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Ocena wyboru tematyki badawezes

Przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Judyty Kruk jest
elementem szerokiego zakresu prac badawczych zwiazanych z wykorzystaniem technik
chromatograficznych  do  oznaczania  enacjomeréw  wybranych  flawonoidow.
prowadzonych w zespole kierowanym przez Pania Profesor Iren¢ Staneczko-Baranowska,
ktora jest promotorem niniejszej rozprawy i przy wsparciu dr hab. inz. Sylwii Bajkacz jako
promotora pomocniczego. Zespél ten od wielu lat z ogromnym zaangazowaniem
opracowuje nowe rozwiazania z zakresu chemii analitycznej a rezultaty tych prac sa
docenianie zaréwno w kraju, jak i poza jego granicami. Tematyka badawcza wpisuje si¢
niewatpliwe w nurt prac z zakresu chemii analitycznej i dotyka istotnej problematyki
pozyskiwania i kontrolowania zawartosci enancjomeréw substanciji bioaktywnych, ktore
izolowane s3 2z materialu rodlinnego 1 stosowane w przemysle zielarskim czy
kosmetycznym. Ze wzgledu na biologiczna aktywnos$¢ enancjomerdw flawononéw (grupa
zwigzkow, ktora zajeta sie Doktorantka) rosnie zainteresowanie nimi rowniez w farmacji
1 medycynie. W konsekwenciji wymusza to konieczno$¢é oznaczania enancjomerow R 1 S
oraz okreélenia czystodci pozyskiwanych zwigzkow izolowanych z matrycy jaka sg rézne
czg$ci morfologiczne roélin. Pomimo licznych doniesien literaturowych z zakresu
zastosowania technik enancjoseparacyjnych do analizy zwiazkéow  syntetycznie
otrzymywanych z przeznaczeniem ich jako potencjalnych substancji czynnych do
produkeji lekéw, nie sa to zagadnienia trywialne. W tym kontekscie wybor tematyki
doktoratu jest bardzo trafny: kompleksowe badania przeprowadzone przez Panig mgr inz.
Judyte Kruk dotyczace opracowania metod réwnoczesnego izolowania i oznaczania
enancjomeréw flawononéw z grupy flawonoidéow z zastosowaniem ultrasprawnej
chromatografii cieczowej polaczonej ze spektrometria mas, wypelniaja istniejaca luke
literaturowa. Uzyskane rezultaty tych badan sa tym cenniejsze, ze stanowia niezbedne

ogniwo w projekcie badawczo-wdrozeniowym nt. ,,Rosliny uprawne oraz produkty naturalne
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Jako Zrodfo substangi biologicznie aktywnych preznaczonych do produkgi preparatow kosmetycznych,
Sfarmacentyeznych i suplementow diety”.

Ocena merytoryczna rogprawy

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Judyty Kruk to cykl
pieciu opublikowanych oryginalnych prac naukowych opatrzonych 62 stronicowym
komentarzem. Stanowi on wprowadzenie uwzgledniajace dotychczasowy stan wiedzy
1 krytycznie pozycjonujacy uzyskane osiagniecia badawcze na tle Swiatowej literatury.
Dane bibliometryczne pokazuja, ze taczny impact factor (IF) dla pigciu prac stanowiacych
podstawe rozprawy wynosi 11,061, co daje bardzo dobry s$redni IF wynoszacy 2,212.
Liczba wspotautoréw dla trzech prac opisanych jako D.1, D.2 i D.3 to sklad
trzyosobowy, dla publikacji D.4 — czteroosobowy i dla D.5 — szescioosobowy. Nalezy
podkresli¢, ze w tych dwoch ostatnich publikacjach Doktorantka wystepuje jako pierwszy
autor a w jednej (D.5) jest autorem korespondencyjnym. Wszystkie te prace zostaly juz
opublikowane (w latach 2016-2019), przeszly zatem proces recenzji i spelnily wysokie
wymagania stawiane w renomowanych czasopismach miedzynarodowych, zaréwno co do
poziomu merytorycznego, jak i jezykowego oraz edytorskiego. Poziom wszystkich pigciu
publikacji jest bez zarzutu. Za cenne nalezy uznaé przedlozenie o$wiadczen
potwierdzajacych istotny wklad merytoryczny Pani mgr inz. Judyty Kruk do kazdej z nich.
Nalezy podkredli¢, ze zaangazowanie Doktorantki bylo znaczace i obejmowato udzial we
wszystkich zaplanowanych eksperymentach, czesciowy w analizie wynikéw oraz
przygotowaniu manuskryptéw. Bez watpienia mozna konkludowaé, ze wyniki badan sa
dobrze postrzegane przez s$rodowisko naukowe, gdyz trzy pierwsze artykuly byly

