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I. Informacie o kandydacie

1. Agnieszka Viapiana (poprzednie nazwisko - Arceusz)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, mieisca i roku ich uzyskania

oraz t5rtulu rozprawy doktorskiei

Dyplom magistra chemii uzyskany 22 czerwca 2001 roku na podstawie obronionej pracy

magisterskiej pL: ,,Witaminy - ich rola, budowa i wplyw na organizm" wykonanej w ZaWadzie

Dydaktyki Chemii, Wydzial Chemii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Gdariskiego. Promotor

pracy: Prof. dr hab. Romuald Piosik.

Stopieri doktora nauk farmaceutycznych w specjalnoSci chemia analityczna nadany 20

listopada 2007 uchwal4 Rady Wydzialu Farmaceutyczrrego z Oddzialem Medycyny

Laboratoryjnej Akademii Medycznej w Gdarisku [obecnie: Gdariskiego Uniwersytetu

MedycznegoJ na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej pt. ,,Bor - zawarto1(,

rozmieszczenie I wzajemne relacje z innymi biopierwiastkami w surowcach roflinnych

stosowqnych w lecznictwie" v,rykonanej w Katedrze i Zakiadzie Chemii Analitycznej. Promotor

pracy: Prof. dr hab. n. farm, Marek Wesolowski, recenzenci pracy: Prof, dr hab. n. farm. Ryszard

Kocjan, Prcrf. dr hab. n. farm. Renata J. Ochocka.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w iednostkach naukowych

W Katedrze i Zakladzie Chemii Analitycznej Akademii Medycznej w Gdafsku [obecnie;

Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego) pracujq od 01.09.2001 roku, pocz4tkowo na stanowisku

asystenta, a od 01,02.2011roku na stanowisku adiunkta,

II. Wskazanie osi4gniqcia wynikai4cego z art 16 ust, 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o

stopniach naukowych i t5rtule naukowym [Dz. U. nr 65, poz,59S zezm.)=

1. Tytut osiEgniqcia naukowego

Ocena iako5ci handlowych produkt6w ro6linnych na podstawie zawartofici zwi4zk6w

polifenolowych, wla6ciwoSci antyoksydacyinych i przeciwbakteryinych
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2. Autor / auto rzy, tytut/tytuty publikacj i, ro k wydan ia, nazw a wydawnictwa

H.1. Viapiana A.*, Konopacka A., Waleron K,, Wesolowski M. Cistus incanus L, commercial

products as a good source of polyphenols in human diet. Industrial Crops and Products, 2017,

107,297-304 (IF: 3,181;MNiSW: 40)

M6i wklad w powstanie tej pracy polegal nq opracowaniu koncepcji badafi, zaplanowaniu

doiwiadczeli i przeprowadzeniu analiz chromatograficznych, interpretacji wynik6w, orez

napisaniu manuskryptu. M6j udzial procentowy szacujq na 60%,

H.2. Viapiana A.x, Wesotowski M, The phenolic contents and antioxidant activities of infusions

of Sambucust nigra L. Plant Food for Human Nutrition, 2077, 72, B2-87 (IF: 2,368; MNiSW: 3 5)

Mdj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badari, zaplanowaniu

doiwiadczefi i przeprowadzeniu analiz chromatograficznych, interpretacji wynik6w, oraz

napisaniu manuskryptu. Mdj udzial procentowy szacujq na 850/0.

H,3. Viapiana A.x, Struck-Lewicka W., Konieczyriski P,, Wesolowski M,, Kaliszan R. An approach

based on HPlC-fingerprint and chemometrics to quality consistency evaluation of Matricaria

chamomilla L, commercial samples. Frontiers in Plant Science, 2016, 7(1561), L-11 (lFt 4,298;

MNiSW:40)

M6j wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badari, zaplanowaniu

do{wiadczeri i przeprowadzeniu analiz chromatograficznych, interpretacji wynik6w, orez

napisaniu rnanuskryptu. M6j udzial procentowy szacujq na 75%.

H.4. Viapiana A,, Wesolowski M. HPLC fingerprint combined with quantitation of phenolic

compounds and chemometrics as an efficient strategy for quality consistency evaluation of

Sambucus nlgra berries. Natural Product Communications, 2076, 77, 1449-1454 [F: 0,773;

MNiSW: 20)

M6j wldad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badari, zaplanowaniu

doiwiadczeri i przeprowadzeniu analiz chromatograficznych, interpretacji wynik6w, oraz

napisaniu ntanuskryptu. M6j udzial procentowy szacujq na B5%.
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H.5. Arceusz A,, Wesolowski M., Ulewicz-Magulska B. Flavonoids and phenolic acids in

methanolic tlxtracts, infusions and tinctures from commercial samples of lemon balm. Natural

Product Communications,20TS, 1"0,977-981. (IF: 0,884; MNiSW: 20)

M6j wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badari, zaplanowaniu

doSwiadczeri i przeprowadzeniu analiz chromatograficznych, interpretacji wynik6w, oraz

napisaniu manuskryptu, M6j udzial procentow szacujq na 80%.

H,6. Arceusz A,, Wesotowski M. Quality consistency evaluation of Melissa officinalis L.

commercial herbs by HPLC fingerprint and quantitation of selected phenolic acids. Journal of

Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2073, 83, 215-220 (lF:2,829; MNiSW: 30)

M6j wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badari, zaplanowaniu

doiwiadczefi i przeprowadzeniu analiz chromatograficznych, interpretacji wynik6w, ordz

napisantu manuskryptu. M6j udzial procentowy szacujq na B5%.

H.7. Arceusz A., Wesolowski M., Konieczyriski P. Methods for extraction and determination of

phenolic acids in medicinal plants: a review. Natural Product Communications, 2013, B, 1.821.-

1829 (lF= 0,924; MNiSW: 20)

M6j wklad w powstanie tej pracy polegat nq. opracowaniu koncepcji badari, zaplanowaniu

do(wiadczefi i przeprowadzeniu analiz chromatograficznych, interpretacji wynik6w, oraz

napisaniu rtanuskryptu. M6j udzial procentowy szacujq na 90%.

* prace w kt6rych bylam autorem korespondencyjnym

Sumaryczn'g wsp6lczynnik oddziatywania Impact Factor (lF) publikacji wytypowanych do cyklu

w postqpowaniu habilitacyjnym wynosi t5,257, za6 punkty MNiSW - 205.

3. Wprowadzenie w tematykq badawcz4

Surowce ro5linne towarzyszyty czlowiekowi od zarania dziej6w, a historia ich stosowania

jest bezporirednio zwi4zana z histori4 Zywienia czlowieka, Przez wiele tysi4cleci czlowiek

pierwotny, prowadz4c koczowniczy tryb Lycia, zmuszony byl Iywi( siq ro6linami znajduj4cymi

siq na trasie jego wqdr6wki. Byty to r6zne ro6liny, kt6re spoZywat w calo6ci lub tylko ich
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okre6lone czet;ci. Dosy6 szybko przekonal sig tak2e, i2 nie wszystkie ro$liny mo2na spoZywaf,

poniewa2 cze(;e.z nich dziala truj4co, haiucynogennie lub moZe powodowad alergie.

W miarq gromadzenia z pokolenia na pokolenie do6wiadczeri powstala niezwykla wiedza o

wla6ciwo6ciach ro6lin. Pocz4tkowo, przekazywana ustnie jedynie w wAskim gronie os6b,

stanowila atnybut wladzy oraz stawala siq przedmiotem obrzqd6w i kultow religijnych. Dopiero

po pewnym czasie zaczgto jE spisywaC, a pierwsze pisane doniesienia o u2ytkowaniu roSlin

Ieczniczych zostaty odnalezione na sumeryjskich tablicach glinianych z Nagpur, kt6rych wiek

szacuje siq na okolo 5000 lat fKelly, 2009].

