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1. Dane osobowe:

Imig i nazwisko: Malgorzata Materska

Miejsce pracy:  Uniwersytet Przyrodniczy
Wydziat Nauk o Zywnosci i Biotechnologii
Katedra Chemii
ul. Akademicka 15
20-950 Lublin

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:

2002 doktor nauk rolniczych w zakresie technologii zywnosci i zywienia —
specjalizacja chemia zywno$ci, Akademia Rolnicza w Lublinie (obecnie
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie).

1996 magister chemii, w zakresie chemii podstawowej i stosowanej, Uniwersytet
Marii  Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Jednolite stacjonarne studia
magisterskie.

3. Doswiadczenie zawodowe

01.10.2002 - do chwili obecnej - adiunkt w Katedrze Chemii Wydzialu Nauk
0 Zywnosci i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.
01.10.1996 — 30.09.2002 — asystent naukowo-dydaktyczny w Katedrze Chemii

Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie (wcze$niej Akademii
Rolniczej w Lublinie).

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

a/ tytul osiggnigcia naukowego:

Cykl publikacji naukowych pod tytutem: ,,Badania wplywu struktury wybranych
zwiqzkow  fenolowych pozyskiwanych 7z owocow papryki Capsicum annuum L.
na aktywnos¢ biologiczng oznaczong w roznych uktadach modelowych.”

b/ autor/ autorzy publikacji, rok wydania, nazwa publikacji

O1. Materska M. (2012). The scavenging effect and flavonoid glycosides content
in fractions from fruits of hot pepper Capsicum annuum L. Acta Sci. Pol,
Technologia Alimentaria, 11(4), 363-371, ISSN 1644-0730. (9 pkt.*)

02. Materska M. (2014). Bioactive phenolics of fresh and freeze-dried sweet and semi-
spicy pepper fruits (Capsicum annuum L.). Journal of Functional Foods, 7, 269-277.
(35 pkt.*, IF=4,480%; 4,462%*%*)



03. Materska M. (2008). Quercetin and its derivatives: chemical structure
and bioactivity — a review. Polish Journal of Food and Nutrition Sciences, Vol. 58,
No4, 407-413. ISSN 1230-0322 (6 pkt*)

04. Materska M., Konopacka M., Rogolinski J., Slosarek K. (2015). Antioxidant activity
and protective effects against oxidative damage of human cells induced by
X-radiation of phenolic glycosides isolated from pepper fruits Capsicum annuum L.
Food Chemistry, 168, 546-553. (40 pkt.*, IF=3,259%; 3,867%%)

0S. Materska M. (2015). Flavone C-glycosides from Capsicum annuum L: relationships
between antioxidant activity and lipophilicity. European Food Research
and Technology, DOI: 10.1007/s00217-014-2353-2. (30 pkt.*, IF=1,387%; 1,818%%)

Lacznie:

Impact Factor: 9,126%; 10,147**

Punkty MNiSW: 120*

* obowiazujace w roku wydania publikacji

*%* §redni pigcioletni IF, zgodnie z aktualnymi danymi w bazie Journal Citation Reports

Wkiad Wnioskodawcy w wymienione publikacje obejmuje: autorstwo hipotez
i koncepcji badan, wykonanie analiz chemicznych, opracowanie i dyskusje wynikéw oraz
przygotowanie manuskryptéw. Os$wiadczenia wspotautorow pracy O4, okreslajace ich
indywidualny wktad w powstanie publikacji znajduja si¢ w Zataczniku 6.

¢/ oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnigetych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Jako kierownik i gléwny wykonawca projektu nr: N312 021 32/1491 pod tytutem
,Jzolacja i identyfikacja pochodnych kwaséw fenolowych i flawonoidéw z owocni papryki C.
annuum L. oraz badanie ich wlasciwosci pod wzglgdem aktywno$ci antyoksydacyjnych,
antyrodnikowych, redukcyjnych i ochronnych w stosunku do promieniowania y.” w latach
2007-2012 wykonywatam prace badawcze oraz przeprowadzitam wnikliwe studia
literaturowe dotyczace zaleznosci pomiedzy struktura a wlasciwosciami zwiazkéw
fenolowych. Uzyskane rezultaty opublikowaltam w postaci cyklu prac (01-O5), ktére
uwazam za swoje najwigksze osiagnigcie w dotychczasowej dziatalnosci naukowej

i przedktadam jako podstawe ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego.

Wprowadzenie i cel naukowy

Zwiazki fenolowe stanowia rozlegla grupg roSlinnych metabolitow wtérnych
o korzystnych dla zdrowia wtasciwosciach chemicznych i biologicznych. Udokumentowanym

jest fakt, ze wiele z nich to naturalne antyoksydanty wspomagajace system ochrony



organizmu przed szkodliwym dzialaniem wolnych rodnikéw [1]. Obecnos¢ wolnych
rodnikow wptywa na wzrost stresu oksydacyjnego, w wyniku ktérego w komérkach zachodza
reakcje utleniania i redukcji. W chwili zachwiania réwnowagi pomigdzy stgzeniem
oksydantéw (wolnych rodnikéw) i antyoksydantéw (systemu ochrony przed wolnymi
rodnikami) reakcje te moga prowadzi¢ do szeregu niekorzystnych zjawisk. Nalezy tu
wymieni¢  przyspieszenie  procesu  starzenia  si¢  komorek, rozwdj  chordb
neurodegeneracyjnych, a takze rozwdj choréb nowotworowych [1, 2]. Zwiazki fenolowe
dzialajace jako antyoksydanty stanowia cenny skladnik diety owocowo-warzywnej, ale takze
moga by¢ wykorzystywane jako wzbogacajace zywno$¢ dodatki lub konserwanty zywnosci,
w zastgpstwie syntetycznych, co cieszy si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem konsumentéw
[3]. Poza przemystem spozywczym, istnieje takze mozliwo§¢ wykorzystania tej grupy
zwiazkdw w kosmetologii, farmacji i medycynie. W kazdej z wymienionych dziedzin
gospodarki, a szczegélnie w dwdch ostatnich niezbedna jest doktadna wiedza na temat
spektrum dzialania danej substancji przed jej dalszym wykorzystaniem.

W ciagu ostatnich lat przeprowadzono szereg badan nad ustaleniem zaleznosci
pomigdzy struktura, a aktywnoscia biologiczna zwiazkéw fenolowych. Wyniki tych badan
wskazuja wyraznie na obecno$¢ okreslonych grup funkcyjnych w czasteczce flawonoidéw
i kwasow fenolowych, ktére determinuja ich aktywno$¢ w wybranym uktadzie modelowym
[4, 5]. Jednak badania te dotyczyly gtéwnie wolnych aglikonéw flawonoidéw oraz kwasow
fenolowych, ktére pozyskiwano na drodze hydrolizy ekstraktow roslinnych, badz syntezy
organicznej. Proces hydrolizy jest destrukcyjny dla bogactwa pochodnych zwiazkéw
fenolowych, a w efekcie otrzymuje si¢ mniejsza ich liczbg¢ o zmodyfikowanej aktywnosci.
Dodatkowo silnie kwasne lub silnie zasadowe s$rodowisko warunkéw hydrolizy moze
przyspiesza¢ degradacj¢ zwiazkow aktywnych chemicznie. W prezentowanych badaniach
(01-05) zwiazki fenolowe pozyskiwano w postaci naturalnej nie ingerujac w sklad
chemiczny otrzymanych ekstraktow. Dokladano jednocze$nie maksymalnych staran, aby
zmniejszy¢ wptyw czynnikéw zewngtrznych na zmiany jako$ciowo-ilosciowe w otrzymanych
ekstraktach. Informacje podane w literaturze $wiatowej na temat aktywnoS$ci naturalnie
wystepujacych w §wiecie ro§linnym pochodnych glikozydowych zwiazkéw fenolowych sa
fragmentaryczne. Wynika to z niewielkiego stgzenia tych zwiazkéw w ro§linie oraz

probleméw analitycznych zwigzanych z ich wyodrgbnianiem i identyfikacja.

