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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Soni Pielorz pt.: ,,Oznaczenia ilosciowe polifenoli i barwnikow
w wybranych matrycach analitycznych z zastosowaniem spektroskopii oscylacyjnej”

Rozprawa doktorska Pani mgr. Soni Pielorz zostata zrealizowana w Zespole Chemometrii i
Spektroskopii Stosowanej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Promotorem pracy jest dr
hab. Sylwester Mazurek. Tematyka pracy wpisuje sie w gtdwny nurt badar zespotu, ktérego wiele
publikacji dotyczy badan materiatdw pochodzenia naturalnego za pomocg oscylacyjnych metod
spektroskopowych potgczonych z analizg chemometryczna.

Badanie sktadu ztozonych produktéw pochodzenia naturalnego stanowi duze wyzwanie.
Zazwyczaj wymaga uzycia wielu metod badawczych zaréwno typowo analitycznych jak i
spektroskopowych. Badania te sg szczegdlnie wazne w przypadku materiatéw wykorzystywanych jako
surowce do produkcji lekow, suplementéow diety, kosmetykéw lub produktéw dopuszczonych do
sprzedazy spetniajgcych wymagania dotyczace zywnosci. Analizy jakosciowe i ilosciowe surowcow
umozliwiajg np. potwierdzenie Zrédta pochodzenia produktu, ich jakos¢ lub préby fatszerstwa.
Najczesciej analizy zwigzkéow aktywnych obecnych w produktach roslinnych wykonuje sie metoda
chromatograficzng. Wymaga to przeprowadzenia wczesniejszej ekstrakcji interesujgcych zwigzkow.
Jest to proces ztozony i obarczony wieloma niewiadomymi np. wptywem rozpuszczalnika i temperatury
na badane skitadniki. Dlatego tez poszukuje sie metod badawczych mniej inwazyjnych, ktére
umozliwiajg szczegotowq analize grup zwigzkéw w ich naturalnych matrycach. Duze znaczenie w takich

badaniach ma uzycie metod spektroskopowych potgczonych z elementami statystyki matematycznej,
czyli chemometrii.

Celem pracy Pani Soni Pielorz jest opracowanie procedur oznaczania zawartosci zwigzkéw
polifenolowych i barwnikéw w produktach naturalnych, spoizywczych i farmaceutycznych przy
zastosowaniu spektroskopii oscylacyjnej w potgczeniu z chemometryczng analiza danych. Zawezajac
szeroki cel pracy Doktorantka skupita sie na wybranych produktach naturalnych tj. zielu czystka, kory i
lisciach topoli, ziemniakach o fioletowym zabarwieniu migzszu oraz pytku pszczelim. Dodatkowo
analizujac 8 preparatéw medycznych zbadata szczegdtowo luteine — zwigzek z grupy karotenoidow
wykorzystywany powszechnie w preparatach poprawiajgcych widzenie. W ramach zaplanowanej pracy
Doktorantka opracowata takie sensor pH z wykorzystaniem widm Ramana wodnych roztworéw
barwnikow azowych.
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Cel pracy pomimo jego ogdélnosci nalezy uzna¢ za sformutowany poprawnie. Zawezajgc cel
badarh Autorka mogta jedynie szerzej uzasadni¢ wybér akurat tych preparatéw do szczegétowych
badan.

Przedstawiona do oceny praca ma ukfad tradycyjny. Pierwszym rozdziatem jest wstep
obejmujacy zaréwno oméwienie chemometrycznej analizy danych oraz technike wygtadzania widm.
W nastepnym podrozdziale Autorka omawia w sposdb rozszerzony algorytmy uczenia maszynowego i
ich zastosowanie w statystycznej analizie chemometrycznej. W kolejnym podrozdziale Doktorantka
omawia zastosowane w pracy metody pomiarowe skupiajac sie gtéwnie na réinych metodach
wykorzystywanych w spektroskopii IR, a wiec techniki odbiciowe (DRIFTS oraz ATR) oraz spektroskopig
Ramana. Opisy te sg doé¢ skrétowe i brakuje w nich np. poréwnania regut wyboru determinujgcych
obserwacje eksperymentalng pasm w spektroskopii IR i Ramana. Dodatkowo w rozdziale tym znajduja
sie bardzo krétkie opisy metod fluorescencyjnych, chromatografii cieczowej oraz spektroskopii UV-VIS.

