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Recenzja

pracy doktorskiej mgr inz. Judyty Kruk
zatytutowanej
,Opracowanie chromatograficznych metod rozdzielania i oznaczania enancjomeréw
wybranych flawonoidoéw i ich aplikacja ”

Rozprawa doktorska mgr inz. Judyty Kruk powstata w Katedrze Chemii
Nieorganicznej, Analitycznej i Elektrochemii Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej pod
kierunkiem prof. dr hab. Ireny Staneczko-Baranowskie;j.

Recenzowana praca dotyczy oznaczania flawonoidéw, waznych zwigzkéw
bioaktywnych wystepujacych w roslinach oraz produktach pochodzenia roslinnego.
Flawonoidy wzbudzajg duze zainteresowanie ze wzgledu na ich wtasciwosci antyoksydacyjne
oraz lecznicze, takie jak przeciwzapalne, antyalergiczne, antybakteryjne, przeciwgrzybiczne
i antywirusowe, ktore stwarzajg potencjalne mozliwosci wykorzystania ich w lecznictwie oraz
jako sktadniki kosmetykow. Sg one substancjami optycznie czynnymi, w zwigzku z czym moga
wystepowac w postaci enancjomeréw. Wiadomym jest, iz aktywnos¢ biologiczna zwigzkow
optycznie czynnych moze by¢ zréinicowana dla poszczegélnych enancjomerdéw, czego
przyktadem moze by¢ amfetamina czy popularny ibuprofen. Z tego wzgledu niezmiernie
istotne jest opracowywanie metod analitycznych umozliwiajgcych  oznaczanie
poszczegdlnych form enancjomerycznych zwigzkéw wykazujacych aktywnosé biologiczna.
Wiekszos¢ doniesien literaturowych dotyczacych tego zagadnienia opisuje enancjoseparacje
pojedynczych flawonoidéw. Mozina znalez¢ publikacje przedstawiajgce oznaczanie



enancjomerow dwach lub trzech flawonoiddw, ale w réznych uktadach chromatograficznych,
z wykorzystaniem roéznych kolumn. Mozliwos¢ szybkiego i prostego oznaczenia sktadu
enancjomerycznego mieszaniny réznych flawonoidéw w roslinach oraz produktach
roslinnych w toku jednego procesu analitycznego, jest pozgdane ze wzgledu na potencjalne
wykorzystanie tych zwigzkéw w przemysle farmaceutycznym, jako sktadniki lekéw czy
suplementéow diety, oraz w przemysle kosmetycznym. Opracowane metody mogg by¢
przydatne do kontroli produkcji farmaceutykéw, ktére powinny wystepowaé w czystej
postaci jednego z enancjomerow. Wiedza ta jest rowniez istotna w badaniach fizjologii roslin
oraz procesow metabolicznych zachodzgcych w ich tkankach.

Rosliny i produkty roslinne sg bogate w réznorodne substancje bioaktywne, w tym
flawonoidy, a ich rdéwnoczesne oznaczanie, uwzgledniajgce wyznaczanie zawartosci
poszczegdlnych enancjomeréw, stanowi duze wyzwanie analityczne. Wymaga ono
wydzielenia analitéw, ich rozdzielenia, a nastepnie réwnoczesnego oznaczenia,
charakteryzujacego sie dobrymi parametrami analitycznymi w stosunku do wszystkich
analitbw, w mozliwie krotkim czasie. Dodatkowg trudnos¢ stanowi to, iz enancjomery
danego flawonoidu, moga wystepowac na bardzo réinych poziomach stezen. Nalezy wiec
podkresli¢, iz mgr inz. Judyta Kruk w swojej rozprawie doktorskiej, ktérej celem byto
opracowanie i walidacja nowych chromatograficznych  procedur rozdzielania
i rownoczesnego oznaczania enancjomeréw wybranych flawonoidéw, podjeta sie
rozwigzania aktualnego i nietatwego problemu analitycznego.

Podstawg rozprawy doktorskiej jest 5 oryginalnych prac naukowych obejmujgcych
spojng tematyke chromatograficznego rozdzielania i oznaczania enancjomerdw szesciu
flawonoidéw. Prace zostaly opublikowane w czasopismach naukowych o zasiegu
miedzynarodowym, znajdujacych sie w bazie czasopism JCR, w szczegdlnosci dwie
w czasopismie Chirality (IF 1,956 oraz 1,833), po jednej w Talancie (IF 4,162), Analytical
Methods (IF 2,073) oraz w Journal of Chromatographic Science (IF 1,037).

