Hproton is the
enthalpy of proton while Hmolecule stands for the enthalpy of the
parent molecule. The PDE values of the O–H bond in anions were
computed according to the equations: PDE = Hdianion + Hproton �
Hanion and PDE = Htrianion + Hproton � Hdianion, where Hdianion indi-
cates the total enthalpy of 40,3-O-dianion and 3,5-O-dianion,
whereas Htrianion is the total enthalpy of 3,5,40-O-trianion. However,
the AIP values were determined according to the following equa-
tion: AIP = Ecr � Emolecule where Ecr is the corresponding total
molecular energy of cation radical generated after electron trans-
fer, while Emolecule denotes the total energy of the parent molecule
obtained at the 6-311G(d,p) level of theory. Employing the
enthalpies in the standard state of 1 atm and 298.15 K, the homo-
lytic BDE values were calculated with the use the following rela-
tionship: BDE = Hradical + HH � Hmolecule, where Hradical is the total
enthalpy of the free radical, HH is the gas-phase total enthalpy
of the hydrogen atom (�0.49764 hartree) with the vibrational
correction [7], whereas Hmolecule is the total enthalpy of the parent
molecule. The aqueous-phase proton enthalpy of the hydrogen
atom is given by the sum of HH and the hydration enthalpy
(DHhydr[H(g)] = �4 kJ/mol) of hydrogen atom [23,24]. The etha-
nol-phase enthalpy of the hydrogen atom was calculated as
sum of HH and solvation enthalpy (DHsolv[H(g)] = 5 kJ/mol) of
the hydrogen atom in weakly polar solvents [23]. To compute
the appropriate values of these parameters which determine the
radical-scavenging activity, the most stable chemical individuals
in the global energy minimum were used. The distributions of
the HOMO orbital and spin density were computed for the fully
optimised geometry of the compound considered. The total
enthalpies (Htotal) of the chemical forms examined were esti-
mated using the following formula:

Htotal ¼ E0 þ ZPEþ DHtrans þ DHrot þ DHvib þ RT ð6Þ

where E0 is the calculated total electronic energy, ZPE stands for zero-
point energy, DHtrans, DHrot and DHvib are translational, rotational
and vibrational contributions to the enthalpy. Finally, the RT term
is added to convert the energy to enthalpy. ZPE was calculated to
demonstrate the difference between harmonic computed frequen-
cies and the actual anharmonic experimental frequencies.

In order to study the thermodynamic spontaneity, the Gibbs
free enthalpies for the following reactions were computed:

All the values of the Gibbs enthalpies DG were computed in the
standard state in the environments considered. Both electrostatic
and nonelectrostatic (cavitation, repulsion and dispersion) terms
were included in these values. The Gibbs enthalpies of the reactions
(Figs. 2 and 12) were calculated as differences between the total gas-
phase, aqueous-phase and ethanol-phase the Gibbs enthalpies of the
products and substrates. All the values of this thermodynamic func-
tion were referred to the most energetically stable chemical forms. In
these calculations DG(OH�) was set to �75.771707, �75.914631
and�75.910527 hartree for the gas phase, water and ethanol media,
respectively, while DG(H3O+) was set to �76.715998, �76.859623
and�76.855477 hartree for the gas phase, water and ethanol media,
respectively. The optimised values of DG(H2O) are �76.454816,
�76.470024 and �76.469525 hartree in the gas phase, water and
ethanol environments, respectively. These values are referred to
fully optimised OH�, H3O+ and H2O with the use of the B3LYP/
6-311+G(d,p) level of theory. The enthalpy of the proton in the gas
phase is given by its translation energy, H[H+(g)] = 3/2 kT. Its
translation entropy in the gas phase is�32.43 kJ K�1mol�1, as calcu-
lated by the well-known Sackur–Tetrode equation, at 298 K and
1 atm. However, the value of the Gibbs free enthalpy of proton is
G[H+(g)] = H[H+(g)] � TS[H+(g)] = �26.28 kJ/mol. At last the aque-
ous-phase proton free enthalpy is given by the sum of G[H+(g)] and
the hydration free enthalpy of the proton (�1104.5 kJ/mol), which
was determined by Tissandier et al. [21].

The optimisation of the structure trans-resveratrol and the cal-
culation of the antioxidation parameters in water and ethanol
environments was performed by employing one of the most suc-
cessful solvation models CPCM (conductor polarisable continuum
model) for evaluation of chemical properties of the molecules in
various solutions [19]. In this approach, the liquid is treated as a
continuum characterised by a dielectric constant, which permits
calculations of the solvation free enthalpy of the nonelectrostatic
contributions and the electrostatic problem can be solved in the
iterative way for very large chemical systems. Within the CPCM
model, the effect of polarisation is represented numerically. In this
model the effects of solvation are folded into the iterative SCF
computation rather than making an extra step afterwards. Unfor-
tunately, numerical gradients are prohibitively expensive owing
to the fluctuations arising from the segmentation of the solvent
accessible surface and the quality of the calculations depends on
several factors. Moreover, this model permits the calculations of
electronic properties that involve coupled-perturbed procedure,
including all the solvent contributions. Of great importance is
the proper use of the boundary conditions on the surface and a
correct form of cavity. In our study the simple UAO model of cav-
ity was employed to evaluate the aqueous and ethanol solvation
effects. The CPCM calculations were performed with the tesserae
of 0.2 Å2 average size. The solvent effect in the conformational
equilibrium was assessed from the geometries fully optimised in
the gas phase at their global energy minima. In the calculations
dielectric constants of 24.55 and 78.39 for ethanol and water,
respectively, were used.



Fig. 3. The B3LYP/6-31G(d) conformational energy maps for trans-resveratrol in the gas phase along the a and h coordinates.
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3. Results and discussion

3.1. Ground state geometries of trans-resveratrol, and its 3-O-
monoanion, 40-O-monoanion, 3,40-O-dianion, 3,5,40-O-trianion, 3,5-O-
dianion, cation radical and 40-O-radical in the gas phase, water and
ethanol environments. Thermodynamic analysis

After full optimisation in the gas phase, ethanol and water envi-
ronment, trans-resveratrol and its 3-O-monoanion, 40-O-monoan-
ion, 3,40-O-dianion, 3,5-O-dianion and 3,5,40-O-trianion (Fig. 4)
have been found in the global energy minimums, which is con-
firmed by the absence of the imaginary frequencies. The optimised
values of the dihedral angles b (C6–C1–O40–H40 ), c (C10–C11–O5–H5),
u (C14–C13–O3–H3) and d (C11–C12–O4–H4) indicate that hydrogen
atoms from all OH groups lie on the surface of trans-resveratrol,
its 40-O-radical, cation radical and anionic forms in the environ-
ments studied. The resonance forms of 40-O-monoanion are planar
in the gas phase (Fig. 6) and in water environment (Fig. 5). In both
media they have the semi-quinone structure stabilised through the
vinyl bond connecting the phenyl rings. A close inspection into the
energies of these resonance forms reveals that they are almost
isoenergetic in the gas phase and water medium thus they are
characterised by similar energetical stability. The planar conforma-
tion of the anions strongly correlates with the antioxidative
activity because it ensures the effective delocalisation of the lone
electron pair in the phenyl rings.

From the optimised values of the a (C5–C4–C7–C8) and h (C7–C8–
C9–C10) dihedral angles at the B3LYP/6-311G(d,p) and B3LYP/
6-311+G(d,p) levels it is evident that trans-resveratrol is strictly
planar in the media studied. It must be pointed out that the strictly
planar geometry of trans-resveratrol obtained determines the
energetically favourable delocalisation of the p-electrons and the
stacking interaction of the planar trans-resveratrol system may
also facilitate electron transfer. Analysis of the total energies
(Table 3) shows that in comparison with the gas phase the water
and ethanol environments significantly reduce the total molecular
energy of trans-resveratrol and its monoanions by about 26 and
68 kcal/mol, respectively. Thus, trans-resveratrol and its anions
are more energetically stable in polar solvents than in the gas
phase. Since the values of total energies of anionic forms in water
and ethanol are very similar we can suggest that their energetical
stabilities in these solvents are practically identical. It was found
that all the anionic forms studied are less stable than neutral mol-
ecule in the environments considered. The results obtained reveal
also that 40,3-O-dianion is more energetically stable than 3,5-O-
dianion in the environments studied. For example, in the gas phase
the difference in the total energy between the 3,5-O-dianion and
40,3-O-dianion is 39.187 kcal/mol. It is probably due to higher res-
onance stabilisation of 40,3-O-dianion than 3,5-O-dianion. In addi-
tion, 40-O-monoanion is the most stable in the environments
studied in contrast to 3,5,40-O-trianion which is the most unstable
in these media. This result suggests that trianion of trans-resvera-
trol should be more reactive in contact with free radicals in real
biological systems. Unfortunately, from the values of the Gibbs free
enthalpies of the reactions of trans-resveratrol with water mole-
cule it is clear that the abstraction of proton from this polyphenol
by water molecule and as a result the formation of this trianion is
highly thermodynamically unfavourable, while the formation of
this 3,5,40-O-trianion in the reaction of trans-resveratrol with
OH� anion is thermodynamically permitted (Table 5). It should
be emphasised that in polar media DG of this reaction significantly
decreases in comparison with the gas phase. Therefore, in polar
solvents the formation of this trianion from neutral molecule of
trans-resveratrol is highly thermodynamically preferable. This re-
sult suggests that in basic environments 3,5,40-O-trianion will be
formed and it will show high reactivity. Moreover, we observe that
the difference in total energy between 3-O-monoanion and 40-O-
monoanion is much higher in the gas phase (by about 0.01 hartree)
than in the polar environments (by about 0.003 hartree).