Ziolami i ich zastosowaniem w lecznictwie zajmowali siq nie tylko kaplani, ale tak2e

filozofowie i uczeni, Za ojca medycyny i farmacji twala siq greckiego uczonego Hipokratesa,

kt6ry w swoim dziele Corpus Hippocraticum opisal okolo 300 lek6w pochodzenia ro5linnego,

zwierzqcego i mineralnego. Drugim wielkim dzielem jest De materia medica, napisana przez

Dioskorydesa w I wieku p.n,e., w kt6rym przedstawil ponad 1200 gatunk6w ro6lin leczniczych

fThorwald, 1991]. Wigkszo6i stanowi4 surowce o lagodnym dzialaniu, jednakZe nie brakuje

r6wnie2 ro6lin o silnym dziaianiu terapeutycznym, takich jak np. mak, jaskier czy lulek czarny,

Oba dziela, przetlumaczone na lacinq, stanowily przez piqtna6cie stuleci podstawowq wiedzq o

ziolach i ich zastosowaniu w medycynie europejskiej.

0d starozytno5ci, a2 do XIX wieku, leki byiy prawie wylqcznie Wtwarzane z surowc6w

naturalnych. Podczas gdy dawne ludy stosowaty roKliny lecznicze przede wszystkim w formie

napar6w, w1"war6w i macerat6w, od Sredniowiecza, a zwlaszcza miqdzv XVI a XVIII wiekiem,

wzroslo zapotrzebowanie na leki zloilone. Sklad ich obejmowal nie tylko surowce roSlinne, ale

takZe te pochodzenia zwierzqcego i mineralnego.

Przelom XIX i XX wieku zaowocowal rozwojem nauk chemicznych i odkryciem zlolonych

proces6w syntezy organicznej, co doprowadziio do masowej produkcji lek6w syntetycznych i

rozwoju przemyslu farmaceutycznego. Wi4zalo siq to takile z czq5ciow4 eliminaci4 ro6lin

leczniczych z terapii. Pozyskiwane syntetycznie, w czystej postaci alkaloidy i glikozydy, coraz

czq6ciej wypieraty te izolowane z surowc6w ro6linnych. Wkr6tce jerlnak udowodniono, i2

pomimo, 2e dzialanie syntetycznych alkaloid6w jest szybsze, dzialanie alkaloid6w pochodzenia

ro6linnego jest skuteczniejsze i dlugotrwale, Na pocz4tku XX wieku zaproponowano metody

stabilizacji Swie2ych roSlin leczniczych , zwlaszcza tych o nietrwatych skia.dnikach aktywnych.

W Swiecie roSlin najbardziej rozpowszechnionymi metabolitami wt6rnymi s4 zwiqzki

fenolowe [Sikrovankova i wsp., 20L2]. Produkowane s4 one w odpowiedzi na stres, uszkodzenia,

infekcje grzybowe czy promieniowanie ultrafloletowe, a ich wla6ciwoSci prozdrowotne

zwi4zane s4 przede wszystkim z aktywno6ci4 przeciwutleniaj4cE [Asensi i wsp., 207L; Maurya i

wsp,, 201-0j. Jako antyoksydanty mog4 dziatad na wiele sposob6w, m.in. poprzez bezpo6redniE
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reakcjQ z wolnymi rodnikami, ich neutralizacjg, nasilenie dysmutacji wolnych rodnik6w do

zwi4zk6w o znacznie mniejszej reaktywno6ci, hamowanie Iub wzmacnianie dziatania wielu

enzym6w [R.amos, 2008], czy chelatowanie metali prooksydacyjnych [Biesaga, 20LL]. Ponadto,

mog4 wzmagai dzialanie innych antyoksydant6w, np, witamin rozprLszczalnych w tluszczach i

niskocz4steczkowych substancji yozpuszczalnych w wodzie, Obecnie, zwi4zki fenolowe s4

szczeg6lowo badane tak2e ze wzglqdu na swoje wta5ciwoSci przeciwnowotworowe i

cytoprotekc;1jne [Fresco i wsp., 20L0; Ramos, 2008]. Polifenole dzla:taj4 teL jako czynniki

przeciwzapalne i stabilizuj4 system odporno5ciowy organizmu hamuj4c angiogenezE konieczn4

dla wzrostu nowotworu [Tabrez i wsp., 20131. Badania naukowe wykazaty, iz okreSlony zwi4zek

fenolowy w niskim stqZeniu, w obecnoSci innych polifenoli, mo2e znacz1co poprawia6

chemioprotekcjg [Fantini i wsp., 2015; De Kok i wsp., 2008]. Wykazano bowiem, 2e niekt6re

polifenole wyekstrahowane w wysokich stq2eniach, dzialaj4 w przeciwnym kierunku, tzn.

zamiast zaprcbiegad nowotworomtprzyczyniaj4 siq do ich rozwoju i postqp6w choroby [Lambert

i Eiias, 2010; Khan i wsp., 2008].

Najwiqksz4 i najlepiej dot4d poznan4 grup4 zwi4zk6w fenolowych, wystqpuj4cych

powszechnie zar6wno w Swiecie roSlin jak i w ?ywnotci, sq flawonoidy. Obecnie, w literaturze

naukowej opisano ponad 9000 zwl4zk6w nalei4cych do tej grupy metabolit6w Mang i wsp,,

20ILl. Charakteryzuj4ce siq wysok4 aktywnoSci4 przeciwutleniaj4c4 flawonoidy peini4 funkcjq

wspomagaj4c+ w terapii chor6b ukiadu sercowo-naczyniowego, alergii [Castell i wsp., 2014],

kruchoSci naczyir krwiono6nych fAlqurashi i wsp,, 20L6; Terao, 20L7], chorobach

neurodegeneracyjnych zwiqzanych z wiekiem [Beking i Vieira, 2010], cukrzycy lZamora i wsp.,

20141, czy infekcjach wirusowych i bakteryjnych [Boubakeur i wsp, 2015]. 0pr6cz tego,

wykazuj4 d:zialanie przeciwzakrzepowe i wykorzystywane s4 jako Srodki chemioterapeutyczne

[Biesaga, 20LIl. Spo6r6d flawonoid6w, kwercetyna odgrywa istotn4 rolq ze wzglqdu na

wlaSciwoSc.i przeciwnowotworowe [Tabrez i wsp,, 201-3]. Opr6cz kwercetyny, takZe inne

flawonoidy, jak np. kemferol, Iuteolina, apigenina czy hesperydyna, dzia\ajq hamujqco na wzrost

kom6rek nowotworowych jelita, prostaty, w4troby, 2ol4dka i szyjki macicy [Kampa i wsp.,

2007). Czgsto wykorzystywanym Zr6dlem mirycetyny sq napary z rumianku [Lall i wsp., 20751.

Badania wskazaly na jej potencjal terapeutyczny wobec choroby Alzheirmera, poniewa2 hamuje

tworzenie zar6wno fibryli Ap, jak i NFT [Choi i wsp., 201,4;Ono i wsp., 2AL2]. Z kolei apigenina,

ze wzglqdu na wlaSciwo6ci przeciwutleniajqce, antymutageniczne, przeciwzapalne i

przeciwwirusowe, jest badana pod k4tem wplywu na efekt chemoprewencyjny [Lall i wsp.,

20151. Flawonoidem, kt6ry wyr62nia siq pod wzglQdem wlaSciwoSci przeciwbakteryjnych jest

rutyna. Bad,ania wykazaly,2e wiaSciwoSci przeciwbakteryjne kwercegmy, mirycetyny, fizetyny i



Dr n,farm. Agnieszka Viapiana Zal4cznik 2 - autoreferat przedstawiajqcy opis dorobkr.r i osi4gnig6 naukowych

kemferolu wobec bakterii Salmonella enteritidis s4 silniejsze w obecno6ci rutyny [Arima i wsp.,

2002).

