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Roslinne metabolity wtorne to zwigzki organiczne begdgce najczesciej produktami
koncowymi szlakoéw metabolicznych. Majg one zroznicowang strukture chemiczng i ze
wzgledu na ich aktywnos$¢ sg czesto nazywane ,,substancjami biologicznie czynnymi”. W
roslinach petnig szereg funkcji mi.in. dziataja protekcyjne przed atakiem owaddéw, chronig
ro$liny przed wirusami i bakteriami oraz niwelujg skutki stresu metalami cigzkimi, wysokim
zasoleniem, brakiem wody czy stresem termicznym. W ostatnim czasie obserwuje si¢ duzy
wzrost zainteresowania naukowcoéw tymi molekutami, zaré6wno pod katem ich izolacji i
oznaczania, jak i badania aktywnos$ci oraz modyfikacji ich struktur w celu zwigkszenia
biodostepnosci i bardziej selektywnego dziatania. Prowadzi si¢ rowniez poszukiwanie nowych
zwigzkow. Dzieje si¢ tak m.in. dlatego, ze znajdujg one zastosowanie w wielu gateziach
przemystu farmaceutycznego, kosmetycznego, spozywczego i innych. Szczegélnie ciekawe
jest prozdrowotne dziatanie tych analitow, maja one potwierdzona badaniami naukowymi
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aktywno$¢ przeciwbakteryjna, przeciwgrzybiczg, przeciwwirusowa, przeciwnowotworows,

przeciwzapalna, antyoksydacyjna i wiele wiele innych.

Dzigki bardzo duzemu wzrostowi technologicznemu, ktory nastgpit w ciggu ostatnich
dwoch dekad, znacznie zwigkszyly si¢ mozliwos$ci aparaturowe | to zard6wno na etapie
przygotowania probki, jak i koncowego instrumentu analitycznego wykorzystywanego do
analizy jakos$ciowej i iloSciowej. Istotne rowniez jest skrocenie samej procedury analitycznej
oraz poszukiwanie skuteczniejszych i szybszych metod przygotowania probki np. pod katem
zawartosci okreSlonych grup roslinnych metabolitow wtornych. Jednak, ze wzgledu na
zroznicowang trwalos¢ zwigzkoéw, poszukiwanie nowych i rozwijanie istniejgcych metod
pozyskiwania analitow z matrycy roslinnej jest wcigz wyzwaniem analitycznym zwigzanym z
jak najbardziej rzetelng analizg sktadu fitochemicznego badanego obiektu roslinnego. I wiasnie
temu waznemu zagadnieniu po§wigcona jest recenzowana rozprawa doktorska. Moim zdaniem,
z punktu widzenia jej ,,aktualno$ci naukowe;j”, jak najbardziej wpisuje si¢ ona w obecne trendy
naukowe w chemii analitycznej. Ponadto, w mojej ocenie, mozliwosci aplikacyjne oraz
potencjalne wykorzystanie danych zawartych w dysertacji przez innych badaczy zajmujacych

si¢ analiza metabolitow wtornych sa duze.

Oceniana rozprawa doktorska zostala przygotowana w standardowym ukladzie,
typowym dla prac o charakterze doswiadczalnym. Liczy 184 strony i zostata podzielona na
kilka gtéwnych czgséci: Wstep, Czesé literaturowa, Cel pracy, Czes¢ eksperymentalna, Wyniki
i ich dyskusja, Podsumowanie oraz Literatura. Dodatkowo zawiera Spis tabel, rysunkow, i
skrotow a dysertacje¢ konczy wykaz dorobku naukowego Doktorantki. W ramach gtownych

rozdzialow zostaty wyodrebnione racjonalnie zaplanowane podrozdziaty.