On the basis of analysis of the computed values of the Gibbs free
enthalpies reactions examined (Table 5) we claim that the forma-
tion of all anions in the reactions of trans-resveratrol with water
molecule is thermodynamically very unfavourable in the environ-
ments studied. Note that in the polar media studied the values of
DG are significantly smaller than in the gas phase, hence it proves
that polar environments facilitate proton abstraction from trans-
resveratrol by water molecule. Comparing the values of DG we
can conclude that the reactions studied are more thermodynami-
cally preferable in water than in ethanol. Hence, the transfer of
proton from trans-resveratrol to water molecule is particularly
preferable in water medium. Moreover, on the basis of these re-
sults we claim that the formation of 40-O-anion is more preferable
than 3-O-monoanion, dianions and trianion in all the environ-
ments studied.

The calculated a (C5–C4–C7–C8) and h (C7–C8–C9–C10) dihedral
angles in 40-O-radical (Fig. 7) and cation radical (Fig. 8) of trans-
resveratrol indicate that these structures at the global energy min-
imum are strictly planar in the environments studied. Similarly to



Fig. 4. The B3LYP/6-311+G(d,p) optimised in water environment structures of trans-resveratrol (1) and its 40-O-monoanion (2), 3-O-monoanion (3), 40 ,3-O-dianion (4), 3,5,40-
trianion (5), cation radical (6) and 3,5-O-dianion (7).

Fig. 5. The B3LYP/6-311+G(d,p) optimised resonance forms of trans-resveratrol 40-O-monoanion in water environment.
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the anions, this radical has semi-quinone geometry in which the
unpaired electron is delocalised through both aromatic rings. The
planar geometry of this radical and cation radical ensures the effi-
cient interactions with the other free radicals in the real biological
systems. Besides, the planar conformation and the presence of the
vinyl bond in this radical form facilitate effective delocalisation of
the unpaired electron, which determines the energetic stability of
these radicals and their resonance forms. Energy analysis reveals
that 40-O-radical is more stable in polar media studied than in
the gas phase by about 2 kcal/mol. For instance, the differences
in energy of 40-O free radical in polar media and gas phase are
smaller in comparison with the energy differences between the



Fig. 6. The B3LYP/6-311+G(d,p) optimised resonance forms of trans-resveratrol 40-O-monoanion in the gas phase.

Table 1
B3LYP/6-311G(d,p) calculated AIP [kcal/mol], BDE [kcal/mol] and at the B3LYP/6-311+G(d,p) level calculated PDE [kcal/mol] values.

Compound Gas phase Water medium Ethanol medium

AIP PDE BDE AIP PDE BDE AIP PDE BDE

Trans-resveratrol 157.061a – – 118.940a – – 119.814 – –
40-O-H-bond – 322.582 78.683a – 281.161 80.728a – 283.194 80.571
3-O-H bond – 328.977 – – 283.841 – – 285.331 –

a From Ref. [20].

Table 2
B3LYP/6-311+G(d,p) calculated the PDE [kcal/mol] values of the proton dissociation
reactions of 40-O-monoanion, 3,40-O-dianion and 3,5-O-dianion in the gas phase,
water and ethanol environments.

Reaction Gas phase Water Ethanol

A 392.358 298.429 300.402
B 473.838 304.304 314.555
C 437.272 294.531 300.318

Table 3
B3LYP/6-311G(d,p) calculated the DG [kcal/mol] values of the reactions of 40-O-
monoanion, 3,40-O-dianion and 3,5-O-dianion with water molecule and OH� anion in
the gas phase, water and ethanol environments.

Reaction Gas phase Water Ethanol

D 226.611 51.693 57.959
E 311.509 59.094 66.224
F 437.272 50.054 58.129
G �38.151 �52.344 �50.628
H 8.617 �53.983 �50.459
I 46.749 �44.943 �42.364

Table 5
The B3LYP/6-311+G(d,p) computed the Gibbs free enthalpies of the reactions
presented in Fig. 2.

Reaction Gas phase Water medium Ethanol medium

1 �87.108 �153.136 �150.752
2 169.059 48.188 50.828
3 174.581 48.153 52.574
4 395.684 99.881 108.788
5 433.803 108.924 116.883
6 707.200 158.978 175.012

Table 4
B3LYP/6-311G(d,p) computed the total molecular energy [hartree] of trans-resvera-
trol (a) and its 40-O-radical and cation radical and B3LYP/6-311+G(d,p) computed
total molecular energy of trans-resveratrol (b) and its anionic forms in the gas phase,
water and ethanol media.

Chemical invidious Gas phase Water medium Ethanol medium

Trans-resveratrol (a) �766.5710456 �766.6134851 �766.6115014
Trans-resveratrol

(b)
�766.5891652 �766.6329845 �766.6311403

40-O-radical �765.9348500 �765.9751190 �765.9733545
Cation radical �766.3207522 �766.4239412 �766.61150140
40-O-monoanion �766.04468868 �766.1538933 �766.14952753
3-O-monoanion �766.03460827 �766.1506138 �766.14621225
3,40-O-dianion �765.40784340 �765.66930406 �765.66082788
3,5,40-O-trianion �764.64084442 �765.17433399 �765.15800382
3,5-O-dianion �765.34677336 �765.65761873 �765.64711559
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anions. This result indicates that 40-O-H bond is slightly sensitive
to homolytic breakdown by free radicals in non-polar environ-
ments than in polar media and that polar media stronger interact
with charged chemical forms than with neutral. Moreover, in all
environments we found that 40-O-radical and cation radical was
less stable than the neutral molecule. The results obtained prove
that the difference in the total molecular energy between gas
phase and polar environments is significantly greater for the cation
radical. Since the cation radical is a charged chemical individuum,
the influence of polar medium on the total energy is higher. There-
fore, it is expected that the single-electron transfer mechanism
strongly depends on the presence of the polar environment and
dominates in these environments. It is well known that the sin-
gle-electron transfer and hydrogen-transfer mechanism must al-
ways occur in parallel, but at different rates. Moreover, the
environments taken into regard in the quantum computations fun-
damentally differ from environment of reactions occurring in living
organisms. Hence, the computational results allow only to partial
explanation of the antioxidation mechanisms of trans-resveratrol
activity.
3.2. Proton dissociation enthalphy

PDE is an important physical parameter to characterise the anti-
oxidative properties of the compound investigated. This parameter
characterises the ability of various polyphenolic antioxidants to
proton donation in a polar medium. The molecules with lower val-
ues of the PDE are more susceptible to proton abstraction. Note
that analysis of the SPLET mechanism shows that the second step
is crucial to antioxidative action of trans-resveratrol. Hence, in this



Fig. 7. The B3LYP/6-311G(d,p) optimised geometry of trans-resveratrol (1) in the gas phase and its 40-O-radical in the gas phase (2), water environment (3) and ethanol
environment (4).

Fig. 8. The B3LYP/6-311G(d,p) optimised geometry of trans-resveratrol in ethanol environment (1) and its cation radical in this medium (2).

Fig. 9. The HOMO orbital distribution in trans-resveratrol in the gas phase (1), water (2) and ethanol environment (3).

