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Slaski Uniwersytet
Medyczny w

Recenzja
pracy doktorskiej mgr Marty Gil
p-t.: , Wplyw metody przygotowania prébki na ocene zawartosci wybranych
metabolitéw wtérnych w materiale ro§linnym” wykonanej pod kierunkiem

Dr hab. Doroty Wianowskiej, prof. UMCS.

Metabolity ~wtérne (MW) wystepujace w  materiale roslinnym  sa

niskoczasteczkowymi  zwiazkami organicznymi o réznorodnej  strukturze
chemicznej. Wykorzystuje si¢ je w lecznictwie i kosmetologii, a takze jako
substancje zapachowe i aromatyzujgce, barwniki, biopestycydy i dodatki do
zywnosci. W ich powstawanie zaangazowanych jest wiele tysiecy enzymoéw;, stad ich
ilos¢ jest oceniana na kilkadziesiat, a nawet kilkaset tysiecy. Stezenie metabolitow
wtérnych w organizmie roslinnym moze zmienia¢ sie¢ w zaleznosci od warunkéw
srodowiska, stad w ich analizie etap przygotowania probki jest bardzo istotny,

a podjety temat pracy doktorskiej jest jak najbardziej uzasadniony.

Metabolity ro$linne pozyskiwane sa najczgéciej przez ekstrakcje z surowca
roslinnego, jednak zawarto$¢ tych zwigzkéw w roslinach jest zazwyczaj zmienna
i niska. W zwigzku z tym wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ tzw. techniki
ckstrakcji ~ wspomaganej, ktore skracajgc  czas  izolacji, zmniejszaja
prawdopodobienistwo degradacji metabolitdw i sprzyjaja dokladniejszej analizie
metabolitdw wtérnych w badanym materiale. Poza tym brakuje informacji na temat
wplywu technik wspomaganej ekstrakcji na stabilno$¢ czy tez zawarto$é
metabolitéw wtérnych w ekstraktach.

Rozprawa jest obszerna i obejmuje 184 strony. W czesci teoretycznej, ktora
zajmuje 37 stron, Autorka charakteryzuje wybrane podgrupy metabolitéw wtérnych

i omawia metody ich analizy. W bardzo ciekawy sposéb zostaly przedstawione dane
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na wykresie dotyczagcym wykorzystania metod przygotowania prébek do analizy w postaci
MSPD/SSDM (dyspersji matrycy do fazie stalej - str. 39).

Cel pracy zostal sformutowany w odniesieniu do przedstawionych danych

z pismiennictwa we wstepie pracy doktorskiej.

W zwiazku z tym, celem przedstawionej do recenzji pracy bylo oszacowanie (czemu nie
okredlenie?) specyficznych warunkéw prowadzenia ekstrakcji wspomaganej na
zawarto$¢/stabilnos¢ wybranych metabolitéw wtdrnych.

Dla zrealizowania celu pracy Doktorantka zbadala wplyw réznych metod
przygotowania probek (MASE-ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana energia
mikrofalowa, UASE-ekstrakcja z wykorzystaniem ultradzwigkéw, PLE - ekstrakcja cieczy pod
zwigkszonym ci$nieniem i SSDM-wariant ekstrakeji z wykorzystaniem dyspersji matrycy do
fazy stalej) na zawarto$¢ kwasu 5-O-kawoilochinowego i kwasu 1,3-O-dikawoilochinowego,
resweratrolu oraz kurkuminy w ekstraktach otrzymanych w ukladach modelowych jako
przedstawicieli okreslonych grup zwiazkéw oraz w rzeczywistych warunkach ekstrakcji roslin
takich jak: ziota krwawnika podbiat, kwiaty wrotyczu pospolitego i rumianku, liscie i ,,serca”
karczocha, kwiatostany, ziarna zielonej kawy, winogrona i korzen ostryzu dhugiego.
Dodatkowym celem pracy byto sprawdzenie zastosowania techniki SSDM jako metody
odniesienia do odrézniania zwigzkéw naturalnych od produktéw degradacji/transformaciji
zwigzkéw macierzystych. Ponadto Autorka postanowita sprawdzi¢ wpltyw matrycy roslinnej,

procesu foto transformacji i mieszaniny ekstrakcyjnej na wybrane MW.