Drug4 gt6wnq grupq zwi4zk6w fenolowych sE kwasy fenolowe. Usztywniaj4 Sciany

kom6rkowe ro6lin wchodz4c w sklad bialek i polisacharyd6w, hamujq wiele szlak6w

metabolicznych i odgrywaj4 wain4 rolq w dojrzewaniu ro6lin. Kwasy fenolowe wykazuj4

dzialanie przeciwbakteryjne [Eom i wsp., 2016; Kim i !e,201.5; Chatterjee i wsp., 2015; Alves i

wsp., 20L3] oraz wspomagaiqce w Ieczeniu chor6b neurodegeneracyjnych [Daglia i wsp., 20L4],

ukladu krwiono6nego, czy cukrzycy [Molinari i wsp,, 2009; Bahadoran i wsp., 2013].

Kwasy takie jak galusowy, chlorogenowy, kawowy, elagowy i ferulowy maj4 zdolnoSd

blokowania zwi4zk6w kancerogennych tworz4cych siq w efekcie przemian metabolicznych

[Carocho i wsp., 20t3; Roleira i wsp., 2015). Kwasy hydroksycynamonowe zapobiegajq

utlenianiu siq frakcji cholesterolu LDL oraz innych lipid6w, przeciwdzialajEc rozwojowi

miaidiycy lCheng i wsp., 2007; Wu i wsp., 2007; Srinivasan i wsp,, 20071. Ponadto, wykazujq

zdolno6d hamowania rozwoju nowotwor6w i tworzenia siq zwiEzk6w mutagennych. Kwas

galusowy 'jest Srodkiem 5ci4gaj4c5rm, ffid opr6cz tego wiaSciwoSci bakteriostatyczne,

przeciwutleniaj4ce oraz przeciwnowotworowe [Kim, 20071. Kwasy rozmarynowy, kawowy i

chlorogenovvy s4 okre6lane jako inhibitory chor6b nowotworowych [Matejczyk i wsp,, 20!B;

Carocho i wsp., 20L3). Ponadto, kwas kawowy przeciwdziala oksydacji lipoprotein i recyrkulacji

a-tokoferolu do formy aktywnej, chroni tak2e kom6rki endotelium przed uszkodzeniami

wywolanymi przez utlenion4 frakcjg LDL i wsp6lnie z kwasem ferulow;rm dziala

przeciwdrobnoustrojowo wobec bakterii patogenicznych i grzyb6w [Alves i wsp., 2013], Z kolei

kwas syryngowy wykazuje wla6ciwo5ci przeciwutleniaj4ce, przeciwbakteryjne oraz

hepatoprotekcyjne ltoh i wsp., 20L01, za!; kwas p-l<umarowy, opr6cz wla6ciwo6ci

przeciwutleniaj4cych wykazuje takae dzialanie przeciwnowotworowe wobec linii kom6rkowych

raka piersi [MCF7) i jelita grubego (HCT15J fHeleno i wsp,, 2014].

Wzrost zainteresowania zwi4zkami bioaktywnymi jest zwi4zany z potencjalnymi

mo2liwoSciami wykorzystania ich jako Srodk6w chemicznych, farmaceutycznych czy dodatk6w

do 2ywno6ci [Skrovankova i wsp., 20121. Analiza jakoSciowa preparat6w ro6linnych jest

wyj4tkowo trudna i skomplikowana ze wzglqdu na zloLono6d sktadu chemicznego [Dejaegher i

wsp., 2010], Produkty ro6linne zawieraj4 zazwyczaj kilkaset r62nych skladnik6w, kt6re

wystgpuj4 w bardzo malych ilo6ciach [Li i wsp., 2010]. Brak mo2liwo6ci identyfikacji wszystkich

zwi4zk6w obecnych w materiale ro6linnym mo?na zast4pi( technik4 Jingerprint fDejaegher i

wsp,, 2010l. Jest to technika rekomendowana przez Amerykar'rsk4 Agencjq Zywno6ci i Lek6w

(FDA), Europejsk4 Agencjq Lek6w (EMA) oraz Chiriskq Agencjq Zywno6ci i Lek6w (SFDA).

Badania Lypu fingerprint stanowi4 element kontroli jakoSci surowc6w roSlinnych. Ponadto,
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wykorzystywane s4 w poszukiwaniu nowych gatunk6w ro6lin o potencjale leczniczym

zbliionym do tych cenionych pod wzglqdem medycznym oraz mogA stanowid podstawq do

badari chemotaksonomicznych.

Technika fingerprint mo2e byt r6wnie2 wykorzystana do wykrywania zafalszowatr

[Dejaegher i wsp,, 2010], Na podstawie profilu zanieczyszczeh analiza fingerprint umo2liwia

ustalenie pochodzenia zwi4zku, tzn. czy jest on pochodzenia naturalnego czy zostal otrzymany

synterycznier. Metoda ta jest r6wnie2 u2yteczna w przypadku rozr62niania gatunk6w ro6lin

pochodz4cyr:h z tej samej rodziny. fest to szczeg6lnie waine w przypadku ro$lin, zkt6rychjedna
jest truj4c4 a druga nie wykazuje takiego dzialania,

Metoda ,fingerprint moie byt, stosowana tak2e do przewidywania wtaSciwoSci badanej

pr6bki, np. antyoksydacyjnych, cytotoksycznych czy przeciwbakteryjnych, lub do wskazania

substancji, kt6re prawdopodobnie bqd4 odpowiadaty za te wlailciwo6ci. Metoda ta posiada

jednak kilka ograniczeri, tj. nie zapewnia bezpoSrednich danych o aktywno6ci

przeciwutleniaj4cej ekstraktu oraz nie zapewnia kontroli og6lnej produkt6w roSlinnych,

poniewa2 nie dostarcza informacji o zawartoSci aktywnych sktadnik6w [Dumarey i wsp., 2010),

Dlatego te2 opracowano metody kombinowane l4cz4ce analizq fingerprint z analiz4 ilo6ciow4

bioaktywnych sktadnik6w badanych produkt6w ro6linnych.

4. Cel podigtych badari

Celem podjqtych przeze mnie badaf naukowych, kt6rych efektern jest cykl publikacji

skladajqcy siq na osiEgniqcie habilitacyjne, byla ocena jakoSci handlowych produkt6w

roSlinnych z wykorzystaniem techniki Jingerprint, pol4czonej z analiz4 ilo6ciow4 zwi4zk6w

polifenowyr:h w tych produktach oraz ocen4 uzyskanych wynik6w za pomoca zaawansowanych

metod wielowymiarowej analizy statystycznej, tj, analizy gl6wnych skladowych i analizy

klasterowej. Badania ukierunkowane byly gl6wnie na zwi4zki polifenolowe, takie jak flawonoidy

i kwasy fenolowe.

Szczeg6l ow'e cele bada6:

zastosowanie analizy fngerprint do oszacowania jakoSci wybranych surowc6w ro6linnych

na podstawie ich profilu chromatograficznego, po wcze6niejszej optymalizacji metody

ekstrakcji i techniki HPLC stosowanej w badaniach

oznaczenie zawarto6ci wybranych zwi4zk6w polifenolowych w handlowych produktach

roSlinnych z wykorzystaniem uprzednio zoplymalizowanej i zwalidowanej techniki HPLC
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. ocena aktywnoSci przeciwutleniaj4cej i przeciwbakteryjnej wybranych handlowych

produkt6w roSlinnych

* walidiacja metod analitycznych stosowanych w badaniach zawartoSci zwi4zk6w

polifenolowych

5. Szczeg6lowe om6wienie osi4gnigcia naukowego

5.1. Zastosowanie analizy fingerprint do oszacowania jakoSci wybranych surowc6w

roSlinnych na podstawie ich profilu chromatograficznego, po wczeSniejszej optymalizacji

metody ekstrakcji i techniki HPLC stosowanej w badaniach [publikacje H.3., H,4, i H.6.).