44 D. Mikulski et al. / Journal of Molecular Structure: THEOCHEM 951 (2010) 37–48
mechanism the single-electron transfer dominates over proton
transfer. The calculated PDE of 40-O-H and 3-O-H bond for trans-
resveratrol in water, ethanol medium and gas phase are presented
in Table 1. Our results indicate that the PDE values of the 40-hydro-
xyl bond in the environments examined are lower than those of the
3-hydroxyl group. Analysis of the PDE values in water and ethanol
media shows that water as a strong polar compound is slightly
more efficient proton donor than ethanol. As follows from our re-
sults, the 40-OH group is more acidic than other hydroxyl groups.
In this way we have confirmed the results obtained by Fukuhara
et al. [12] who claimed that the 4-OH group of trans-resveratrol
is the most reactive and determinates its biological activity. Unfor-
tunately, the high values of PDE in the environments investigated
show that the ability of trans-resveratrol to donate proton is rather
poor. Probably this property correlates highly with the acidity of
trans-resveratrol. The value pKa1 = 8.8, pKa2 = 9.8, pKa3 = 11.4 for
the acidic dissociation constants of trans-resveratrol clearly indi-
cates that this compound is a weak acid and its ion dissociation
in solution is highly thermodynamically unfavourable [11]. It is ex-
pected that the mechanism proposed by Shang et al. [10] will not
be dominant in the process of free radical scavenging. It should
be emphasised that in a strongly basic environment in real biolog-
ical systems these anions can be efficient antioxidants because in
these environments trans-resveratrol occurs mainly in the anionic
forms. This fact suggests that in intestinal juices trans-resveratrol
reveals particularly strong antioxidant activity. Furthermore, when
the solvent is included in the calculations, the analysis of PDE val-
ues reveals that in polar media trans-resveratrol is more able to
proton donation than in the gas phase because the charge separa-
tion process is very sensitive to the polarity of solvents. This result
proves that the antioxidant activity of trans-resveratrol strongly
depends on the presence of polar solvents. PDE values of 3-O-H



Fig. 10. The spin density distribution in 40-O-radical of trans-resveratrol in water environment (1) ethanol environment (2) and the gas phase (3).

Fig. 11. The computed at uB3LYP/6-311G(d,p) level of theory spin density in the 40-O-radical of trans-resveratrol in the gas phase (1), water environment (2) and ethanol
environment (3).
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bond in 40-O-monoanion and of 5-O-H bond in 40,3-O-dianion in
water environment imply that 40,3-O-dianion and 3,5-O-dianion
are weaker donors of proton than 40-O-monoanion (Table 2). Com-
paring the ability of these dianions to donate proton we see that
3,5-O-dianion is significantly more sensitive to proton donation
than 40,3-O-dianion in the media studied and that the higher differ-
ences in the values of PDE are observed in the gas phase than in
polar media.

Moreover, the computed values of the Gibbs free enthalpies
of the reactions of the 40-O-monoanion, 40,3-O-dianion and 3,5-
O-dianion with water molecules (Fig. 12) indicate that these
reactions are thermodynamically unfavourable in the media
considered (Table 3), while the reaction of 40-O-monoanion, 3,5-
O-dianion and 40,3-O-dianion with OH� is thermodynamically
preferable in all the media studied, particularly in polar media. In
our opinion the thermodynamic spontaneity of these reactions
suggests that the 40-O-monoanion can be active as antioxidant in
basic media. It should be stressed that for the reactions of monoa-
nions and dianions with H2O in water medium the values of DG are
significantly lower than in ethanol medium. This result proves that
the transfer of proton from monoanions and dianions to OH� is
more preferable in water than in ethanol. Summarising, we can
conclude that 40-O-monoanions are more effective proton donors
than the dianions studied and that their antioxidative behaviour
can be elucidated by the single-proton transfer mechanism. Be-
sides, these findings prove that the formation of trianion in the
reactions of 3,5-O-dianion and 40,3-O-dianion with water are
thermodynamically unfavourable in the media studied.

3.3. Bond dissociation enthalpy, adiabatic ionisation potential, spin
density and HOMO orbital distribution

The homolytic BDE of the hydroxyl bond is an important factor
for determination of effectiveness of an antioxidant because the
weaker this bond, the higher the antioxidative activity. Moreover,
BDE is a thermodynamic parameter, which means that the weaker
the bond, the more favourable the reaction with free radicals. How-
ever, the value of AIP represents the ease of the single-electron
transfer which is one of the possible mechanisms by which an anti-
oxidant can deactivate free radicals. Therefore, the molecules with
low values of BDE and AIP are expected to show high antioxidant
activity. The calculated values of BDE and AIP for the compound
studied in the environments investigated are presented in Table 1.
Our results clearly indicate that BDE of the 40-O-H bond for
trans-resveratrol and AIP are practically identical in ethanol and
water environment. Hence, we can conclude that in these polar



Fig. 12. The proton dissociation reactions of trans-resveratrol anions (A–C), the reactions of anions of trans-resveratrol with water molecule (D–F) and the reactions with OH�

anion (G–I).
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environments the ability of trans-resveratrol to donate electron
and hydrogen is very similar. Besides, note that in water and eth-
anol environment the AIP values increased by approximately
39 kcal/mol whereas in the values of BDE only a slight difference
was found relative to the results for the gas phase. Note that the
BDE values in water and ethanol are slightly higher than in the
gas phase. This conclusion is supported by the fact that the BDE
values are lower by about 2 kcal/mol in the gas phase than in polar
media. This effect is strongly related to the higher stabilisation of
trans-resveratrol by the polar environments studied. These find-
ings suggest that in non-polar media trans-resveratrol can effec-
tively scavenge the free radicals via the HAT mechanism and that
polar solvents ensure better ability of trans-resveratrol to single-
electron transfer than the gas phase. In addition, our findings
reveal that the hydrogen atom transfer mechanism only weakly
depends on the solvent while the single-electron transfer mecha-
nism dominates in water and ethanol environments. Summarising
we claim that the polar medium stronger interacts with charged
cation radical, thus we observe great influence of polar medium
on the values of AIP.

Free radical-scavenging activity of various phenolic antioxi-
dants is also strictly related to the distribution of the HOMO orbi-
tal. The molecules with lower energy of the HOMO orbital have
poorer electron donating ability. Besides, the electronic density
distribution in these orbitals permits prediction of the most prob-
able sites in the molecule investigated that can be easily attacked
by free radicals and other reactive agents. Hence, molecular-elec-
tron donating ability is characterised by the highest occupied
molecular orbital (HOMO) eigenvalues; the higher eigenvalues,
the higher the antioxidant potency [22]. More active redox sites
of trans-resveratrol are characterised by the high density of the
HOMO orbital. Analysis of the HOMO orbital distribution (Fig. 9)
shows that in all environments studied, it is delocalised on the
whole molecule of trans-resveratrol and particularly on 40-O-posi-
tions and the double bond that connects the phenyl rings. Hence,
the 40-OH group in trans-resveratrol can be easily attacked by the
free radicals and other reactive agents in the real biological sys-
tems. We can conclude that the wide range of delocalisation of this
orbital indicates that the compound investigated has many active
redox sites. In contrast, the OH groups in meta position are insen-
sitive to the interactions with free radicals. This observation for
trans-resveratrol is in an excellent agreement with the results ob-
tained by Cao et al. [9]. Furthermore, in the molecule studied the
HOMO orbital is stretched along both phenyl rings. This finding
is strongly correlated with the presence of the vinyl bond, which
facilitates the distribution of HOMO orbital between two phenyl
rings. The computed values of HOMO for trans-resveratrol at
B3LYP/6-311+G(d,p) level in the gas phase, water and ethanol
medium are �5.675 eV, �5.564 eV, �5.566 eV, respectively. As fol-
lows from these results, the HOMO eigenvalue in the gas phase is
lower by about 2.5 kcal/mol than in polar media. These values indi-
cate that this polyphenol is most effective antioxidant in water,
since in this medium it is more susceptible to ionisation than in
the other media. Hence, this result is in good agreement with the
calculated values of AIP and proves that in polar environments
trans-resveratrol can be more sensitive to the interaction with free
radicals in biological systems via a single electron donation than in
the gas phase and other non-polar media. It should be stressed that
the practically identical values of the HOMO orbital eigenvalues in
polar media do not allow a comparison of the electron donation
ability of trans-resveratrol in water and ethanol.

Comparing the values of BDE and PDE (Table 1) in the environ-
ments studied, we observe that the values of PDE are higher than
those of the other antioxidant factors. However, BDE values are
smaller than those of AIP and PDE. Hence, we conclude that hydro-
gen atom transfer mechanism (HAT) for scavenging of free radicals
is the most favourable in the media studied, hence in physiological
conditions the scavenging of harmful free radicals by trans-resve-
ratrol can be achieved mainly via hydrogen donation. Significantly
high values of PDE prove that the SPLET mechanism plays rather
small role in the antioxidant process induced by this compound
in living organisms. Despite this fact, in living cells trans-resvera-
trol can act as antioxidant according to the above-mentioned three
mechanisms. On the basis of the values of the antioxidant factors
obtained in the media studied we can conclude that the contribu-
tion of the mechanisms considered in the antioxidative activity
depends strongly on the ability of the solvent to ionise trans-resve-
ratrol. Therefore, our results contribute to elucidation of the
conclusions given in [10].