W czgsci eksperymentalnej na 17 stronach zostaly oméwione materiaty i metody stosowane
W niniejszej pracy, natomiast wyniki przedstawiono w postaci 45 tabel i 60 rysunkéw, ktére
razem ze stosunkowo skapg dyskusja zajmujg az 91 stron. Praca obejmuje takze streszczenie
w jezyku angielskim i 146 pozycji pismiennictwa oraz wykaz stosowanych skrétéw i skrétéw
nazw badanych zwiazkéw chemicznych. Doktorantka zamiedcila tez wykaz artykutéw, na
ktérych oparta przedlozong do recenzji prace. Podkresli¢ nalezy, ze prace te s3 wysoko
punktowane, a zostaly opublikowane w ostatnich trzech latach przed zlozeniem pracy

doktorskie;j.
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Analizujac uzyskane wyniki Doktorantka stwierdzita, ze na ogot zastosowanie technik
wspomaganych do ekstrakcji zwigzk6éw z roélin jest korzystniejsze w pordwnaniu z technikami
konwencjonalnymi, chociaz nawet podczas tych niezbyt dlugich procedur ulegaja one
degradacji i przeksztalceniu w inne zwiazki, ktére mogg by¢ btednie traktowane jako nowe
naturalne sktadniki. Autorka podkresla, ze SSDM jest najlepiej sprawdzajacg si¢ technika,
poniewaz nie wywoluje zadnej przemiany ani proceséw degradacji analizowanych substancji

w ukltadach modelowych i w rzeczywistych warunkach ekstrakeji roslin.

Do realizacji pracy Doktorantka wykorzystata wiele metod separacyjnych i technik
spektroskopowych, ktére pozwolity na zidentyfikowanie wielu struktur bedacych produktami
transformacji lub degradacji zwigzké6w macierzystych.

Uwagi szczegbtowe, ktore nieco wplywaja na obnizenie poziomu tak bardzo praco-
i czasochtonnej pracy, a wynikaja z obowiazku recenzenta, mogtyby tez byé uwzglednione przy
opracowywaniu pracy do druku, sg nastepujace:

W pierwszym akapicie zostaly wymienione sktadniki rolin, jednak nie wspomniano
o celulozie (z fac. cellula - komorka), ktora jest sktadnikiem budulcowym $ciany komdrkowej

roslin.

Na str 11. brakuje grupy OH w kwasie cynamonowym, cho¢ w dalszej czesci pracy pojawiaja
si¢ prawidlowe wzory kwaséw cynamonowych. To samo dotyczy innych ogélnych struktur

zwigzk6w np. antrachinon podpisany antrachinony, cho¢ brak wzoru ogélnego.
Wymienione na str. 27 metody nalezg raczej do metod separacyjnych, a nie do migracyjnych.

Niektére sformutowania sg zargonem naukowym np. na str. 28 zamiast ,,podej$é do izolacji”
nalezatoby uzy¢ ,,procedur izolacji”. Przedostatnie zdanie na tej stronie powinno zaczynaé sie:
W kolejnych podrozdziatach.... a nie ponizej! Str. 33 Zamiast ,,nie dziwi”, ze technika ...mozna
np. powiedzie¢ ,stad technika ta”... Str. 68 i 79 widaé/nie wida¢ nalezatoby uzyé
stwierdzono/nie stwierdzono pikéw, skoro obecno$¢ pikéw substancji byla identyfikowana
odpowiednimi detektorami. Str 138 moze zamiast na szczotce C18 to uzyé na fazie C18., a na
str. 144 nie uktad tylko po prostu faza ruchoma.

Objasniajac UASE (str 30) dobrze byloby wyjasni¢ nazwe zapozyczona z jezyka ang.
sonication — sonikacja, tym bardziej, ze Doktorantka w dalszej czesci pracy stosuje ten termin.

Na str. 36 alkohol tez jest rozpuszczalnikiem organicznym, wigc mozna napisaé.. alkoholi
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1 innych rozpuszczalnikéw organicznych. Str. 44 lepiej uzy¢é terminu wzorzec zamiast standard.
Oprocz eluenta brak danych na temat warunkéw przeprowadzania warunkéw szybkiej
chromatografii (str. 45). Str. 49 - piec mikrofalowy jest wyszczeg6lniony szczegétowo w spisie
i nie trzeba tego powtarzac. Nasuwa si¢ tez pytanie, dlaczego dla wzorca resweratrolu dla PLE

jest temp. 125° C, a dla innych wzorcéw jej nie ma (str. 51. Tabela 1.)?

