Ocena pracy doktorskiej wykonanej przez
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z wykorzystaniem metod spektroskopowych”
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Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej
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pod kierunkiem Promotora prof. dr hab. Iwony Wawer

Przedstawiona do recenzji monografia obejmuje 180 stron maszynopisu ( gcznie z
zatacznikami) z rozdziatami: Cel pracy, Czg$¢ teoretyczna, chociaz nie zostala ona nazwana
(36 stron) i Czes$¢ eksperymentalna (105 stron), Podsumowanie i Wnioski (5 stron). W pracy
zamieszczono 93 ryciny i 47 tabel, chociaz liczne ryciny obejmuja po dwa lub cztery widma,
co zwielokrotnia liczbe rycin. Pismiennictwo (brak w spisie tresci) jest obszerne, obejmuje
130 pozycji w tym nieliczne opracowania podrgcznikowe (brak w cytowaniu wydawnictwa),
ale w wiekszosci prace oryginalne z zamieszczeniem ich tytuléw, wlasciwie dobrane,
opublikowane w czasopismach o migdzynarodowym zasiggu, gléwnie anglojezyczne.

Cel pracy jest wielokierunkowy i obejmuje: badania zmian sktadu chemicznego
owocow aronii w trakcie dojrzewania, co mogloby pomoéc w ustalaniu terminu zbioru;
wykazanie obecnosci zwiazkow o whasciwosciach prozdrowotnych, a gtéwnie wykorzystanie
spektroskopii NMR (technik 1D i 2D) w badaniach zlozonych mieszanin zwigzkow obecnych
w ekstraktach z owocOw aronii. Celem pracy bylo tez wykonanie dla tych wyciggow testow
antyoksydacyjnych z wykorzystaniem spektroskopii EPR i spektrofluorymetrii wraz z analizg
zaleznosci aktywnosci antyoksydacyjnej od zawartosci zwiazkow polifenolowych.

Cze$é teoretyczna jest wiclowatkowa, rozpoczyna si¢ od zagadnien ogolnych,
zwiazanych z pochodzeniem i historig uprawy krzewow aronii w Polsce, poprzez wiasciwoscei
prozdrowotne owocow aronii, a nastgpnie opis biosyntezy zwigzkéw fenolowych, co jest
uzasadnione, gdyz planujgc badania sktadu owocéw w réznych stadiach dojrzatosci, mozna
si¢ bylo spodziewaé réznych ich metabolitow. Czgs¢ teoretyczng koficzy oméwienie grup
zwigzkow opisanych dotychczas w aronii.

Cze$¢ doswiadcezalna obejmuje badania wyciaggdw z owocoéw aronii zbieranych w
latach 2012, 2013 od czerwea do grudnia i w 2016 roku, od zielonych do w petni dojrzatych.

Odmiana Nero /Eggert, ktorej owoce postuzyly do badan, mogta by¢ wymieniona w

rozdziale ,,Materiat roslinny”, a nie dopiero w rozdziale ,,Podsumowanie i wnioski”.



Sposob przygotowania surowca i ekstraktow shusznie uwzglednial fakt, ze obecne w
nich antocyjany sg nietrwale (suszenie owocow 1 ekstraktéow za pomocg liofilizacji,
zastosowanie ultradzwigkdw do ekstrakeji, stosowanie zakwaszonego rozpuszczalnika).

Oznaczenie catkowite] zawartosci polifenoli i flawonoidéw, przeprowadzono,
korzystajagc z ogdlnie przyjetych metod (Folin Ciocalteu, Christa-Millera). Podrozdzial
,oznaczenie zawartosci tanin”, mozna bylo =zatytulowaé ,oznaczenie katechin i
proantocyjanidyn”, gdyz oznaczano tylko tg podgrupe tanin. Nie znalaztam w pracy
odno$nikéow literaturowych do metod oznaczenia zawartosci kwasu chlorogenowego oraz
zawartosci catkowitej antocyjanow w tym monomerycznych i zwiazanych z garbnikami, nie
ma tez wzmianki, ze bylto to wlasne opracowanie lub modyfikacja znanej metody.

Korzystniej byloby wydzieli¢ rozdzial: .,Oznaczenie aktywnos$ci biologicznej” z
podrozdziatami, dotyczacymi dwoch testow na aktywno$¢ antyoksydacyjna, gdyz w pracy
obie metody sg umieszczone pomig¢dzy oznaczeniami zwigzkoéw w ekstraktach.