Another molecular parameter correlated with the free radical-
scavenging activity is the spin density, which was also calculated.
Spin density characterises the distribution of electron spin in the
free radicals and is responsible for the stability of these radicals.
The high density of spin at any site of 40-O-radical investigated
strongly correlates with the reactivity of these sites. Analysis of
the distribution of spin density for the 40-O-radical of trans-resve-
ratrol (Fig. 10) in the environments investigated shows a signifi-
cantly higher concentration of spin density on the 40-O-atom
than on the other oxygen atoms. Furthermore, the high contribu-
tion to global spin density from vinyl bond leads to the conclusion
that this fragment of 40-O-radical can be also sensitive to the attack
of reactive radical forms. Our results show that in the environ-
ments studied, the global contribution of the total spin density dis-
tribution from the phenyl ring (a) is significantly higher than the
phenyl ring (b). Therefore, the spin density in the media studied
is mainly delocalised through the phenyl ring (a). It is interesting
to note that the polar environments decrease the spin density on
40-oxygen in the comparison with the gas phase (Fig. 11). Addition-
ally, in a polar media the contribution of phenyl ring (a) to global
spin density is smaller than in the gas phase, while the contribu-
tion of phenyl ring (b) is higher than in the gas phase. Probably,
this interesting finding follows from the interactions of polar med-
ia with the phenoxy radicals. The interactions of polar media with
polar 3-OH and 5-OH group can contribute to this deformation of
distribution of the spin density. Considering the fact that the lower
the values of spin density, the higher energetic stability, the values
of the spin density computed (Fig. 11) confirm higher stability of
the 40-O-radical in polar solvents than in the gas phase. The very
low differences in spin density on 40-O atom of 40-O-phenoxy rad-
ical in water and ethanol media are correlated with very low differ-
ences in the molecular energies in these solvents (Table 4).
Comparing the spin density distributions presented in the Figs. 10
and 11, we observe that these distributions are in agreement be-
cause in both figures we can see that this density is mainly distrib-
uted on the phenyl ring (a). However, the differences in the spin
density values on the atoms from phenyl ring (b) are very small.
4. Conclusions

The computations performed by the DFT method revealed that
trans-resveratrol is more effective donor of hydrogen atom in the
gas phase than in the polar media considered. It has been shown
that in water and ethanol media the antioxidative activity of
trans-resveratrol is very similar. As follows from our results,
trans-resveratrol antioxidative activity is realised mainly according
to the HAT mechanism and that SPLET as well as ET-PT mecha-
nisms have the smaller contribution to free radical-scavenging
activity of trans-resveratrol. The results obtained demonstrate that
trans-resveratrol is more able to donor electron and proton in polar
media than in gas phase. It was shown that the ability of trans-res-
veratrol to donate proton is thermodynamically unfavourable in
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the media considered. The most stable conformations of trans-res-
veratrol and its 3-O-monoanions, 40-O-monoanion, 3,40-O-dianion,
3,5-O-dianion, 3,5,40-O-trianion, cation radical and 40-O-radical are
strictly planar in the environments studied. Our study has demon-
strated that the transfer of proton from trans-resveratrol to water
molecule is thermodynamically unfavourable in the media studied.
The geometry of the anion forms ensures the favourable delocalisa-
tion of the lone electron pair in phenyl rings and proton donation
in the neutral molecule. However, the planar geometry of 40-O-
phenoxy radical and cation radical determines the most energeti-
cally favourable delocalisation of the unpaired electron. Our study
has shown that 40-O-monoanions are more able to donate proton
than the dianions studied and it suggests that this 40-O-monanion
can be a scavenger of free radicals in basic media. It is found that
the strong antioxidative activity of trans-resveratrol can be related
also to the semi-quinone structure of anions and 40-O-radical, sta-
bilised by the presence of the vinyl bond and the resonance. To
sum up, our study contributes to better understanding of the
strong antioxidative activity of trans-resveratrol.
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The accurate quantum-chemical computations based on DFT, Hartree–Fock and second-order Møller–
Plesset (MP2) methods have been performed for the first time to study the interaction of the Cu2+ ion
and [Cu(H2O)1–4]2+ complexes with trans-resveratrol, its cis-stereoisomer, phospholipid and deoxythymi-
dine 50-monophosphate in vacuum and water medium. On the basis of the interaction energies we have
demonstrated that O3 and O5 oxygen atoms of the stereoisomers of resveratrol form the most stable che-
late complexes with Cu2+. It has been shown that the capacity of trans-resveratrol to chelate Cu2+ is
higher than that of cis-resveratrol. The trans-resveratrol–Cu2+–phospholipid [trans-resveratrol–
Cu(H2O)4–phospholipid]2+, trans-resveratrol–Cu2+–deoxythymidine 50-monophosphate and [trans-resve-
ratrol–Cu(H2O)4–deoxythymidine 50-monophosphate]2+ systems in which Cu2+ and [Cu(H2O)4]2+ aqua
complex coordinate to the negatively charged oxygen atoms of 50-monophosphate group of deoxythymi-
dine 50-monophosphate and phospholipid are characterised by the lowest interaction energy. We have
proved that the hydration of the Cu(II) ion by four water molecules contributes to the dramatic reduction
of the energetical stability of all the complexes studied. It was pointed out that in aqueous medium the
stability of all complexes is significantly higher than in vacuum. The result suggests that trans-resvera-
trol–Cu(II) and [trans-resveratrol–Cu(H2O)4]2+ complexes can bind with negatively charged oxygen atoms
of 50-monophosphate anion of phospholipids which form a polar shell surrounding LDL particles. Further-
more, it has been found that trans-resveratrol–3-O–Cu(II) and trans-resveratrol–5-O–Cu(II) complexes
are capable of forming the most stable complexes with deoxythymidine 50-monophosphate and
phospholipid. The findings obtained satisfactorily explain the experimental data and give insight into
understanding of therapeutical and biological activity of trans-resveratrol–Cu2+ complexes.

� 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

trans-Resveratrol (trans-40,3,5-trihydroxystilbene, Fig. 1) is a
common natural phytoalexin that can be found in a wide variety
of plants including grapes, mulberries and peanuts. It is also pres-
ent in red wines. This compound is known to show anti-inflamma-
tory [1], anti-platelet [2], anti-mutagenic [3] and antioxidant [4]
effects. trans-Resveratrol has been identified also as an anti-cancer
agent capable of inhibition of the three major stages of carcinogen-
esis, i.e. initiation, promotion as well as progression [5]. Addition-
ally, it shows inhibitory effect in the interactions with xanthine
oxidase [6], cyclooxygenase COX-1 [7], ribonucleotide reductase
[8] and DNA polymerase [9]. The study by Frankel et al. [10] has
revealed that trans-resveratrol is an effective inhibitor of LDL
(low-density lipoprotein) peroxidative degradation. Further,
ll rights reserved.

: +48 618291505.
i).
Belguendouz et al. [11] have pointed out that the effect reported
by Frankel et al. [10] can be connected with the chelation of copper
ions (II). Hence, the trans-resveratrol–Cu(II) complexes prevent
blood vessel membranes from being affected by the harmful action
of the peroxidised LDL. Moreover, these authors claim that
isomerization of trans-resveratrol into cis-stereoisomer (Fig. 1)
significantly lowers the ability to chelate the copper ion (II).

Over the last few years many experimental studies have pro-
vided interesting insight into the capability of trans-resveratrol
and its dimer to induce oxidative DNA damage in the presence of
certain transition metal ions, especially copper ions (II). A signifi-
cant contribution to the elucidation of this biochemical process
was brought by Fukuhara and Miyata [12]. They have shown for
the first time that trans-resveratrol and its complex with Cu(II)
have high ability to bind with plasmid DNA strand. Also, Fukuhara
et al. [13] using a supercoiled DNA have analyzed the ability of
trans-resveratrol and its analogues to induce DNA-cleavage. On
the basis of fluorescence emission study, these authors suggest

http://dx.doi.org/10.1016/j.theochem.2010.06.024
mailto:dmkwant@amu.edu.pl
http://dx.doi.org/10.1016/j.theochem.2010.06.024
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01661280
http://www.elsevier.com/locate/theochem


Fig. 1. Molecular structures of trans-resveratrol (a), cis-resveratrol (b) and dianion
of deoxythymidine 50-monophsophate (c).

Fig. 2. Molecular structures of trans-resveratrol–Cu2+ (a and b) and cis-resveratrol–
Cu2+ (c and d) complexes.

Fig. 3. Molecular structures of trans-resveratrol–Cu2+–phospholipid complexes.

