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Wstep

Substancjami pochodzenia roslinnego, ktdre cieszg sie od wielu lat duzym
zainteresowaniem sg metabolity wtorne, stanowigce klase niskoczgsteczkowych zwigzkow
chemicznych pochodzenia naturalnego. Metabolity wtérne w odréznieniu od metabolitéw
pierwotnych (np. ttuszcze, cukry czy aminokwasy), nie sg niezbedne do prawidtowego
przebiegu proceséw zyciowych oraz wzrostu roslin, natomiast mogg posiada¢ unikalne
wiasciwosci przeciwgrzybiczne, przeciwbakteryjne, czy antyoksydacyjne. Poszukiwania tak
waznych z punktu widzenia medycznego, czy farmaceutycznego zwigzkdéw sg dos¢ trudne, ze
wzgledu na skomplikowany charakter i ztozono$¢ matrycy roslinnej. Analiza metabolitow
wtornych wymaga izolacji z matrycy, realizowanej najczesciej na drodze ekstrakcji, czesto w
wysokiej temperaturze. Podwyzszona temperatura moze prowadzi¢ do strat metabolitow,
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badZ otrzymania ekstraktdw o nizszej zawartosci zwigzkéw biologicznie aktywnych. Obecnie
coraz czesciej stosuje sie wspomagane techniki ekstrakcji, ktére z jednej strony skracajg czas
izolacji metabolitéw oraz z drugiej strony wptywajg na efektywnos¢ procesu. Tematyka
zrealizowana w rozprawie doktorskiej przez mgr Matgorzate Guzowska dobrze wpisuje sie
wfasnie w ten obszar badan naukowych. Dotyczy bowiem izolacji lotnych zwigzkdéw
organicznych (LZO) wystepujacych w ciatach oleistych watrobowcéw z zastosowaniem
technik ekstrakcyjnych w réznych wariantach. Przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki
sg aktualne, a zbadanie sktadu chemicznego watrobowcéw pod katem metabolitow
wtérnych w poréwnaniu z innymi roslinami naczyniowymi jest niewystarczajaco zbadane i
opisane w literaturze. Dysertacja wpisuje sie takize w zasady tzw. ,zielonej chemii
analitycznej”, poniewaz Doktorantka w $wiadomy sposéb ograniczyta, badZz dokonata
eliminacji duzych ilosci rozpuszczalnikdw organicznych poprzez zastosowanie ekstrakcji
wspomaganej mikrofalami  (MAE) oraz uzycie mikroekstrakcji do fazy statej (SPME).
Uwazam, ze analityczny wktad pracy mgr Matgorzaty Guzowskiej jest duzy i zwigzany przede
wszystkim z doborem wifasciwej techniki ekstrakcyjnej do izolacji lotnych zwigzkéw
organicznych i poréwnaniem profili LZO otrzymanych dla watrobowcéw gatunku Calypogeia

azurea z zastosowaniem chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC-MS).

Struktura i tres¢ rozprawy doktorskiej

Recenzowana praca mgr Matgorzaty Guzowskiej napisana jest w formie tradycyjnej,
w ktorej wyrdznione zostaty nastepujace czesci: wprowadzenie, cel pracy wraz z
czteropunktowym zakresem badan, opis badan wraz z uzasadnieniem podjetych dziatan, opis
metod badawczych, wyniki i dyskusja, podsumowanie oraz literatura. Cytowana literatura
obejmuje blisko 300 pozycji naukowych, gtdwnie zagranicznych. Ponadto, w przedstawionej
do recenzji dysertacji znalazt sie: wykaz dorobku naukowego, stownik termindéw
biologicznych, ktérego zamieszczenie zdecydowanie utatwito czytanie pracy oraz spis
rysunkéw i tabel. Wykaz dorobku naukowego Doktorantki sktada sie z 2 publikacji
naukowych, ktére ukazaty sie w czasopismie Molecules (IF = 5,581), 3 monografii
pokonferencyjnych i jednego artykutu popularno-naukowego, ktéry zostat opublikowany w
czasopiSmie Laboratorium. Wyniki Doktorantki byty takze prezentowane podczas polskich i

zagranicznych konferencji naukowych.



Wprowadzenie, opis wynikdow wraz z dyskusjg dotyczacy otrzymanych przez
Doktorantke rezultatéw nie budzg wiekszych moich watpliwosci. Podoba mi sie, ze
Doktorantka przedstawita i poddata ocenie wszystkie zastosowane techniki ekstrakcji, takze
te, gdzie wyniki nie byty zadowalajace, jak chociazby w przypadku ekstrakcji
rozpuszczalnikowej ciato state-ciecz (SLE).

W czes$ci wprowadzajacej do tematyki badan, znalazty sie szczegétowe informacje na
temat tego gatunku, omdwione zostaty roslinne metabolity wtérne i wptyw czynnikéw
srodowiskowych na lotne zwigzki organiczne oraz techniki ekstrakcyjne w rdéznych
wariantach, ktére mogg znalezé zastosowanie do izolacji zwigzkéw zawartych w materiale
botanicznym. Ta cze$¢ rozprawy jest dobrym wprowadzeniem do czesci eksperymentalnej.
Cel gtéwny badan zostat sformutowany jasno i dotyczyt wskazania najlepszej techniki
ekstrakcyjnej do izolacji LZO zgromadzonych w ciatach oleistych watrobowcéw z gatunku
Calypogeia azurea. Oprécz celu gtéwnego w rozprawie znalazty sie takze zadania badawcze,
w sktad ktorych weszty: analizy LZO i wptyw czynnikdw $rodowiskowych oraz warunkéw
przechowywania prébek botanicznych na ich sktad oraz badania wybranych metali waznych z
punktu widzenia fizjologicznego i toksycznego w materiale roslinnym.

