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Ocena merytoryczna i metodologiczna rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Eweliny tata, to bardzo cenne opracowanie, ktére udowadnia
mozliwos¢ wykorzystania, zaréwno klasycznych, jak i nowoczesnych technik chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) w badaniach sktadu chemicznego i oceny jakosci produktéw
spozywczych i/lub suplementéw diety zwierajgcych wybrane pigmenty roslinne i neolignany.

Obiektem badar chromatograficznych w ocenianej pracy byly dwie grupy roslinnych
barwnikéw — antocyjany i betacyjany jako czeste sktadniki produktéw spozywczych oraz
neolignany — honokiol i magnolol jako sktadniki suplementéw diety. Cze$¢ badan dotyczacych
neolignanéw zostata wzbogacona o badania ich biologicznej aktywnosci metoda bioautografii
z  wykorzystaniem techniki HP-TLC, obejmujace aktywnos$é¢ antyoksydacyjng
i przeciwbakteryjna.

Antocyjany i betalainy (w tym betacyjany), obok karotenoidéw s3g naturalnymi
barwnikami o silnych wtasciwosciach antyoksydacyjnych. Roéwniez wymienione neolignany
posiadaja silny potencjat antyoksydacyjny. Wybor takiego obiektu badan w ramach ocenianej
pracy uwazam za bardzo istotny. Antyoksydanty, w tym szczegdlnie antyoksydanty
pochodzenia naturalnego sg od parunastu lat obiektem licznych badan fitochemicznych
i farmakologicznych. Zainteresowanie $wiata nauki antyoksydantami wynika z ich cennych
wilasciwosci w leczeniu i zapobieganiu réznym chorobom cywilizacyjnym, takim jak, m.in.
nadcisnienie, zawatly, udary, otyto$é, cukrzyca, czy choroby neurodegeneracyjne.

Zatem kontrola rzeczywistego sktadu produktéw spozywczych o charakterze ,health
food” i/lub suplementéw diety i ocena ich jakosci, staje sie niezwykle wazng problematyka
naukowo-badawcza. Taki plan i catosciowy zakres badan realizowany w ramach niniejszej
pracy doktorskiej wpisuje sie w ogélnoswiatowe trendy badawcze i skierowany jest wyraznie
nie tylko na uzyskanie wynikdw o charakterze poznawczym, ale takie wyrainie na ich
potencjalng aplikacyjnosc.
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Lektura niniejszej rozprawy stata sie¢ prowokacja do przestudiowania monografii
farmakopealnych dotyczgcych surowcéw antocyjanowych i neolignanowych.

Rézne techniki chromatograficzne (w tym TLC, HPLC, GC) wykorzystywane s3 w celu
potwierdzenia tozsamosci oraz standaryzacji roslinnych surowcéw leczniczych. W najnowszym
Xl wydaniu Farmakopei Polskiej (FP), bedacym ttumaczeniem 10 wydania European
Pharmacopoeia figuruja dwa surowce antocyjanowe — kwiat hibiskusa (Hibisci sabdariffae
flos) i owoc boréwki czernicy, Swiezy (Myrtilli fructus recens) oraz preparat galenowy — wyciag
suchy oczyszczony i standaryzowany ze $wiezych owocédw boréwki czernicy (Myrtilli fructus
recentis extractum siccum raffinatum et normatum).

Pierwszy z wymienionych surowcéw — kwiat hibiskusa standaryzowany jest jednak na
zawarto$¢ kwaséw organicznych (zawartosé nie mniej niz 13,5% kwaséw, w przeliczeniu na
kwas cytrynowy). Z kolei potwierdzenie toisamosci z wykorzystaniem chromatografii
cienkowarstwowej polega na poréwnaniu etanolowego roztworu badanego surowca
z roztworem porownawczym, skladajgcym sie z metanolowego roztworu czerwieni
chinaldynowej i btekitu sulfonowego.

Z kolei owoc boréwki czernicy, swiezy, standaryzowany jest co prawda na zawartos¢
antocyjanéw (zawartos$é nie mniejsza niz 0,30% antocyjanéw, w przeliczeniu na chlorek
3-0-glukozydu cyjanidyny (chryzanteminy)), ale w potwierdzeniu tozsamosci metodg TLC, jako
roztwor poréwnawczy przepisy FP polecajg wykorzystanie metanolowego roztworu z suchego
wyciggu z owocow boréwki czernicy, a nie wzorcowych antocyjandw.

Wyciag suchy oczyszczony i standaryzowany ze $wiezych owocéw boréwki wg FP
powinien zawiera¢ od 32,4% do 39,6% antocyjandw, w przeliczeniu na chlorek 3-0-glukozydu
cyjanidyny. W potwierdzaniu tozsamosci metodg TLC roztworem poréwnawczym réowniez nie
sq wzorcowe antocyjany, lecz metanolowy roztwdér z suchego wyciggu z owocow.
W potwierdzeniu toisamosci wyciggu przepisy FP nakazujg takze wykonanie rozdziatu
chromatograficznego metodg chromatografii cieczowej, ale réwniez w tym badaniu
roztworem poréwnawczym nie jest mieszanina wzorcowych antocyjanow.