Ciekawszg czeécig wstepu jest zebrana przez Doktorantke charakterystyka badanych zwigzkow
obejmujaca polifenole, barwniki organiczne, flawonoidy, karotenoidy a takze bardzo bogaty przeglad
juz uzyskanych badan spektroskopowych dotyczacych analizy polifenoli i flawonoidéw. Rozdziat koriczy
opis wiasciwoséci barwnikéw azowych. Doktorantka w tej czesci pracy zachowata réwnowage
pomiedzy zwieztoécia opisu i iloscig informacji potrzebnych do zrozumienia wynikéw zamieszczonych
w dalszej czesci pracy. Jedynym mankamentem dostrzezonym w tej czesci pracy jest stosowanie np. w
opisach rysunkéw 12 i 16 terminu struktura w odniesieniu do schematycznych wzoréw strukturalnych
prezentowanych w pracy zwigzkéw chemicznych. Termin struktura w moim przekonaniu powinien by¢
uzywany do rysunkéw przedstawiajacych rzeczywiste rozmieszczenie atoméw w przestrzeni.

Rozdziat poéwiecony wynikom i ich dyskusji otwiera opis uzytych metod pomiarowych.
Doktorantka opisuje w nim wszystkie uzyte metody pomiarowe oraz szczegétowo opisuje proces
przygotowywania probek. Wiadomosci zawarte w tej czesci pracy nalezy uzna za wyczerpujace.
Jedynie na stronie 53 w opisie detektora CCD zabrakto doprecyzowania, ze do chtodzenia detektora
uzyto ciektego azotu (w tekscie jest tylko informacja o azocie). Takze nieprecyzyjnie Autorka pisze o
szerokoéci jednej szczeliny majac na pewno na mysli szczeliny: wejsciowg i wyjsciowq.

Wyniki badari przedstawiono w rozdziale czwartym pracy. Pierwszym z badanych materiatéw
byt czystek szary. Ziele czystka wykazuje dziatanie przeciwzapalne, przeciwbakteryjne,
przeciwwirusowe, przeciwutleniajgce a nawet przeciwnowotworowe. Aktywnos¢ biologiczna tego
materiatu wynika z obecnosci polifenoli i flawonoidéw. Wiasnie te sktadniki staty sie przedmiotem
badan Doktorantki. Ciekawe jest, ze wedtug danych literaturowych ogromne znaczenie, jeéli chodzi o
zawarto$¢ substancji czynnych ma pochodzenie geograficzne probek. Poziom zwigzkow
polifenolowych moze rézni¢ sie badanych probkach o kilkaset procent. Autorka dokonata szczegotowe]
analizy widm Ramana, ATR oraz NIR mierzonych dla czystka oraz wybranych sktadnikow.
Przeprowadzita tez analize chemometryczng dla badanego materiatu. Za ciekawy wniosek nalezy uznac
spostrzezenie Doktorantki o tym, ze najnizszy btad RSEP dla oznaczer flawonoidéw notowany byt w
przypadku analizy widm Ramana, wieksze btedy notowano w przypadku widm ATR i NIR. Potwierdza
to najwyiszy potencjat techniki Ramanowskiej w analizie tego typu danych. Autorka zauwaza takze ze
~podejécie na bazie zoptymalizowanych zakreséw widmowych zaowocowato bardziej wiarygodnymi
modelami ilociowymi w porédwnaniu z tymi, skonstruowanymi dla catych zakreséw spektralnych”. Nie
wyjasnia jednak, dlaczego tak sie dzieje? Jako drobne potkniecie redakcyjne w tym rozdziale nalezy
uzna¢ odniesienie do rozdziatu nr 4.1.5 (strona 59, podczas gdy rozdziat 4.1 nie ma ponumerowanych
podrozdziatow.
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Badanie kory i lisci topoli stanowi temat nastepnego rozdziatu pracy doktorskiej. Materiat ten
od wielu lat znany jest jako naturalne Zrédto salicylanéw oraz flawonoidéw. Wéréd tych ostatnich
najliczniejszg grupe stanowig garbniki wykazujace wiele ciekawych wiasciwosci. Doktorantka zmierzyta
widma oscylacyjne (DRIFTS, ATR, Raman) réznych prébek topoli. Na podstawie analizy widm uznata, ze
ich podstawowym skfadnikiem budulcowym s3 polisacharydy. Na dowdd tego zidentyfikowata jako
najintensywniejsze pasma odpowiadajagce drganiom grup CO fragmentdw szkieletéw
polisacharydowych (w zakresie 1185-900 cm™). Autorka zaznacza, e ,udziat spektralny
polisacharydéw w widmie Ramana kory i lisci jest trudno dostrzegalny, widoczne jest tylko szerokie
pasmo drgan rozciggajacych C-H”. Nie stawia jednak hipotezy, dlaczego tak sig dzieje?

