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Recenzja
pracy doktorskiej pani mgr Soni Pielorz
pt. ,,Oznaczenia ilo$ciowe polifenoli i barwnikéw w wybranych matrycach analitycznych

z zastosowaniem spektroskopii oscylacyjnej”

Praca doktorska pani mgr Soni Pielorz zostala wykonana w Zespole Chemometrii i
Spektroskopii Stosowanej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego pod kierunkiem
pana dr hab. Sylwestra Mazurka, prof. UWr. W pracy podje¢ta jest tematyka sposobow
zastosowania spektroskopii oscylacyjnej do doglgbnej analizy wybranych materialéw
roslinnych.

Temat ten wpisuje si¢ w systematyczny program badawczy, w ktdry zaangazowany
jest pan dr hab. Sylwester Mazurek, promotor pracy doktorskiej. Tematyka pracy jest istotna
ze wzgledu na trendy obserwowane na §wiecie, na stale zainteresowanie jakoscig zywnosci i
sktadu naturalnych produktéw, opartych na bazie $rodkéw roélinnych, ze wzgledu na ich
wplyw na zdrowie.

Problemy, ktérych dotyczy praca, to zlozone zagadnienia eksperymentalne oraz ich
nowoczesna analiza ilosciowa, wykorzystujaca metody chemometryczne.

Doktorantka zarysowata cel pracy, ktérym bylo opracowanie strategii w oznaczeniu
zawarto$ci zwigzkéw polifenolowych i barwnikéw w produktach naturalnych na przykladzie
badanych materialéw biologicznych. Doktorantka badala: ziele czystka szarego, kore i liscie
topoli, ziemniaki o fioletowym zabarwieniu miazszu, pylek pszczeli, oraz wybrang grupe
barwnikéw. Jako narzedzie pomiarowe shuzyly metody spektroskopii oscylacyjnej. Material
eksperymentalny stanowil baze do opracowania przez Doktorantke¢ modeli ilosciowych, ktére
ocenila przeprowadzajac ich walidacje. Oznaczyla w badanych produktach zawartos¢
polifenoli, flawonoidéw i karotenoidéw. Przedstawicielem karotenoidéw, luteina, zajela si¢
doglebniej. Zawartos$é luteiny, oszacowala w 8 srodkach farmaceutycznych dostgpnych w
formie kapsulek. Opracowala rowniez sensor pH z wykorzystaniem widm Ramana wodnych

roztwordéw czterech barwnikéw azowych.




Praca zostala podzielona na 5 rozdzialéw, z ktérych pierwszy — wprowadzenie — w
kolejnych podpunktach przedstawia metody chemometrycznej analizy danych. Autorka
wspomina, ze genez¢ metody nalezy datowaé na poczatek XX wieku. Rozwdj metody
przebiegal bardzo dynamicznie w zwiazku z powigkszaniem mocy obliczeniowe;
komputeréw. Dlatego przy wykorzystaniu metod statystycznych chodzilo o zbudowanie
modelu o mniejszej ilosci wymiaréw wzglgdem wielowymiarowych danych pomiarowych. W
przedstawianej pracy szczegélnie istotne sa zagadnienia zwiazane z klasyfikacja obiektéw i
analizg ilo$ciowa.

Zastosowanie metod chemometrycznych nie ogranicza sig, jak podkresla w pracy pani
mgr Pielorz tylko do zagadnien obliczeniowych. Do poprawnej analizy konieczne jest
wlasciwe zaprojektowanie eksperymentu badawczego. Doktorantka wyjasnia formalizm
stosowany do zapisu mierzonych widm oscylacyjnych, w formie macierzy kolumnowej. Dla
szeregu probek widma sa transponowane do postaci wierszowej i przedstawiane w postaci
macierzy danych X. Aby ujednolici¢ charakter danych wejsciowych macierze danych
poddawane sa korektom ze wzgledu na multiplikatywno$¢ i addytywnos¢ efektow
rozproszenia oraz przesunigé linii bazowej. Do korekcji wstgpnych nalezy tez centrowanie,
skalowanie (przedzialowe lub autoskalowanie). Doktorantka prezentuje réwniez metody
wygladzania widm stosujac metode Savitzky'ego-Golaya, dopasowania wielomianéw k-tego
stopnia metoda najmniejszych kwadratéw, lub metod¢ Fouriera.