Analizalingerprint, rekomendowanaprzez wiele instytucji migdzynarodowych, jest jednym z

podstawowych element6w prowadz4cych m.in. do oszacowania/korrtroli jako6ci surowca

roSlinnego. Pod pojqciem fingerprint nalezy rozumied charakterysLyczny profil/wzorzec, kt6ry

chemicznie reprezentuje pr6bkq. Celem prac zwi4zanych z analiz4 fingerprint jest uzyskanie

chromatogram6w daj4cych jak najwiqcej informacji o badanej pr6bce. D42y siq do uzyskania na

chromatogramach jak najwiqkszej liczby pik6w, dobrze rozdzielonych i o du2ych polach

powierzchn.i. Nastqpnym etapem jest por6wnanie otrzymanych chromatogram6w, W przypadku

oceny pr6bek o podobnych profilach chromatograficznych stosuje siQ por6wnanie

chromatogramu pr6bki z chromatogramem wzorca danego surowca roSlinnego. Ocenq

uzyskanegcr obrazu mo2na dokonad poprzez zwyczajn4 ocenq wizualn4 albo te2 korzystaj4c z

technik pr',zetwarzania obrazu, m.in. analizy gl6wnych skladowych i analizy klasterowej.

Zastosowanie tych ostatnich umo2liwia chemometryczn4 analizg zgromadzonych danych, qrm

samym pozwalaj4c na statystyczn4 ocenQ r6znic i podobieristw miqdzy analizowanymi

p16bkami.

Przygotowanie pr6bek do badaf zaleLy od celu zastosowania analizy fingerprint W sytuacji,

gdy zamierzamy dokonad kontroli jakoSci surowca, pr6bki powinny by(, przygotowane w takiej

formie, kt6ra jest w najwiqkszym stopniu zbli2ona do formy, w jakiej surowiec jest powszechnie

stosowany. W przypadku, gdy chcemy okreSlid calkowity sklad chemiczny pr6bki, w6wczas typ

ekstrakcji i rodzaj u2ytego rozpvszczalnika nale2y tak dobrat, aby uzyska6 najwiqkszy odzysk

oznaczanyc;h analit6w. NajczqSciej stosowanymi technikami przygotowania pr6bek do analizy

jest ekstrahcja ciecz-ciecz przez wytrz4sanie oraz ekstrakcja przy :uzyciu taZni ultradfwiqkowej,

zaS najczq6ciei stosowanymi rozpuszczalnikami s4 mieszaniny metanolu lub etanolu zwod4w

r62nych stosunkach objqtoSciowych, Opr6cz rozpuszczalnika, naleiy dobrad r6wniez

odpowiedni4 temperaturq i czas procesu ekstrakcji, a ponadto stosunek masy pr6bki do

ob j qto 5ci rozpuszczalnika.
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Nailepsze warunki rozdzialu chromatograficznego otrzymuje siq w wyniku testowania

istotnych czynnik6w wplywai4cych na selekffwnoSt tego procesu, tj, Bp stosowanej kolumny,

sklad fazy ruchomej, jej pH, oraz rodzaj i stqZenie modyflkatora organicznego. Najczq6ciej

wybierana jest kolumna CL8 w HPLC-RP. Testowana jest tak2e temperatura kolumny,

najczq6ciej 
"20,25 

i 30 "C. lako faza ruchoma powszechnie uZywany jest metanol, acetonitryl lub

ich mieszaniny z dodatkiem modyfikatora organicznego, np. kwas6w octowego, fosforowego lub

trifluorooctowego, przy czym czq6ciej stosowana jest elucja gradienfiowa ni2 izokraficzna.

Spo6r6d metod analitycznych najczEsciej stosowane s4 techniki chromatograficzne [TLC, HPTLC,

HPLC, UHPILC), spektroskopowe [FTIR, MS, NMR) i e]ektroforeza kapilarna [CEJ, przy czym w
przypadku techniki HPLC, w zale2no6ci od metody detekcji, stosuj4c detektor UV/Vis naie2y

zwr6ci( szczeg6ln4 uwagQ na dlugo5d fali, przy kt6rej prowadzona jest analiza. Zazwyczaj

r,rrybierana jest I = 254 nm, natomiast w przypadku analizy flawonoid6w i, = 280 nm,

W publlikacjach H.3., H.4. i H.6. przedstawiono wyniki analiz 19 pr6bek rumianku

pospolitego (Matricaria Chamomilla L,J, 13 pr6bek bzu czarnego (Sambucus nigra L.) oraz L9

pr6bek meiisy lekarskiej (Melissa officinalis L.). Celem prac bylo oszacowanie jako6ci produkt6w

handlowych tych surowc6w, dostqpnych w sklepach zielarskich i apte.kach na terenie Polski.

Pierwszym etapem badaf byla optymalizacja sposobu ekstrakcji i techniki rozdzielczei HPLC,

wykorzystanej w kolejnym etapie do analizy ilo6ciowej zwi4zk6w fenolowych. Spo6r6d technik

ekstrakcyjnych, wybrano ekstrakcjq wspomagan4 ultradZwiqkami [UAE), kt6ra w por6wnaniu z

tradycyjnyrni metodami ekstrakcji jest szybsza i wymaga mniejszej objqtoSi rozp\szczalnik6w,

W celu optymalizacji ekstrakcji testowano rodzaj rozptrszczalnika (metanol, etanolJ, jego

stq2enie w wodzie [mieszaniny metanol:woda i etanol:woda w stosunku objqto6ciowym 40:60,

60:40 i B0:20J, a tak2e czas ekstrakcii [30, 60, 90 i 120 min), Przeprowadzone badania v,rykazaly,

2e najlepsz;gm ekstrahentem, zar6wno dla pr6bek melisy lekarskiej jak i rumianku pospolitego,

okazata siq by6 mieszanina metanol:woda [80:20, v/vJ, kt6rq ekstrahowano oba surowce przez

30 min, W przypadku pr6bek bzu czarnego, metanol okazal siq byd najlepszym ekstrahentem,

zat czas eks;trakcji wynosil45 min. Dla pr6bek meiisy lekarskiej i bzu czarnego lepsz4 wydajnoS6

procesu ekstrakcji uzyskano prowadz4c ekstrakcjq w temperaturze pokojowej, podczas gdy

pr6bki rumianku pospolitego ekstrahowano w temp. 35 .C.

Optymalizacjarozdzialu analit6w technik4 HPLC polegala na dobraniu skladu fazy ruchomej,

diugo6ci fali detektora oraz temperatury kolumny. Spo6r6d rozprrszczalnik6w mog4cych pelnid

rolgfazy ruchomej testowano metanol i acetonitryl z dodatkiem kwas6w fosforowego, octowego

lub trifluorooctowego jako modyfikator6w. Analizy prowadzan o przy dlugo6ci fali 254,280,320

i 370 nm w r62nych temp. 20, 25,30 i 35 oC, Dla pr6bek melisy lekarskiej [publikacja H.6.)

najlepsz4 fazq ruchomq okazal siq metanol z dodatkiem kwasu trifluorooctowego [0,05%J, a

10
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analizy prowadzono przyl = 254 nm w temp. 30 oC. W przypadku pr6bek rumianku pospolitego

[publikacja H.3.), lepsz4faz4 ruchom4 byl acetonitryl z dodatkiem kwasu trifluorooctowego
(0,05%), zali analizy przeprowadzono w temp. 35 'C przy 7.= 254 nm.leszcze inn4 fazq ruchom4

wybrano dla pr6bek bzu czarnego (publikacja H.4.). Byl to metanol z dodatkiem kwasu

octowego [1%), natomiast analizy prowadzono w temp. 35 "c przy ], = zB0 nm.