Nalezy podkresli¢, ze zawartoé¢ flawonoidéw w badanym materiale wynosita od 0.1 do 1.8%.
Autorka stusznie zauwaza, ze tak niska zawarto$¢ badanych zwigzkéw stanowi wyzwanie dla badacza
a mozliwo$¢ modelowania ich na bazie danych widmowych z btedami wyraznie ponizej 10% nalezy
uzna¢ za sukces. Nalezy podkreéli¢ ze w ramach przeprowadzonych badar uzyskano modele o znacznie
lepszej jakosci z btedami oznaczeri mniejszymi nawet o rzad wielkosci w poréwnaniu z danymi
literaturowymi.

Kolejnym produktem, ktérym zajmowata sie Doktorantka byly bulwy ziemniaka o barwnym
migzszu. Za barwe tych ziemniakéw odpowiadajg pochodne glikozydéw acyloglikozydowych
(pelagroidyna oraz petunidyna). Na podstawie analizy widm oscylacyjnych Autorka ustalita ze
dominujacym sktadnikiem akumulowanym w bulwach ziemniaka jest skrobia. Drganiom szkieletu
skrobi przypisata najbardziej intensywne pasma wystepujgce w widmach Ramana przy 480 cm™.
Dodatkowo do charakterystyki badanego materiatu wykorzystano spektroskopie fluorescencyjng. Ze
wzgledu wystepowanie w widmach EEM szerokich pasm Doktorantka wykorzystata w analizie widma
réznicowe, pokazujace zmiany wzglednych intensywnosci i potozenia poszczegélnych sygnatow.
Analiza zarejesrtowanych widm liofilizatéw wykazata, ze spektroskopia ramanowska jest najbardziej
uzyteczng technika pozwalajgca na konstrukcje realnych modeli kalibracyjnych do oznaczen zawartosci
flawonoidow oraz aktywnosci przeciwutleniajgcej.

Kolejnym etapem pracy Doktorantki byta analiza karotenoidow w pytku pszczelim. W tym
przypadku réwniez zarejestrowano widma Ramana, ATR oraz NIR. W widmach Ramana Doktorantka
zaobserwowata pasma mogace pochodzi¢ od biatek, cukréw, lipidéw, karotenoidéw oraz flawonoidéw.
Autorka pisze (strona 85) ze miata problemy uzyskaniem odpowiedniej wilgotnosci probek (ponizej
6%). Z jednej strony nie powinno to mie¢ duzego wptywu na rejestrowane widma Ramana, jednak
nalezatoby w takim wypadku rozwazy¢ prace z uzyciem ,dryboxu”. Niedopatrzeniem jest takze brak
cytowania dotyczacy obserwowanego w widmach (pasma przy 2985 i 2855 cm™) rezonansu Fermiego.
Autorka nie precyzuje takze czy rezonans ten obserwowany jest takze w widmach IR. Nie jest takze
jasne, dlaczego na rysunku 41 niektére widma Ramana majg znacznie podniesiong linig bazowgq. Jednak
analiza PCA widm Ramana prowadzi do ciekawych wnioskéw. Wykres rozktadéw cech PC1/PC2
wyraZnie grupuje probki ze wzgledu na zawartos¢ karotenoidéw oraz zabarwienie wyizolowanych
frakcji pytkéw. Taki podziat jednoznacznie potwierdzit, ze zawarto$¢ karotenoidow w znacznej mierze
determinuje kolor granulatéw. Innymi barwnikami wptywajgcymi na kolor frakcji sg antocyjany. Uzycie
tej samej metody (PCA) dla widm ATR oraz NIR nie pozwolito na uzyskanie wyraznego grupowania
barwnych frakcji pytkdw pszczelich. Ciekawym wydaje sie takze spostrzeienie, ze na bazie
modelowania PLS i rozktadu pasm drgan rozciagajacych C-=C w widmach Ramana mozna potwierdzi¢
dominujacy wkitad B-karotenu w catkowitej zawartosci karotenoidéw obecnych w pytkach pszczelich.