W tym miejscu Autorka charakteryzuje metody wielowymiarowej analizy danych.
Nalezy do nich analiza gtéwnych sktadowych (PCA) klasyfikowana jako metoda uczenia bez
nadzoru. Graficzna prezentacja rozkladu PCA jest bardzo czytelna, gdyz umozliwia
wizualizacje zlozonych danych w mniejszej liczbie wymiaréw. Inng technika jest analiza
skupien, ktora dzieli zbiér danych na tzw. klastry, ze wzgledu na malejace podobiefistwo
miedzy obiektami. Doktorantka rozwaza takze metody uczenia z nadzorem, metod¢ K-
najblizszych sasiadow (K-Nearest Neighbors), klasyczng metodg czastkowych najmniejszych
kwadratow CLS (Classical Least Squares), odwrotng metod¢ najmniejszych kwadratow ILS (
Inverse Least Squares) oraz metod¢ czastkowych najmniejszych kwadratéw PLS (Partial
Least Squares).

Nastepnie wskazala, ze miarg dopasowania rzeczywistych wartosci oznaczanego
parametru i przewidywanych na podstawie modelu, sa wspélczynniki korelacji r i
determinacji r*. Omo6wila sposoby oceny zdolnosci przewidywania prébek o nieznanej
wartosci parametru przez wybrany model kalibracyjny. Pojawiaja si¢ tu metody walidacji

krzyzowej (Cross-validation), z jej oceng przez $redni kwadratowy blad przewidywania




RMSECV (Root Mean Square Error of Prediction), modelowanie PLS z ustaleniem
optymalnej liczby czynnikéw LV (Latent Variable), poprzez wyznaczenie sumy kwadratow
bledow przewidywania PRESS (Predicted Residual Error Sum of Squares). Zdolno$¢
prognostyczng modeli regresji okresla wartos¢ wzglednego standardowego bledu
przewidywania RSEP (Relative Standard Error of Prediction). Selekcje zmiennych
wspomagaja wykresy projekcji waznos$ci zmiennej VIP Scores (Variable Importance in
Projection) oraz wykresy fadunkéw. Doktorantka wszystkie te metody systematycznie i jasno
przedstawita co stanowilo dobry wstep do dalszych analiz i dyskusji.

Po czgéci wprowadzajacej nastgpuje w Rozdziale 2 przedstawienie szeregu metod
pomiarowych, ktére Autorka wykorzystala w badaniach, tj. techniki spektroskopii w zakresie
podczerwieni (IR), spektroskopi¢ Ramana, elektronowa spektroskopi¢ absorpcyjna,
spektrofluorymetrie, oraz wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa sprzgzong ze
spektrometrig mas.

W rozdziale 3 przedstawiona jest charakterystyka grupy badanych zwigzkow,
polifenoli i barwnikow organicznych. Te ostatnie naleza do barwnikéw naturalnych
(karotenoidy, flawonoidy) lub syntetycznych (zwigzki azowe). Wszystkie analizowane
zwigzki sa biologicznie czynne. Doktorantka przedstawila przeglad literatury, w formie
przejrzystych, syntetycznych tabeli, zastosowania spektroskopii oscylacyjnej w analizie
polifenoli i flawonoidéw, oraz zastosowania spektroskopii oscylacyjnej w analizie
karotenoidow. W rozdziale tym sa réwniez scharakteryzowane analizowane barwniki azowe
oraz ich wlasciwosci, takze pod wzgledem zastosowania.