W wyniku analizy HPLC ekstrakt6w badanych surowc6w roSlinnych otrzymano w sumie 50

pik6w na chromatogramach pr6bek melisy lekarskiej [publikacja H.6.), przy czq z tej liczby

wyodrqbnio,no L2 tzw. charakterystycznych pik6w, Dla pr6bek rumianku pospolitego

fpublikacja H.3'), otrzymano oko]o 60 pik6w, z kt6rych 12 wyr6zniono jako charakterysyczne

piki, odznaczaj4ce siq du2ym polem powierzchni oraz dobryrm rozdzialem, zaf dla pr6bek bzu

czarnego (publikacja H.4.) wyodrqbniono okolo 60 pik6w, z kt6rych 74 stanowilo

charakterystyczne piki, W przypadku melisy lekarskiej, spo516d 12 charakterystycznych pik6w,

sze56 zosta'lo zidentyfikowanych jako kwasy fenolowe: galusowy, chlorogenovvy, syryngowy,

kawowy, ferulowy oraz rozmarynovvy, i oznaczonych ilo6ciowo. Pik zwi4zany z kwasem

rozmarynowym mial najwiqksze pole powierzchni i wzglqdem niego obliczano wzglqdny czas

retencji i wzglqdne pola powierzchni pozostatych charakterystycznych pik6w. Spo6r6d 12

charakterystycznych pik6w rumianku pospolitego [Rys. 1), zidentyfikowano i oznaczo\o czteryi

kwas kawowy fpik nr 4J, syryngovrry [pik nr 5) i ferulowy [pik nr 6) oraz kwercetynq (pik nr 10J,

natomiast spo6r6d 14 charakterystycznych pik6w pr6bek bzu czarnego zidentyfikowano cztery

jako kwas kawowy, syryngowy, mirycetyna i kwercetyna,
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Rys. 1. Chromatograficzny fingerprint ekstraktu rumianku pospolitego przy L= 254 nm.

W publikacjach H.4. i H.6. po raz pierwszy zastosowano program Matlab 9,L, do obliczenia

warto6ci wsp6lczynnika podobieristwa w obrqbie analizowanych pr6bek melisy lekarskiej i bzu

czarnego. DIa melisy lekarskiej uzyskane warto6ci wsp6tczynnika podobiefstwa mieScity siq w
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przedziale od 0,8939 do 0,9985, zaS wsp6lczynnik korelacji pomiqdzy analizowanymi pr6bkami

wynosil 0,96. Dla bzu czarnego wartosci wsp6lczynnika podobiefistwa mie6city siq w przedziale

od 0,7443 do 0,9589. Spo5r6d 19 pr6bek melisy lekarskiej, trzy miaty najni2sze warto6ci

wsp6lczynnika podobietistwa [0,9939; 0,9286 i 0,9293), co Swiadczy o odrliniajqcym siq

skladzie chemicznym tychie surowc6w wzglqdem pozostalych, W przypadku bzu czarnego,

pr6bki byty ieszcze w wiqkszym stopniu zr62nicowane pomiqdzy sobE. W publikacji H.3.,

wykonanejwe wsp6lplacy z Katedr4 Biofarmacji i Farmakodynamiki Gdariskiego Uniwersytetu

Medycznego, zastosowano metodE nadzorowanego wyr6wnania pik6w ISA - Supervised

Alignment), gdyL podczas analizy nastqpuje niewielkie przesuniqcie ich czas6w retencji [Rys, ZJ.

W pracy przedstawiono chromatogramy pr6bek przed i po wyr6wnaniu pik6w, oraz obliczono

podobierlst'wo pomiqdzy pr6bkami rumianku pospolitego dla tych dw6ch przypadk6w. Warto6ci

podobierlstwa mie6cily siq w granicach 0,834-0,976 przed i 0,868-0,990 po wyr6wnaniu pik6w,

Warto5ci te pokazuj4 niewielkie r62nice w skladzie chemicznym pomiqdzy pr6bkami rumianku

pospolitego,
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Rys. 2. Chromatogramy ekstrakt6w rumianku pospolitego (AJ przed wyr6wnaniem i (B) po

wyr6wnaniu pik6w.

Zastosowanie analizy fingerprintw powyZszych badaniach pozwolilo na oszacowanie jakoSci

analizowanych ro6linnych surowc6w leczniczych. Zar6wno warunki procesu ekstrakcji, jak i
procedury analizy chromatograficznej zostaly tak zopgrmalizowane, aby uzyskai jak najwiqcej

72
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pik6w dobrze rozdzielonych i o du2ych polach powierzchni. Analiza podobierlstwa, kt6r4

zastosowano w badaniach wskazala, na podstawie profilu chromatograficznego pr6bek, w jakim

stopniu analizowane surowce s4 do siebie podobne pod wzglqdem skladu chemicznego. Du2e

wartoSci w:;p6lczynnik6w podobieristwa SwiadczE o niskim zr6znicowaniu pr6bek w obrqbie

tego samego rodzaju surowc6w ro5linnych.

5.2. Ozniaczenie zawarto6ci wybranych zwi4zk6w polifenolowych w handlowych produktach

roSlinnych z wykorzystaniem uprzednio zoprymalizowanej i zwalidowanej techniki

HPLC [publikacje H.1.,H.2., H.3., H.4., H.5., H.6. i H.7.J.

Caikowit4 zawarto6d polifenoli [TPC), flawonoid6w [TFC) oraz kwas6w fenolowych (TPACJ

oznaczono w handlowych produktach czystka siwego (publikacja H.l.J i bzu czarnego

(publikacja H.2.), przy czym w przypadku wodnych i wodno-metanolowych wyci4g6w z czystka

siwego dodatkowo oznaczono takhe zawarto6d kwasu L-[+)askorbinowego [AA). Badania

wykazaly, ze w por6wnaniu z wodno-metanolowymi ekstraktami czystka siwego, jego wodne

ekstrakty odznaczaj4 siq nieznacznie wyiszymi warto6ciami TPC, TFC, TPAC i AA. Stwierdzono

ponadto, ze ekstrakty sporz4dzone z suplement6w diety zawieraj4cych czystka siwego,

niezale2nie od u2ytego yozpuszczalnika, s4 najubo2sze w zwi4zki polifenolowe [publikacja H.1.),

W pracy wykorzystano ponadto analizq korelacji w celu zbadania relacji pomiqdzy TPC, TFC,

TPAC i AA, Uzyskane dane wskazaly na wysok4, dodatni4 (r > 0,90J konelacjq pomiqdzy TPC a

TPAC w wodnych ekstraktach czystka siwego, oraz w ukladzie par TFC-AA i TPAC-M w wodno-

metanolowych ekstraktach. W przypadku ekstrakt6w z bzu czarnego, catkowita zawarto6d

polifenoli zmieniala siq w zaleino6ci od czq6ci morfologicznej ro6liny. I tak wodne ekstrakty

sporz4dzone z kwiatostan6w bzu czarnego charaktetyzowaiy siq wyZszymi warto6ciami TPC,

TFC i TPAC ni2 ekstrakS z jego owoc6w (publikacja H.2.J.