Opisane metody potwierdzenia tozsamosci surowcéw antocyjanowych wg FP wyrazZnie
wskazujg na trudnosci analityczne dotyczgce antocyjanéw. Wynikaja one gidwnie
z niestabilnosci tej grupy barwnikdow, m.in. ich degradacji pod wptywem swiattfa, temperatury
i pH. Zatem préby opracowania metodyki jakosciowych rozdziatéw i iloSciowych oznaczen tej
grupy barwnikéw podjgte w ramach ocenianej pracy doktorskiej uwazam réwniez z tych
wzgledow za bardzo ambitne i wartosciowe.

W XIl wydaniu FP nie figuruje zaden surowiec betacyjanowy, natomiast jako ,nowe”
surowce roslinne, wprowadzone zaledwie kilka lat temu do wykorzystania w oficjalnym
lecznictwie europejskim, w tym w polskim figuruja dwa surowce, znane od dawna
w tradycyjnej chinskiej medycynie (TCM), zawierajagce wymienione wczesniej neolignany —
honokiol i magnolol — kora magnolii lekarskiej (Magnoliae officinalis cortex) $ciggana z pni
i gatezi oraz kwiat magnolii lekarskiej (Magnoliae officinalis flos) - nierozwiniety kwiat poddany
dziataniu pary wodnej i wysuszony.

Standaryzacja obu surowcéw opiera sie na okresleniu sumy zawartosci magnololu
i honokiolu. W przypadku kory zawarto$¢ ta nie moze byé mniejsza niz 2,0% s.m., w przypadku
kwiatéw nie moze by¢é mniejsza niz 0,20% s.m. W ocenie zawartosci obu lignanow nalezy
wykorzystaé chromatografie cieczowa z wykorzystaniem metanolowych roztworéw substancji
wzorcowych. W potwierdzeniu tozsamosci obu surowcéw przepisy FP nakazujg réwniez
wykonanie rozdziatdw chromatograficznych metoda TLC, stosujac jako roztwér poréwnawczy
wzorcowe neolignany i wzorzec eugenolu. Przepisy FP polecaja rejestracje rozdziatu
chromatograficznego w obecnosci promieniowania UV (A = 254 nm) oraz po spryskaniu
odczynnikiem wanilinowym i podgrzaniu w temperaturze 100-105°C i jego obserwacjg
w Swietle dziennym.



Ze wzgledu na czesta obecno$¢ betacyjandw, najczesciej w formie soku z buraka
w produktach spoiywczych oraz jako deklarowany dodatek polepszajacy kolorystyke
produktéw spozywczych zawierajacych antocyjany, a takie ze wzgledu na czeste ich
zafatszowania podjecie préby opracowania metodyki oznaczen tej grupy barwnikéw
roslinnych uwazam za bardzo istotne.

Rowniez podjecie préby opracowania prostej metodyki oceny jakosci suplementéw
diety zawierajgcych neolignany — magnolol i honokiol, zaréwno z wykorzystaniem réznych
technik TLC, jak i bioautografii uwazam za bardzo trafne i niezwykle wartos$ciowe.

Autorka pracy wskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania opracowywanej metodyki
analitycznej w ocenie produktéw spozywczych i/lub suplementéw diety. Osobiscie uwazam,
Ze opracowanie nowych metod rozdziatu i oznaczer ilosciowych antocyjanéw i badanych

- neolignanéw mozna bedzie zaproponowa¢ jako alternatywe dla niedoskonatej metodyki

oznaczen tych grup zwigzkéw w leczniczych surowcach roslinnych proponowanej przez FP.

Stosowang i/lub opracowang przez Autorke pracy metodyke badawcza wymienionych
trzech grup zwigzkéw i wyniki analiz przedstawiono ponizej.

Analiza antocyjanéw

Analiza tej grupy barwnikéw objeta 4 zwigzki, dwa aglikony — chlorek pelargonidyny

i chlorek delfinidyny oraz 2 potaczenia glikozydowe — chlorek cyjaniny (chlorek 3,5-O-
diglukozydu cyjanidyny) oraz chlorek keracyjaniny (chlorek 3-O-rutynozydu cyjanidyny).
Analizy prowadzono klasyczng metodg TLC oraz metody wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej (HP-TLC), opierajac sie na danych z piSmiennictwa naukowego. W tej czesci
badan analizowano produkty spozywcze z wykorzystaniem substancji wzorcowych czterech
wymienionych zwigzkéw. Analizy TLC prowadzono na ptytkach chromatograficznych
pokrytych celuloza mikrokrystaliczng w uktadzie rozwijajgcym - lodowaty kwas octowy: woda:
n-butanol (16:19:65 v/v/v). W analizach metodg HP-TLC faze stacjonarng stanowit zel
krzemionkowy 60 Fsi, a faze ruchomag mieszanina octanu etylu, 2-butanonu, kwasu
mréwkowego i wody (7:3:1,2:8 v/v/v/v).
Analiza objeto az 18 produktow spozywczych, ktorych sktadnikami byly kolejno: owoce czarnej
porzeczki (5 produktdéw), owoce aronii (4 produkty), owoce maliny (3 produkty), owoce
czarnego bzu (2 produkty) oraz pojedyncze produkty bazujgce na winogronach, boréwkach,
Sliwkach i wisniach. Analizowano soki, soki domowe]j produkcji, syropy, nektar i napoje
niegazowane bazujagce na wymienionych owocach, a takie szusz roslinny z ktérego
przygotowano napar.