Rozdzial 4 stanowi czg¢$¢ doswiadczalng pracy, Autorka rozpoczyna od podania
okreslonych, ustalonych warunkéw pomiarowych stosowanych w ramach kazdej z technik
pomiarowych. Parametry pomiarowe musialy by¢ ustalone niezaleznie dla kazdego badanego
uktadu. Dla pomiaréw widm ramanowskich podala dopasowang moc lasera i liczbe
kumulowanych widm tak, aby uzyska¢ widma o satysfakcjonujagcym stosunku sygnatlu do
szumu (S/N). Doktorantka rejestrowala widma w zakresie podczerwieni wykorzystujac
techniki ATR (Attenuated Total Reflectance) i DRIFTS (Diffuse Reflectance Infrared Fourier
Transform Spectroscopy), podata tez parametry tych pomiaréw. Autorka podala réwniez
warunki pomiarowe przy rejestrowaniu widm UV-Vis oraz w metodzie synchronicznej
spektroskopii fluorescencyjnej SFS ( Synchronous Fluorescence Spectroscopy).

Doktorantka przekazala, ze oznaczenia referencyjne calkowitej zawartosci zwigzkow
polifenolowych, TPC (Total Polyphenolic Content), flawonoidéw, TFC (Total Flavonoids
Content) oraz aktywno$¢ przeciwutleniajacqa FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)




zostaly przeprowadzone zgodnie z normami i procedurami obowiazujacymi w laboratoriach
Uniwersytetu Medycznego i Przyrodniczego we Wroctawiu. Analizy profilu karotenoidowego
w pylku pszczelim zostaly wykonane na Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroclawiu.
Referencyjng warto$¢ stezenia wyrazono w miligramach API (Active Pharmaceutical
Ingredient) na gram suchej masy pytku, natomiast zawarto$¢ luteiny wyrazono w miligramach
API na kapsutke.

Przy analizie danych Doktorantka wykorzystala oprogramowanie Matlab oraz
TurboQuant Analyst (Thermo Scientific). W metodach PCA i PLS zastosowala centrowanie
danych. Przy konstrukcji modeli na bazie widm IR wykorzystala korekt¢ danych MSC i SNV.
Do optymalizacji zakresow spektralnych modeli PLS zastosowala wykresy projekcji
zmiennych (VIP).

Rozdzial 4 prezentuje wyniki kompletnej analizy badanych preparatow. Kazda probka
czystka, a material badawczy stanowilo 50 probek, zostala przygotowana do analizy
spektroskopowej i referencyjnej. Analiza spektroskopowa polegala na wykonaniu widm
ramanowskich, ATR-IR oraz NIR. Metode PCA zastosowano dla danych spektralnych po
korekcie linii bazowej ze wzgledu na fluorescencje. Doktorantka zauwazyla ze zmienno$é
spektralna byla zwiazana glownie z obecnoscia w materiale zwigzkéw polifenolowych.
Stworzyla modele kalibracyjne dla oznaczenia zawartosci TPC na podstawie widm Ramana,
ATR-IR oraz NIR, charakteryzujac je precyzyjnie w pracy. Skonstruowala takze modele dla
oznaczenia zawartosci TFC. Doktorantka zauwazyla, ze korelacja migdzy zawartoscig TPC i
TFC wskazuje na stosunkowo wysoki udzial polifenoli nieflawonoidowych. Modele
regresyjne dla oznaczen TFC byly lepszej jakosci niz te skonstruowane dla TPC. Najnizsze
bledy RSEP dla oznaczen TPC, i takze TFC, stwierdzono dla modelu opartego na danych
ramanowskich. _

Zarejestrowane widma Ramana, ATR i NIR suszu i analizy referencyjne postuzyly do
oznaczenia aktywnosci przeciwutleniajacej FRAP, dla ktérych opracowala modele
kalibracyjne PLS. Doktorantka stwierdzila, ze najwyzsza wartoscia wspoélczynnika rcy
charakteryzowat si¢ model opracowany dla danych ATR, za$§ najnizsze bledy RSEP
otrzymano dla modeli opartych na danych Ramana.