Doktorantka nie podala jakiego programu statystycznego uzyta do oceny uzyskanych

wynikéw (str. 57).

Zgodnie z nomenklaturg chromatograficzng lepiej uzy¢ terminu ,,procesy rozdzielania”
zamiast ,rozdziaty”. Krzywa kalibracji mozna zastapi¢ terminem wykres kalibracyjny,
a zamiast upochodnienie mozna uzy¢ derywatyzacja lub przeprowadzenie w pochodng/e
str. 101.

W objasnieniu na str. 56 ESI — powinno by¢ jonizacja poprzez rozpraszanie, a nie dzialajacego
w trybie ujemnej polaryzacji, ponadto wyjasnienie tego sposobu jonizacji w skrétach jest
zargonem. Str. 68 i 70 limit rozumiem, ze oznacza granicl) wykrywalnosci.

Przyktadowo na str. 69 w opisie rysunku 25, na ktérym przedstawiono chromatogramy, ale nie
wspomniano jakg technikg i w jakich warunkach sg one uzyskane. To samo dotyczy rysunkéw
na stronach 74,77, 81, 99, 101, 121, 135 itp. Ponadto uwaga do rys 42 b str. 113 i rys 43 na str.
114 - dla wszystkich chromatograméw - na osi odcietych powinien by¢ nie tyle czas, ale czas
retencji/RT [min]. Na str. 119, 137 i 138 raczej czas retencji, a nie zachowanie retencyjne.
Czgsto uzywane w recenzowanej pracy i réznie odmieniane stowa ujawnione czy oszacowane
mozna zastgpi¢ innymi bardziej adekwatnymi terminami np: zidentyfikowane/analizowane/
oznaczone itp.

Str. 84 tabl. 15 ilo$ci kwaséw chlorogenowych podawane w tabelach 15-25 sa raczej
stezeniami.

Na str. 101 jest blgdny nr omawianego rysunku, chociaz na nastepnej stronie jest on nieco
jasniej opisany niz pozostate rysunki.

Dlaczego w tytule (str 134 ) jest LC-MS, a nie LC-MS/MS?

W wykazie skr6téw pojawily si¢ uchybienia np. mM-milimole, podczas gdy, tak
przyjete oznaczenie dotyczy stezenia wyrazonego w mmol/dm3, a takze SPME - mikro

ekstrakcja do fazy stacjonarnej, a nie na ciele statym.
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Edycyjnie zwracajg uwage rézne rodzaje czcionek: raz kursywa a w innym miejscu inng
czcionkg np. ,,we wstepie” str. 7 i 9 czy podpisy pod rysunkami. Poza tym zamiast 30/40-
ominutowe powinno by¢ 30/40-minutowe?(np. str. 67) . Str. 55 w uktadzie, a nie na ukladzie.
Nastr. 40, 42,114,141,147 i w spisie tresci pojawiaja sie literéwki i btedy interpunkcyjne. Poza
tym w poz. 1, 3175 w piSmiennictwie brak roku, w poz. 41 i 106 brak nawiaséw przy roku.
Poz. 29 chyba nie jest ostatnig pozycjg dotyczaca nomenklatury zwigzkéw organicznych.
Od tej pory chociazby w 2013 roku przygotowano rekomendacje IUPAC i nazwy preferowane

zwigzkow organicznych w jezyku angielskim i polskim.

Przystepujac do oceny calosci stwierdzam, ze praca stanowi warto$ciowy materiat
naukowy o charakterze aplikacyjnym. W sposob rzetelny Doktorantka przeprowadzita liczne
czasochtonne eksperymenty, wyniki ktérych zostaty starannie opracowane, choé nie zawsze
przedstawione w sposob utatwiajacy ich interpretacje.

Stwierdzam, Zze pomimo znacznej liczby uwag zamieszczonych w recenzji, gtéwnie
edycyjnych, warto$¢ bardzo pracochtonnej i potrzebnej pracy doktorskiej jest duza.
Podkre$lam, Ze jest ona oryginalnym dorobkiem naukowym i spetnia warunki okreglone w art.
13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku (tekst jednolity Dz.U.65, poz. 1789) o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. W zwigzku z czym
mam przyjemno$¢ przedtozy¢ Wysokiej Radzie Wydzialu Chemii, Instytutu Nauk
Chemicznych, Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie wniosek o dopuszczenie

Pani mgr Marty Gil do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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