Z poréwnania testowanych metod chromatograficznych (klasyczna TLC i HP-TLC)
wynikato, ze dla oznaczania antocyjanéw w prébkach produktéw spozywczych bardziej
przydatna jest klasyczna metoda TLC. Metoda pozwala na oznaczenie wszystkich czterech
badanych zwigzkéw. Po zastosowaniu metody HP-TLC pojawiaja sie problemy z oznaczaniem
delfinidyny (juz na etapie krzywych wzorcowych) oraz w niektdrych prébach z oznaczaniem
cyjaniny i keracyjaniny.

W zadnym z analizowanych 18 produktéw nie potwierdzono obecnosci pelargonidyny.
W trzech produktach nie stwierdzono obecnosci antocyjanéw ani metodg TLC, ani HP-TLC, co
mogto by¢é spowodowane rozktadem barwnikéw pod wptywem $wiatta, czy temperatury.

Drugim etapem badafd dotyczacym antocyjanéw byto autorskie opracowanie
warunkéw analizy dla 3-krotnego rozwinigcia chromatograméw metoda TLC w celu oceny
stabilnosci antocyjanéw oraz mozliwosci ich jakosciowych i ilosciowych oznaczen. W tej czesci
badan faza stacjonarng byt zel krzemionkowy (RP-18 Fass), a fazami ruchomymi kolejno:
acetonitryl: metanol: lodowaty kwas octowy (16:4:0,15 v/v/v), metanol: lodowaty kwas
octowy (20:0,15 v/v) i metanol: lodowaty kwas octowy w innych proporcjach (20:0,45 v/v).




" Przed zasadniczym badaniem degradacji antocyjanéw (gtéwnie glikozydowych potaczen)
metoda TLC-MS, przeprowadzono wstepng oceng stabilnosci substancji wzorcowych. Ocene
prowadzono przez okres 3 tygodni. W punkcie ,0” po rozwinigciu ptytki zastosowano
wielokrotne skanowanie densytometryczne (zmiana dtugosci fali co 5 nm), ktére pozwolito na
wyznaczenie maksimow absorpcji dla badanych zwigzkéw. W trakcie 3 tygodni obserwowano
szybka utrate barwy roztworu delfinidyny. Pozostate roztwory substancji wzorcowych byty
zdecydowanie bardziej stabilne. Wszystkie roztwory zdecydowano przechowywaé
w temperaturze - 20°C.

W badaniach degradacji glikozydowych potaczen antocyjanéw, o ktérej $wiadczyty dodatkowe
pasma na chromatogramach, widoczne pod UV (A = 366 nm) w rozdziatach metoda TLC i HP-
TLC wykorzystano analizy metodg spektrometrii mas, otrzymujagc widma masowe dla
poszczegdlnych pasm. Swiadczyly one o dekompozycji glikozydéw, m.in. do aglikonéw
i glikondw (czasteczek glukozy i rutynozy).

W celu przeprowadzenia analiz ilo$ciowych wyznaczono krzywe kalibracyjne metoda TLC i HP-
TLC, nanoszac roztwory wzorcow w ilosciach od 1 do 6 pl. Otrzymane chromatogramy
skanowano densytometrycznie. Dla 3 analizowanych zwigzkdw — cyjaniny, keracyjaniny
i pelargonidyny, zaréwno w przypadku metody TLC, jak i HP-TLC najlepsze intensywnosci
rozwinietych pasm otrzymano przy A = 540 nm w trybie absorbancji, dla delfinidyny przy A =
350 nm w trybie fluorescenciji tylko w przypadku metody TLC.

W ramach badan tej grupy barwnikéw przeprowadzono réwniez badania
dekompozycji glikozydowych pofaczen z wykorzystaniem odczynnika PABA (kwas
p-aminobenzoesowy). Bazowano na reakcji nieenzymatycznego brunatnienia cukréw, tzw.
reakcje Moillarda, pozwalajacej na wykrycie obecnosci weglowodandw. Ptytki po 3-krotnym
rozwinieciu i spryskaniu ogrzewano w temperaturze 140°C (5 minut), a nastepnie chtodzono
i skanowano densytometrycznie w trybie fluoroscencyjnym przy A = 420 nm (wykorzystano
lampe rteciowq). Otrzymane obrazy sugerowaty, ze czesci cukrowe zostaty odczepione juz po
pierwszym rozdziale chromatograficznym.

Wstepnym etapem w analizie ilosciowej produktéw spoiywczych metodg 3-krotnego
rozwiniecia bylo sporzadzenie krzywych kalibracyjnych dla oznaczanych 4 zwigzkdow.
Wykonano liniowe wykresy zaleznosci miedzy iloscia pl 3 wzorcéw, a powierzchnig pod
odpowiednimi sygnatami zmierzonymi densytometrycznie. Dla keracyjaniny sporzgdzono
wykresy zalezne od wysokosci otrzymanych pikéw na densytogramach. W analizie aglikonéw
przeprowadzano pojedyncze rozdziaty chromatograficzne z wykorzystaniem fazy ruchomej |.
Wszystkie chromatogramy skanowano densytometryczne w trybie absorbancji (lampa
wolframowa). Pasma dla cyjaniny i keracyjaniny analizowano przy A = 545 nm, pasma dla
pelargonidyny i delfinidyny, odpowiednio przy A =450 nm i 555 nm.