cytowane 18 razy.

Pierwsza sposréd prac stanowiacych podstawe doktoratu oznaczona jako D.1
1 zatytutowana: Simultaneons chiral separation of flavanone, naringenin, and hesperetin enantiomers by
RP-UHPLC-DAD (Chirality 28(2), 2016, 147-152) opublikowana zostala przez
Doktorantke wraz z Promotorem i Promotorem pomocniczym. Publikacja ta poswigcona
jest opracowaniu metody pozwalajacej na jednoczesng analiz¢ enancjomerow flawanonu,
naryngeniny 1 hesperetyny w warunkach elucji izokratycznej 1 gradientowej
z wykorzystaniem chromatografii cieczowej z detektorem spektrofotometrycznym
(DAD). Przeprowadzony zostal dobor warunkéw chromatograficznych takich, jak: rodzaj
kolumny chiralnej (trzy kolumny Typu II na bazie zelu krzemionkowego otoczkowane
pochodnymi celulozy i amylozy), sklad fazy ruchomej (nat¢zenia przeplywu i programy
elucji) oraz dlugosci fal niezbedne do identyfikacji oznaczanych analitéw. Niewatpliwe,
jak zauwazyla Doktorantka, opracowana metoda wyréznia si¢ na tle dotychczasowych
doniesien — charakteryzuja jg kroétkie czasy analizy, co w konsekwencji przeklada si¢ na
niski koszt jednostkowy. Metodyka ma jednak pewne wady - selektywnos¢ i czulos§é sa

niskie w przypadku analizy probek rzeczywistych. Zgodnie ze zlozonym oswiadczeniem,
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Doktorantka byla odpowiedzialna za ,przeprowadzenie eksperymentiw 1.C-DAD i LC-ESI-
MS/MS w ujemnym trybie jonizacyi, walidacgie metody, wstepna interpretacje wynikdw, przygotowanie
szaty graficzng oray wstepne wersii manuskrptn”, mozna wiec uznaé, ze jej wklad jest

dominujacy.

Praca D.2 (Development and validation of a RP-UHPLC-ESI-MS/MS method for the
chiral separation and determination of flavanone, naringenin and hesperetin enantiomers, Talanta 159,
2016, 181-188) przedstawia wyniki badan Doktorantki uzyskane dzigki zastapieniu
detekeji  spektrofotometrycznej bardziej czulym detektorem - spektrometrem mas
w dodatnim trybie jonizacji. W tym celu przeprowadzono optymalizacje wymaganych
parametréw pracy detektora dla kazdego identyfikowanego zwigzku z uwzglednieniem

modyfikacji skladu fazy ruchomej, ktére powinny zwigkszy¢ jonizacje analitow.
Zaproponowana metoda wykazuje wysoka selektywno$¢ i1 czulo$¢ w odniesieniu do
identyfikowanych zwigzkéw. Za bardzo wartoSciowe osiggnigcie nalezy uznaé
zaproponowanie struktur jonéw potomnych dla oznaczanych analitéw. Doktorantka
wyznaczyla granice oznaczalnosci dla flawanonu, naryngeniny i hesperetyny, ktore sa
nizsze niz w pracy D.1 i mieszcza si¢ w zakresie od 0,1 do 2,0 ng/ml. Bardzo cenne jest
wykorzystanie opracowanej metody do analizy ekstraktow réznych gatunkéw pieprzu
1 korzenia lukrecji. Zgodnie z o$wiadczeniem Doktorantka dokonata doboru warunkéow
pracy spektrometru mas, opracowala procedury przygotowania prébek rzeczywistych
(SPE, hydroliza), zaproponowala struktury jonéw potomnych, wstepna interpretacje

danych i przygotowala artykul.