Do analizy ekstraktow z owocéw aronii Doktorantka zastosowata jedno- i
dwuwymiarowe techniki 'H i *C NMR (COSY, HSQC i HMBC). Widma 'H i *C NMR dla
poszczegdlnych probek zostaly zinterpretowane, udato si¢ przypisaé sygnaly wiekszosci
zwigzkow obecnych w ekstraktach. Na tej podstawie Doktorantka ustalita profil ich
zmiennosci w trakcie dojrzewania owocoOw.

Wykonano réwniez widma spektrometrii mas (MS) z wykorzystaniem techniki ESI
(Electrospray), potwierdzajac obecnos$¢ zwigzkow, zar6wno tych wczesniej obserwowanych
na widmach NMR, jak i wystepujacych w mniejszych ilosciach, ponizej progu detekcji NMR.
Sygnaty pochodzace od powyzszych zwigzkéw zostaly zaznaczone na widmach MS.

W owocach aronii stwierdzono obecno$¢ antocyjanéw pochodnych cyjanidyny: 3-
galaktozydu, 3- glukozydu, 3- ksylozydu i 3- arabinozydu, a takze epikatechiny i
procyjanidyny B; kwasoéw: jabtkowego, cytrynowego, izocytrynowego; cukrow: sorbitolu,
glukozy i fruktozy. Okreslenie catkowitej konfiguracji dwoch ostatnich cukrow, wymagatoby
dodatkowych badan, ale techniki HSQC i HMBC umozliwily przypisanie sygnatéw obu
anomerow i okreslenie stosunku ilosciowego anomerow o/p.

Dzigki technikom 2D NMR (COSY, HSQC i HMBC) doktorantka przypisata sygnaty
kwasow chlorogenowego i neochlorogenowego w ekstraktach z owocéw aronii. Obecnosé
tych kwasow zostata stwierdzona zarowno w dojrzewajacych, jak i w dojrzatych owocach.

Po raz pierwszy Doktoranka stwierdza w owocach aronii obecnos¢ trans-resweratrolu.
Sygnaty, odpowiadajace resweratrolowi obserwowane s na widmach '"HNMR  wyciggow z

niedojrzatych owocow aronii, podczas, gdy na widmach *CNMR, sygnaly pochodzace od
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resweratrolu obserwowano zaréwno w wyciggach z niedojrzatych jak i dojrzaltych owocow
aronii. Niewatpliwie badania powinny by¢ kontynuowane w kierunku wyizolowania
resweratrolu i przeprowadzenia analiz identyfikacyjnych pojedynczego zwiazku, a nie tylko
w mieszaninie, tym bardziej, ze nie wszystkie sygnaly pochodzace od resweratrolu mozna
bylo zaobserwowac skutkiem nakrywania si¢ sygnatow w widmie.

Pozostale zwigzki okreslone na podstawie sygnaléow masowych i fragmentacyjnych
Doktorantka przedstawila w tabelach rozdzielnie dla niedojrzalych i dojrzatych owocow
aronii. Korzystniejsze bytoby polaczenie tych tabel, lub przedstawienie zwigzkéw w tej samej
kolejnosci w obu tabelach, tatwiej wtedy bytyby widoczne réznice; szkoda, ze nie zaznaczono
odpowiednich sygnatow na widmach, np. numerami, brak tez podania numeru ryciny widma
na ktéorym obecne sa sygnaly tych zwigzkow.

Najwyzszg zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych metoda Folin- Ciocalteu Doktoranka
oznaczyla w ekstraktach z zielonych owocow, niezaleznie od roku zbioru, a na obserwowane
roznice mogly mie¢ wptyw odmienne warunki srodowiskowe w obu latach zbioru owocow.
Podobnie w owocach zielonych bylo najwigcej flawonoidéw, podczas, gdy wahania w
stezeniu kwasu chlorogenowego byly mniej wyrazne. Obserwowano tez korelacjg pomigdzy
zawartoscia polifenoli, a wlasciwosciami antyoksydacyjnymi.

Zawartos¢ antocyjanow jako zwigzkoéw barwnych zostala oznaczona przy pomocy
spektrofotometrii UV-Vis, a widma ekstraktéw charakteryzowalo intensywne pasmo
antocyjanoéw w zakresie 480-520 nm.