Oprécz rownan krzywych kalibracyjnych wyznaczano wartosci wspoétczynnikow determinaciji,
granic wykrywalnosci (LAD) i oznaczalnosci (LOQ). Analizie 3-krotnego rozdziatu poddano 7
réznych produktéw spozywczych, ktérych producenci deklarowali je jako stuprocentowo
naturalne; byly to soki z czarnej porzeczki, aronii, czarnego bzu, jagody (czy chodzito
o boréwke czarng?!), syropy z jezyny, ptatkdw rézy i napar z hibiskusa.

Identyfikacja i oznaczenia ilo$ciowe antocyjandw w produktach spozywczych byly trudne,
gtéwnie z powodu hydrolizy glikozydowych potaczen.

Podsumowujgc, w ramach przeprowadzonych jakosciowych i ilosciowych analiz
antocyjanéw w produktach spozywczych metodami TLC i HP-TLC, lepsza metodg okazata sig
klasyczna metoda TLC. Umozliwiata ona oznaczenia 4 badanych zwigzkéw.

Opracowano autorska metode 3-krotnego rozwinigcia do oznaczania jakoSciowego
i ilociowego antocyjanéw, ktéra mozina wykorzysta¢ w badaniach sktadu produktow
spozywczych.




Badania wykazaty niestabilno$¢ oznaczanych zwigzkéw, szczegélnie ich glikozydowych
potaczen. Z wykorzystaniem spektrometrii mas udowodniono czesciowa hydrolize glikozydéw
juz w trakcie rozdziatdw chromatograficznych. Stwierdzono ponadto rozkfad antocyjanéw
przejawiajacy sig ich stopniowg utratg barwy, takie w przypadku aglikonéw. '

Analiza betacyjanin

Analiza tej grupy barwnikéw objeta jeden zwigzek dostepny na rynku, o niskim stopniu
czystosci — betaning. Zwigzek ten potraktowano jako substancje referencyjna i wzorzec do
badari w ramach analiz jakosciowych. Ponadto sporzadzono $wiezy sok z buraka.
Celem badan byto opracowanie metody TLC pozwalajgcej na wykrywanie betacyjanin oraz
zastosowanie jej do badania sktadu produktéw spozywczych, w tym zafatszowan
betacyjaninami.
Analizg objeto soki z: czarnej porzeczki, aronii, jezyny, borowki amerykariskiej oraz sok z bzu
czarnego, zakupione w lokalnych sklepach i/lub aptekach, producenci ktérych deklarowali
brak dodatkowych sktadnikéw.
Pierwszym krokiem w prowadzonych badaniach byto okreslenie stabilnosci barwnikéw
buraczanych w swiezo sporzagdzonym soku metodg spektrofotometryczng w zakresie dtugosci
fal UV-Vis (200-800 nm). Widma charakteryzowaty sie¢ dwoma maksimami absorbancji przy
A =490 nm i A = 540 nm i byly prawie identyczne przed okres 5 kolejnych dni. Byto to bardzo
istotne uzasadnienie prowadzenia badan na swiezym soku z buraka, maksymalnie przez 5 dni.
Kolejnym krokiem byto opracowanie warunkéw analiz betacyjanin metody TLC. Analizy
prowadzono z uzyciem zZelu krzemionkowego (RP-18 Fass), jako fazy stacjonarnej
i czterosktadnikowej fazy ruchomej (acetonitryl: metanol: woda: lodowaty kwas octowy
(2:7:1:0,1 v/v/v/v).
Pierwsze analizy objety sok z buraka i betaning. W zastosowanym uktadzie
chromatograficznym uzyskano bardzo charakterystyczny, nietypowy rozdziat w ptaszczyinie
poziomej na dwa pasma o tej samej wartosci wspotczynnika Re, oddzielone od siebie
w ptaszczyznie poziomej o ok. 6 mm, o skosnym utozeniu. Poziomg migracje zwigzkéw
powigzano z procesem dyfuzji.
Otrzymane chromatogramy wizualizowano densytometrycznie przy A = 550 nm w trybie
absorbancji. Ponadto dla rozdzielonych pasm lewych i prawych (zaréwno z soku buraka, jak
i betaniny) otrzymano widma UV-Vis zarejestrowane densytometrycznie bezposrednio z ptytki
chromatograficznej w zakresie dtugosci fal 200-700 nm (widma ,,in situ”). Na otrzymanych
widmach maksima absorpcji lewych i prawych pasm wystepuja przy A =545 nm, s przesunigte
0 5 nm w stosunku do widm uzyskanych metodg spektrofotometryczng.
Kolejnym etapem badan byty analizy betacyjanin metodg TLC-MS zaréwno w soku z buraka,
jak i roztworu betaniny. W przypadku soku z buraka w uzyskanych widmach dominowaty dwa
sygnaty, przy m/z = 321 i 523, w przypadku betaniny trzy sygnaly, przy m/z = 305, = 361
i=523.
Sygnat przy m/z = 523 pochodzit od glikozydu betaniny lub izobetaniny. Wartos¢ sygnatu
wskazywata jednak na odtgczenie sie jednej grupy — CO i jednoczesne przytaczenie kationu H*.
Byt to jedyny sygnat, ktéry wystepowat w obu analizowanych prébkach. Widma pasm lewych
i prawych w kazdej prébce byty prawie identyczne.
Opracowang metodyke zastosowano do wykrywania obecnosci betacyjanin w produktach
spozywczych — w wymienionych powyzej sokach. Jedynie w soku z bzu czarnego stwierdzono
obecno$é betacyjanin. Rozdziat prébki na 2 pasma - ,lewe” i ,prawe” byly podobne do
rozdziatéw uzyskanych dla soku z buraka i roztworu betaniny. Otrzymane chromatogramy
zeskanowano densytometrycznie. Ponadto wykonano widma ,,in situ” w zakresie dtugosci fal
200-700 nm dla lewego i prawego pasma. Byly one bardzo zblizone do widm otrzymanych dla
roztworu betaniny. Otrzymane widma pomimo przesunigcia maksimum absorbanciji (zA =545
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- na A = 531 nm) moga potwierdza¢ obecnosé betaniny w soku z bzu czarnego. Analiza pasm
metoda TLC-MS udowodnita podobieristwo sygnatéw dla prébek soku i roztworu betaniny. Byt
to kolejny dowdd wzbogacenia soku w betacyjany.

