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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Wegliniskiej

»Analiza jakosciowa i ilosciowa surowcow roslinnych metodami spektroskopii oscylacyjnej”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska, ktérej promotorem jest prof. dr hab. Roman
Szostak powstata w Zespole Chemometrii i Spektroskopii Stosowanej na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Wroctawskiego. Temat rozprawy doktorskiej wpisuje sie w gtéwny nurt badan
prowadzonych w tym zespole. Tematyka analizy jako$ciowej oraz iloSciowej w oparciu o analize
statystyczng widm oscylacyjnych stanowi temat wielu prac publikowanych przez cztonkéw tego
zespotu.

Praca doktorska stanowi zbior czterech opublikowanych artykutéw, ktérych wspoétautorkg jest
Pani Magdalena Weglinska (w jednym wypadku jest pierwszym wspétautorem) Artykuty zostaty
opublikowane w latach 2018-2022 w czasopismach: Talanta (2 publikacje) oraz Antioxidants i
Molecules. Czasopisma te charakteryzujg sie wysokimi Impact Factorami co juz samo w sobie stanowi
gwarancje rzetelnych i ciekawych wynikéw. Uzupetnieniem pracy doktorskiej sg rozdziaty okreslajace
cel pracy, krétki wstep charakteryzujgcy wykorzystane metody spektroskopowe oraz
chromatograficzne oraz opisujacy szczegétowo chemometryczng analize danych. Dodatkowo Autorka
w nastepnym rozdziale opisuje wyniki swoich badan oraz przeprowadza dyskusje otrzymanych
wynikdw. Rozdziat ten mozna traktowaé jako przewodnik lub wprowadzenie do zamieszczonych w
dysertacji publikacji. Dodatkowo w przedstawionej pracy znalazt sie obszerny suplement oraz bogaty
spis literatury zawierajacy az 151 pozycji.

Przedstawiona do oceny praca rozpoczyna sie rozdziatem definiujgcym jej cel. Gtéwnym celem
opisanym przez Doktorantke jest zbadanie mozliwosci i ograniczen metod spektroskopowych, gtéwnie
oscylacyjnych, potaczonych z analizg chemometryczng do analizy jako$ciowe;j i iloSciowej wybranych
produktéw roslinnych. Do badan zostaty wykorzystane techniki wielowymiarowej analizy danych.
Doktorantka opracowata modele pozwalajace doktadnie i szybko uzyska¢ powtarzalne wyniki
koricowe. Jako materiat badawczy w pracy wykorzystano tabletki zawierajgce diosmine, kiacza
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pieciornika, pytek pszczeli oraz olejek pozyskany z lisci miety pieprzowej. Niestety zabrakio
szczego6towej informacji dlaczego do badan wybrano akurat te preparaty. Czy badano tylko te zwigzki,
czy tez do pracy doktorskiej wybrano najciekawsze wyniki? Pomimo tej niejasnosci nalezy stwierdzi¢
ze cel pracy zostat okreslony prawidtowo. Jest on dobrze sprecyzowany, ambitny ale rowniez mozliwy
do zrealizowania przez Doktorantke.

Drugg czes$¢ pracy stanowi syntetyczny opis zastosowanych w pracy metod badawczych. Opisy
te sg bardzo krotkie (czasami wrecz skrétowe) i nie pozwalajg osobie niezorientowanej w tej tematyce
na nabycie wiedzy potrzebnej do zrozumienia np. metod spektroskopowych ATR lub DRIFTS. Sadze
jednak ze nie byto to celem Autorki. Dogtebny opis uzytych metod jest powszechnie dostepny w wielu
popularnych podrecznikach. W rozdziale tym na stronie 12 uzyto niezbyt fortunnego sformutowania —
,Wspotczynnik zatamania prébki” zamiast powszechnie stosowanego -wspodtczynnik zatamania Swiatta.
Na stronie 13 Autorka pisze natomiast o rozciericzaniu materiatu roslinnego bromkiem potasu.
Stwierdza ze uzywano proporcji od 1:10 do 1:20, podczas gdy na stronie 28 pisze o proporcjach 3:97
oraz 1:25. Na tej samej stronie niezbyt fortunne wydaje sie takze sformutowanie ,,cechy spektralne w
widmach NIR s3 szerokie”. Pewnego dopowiedzenia wymaga takze zdanie (strona 13) dotyczace
pomiaru widm Ramana. Doktorantka pisze ze widma Ramana wzbudzane sg przy uzyciu
promieniowania laserowego, ale nie wspomina dlaczego w tym przypadku potrzebne jest
promieniowanie o tak duzej mocy.