ZawartoSci najbardziej rozpowszechnionych w surowcach ro6linnych kwas6w fenolowych i

flawonoid6w oznaczono technikq HPLC wyposa2on4 w detektor UV/Vis. W przypadku melisy

lekarskiej cznaczono kwasy fenolowe, takie jak galusowy, chlorogenowy, kawowy, syryngowy,

ferulowy i rozmarynowy [publikacja H.6.). Uzyskane wyniki wskazaly, kt6re z kwas6w

fenolowych wystqpuj4 w najwyZszych ilo6ciach, a kt6re w najni2szych. I tah melisa lekarska

okazala siq by6 bogata w kwas rozmarynov,ry, podczas gdy kwasy galusowy i chlorogenowy

wystEpowaty w niskim stqZeniu. Opr|cz vry2ej wymienionych kwas6w fenolowych, w

handlowyc)r produktach bzu czarnego (publikacje H.2. i H.4.) i rumianku pospolitego [H.3,J,

oraz naparach, nalewkach i metanolowych ekstraktach melisy lekarskiej (H.5.1 oznaczono

dodatkowo kwas p-kumarowy oraz flawonoidy, takie jak rutyna, mirycetyna, kwercetyna oraz

t3
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kemferol. Surowce te odznaczaty siq wysok4 zawartoici4 flawonoid6w w por6wnaniu z

kwasami fenolowymi. Wodne ekstrakty kwiatostan6w i owoc6w bzu czarnego r62nity siq

istotnie statystycznie pod wzglqdem zawarto5ci kwasu p-kumarowego, rutyny, kwercetyny i
kemferolu, przy czym kwiatostany by+y bogatsze w mirycetynq, kwas chlorogeno W i p-

kumarowy, podczas gdy owoce bzu czarnego charakteryzowaly siq wy2szym stq2eniem

kwercetyny, rutyny, kemferolu i kwasu galusowego (publikacja H.2.). Metanolowe ekstrakty bzu

czarnego zawieraty niskie stq2enia zwi4zk6w polifenolowych (publikacja H.4.), przy czyml<was

kawowy oznaczono w najnilszych stq2enia ch, zai kemferol w najvvyhszych. Wodno-metanolowe

ekstrakty rumianku pospolitego odznaczaly sig wysok4 zawartoSci4 kwasu syryngowego i

kwercetyny, za$ nisk4 kwasu galusowego i p-kumarowego oraz rutyny [publikacja H.3.].

Ponadto, na podstawie analizy wsp6lczynnik6w korelacji stwierdzono, i2 pomiqdzy kwasami

kawowym i ferulowym a syryngovrym oraz mirycetynA i kwercetyrll4 wystgpuje dodatnia

korelacja [r > 0,7). W przypadku wodnych, wodno-etanolowych i metanolowych ekstrakt6w

melisy lekarskiej [publikacja H,5.), najbogatsze w zwi4zki polifenoloweokazaty siq metanolowe

ekstrakfy, zaS nalewki [wodno-etanolowe ekstrakty) zawiera]y najni2sze stq2enia

analizowanych zwi4zk6w [poni2ej 550 pg/g suchej masy). Tak2e i w tych badaniach

zastosowano analizq korelacji, kt6ra wykazala zaleLno6ci pomiqdzy analizowanymi zwi4zkami.

Najwy2sze, dodatnie korelacje stwierdzono dla par kwas6w; chlorogeno\ ry - p-kumarowy,

chlorogeno'wy - syryngowy, chlorogenowy - kawory oraz kawor,ry - p-kumarovyy (r , 0,7).

Istotne statystyczne, jednak2e ujemne korelacje znaleziono dla par zwii4zk6w: kemferol -kwas
kawowy i kemferol - kwas p-kumarowy (r. -0,4J

Ostatnio na rynku polskim pojawilo sig duZo handlowych produkt6w czystka siwego. Jest to

)eden z gatunk6w naleZ4cych do rodziny czystkowatych [Cistaceae), odznaczaj4cy siq wysokq

zawarto6ci4 zwi4zkow polifenolowych. Ze wzglqdu na du24 popularno6d tych produkt6w,

postanowicrno okre5lid w nich zawartoSd zwi4zk6w fenolor,,vych [publikacja H.1.]. Badano 15

handlowych produkt6w czystka siwego, w6r6d kt6rych trzy stanowity suplementy diety, za(

pozostale byly przeznaczone do u2ycia jako herbatki.Z tego materialu rcrSlinnego przygotowano

wodne i wodno*metanolowe ekstrakty, a nastqpnie za pomocE techniki FIPLC zidentyfikowano i

oznaczono ilo6ciowo kwasy fenolowe [galusowy, chlorogenowy, kawowy, wanilinowy,

syryngowy, p'kumarowy, ferulowy i elagowyJ oraz flawonoidy [rutynq, mirycetynq, kwercetynQ,

izokwercefynq, kemferol i glukozyd-7-luteoliny). Uzyskane wyniki wskazaty na r62nice w

zawarto5ci zwi4zk6w fenolowych w badanych pr6bkach w zale2noSci od u2ytego do ekstrakcji

rozpuszczalnika. Wodne ekstrakty czystka siwego byty bogate w izokwercetynq, kwercetynq i

mirycetynq, ich zawarto66 wynosila ponad 800 pg/g suchej masy. Stwierdzono niskie stq2enia

kwasu elagowego i p-kumarowego, natomiast stqZenia kwas6w chlorogenowego, ferulowego i

I4
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syryngowego znajdowaty siq ponizej granicy oznaczalnosci stosowanei metody. Z kolei wodno-

metanolowe ekstrakty czystka siwego odznaczaly siq wysok4 zawartosciA kwas6w ferulowego i

kawowego oraz rutyny i glukozydu-7-luteoliny, natomiast kemferol i kwas wanilinowy

wystqpowaly w niskich stg2eniach, poniZej L00;tg/gsuchej masy.

Do interpretacji uzyskanych danych wykorzystano jednowymiarow4 analizq wariancji

[ANOVA), kt6ra pozwolila wskazad parametry r62nicuj4ce pr6bki. W przypadku bzu czarnego]

za pomoc4 analizy wariancji sprawdzono czy konsystencja (czq\i pr6bek byla paczkowana w

formie sypkiej, a czq{i w postaci saszetekJ i miejsce pochodzenia [surowce pochodzity z Polski i

SerbiiJ, wptfwaj4 istotnie na sklad chemiczny handlowych produkt6w bzu czarnego fpublikacja

H.2,). Przeprowadzone obliczenia potwierdzily wplyw tych czynnikirw. Bior4c pod uwagq

konsystencjq, pr6bki r62n1ly siq istotnie statystycznie pod wzglqd,em zawarto6ci kwasu

kawowego [p = 0,002743) i p-kumarowego [p = 0,0L22276), natomiast ze wzglqdu na

pochodzenie pr6bek bzu czarnego, istotne statystycznie r62nice doLyczyly stqZenia mirycetyny

[p = 0,02L365). W przypadku pr6bek rumianku pospolitego, wzigto pod uwagq takie czynniki,

jak kolor pr6bek, ich konsystencjq, miejsce pochodzenia oraz zawarto6i: zwi4zk6w fenolowych

(publikacja H.3.), zai; dla metanolowych ekstrakt6w bzu czarnego wziqto pod uwagQ

dystrybutora (publikacja H.4.J. Analiza wariancji wskazala na brak istotnie statystycznych

r62nic zarriwno w obrqbie pr6bek rumianku pospolitego, jak i Lrzu czarnego. W celu

potwierdzenia r6znic pomiqdzy pr6bkami, wynikaj4cych z zawarto5ci zwiqzk6w fenololvych,

wykorzystano analizq gl6wnych skladowych (Principal Component Analysis) oraz analizq

klasterowq (Cluster Analysis). Macierz danych w obu metodach stanowila zawarto6i

oznaczonych zwi4zk6w fenolowych. Na podstawie wynik6w obliczeri przeprowadzonych za

pomoc4 analizy gl6wnych skladowych, pr6bki czystka siwego zostaty podzielone na dwie grupy

[publikacja H,1.). W pierszej grupie znajdowaly siq pr6bki o niskiej zawarto6ci zwi4zk6w

fenolowych, zaS drug4 grupQ stanowily pr6bki o wysokiej zawartoSci polifenoli. Ponadto, pr6bki

znajduj4ce siq w drugiej grupie zostaly zr6Lnicowane pod kqtem miejsca pochodzenia. I tak

pr6bki czyt;tka siwego pochodz4ce z Albanii stanowily jednE podgrupq, zal z Turcji i Cypru

drug4. Podobny rozklad pr6bek czystka siwego, uwarunkowany :zawarto6ciq zwi4zk6w

fenolowych, uzyskano na podstawie wynik6w analizy klasterowej.W przypadku pr6bek melisy

lekarskiej [publikacja H.6.], analiza g]6wnych skladowych zr1znicowala je nie tyle pod

wzglqdem zawartoSci zwi4zk6w fenolowych, co z uwagi na wirrto6ci wsp6lczynnika

podobiefstwa charakteryzuj4cego poszczeg6lne pr6bki. Wyodrqbniono trzy gt6wne skupienia -