Podsumowuigc, Autorka opracowata warunki rozdziatdéw betacyjanin metoda TLC.
Uzyskata bardzo charakterystyczny poprzeczny rozdziat pasm, ktéry mozna zaproponowa¢ do
jakosciowych oznaczen betacyjanin w produktach spozywczych, jako tzw. ,fingerprint”.
Ponadto metodqy spektrofotometryczng UV-Vis Autorka udowodnita stabilnoéé¢ betacyjanin
w soku z buraka utrzymujaca sig¢ przez okres 5 dni, co stanowi praktyczng wskazéwke
dotyczacy okresu czasu, w ktdrym mozna prowadzié analizy tej grupy barwnikéw.

Analiza neolignanéw

Analiza tej grupy zwigzkéw objeta dwa zwigzki izomeryczne — magnolol i honokiol.
Zwiazki te sg sktadnikami suplementoéw diety waznych w tagodzeniu stanéw lekowych
i wahaniach nastroju. Celem badan byto opracowanie metody rozdziatu i ilosciowych oznaczen
tych zwigzkéw metoda TLC, w celu mozliwosci kontroli jakosci suplementéw diety.

Badania objely takie opracowanie metody HP-TLC sprzezonej z badaniami
mikrobiologicznymi, z wykorzystaniem bakterii G(-) Aliivibrio fischeri i bakterii G(+) Bacillus
subtilis. Badania w tym obszarze byty mozliwe dzigki wspdtpracy z Instytutem Ochrony Roslin
z Budapesztu. Wykonano takie badania aktywnosci antyoksydacyjnej z wykorzystaniem
rodnika DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl).

Rozdziaty obu zwigzkéw byly prowadzone na zelu krzemionkowym 60 Fis4, faze
ruchomga stanowita mieszanina n-heksanu, octanu etylu i etanolu (16:3:1 v/v/v). Przed
rozpoczeciem oznaczen ilosciowych obu lignanéw oceniono ich stabilno$¢ metodg HP-TLC-MS.
Chromatogramy rozwijano w dwdch kierunkach. Drugie rozwinigcie (po 20 godz.) wykazato
rozktad badanych zwigzkéw. Oprécz sygnatéw przy m/z = 265 (masy molowe zwigzkéw)
charakterystyczna byta obecno$é sygnatéow przy m/z = 529 (masy molowe dimeréw obu
zwigzkéw!). Badania stabilnosci pozwolity na podjecie decyzji dotyczacej czasu
przeprowadzania analiz tacznie z densytometrig skaningowa do 4 godz. od rozwinigcia
chromatogramu.

W kolejnym etapie badan wyznaczono krzywe kalibracyjne metodg TLC zakres ich
liniowosci, wspétczynniki determinacji R?, granice wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ).
Roztwory wzorcowe nanoszono w ilosciach od 1 pl do 6 pl. Krzywe pozwolity na ilosciowe
oznaczenia obu zwigzkéw w suplementach diety.

Analizg objeto 6 réznych suplementéw diety zakupionych w polskich i/lub wegierskich
sklepach internetowych i aptekach. Suplementy miaty forme tabletek, kapsutek i ptynu.
Ponadto analizag objeto dwa preparaty zawierajagce badane neolignany w nieznanych
proporcjach, bedace surowcami handlowymi do przygotowywania suplementéw diety.
Wszystkie prébki suplementéw diety poddawano 3-krotnej ekstrakcji metanolem,
przeprowadzajac analize TLC po kazdej z nich i kazdorazowo obliczajgc zawarto$¢ obu
neolignandw.

W kolejnym etapie wyznaczono takze precyzje opracowanej metody ocenionej na
podstawie wzglednego odchylenia standardowego dla zawarto$ci magnololu i honokiolu.
Uzyskano satysfakcjonujgce wyniki — precyzje odpowiednio réwna 2,23% i 2,35% dla badanych
zwigzkow.

W oznaczeniach zawartosci neolignanéw metoda TLC po przeprowadzonej 3-krotnej
ekstrakcji i oznaczeniu po kazdej ekstrakcji zawartosci obu zwigzkéw wyniki poréwnywano
z tymi deklarowanymi przez producenta. Analizy surowcéw handlowych udowodnity w nich
ilosciowa dominacje jednego z lignanéw (odpowiednio 91,1% i 63,3%).

Rozdziaty prowadzono metodg TLC i HP-TLC, skanowano densytometrycznie
i rejestrowano widma UV-Vis.