W  przedstawionym cyklu badan stanowiacym Osiagnigcie naukowe pochodne

flawonoidéw i kwasow fenolowych pozyskiwano z owocni papryki (Capsicum annuum L.) za



pomoca metody preparatywnej chromatografii cieczowej. Zidentyfikowane zwiazki, ktdre
otrzymano w wystarczajacych iloSciach analizowano pod wzgledem aktywnosci
antyoksydacyjnej, antyrodnikowej i radioochronnej. Starano si¢ okresli¢, czy zaleznosci
pomigdzy struktura, a aktywnoscia zwiazku zdefiniowane dla aglikonéw moga odnosi¢ si¢ do
aktywno$ci ich pochodnych. Hipoteza badawcza prezentowanych badan brzmiata
nastepujaco: aktywno$¢ biologiczna pochodnych zwiazkéw fenolowych jest inna niz ich

aglikonow.

Cykl badan przedstawiony jako Osiagnigcie naukowe sklada sie¢ z nastepujacych
glownych watkow:

1. Wyodrebnianie wystgpujacych naturalnie w owocniach papryki zwiazkéw fenolowych za
pomoca metody preparatywnej chromatografii cieczowej oraz ich identyfikacja.

2. Okreslenie aktywnosci chemicznej i radioochronnej zwiazkéw fenolowych w uktadach
in vitro.

3. Wykazanie, zaleznosci pomigdzy struktura, lipofilnoscia i bioaktywnos$cia zwigzkéw
fenolowych.

1. Wyodrebnianie wystepujacych naturalnie w owocniach papryki zwiagzkow fenolowych
za pomoca metody preparatywnej chromatografii cieczowej oraz ich identyfikacja.

Wsréd dostgpnych metod izolacji zwigzkéw z tkanek roslinnych, w przypadku frakcji
zwigzkéw fenolowych najpopularniejsze sa ekstrakcja ciecz-ciecz oraz ekstrakcja do fazy
statej. Wynika to z réznorodnego charakteru fizycznego omawianych zwiazkow, gdyz
w grupie tej mozna znalez¢ substancje typowo hydrofilowe, o posredniej hydrofilowosci
i lipofilowe. W badaniach prezentowanych jako Osiagnigcie, zwiazki fenolowe stanowity
grupe o posredniej lipofilowosci, ktére separowano metoda ekstrakcji do fazy stalej stosujac
jako fazg stacjonarng zel krzemionkowy C18, a eluentem omawianej frakcji byt 40% roztwor
metanolu w wodzie. Ze wzgledu na bogactwo pochodnych zwiazkéw fenolowych
wystepujacych w owocach papryki, otrzymana ta metoda frakcja zwiazkéw fenolowych
(nazywana w skrocie frakcja 40%) stanowila mieszaning ponad 25 zwiazkow, ktdére
doczyszczano metoda $rednioci$nieniowej chromatografii cieczowej oraz w razie potrzeby
metoda preparatywnej HPLC. W publikacji O1 przedstawiono wyniki pierwszego etapu
procesu doczyszczania frakcji 40% ze wskazaniem wydajnos$ci ekstrakcji zwiazkow
fenolowych wyrazonych jako % masy otrzymanej frakcji oraz sumg fenoli w przeliczeniu na
mg kwasu chlorogenowego na kg $wiezych owocéw papryki (oznaczonych metoda Folina-

Ciocalteu). W omawianej pracy stwierdzono, ze masa frakcji zwiazkéw fenolowych, ktéra



doczyszczano w dalszych etapach prowadzenia procesu stanowila 1,4% masy ekstraktu
wyjsciowego (co stanowito 0,12% masy wyjsciowej owocOw papryki), a jednocze$nie
zawierala 9% zwiazkéw fenolowych oznaczonych jako suma w poréwnaniu do ekstraktu
wyjsciowego. W pracy O1 proces izolacji prowadzono ze §wiezych owocéw papryki odmiany
Capel Hot, a wyjsciowa masa owocdéw wynosita 1100 g. Powyzszy kierunek badawczy
przyczynit si¢ do osiagnigcia poznawczego na temat skali, w jakiej nalezy przeprowadzi¢
analize preparatywng, aby zamierzona procedura zakonczyta si¢ sukcesem. Wiedzg tg
wykorzystano tez w kolejnej preparatyce, ktéra prezentowano w pracy O4, gdzie
wykorzystano liofilizowane owocnie tej samej odmiany papryki w ilosci 360 g.

Nadrzednym celem prowadzenia rozdzialu frakcji zwiazkéw fenolowych za pomoca
chromatografii preparatywnej bylo otrzymanie czystych substancji w jak najwigkszych
ilosciach, aby poza ustaleniem ich struktury, mozna bylo oznaczy¢ eksperymentalnie ich
wlasciwosci chemiczne. Prezentowany jako Osiagnigcie cykl prac jest wynikiem
przeprowadzenia w sumie trzech rozdziatow frakcji zwiazkéw fenolowych w skali
preparatywnej. Jako wynik tego etapu postgpowania otrzymano 10 w pelni
zidentyfikowanych zwiazkéw. W grupie tej znajdowaly si¢ pochodne dwéch kwaséw
fenolowych: ester f—D-glukopiranozydowy kwasu frans-p-ferulowego oraz ester —D—
glukopiranozydowy kwasu trans synapinowego, dwie pochodne kwercetyny: 3-O—(0—
ramnopiranozyd)-7-O—(B—glukopiranozyd) kwercetyny oraz 3-O-(o-L-ramnopiranozyd)
kwercetyny, pie¢ pochodnych luteoliny: 6,8-di-C-(B-D-glukopiranozyd) luteoliny; 6-C-(B-D-
glukopiranozyd) luteoliny; 6-C-(-D-glukopiranozyd)-8-C-(a-D-arabinofuranozyd) luteoliny;
7-0-[2-(B-D-apiofuranozydo)-B-D-glukopiranozyd] luteoliny; 7-O-[2-(B-D-apiofuranozydo)-
4-(B-D-glukopiranozydo)-6-(malonylo)-B-D-glukopiranozyd] luteoliny, a takze jedna
pochodna apigeniny: 6-C-(B-D-glukopiranozyd)-8-C-(a-D-arabinofuranozyd) apigeniny.

Identyfikacja wspomnianych zwiazkéw opierala si¢ na wykorzystaniu ogélnie przyjetych
i stosowanych w tego rodzaju analizie technik rozdzielczych, spektrometrycznych
i spektroskopowych. Kazdy zwiazek scharakteryzowano pod wzgledem czasu retencji
w analizie chromatograficznej, wykonano jego widmo UV-Vis, analiz¢ MS oraz analizy 'H
i °C NMR. W analizie chromatograficznej, warunkiem koniecznym w celu wiasciwej
identyfikacji zwiazku jest wykonanie chromatogramu wzorca badanej substancji w tych
samych warunkach rozdziatu. Wymierna korzys$cia begdaca wynikiem przeprowadzonych
procedur bylo pozyskanie 10 wzorcéw pochodnych kwaséw fenolowych i flawonoidéw, ktdre

stanowia cenny zasOb substancji wzorcowych Pracowni Fitochemii. Analiza



chromatograficzna z wykorzystaniem detektora fotodiodowego pozwolita okresli¢ widma
UV-Vis analizowanych zwiazkéw. Jest to szczegéllnie uzyteczne przy wstgpnej kontroli
czystosci pikéw, gdyz odczyt przy jednej, lub nawet dwdch diugosciach fal nigdy nie daje
gwarancji, ze analizowana jest pojedyncza substancja. Dopiero analiza metoda spektrometrii
masowej (MS) pozwalata na jednoznaczne stwierdzenie, ze dany zwiazek jest czysty.
Pierwsza uzyskana informacja bedaca wynikiem tej analizy jest czysto$¢ zwiazku, druga jego
masa czasteczkowa, a w nastgpnej kolejnosci, po analizie wtérnych widm fragmentacyjnych
(analiza MS?, MS®) mozna uzyskaé¢ informacje o budowie badanej czasteczki. Identyfikacja
zwigzkéw na podstawie analizy podstawowych i wtérnych widm masowych, przy braku
wzorcOw tych substancji jest pracochtonna i nie zawsze przynosi oczekiwany efekt, dlatego
analiz¢ MS na tym etapie wykorzystuje si¢ do okreslenia czysto$ci zwiagzku oraz jego masy
czasteczkowej. Ulatwia to dalszy etap analiz, jakim jest spektroskopia "H i ?C NMR. Zwiazki
prezentowane w Osiagnigciu byly juz zidentyfikowane we wcze$niejszych badaniach,
a wyniki tych analiz przedstawiono w publikacjach II.A.2 oraz II.B.3 oraz w sprawozdaniu
koncowym z osiagnigtych wynikéw w kierowanym przeze mnie projekcie badawczym nr:
N312 021 32/1491, pt: ,lzolacja i identyfikacja pochodnych kwaséw fenolowych
i flawonoidéw z owocni papryki C. annuum L. oraz badanie ich wtasciwosci pod wzgledem
aktywnosci antyoksydacyjnych, antyrodnikowych, redukcyjnych i ochronnych w stosunku do
promieniowania 7Y.”. Zatem posiadajac wzorce tych substancji, mozna bylo wykona¢ analizy
porownawcze, ulatwiajace identyfikacje zwiazkéw w toku kolejnych rozdziatow
preparatywnych oraz wykorzysta¢ je do przygotowania krzywych kalibracyjnych, ktdre
stosowano w dalszych oznaczeniach ilosciowych.