Czgsci literaturowa zawiera dwa gldwne podrozdziaty: pierwszy dotyczy wtornych
metabolitow roslinnych ze szczegdlnym uwzglednieniem reprezentantéw kilku gtownych grup
zwigzkow ktore w dalszej czesci bedg poddane badaniom, a drugi dotyczy metod izolacji tych
zwigzkow z probek materiatu roslinnego. W pierwszym rozdziale Doktorantka szczegbétowo
scharakteryzowata kwasy chlorogenowe, stilbeny oraz kurkuminoidy, zaréwno pod katem
wystepowania w roslinach, aktywnos$ci biologicznej, mozliwosci transformacji, jak i
potencjalnych szlakéw przemian wywolanych roéznymi czynnikami. Kolejny rozdziat w
usystematyzowany sposob przybliza czytelnika do zagadnienia zwigzanego ze wspodtczesnym
podejéciem do izolowania zwigzkow docelowych z roslin. W wyczerpujacy sposob opisuje
rozpuszczalnikowe techniki ekstrakcyjne wspomagane: energia mikrofal (MASE),

ultradzwigkami (UASE), wysokim ci$nieniem (PLE) oraz coraz czgsciej stosowang technike
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jaka jest ekstrakcja rozpuszczalnikiem z probki zmieszane] z wypelniaczem (MSPD).
Literaturowa czg¢$¢ pracy, oparta na podstawie 117 pozycji bibliograficznych, napisana jest w
sposob przemyslany, stanowi dobre nakreslenie tla do prowadzonych badan i $wiadczy o
odpowiednim przygotowaniu teoretycznym oraz o umiej¢tnosci Pani Magister korzystania ze

zrodet naukowych.

Czegs¢  doswiadczalna zawiera opis przeprowadzonych eksperymentéow oraz
wykorzystywang aparature, materialty 1 odczynniki. Na tym etapie zwraca uwagg
czasochtonno$¢ 1 pracochtonno$¢ prac eksperymentalnych. Czes¢ doswiadczalng poprzedza
syntetycznie przedstawiony cel pracy wraz z krotkim przedstawieniem kolejnych etapoéw
badan.

Rozdziat Wyniki i ich dyskusja jest najobszerniejsza czescig pracy i stanowi ponad
polowe catego manuskryptu - jest to bardzo dobry wspodtczynnik dla prac eksperymentalnych.
Doktorantka okreslita wptyw metody ekstrakcyjnej: MASE, UASE, PLE i MSPD na zawarto$¢
substancji wzorcowych: wybranych kwasow chlorogenowych (m. in. kwasu 5-
kawoilochinowego i 1,3-dikawoilochinowego), przedstawiciela stilbenow — resweratrolu oraz
kurkuminy jako przedstawiciela kurkuminoidow, okreslajac stabilno$¢ tych analitow w
warunkach symulowanej ekstrakcji. W badaniach uwzglednita szereg parametrow, m.in.
czestotliwos¢ ultradzwiekdw, moc generatora promieniowania mikrofal, temperature procesu
oraz czas jego trwania. Do identyfikacji zwigzkéw docelowych zastosowata RP-HPLC z
detekcja PDA oraz MS", co jest zgodne z obecnymi trendami stosowanymi w analityce
metabolitbw wtornych opisanymi w literaturze. W badaniach wtasnych Doktorantka
wykorzystata nie tylko uklady modelowe, ale réwniez zastosowata rzeczywiste warunki
ekstrakcji dla dosc¢ licznej grupy surowcow roslinnych takich jak: wysuszone ziele podbiatu
pospolitego (Tussilago farfara L.), wysuszony kwiat wrotyczu pospolitego (Tanacetum vulgare
L.), wysuszone ziele krwawnika pospolitego (Achillea millefolium L.), wysuszony kwiat
rumianku pospolitego (Matricaria chamomilla L.), wysuszone liscie oraz todygi karczocha
zwyczajnego (Cynara scolymus L.), swieze serce karczocha (Cynara scolymus L.), ziarna
zielonej kawy, swieze winogrona (Vitis L.), odmian fioletowa; §wiezy korzen ostryzu dtugiego
- kurkumy (Curcuma longa L.), korzen ostryzu dtugiego w formie przyprawy firmy Knorr.
Uwage moja zwrdcit rozdzial, w ktorym do identyfikacji kurkuminy bedacej zwigzkiem o duze;j
labilnosci i jej pochodnych, Doktorantka zastosowata MS" oraz HRMS. Rozdziat ten
dodatkowo wzbogacita stosujac analiz¢ NMR do potwierdzenia struktur produktow przemian

powstajacych w wyniku transformacji kurkuminy. W tym celu wykonata analize 'H i °C z



wykorzystaniem specjalnie do tego celu zsyntetyzowanego zwigzku (4Z, 6E)-1,5-dihydroksy-
1,7-bis(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)hepta-4,6-dien-3-onu.