_ Oryginalng, interesujgcy czescig badan byly tez badania bioautograficzne magnololu

i honokiolu z wykorzystaniem metody HP-TLC-EDA (Effect-Directed Analysis) ukierunkowane
‘na badania wtasciwosci przeciwbakteryjnych i wtasciwosci antyoksydacyjnych. W badaniach
wykorzystano bioautografie bezposrednia. Rozdziaty prowadzono na ptytkach pokrytych
zelem krzemionkowym Fzss w opracowanym weczeéniej tréjsktadnikowym uktadzie
rozwijajacym — n-heksan: octan etylu: etanol (16:3:1 v/v/v). Analiza chromatograficzna objeta
rowniez analize¢ densytometryczng otrzymanych pasm. Densytogramy rejestrowano przy
A =254 nm i A =290 nm w trybie absorbancji.

W celu oceny wtasciwosci antybakteryjnych wysuszone chromatogramy zanurzano
w zawiesinach bakteryjnych. W przypadku szczepu A. fischeri o aktywnosci przeciwbakteryjnej
$wiadczyto zaciemnienie pasm na bioautogramach luminescencyjnych.

W przypadku szczepu B. subtilis procedura byta bardziej skomplikowana. Po 2
godzinach inkubacji ptytek chromatograficznych w wodnym roztworze barwnika MTT (btekit
tiazolilowy), w stezeniu 1 mg/ml, w temperaturze 28°C, o aktywnosci przeciwbakteryjne;j
neolignanéw swiadczyly jasne plamy na niebieskim tle.

W celu oceny witasciwosci antyoksydacyjnych ptytki chromatograficzne zanurzano
w roztworze DPPH (0,02% roztwdr metanolowy). O witasciwosciach antyoksydacyjnych
Swiadczyly odbarwienia fioletowego odczynnika.

Badane suplementy diety, w ktorych potwierdzono obecnos¢ neolignanéw wykazaty
wtasciwosci przeciwbakteryjne przeciwko obu testowanym szczepom bakterii. W przypadku
szczepu A. fischeri wtasciwosci przeciwbakteryjne wykazywaty nie tylko neolignany, ale takze
inne skfadniki suplementéw — m.in. piperyna. W przypadku szczepu B. subtilis za dziatanie
przeciwbakteryjne byly odpowiedzialne tylko neolignany.

Badania z roztworem DPPH udowodnity wiasciwosci antyoksydacyjne neolignanéw
w badanych suplementach diety. W prébkach, w ktérych nie wykryto neolignanéw nie
potwierdzono wtasciwosci antyoksydacyjnych.

Podsumowujac, w tej czeSci badan opracowano metode rozdziatu

chromatograficznego magnololu i honokiolu metodg TLC. Wykorzystano jg do analiz
jakosciowych i ilosciowych badanych neolignanéw w suplementach diety. Opracowana
metoda charakteryzuje sie satysfakcjonujacy precyzjg pomiarow.
Badania bioautograficzne udokumentowaty wiasciwosci antyoksydacyjne obu badanych
neolignanéw, a takie ich wiasciwosci przeciwbakteryjne. Zaréwno wiasciwosci
antyoksydacyjne, jak i przeciwbakteryjne udowodniono takze dla tych suplementéw diety,
ktdre zawieraty neolignany.

Metodyka zastosowana i/lub opracowana przez Autorke zaréwno w fitochemicznej
czeéci pracy (TLC, HP-TLC, TLC-MS, HP-TLC-MS), jak i w badaniach_aktywnosci biologicznej
(HP-TLC-EDA) nie budzi zadnych zastrzezeii. Autorka proponuje wykorzystanie w_analizach
badanych zwiazkéw zaréwno klasyczne, jak i nowoczesne techniki chromatografii
cienkowarstwowej.

Realizacja pracy wymagata przeprowadzenia _licznych, bardzo Zmudnych
eksperymentéw. Byta duzym wyzwaniem, gldwnie z powodu niestabilnosci oznaczanych
barwnikédw, w tym szczegdlnie tych z grupy antocyjandw.

Autorce udato sie uzyskaé zadowalajgce wyniki, ktdre w znacznym stopniu s3
nowatorskie i posiadaig potencialnie aplikacyiny charakter. Wyniki pracy promujg przydatno$¢
stosunkowo prostych i szybkich w_zastosowaniu__oraz__stosunkowo tanich metod
chromatograficznych  w identyfikacji _sktadu chemicznego i standaryzacji produktéw
spozywczych i/lub suplementéw diety.




Przedtozona do oceny rozprawa doktorska posiada klasyczng forme, mimo, ze wyniki

pracy zostaty opublikowane w formie czterech, oryginalnych publikacji. Autorka przedstawia
W pracy rozwigzywang problematyke naukowo-badawcza, charakteryzuje grupy zwigzkéw
objetych analizg, prezentuje cele, metodyke, uzyskane wyniki i wnioski.
Sadze, ze ze wzgledu na specyfike prowadzonych badant i wynikajgcg z niej koniecznosé
szczegotowego przedstawienia warunkéw i wynikéw prowadzonych rozdziatéw
chromatograficznych, byt to jedyny stuszny wybér., Pozadane bytoby jednak umieszczenie
wspomnianych 4 publikacji w rozprawie.

Czedc teoretyczna pracy okreslona jako ,Czeéé literaturowa” (54 strony), poprzedzona
wykazem skrotéw i oznaczeri (1 strona) przedstawia umiejetnie wyselekcjonowane istotne
informacje dotyczace charakterystyki roslinnych metabolitéw pierwotnych i wtérnych,
a nastepnie charakterystyki fizyczno-chemicznej, znaczenia w zyciu roélin i waloréw
prozdrowotnych badanych zwigzkdw - antocyjandw, betalain, lignandw i neolignanéw. Czyta
sie jg z przyjemnoscia, napisana jest bardzo klarownie.