Zbidr informacji dotyczacych kwercetyny 1 jej pochodnych, ktéra przedstawitam w pracy
przegladowej O3 wskazuje wyraznie, ze wystgpujace najczesciej w przyrodzie pochodne tego
flawonolu to O-glikozydy a gtéwnym miejscem glikozylacji sa grupy hydroksylowe przy
atomach wegla C3 oraz C7. Jest to zgodne z wynikami eksperymentalnymi, ktére
przedstawitam w pracach O1, O2 oraz O4. W pracach tych zamiescitam rezultaty kolejnych
rozdziatéw preparatywnych, w wyniku ktérych wyodrgbnitam i zidentyfikowalam dwa
glikozydy tego zwiazku, a byly to 3-O-(o—ramnopiranozyd)-7-O—(B—glukopiranozyd)
kwercetyny oraz 3-O—(o-ramnopiranozyd) kwercetyny. Ponadto analiza ilosciowa
pochodnych kwaséw fenolowych i flawonoidéw przeprowadzona dla czterech odmian
papryki, przedstawiona w pracy Q2 potwierdzila znany rowniez z danych literaturowych fakt,

7e 3-O—(o—ramnopiranozyd) kwercetyny jest jednym z dominujacych zwiazkow we frakcji



zwiazkow fenolowych [6, 7]. Drugim flawonoidem, ktdry jako aglikon dominuje w owocach
papryki jest luteolina. Pod wzgledem ilosciowym pochodne luteoliny stanowia z reguty
mniejszy udzial w sumie zwiazkéw fenolowych, ale wystgpuje tu wigksza ich réznorodnosc.
Luteolina poza O-glikozydowymi potaczeniami z czasteczkami cukréw tworzy czgsto
potaczenia C-glikozydowe, ktérych obecnos¢ stwierdzono w owocach papryki [6, 7]. W pracy
02 wykazano, ze zwiazkiem dominujacym wsréd pochodnych luteoliny jest 7-O-[2-(B-D-

apiofuranozydo)-f-D-glukopiranozyd]. Wynik ten potwierdzaja tez dane literaturowe [6, 7].

2. Okreslenie aktywnosci chemicznej i radioochronnej zwiazkow fenolowych w ukladach

in vitro.

Z uwagi na to, ze proces izolacji zwiazkow w skali preparatywnej i dalsze etapy ich
doczyszczania sa czasochtonne, réwnolegle z tym etapem moich badan prowadzitam
doglebne studia literaturowe na temat zaleznosci pomigdzy struktura, a aktywnoscia zaréwno
wolnych kwaséw fenolowych i flawonoidéw, jak tez ich pochodnych. Wynikiem tych dziatan
jest praca O3, w ktorej scharakteryzowatam wtasciwosci chemiczne i biologiczne kwercetyny
oraz jej pochodnych, zgodnie z éwczesnym stanem wiedzy. Kwercetyna jest flawonoidem
z grupy flawonoli i mozna stwierdzi¢ Ze jest najdoktadniej zbadanym zwiazkiem wsréd
flawonoidéw, co wynika z faktu jej powszechnego wystgpowania w ros$linach [8]. Zwiazek
ten wykazuje silne wtasciwosci antyoksydacyjne, antybakteryjne, antywirusowe i wiele
innych, co wykazano w licznych badaniach in vitro i in vivo [9, 10]. Z drugiej strony,
wykazano réwniez, ze kwercetyna w pewnych warunkach moze wykazywac aktywnos¢
prooksydacyjna [11] oraz cytotoksyczna [12, 13].

Aktywnos$¢ antyoksydacyjna kwercetyny wynika z obecno$ci w jej czasteczce ugrupowan
chemicznych, ktére wykazuja zdolnos¢ do neutralizacji wolnych rodnikéw zaréwno na drodze
przeniesienia elektronu (wlasciwosci redukcyjne) ale takze hamowania aktywnosci enzyméw
odpowiedzialnych za wytwarzanie reaktywnych form tlenu oraz chelatowania jonéw metali
prooksydacyjnych, gléwnie zelaza i miedzi [14]. Do giéwnych grup funkcyjnych, ktére
determinuja wlasciwosci antyoksydacyjne flawonoidow (w tym kwercetyny) naleza: grupa
C3-OH w pierscieniu C w polaczeniu z podwdjnym wigzaniem pomigdzy atomami C2-C3
tego pierscienia, uktad katecholowy (orfo dihydroksylowy) w pier§cieniu B, a takze obecno$¢
grup hydroksylowych w pier§cieniu A czasteczki flawonoidu [14, 15].

Obecno$¢ podstawnikéw w zwiazkach fenolowych znaczaco zmienia ich wtasciwosci

chemiczne. Wynika to gtéwnie z zablokowania grup funkcyjnych wigzaniami glikozydowymi



lub estrowymi oraz zmiany charakteru fizycznego zwiazku (z lipofilowego w hydrofilowy lub
odwrotnie). Na reaktywnos$¢ tych zwiazkéw maja takze wplyw efekty steryczne [15]. Biorac
pod uwage wszystkie czynniki decydujace o aktywnos$ci chemicznej zwiazku, wiaczajac w to
réwniez charakter chemiczny oksydantéw, niezbgdne i uzasadnione sa badania empiryczne
dotyczace tego zagadnienia. Dowodzi tego rowniez duza liczba publikacji o zasiggu
swiatowym opisujacych badania aktywno$ci chemicznej zwiazkéw w réznych uktadach
modelowych. W cyklu prac prezentowanym jako Osiagnigcie zastosowatam w sumie pigé
uktadéw modelowych do poréwnania aktywno$ci chemicznej pochodnych zwiazkéw
fenolowych oraz wzorcéw ich aglikonéw. Byty to zaréwno uktady generujace rodniki w fazie
wodnej (rodnik ponadtlenkowy otrzymywany metoda enzymatyczna w ukladzie
ksantyna/oksydaza ksantynowa i nieenzymatyczna w uktadzie NADH/PMS), jak tez uktady o
charakterze lipidowym (rodnik DPPH oraz uktad emulsyjny B-karoten-kwas linolowy).