D. Mikulski, M. Molski / Journal of Molecular Structure: THEOCHEM 956 (2010) 66–76 67
that trans-resveratrol binds to duplex DNA through significant
intercalation while on the basis of UV absorption spectra they
prove that trans-resveratrol makes 1:1 complexes with Cu2+. The
authors also claim that the 40-OH group is essential for Cu(II) coor-
dination and the ability of this group to bind with copper ion
strongly depends on the structure of trans-stilbene derivative. Re-
cently, Azmi et al. [14] have investigated trans-resveratrol–Cu2+ in-
duced DNA-breakage in human peripheral blood. Their results
have confirmed that the complexes of trans-resveratrol with Cu(II)
are strongly capable of DNA degradation in the lymphocyte cells.

To understand the role of the trans-resveratrol–Cu(II) com-
plexes in the process of DNA-cleavage and inhibition of LDL perox-
idation, it is first of all necessary to carry out a detailed interaction
study of these complexes with 50-monophoshate deoxyribonucleo-
tide and phospholipid. Additionally, the above-mentioned biomed-
ical activity of the trans-resveratrol–Cu2+ and cis-resveratrol–Cu2+

complexed systems have motivated us to perform quantum-chem-
ical computations to characterise the interaction of trans-resvera-
trol and its cis-stereoisomer with Cu(II) and to determine the
most reliable geometry of these complexes. Since the hydrophobic
core of LDL particles is surrounded by a shell of phospholipids, the
most stable geometry of trans-resveratrol–Cu(II)–phospholipid
complex has been determined. The main purpose of this study
was to elucidate theoretically the interactions of trans-resvera-
trol–Cu(II) complex with dianion of phospholipid. In order to ex-
plain the interaction of trans-resveratrol–Cu2+ complex with DNA
in cancer cells, trans-resveratrol–Cu2+–deoxythymidine 50-mono-
phosphate complex was investigated. In all computations we used
the DFT method as it is very useful for studying metal cation–bio-
molecule interactions.

Considering the fact that in real biological systems water mole-
cules are coordinated to Cu(II), we studied the interactions of the
Cu2+ cation with resveratrol stereoisomers, deoxythymidine 50-
monophoshate and phospolipid in the presence of several water
molecules which were placed in neighbourhood of Cu2+. Further-
more, the important studies by Burda et al. [15,16] have motivated
us to develop a theoretical model of aqua–Cu(II) complexes inter-
actions with stereoisomers of resveratrol, phospholipid and deox-
ythymidine 50-monophosphate. Hence, ab initio MP2 and DFT
methods were used to demonstrate the high influence of these
molecules on the stability and geometry of the complexed systems
examined. Moreover, to investigate the influence of water medium
on the stability of the complexes, the computations were per-
formed for this medium. In this way, the interaction model pre-
sented is more adapted for real biological processes occurring in
cells of living organisms.

2. Computations

All quantum-chemical computations were carried out with the
use of GAUSSIAN 03W computational package [17]. The geometries
of each neutral compound and complexes with Cu2+ were fully



Fig. 4. Molecular structures of trans-resveratrol–Cu2+–deoxythymidine 50-monophosphate complexes.
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optimised in the ground electronic state, in vacuum and water
medium. Full optimization of each structure was performed with-
out symmetry constraints. Computations were performed for
trans-resveratrol–Cu(II) and cis-resveratrol–Cu(II) complexes cor-
responding to the positions known as the potential coordination
sites for the interaction of Cu2+ with resveratrol stereoisomers
(Fig. 2). In trans-resveratrol–Cu2+–phospholipid complex the Cu2+

ion was coordinated to 40-O and 3-O atom of trans-resveratrol
(Fig. 3) while in trans-resveratrol–Cu2+–deoxythymidine 50-mono-
phosphate this ion was bound to the N1, N3, O2 and O4 atoms of
deoxythymidine and to negatively charged oxygen atoms of 50-
monophosphate group (Fig. 4). We studied the interactions of
trans-resveratrol–40-O–Cu(II) and trans-resveratrol–3-O–Cu(II)
complexes with deoxythymidine 50-monophosphate. All geome-
tries of the complexes including Cu2+ were fully optimised employ-
ing Becke’s three-parameter hybrid functional B3LYP with the
gradient-corrected correlation functional by Lee, Yang and Parr
[18] combined with the LANL2DZ functional base including effec-
tive core potentials (ECP) used to include some relativistic effects
for heavy transition metals. Finally, for the fully optimised geome-
try of all chemical systems, the single-point calculations of the cor-
relation energy were performed with use of the full second-order
Møller–Plesset perturbation method and the 6-311+G(d,p) basis
set. Considering the fact that the contribution of the correlation en-
ergy to the total interaction energy of the complexes studied is
very important, we used the MP2 method in our computations.



Fig. 5. The fully optimised geometries of trans-resveratrol (a) and cis-resveratrol (b)
at the B3LYP/6-311++G(3df,2pd) level.
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For the full geometry optimization, several types of aqua com-
plexes were used (Figs. 8–10). In particular, the complexes with
the copper ion (II) surrounded by one, two, three and four water
molecules were considered. In order to compare their relative sta-
bilities in the media studied for all optimised structures of aqua
complexes in their global energy minima, the electronic energy
using MP2(full)/6-311+G(d,p) level was computed. The molecular
geometry of all aqua complexes were in the first step optimised
at the B3LYP/6-31+G(d,p) and further these geometries ware fully
reoptimised with the use of the B3LYP/LANL2DZ level of theory.

The most stable conformations obtained from the potential en-
ergy surface scans were used for full optimization. The potential
energy surface scans were made to determine the starting geome-
try of the chemical systems examined and the approximate the
location of the energy minimum structures. Specifically, rotational
potential profiles were obtained by scanning several dihedral
angles using B3LYP/6-31G(d) level of theory. They allowed us to
gather information about the following structural features: (i)
orientation of the hydroxyl groups in relation to the phenyl rings;
(ii) orientation of the phenyl rings in relation to the vinyl bond [a
(C5–C4–C7–C8) and h (C7–C8–C9–C10)] of trans-stilbene skeleton.

For complexes treated as open-shell systems the most reliable
Restricted Open Shell (ROS) approach was applied. The atomic
charge distribution was obtained with the use of the full Mulliken
population analysis. trans-Resveratrol and its cis-stereoisomer
were fully optimised with the use of the sufficiently large 6-
311++G(3df,2pd) basis set which puts diffuse, 3d and 3f polariza-
tion functions on hydrogen and heavy atoms. The geometry of
the trans-resveratrol–Cu2+–phospholipid complex was optimised
at the first step with the use of the HF/6-31+G(d) level while the
optimization of dianion of phospholipid was performed at B3LYP/
6-31+G(d,p) level. Next, the geometry of trans-resveratrol–Cu2+–
phospholipid complex obtained at HF/6-31+G(d) level was fully
optimised using B3LYP/LANL2DZ level. We used phospholipid
which is the ester of glycerin, phosphoric (V) acid and n-tridecane
fatty acid. The geometry of dianion of deoxythymidine 50-mono-
phosphate was optimised using B3LYP/6-311+G(d,p) level. For all
fully optimised structures the harmonic vibrational frequencies
and zero-point energy corrections were computed analytically
and scaled by a factor 0.973 as recommended.

The interaction energies DEstab were computed as the differ-
ences in the electronic energies of the complexed systems and
the electronic energies of the isolated chemical systems. These
interaction energies are useful parameters permitting the evalua-
tion of stability of the complexes investigated. The zero-point
vibrational energy corrections (ZPVE) to the computed DEstab were
applied. Hence, the interaction energies with ZPVE correction were
estimated using the following equation:

DEstabðZPVEÞ ¼ EcomplexðZPVEÞ � ðEAðZPVEÞ þ EBðZPVEÞÞ; ð1Þ

where Ecomplex(ZPVE), EA(ZPVE) and EB(ZPVE) are the sum of electronic
and zero-point energies of complexes and monomers. In general,
the influence of basis set superposition error (BSSE) [19] on the val-
ues of the binding energies is very small. Nevertheless, throughout
this study the binding energies values were corrected for the BSSE
estimate. The BSSE was evaluated using the counterpoise correction
scheme (CP-correction) [20]. The interaction energies with this cor-
rection were computed from the following relationship:

DEstabðBSSEÞ ¼ Ecomplex � ðEAðcomplexÞ þ EBðcomplexÞÞ; ð2Þ

where EA and EB represent the electronic energies of monomers for
their geometries in the complexes, computed using the basis func-
tion in which these complexes were fully optimised. However, the
interaction energies were calculated for all complexes using the en-
ergy difference between the complexes and their components:
DEstab ¼ Ecomplex � ðEA þ EBÞ; ð3Þ

where Ecomplex, EA and EB represent the electronic energies of com-
plexes, its component A and B, respectively.