Cze$¢ eksperymentalna (okredlona jako ,Cze$¢ badawcza” — 60 stron) przedstawia
zastosowang metodyke i wyniki analiz chromatograficznych z klarownym podziatem na analizy
antocyjandw, betacyjandw i neolignandéw. ,Omdwienie wynikdw” prezentuje sie bardzo
atrakcyjnie, dzieki licznym elementom graficznym. Sg to rysunki w liczbie 36 i 24 tabele.
Rysunki obejmuja struktury zwigzkéw, liczne chromatogramy, densytogramy, widma UV-Vis,
widma masowe.

Czes¢ eksperymentalng koriczg rzeczowe (1,5 strony) wnioski, ktére tak naprawde s3
podsumowaniem wynikéw oraz prezentacja ,Osiggnie¢ naukowych” — wykaz czterech
publikacji tematycznie zwigzanych z rozprawag doktorska, ponadto wykaz pozostatych
publikacji_naukowych (7 pozycji) i publikacji konferencyinych z podziatem na postery (7
pozycji) i wystapienia ustne (3 pozycje) oraz inne materiaty konferencyine (2 pozycje). Szkoda,
ze wsrdd publikacji konferencyjnych Autorka nie wyrdznita tych zwigzanych z realizacjq pracy
doktorskiej.

PiSmiennictwo (okreslone jako ,Literatura”), poprzedzone ,Spisem rysunkéw” i ,Spisem
tabel” obejmuje 128 pozycji nawigzujacych tematycznie do réznych aspektéw poruszanych
w pracy. Jest to piSmiennictwo z ostatnich lat, wtasciwie dobrane i trafnie cytowane.

Catos¢ tekstu rozprawy obejmuje tacznie z piémiennictwem 138 stron.

Znaczna objetosé tekstu powoduje zwykle pojawienie sie bteddw stylistycznych i typu
edytorskiego; taka sytuacje mamy réwniez w ocenianej pracy. Btedéw tych zdecydowatam sig
nie wymieniaé. Zwrdce jednak uwage na wybrane przyktady btedéw nomenklaturowych
i drobnych btedéw merytorycznych, ktére wkradty sie w tekst:

- glicerol przemiennie nazywany jest gliceryna;

- kwas solny przemiennie nazywany jest kwasem chlorowodorowym;

- rutozyd przemiennie nazywany jest rutyna;

- galaktany btednie nazwane sg galaktazami;

- biatka o strukturze 1, Il i lll-rzedowej okreslano jako biatka |, Il i lll-rzedowe

- keracyjanina przemiennie nazywana jest kracyjaning.

Inne uwagi dotyczgce niedoskonatosci pracy ograniczaja sig tylko do:

- braku w tytule rozprawy cztonu nawigzujacego do analizowanych neolignanéw;

- braku streszczenia pracy w j. polskim i w j. angielskim;

- braku wnioskéw wynikajgcych z przeprowadzonych badan; cze$¢ pracy zatytutowana
,Whioski”, to jak wspomniano powyzej podsumowanie wynikow;

- umieszczenia w pracy tabel, w ktérych figurujg pojedyncze dane;

- uzywanie nie do kofca poprawnej nomenklatury botanicznej: bez czarny, to botanicznie
poprawnie dziki bez czarny, boréwka to botanicznie poprawnie boréwka czarna.




- merytoryczng, dyskusyjna niedoskonatoscia pracy o innym charakterze jest wybor
analizowanych pigmentéw z grupy antocyjanéw. Czy opierat si¢ on na rzetelnej wiedzy
o sktadzie antocyjanéw w gatunkach roslin objetych analiza, czy wynikat z dostepnosci
substancji wzorcowych? W ramach pracy analizg objeto keracyjaning, ktdéra nie nalezy do
zwigzkéw powszechnie wystepujgcych w $wiecie roslin.

Z badan fitochemicznych Zespotu Katedry i Zaktadu Botaniki Farmaceutycznej UJ-CM
dotyczacych owocéw aronii czarnoowocowej wynika, ze iloéciowo dominujg w nich réine
glikozydowe potaczenia cyjanidyny, glukozyd, galaktozyd i arabinozyd. Moze to byé zacheta
do kontynuacji badarn zaprezentowanych w ramach ocenianej pracy, a takie do ich
rozszerzenia o wymienione, inne glikozydowe pofaczenia cyjanidyny oraz o pochodne
malwidyny, czy petunidyny.

Podsumowuiac, przediozona do recenzji prace oceniam wysoko. Jest ona bogatym
kompendium wiedzy dokumentujgcym mozliwosé wykorzystania réznych klasycznych
i nowoczesnych technik chromatografii cienkowarstwowej w kontroli zawartosci pigmentéw
roslinnych z grupy antocyjanéw i betacyjanin w produktach spozywczych oraz neolignanéw
w suplementach diety. Wyniki pracy bedzie mozna wykorzysta¢ w kontroli jakosci produktéw
spozywczych i/lub suplementéw diety dostepnych na rynku polskim. Opracowana metodyka
oznaczen antocyjanéw bedzie mogta by¢ wzorem do opracowania metodyki uwzgledniajacej
sktad chemiczny leczniczych surowcéw antocyjanowych z zamiarem jej wykorzystania w celu
potwierdzania tozsamosci rodlinnych surowcéw leczniczych i ich standaryzacji.