Ze wzgledu na powszechne zastosowania luteiny w preparatach leczniczych wykorzystywanych
w okulistyce nalezy uznaé rozdziat po$wigcony badaniom tej substancji za bardzo ciekawy. Luteina
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nalezy do grupy ksantofili o charakterystycznej zottej barwie. Wiasnie dzigki tej barwie i zdolnosci
odktadania sie w plamce oka moze by¢ uzywana jako naturalny filtr Swiatta niebieskiego. Doktorantka
przeprowadzita analizy dla wybranych oémiu preparatéw luteiny o réinej jej zawartosci. W
zmierzonych widmach Ramana oraz ATR Doktorantka obserwowata charakterystyczne pasma
zwigzane z draniami charakterystycznymi czasteczki luteiny (min. silne pasma pochodzace od drgan
rozciagajacych grup karbonylowych). Na podstawie opracowanych przez Autorke modeli regresyjnych
oszacowano wartoséci btedéw ponizej 3.3 i 4.2%. Oznaczone zawartosci luteiny w badanych
preparatach byly zgodne z wynikami analiz referencyjnych. W rozdziale tym pojawiajg sie btedy
edycyjne. Na stronie 100 prezentowane s wzory strukturalne luteiny oraz jej stereoizomeru
zeaksantyny. Wzory te powinny by¢ przedstawione w sposob pokazujacy réznice w ich budowie. Na
stronie 102 Autorka pisze: ,obecne w widmie wzorca, przypisuje sie rozcigganiom grup C=0". W
poprawne]j wersji Doktorantka powinna méwi¢ o drganiach rozciggajacych grupy C=0.

Ostatni rozdziat dotyczy oznaczania pH roztwordw barwnikéw azowych. Doktorantka wpisuje
sie tutaj w S$wiatowy trend poszukiwania nowych sposobéw oznaczern pH, ktére moina
zaimplementowac¢ np. do monitorowania postepu reakcji chemicznych lub do monitorowania zmian
pH w materiatach biologicznych. Autorka zbadata cztery roztwory o réinym stezeniu jonéw H*
barwnikéw, dla ktérych zmierzyta widma Ramana a takze widma UV-VIS. W widmach tych
obserwowata min. zmiany potozenia pasma absorpcyjnego pochodzacego od przejsc elektronowych n-
n* pochodzacych od sprzezonych uktadéw podwdjnych. Wzrost pH skutkowat w tym wypadku
przesunieciem w strone krétszych fal, bez straty intensywnosci. Dodatkowo Doktorantka umiejgtnie
zastosowata obliczenia DFT dla rozstrzygniecia, ktéry konformer jest najstabilniejszy. Na podstawie
tych badan wykazata, ze najbardziej stabilnym konformerem jest ten, w ktérym protonowana grupa
azowa tworzy wigzanie wodorowe z grupg karbonylowa. Wykazata réwniez ze w srodowisku silnie
kwasowym badane zwigzki wystepuja w postaci anionéw 2~ (azorubina, czerwien allura) lub 3
(czerwien koszenilowa, tartrazyna) o tadunku ujemnym zlokalizowanym w obrgbie grupy SOs™ oraz
protonowanej grupy azowe;j.

Prace koriczy rozdziat piaty zawierajacy wnioski a takze obszerny spis literaty zawierajgcy 253
pozycje. Praca jest napisana poprawnym i zrozumiatym jezykiem. Nieliczne biedy redakcyjne nie
wplywajg na jakos$¢ odbioru przedstawianych tresci. Uzupetnieniem pracy jest bogaty dodatek
zawierajacy wiele ciekawych informacji. Podsumowujgc nalezy uznac, ze cel pracy zostaf osiggniety a
prezentowane wyniki s3 wartoéciowe i $wiadcza o dojrzatosci naukowej Autorki.

Dorobek publikacyjny Doktorantki stanowig cztery prace zwigzane z przedstawiong dysertacjg
oraz jedna niewchodzaca w sktad rozprawy doktorskiej. Wszystkie prace zostaty opublikowane w
czasopismach z listy filadelfijskiej. Podkresli¢ takze nalezy aktywny udziat Doktorantki w licznych
konferencjach naukowych.

Nie mam zadnych watpliwosci, ze przedstawiona do oceny praca speinia wymagania
zwyczajowe oraz ustawowe. Na podstawie przedstawionej do oceny rozprawy uwzgledniajgc ustawe z
dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce wnosze o dopuszczenie Doktorantki do

dalszych etapdw postgpowania. ‘
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