Praca doktorska obejmuje autoreferat (66 stron) oraz teksty 5 manuskryptow.
Autoreferat wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z tematykg pracy. Pierwszy
rozdziat to wstep. Otwiera go wprowadzenie opisujace budowe i wystepowanie
flawonoidéw, aspekt ich aktywnosci optycznej oraz krotka charakterystyke technik
enancjoseparacyjnych stosowanych do oznaczania enancjomerow flawonoidéw. Kolejny
rozdziat zawiera przeglad literaturowy chromatograficznych metod okreslania sktadu
chiralnych flawonoidow. W ostatniej czesci wstepu Autorka sformuftowata cel pracy oraz
nakreslita zakres prac badawczych. Druga cze$¢ pracy zawiera omoéwienie badan, w tym
opracowania metod jednoczesnego oznaczania enancjomerow wybranych flawonoidéw,
opracowanie metod przygotowania prébek do analizy oraz zastosowanie opracowanych
procedur analitycznych do oznaczania chiralnych flawonoidéw w réznorodnych prébkach
rzeczywistych. Kolejne czesci pracy obejmujg podsumowanie i wnioski, spis cytowanej
literatury oraz wykaz dorobku naukowego Doktorantki.



Najistotniejszg czes¢ pracy stanowi spojny tematycznie cykl pieciu publikacji.
W pierwszej pracy (D.1.) przedstawiono metode oznaczania enancjomeréw trzech
flawonoidéw: flawanonu, naryngeniny i hesperetyny z wykorzystaniem ultrasprawnej
chromatografii cieczowej z detektorem z matrycg diodowg (DAD) w odwréconym uktadzie
faz (RP-UHPLC-DAD). Opracowana metoda zostata zastosowana do analizy soku
pomaranczowego, charakteryzujacego sie stosunkowo uboga matryca biorgc pod uwage
zawarto$¢ polifenoli. Réwnoczesna enancjoseparacja tych samych izomeréw optycznych
z wykorzystaniem tej samej techniki rozdziatu zostata opisana w kolejnej publikacji (D.2.).
Zastosowanie znacznie bardziej czutego detektora, tandemowego spektrometru masowego
(MS/MS), pozwolito na polepszenie parametréw analitycznych metody, m.in. na obnizenie
granic oznaczalnosci w stosunku do oznaczen opartych na detektorze DAD. Zastosowany
detektor pozwolit réwniez na wykorzystanie opracowanej metody analitycznej RP-UHPLC-
ESI-MS/MS do oznaczenia szesciu enancjomeréw flawonoidéw w prébkach przypraw
roslinnych (w papryce stodkiej, ostrej i chili) oraz w korzeniu lukrecji, charakteryzujacych sie
skomplikowang matryca. Kolejno, rozszerzono grupe docelowych analitéw o trzy flawanony:
eriodiktiol, likwirytygening oraz pinostrobine (D.3.). Opracowana procedura wykorzystujaca,
jak w poprzednich badaniach, ultrasprawng chromatografie cieczowg w odwrdéconym
uktadzie faz sprzezong z tandemowym spektrometrem mas z elektrorozpylaniem umozliwita
oznaczanie dwunastu enancjomeréw szesciu flawonoidéw w toku jednego pomiaru
analitycznego i zostata wykorzystana do analizy prébek rzeczywistych: miety pieprzowej,
kropli migtowych oraz korzenia lukrecji. W nastepnym etapie badan rozszerzono produkty
rodlinne stanowiace przedmiot analizy na zawarto$¢ optycznie czynnych flawonoidéw o susz
rodlinny i wycigg z dziurawca zwyczajnego oraz o susz roélinny i ptyn do ust z szatwii
lekarskiej (D.4.). W celu opracowania metody oczyszczania i wzbogacania prébek
zastosowano ekstrakcje do fazy statej (SPE) wybierajac jako sorbent krzemionke
modyfikowang grupami oktadecylowymi (C18), po wczesniejszym sprawdzeniu mozliwosci
wykorzystania innych sorbentéw. Ostatnia publikacja cyklu (D.5.) dotyczy analizy na
zawartos¢ dwunastu enancjomeréw flawanonéw réinych czesci popularnych roslin
uprawnych i dziko rosnacych: lucerny siewnej, facelii btekitnej i nawtoci pospolitej.
W ramach badan poréwnano zawartos¢ analitow w todygach, lisciach i kwiatach.

W  przypadku rozprawy doktorskiej opartej na cyklu prac, opublikowanych
w recenzowanych czasopismach, rola recenzenta jest w zasadzie ograniczona. Opublikowane
manuskrypty zostaty juz zaopiniowane i przeanalizowane przez wybitnych specjalistéw
z danej dziedziny, a ewentualne niedociggniecia wskazane autorom i przez nich
skorygowane. Oryginalnos¢ rozwigzania problemu naukowego, w kontekscie ukazania sie
prac w recenzowanych czasopismach z listy filadelfijskiej, nie moze budzi¢ watpliwosci.
Recenzentowi pozostaje stwierdzenie, jaki byt udziat Autorki w badaniach, poniewaz
wszystkie prace zgtoszone do rozprawy sg wieloautorskie. O$wiadczenia mgr inz. Justyny
Kruk o jej udziale w kazdej z publikacji wskazujg na jej znaczacy udziat w realizacji projektéw.
W trzech pracach nazwisko Doktorantki znajduje sie na drugim miejscu, za promotorem prof.



I. Staneczko-Baranowskg, a w dwdch na pierwszym miejscu. W ostatniej publikacji (D.5.)
Doktorantka jest autorem korespondencyjnym.