W czesci doswiadczalnej, dotyczacej opisu prowadzonych eksperymentéw, szczegdlng
uwage zwrécono na techniki ekstrakcyjne, ich zastosowanie, charakterystyke i poréwnanie w
odniesieniu do LZO obecnych w komdrkach watrobowcow. Wazinym elementem jest
zastosowanie analizy statystycznej do oceny rdéznic w izolacji lotnych zwigzkdéw organicznych
z uzyciem konwencjonalnej ekstrakcji ciecz-ciecz, po bardziej zaawansowane techniki
ekstrakcyjne. Do identyfikacji sktadnikéw zastosowano widma mas zwigzkdw znajdujgce sie
w takich bibliotekach widm, jak np. : NIST 2014, NIST WebBook, czy Adams Library 4.0 oraz
wielkos$¢ retencyjng, ktéra umozliwia identyfikacje sktadnikdw chromatografowanych, jaka
jest indeks retencji Kovats’a. Wyniki analiz lotnych zwigzkéw organicznych zestawiono w
tabelach, gdzie w oparciu o metode normalizacji wewnetrznej obliczono ich zawartosci

procentowe.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej
Za najbardziej warto$ciowe w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej uwazam:

e dokonanie wyboru najlepszej, bezrozpuszczalnikowej techniki izolacji LZO



z materiatu roslinnego, jaka okazata sie mikroekstrakcja do fazy statej (SPME),
opracowanie procedury analitycznej oznaczania LZO w prébkach watrobowcéw,
zbadanie wptywu czynnikdw abiotycznych na zawartos¢ lotnych zwigzkéw
organicznych w komérkach watrobowcow,

podjecie sie wyjasnienia, jak warunki srodowiskowe, sezonowos¢ pobierania probek

i ich przechowywanie wptywajg na zawartosci LZO.

Uwagi

Recenzent poza oczywistym podkresleniem waloréw i zalet pracy ma takie

obowigzek wskazania pewnych niedociaggnie¢, uwag i postawienia pytan.

Wsrod niedociggnieé¢ w pracy, uwag dyskusyjnych, merytorycznych trzeba

wymienic:

1.

btedne sformutowania, np. na str.19 ,,... dzieki chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrem mas”, jesli piszemy o technice to raczej powiemy chromatografii
gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas,

w moim odczuciu cze$é botanicznego opisu na temat watrobowcdw powinna by¢
znacznie mniej rozbudowana, cho¢ wdzieczna jestem za stownik termindéw

biologicznych, ktéry znacznie utatwit czytanie pracy,

. jesli faktycznie sktadniki zawarte w watrobowcach np. LZO mogg petni¢ funkcje

prozdrowotne, to moje obawy budzi mozliwos¢ sprawdzenia, czy faktycznie mamy do
czynienia z gatunkiem opisanym w dysertacji, czyli Calypogeia azurea, skoro jak
napisano m.in. na str. 8 moze wystgpi¢ ktopot z rozdzieleniem materiatu
botanicznego, ze wzgledu na fakt, ze kilka gatunkéw rosnie razem,

trudno bedzie pozyskac na wiekszg skale materiat do badan, ze wzgledu na specyfike
gatunku, a skoro wystepujg takie trudnosci to, jak Pani widzi dalszy potencjat swoich
wynikéw badan?

Na jakiej podstawie przypuszcza Pani, ze watrobowe mogg byc¢ uzyte jako potencjalne
bioindykatory ? Jedno z kryteriow wykorzystania danego gatunku jako biowskaznika
mowi miedzy innymi o jego biodostepnosci i wyborze gatunku, ktérego rozpoznanie
nie budzi watpliwosci,

co rozumie Pani pod pojeciem wyspecjalizowane metabolity ? (str. 43),



7. Kilka razy zostato uzyte w pracy stowo artefakt, np. str. 91, jak Pani rozumie jego
znaczenie w kontekscie tych badan?

8. W przypadku technik ekstrakcyjnych czesto sprawdza sie nie tylko efektywnos¢ danej
techniki pod katem izolacji analitdw z matrycy, ale takze sprawdza sie rézne warianty
mieszanin rozpuszczalnikédw, chciatabym pozna¢ Pani opinie w kontekscie

przeprowadzonych w rozprawie eksperymentéw.

Podsumowanie recenzji

Stwierdzam, ze mgr Matgorzata Guzowska wykazata sie wiedzg w aktualnej tematyce
bedacej przedmiotem rozprawy doktorskiej, a wskazane w recenzji uwagi nie umniejszajg
wartosci dysertacji.

Praca spetnia warunki okres$lone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (aktualne odniesienie do aktu prawnego - tekst jednolity: DzU

22022 r. poz. 574 z pdin. zm.).

Whniosek konncowy

Podsumowujac, recenzowana rozprawa mgr Matgorzaty Guzowskiej zatytutowana
,Dobdr technik ekstrakcyjnych do okreslenia wptywu czynnikéw Srodowiskowych na
metabolizm watrobowcdw na przyktadzie gatunku Calypogeia azurea” spetnia wymogi
stawiane pracom doktorskim, wnosze o dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapdéw

przewodu doktorskiego.
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