Nastepny material roslinny Doktorantka pozyskala z kory i liSci réznych gatunkéw i
hybryd topoli, badata material 105 probek kory i 80 probek lisci. Caltkowita, referencyjna
zawartos¢ flawonoidébw (TFC) w korze 1 lisciach topoli zostala oznaczona
spektrofotometrycznie. Dla tego materialu zostaly wykonane widma ramanowskie, ATR-IR,
DRIFTS-MIR oraz DRIFTS-NIR. Po analizie widm oscylacyjnych Doktorantka omdéwita




analiz¢ chemometryczng. Dla kazdego rodzaju materialu roslinnego, ze wzglgdu na réznice
skladu chemicznego lisci i kory i uzyte techniki pomiarowe zostaly skonstruowane osobne
chemometryczne modele jakosciowe i ilosciowe. TFC w lisciach topoli oznaczono z
najnizszymi wartosciami RSEP dla danych NIR. Bledy oznaczen ilosciowych TFC w
probkach kory byly najnizsze w przypadku modelowania z wykorzystaniem widm Ramana.
Parametry modeli PLS dla oznaczen TFC w liSciach i korze topoli sg przejrzyscie
przedstawione w tabeli.

W analogicznym schemacie przebiegaly badania zawartoéci TPC w ziemniakach o
czerwonym i fioletowym miazszu. Material biologiczny otrzymany byt z 35 odmian
ziemniakoéw o czerwonym i fioletowym miazszu. Analizy referencyjne catkowitej zawartosci
polifenoli (TPC) oznaczono spektrofotometrycznie dla ekstraktow z probek liofilizowanych
ziemniakéw. Analiza widm FT-Ramana, ATR-IR, NIR zostala wzbogacona o widma
fluorescencyjne. Na podstawie zebranych widm oraz wynikéw analiz referencyjnych dla
probek liofilizowanych ziemniakéw Autorka skonstruowala modele kalibracyjne dotyczace
oznaczenia zawartosci polifenoli i aktywnosci przeciwutleniajacej ABTS. Takze dla tego
materiatu spektroskopia ramanowska byla najlepsza technika pozwalajaca na konstrukcje
wydajnych modeli kalibracyjnych do oznaczen TPC i aktywnos$ci przeciwutleniajace;j.

Nastepnym zagadnieniem, ktéry podjela mgr Pielorz byla analiza karotenoidéw w
pylku pszczelim. Badania przeprowadzita dla 21 rodzajow materialu wielokwiatowego, ktory
rozdzielila na czgé¢ do analiz spektroskopowych i referencyjnych. Widma oscylacyjne
badanych frakcji pyltkéw oraz wyniki analiz referencyjnych UPLC postuzyly Doktorantce do
opracowania modeli kalibracyjnych oznaczenia zawartosci poszczegdlnych karotenoidéw.
Analizy na postawie widm ATR i NIR, tworzyly modele kalibracyjne do oznaczenia
calkowitej zawartosci karotenoidéw. Dane widma Ramana, wykorzystala do opracowania
modeli ilosciowych dla jedenastu zidentyfikowanych karotenoidéw, tj. P-karotenu,
kantaksantyny, 13-cis-astaksantyny, all-trans-astaksantyny, 9-cis-astaksantyny, 9-cis
neoksantyny, 13-cis-wiolaksantyny, luteiny (z zeakstantyng), 13-cis-anteraksantyny,
anteraksantyny i 9-cis-wiolaksantyny oraz do okreslenia ich calkowitej zawartosci.
Modelowanie zawartosci karotenoidéw na bazie widm Ramana, dalo najnizsze bledy
oznaczen TCC. Parametry modeli PLS dla oznaczen karotenoidéw w pylku pszczelim na
podstawie widm oscylacyjnych przedstawione sa czytelnie w postaci tabeli. Doktorantka
zwraca uwagg, ze jakos¢ oznaczen zawartosci karotenoidow w pylkach na bazie widm
ramanowskich zalezy od dokladnosci analiz referencyjnych, stad mogg wigc wynikaé¢ pewne

niescistosci i nalezy to bra¢ pod uwagg.




Nastepnie pokazana jest przez Autork¢ analiza zawartosci luteiny w wybranych
preparatach farmaceutycznych. Modele kalibracyjne PLS skonstruowala oddzielnie dla
danych Ramana i ATR-IR w zoptymalizowanych zakresach kazdego z analizowanych
preparatow. Oznaczone zawartosci luteiny w badanych preparatach farmaceutycznych byly
zgodne z wynikami analiz referencyjnych.