Oksydaza ksantynowa jest enzymem katalizujacym utlenianie ksantyny do kwasu
moczowego. Najwyzsze st¢zenia tego enzymu notuje si¢ w Sluzéwce jelit oraz watrobie.
W chorobie niedokrwiennej jelita cienkiego jest ona gtéwnym zrédtem wolnych rodnikéw,
ktére moga przyczynia¢ si¢ do uszkodzen DNA i rozwoju choroby nowotworowej [16].
W metodzie enzymatycznej, w reakcji reoksydacji oksydazy ksantynowej, czasteczki tlenu
dzialaja jako akceptory elektronu przeksztalcajac si¢ w rodniki ponadtlenkowe [15, 16].
Aktywno$¢ antyoksydacyjna zwiazkéw moze by¢ wynikiem ich bezposredniej reakcji
z powstajacymi rodnikami, ale moze tez by¢ posrednim efektem inhibicji dzialania oksydazy
ksantynowej przez badana substancj¢. Z tego wzgledu w omawianej metodzie, réwnolegle
z badaniem wiasciwosci redukcyjnych zwiazkéw oznacza ich wplyw na aktywnos$¢ oksydazy
ksantynowej. Innym ukladem reakcyjnym, w ktérym powstaja rodniki ponadtlenkowe jest
uktad NADH/PMS. Powstaja one w reakcji zredukowanego dinukloetydu [-nikotyno-
adeninowego (NADH) z metylosiarczanem fenazyny (PMS), ktdry z kolei reagujac z tlenem
atmosferycznym prowadzi do syntezy rodnikéw ponadtlenkowych [17].
Zaréwno w metodzie enzymatycznej, jak i nieenzymatycznej powstale rodniki ponadtlenkowe
redukuja obecny w mieszaninie bigkit bromotetrazoliowy, ktéry z barwy zoéttej przechodzi
w niebieski formazan, co jest monitorowane spektrofotometrycznie. Zatem obecno$¢ wolnych
rodnikow w omawianych uktadach oznaczana jest posrednio poprzez pomiar redukcji bigkitu
bromotertazoliowego. Dodatek antyoksydanta redukuje rodniki ponadtlenkowe, co z kolei
przektada si¢ na zmniejszona syntez¢ formazanu i nizsze wartosci absorbancji.

W uktadzie z rodnikiem DPPH (2,2-difenylo1-pikrylohydrazylowym) okresla si¢ zdolnos¢

antyoksydanta do oddawania atomu wodoru. Zachodzi tutaj bezposrednia reakcja pomigdzy



rodnikiem, a antyoksydantem, co obserwuje si¢ spektrofotometrycznie jako odbarwienie
zredukowanego rodnika. Rodnik DPPH jest typowym zwiazkiem lipofilowym, stad tez
analiz¢ prowadzi si¢ w roztworze metanolu. Stosowanie metanolu jako rozpuszczalnika jest
jedna z podstawowych wad tej metody oraz to, ze wymieniony rodnik jest typowo
syntetyczny i nie ma odpowiednika w naturze. Pomimo wspomnianych wad, oznaczenie
aktywnosci antyrodnikowej w odniesieniu do rodnika DPPH jest jedna z najpopularniejszych
metod analitycznych wykorzystywanych w laboratoriach na calym $wiecie. Stosuje si¢ ja do
okreslania potencjatu antyoksydacyjnego zaréwno ekstraktéw roslinnych, naturalnych
zwigzkéw pochodzenia ro$linnego, jak i1 otrzymanych na drodze syntezy organicznej.
O popularnosci tej metody decyduje tani koszt odczynnikéw oraz prostota i szybkos¢
oznaczen [4].

Kolejnym uktadem modelowym, ktdry stosowatam w swoich badaniach (04 i OS) byt
uktad emulsyjny P-karoten-kwas linolowy. Jako aktywno$¢ antyoksydacyjna w opisanej
metodzie okre$la si¢ zdolno$¢ antyoksydanta do spowolnienia, badz tez minimalizacji
rozktadu [-karotenu podczas skojarzonej oksydacji kwasu linolowego i [-karotenu
w ukladzie zemulsyfikowanym =z nadtlenkiem wodoru, a rozktad [-karotenu jest
monitorowany spektrofotometrycznie [18]. W $rodowisku opisanej reakcji generowane sa
rodniki peroksylowe, powstajace w wyniku reakcji kwasu linolowego z nadtlenkiem wodoru.
Jest to etap inicjacji tancuchowej reakcji peroksydacji kwasu tluszczowego, w etapie
propagacji generowane sa kolejne rodniki peroksylowe, ktére moga reagowac ze soba, ale tez
reaguja z czasteczka P-karotenu, prowadzac do jej degradacji. W naturze procesom
peroksydacji ulegaja gldwnie reszty wielonienasyconych kwaséw tluszczowych wchodzace
w sktad fosfolipidow a takze czasteczki cholesterolu. Produkty powstate w wyniku tych
reakcji moga wptywa¢ na dysfunkcje organizmu poprzez utlenianie bialek (dezaktywacja
enzymow), czy DNA (modyfikacje zasad azotowych), co moze by¢ przyczyna wielu
nastgpstw zdrowotnych [4]. Procesy te sa tez gtdwna przyczyna starzenia si¢ Zywnosci,
szczegolnie produktéw migsnych.

Aktywno$¢ biologiczna substancji jest zwigzana z jej aktywnoscia antyoksydacyjna.
Jednak nie mozna jednoznacznie przenie$¢ wlasciwosci oznaczanych w modelowych
uktadach in vitro do uktadéw biologicznych, w ktérych wystgpuje szereg innych czynnikéw
determinujacych bioaktywnos$¢ okreslonego zwiazku. Naleza do nich wchianianie i transport
badanej substancji przez btony komdrkowe, jej cytotoksycznos¢ dla okreslonych linii

komoérkowych, reaktywnos$¢ z wystgpujacymi wewnatrz komorki reaktywnymi formami tlenu
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i wiele innych. Z tego wzgledu postawiona we wstgpie hipoteze badawcza staratam sig
potwierdzi¢ na trzech poziomach badan, ktére przedstawitam w pracy O4. Pierwszy etap
stanowito poréwnanie aktywnos$ci antyoksydacyjnej pochodnych zwiazkéw fenolowych oraz
ich aglikonéw, drugi okreslenie cytotoksycznosci i genotoksyczno$ci wymienionych
zwigzkéw w stosunku do limfocytéw ludzkich, trzecim etapem byto zbadanie wiasciwosci
radioochronych zwiazkéw w st¢zeniach, w ktérych nie wykazywaly one cytotoksycznos$ci
i genotoksycznos$ci. W pracy O4 badanym ukladem biologicznym byly limfocyty krwi
ludzkiej, ktére poddano dziataniu promieniowania X. Promieniowanie to wykorzystywane
jest w radioterapii do zwalczania niektérych typéw nowotwordw. Jednak poza dziataniem
leczniczym wywiera ono niekorzystny wptyw na komérki zdrowe. Dlatego koniecznym jest
poszukiwanie substancji, ktore petnilyby funkcje ochronne dla zdrowych komoérek w tego
rodzaju terapii.

Zwiazkami objetymi wspomnianymi badaniami byly wyodrgbnione w najwigkszych
ilosciach z owocni papryki ester glukozydowy kwasu synapinowego, 3-O—(0—
ramnopiranozyd) kwercetyny, 3—O—(0~ramnopiranozyd)-7—-O—(B—glukopiranozyd) kwerce-
tyny oraz 7-O-[2-(B-D-apiofuranozydo)-p-D-glukopiranozyd] luteoliny, a takze aglikony tych
zwiazkéw. Wyniki prezentowane w pracy O4 potwierdzily znany z danych literaturowych
fakt, ze aglikony charakteryzujq si¢ z reguty wyzsza aktywnoS$cia antyoksydacyjnag niz ich
pochodne glikozydowe [5,14,15,17,18]. Jednak szczegétowa analiza zmian aktywnoS$ci
badanych zwiazkéw wskazuje na réznice w ich aktywnosci, zaleznie od stosowanej metody
oznaczen. Przyktadowo 7-O-[2-(B-D-apiofuranozydo)-B-D-glukopi-ranozyd] luteoliny
i luteolina wykazywaly poréwnywalna aktywnos$¢ antyrodnikowa w odniesieniu do rodnika
ponadtlenkowego generowanego metoda nieenzymatyczna (NADH/PMS), podobnie ester
glukozydowy kwasu synapinowego miat zblizona aktywno$¢ do kwasu synapinowego w
ukladzie z rodnikiem DPPH. Pochodna luteoliny wykazywata tez korzystna aktywno$¢ w
uktadzie emulsyjnym kwas linolowy- B-karoten, gdzie luteolina byta praktycznie nieaktywna.