A, B i C. Skupienie B obejmowalo pr6bki o najwiqkszym wsp6lczynniku podobierisfwa, podczas

gdy skupienia A i C zawieraty pr6bki o warto6ciach wsp6lczynnika podobieristwa nieznacznie

r62ni4cych siq (0,8939 -0,9364).
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Dane uzyskane dla wodno-metanolowych ekstrakt6w rumianku pospolitego [publikacja H.3.)

poddano analizie gt6wnych skiadowych. W obliczeniach uwzglqdniono A) pola powierzchni

wszystkich pik6w na chromatogramach pr6bek przed ich wyr6wnaniem (tzw.raw data), B) pola

powierzchni wszystkich pik6w na chromatogramach po ich wyr6wnaniu [tzw. aligned data), C)

pola powie:rzchni 12 charakterystycznych pik6w oraz D) zawartofit, zwi4zk6w fenoiowych,

Wyniki analizy wskazaty, i2 tylko zawarto6i zwi4zk6w fenolowych umo2liwila grupowanie siq

pr6bek runrianku pospolitego. I tak, pr6bki o wysokich stq2eniach zwi4zk6w fenolowych

grupowaly r;iq w $rm samym klasterze, zaS pr6bki o niskich stq2eniach tworzyly drug4 grupq. W

celu uwiarygodnienia r,r4mik6w analizy gl6wnych skladowych przeprowadzono tak2e analizq

klasterowq, bior4c do obliczeri te same dane, Analiza klasterowa potwierdzila wyniki otrzymane

meto d4 anaiJizy gt6vmych skladowych.

Analizq gl6wnych sktadowych oraz analizq klasterow4 przeprowadzono tak2e dla danych

uzyskanych dla metanolowych ekstralrt6w bzu czarnego (publikacja H.4.), W obliczeniach

uwzglgdniono zawarto$i, oznaczonych zwi4zk6w polifenolowych. Analiza klasterowa [Rys. 3aj

podzielila pr6bki bzu czarnego na trzy grupy, W pierwszej grupie znajdowaty siq pr6bki o

niskich wartoSciach wsp6lczynnika podobieriswa, ubogie w zwi4zki polifenolowe. Grupq drugE

natomiast stanowily pr6bki o wysokich warto6ciach wsp6lczynnika podobieflstwia, bogate w

zwi4zki polifenolowe. Analiza gl6wnych skladowych potwierdzila te wyniki [Rys. 3b).
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I

Rys. 3. Dendogram (a) oraz wykres PC1, PCz i PC3 [b] dla metanolowych ekstrakt6w bzu

czarnego,

Zaimui4c siq oznaczaniem zwi4zk6w polifenolowy ch, szczeg6lnie wa2ny m zagadnieniem

okazal siq spos6b przygotowania pr6bek roSlinnych do analizy i wyb6r metody analitycznej.

Wiedzg zdobyt4 w tym zakresie wykorzystalam opracowuj4c pracq przegl4dowA na temar

metod ekstrakcji i technik oznaczania kwas6w fenolowych w materiale ro6linnym [publikacja
H.7)' Dane literaturowe wskazaty, 2e ekstrakcja w aparacie Soxhleta oraz ekstrakcja

wspomagana ultradZwiqkami sE czqsto stosowane podczas izolacji zwiqzk6w polifenolowych z

materialu ro6linnego, jednak2e w ostatnim czasie ekstrakcja dwutlenkiem wqgla w stanie

nadkryrycznym ISFE - supercritical fluid extraction) i przyspieszona ekstrakcja

rozpuszczalnikiem IASE - accelerated solvent extraction) znajduj4 szersze zastosowanie.

SpoSr6d ntetod instrumentalnych, do analizy ilo5ciowej kwas6w fenolowych najczgsciej

wykorzystywana jest technika chromatografii cieczowej [LC - Iiquid chromatography) igazowej

IGC - gas t:hromatography), obie techniki pol4czone ze spektrometri4 mas, oraz elektroforeza

kapilarna (.CE - capillary electrophore.srs]. Ta ostatnia technika wyr62nia sie kr6tkim czasem

analizy i mal4 objqto6ciq elektrolit6w, ponadto umo2liwia analizq zwykorzystaniem detelrtor6w

UV, MS i amperometrycznego.

5.3, Ocena aktywno6ci przeciwutleniajEcej i przeciwbakterynej wybranych handlowych

produkt6w ro6linnych (publikacje H.I., H.Z.i H.3.).

W pracach H.1., H.2. i H.3. przedstawiono wyniki badari nad aktywno6ci4 przeciwutleniaj4cq

handlowych produkt6w czystka siwego [Cr'stus incanus L.),bzu czarnego lsambucus nigra L.) i
l7
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rumianku pospolitego (Matricaria chamomilla L,). Oceniaj4c aktywno5d przeciwutleniaj4cq

wykorzystano dwa testy - z u2yciem odczynnika DPPH (2,Z-difenylo-l-pikrylohydrazyl) oraz na

podstawie zdolno5ci redukowania jon6w helaza IFRAPJ. Test DPPH przeprowadzono w oparciu

o zmodyfikowanE metodg Tuberoso i wsp, [2010), zaS test FRAP wykonano wedlug metody

Benzie i Str;rin'a [1996), W obu przypadkach korzystan o zkrzywej kalibracji, a uzyskane wyniki
przeliczono na Troloks [metoda DPPHJ lub 2elazofll) fmetoda FRAP). publikacja H.1. zawiera

wyniki oceny aktywnoSci przeciwutleniajqcej 15 wodno-metanolowych i 15 wodnych

ekstrakt6w przygotowanych z handlowych produkt6w czystka siwego. Badania wykazaly, ii.

wodno-metanolowe ekstrakty wyr62niaj4 siq wiqksz4 aktywnoSci4 przeciwutleniajEc4, podczas

gdy analiza wariancji wskazala, i2 miejsce pochodzenia pr6bek czystka siwego jest gl6wnym

czynnikiem r62nicuj4cym je pod wzglqdem tej aktywno6ci. Spo5r6d 15 handlowych produkt6w

czystka siwego, trzy stanowity suplementy diety odznaczaj4ce siq nisk4 zawarto6ci4 zwi4zk6w

fenolowych oraz nisk4 akffwno6ci4 przeciwutleniaj4c4. Potwierdza to analiza korelacji, kt6ra

wskazata na du24 wsp6lzaleLnof6 pomiqdzy wlaSciwo6ciami przeciwutleniaj4cymi, a calkowit4

zawarto6ciqrpolifenoli, flawonoid6w i kwas6w fenolowych [r > 0,61J,

Poza okre6leniem wla6ciwoSci przeciwutleniajqcych, wodne ekstrakty czystka siwego badano

tak2e pod k4tem aktywno6ci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej. Badania przeprowadzono

we wsp6lpracy z Katedr4 i Zakladem Mikrobiologii Farmaceulycznej Gdafskiego Uniwersytetu

Medycznego. Najni2sze stq2enie hamuj4ce (Minimal lnhibitory Concentration - MIC) oznaczono

za pomoc4 techniki seryjnych rozcieiczefi,. Na podstawie uzyskanych wynik6w stwierdzono, iL

wodne ekstrakty czystka siwego wykazuj4 aktywno66 przeciwbakteryjn4, zwlaszcza wobec

bakterii gram dodatnich - Staphylococcus aureus [warto5ci MIC w granicach od 0,5 do B mg/ml) i

Staphylococcus epidermidis [warto6ci MIC w granicach od 0,25 do 4 mg/ml). W przypadku

aktywno6ci przeciwgrzybiczej, napary siabo dzialaj4 hamuj4co na wzrost Candida albicans i

C andi d a g I ab rata (publikac j a H. 1.).