Oznaczenie pH roztworéw barwnikéw azowych jest ostatnia grupa zwigzkéow,
Autorka badata 53 probki. Badala widma elektronowe UV-Vis oraz widma ramanowskie.
Analiza skupiefi oraz PCA wskazala na obecno$¢ dwéch form strukturalnych barwnika, w
$rodowisku kwasowym i zasadowym. Na podstawie widm Ramana azorubiny i innych
barwnikéw azowych opracowata charakteryzujace si¢ duza dokladnoscia modele ilosciowe z
wykorzystaniem algorytmu PLS.

Ostatnim fragmentem pracy jest Aneks, Dodatek zawierajacy pozostale wykresy i
tabele obrazujace catos¢ wykonanej pracy. Recenzowana praca doktorska dotyczy trudnego
materialu badawczego. Obejmuje imponujacy material badawczy, nalezy podkresli¢ ilosé
probek, ich reprezentatywnos¢, doskonaty dobér technik eksperymentalnych, ilo$¢ pomiaréw,
nowoczesnie przeprowadzong ich analiza statystyczna, a takze dogl¢bne ich wykorzystanie.
Wida¢, ze Doktorantka, wie co robi, o czym pisze.

Praca zwiera odpowiednig literatur¢ obejmujaca 252 pozycje. Jest wspotautorem 5
publikacji, z ktérych 4. dotyczg tematu pracy, a w 3. jest pierwszym autorem.

Zauwazylam tylko jeden blad w redakcji jezykowej tekstu, s.100: ,,Znajduje si¢ w
duzych ilosciach....w niektérych owocach i ciemnozielonych warzywach lisciastych, takich

jak kiwi, winogron, szpinak,....”. Powinno by¢ —,,winogrona”.

W trakcie czytania rozprawy nasun¢lo mi si¢ kilka pytan:

1 Autorka pisze: ” W analizie ilo$§ciowej wykorzystuje si¢ wprost proporcjonalng
zalezno$¢ natgzenia pasma Ir w widmie ramanowskim od stezenia ¢ substancji w probce”.

To jest przyblizenie, ktére ma zastosowanie w waskim zakresie stgzen. Prosz¢ to
skomentowaé, rozwinag.

5. Czy wybér badanych roslin byt celowy?

3, Dlaczego parametr rozdzielczosci dla widm ramanowskich byl ustawiony na
8 cm™, a widm w mierzonych w zakresie IR na RES=4 cm™? Czy to nie mialo znaczenia w

budowie modeli kalibracyjnych?




4. Jak byla przygotowana probka z materialu rodlinnego do pomiaru
spektroskopowego? Czy nie mozna mierzy¢ wprost materiatu roslinnego?

3. Czy prébka liofilizowanego ziemniaka byla jednorodna?

6. Doktorantka w opisie eksperymentéw uzywa form bezosobowych, trudno

zorientowa¢ si¢ kto jest odpowiedzialny za ich realizacjg. Prosz¢ o wyjasnienie.

Material pracy doktorskiej mgr Soni Pielorz zdecydowanie przyczynil si¢ do
powigkszenia wiedzy o mozliwosciach spektroskopii oscylacyjnej i chemometrycznej analizy
wybranych materialéw roslinnych i oceny ich skiadu, stanowi $wietny przyklad rzetelnej

pracy naukowej.

Uwazam, ze recenzowana praca spelnia wszelkie warunki stawiane pracom
doktorskim zgodnie z zapisami Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dnia 20
lipca 2018 r. (Dz. U. z 2024 r., poz. 1571).

Z calym przekonaniem wnioskuje o dopuszczenie mgr Soni Pielorz do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage przedstawione przeze mnie w recenzji zalety pracy, tj. obszernos¢
wykonanych badan, ich zlozono$¢, staranng analizg i dyskusj¢ danych, co przeklada si¢ na
wysokg warto$¢ naukowa, skladam wniosek o wyrdznienie pracy zgodnie z zasadami

przyjetymi przez Uniwersytet Wroctawski.
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