Drugi etap badan obejmowat okreslenie zakresu stgzen, w ktérych analizowane zwiazki
nie wykazuja aktywnosci cytotoksycznej i genotoksycznej na limfocyty krwi ludzkie;j.
Dziatanie cytotoksyczne okres$lano jako indukcj¢ $mierci komérkowej na drodze apoptozy,
natomiast genotoksyczne przez indukcj¢ mikrojader, okreslono tez hamowanie przez badane
zwiazki aktywnos$ci podziatowej (indeks NDI) limfocytéw ludzkich in vitro. Stwierdzono,
ze w grupie badanych zwiazkéw luteolina i kwercetyna wykazywaly dziatanie cytotoksyczne

juz przy stezeniu 10pug/ml. W przypadku zwiazkéw wyizolowanych z owocni papryki ester
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glukozydowy kwasu synapinowego tylko w najwyzszych w st¢zeniach indukowat mikrojadra,
ale nie apoptozg, co wskazywato na jego stabe wtasciwosci genotoksyczne. W limfocytach
hodowanych w obecnosci 3-O—(o—ramnopiranozydu)—7—-O—(B—glukopiranozydu) kwercetyny
tylko w najwyzszym stgzeniu odsetek komdrek apoptotycznych byt podwyzszony
w poréwnaniu z kontrola hodowana bez dodatku tego zwiazku. Z kolei 7-O-[2-(B-D-
apiofuranozydo)-f-D-glukopiranozyd] luteoliny oraz 3-O—(o—ramnopiranozyd) kwercetyny
wykazywaty zblizone wtasciwosci, gdyz w calym zakresie badanych stgzen nie indukowaty
apoptozy komorek ani mikrojader, zatem nie wykazywaly dziatania cytotoksycznego
i genotoksycznego na limfocyty krwi ludzkiej. Dodatkowo 3-O—(0—ramnopiranozyd)
kwercetyny nie zmieniat zdolnoéci podzialowych limfocytéw, a w obecnosci 7-O-[2-(B-D-
apiofuranozydo)-B-D-glukopiranozydu] luteoliny indeks podziatowy jader (NDI) obnizat si¢
wraz ze wzrostem stezenia tego zwiazku. Swiadczy to o zahamowaniu aktywnosci
podziatowej limfocytéow w stosunku do limfocytéw kontrolnych hodowanych w podtozu
standardowym.

Otrzymane wyniki badan wykazaty, ze glikozydy kwaséw fenolowych i flawonoidow sa
mniej cytotoksyczne i genotoksyczne dla badanych komdrek w stosowanych zakresach stgzen
niz wolne aglikony (04). Wedtug mojej wiedzy tego typu badania dla pochodnych zwiazkéw
fenolowych nie byly dotychczas opublikowane w literaturze §wiatowe;j.

W  stezeniach, dla ktérych testowane zwiazki nie wykazywaly dzialania
cytotoksycznego i genotoksycznego zbadano ich witasciwosci radioochronne. Stwierdzono,
ze wszystkie badane substancje wykazywaly dziatanie radioochronne, wyrazone jako
zmniejszenie liczby indukowanych przez promienie X mikrojader w limfocytach ludzkich.
Sposroéd zwiazkéw wyizolowanych z owocni papryki najsilniejsze dziatanie radioochronne
zanotowano dla 3-O—(o~ramnopiranozydu) — kwercetyny oraz 7-O-[2-(B-D-apiofuranozydo)-
B-D-glukopiranozydu] luteoliny. Dodatkowo pochodna kwercetyny wykazywata silniejsze
wilasciwosci radioochronne niz kwercetyna.

Na podstawie uzyskanych wynikéw po raz pierwszy sformutowano wniosek, ze glikozydowe
pochodne flawonoidow wyizolowane z owocni papryki charakteryzuja si¢ silniejszymi

wlasciwos$ciami roadioochronnymi przeciwko promieniowaniu X niz ich aglikony (04).
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3. Wykazanie zaleznosci pomigdzy struktura, lipofilnoscig i bioaktywnos$cia zwiazkow
fenolowych.

Otrzymane rezultaty badan opisane i zinterpretowane w pracy O4 byty inspiracja do
podjecia kolejnych, ktérych celem byta odpowiedZz na pytanie, czy charakter lipofilowy
zwiazku determinuje jego aktywno$¢ w uktadzie in vitro. Proba odpowiedzi na to pytanie jest
publikacja OS. W pracy tej koncentrowatam si¢ na C-glikozydowych pochodnych luteoliny
i apigeniny. C-Glikozydy flawonoidéw sa zwiazkami interesujacymi pod wieloma wzgledami
i dos¢ stabo opisanymi w literaturze. Wynika to gléwnie z tego, Ze ich stgzenie w roslinie jest
kilkakrotnie nizsze w poréwnaniu do O-glikozydéw. Zwiazki te posiadaja z reguty tyle samo
wolnych grup hydroksylowych, co ich aglikony ale na skutek obecnosci czasteczki cukrowej
sa bardziej hydrofilowe. Z drugiej jednak strony podstawniki cukrowe moga ostania¢ grupy
—OH, przez co te staja si¢ mniej reaktywne. W rozwazaniach teoretycznych koncentrujacych
si¢ na bioaktywnos$ci substancji chemicznych stosuje si¢ czgsto parametr lipofilnosci zwiazku,
wyrazony jako logarytm wspéiczynnika podzialu pomigdzy wodg oraz n-oktanol (log P).
W prezentowanej pracy podjgto préobe poréwnania wynikow obliczonych teoretycznie
warto$ci log P oraz wyznaczonych eksperymentalnie aktywnosci antyoksydacyjnych. Badania
aktywno$ci antyoksydacyjnej C-glikozydéw przeprowadzono stosujac pig¢ opisanych
wczesniej uktadéw modelowych a lipofilowo$¢ zwiazkéw obliczono postugujac sie trzema
programami komputerowymi. Na podstawie usrednionych wartosci log P uszeregowano
badane zwiazki zgodnie z malejaca lipofilno$cia: apigenina > luteolina > 6-C-(B-D-
glukopiranozyd)  luteoliny >  6-C-(B-D-glukopiranozyd)-8-C-(o-D-arabinofuranozyd)
apigeniny > kwas askorbinowy > 6,8-di-C-(B-D-glukopiranozyd) luteoliny. Kolejnos¢ tych
zwigzkéw powinna sugerowac spadek ich aktywnos$ci, gdyz wedlug rozwazan teoretycznych
wyzsze warto$ci wspoOtczynnika log P determinuja jego aktywno$¢ [19]. Jednak badania
eksperymentalne dowodza zlozonosci wspomnianego problemu. Yang i wsp. [20], analizujac
aktywnos$¢ antyoksydacyjng kilkunastu aglikonéw flawonoidowych mierzona jako inhibicje
utleniania lipidéw stwierdzili, ze zwiazki o zbyt wysokich lub zbyt niskich wartosciach log P
byly stabymi antyoksydantami. Zatem pochodne C-glikozydowe luteoliny i apigeniny
wydawatly si¢ w tym ujgciu by¢ obiecujacymi zwiazkami o potencjale antyoksydacyjnym.
Otrzymane wyniki oznaczen aktywnosci antyoksydacyjnej badanych zwiazkéw w uktadzie
emulsyjnym kwas linolowy-f-karoten potwierdzity te przypuszczenia, gdyz 6-C-(B-D-
glukopiranozyd) luteoliny oraz 6-C-(B-D-glukopiranozyd)-8-C-(a-D-arabinofuranozyd)

apigeniny charakteryzowata najwyzsza aktywnos$¢. Z drugiej strony, zwiazki silnie
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hydrofilowe, czyli kwas askorbinowy oraz 6,8-di-C-(B-D-glukopiranozyd) luteoliny, powinny
wykazywaé wysoka aktywno$¢ w uktadach hydrofilowych. Jednak otrzymane wyniki badan
nie potwierdzily jednoznacznie tej zaleznoSci. Co prawda kwas askorbinowy najsilniej
z analizowanych zwiazkéw redukowal rodniki ponadtlenkowe w ukladzie modelowym
NADH/PMS ale pochodna luteoliny byta tam praktycznie nieaktywna. Z kolei w uktadzie
ksantyna/oksydaza ksantynowa najwyzsza aktywno$¢ antyrodnikowa stwierdzono dla
luteoliny, ktéra wraz z apigening jest najbardziej lipofilowa.