Duzo bardziej interesujacy i petny wydaje sie rozdziat pracy dotyczacy chemometrycznej
analizy danych. Rozdziat ten zawiera kompendium wiedzy poczawszy od przygotowywania danych az
po ich analize roznymi metodami statystycznymi. Wprowadzenie to ufatwia odbidr i analize dalszej
czesci pracy w ktorej Autorka przedstawia swoje wyniki.

W pierwszej czesci rozdziatu poswieconego omoéwieniu wynikéw oraz ich dyskusji Doktorantka
opisuje w sposdb szczegétowy metody pomiaru probek z wykorzystaniem spektroskopii IR w tym
pomiary NIR oraz DRIFTS oraz sposéb pomiaru widm ramanowskich. Poza drobnym btedem edycyjnym
(dotyczacy nazwy detektora) jedyng mojg watpliwo$¢ wzbudza zastosowanie rézinej rozdzielczosci
(przy trzech zwigzkach rozdzielczo$¢ wynosita 8 cm™, podczas gdy w wypadku diosminy widma Ramana
zostaty zarejestrowane z rozdzielczoécig 4 cm™). Autorka nie ttumaczy powoddw takiej roznicy. Takie
same watpliwosci pojawiajg sie w przypadku liczby uzytych skanéw. Dlaczego w przypadku olejku
mietowego liczba interferograméw wynosi 128, podczas gdy w pozostatych pomiarach jest dwukrotnie
wieksza?

Rozdziat poswiecony omodwieniu wynikdw rozpoczyna cze$¢ pracy poswiecona danym
uzyskanym w przypadku pieciornika kurze ziele. Tytutem wstepu Doktorantka opisuje niektére z
wtasciwosci badanego materiatu, koncentrujac sie na znanych powszechnie jego wtasciwosciach
farmakologicznych. Wedtug Autorki w badanej roslinie wykryto do tej pory 55 réznych zwigzkow
chemicznych, co samo w sobie moze by¢ wyzwaniem podczas analizy widm oscylacyjnych mierzonych
dla tej rosliny. Jedyng mojg watpliwos¢ budzi pewne niedopowiedzenie w ktérym Autorka wspomina,
ze w literaturze dostepne sg publikacje opisujgce wyniki badan dla kigczy pieciornika przy uzyciu metod
chromatograficznych oraz spektroskopowych. Jednak Doktorantka nie rozwija tego tematu. W
dysertacji poswieconej badaniom spektroskopowym oczekiwatbym jednak bardziej szczegétowego
opisu wczesniejszych badan z uzyciem spektroskopii oscylacyjnej.

Gtowng czesé tego rozdziatu stanowi szczegdtowa analiza widm IR i Ramana mierzonych dla
wybranego materiatu oraz réznych potencjalnych jego sktadnikéw. Autorka stusznie pisze ze suszone
ktacza pieciornika zawierajg gtéwnie polisacharydy w tym celuloze oraz pektyny i skrobie. Inne
substancje obecne sg w ilosciach $ladowych. Postugujgc sie metodami chemometrycznymi oraz



analizujgc widma oscylacyjne sktadnikéw chemicznych badanego materiatu Autorka dokonuje
poprawnego przypisania charakterystycznych pasm obecnych w mierzonych widmach. Jednym z
najciekawszych wnioskéw zaprezentowanych przez Autorke w tym rozdziale jest fakt, ze niezaleznie
od zastosowanej techniki oscylacyjnej zawartos¢ polifenoli w ktgczach pieciornika mozna wiarygodnie
z doktadnoscig w przedziale 3,2 —4,0% wyznaczy¢ bez koniecznosci ekstrakcji.