Do najwazniejszych osiggnie¢ przedstawionej rozprawy doktorskiej zaliczam
opracowanie wiarygodnych, szybkich i niedrogich metod réwnoczesnego oznaczania
kilkunastu enancjomeréw flawonoidéw wystepujagcych powszechnie w  roslinach
i produktach roélinnych, waznych z punktu widzenia aktywnosci biologicznej ktérg wykazuja.
Kazda z zaproponowanych metod zastata starannie zwalidowana. Zaleta zaproponowanych
metod jest zastosowanie do analizy jednego uktadu separacyjnego (jednej kolumny
chromatograficznej), co znacznie obniza koszty w stosunku do wczeéniej zaproponowanych
metod odrebnego oznaczania kazdego z analitow. Umotzliwia to réwniez przeprowadzenie
rébwnoczesnego oznaczenia w krétkim czasie, szeéciu enencjomeréw w czasie 6 minut,
a dwunastu zwigzkéw w przeciggu 15 minut. Na podkreslenie zastuguje aspekt aplikacyjny
rozprawy. Zaproponowane procedury Doktorantka wykorzystata do przeprowadzenia analizy
na zawarto$¢ enancjomerycznych flawonoidéw w szeregu roslin i produktéw roslinnych, po
wczesniejszym opracowaniu procedur przygotowania probek do analizy. Na tym etapie pracy
uwzglednita wazny aspekt zachowania stabilnosci konfiguracji enancjomeréw oznaczanych
analitow. Na zwrdcenie uwagi zastuguje réwniez ustalenie kolejnosci wymywania z kolumny
poszczegolnych enancjomeréw, co stanowito duze wyzwanie biorgc pod uwage mata
dostepnos¢, a w zasadzie brak, odpowiednich materiatéw referencyjnych.

Podczas czytania rozprawy oraz zataczonych manuskryptéw nasuneto mi sie kilka
uwag. Chciatabym poprosi¢ p. Judyte Kruk o ustosunkowanie sie podczas obrony pracy do
ponizszych kwestii.

- Zgodnie z definicja IUPAC, specjacja to wystepowanie réznych fizycznych
i chemicznych form danego pierwiastka, indywiduéw w badanym materiale (,Specjacja
chemiczna. Problemy i mozliwosci” pod red. D. Baratkiewicz i E. Bulskiej, Wydawnictwo
MALAMUT, Warszawa 2009). Wséréd wielu rodzajéw specjacji wyrdznia sie specjacje
funkcjonalng, odnoszacy sie indywiduéw chemicznych o okreslonej aktywnosci chemicznej
i/lub biologicznej. Ponadto, w literaturze, szczegdlnie angielskojezycznej, pojawia sie pojecie
specjacji chiralnej, zwigzanej z wystepowaniem w badanym materiale zwigzku w postaci
dwéch enancjomeréw. Czy opracowane metody mozna zaliczyé do metod analizy
specjacyjnej?

- Jak juz wspominatam, kazda z zaproponowanych metod analizy zostata starannie
zwalidowana. Jednym z wazniejszych parametrow walidacyjnych jest granica wykrywalnosci,
LOD (z ang. limit of detection). W autoreferacie nie znalaztam informacji w jaki sposdb
wartosci LOD byly obliczana, a istnieje wiele na to sposobéw. W publikacji D.3. parametr ten
byt szacowany wediug czesto stosowanej w chromatografii reguty ,stosunek sygnatu do
szumu” (The LOQ values were calculated using a signal-to-noise script.). Natomiast
informacje podane w tekstach innych publikacji nie s3 dla mnie jednoznaczne. Autorzy
podajg wzor 3.3 x Sx/b, z wyjasnieniem, ze Sy ,is the calibration curve SD” (D.1.), ,is the



standard deviation” (D.2.), ,Sxy represents the response standard deviation”(D.4.). O jakie
odchylenie standardowe chodzi?

- Czy planowane sg dalsze badania w tej tematyce? Wydaje sig, iz interesujgcym
bytyby analizy réznych czesci roslin podczas poszczegélnych etapdéw ich wzrostu.

Praca jest napisana klarownie, poszczegdlne rozdziaty logicznie wprowadzajg
czytelnika w prezentowang tematyke. Wnioski koricowe sg napisane przejrzyscie, zgodnie z
sekwencja prowadzonych badan i podsumowujg najwazniejsze osiggniecia pracy.
W autoreferacie, jak w kazdej pracy, mozna znalez¢ btedy redakcyjne, literéwki i niefortunne
sformutowania. Wspomniane niedoskonatosci pracy nie rzutujg na pozytywny odbiér pracy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska lezy w obszarze badan podstawowych.
Zawiera ona w swojej tresci elementy nowosci naukowej, a takze co jest niezwykle istotne —
propozycje zastosowania praktycznego uzyskanych wynikéw. Przedstawione drobne uwagi
nie maja wplywu na mojg ocene rozprawy. Z petnym przekonaniem stwierdzam, iz
przedstawiona praca doktorska spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim w ustawie
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (z dnia 14
marca 2003 r. z podiniejszymi zmianami) i wnosze do Rady Wydziatu Chemicznego
Politechniki Slaskiej o dopuszczenie mgr inz. Judyty Kruk do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.