Analiza uzyskanych wynikéw aktywnosci antyoksydacyjnej badanych zwiazkéw w
powiazaniu z ich budowa chemiczng oraz charakterem fizycznym sktonita do sformutowania
wniosku, ze w uktadach modelowych in vitro charakter fizyczny (lipofilowo$¢) zwiazku nie
jest czynnikiem determinujacym jego aktywnos$¢ chemicznag (OS). Nadrzedne znaczenie maja
tutaj grupy funkcyjne oraz efekty steryczne. Interesujacym zagadnieniem wyszczegdlnionym
w publikacji O5 byty whasciwosci apigeniny oraz jej pochodnej 6-C-(B-D-glukopiranozydu)-
8-C-(a-D-arabinofuranozydu) apigeniny. Apigenina nalezy do grupy flawonéw 1 w
odréznieniu od luteoliny nie posiada jednej grupy hydroksylowej w pierscieniu B. Zatem
apigenina nie posiada uktadu katecholowego w swojej czasteczce. Brak tego ugrupowania
drastycznie zmniejsza aktywno$¢ antyrodnikowa apigeniny w poréwnaniu do luteoliny, co
potwierdzilty wyniki przedstawione w pracy OS. Jednocze$nie w jednym uktadzie apigenina
wykazywala aktywno$¢ prooksydacyjna, byt to uktad emulsyjny kwas linolowy-B-karoten.
Otrzymane wyniki byly zgodne z danymi literaturowymi, gdyz w uktadzie z emulsja [B-
karotenowa zaobserwowano réwniez prooksydacyjna aktywno$¢ apigeniny [21]. Wiasciwosci
te tlumaczono wysokim jednoelektronowym potencjalem oksydacyjnym powstajacego
w opisanej reakcji rodnika fenoksylowego [22]. Z kolei pochodna apigeniny wykazywata
przeciwstawng aktywno$¢ w poréwnaniu z aglikonem. Fakt ten mozna ttumaczy¢ tym,
ze obecno$¢ podstawnikow cukrowych w czasteczce glikozydu zmniejsza potencjat
oksydacyjny jej rodnikéw fenoksylowych lub tym, Ze bardziej hydrofilowe pochodne
apigeniny moga reagowa¢ w fazie wodnej uktadu emulsyjnego, przerywajac juz na samym
poczatku fancuch reakcji utleniania B-karotenu. Wedtug mojej wiedzy tego typu rozwazania

dla C-glikozydéw flawonoidow przeprowadzono po raz pierwszy.
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Podsumowanie

Cykl 5 prac stanowiacych Osiagnigcie naukowe zawiera wyniki badan dotyczacych
aktywnosci biologicznej zwiazkéw fenolowych wyizolowanych z owocow papryki Capsicum
annuum L., ktérych struktur¢ zdefiniowano za pomoca nowoczesnych metod
spektroskopowych. Aktywnos$¢ biologiczna wspomnianych zwiazkéw byta badana w pigciu
uktadach modelowych, generujacych rodniki zaréwno w fazie wodnej (uktad NADH/PMS,
ksantyna/oksydaza ksantynowa, inhibicja oksydazy ksantynowej) oraz w fazie lipidowe;j
(rodnik DPPH i uktad emulsyjny B-karoten- kwas linolowy).

W celu okreslenia wspétzaleznosci miedzy struktura, lipofilnoscig i bioaktywnoscia
zwiazkéw fenolowych po raz pierwszy poréwnywano parametr lipofilnosci zwiazkéw
obliczony teoretycznie z aktywnoscia wyznaczong eksperymentalnie. Po raz pierwszy
przeprowadzono tez badania nad zdolno$cia radioochronng wyizolowanych zwiazkéw i ich
aglikonéw w stosunku do ludzkich limfocytéw narazonych na uszkodzenia indukowane
promieniowaniem X w odniesieniu do ich aktywnos$ci antyoksydacyjnej. Zanotowano, ze
pochodne glikozydowe zwigzkow fenolowych wykazywaty stabsza aktywno$¢ antyrodnikowa
ale ich dziatanie radioochronne bylo wyzsze i mniej toksyczne na limfocyty ludzkie, w
przeciwienstwie do ich aglikonéw co otwiera mozliwo$s¢ wykorzystania tego rodzaju
zwiagzkéw w medycynie. Najwyzszy wspolczynnik korelacji miedzy aktywnoscia
radioochronng 1 antyoksydacyjna zanotowano dla uktadu generujacego rodniki
ponadtlenkowe metoda nieenzymatyczna (NADH/PMS), ktéra mozna zastosowa¢ do
wstepnej oceny zwiazkéw o mozliwym potencjale radioochronnym.

Podjecie tematu badawczego, ktérego efektem jest cykl prac stanowiacych podstawe do
ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego jest uzasadnione potrzeba
poszukiwania naturalnych substancji, ktére moga by¢ wykorzystane takze w produkcji
zywnosci funkcjonalnej. Zagadnienie to staje si¢ istotne dla producentéw zywnosci, gdyz
obserwowany wzrost $wiadomosci spolecznej motywuje do wprowadzania nowych

produktéw zawierajacych zwiazki o potwierdzonych wilasciwosciach prozdrowotnych.
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5. Omowienie pozostalych osiggni¢é naukowo-badawczych
5.1. Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Prace w Katedrze Chemii Akademii Rolniczej w Lublinie (obecnie Uniwersytet
Przyrodniczy) na stanowisku asystenta naukowo-dydaktycznego rozpoczetam 1 pazdziernika
1996 roku. Zostalam wilaczona do Zespotu kierowanego przez prof. dr hab. Ireng¢ Perucka,
gdzie od poczatku mojej pracy na tym stanowisku rosling badawcza stanowity owoce papryki
rocznej (Capsicum annuum L.), zaré6wno odmian stodkich, pétostrych, jak i ostrych. Papryka

jest warzywem, o ktérym mozna powiedzie¢, ze zyskuje coraz wigksza popularno$¢ wsréd
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konsumentéw. Wynika to zaréwno z jej waloréw smakowych, ale takze ze wzrastajacej
swiadomosci spoteczenstwa o walorach dietetycznych i zdrowotnych papryki.

Obok analiz podstawowych sktadnikéw wystepujacych w owocach papryki takich jak
witamina C, tokoferole, mikro i makroelementy, grupa zwiazkéw ktéra szczegdlnie mnie
zainteresowata byly zwiazki fenolowe. Gléwne nurty badan w tym okresie obejmowaly
analiz¢ zmian st¢zenia tych zwiazkéw pod wplywem dziatania czynnikéw agrotechnicznych
(oprysk jonami Ca®* oraz etefonem z jonami Ca®, celem wymienionych zabiegéw bylo
przyspieszenie i ujednolicenie dojrzewania owocOw papryki), a takze wynikajace z rdéznic
odmianowych oraz z fazy dojrzato$ci owocéw. Kolejny nurt analiz, ktére rozpoczg¢lam w tym
okresie stanowily oznaczenia aktywnosci antyoksydacyjnej zaréwno surowych ekstraktéw
otrzymanych z papryki, jak tez ich frakcji. Stosowane przeze mnie w tym okresie metody
badawcze to przede wszystkim uktad emulsyjny [-karoten-kwas linolowy oraz uktad
z rodnikiem DPPH. Rezultatem przeprowadzonych badan byly dwie oryginalne prace
tworcze, jedna o zasiggu mig¢dzynarodowym (II.A.1) i jedna o zasiegu krajowym (II.B.1),
jedna monografia oraz dziesig¢ komunikatow, dwa prezentowane na konferencjach
migdzynarodowych (I.D.1.1-2) oraz osiem na krajowych (I1.D.2.1-8).