Testy DPPH i FRAP przeprowadzono r6wniez dla napar6w sporz4dzonych z 24 pr6bek bzu

czarnego, przy czym 11 pr6bek stanowily owoce bzu czarnego, zai 13 jego kwiatostany

[publikacja H.2.).Te ostatnie odznaczdty siq silniejsz]rmi wiaSciwo6ciami antyoksydacyjnymi

IDPPH i FMPJ. Z kolei publikacja H.3. przedstawia wyniki badari nad aktywno6ci4

przeciwutleniajqc4 l-9 wodno-metanolowych ekstrakt6w z rumianku pospolitego, R6wnie| w

tym przypadku, wysokie warto6ci DPPH i FRAP otrzymano dla pr6bek o bogatym skladzie

zwi4zk6w f,enolowych.

W publikaciach H.2. i H.3. zastosowano analizq korelacji w celu okre6lenia zale/nofci

pomiqdzy warto6ciami test6w DPPH i FRAP. Zar6wno w przypadku ekstnakt6w z kwiat6w, jak i

z owoc6w llzu czarnego [publikacjaH,2.), stwierdzono dodatni4 korelacjq pomigdzy calkowit4
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zawartoSci4 polifenoli, a wartosciami DPPH i FRAP, przy czym w ekstraktach z kwiat6w bzu

czarnego potwierdzono korelacjq pomiqdzy catkowita zawartoSciq flawonoid6w, a wartosciami

DPPH i FRAP' R6wnie2 w ekstraktach z owoc6w bzu czarnego stwierdzono korelacje pomiqdzy

wartoSciami DPPH a kwercetynq oraz kwasem kawowym i p-kumarowym, Wysokie i dodatnie

warto6ci rarsp5lczynnik6w korelacji pomiqdzy warto6ciami DPPH i FRAP a zawarto5ciq

zwiEzk6w fenolowych, takich jak kwasy kawowy, syryngowy i ferulowy oraz mirycetyna i

kwercetyna, otrzymano w przypadku ekstrakt6w rumianku pospolitego [publikacja H.3.).

Ponadto, stwierdzono r6wnie2 wysok4 korelacjq pomiqdzy warto5ciami DppH i FRAP [r = 0,86).

5.+. Walidacja metod analitycznych stosowanych w badaniach zawarto6ci zwiEzk6w

polifenolowych (publikacje H.1., H.2.,H.9., H.4., H.S. i H.6.).

W celu potwierdzenia poprawno6ci metod analitycznych wykorzystanych w badaniach

przeprowarlzono ich pelnq walidacjq zgodnie zw@cznymi ICH [2005), Wyznaczono parametry

walidacyjne, takie jak liniowo66, zakres metody, granice wykrywalnoSci i oznaczalnofci,

specyficzno6(., precyziq i dokladnoS6, Testy walidacyjne wrykazaly,2e metody u2yte w badaniach

sq precyzyjne, dokladne oraz umo2liwiaj4 oznaczenie zawarto6ci analit6w w granicach stqiefi, w
jakich wystqpuj4 w badanych surowcach roSlinnych.

6. Podsumowanie wynik6w badari stanowi4cych podstawq habilitacji

Celem przedstawionych powyiej badari, stanowi4cych przedmiot mojej rozprawy

habilitacyjnej, kt6rej wyniki zostaly opublikowane w pracach H.l.-H.7., byla ocena jako$ci

handlowych produkt6w ro6linnych z wykorzystaniem chromatograficznej analizy fingerprint
oraz analiz5r ilo6ciowej zwi4zk6w fenolowych w tych2e produktach. Dodatkowo wykonano takie
badania a.ktywnoSci biologicznej ekstrakt6w przygotowanych z badanych produkt6w

ro6linnych, tj, oznaczono wla6ciwo6ci przeciwutleniaj4ce, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze

ekstrakt6w. Material do badari stanowity popularne na rynku farmaceutycznym i zielarskim

produkty nrelisy lekarskiej (Melissa officinalis L.), bzu czarnego (Sambucus nigra L.), rumianku

pospolitegca (Matricaria chamomillaL.) oraz czystka siwego [Crsfus incanusLJ.

NajwaZniej sze osi4gniqcia p oznaw cze ww. cyklu publikacji to :

WykaLzanie, 2e lecznicze surowce roSlinne odznaczaj4 siQ silnymi wla6ciwoSciami

antyoksydacyjnymi i s4 bogatym fr6dtem zwi4zk6w polifenolowych. Zvi4zki te wykazujq

szereg wla6ciwo6ci prozdrowotnych, a badania naukowe potwierdzaj4, ie spo2ywanie
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produkt6w ro5linnych zasobnych w te zwi4zki wspomaga walkq z najczgilciej

wystEpuj4cymi chorobami cywilizacyjnymi.

Dowiedzenie, i2 chromatograficzna analiza fingerprint stanowi element kontroli jakof ci

produrkt6w roSlinnych. W wyniku analizy fingerprint otrzymano profile chromatogr aficzne

produkt6w handlowych melisy lekarskiej, bzu czarnego oraz rumianku pospolitego. W

przypadku pr6bek melisy, profile HPLC tych surowc6w nie r62nily siq miqdzy sobE.

Przeprowadzona analiza podobieristwa potwierdzila ten fakt [wartoSci wsp6lczynnik6w

podobieristwa byly bliskie jedno6ci), co Swiadczy o podobnym skladzie chemicznych

tychze produkt6w. Taka sama sytuacja wyst4pita w przypadku handlowych produkt6w

rumianku pospolitego i bzu czarnego.

Udokrrrnentowanie silnych korelacji pomiqdzy aktywnoSci4 antyoksyd,acyjn4, a

zawarto6ci4 zwi4zk6w fenolowych. Zasadniczo, im wiqksze ,s4 stq2enia zwi4zk6w

fenolowych w surowcu ro6linnym, tym surowiec wykazuje wylsz4 aktywno6d

antyoksydacyjna,

0kre5lenie wla6ciwo6ci przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych wodnych ekstrakt6w

przygotowanych z handlowych produkt6w czystka siwego fCistus incanus L.), Otrzymane

wynild potwierdzity wla6ciwo6ci przeciwbakteryjne wodnych ekstrakt6w czystka siwego,

szczeg6lnie wobec bakterii gram dodatnich, oraz slabe wla6ciwo6ci przeciwgrzybicze

lychze ekstrakt6w. W przypadku suplement6w diety zawierajqcych czystka siwego, ich

wla6ciwo6ci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze okazaly siq slabsze ni2 handlowych

p ro dukt6w czys tk a przeznacz onych d o sp o r z4dzana herb atek,

Zop$malizowanie warunk6w ekstrakcji i techniki rozdzielczej HPLC w celu opracowania

metod oznaczenia zwi4zk6w fenolowych w ekstraktach sporz4dzonych z powszechnie

dostqpnych i popularnych w6r6d konsument6w produkt6w handlowych badanych

surovrc6w roSlinnvch.

Wyniki przeprowadzonych badari poszerzaj4 wiedzq na temat zawartoSci zwi4zk6w

fenolowych w handlowych produktach melisy lekarslciej (Melissa fficinalis L.), bzu czarnego

(Sambucus nigra L.), rumianku pospolitego (Matricaria chamomilla L^) oraz czystka siwego

[Cistus incanus L.J, Ponadto, wsp6]prac$4c z innymi zespolami badawczymi, wykazano dzialanie

przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze napar6w z czystkasiwego (Cisfus incanusL.).
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