Dobrego wrazenia w czasie lektury tego rozdziatu nie psuje nawet drobny btad edycyjny
dotyczgcy uzytego cisnienia podczas przygotowywanie pastylek do pomiaréw IR.

Podobny uktad Autorka prezentuje w rozdziale poswieconym badaniom pytku pszczelego.
Tutaj takze mamy do czynienia z obszernym wstepem dotyczgcym wiasciwosci badanego materiatu,
sposobem przygotowania probek oraz bogatym fragmentem dotyczacym badan metodami
spektroskopii oscylacyjnej. Dodatkowo w rozdziale tym zawarte sg wyniki badan pytku metodg NMR.
Na uwage zastuguje wysoka precyzja przeprowadzonych pomiaréw. Modele zbudowane z
wykorzystaniem widm IR i Ramana, wedtug Doktorantki, umozliwiag oznaczenie pH probek pytku z
btedami RSEP w zakresie 1,5-2% co uznaé nalezy za wynik bardzo dobry. W rozdziale tym Autorka
zauwaza takze inng ciekawg witasciwos¢ pytku pszczelego. W widmach ramanowskich dla prébek z
wysokg zawartoscig polisacharydéw Doktorantka obserwowata silny wzrost fluorescencji. Niestety
brak jest tutaj przynajmniej hipotezy dlaczego tak sie dzieje.

Nalezy zwrdci¢ uwage na szczegdtowa analize widm ramanowskich prezentowang w pracy.
Przypisania pasm obserwowanych w widmach sg wifasciwe i bardzo szczegétowe. Uzyskane wyniki
wskazujg jednoznacznie na mozliwos¢ wykorzystania spektroskopii oscylacyjnej wspartej
modelowaniem wielowymiarowym do jednoczesnego oznaczania ilosciowego réznych grup zwigzkéw
obecnych w pytkach pszczelich. Nie mniej wazny wydaje sie takze wniosek negatywny dotyczacy
wykorzystania widm oscylacyjnych pytku pszczelego do oznaczania pierwiastkow $ladowych.

Niewielkie btedy edytorskie (np. na stronie 49 przeniesienie wiersza) zauwazone w tym
rozdziale nie wptywajg na wysoka ocene zawartych w nim wynikdw. Niedosyt moze budzi¢ zbyt
skrétowe zaprezentowanie dotychczasowych wynikéw spektroskopii NMR w badaniach zaréwno pytku
pszczelego jak miodu. Z obowigzku recenzenta, nalezy takze zauwazy¢ brak oznaczen na osi rzednych,
na niektérych rysunkach widm zamieszczonych w tym rozdziale.

W rozdziale poswieconym badaniom olejku uzyskanego z miety pieprzowej Autorka prezentuje
obszernie fakty dotyczgce zastosowan miety pieprzowej jako leku. Liscie miety zawiera¢ moga ponad
300 zidentyfikowanych zwigzkéw co stanowi dla Doktorantki wyzwanie przy interpretacji zmierzonych
widm IR i Ramana. Autorka przedstawia w tym rozdziale swoje wyniki uzyskane za pomocg techniki
ATR oraz spektroskopii Ramana. Tutaj takze nalezy zwrdci¢ uwage na staranie dokonane przypisania
obserwowanych na widmach pasm. Nalezy zwrdci¢ takze uwage na doskonate wyniki dopasowania
uzyskane w przypadku mentolu, ktérego zawarto$¢ miesci sie w badanych prébkach w przedziale 27-
53%. Uzyskane krzywe przewidywania dla danych ramanowskich i ATR charakteryzujg sie w tym
wypadku wspotczynnikami korelacji wynoszacymi 0,985 oraz 0,990 co nalezy uzna¢ za wynik bardzo
dobry. Podobne rezultaty uzyskano takze w przypadku badan mentonu.