Since the interaction between metal cations and various bio-
molecules strongly depends on polar solvent in the real biological
systems, solvation effect was taken into account in this study. The
solvent effects were computed by using the polarizable conductor
solvation model (C-PCM) [21] as implemented in the Gaussian
03W program. In this model water is assumed as a macroscopic
continuum characterised a dielectric constant e = 78.39. The UAO
solvent cavity model was used in the computations. The C-PCM
computations were performed with tesserae of 0.2 Å2 average size.
We investigated the influence of water environment on the stabil-
ity and geometry of the complexes investigated. The solvent effects
in the conformational equilibrium were obtained for the optimised
most energetically stable geometries of resveratrol stereoisomers
and complexes in vacuum.

3. Results and discussion

3.1. The optimised geometries of resveratrol stereoisomers, their
complexes and aqua complexes with Cu(II)

Geometrical parameters of the fully optimised structures of
trans-resveratrol and cis-resveratrol (Fig. 5) by using B3LYP/6-
311++G(3df,2pd) level in vacuum are displayed in Table 4. The opti-
misation of all the chemical systems studied leads to the energy
minimum on the potential energy surface, whose presence is con-
firmed by the lack of imaginary frequencies. The optimised values
of bond lengths of trans-resveratrol are in satisfactory consistency
with the available X-ray experimental data [22]. The calculated val-
ues of O–H bonds are slightly shorter for cis-resveratrol than its trans-
stereoisomer, hence in cis-resveratrol these bonds are more stable.
The optimised values of the dihedral angles b (C6–C1–O04–H04), c
(C10–C11–O5–H5) and / (C14–C13–O3–H3) indicate that the hydrogen
atoms from OH groups lie in the surface of phenyl rings of resveratrol



70 D. Mikulski, M. Molski / Journal of Molecular Structure: THEOCHEM 956 (2010) 66–76
stereoisomers in vacuum and water medium. The dihedral angles a
(C5–C4–C7–C8) and h (C7–C8–C9–C10) of trans-resveratrol are practi-
cally equal to zero in both media studied, while the optimised geom-
etry of cis-resveratrol is characterised by significantly high values of
dihedral angles a and h. Therefore, trans-resveratrol is a planar mol-
ecule, whereas its cis-stereoisomer significantly deviates from pla-
narity. This result is in excellent agreement with our previous
result obtained using the B3LYP/6-311G(d,p) and B3LYP/6-
311+G(d,p) levels [23–25]. Note that the findings obtained for
trans-resveratrol are in unsatisfactory agreement with the data pre-
sented in the paper [22]. In our opinion the crystalline and isolated
structures of the molecule investigated can substantially differ from
each other because their molecular environments are different. In
particular, the packing effect dominant in the crystal form is mainly
responsible for the deviation from planarity of trans-resveratrol. The
Fig. 6. The most stable optimised geometries of trans-resveratrol–Cu2+ (a) cis-resveratr
deoxythymidine 50-monophosphate (d) at B3LYP/LANL2DZ level and deoxythymidine 50

31+G(d,p) level (f), trans-resveratrol–3-O–Cu(II)–deoxythymidine 50-monophosphate (g)
level.
energy analysis reveals that trans-resveratrol is more stable than its
cis-stereoisomer. The difference between total energies of these
stereoisomers is equal about 6.3 kcal/mol. Probably due to strong
deviation from planarity, cis-resveratrol is characterised by higher
value of total energy.

The computations reveal that in all the most stable geometries
of trans-resveratrol–Cu(II) (Fig. 6), trans-resveratrol–Cu2+–
phospholipid (Figs. 3a and 6c), trans-resveratrol–Cu2+–deoxythy-
midine 50-monophosphate complexes (Figs. 4b and 6g) and all
aqua complexes the trans-stilbene moiety is planar in the global
energetic minimum, while in cis-resveratrol–Cu(II) complex this
moiety is characterised by a significant deviation from planarity.
The optimised values of Cu–O3 and Cu–O5 bonds in the most sta-
ble geometry of trans-resveratrol–Cu2+ (Fig. 6a) are 1.96 and
5.42 Å, respectively, and in cis-resveratrol–Cu2+ (Fig. 6b) complex
ol–Cu2+ (b), trans-resveratrol–Cu2+–phospholipid (c) trans-resveratrol–40-O–Cu(II)–
-monophosphate at the B3LYP/6-311+G(d,p) level (e), phospholipid at the B3LYP/6-
and [trans-resveratrol-Cu(H2O)4]2+ (h) complexes optimised at the B3LYP/LANL2DZ



Fig. 7. The computed at the B3LYP/6-311++(3df,2pd) level Mulliken charge
distribution in trans-resveratrol (a) and cis-resveratrol (b).
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are 1.95 and 6.0 Å, respectively. This observation proves that the
stability of the Cu(II)–O3 bond is higher than that of the Cu(II)–
O5 bond in these complexed systems and that trans-resveratrol
and its cis-stereoisomer form with Cu2+ the complexed systems
in which O3 and O5 are donor atoms. It is interesting to note that
in the most stable geometries of resveratrol stereoisomers–Cu(II)
complexes, the Cu2+ ion does not lie in the surface of phenyl rings.
Cu(II) ion in both complexes is located beneath the phenyl ring
1.42 Å away from the surface specified by the trans-stilbene skele-
ton. A close look at the optimised structures of the most stable res-
veratrol stereoisomers complexes with Cu(II) (structures 2b and
2d) reveals that these systems have chelated geometry. Since Fran-
kel et al. claimed that trans-resveratrol is able to form chelate com-
plexes with Cu(II), our results clearly confirm their observation.

Analysis of the optimised geometries of the most energetically
stable aqua complexes shows that the Cu–O3 and Cu–O40 bonds
are significantly longer than in the complexes which include free
copper ion (II). This result demonstrates that water molecules con-
tribute to the decrease in stability of these bonds. In particular, the
optimised values of Cu–O3 and Cu–O5 bond lengths in the most sta-
ble geometry of [trans-resveratrol–Cu(H2O)4]2+ are 2.88 and 6.87 Å,
respectively, and in [cis-resveratrol–Cu(H2O)4]2+ complex are 2.95
and 7.54 Å, respectively. However, the Cu–O40 bond length in
[trans-resveratrol–Cu(H2O)4]2+ is 3.42 Å, while in [cis-resveratrol–
Cu(H2O)4]2+ complex is 3.83 Å. These observations prove that in
aqua complexes Cu(II) is stronger bonded with the O3 atom than
with O40 atom resveratrol stereoisomers. Furthermore, the results
obtained reveal that the average distance between Cu(II) and oxygen
atom of water molecules in [trans-resveratrol–Cu(H2O)4]2+ and [cis-
resveratrol–Cu(H2O)4]2+ is about 2.18 Å. Hence, we can conclude
that water molecules strongly bond to copper ion (II). It should be
stressed that in water medium all above-mentioned bond lengths
are slightly shorter (by about 0.3 Å) than in vacuum. It proves that
polar medium increases the stability of these bonds due to strong
electrostatic interactions between this medium and the complexes.

A close look at the most stable geometries of [trans-resveratrol–
Cu(H2O)4]2+ (Figs. 6h and 8b) and [cis-resveratrol–Cu(H2O)4]2+ com-
plexes (Fig. 8d), in which Cu(II) coordinates to O3 atom indicates that
water molecules form slightly deformed tetrahedral hydration shell,
while in the most stable geometries of [trans-resveratrol–Cu(H2O)4–
phospholipid]2+ (Fig. 9a) and [trans-resveratrol–Cu(H2O)4–deoxy-
thymidine 50-monophosphate]2+ (Fig. 10b) complexes this shell
shows geometry strongly deviated from the tetrahedral shape. In
our opinion, the presence of the negatively charged oxygen atoms
of 50-monophosphate group contributes to explanation of this result.
It was found that in the most stable geometries of [trans-resveratrol–
Cu(H2O)4–phospholipid]2+ and [trans-resveratrol–Cu(H2O)4–deoxy-
thymidine 50-monophosphate]2+ complexes Cu(II) ion is coordinated
with the O3 atom of trans-resveratrol and two negatively charged
oxygen atoms of 50-monophosphate group. Analysis of the optimal
distances between Cu(II) and negatively charged oxygens of deoxy-
thymidine 50-monophosphate and phospholipid indicates that in
[trans-resveratrol–Cu(H2O)4–phospholipid]2+ and [trans-resvera-
trol–Cu(H2O)4–deoxythymidine 50-monophosphate]2+ complexes
these distances are significantly larger than in trans-resveratrol–
Cu2+–phospholipid and trans-resveratrol–Cu2+–deoxythymidine 50-
monophosphate complexes. On the basis of this result we claim that
in aqua complexes the presence of water molecules is related with
decrease in stability of these bonds.