Kolejne prace D.3 (LC-ESI-MS/MS method for the enantioseparation of six flavanones,
Anal. Meth. 9, 2017, 1018-1030) 1 D.4 (Separation and determination of selected polyphenols from
medicinal plants, J. Chromatogt. Sci., 57(1), 2019, 17-26) dotycza kompleksowego podejscia
analitycznego poprzez opracowanie warunkéw rozdzielania dwunastu enancjomeréw
flawanonu, naryngeniny, hesperetyny, eriodiktiolu, likwirytygeniny i pinostrobiny oraz ich
izolowanie z probek rzeczywistych z réznych czeSci morfologicznych wybranych roslin.
Do oczyszczania ekstraktow z materiatu rodlinnego Doktorantka wykorzystata réznego
rodzaju sorbenty o bardzo zrdéznicowanym charakterze: od silnie polarnych do
niepolarnych. Uzycie tak réznorodnych adsorbentéw wymagato bardzo szerokiej wiedzy
1 umiejetnosci w opracowaniu pelnej procedury izolowania dwunastu zwiazkéw.
Staranno$¢ przeprowadzonych badan rzutuje na wiarygodnosé uzyskiwanych wynikow,
ktére uzupelniono o tzw. efekt matrycowy. Nalezy podkresli¢, ze zakres wykonanych
badan eksperymentalnych jest imponujacy.

Ostatnia praca z cyklu, D.5 Flavonoids enantiomer distribution in different parts of goldenrod
(Solidago virgaurea 1.), Incerne (Medicago sativa 1.) and phacelia (Phacelia tanacetifolia Benth.)
(Chirality 31, 2019, 138-149), dotyczy badan zwiazanych z ustaleniem zawartosci
poszczegblnych enancjomeréw w roznych czesciach morfologicznych (korzen, kwiaty,

liscie) wybranych roslin uprawnych (migta pieprzowa) 1 dziko rosnacych (lucerna siewna,
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facelia blgkitna i nawlo¢ pospolita). Otrzymane wyniki pozwolily na okreslenie zawartosci
enancjomeréw S 1 R w réznych czesciach roslin. Praca ta przedstawia wyniki badan,
autorstwa Pani mgr inz. Judyty Kruk 1 pigcioosobowego zespolu, zgodnie

z o§wiadczeniem, udzial Doktorantki nalezy uznac za znaczacy.

Przedstawiony przez Doktorantke komentarz to 62 stronicowy tekst
przeprowadzajacy czytelnika przez najistotniejsze wyniki 1 osiagniecia przedstawione
w publikacjach (D.1-D.5). Calo$¢ jest napisana poprawnym jezykiem, w sposob zwarty
1 przejrzysty. We Witgpie Autorka przedstawila liste publikacji stanowiaca podstawe
rozprawy. W rozdziale wstepnym (Wprowadzenie, 10 stron) zamieszczone zostaly typowe
wiadomosci podrecznikowe, wiedza dobrze znana. Nie wnosi on wiele w merytoryczng
zawarto$¢ rozprawy 1 uwazam, ze jest zbyt obszerny. Za cenny uznaj¢ przeglad
literaturowy dotyczacy aktualnego stanu wiedzy, gdzie w przejrzysty sposéb (w formie
tabeli) Doktorantka zestawila osiggnigcia innych badawczy odnosnie wykorzystania
technik chromatograficznych do oznaczania substancji optycznie czynnych. W kolejnym
rozdziale sformulowane sa cele pracy, do ktérych wprowadzenie uwazam za zbyt
rozbudowane. Gléwnym rozdziatem komentarza jest Omdwienie wynikow badai, 31 stron.
Jest to bardzo dobrze napisany przewodnik po publikacjach stanowiacych podstawe
pracy. W ostatniej czesci (Podsumowanie i wnioski) wypunktowane sg te wyniki badan, ktére
Doktorantka uznala za najistotniejsze, a zaraz potem sformulowane sa najwazniejsze
wyplywajace z nich wnioski. Calos¢ konczy bibliogratia obejmujaca 52 pozycje
literaturowe. Dobor cytowanej literatury swiadczy o dobrej orientacji Pani mgr inz. Judyty