Rozdziat Wyniki i dyskusja jest czytelnie opracowany, wyczerpujagco omowiony i
udokumentowany - rezultaty zaprezentowane sag W ok. 40 tabelach i na 40 rycinach. Uzyskane
przez Doktorantk¢ wyniki sg obszernie przedyskutowane z najnowszym pismiennictwem a

zalozone cele badan zrealizowane.

Rozdziat Podsumowanie zawiera kréotkie wprowadzenie oraz punktowe przedstawienie
najwazniejszych osiggnie¢ doktorantki. Stwierdzita ona m.in. ze technika MSPD (a wlasciwie
jej modyfikacja - SSDM), w przeciwienstwie do innych stosowanych technik, jest
niedestrukcyjna dla badanych zwigzkéw 1 moze by¢ metoda odniesienia do poréwnania
pozostatych technik ekstrakcyjnych. Natomiast, stosujagc MASE, UASE i PLE dochodzi nie
tylko do degradacji analizowanych metabolitow wtornych ale takze ich konwersji do
pochodnych, ktorych zawartosci w ekstraktach zalezg od warunkow procesu. Najbardziej
niestabilne z badanych zwigzkoéw okazaty si¢ kwasy chlorogenowe, w przypadku ktorych liczba
tworzonych pochodnych byta uwarunkowana iloscig reszt kwasu hydroksycynamonowego w
czasteczce kwasu chinowego i rosta ze wzrostem liczby reszt. Natomiast kurkuminoidy okazaty
si¢ zwigzkami najbardziej odpornymi na destrukcyjny wplyw wspomaganych technik
ekstrakcji. Waznym osiagnigciem Doktorantki byto zidentyfikowanie po raz pierwszy w
srodowisku zasadowym dziesigciu dodatkowych zwigzkoéw powstatych z przeksztatcen
kurkuminy do adduktéow z woda i alkoholem. Moim zdaniem wnioski wynikajace z

prowadzonych doswiadczen zostaty poprawnie sformutowane.

PiSmiennictwo wykorzystane do opracowania dysertacji zawiera 146 pozycji
literaturowych i sg to prawie wylgcznie pozycje angloj¢zyczne opublikowane w czasopismach
z listy filadelfijskiej. Literatura jest aktualna i $cisle dotyczy tematyki podjetej w rozprawie

doktorskiej.

Ogolnie jakos¢ prowadzonych badan i cata rozprawe doktorskg oceniam bardzo wysoko.
Warto tez podkresli¢, ze Pani Magister jest wspotautorkg 5 prac opublikowanych gtownie w
czasopismach o wysokim wspoétczynniku oddziatywania (4 z nich) a ich sumaryczny IF wynosi
28,952 - co uwazam za wynik bardzo dobry. Ponadto, moja uwage zwrocity trzy z nich
opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ w gornym decylu (97 percentyl) najlepszych
czasopism z danej dyscypliny (co odpowiada 140 punktom na liscie MNiSW) - sa to 2 prace
pogladowe i jedna badawcza. Dorobek naukowy uzupetniajg 2 rozdziaty w monografiach,

ktorych Doktorantka jest wspotautorka. Pani magister Gil byta rowniez kierownikiem projektu
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badawczego pt. ,,Badanie wptywu warunkow ekstrakcji zwigzkow fenolowych na wynik ich

analizy w materiale roslinnym” finansowanego ze srodkéw wewnetrznych UMCS.

Niezaleznie od mojej wysokiej oceny jakosci badan opisywanych w przedtozonej

dysertacji, pragne z obowigzku recenzenta przedstawic kilka drobnych uwag/sugestii — gownie

natury edytorskiej:

1) Moim zdaniem gtdéwne rozdzialy pracy powinny by¢ takze ponumerowane - zwigkszytoby
to czytelno$¢ 1 przejrzysto$¢ poszczegdlnych czgscei pracy,

2) W pracy jest brak ewidentnie wyartykutowanej hipotezy badawczej,

3) Tytul rozdziatu 2 (,Metody analizy metabolitbw wtornych”) jest niewlasciwie
sformutowany — rozdzial ten jest gldéwnie poswiecony metodom izolacji metabolitow z
matrycy roslinnej,