3.2. Energy analysis

The energy analysis (Table 2) reveals that all complexed sys-
tems including Cu2+ coordinated to O3 atom of resveratrol stereo-
isomers are more stable than those in which Cu2+ is coordinated
to O40 atom. Besides, the cis-resveratrol–Cu2+ complexes are less
energetically stable than their trans-stereoisomeric equivalents.
Therefore, these results demonstrate that trans-resveratrol is
more disposed to bind Cu2+ than its cis-stereoisomer and that
the O3 atom of stereoisomers studied is mainly responsible for
the Cu2+ coordination. It should be stressed that the values of
charges (Fig. 7) computed using Mulliken analysis, clearly indi-
cate that O3 atom is more susceptible to bind Cu2+. As follows
from the computations, the distribution of charge between O3
and O40 atoms of resveratrol stereoisomers is asymmetric due
to the hyperconjugation effect. The main electronegative site at
the O3 atom of resveratrol stereoisomer coincides with the pre-
ferred coordination site of Cu2+ to this atom. It should be empha-
sised that this asymmetric distribution is mainly noticeable in
trans-resveratrol (Fig. 7a). On the basis of these results we can
conclude that the presence of the 40-OH group only facilitates
the favourable coordination of Cu(II) to 3-OH group and forma-
tion stable chelate systems. Our results demonstrate that the 40-
OH is responsible for such charge distribution that explains the
main contribution of the 3-OH group to formation of the chelate
systems.

The B3LYP/LANL2DZ optimization yields the most stable con-
formations of trans-resveratrol–Cu2+–phospholipid and trans-res-
veratrol–Cu2+–deoxythymidine 50-monophosphate complex in
which Cu2+ is strongly coordinated to the negatively charged oxy-
gen atoms of monophosphate group. The optimised values of the
bond lengths between Cu2+ and the negatively charged oxygen of
50-monophosphate group in trans-resveratrol–Cu2+–phospholipid
and trans-resveratrol–Cu2+–deoxythymidine 50-monophosphate
complexes are 1.86 and 1.84 Å, respectively. However, the opti-
mised values of the bond lengths between Cu2+ and oxygen atom
of 40-OH and 3-OH groups of trans-resveratrol are 1.93 and
1.84 Å, respectively. These values prove that the Cu(II)–O3 bond
in these complexes is particularly stable. A closer look into the
geometry of trans-resveratrol–Cu2+–phospholipid complex reveals



Fig. 8. Molecular structures of [trans-resveratrol–Cu(H2O)4]2+ (a and b) and [cis-resveratrol–Cu(H2O)4]2+ (c and d).

Fig. 9. Molecular structures of [trans-resveratrol–Cu(H2O)4–phospholipid]2+ complexes.
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that phospholipid dianion functions as a ligand forming a chelate
complex with Cu2+, O3 and O5 oxygen atoms of trans-resveratrol.
In this chelate complex, the negatively charged oxygens of
monophosphate group and the O3 and O5 oxygen atoms of trans-
resveratrol are donor atoms. Note that the most stable conforma-
tion of trans-resveratrol–Cu2+–phospholipid is stabilised by one
very stable hydrogen bond (1.60 Å) formed between H3 atom of
trans-resveratrol and the negatively charged oxygen atom of
monophosphate group.

The investigation of trans-resveratrol–3-O–Cu(II) complexes
with deoxythymidine 50-monophosphate reveals that in the most
energetically stable conformation, the copper ion strongly
bonded to negatively charged oxygen atoms of 50-monophos-
phate group. It should be stressed that this conformation is more
energetically stable than that of an analogous complex of
trans-resveratrol–40-O–Cu(II) complexes with deoxythymidine
50-monophosphate. This result demonstrates that trans-resvera-
trol–3-O–Cu(II) complexes are characterised by the ability to
form particularly stable molecular complexes with deoxythymi-
dine 50-monophosphate.
The interaction energies were computed for the geometries pre-
sented in Figs. 2–4 after their full optimization. Table 1 summarises
the computed interaction energies, zero-point vibrational correction
energies and basis set superposition correction energies. We have
found that the inclusion of BSSE correction has minor importance
for the binding energies, whereas the ZPVE correction is more impor-
tant. As can be seen from the calculated values of the BSSE and ZPVE
corrections, their contribution is more significant for aqua com-
plexes. For the trans-resveratrol–Cu2+–phospholipid and trans-res-
veratrol–Cu2+–deoxythymidine 50-monophosphate complexes the
influence of BSSE corrections on the values of binding energies is par-
ticularly great. The overall data indicate that the complexes in which
Cu2+ is coordinated to O3 or O5 atom of resveratrol stereoisomers
have lower values ofDEstab than the ones in which Cu2+ is bound with
O40 atom. This finding leads to the conclusion that these complexed
systems are characterised by the most stable interaction of the Cu2+

binding with the O3 atom of stereoisomers. Comparing the values of
DEstab for stereoisomers we observe that trans-resveratrol–Cu2+

complexes are more stabilised than those of its cis-stereoisomer.
Probably, the planar geometry of the trans-stilbene skeleton



Fig. 10. Molecular structures of [trans-resveratrol–Cu(H2O)4–deoxythymidine 50-monophosphate]2+ complexes.
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contributes to higher stabilisation of trans-resveratrol–Cu2+ than
cis-resveratrol–Cu2+. On the basis of the interaction energies of
trans-resveratrol–Cu2+–phospholipid and trans-resveratrol–Cu2+–
deoxythymidine 50-monophosphate complexes we can conclude
that the complexes in which Cu2+ binds to the negatively charged
oxygens of monophosphate group and to O3 atom of trans-resvera-
trol are the most stabilised. This result is related to the chelate
structure of these complexes and contributes to elucidation of
the interaction of trans-resveratrol–Cu2+ complex with LDL particles
and DNA. Besides, the semi-quinone geometry of trans-resveratrol in
trans-resveratrol–Cu2+–deoxythymidine 50-monophosphate com-
plex has great impact on stabilisation of this complex.



Table 1
The computed interaction energies DEinteract (kcal/mol), DEinteract with ZPVE (kcal/mol) and DEinteract with BSSE (kcal/mol) corrections for the complexes without water molecules
in vacuum and water medium.

Complexes DEinteract

(vacuum)
DEinteract

(water)
DEinteract with
ZPVE (vacuum)

DEinteract with
ZPVE (water)

DEinteract with
BSSE (vacuum)

DEinteract with
BSSE (water)

2a �103.12 �120.65 �97.03 �114.75 �102.87 �118.56
2b �105.10 �124.63 �98.15 �118.64 �104.65 �122.69
2c �101.23 �118.09 �94.23 �109.43 �100.89 �116.89
2d �102.56 �119.53 �95.24 �112.07 �101.97 �117.79
3a �105.63 �124.98 �93.76 �114.46 �104.67 �122.86
3b �100.75 �116.75 �90.54 �107.68 �99.34 �114.08
4a �115.53 �132.97 �109.67 �126.38 �114.75 �130.76
4b �120.43 �137.32 �116.78 �131.54 �119.12 �134.83
4c �111.53 �128.64 �107.53 �125.45 �110.54 �126.18
4d �118.14 �134.76 �115.01 �130.03 �117.93 �132.76
4e �110.76 �127.32 �108.03 �124.99 �109.97 �124.97
4f �114.38 �131.45 �111.60 �129.40 �113.54 �128.62

Table 4
The B3LYP/6-311++G(3df,2pd) optimised values of bonds lengths (Å), angles (deg)
and total molecular energy (hartree and kcal/mol) of trans-resveratrol and cis-
resveratrol.

Compound trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Parameter
O(40)–C(1) 1.364 1.365
O(3)–C(11) 1.365 1.367
O(5)–C(13) 1.365 1.367
O(40)–H(40) 0.962 0.961
O(3)–H(3) 0.961 0.961
O(5)–H(5) 0.961 0.961
C(7)–C(8) 1.342 1.342
C(4)–C(7) 1.460 1.468
C(8)–C(9) 1.463 1.473
C(2)–C(3) 1.388 1.383
C(1)–C(2) 1.391 1.393
C(10)–C(11) 1.389 1.387

Table 2
The computed at the B3LYP/Lanl2dz level in vacuum the
total energies E of trans-resveratrol–Cu(II) and cis-
resveratrol–Cu(II) complexes.