W ciagu pierwszych kilku lat pracy doskonalitam sw¢j warsztat badawczy, oraz
poszerzatam swoja wiedz¢ na temat fitochemii. W roku 1998 wzigtam udzial w tygodniowych
warsztatach 2™ Central European Workshop on Carotenoids, ktére odbyly si¢ w Peczu na
Wegrzech, a w roku 1999 uczestniczytam w szkoleniu: Techniki elektroforetyczne i produkcja
biatek zrekombinowanych organizowanych przez firm¢ DNA-Gdansk. W tym okresie
odbytam tez dwumiesigczny staz naukowy w Zaktadzie Biochemii i Jakosci Plonéw ITUNG
w Putawach w 2002 roku. Na wspomnianym stazu pod opieka prof. dr hab. Wiestawa Oleszka
oraz prof. dr hab. Anny Stochmal przeprowadzitam pierwszy rozdzial frakcji
fenylopropanoidow metoda niskoci$nieniowej chromatografii cieczowej. Identyfikacje
wyodrebnionych zwiazkéw wykonatam we wspélpracy z prof. Sonig Piacente z grupy
FARMABIOMED Dipartimento di Scienze Farmaceutiche e Biomediche Uniwersytetu
w Salerno we Wtoszech, gdzie przeprowadzone zostaly analizy metoda 'H i BC NMR.
Efektem tych badan byto okres$lenie struktury 9 zwiazkéw, w tym 2 zidentyfikowanych po raz
pierwszy w $wiecie roslinnym. Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz wcze$niejszych
badan wlasnych przygotowatam rozprawe doktorska pt: ,,Aktywno$¢ przeciwutleniajaca,
identyfikacja i zawarto$¢ niektérych skladnikéw frakcji fenylopropanoidéw w owocach
wybranych odmian papryki ostrej z uwzglednieniem fazy dojrzalosci.”, ktérej promotorem

byta prof. dr hab. Irena Perucka, a ktéra obronitam w maju 2002 roku. Moja praca zostala

17



wyrozniona nagroda indywidualng III stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie w 2003 roku. Decyzja Rady Wydzialu Rolniczego (obecnie Agrobioinzynierii),
w dniu 5 czerwca 2002 roku uzyskatam stopien doktora nauk rolniczych w zakresie
technologii zywnosci i zywienia, specjalno$¢ chemia zywnosci.

Wyniki zamieszczone w rozprawie doktorskiej zostaly opublikowane w postaci
sze$ciu oryginalnych prac twérczych w czasopismach o zasi¢ggu migdzynarodowym (II.A.2;
II.LA.6) i krajowym (IL.B.2; I1.B.3; IL.B.5; IL.B.8) oraz byly prezentowane w postaci
5 komunikatéw na 3 konferencjach migdzynarodowych (II.D.1.3-4; I1.D.1.6; 11.D.1.8-9) oraz
5 krajowych (II.D.2.9; 11.D.2.12-13; I1.D.2.15-16). Wséréd nich najwigksze zainteresowanie
zanotowatam dla prac: I1.A.2; I1.A.6, ktorych liczba cytowan (wedtug bazy Web of Science)
wynosita odpowiednio 40 i 155. Dodatkowo wyniki pracy doktorskiej prezentowatam w
formie 2 referatéw: w 2002 roku na XXXIII Sesji naukowej Komitetu Technologii I Chemii
Zywnosci PAN, pt: ,Rozdzial i identyfikacja gtéwnych zwiqzkéw flawonoidowych
i pochodnych kwasow fenolowych pochodzqcych z czerwonych owocow papryki ostrej

>

odmiany Bronowicka Ostra.” oraz w 2005 roku na XL Zjezdzie Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, zatytutowany: ,,Changes in ferulic and sinapic acids esters and quercetin
rhamnoside in hot pepper fruit after Ca®* and etephon with Ca’* treatment. W roku 2006
zostatam wyrézniona nagroda zespolowa II stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie za cykl publikacji wydanych w latach 2004-2005.
5.2. Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Doswiadczenie zdobyte podczas realizowania rozprawy doktorskiej pozwolito mi
wypracowa¢ wilasny warsztat badawczy oraz zainteresowania naukowe, ktére obecnie
koncentruja si¢ na nastgpujacych obszarach tematycznych:

a) badania sktadu chemicznego owocow papryki i czynnikéw wptywajacych na jego
modyfikacje,

b) doskonalenie warsztatu analizy preparatywnej w celu pozyskiwania nowych substancji lub
odpowiednich ilo$ci substancji opisanych wczesniej w literaturze,

c¢) badania aktywno$ci antyoksydacyjnej czystych zwiazkéw, jak tez ich mieszanin
w uktadach modelowych o zréznicowanej lipofilnosci,

d) alkaloidy jako skladniki zywnosci: badania ilosciowe alkaloidow wystepujacych

w owocach papryki oraz studia literaturowe na temat alkaloidéw pirolizydynowych.

a) Od poczatku mojej pracy w Katedrze Chemii, do dnia dzisiejszego papryka roczna

(Capsicum annuum L.) jest dla mnie podstawowa rosling badawcza, a gléwna grupa

18



zwiazkow sa zwiazki fenolowe. Jednak owoce papryki zawieraja szereg innych waznych
zywieniowo substancji, ktérych zawartos¢ moze wplywa¢ na zmiany w skladzie frakcji
zwiazkéw fenolowych. Z tego powodu obok badan koncentrujacych si¢ na zwiazkach
fenolowych, analizowatam tez inne sktadniki owocéw papryki, migdzy innymi: witaming C,
tokoferole, karoteny i ksantofile oraz makro- i mikroelementy. Poza czynnikami
odmianowymi (przebadatam w sumie sze$¢ stodkich, trzy pétostre oraz cztery ostre odmiany
papryki), analizowalam takze takie czynniki, jak: faza dojrzatosci owocdw, ich czgs¢
anatomiczna (owocnie i tozyska), zabiegi agrotechniczne (oprysk jonami Ca®* oraz etefonem
z jonami Ca™). Wyniki wymienionych badan zostaty opublikowane w postaci siedmiu
oryginalnych prac twérczych w czasopismach o zasiegu migdzynarodowym (IL.A.3-5; 1L A.8,
II.A.10) i krajowym (II.B.4; I1.B.6) oraz byly prezentowane w postaci 9 komunikatéw na
konferencjach migdzynarodowych (II.D.1.5, IL.D.1.10) oraz krajowych (I1.D.2.10-11;
I1.D.2.14; 11.D.2.18, 11.D.2.20, 11.D.2.24, 11.D.2.26).

b) Kolejnym nurtem prowadzonych przeze mnie badan bylo dopracowywanie metody
rozdziatu frakcji fenylopropanoidéw, zarowno pod wzgledem doboru rodzaju i st¢zenia fazy
ruchomej w analizie chromatograficznej, jak i rodzaju sorbentow na etapie przygotowania
probki. Ten etap analiz stanowit dla mnie szczegdlnie wazne zagadnienie w momencie
rozpoczgcia realizacji projektu badawczego, ktorego efektem sa wyniki przedstawione
w Osiagnigciu. Poza owocami papryki w materialem badawczym byly takze ziarna zielonej
kawy Robusta, z ktérej izolowatam frakcj¢ zwiazkéw fenolowych. Wspomniane badania byty
rezultatem wsp6tpracy z Instytutem Chemicznej Technologii Zywnosci Politechniki L.édzkiej,
ktérej efektem byta publikacja o zasiggu migdzynarodowym (II.A.7, liczba cytowan: 20).
Poza owocami papryki i ziarnami kawy, podj¢lam tez prébg wyodrgbnienia frakcji zwiazkow
fenolowych z ro$lin ziolowych, migdzy innymi melisy. W badaniach tych koncentrowatam si¢
nad ustaleniem zalezno$ci pomigdzy lipofilnoscia zwiazkéw wystepujacych badanych
frakcjach, a jakoS$cia ich rozdzialu metodami chromatograficznymi, jak réwniez wptywie
warunkow ekstrakcji na sktad otrzymanych frakcji. Uzyskane wyniki opublikowalam w
postaci trzech oryginalnych prac tworczych w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym
(ILA.9) i krajowym (IL.B.7; I.LB.10) oraz prezentowatlam w postaci 6 komunikatéw na
konferencjach migdzynarodowych (II.D.1.7, I1.D.1.12) oraz krajowych (II.D.2.19; 11.D.2.21-
23). Z uwagi na to, ze wspomniany obszar badan opieral si¢ na wykorzystaniu technik
chromatograficznych, zaré6wno chromatografii $rednioci$nieniowej, jak i wysokosprawnej

chromatografii cieczowej, staralam sie poszerzy¢ swoja wiedz¢ na temat technik
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chromatograficznych. Dlatego w 2009 roku odbylam Kurs Nowoczesnej Chromatografii