4) Do badan mozna by bylo wlaczy¢ metody matematyczne planowania doswiadczen (Design
of Experiment - DoE),

5) Tabela skrotow powinna znalez¢ si¢ na poczatku pracy a nie na koncu, co ulatwitoby
sledzenie tekstu pracy ,

6) Podpisy osi X na niektorych rysunkach (m.in. Rys. 24, 31) sg nickompletne,

7) Brak niektorych szczegotow eksperymentalnych np. przez jakie sita przesiano surowce
roslinne (str. 46); brak podanego st¢zenia trans-resweratrolu w roztworze (str. 48) itd.,

8) Stwierdzenie (Str. 27): ,,Nie ma oficjalnych i powszechnie akceptowalnych metod analizy
MW?” jest w mojej ocenie nieco kontrowersyjne, poniewaz wiele metod np. HPLC, GC jest
oficjalnie rekomendowanych do analiz okreslonych metabolitow,

9) - Str.49: nie jasne ile wzorcow wzieto do eksperymentow (w jednej linijce 10 mg a w innej

5 mg),

10) W pracy pojawia si¢ rowniez drobne bledy edytorskie i ,,niezreczne” sformutowania, Kilka

przyktadow podaj¢ ponize;j:

- Str. 5.:,,...hormony s3 gléwnym narzedziem...”

- Str. 9: ,,czes¢ kompozycji roslinnej”

- Str. 11: ,, Kwasy hydroksycynamonowe poza sklonnos$cia grupy karboksylowej do ...”

- Str. 13: ,,procesowi towarzyszy obroébka cieplna i/lub enzymatyczna,”

- Str. 28: ,, Konwencjonalne techniki znane sg z wielu wad,”

- Str. 28 ,,ekstrakcja nadkrytyczna” — raczej ekstrakcja fazg w stanie nadkrytycznym



- Str.31: ,,materiale sonifikowanym” — spolszczenie angielskiej nazwy
- Str.36: ,,pozwala uzyska¢ zdrowsze ekstrakty”
- Str.37: ,,ekstrakcji w fazie statej (SPE)”

- w pracy sg drobne btedy literowe Str.31: ,,prowadzonej w srdowisku”, Str. 41 ,,rozprawy

obrono oszacowanie”; str 49 ,,zmiang czasu cykly”; str 51 ,,wykorzystane wbaaniach”....

- W wielu miejscach pracy pojawia si¢ sformutowanie: ,,zwiazkéw kwasnych” - powinno by¢

raczej zwiazkéw 0 charakterze kwasowym, ,,...rozdzialy...” - powinno by¢: rozdzielanie

chromatograficzne.

Jednak pragne podkresli¢, ze powyzsze uwagi nie umniejszaja w zaden sposob wartosci

merytorycznej przedtozonej do recenzji dysertacji.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest nowatorska, cechuje
si¢ duza warto$cig aplikacyjng uzyskanych wynikéw oraz wnosi w obecny stan wiedzy istotny
element nowosci naukowej. Realizacja celu jaki postawita sobie mgr Marta Gil wymagata
ogromnej pracy eksperymentalnej i praktycznej umiejetnosci postugiwania si¢ zar6wno
metodami ekstrakcyjnymi (MASE, UASE, PLE i MSPD), jak i technikami analitycznymi
(HPLC-PAD, MS", HR MS czy NMR). Badania cechujg si¢ oryginalno$cig, a zakres
przeprowadzonych prac badawczych, sposob ich prezentacji, wyczerpujaca dyskusja w Swietle
dostgpnej literatury oraz umiejetno$¢ wyciggania trafnych wnioskow na poszczegdlnych
etapach pracy $wiadcza o wysokim poziomie naukowym Doktorantki i Jej predyspozycjach do
prowadzenia badan naukowych. Na tej podstawie stwierdzam, ze recenzowana dysertacja w
pelni spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim. W zwiazku z tym, z wielka
przyjemnosciag mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Nauk Chemicznych, Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie wniosek o dopuszczenie mgr Marty Gil do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wzglgdu na istotne walory oryginalno$ci naukowe;j
oraz majac na uwadze wysoka jako$¢ uzyskanych wynikow, wnosze do Wysokiej Rady o

wyrdznienie pracy doktorskiej.
Uniwersytet Medyczny w Lublinie
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