Complexed systems E (hartree)

2a �961.82380266
2b (chelate system) �961.83652199
2c �961.81136174
2d (chelate system) �961.8217635
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3.3. Energy analysis for aqua complexes

From the computations it is evident that the optimal coordina-
tion of the Cu(II) cation prefers four coordinated water molecules
in the first hydration shell. For example, passing from 1 to 4 water
molecule, the stabilisation energy of aqua–copper complexes is de-
creased by about 25 kcal/mol, while passing from 3 to 4 H2O mol-
ecules DEstab value decreases by 8.5 kcal/mol. The interction
energies computed according to Eqs. (1)–(3) for the most stable
geometries of all aqua complexes are presented in Table 5. The re-
sults obtained reveal that from among the complexes with various
number of coordinated water molecules, the most energetically
preferable coordination involves four water molecules. The
values of the DEstab for the [trans-resveratrol–Cu(H2O)4]2+ and
[cis-resveratrol–Cu(H2O)4]2+ complexes reveal that the [trans-
resveratrol–Cu(H2O)4]2+ complex is more stable than [cis-resvera-
trol–Cu(H2O)4]2+ complex. This finding demonstrates that
trans-resveratrol is more able to coordinate the [Cu(H2O)4]2+ aqua
complex than cis-resveratrol. Moreover, we observe that the com-
plexes in which Cu(II) is coordinated with the O3 atom of stilbene
moiety are more stable than the other ones (Table 3).

A close look at the calculated values of DEstab reveals that the
presence of water molecules around the copper ion (II) is associ-
ated with dramatic increase in DEstab for all aqua complexes inves-
tigated. This observation leads to the conclusion that the
coordination of H2O to Cu(II) contributes to decrease in stability
Table 3
The computed at the B3LYP/Lanl2dz
level in vacuum the total energies E of
[trans-resveratrol–Cu(H2O)4]2+ and [cis-
resveratrol–Cu(H2O)4]2+.

Complexed
systems

E (hartree)

8a �1267.66231654
8b �1267.68853812
8c �1267.61223456
8d �1267.63320089
of the aqua complexes studied. Strong electrostatic interactions be-
tween the copper ion (II) and water molecules are mainly respon-
sible for the weak coordination of [Cu(H2O)4]2+ with trans-
resveratrol, cis-resveratrol, phospholipid and deoxythymidine 50-
monophosphate. In addition, monopole–dipole character of these
interactions enhances this effect. When water medium was taken
into account, a significant influence of this medium on the DEstab

values was observed (Table 5). The values of this stability factor
in water medium are dramatically lower than in vacuum. This re-
sult proves that in water medium all the complexed systems inves-
tigated are more stable than in vacuum and other nonpolar media.

3.4. trans-Resveratrol–Cu(II) complexes and their ability to inhibit the
peroxidation of LDL

trans-Resveratrol has been reported to be an effective agent
against the peroxidation of the low density protein (LDL). For the
first time, Frankel et al. [10] have demonstrated that the inhibition
of LDL oxidation by cupric ion can be attributed to this compound.
C(12)–C(13) 1.387 1.392
C(5)–C(4)–C(7)–C(8) 0.00 31.53
C(7)–C(8)–C(9)–C(10) 0.00 39.36
C(2)–C(1)–O(40)–H(40) 0.00 0.00
C(10)–C(11)–O(3)–H(3) 0.00 0.00
C(14)–C(13)–O(5)–H(5) 0.00 0.00
O(40)–C(1)–C(2) 122.9 117.6
O(40)–C(1)–C(6) 117.5 122.7
O(3)–C(11)–C(10) 122.1 117.4
O(3)–C(11)–C(12) 116.6 121.9
O(5)–C(13)–C(12) 117.1 121.7
O(5)–C(13)–C(14) 122.1 117.3
Energy (hartree) �766.649553 �766.639428
Energy (kcal/mol) �481079.88 �481073.52



Table 5
The computed interaction energies DEinteract (kcal/mol), DEinteract with ZPVE (kcal/mol) and DEinteract with BSSE (kcal/mol) corrections for the aqua complexes studied in vacuum
and water medium.

Complexes DEinteract (vacuum) DEinteract (water) DEinteract with
ZPVE (vacuum)

DEinteract with
ZPVE (water)

DEinteract with
BSSE (vacuum)

DEinteract with
BSSE (water)

8a �28.44 �45.36 �18.95 �34.75 �22.06 �38.52
8b �30.53 �46.76 �21.43 �35.64 �23.14 �39.02
8c �26.85 �43.53 �17.06 �31.95 �20.75 �36.32
8d �27.09 �44.21 �17.77 �33.53 �21.40 �37.23
9a �30.90 �49.98 �21.04 �35.84 �23.85 �42.44
9b �25.75 �42.64 �16.34 �30.99 �19.36 �35.33
10a �40.21 �61.62 �30.45 �50.49 �33.07 �54.27
10b �46.56 �69.70 �35.03 �58.32 �39.80 �61.11
10c �36.87 �55.52 �26.75 �44.77 �30.42 �48.44
10d �43.76 �67.33 �33.24 �57.08 �36.92 �60.33
10e �34.79 �50.56 �25.42 �39.22 �26.92 �43.42
10f �39.76 �58.01 �30.02 �46.78 �31.74 �50.96
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Further, Belguendouz et al. [11] have shown that trans-resveratrol
has high capacity to bind the copper ion. Because this ion shows
the ability to bind with protein moiety of LDL, the authors claim
that trans-resveratrol can displace this ion forming redox inactive
complexes. Moreover, their results evidence that trans-resveratrol
is very efficient in protecting LDL against PUFA (polyunsaturated
fatty acids) peroxidation. This effect could be assigned to the high
ability of trans-resveratrol to chelate the copper ions acting as effi-
cient pro-oxidant metal. Unfortunately, in their study the structure
of the chelated structure of this complex has not been experimen-
tally confirmed. On the basis of our results revealing that trans-res-
veratrol has high ability to form chelate complexes with Cu2+ we
can conclude that trans-resveratrol can be a potent inhibitor of
copper-depended LDL oxidation. Hence, the strong binding of
trans-resveratrol with copper ion can be responsible for this pro-
cess and for removal of copper from LDL and arterial tissue. Addi-
tionally, the planar geometry of trans-resveratrol is of essential
importance for binding of Cu2+ and LDL macromolecule.

It is well known that LDL as quasi-spherical particle that trans-
ports lipids in the blood has a highly-hydrophobic core consisting
of polyunsaturated acids and esterified cholesterol molecules. This
polyunsaturated acid is known as linolate acid. This core is sur-
rounded by a polar shell of phospholipids and unesterified choles-
terol molecules. Moreover, this polar coat contains single
apolipoprotein B-100 which is identified by destination cells.
Therefore, these facts suggest that trans-resveratrol–Cu(II) and
[trans-resveratrol–Cu(H2O)4]2+ complexes can bind with negatively
charged oxygen atoms of 50-monophosphate anion of phospholip-
ids. It proves that trans-resveratrol–Cu(II) complex probably binds
to the outer shell of LDL molecule in the living organisms. Summa-
rizing, the results obtained prove that the inhibition of copper-cat-
alyzed oxidation LDL by trans-resveratrol can be correlated to its
ability to bind Cu2+ and that the complexes formed have chelated
structure.

4. Conclusions

The interactions of the Cu2+ ion and [Cu(H2O)1–4]2+ aqua com-
plex with resveratrol stereoisomers and the interactions of trans-
resveratrol–Cu2+ complex with dianion of phospholipid and deox-
ythymidine 50-monophosphate in vacuum and water medium
were studied. The computations performed reveal that trans-stil-
bene skeleton in all systems studied is strictly planar, hence this
geometry ensure favourable interactions of trans-resveratrol–
Cu(II) complexes with deoxythymidine 50-monophosphate and
phospholipid. The results imply that trans-resveratrol–Cu2+ com-
plexed systems are more stabilised than cis-resveratrol–Cu2+ ones
and that the complexes with 3-O–Cu(II) bond are especially stable.
Our study has shown that the ability of trans-resveratrol to inhibit
copper-dependent LDL peroxidation can be attributed to a signifi-
cant ability of trans-resveratrol to coordinate Cu2+. The results
demonstrate that the ability of trans-resveratrol to form stable
trans-resveratrol–Cu2+–phospholipid and trans-resveratrol–Cu2+–
deoxythymidine 50-monophosphate complexes contributes to
understanding the interaction of trans-resveratrol–Cu2+ complexes
with LDL particles and DNA of cancer of cells. It was shown that
water molecules which were coordinated to Cu(II) significantly re-
duce the stability of all the complexed systems considered. Addi-
tionally, the computations revealed that in water medium the
components of the complexes are stronger bonded than in vacuum.
Therefore, this medium is responsible for increase in stability of
the chemical systems studied. The findings obtained satisfactorily
explain the experimental data and give insight into understanding
of therapeutical and biological activity of trans-resveratrol–Cu2+

complexes. We hope that this study will initiate theoretical inves-
tigation of interactions of trans-resveratrol with other biomole-
cules and enzymatic systems and that our results will motivate
experimenters to further investigation of interaction of trans-res-
veratrol–Cu(II) complexes with LDL and DNA.
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