Cieczowej, w Katedrze Chemii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.

c) Oznaczanie aktywnosci antyoksydacyjnej zaréwno frakcji pozyskanych z roslin, jak
tez czystych zwiazkow stanowilo i nadal stanowi gtéwny nurt moich naukowych dociekan,
ktérego wynikiem jest przedstawione Osiagnigcie. Staram sig¢ wciaz wzbogacac swoj warsztat
analityczny o nowe metody, ktére pozwola mi na dokladniejsze okreslenie spektrum
aktywnosci danego zwiazku. W dotychczasowych badaniach koncentrowatam si¢ na dobraniu
takich metod oznaczania aktywnos$ci zwiazku, aby uwzgledniaty one jego charakter hydro-
lub lipofilowy. Stad wprowadzitam oznaczenia aktywnosci antyoksydacyjnej w odniesieniu
do rodnika ponadtlenkowego, jak tez rodnika DPPH oraz uktadu emulsyjnego z B-karotenem
i kwasem linolowym. W ostatnim czasie moje dociekania w wymienionym obszarze
koncentrowaly si¢ na okresleniu mechanizmu inhibicji oksydazy ksantynowej przez pochodne
flawonoidéw (wyniki jeszcze nie opublikowane). Obok badan aktywnosci czystych zwiazkéw
wyizolowanych w toku rozdzialu preparatywnego, wykonywatam szereg oznaczen
aktywnosci ekstraktow roslinnych, jak tez ich frakcji. Badania te mialy na celu uzyskanie
informacji na temat potencjalnych mozliwosci wykorzystania takich preparatéw jako dodatki
do zywnosci. Uzyskane wyniki badan przedstawitam w jednej publikacji o zasiggu krajowym
(II.LB.11) oraz w formie 3 komunikatéw na konferencjach migdzynarodowych (IL.D.1.11,
I1.D.1.13) i krajowych (I.D.2.17), a takze w 2011 roku wyglositam referat zatytulowany:
,»0-glikozydy kwercetyny jako zwiqzki o potencjale antyoksydacyjnym.” na Il Krajowej
Konferencji Pt. “Naturalne substancje roslinne — aspekty strukturalne i aplikacyjne”

w Putawach.

d) Wyodrgbniajac frakcj¢ zwiazkéw fenolowych, izolowalam jednoczesnie kolejna
frakcje o wyzszej lipofilnosci (zwana w skrocie frakcja 70%). Sktadnikami tej frakcji byly
bardziej lipofilowe pochodne flawonoidéw, ale takze alkaloidy charakterystyczne dla
owocOw papryki. Dwa gléwne alkaloidy papryki ostrej to kapsaicyna i dihydrokapsaicyna.
Zwiazki te wykazuja silne dziatanie fizjologiczne, a pierwszym z nich jest dziatanie na kubki
smakowe, przez co spozywajac owoce papryki ostrej odczuwa sie silny, piekacy smak.
Uznatam, ze kapsaicynoidy stanowia rownie ciekawa pod wzgledem chemicznym
1 zywieniowym grupg zwiazkow, co frakcja zwiazkéw fenolowych. Dlatego praktycznie przy
kazdym rozdziale preparatywnym staratam si¢ wyodrebnia¢ rowniez t¢ frakcje oraz oznaczy¢
zawarto$¢ kapsaicyny i dihydrokapsaicyny w owocach papryki ostrej i pétostrej. Wyniki

wspomnianych badan byly czgsto przedstawiane wraz z wynikami dotyczacymi frakcji
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zwiazkow fenolowych, w cytowanych juz wczesniej publikacjach o zasiggu
migdzynarodowym (II.A.6) i krajowym (II.B.2), jednej monografii (II.C.2) oraz w formie
3 komunikatéw prezentowanych na konferencjach migdzynarodowych (II.D.1.8) i krajowych

(ILD.2.22-23).

Interesujac si¢ kapsaicynoidami, zaczgtam tez poszukiwa¢ informacji na temat innych
alkaloidéw, gdyz zwiazki te charakteryzuja si¢ specyficznymi wlasciwosciami
fizjologicznymi i chemicznymi. Zainteresowania te obejmowaty dotychczas studia literatury
swiatowej dotyczace tematyki wptywu alkaloidéw na $rodowisko, ze szczegdlnym naciskiem
na alkaloidy pirolizydynowe. Zwiazki te sa silnymi neurotoksynami, ktérych obecno$¢
w zywnoS$ci jest niepozadana. Wspomniang tematyke przedstawitam w jednej publikacji

o zasiggu krajowym (II.B.9) oraz w jednej monografii (I.C.3).
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6. Sumaryczne zestawienie dorobku naukowego

Mo6j taczny dorobek naukowy stanowi 71 pozycji, w tym:

29 oryginalnych prac twérczych
» 27 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

3 rozdzialy w monografiach
» 2 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

13 komunikatéw naukowych na konferencje migdzynarodowe
» 11 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

26 komunikatow naukowych na konferencje krajowe

» 18 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

6.1. Wskazniki dokonan naukowych

Suma punktéw za publikacje, wedtug komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 17 grudnia 2013 roku wynosi 460.

Sumaryczny impact factor publikacji naukowych wedlug listy Journal Citation
Reports (JRC) zgodnie z rokiem opublikowania wynosi: 15,851

Liczba prac opublikowanych w czasopismach indeksowanych przez Journal Citation
Reports (JRC) wynosi 13 (facznie 340 punktéw, co stanowi 74% ogélnej liczby
punktow)

Indeks Hirscha opublikowanych prac wedlug bazy Web of Science (na dzien
27.10.2014) wynosi: 3, a wedtug bazy Scopus wynosi: 4.

Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science (na dzien 27.10.2014)
wynosi: 205 (bez autocytowan 199), a wedlug bazy Scopus wynosi: 299 (bez
autocytowan 280)
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6. 2. Zestawienie czasopism, w ktorych opublikowano prace naukowe

Nazwa czasopisma Liczba IF IF° Punkty wg Punkty wg
publikacji MNiSW* MNiSW*
Czasopisma znajdujace si¢ w bazie Journal Citation Reports (JRC)
Innovative Food Sci. & Em. Technol. 1 - 3,342 10 40
Phytochemistry 1 2,322 3,571 16 35
J. Elementol. 2 - 1,136 8 30
Zywnos’c’. Nauka. Technologia. Jakos¢ 4 0,501 1,18 43 60
J. Agric. Food Chem 1 2,532 3,107 24 40
Eur. Food Res. Technol 2(1*) 2,757 3,636 54 60
Journal of Functional Foods N 4,48 4,462 35 35
Food Chemistry N 3,259 3,867 40 40

Publikacje naukowe w czasopismach wymienionych w cze$ci B wykazu czasopism naukowych MNiSW

Acta Sci. Pol., Technol. Aliment. 5(1) - - 33 50
Biuletyn Magnezologiczny 1 - - 4 4
Pol. J. Food and Nutr. Sci. 3(1) - - 18 30
Annales UMCS, Sec. E 1 - - 4 6
Acta Agrobotanica 1 - - 9 8
Przemyst Spozywczy 1 - - 5 5
Episteme 1 - - 4 4
Czasopisma nieujete w wykazie czasopism naukowych MNiSW
Rozdzialy w monografiach w jgzyku 1 - - 6 5
angielskim’
Rozdzialy w monografiach w jezyku 2 8 8
polskim*
Komunikaty naukowe na konferencje 11 - - - -
migdzynarodowe
Komunikaty naukowe na konferencje 31 - - - -
krajowe

RAZEM 71 15,851 24,301 321 460

(5) 9,126") | (10,147 (120 (1257

* dotyczy publikacji wehodzacych w sktad Osiagnigcia

* obowiazujace w roku opublikowania
® $redni pigcioletni IF obowiazujacy w ro

ku 2014

¢ zgodnie z aktualna lista czasopism punktowanych wedtug komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

z dnia 17 grudnia 2013

¢ wg rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 1 sierpnia 2012 r. w sprawie kryteriéw i
trybu przyznawania kategorii naukowej jednostkom naukowym

wm Muhmleg
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