Uzyskane przez Autorke wyniki badar s3 nowatorskie, posiadajg istotne walory
poznawcze, ale réwnoczesnie potencjalnie aplikacyjny charakter. Wyniki zostaty
opublikowane w formie 4 publikacji w specjalistycznych czasopismach o profilu
chromatograficznym z listy filadelfijskiej o fagcznym wspétczynniku oddziatywania IF = 13,613.
Sg to wystarczajgce argumenty za wyrdznieniem pracy!

Ocena dorobku naukowego :

Mgr Eliza tata jako studentka studiow doktoranckich w zakresie nauk chemicznych
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach jest Wspétautorka az jedenastu oryginalnych publikacji
naukowych. Wszystkie publikacje dotyczg problematyki naukowej z zakresu chemii
analitycznej, w tym szczegdlnie technik chromatografii cienkowarstwowej oraz reakgji
peptydyzacji réznych proteinogennych aminokwaséw.

Cztery oryginalne publikacje zwigzane s3 z realizacja ocenianej pracy doktorskiej. Wyniki pracy
doktorskiej zostaty opublikowane, jak wspomniano powyzej w renomowanych czasopismach
z listy filadelfijskiej, co $wiadczy o wysokim poziomie merytorycznym, oryginalnosci
i atrakcyjnodci uzyskanych wynikéw: s3 to czasopisma: Journal of Chromatography A
(3 publikacje) oraz Journal of Chromatographic Science (1 publikacja). Prace te powstaty w
latach 2017-2020. We wszystkich czterech pracach Mgr E. tata jest pierwszym, giéwnym
Autorem. taczna wartos¢ wspotczynnika oddziatywania tych prac IF wynosi 13,613.

Pozostate prace, nie zwigzane bezposrednio z realizacjg pracy doktorskiej, powstate w latach
2018-2021 zostaty opublikowane w czasopiSmie Reaction Kinetics, Mechanism and Catalysis
(6 prac) oraz w czasopiémie Frontiers in Chemistry. taczna warto$¢ wspétczynnika
oddziatywania tych prac IF wynosi 15,932.

We wszystkich wymienionych 7 publikacjach Mgr Eliza tata jest drugim ze Wspétautoréw. Jej
wspétautorstwo w tych pracach dowodzi zaréwno Jej zainteresowar naukowych, jak i pozycji
w Jednostce, w ktdrej realizowata swojg prace doktorska. Cato$¢ wymienionego dorobku
publikacyjnego to dorobek z okresu zaledwie ok. 5 lat (2017-2021), co $wiadczy o bardzo duze;j
aktywnoséci naukowej Doktorantki. Uzupetnieniem aktywnodci publikacyjnej sy liczne
publikacje konferencyjne, w tacznej liczbie 7 prezentacji posterowych, 3 ustnych i 2 innych,

9




prezentowane na zjazdach krajowych, migdzynarodowych w kraju i zagranicznych (Belgrad - -

2018, 2021 r.).

Imponujacy dorobek naukowy i duza aktywno$é naukowa Pani Mgr Elizy tata wskazujg, ze jest
ona bardzo dobrym Kandydatem do uzyskania stopnia naukowego doktora nauk chemicznych.
Poziom pracy doktorskiej, powodzenie w jej opublikowaniu Doktorantka zawdziecza w duzym
stopniu wysokiej pozycji naukowej P. Prof. dr hab. Mieczystawa Sajewicza — promotora pracy
oraz mozliwosci korzystania z ogromnego doswiadczenia i wiedzy P. Prof. dr hab. Teresy
Kowalskiej — wielkiego autorytetu naukowego, co chciatabym wyrainie podkreslié, nie
umniejszajac rownoczesnie talentu badawczego samej Doktorantki.

Whiosek koncowy
' Biorac pod wuwage przedstawiong powyziej wysoka ocene merytoryczng
i metodologiczng rozprawy doktorskiej oraz bardzo wysoka ocene dorobku i aktywnosci
naukowej, zwracam sie do Rady Instytutu Chemii Uniwersytetu Slaskiego z wnioskiem
o dopuszczenie Pani Mgr Elizy taty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z petnym przekonaniem wnioskujg réwniez o wyrdznienie pracy!

Uzasadnienie wyrdznienia pracy

Oceniana praca doktorska Pani Mgr Elizy tata jest oryginalnym osiggnigeciem Autorki,
posiada liczne elementy naukowej nowosci w zakresie analiz trzech grup zwigzkow -
antocyjandw, betalain i neolignanéw. Wyniki pracy posiadajg nie tylko wartos¢ poznawczg, ale
réwniez potencjalnie aplikacyjny charakter. :
Wyniki pracy zostaty opublikowane w formie 4 publikacji w renomowanych czasopismach
z listy filadelfijskiej — w J. Chromatogr. A (3 publikacje) i w J. Chromatogr. Sci. (1 publikacja)
o tacznym wspétczynniku oddziatywania IF = 13,613, co Swiadczy o wysokim poziomie
merytorycznym prowadzonych badan.

Krakéw, 16.05.2022 r.

KIEROWRNIK ‘
Katedry i Zakladu Botaniki Farmaceutycznej UJ CM

/ Fliev)

prof. dr hab. Halina Ekiert
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