Kruk w reprezentowanej dziedzinie wiedzy.

Przedstawiona dokumentacja zawiera takze Wykaz dorobku nankowego (strona 63).
Na podkredlenie zasluguje duza liczba wystapien konferencyjnych (28), w tym
8 komunikatow ustnych prezentowanych osobiscie. Z uznaniem nalezy odnotowaé
uzyskane nagrody za dzialalno$¢ naukowa (1 za wystapienie ustne, 5 za prezentacje

plakatowe) oraz stypendia.

Uwagi szezegdtowe

Ocena pracy, ktorej rezultaty przeszly juz szczegdlowy proces weryfikacji pod
katem wymogéw stawianych oryginalnym pracom badawczym przez redakcje
mi¢dzynarodowych czasopism z listy Journal Citation Reports jest dla recenzenta zadaniem
poniekad niewdzigcznym. Opublikowane prace poddawane byly bowiem niezalezne;
ocenie merytorycznej, edytorskiej i jezykowej przez recenzentéow bedacych przewaznie
autorytetami w dziedzinie wiedzy, w ktorej zostaly opublikowane badania. Juz sam fakt
zaakcentowania uzyskanych wynikéw przez ekspertow miedzynarodowych czasopism
oraz zainteresowanie innych badaczy, przejawiajace si¢ w zauwazalnie wysokiej liczbie
cytowan podkreslaja wysoka warto$¢ pracy Pani mgr inz. Judyty Kruk. W tej sytuacji,

poszukiwanie niejako ,,na sil¢” ewentualnych niedociagnie¢ w przedstawionej do oceny
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rozprawie doktorskiej moze by¢ nieco niestosowne. Niemniej jednak, podczas uwaznej
lektury nasunely si¢ pewne pytania, ktére stanowia raczej przyczynek do dyskusji
z Doktorantka, niz wskazuja na uchybienia rozprawy. Bylabym zatem bardzo

zobowigzana, gdyby Kandydatka wyjasnila nastepujace kwestie:

1) Str. 39 — | Najlepszymi odzyskami cechowat si¢ filtr strzykawkowy NY 0,45 pm...”

Prosze¢ o wyjasnienie tego stwierdzenia w oparciu o rysunek 8.

2) Rys. 7, 8 1 9 — Jakie byly wartosci standardowego odchylenia dla uznanych
odzyskow?

3) Tabela 3 i 4 — Prosz¢ uzasadni¢ dlaczego zawartosci zwigzkéw podawane sa
z dokladnoscia do drugiego lub trzeciego miejsca po przecinku, a wspdlczynnik
zmiennosci tylko do pierwszego miejsca po przecinku lub zaokraglony do pelnych

wartosci?

Drobne uwagi dotyczg wtretéw obcojezycznych i zargonu laboratoryjnego, ktoére
oczywiscie pojawily si¢ tylko w komentarzu: ,mastrzyk probki” (str. 35), ,rozciericzano
gakwaszang wodq” (str. 38), ,wplyw ladowania mmniejszych porgi probki na kolumienke SPE”
(str. 38), czy tez popularno-naukowych sformulowan ,dobre wartosci wspitezynnika
determinagi”, ,,odpowiedni model regresji” (str. 30), ,,ciekawy efekt” (str. 51), itp. Pewne drobne
bledy edytorskie pojawiajace si¢ w tekscie w zaden sposéb nie umniejszaja ogolnej,

bardzo dobrej oceny pracy.