W pracy wykorzystano spektroskopi¢ NMR, ktora umozliwita identyfikacje zwigzkow
bez uzycia substancji wzorcowych, ktorych czgsto brak, lub sa one bardzo kosztowne. Metod
1D i 2D NMR, zwlaszcza w potaczeniu z technikami chemometrycznymi, nie uzywano
dotychczas w analizie skladu ekstraktow z aronii. Otrzymane dane NMR mogg stanowi¢ bazg
informacji np. dla instytucji zajmujacych sie oceng jakosci owocoéw jagodowych oraz
produktéw spozywezych i farmaceutycznych, zawierajacych ekstrakty z tych owocow.

Zastosowanie metod chemometrycznych, to nowy sposob badania zlozonych
mieszanin, pozwalajgcy na uzyskanie uzytecznych informacji z bardzo duzego zbioru danych
pomiarowych oraz ich wizualizacj¢. Doktorantka wykonata analize gtéwnych sktadowych
(PCA — Principal Component Analysis) wykorzystujgc migdzy innymi widma NMR
rejestrowane dla probek owocow w trakeie dojrzewania, intensywnos¢ i potozenie sygnatow
badanych zwiazkéw w widmie NMR, aktywnos$¢ przeciwutleniajgca. Analiza PCA i
grupowanie probek pozwolilo zréznicowaé zielone owoce od zebranych w innej fazie

dojrzewania.



Nowoczesne prace z zakresu badan surowcow roslinnych obejmuja oprocz analizy
sktadu chemicznego, rowniez badania ich aktywnosci. W przypadku badania owocow aronii
Doktorantka okreslita aktywnos$¢ antyoksydacyjng przy uzyciu dwoch metod: wymiatania
rodnika DPPH (DPPH/EPR), najczgsciej stosowanego w tego typu badaniach, a takze
spektrofluorymetryczng metod¢ ORAC wykorzystujaca rodniki nadtlenkowe. Wykazata
zroznicowang aktywnos¢ antyoksydacyjng ekstraktow z owocodw w zaleznosci od stopnia ich
dojrzatosci. Wyniki z obu technik, wyrazone w réwnowaznikach Troloksu (TE) w mmolach
na 100 g suchej masy, pokazuja, ze najwicksza pojemnos¢ przeciwutleniajacg i zdolnos¢
wymiatania rodnikow wykazuja ekstrakty z zielonych owocdéw, a nie z owocow dojrzatych.

O sile dziatania antyoksydacyjnego wyciggow z owocow aronii tatwiej bytoby mowic
po przeprowadzeniu porownawczego badania ze zwigzkiem o znanej aktywnosci
antyoksydacyjnej (np. porownujac z witaming C).

Podsumowujgc, chcialabym podkreslié, Zze praca jest przykladem nowoczesnego
sposobu badania materiatu roslinnego. Praca wymagata od doktorantki zapoznania si¢ z
wieloma technikami stosowanymi w fitochemii, a takze z badaniami dzialania biologicznego
w zakresie aktywnosci antyoksydacyjnej. Dzigki wykorzystaniu specjalistycznej aparatury,
mozliwa byla analiza zwigzkow z ich identyfikacja w zespole, bez ich wyizolowania.
Doktorantka doskonale wykorzystata mozliwosci jedno- 1 dwuwymiarowych technik NMR do
oceny skladu ekstraktéw z owocOw aronii, a zastosowanie spektroskopii NMR poszerza

mozliwosci analityczne, w stosunku do najczesciej stosowanej chromatografii cieczowe;.

Przedstawiona do oceny monografie¢ oceniam bardzo pozytywnie. Doktorantka
zrealizowala postawiony na wstepie cel, a wymienione w trakcie recenzji uwagi do
monografii, dotyczace glownie redakcji pracy, a ktorych czg¢$¢ mozna uzna¢ jako dyskusyjne,
nie umniejszajg wartosci rozprawy doktorskiej.

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Malgorzaty Gralec spelnia wymagania
stawiane pracom na stopien naukowy doktora nauk farmaceutycznych (ustawa z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
Dz.U nr 65 poz. 595 wraz z pdzniejszymi uzupelnieniami).

Przedstawiam wiec Wysokiej Radzie Wydzialu Farmaceutycznego w Warszawie

wniosek o dopuszczenie mgr farmacji Malgorzaty Gralec do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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