W mojej opinii niewielkie niedopowiedzenie wystepuje w przypadku oméwienia wynikow
zawartosci eukaliptolu w badanych olejkach. Autorka stwierdza tylko ze podczas tworzenia modelu
musiata poming¢ 20 préobek ze wzgledu na duze btedy oznaczen jego zawartosci metodg chromatografii
gazowej. Nie jest jednak jasne dlaczego akurat w tym przypadku notowano tak duze btedy.

Ostatni rozdziat doktoratu dotyczy oznaczenia zawartosci diosminy w tabletkach dostepnych
na rynku i szeroko stosowanych w leczeniu przewlektej niewydolnosci zylnej. Preparaty zawierajace



diosmine zapobiegajg min. stanom zapalnym oraz nasilajg drenaz limfatyczny. Preparat ten jest
powszechnie uzywany i dostepny dla pacjentéw. Dotychczas do oznaczania diosminy stosowano
gtownie metody chromatografii cieczowej. Dlatego wazine i interesujgce wydaje sie wykorzystanie
technik spektroskopowych do badania tego zwigzku, poniewaz znacznie skraca i upraszcza analize.

W przypadku diosminy Doktorantka wykorzystata nastepujagce metody spektroskopowe:
spektroskopie Ramana, widma IR w zakresie $redniej i bliskiej podczerwieni w tym takze metode
DRIFTS. Przy czym zbadano metody te wykorzystano do badan prébki uwodnionej oraz bezwodne;.
Dodatkowo badania rozszerzono o obliczenia z wykorzystaniem funkcjonatu gestosci DFT przy uzyciu
programu Gaussian. W ten sposdb uzyskano teoretyczne widma IR i Ramana dla badanego zwigzku.

Przedstawiong analize widm oscylacyjnych oraz przypisanie obserwowanych w widmach pasm
nalezy uznaé za poprawne i bardzo rzetelne. Opisana przez Doktorantke procedura pomiarowa
pozwala na sprawne, szybkie i wiarygodne oznaczenie ilosciowe diosminy w preparatach
farmaceutycznych z btedem ponizej 2,5% co nalezy uznac za wynik bardzo dobry.

Jednoczesnie podczas lektury tego rozdziatu nasunety sie pewne uwagi. Po pierwsze przy
omawianiu wynikéw obliczen kwantowomechanicznych pada stwierdzenie ze dla punktéw
stacjonarnych nie uzyskano zadnych czestosci urojonych. Jak rozumiem oznacza to, ze Autorka
uzyskata w procesie optymalizacji jedno lub kilka miniméw energetycznych dla badanej czgsteczki.
Wedtug mnie wymaga to jednak doprecyzowania. Niepokojacy jest takze brak znaczacych réznic
pomiedzy widmami formy uwodnionej oraz bezwodnej. Jest to by¢ moze zrozumiate w przypadku
widm Ramana (strona 71) jednak widma IR (strona 72) powinny pokaza¢ znaczace réznice w zakresie
wystepowania pasm rozciggajacych czasteczki wody (4000-3000 cm?). W mojej opinii takze
poréwnanie widm teoretycznych z eksperymentalnymi (str. 73) powinno by¢ zaprezentowane w catym
zakresie (4000-400 cm?).

Podsumowujac stwierdzam ze Doktorantka w petni wykazata, iz w przypadku tak trudnych do
pomiaru probek jak ztozony materiat roslinny konieczne i niezastgpione jest wykorzystanie w
interpretacji widm oscylacyjnych zaawansowanych metod chemometrycznych. Wstepne operacje na
widmach pomogly drastycznie poprawic stosunek sygnatu do szumu, ograniczy¢ wptyw niestatosci linii
bazowej i zmiennosci parametréw pomiarowych. Zastosowanie metod statystycznych pomogto wykry¢
probki odstajace oraz utatwito wybdr prébek walidacyjnych. Oznacza to ze zaktadany cel pracy zostat
w petni zrealizowany.

Stwierdzam ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wszelkie wymagania
stawiane rozprawom doktorskim wedtug obowigzujacych przepiséw prawa. Dlatego wnosze o
dopuszczenie mgr Magdaleny Wegliriskiej do dalszych etapéw w przewodzie doktorskim.
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