Podsumowujac swoja recenzj¢ stwierdzam, ze cel pracy zostal w pelni
zrealizowany, a uzyskane wyniki sa pozytywne 1 istotne naukowo. Do znaczacych
osiagnie¢ wnoszacych znaczny wklad w $wiatowy rozwdj chemii analitycznej nalezy
zaliczy¢:

e opracowanie metody umozliwiajacej réwnolegle oznaczanie dwunastu enancjomerow
wybranych flawonoidéw (naryngeniny, hesperytyny, flawanonu — artykylu D.1-D.3
oraz naryngeniny, hesperytyny, flawanonu eriodiktiolu, likwirytygeniny i pinostrobiny —
D.4, D.5) wyizolowanych z réznych czesci morfologicznych roslin upranych i dziko
rosnacych miedzy innymi: lucerny siewnej (Medicago sativa L), facelii biekitniej (Phacelia
tanacetifolia Benth.) 1 nawloci pospolitej (Solidago virganrea) oraz lukrecji (Glyeyrrbizae radic)
1 miety pieprzowej (Menthae piperitae),

e opracowanie skutecznej procedury wydzielania wybranych zwiazkéw 2z materiatu
roslinnego oraz hydrolizy ich polaczen glikozydowych do aglikonéw, ktéra zapobiega
procesom izomeryzacji analitow,

e potencjalne wdrozenie opracowanych metod oznaczania enancjomeréw wybranych
flawonoidow w analityce kliniczne;.

Wszystkie opracowane metodyki analityczne spelniaja w pelni zalozone kryteria
akceptacji odnosnie: zakresu pomiarowego, liniowosci, granicy wykrywalnosci
i oznaczalnosci, dokladnosci, precyzji, selektywnosci/specyficznosci, odzysku oraz

odpornosci. Doktorantka sama odniosta si¢ krytycznie do uzyskanych wynikow, widzac
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trudno$ci w ich interpretacji ze wzgledu na przyjeta metodologie. Swiadczy to

o dojrzalosci naukowej i doskonatej znajomosci zagadnien dyskutowanych w pracy.

Wniosek koricowy

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostala zredagowana w sposéb bardzo
czytelny, a wyniki badan zamieszczone w niej zaprezentowane zostaly w przejrzysty
1 klarowny sposéb. Uwazna lektura rozprawy nasuneta mi nieliczne uwagi merytoryczne
1 nomenklaturowe, ktére w zaden sposoéb nie umniejszaja jej wartosci. Chcialabym
wyrazi¢ moje uznanie dla przeprowadzonych przez Doktorantke tak licznych
cksperymentéw, ktore zostaly prawidlowo zaplanowane 1 wykonane. Nalezy podkreslié,
wysokie znaczenie naukowe otrzymanych wynikéw, co pozwala oceni¢ recenzowang
przeze mnie rozprawe doktorska bardzo dobrze. Doktoranta dala dowdd znajomosci
podjetej tematyki badawczej, a umiejetno$¢ zaplanowania 1 realizacja z ogromng
starannodcia  eksperymentow, zasluguje na uznanie. Umiejetny wybdér tematu
1 rozwigzanie postawionych probleméw powoduja, ze stanowi ona znaczace poszerzenie

wiedzy z tej tematyki w $wiatowej literaturze.

Biorac pod uwage powyzsze argumenty z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze
przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Judyty Kruk nt. ,,Opracowanie
chromatograficznych metod roxdzielania i oznacgania enancjomerow wybranych flawonoidow i ich
aplikagia” spelnia wymagania sformutowanie w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65 poz. 595 z pézniejszymi zmianami). W zwiazku z powyzszym wnosz¢ do Rady
Wydzialu Chemicznego Politechniki Slaskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Judyty Kruk
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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