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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Sebastiana Balickiego
pt. ..Otrzymywanie polifenolowo-polisacharydowych koniugatow pochodzenia roslinnego

o0 potencjale prozdrowotnym wspomagane wybranymi czynnikami fizycznymi”

Praca zostala wykonana na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej (WCh PWr) pod
kierunkiem prof. dr hab. inz. Romana Gancarza. Promotorem pomocniczym byfa dr inz. [zabela
Pawlaczyk-Graja.

Na przestrzeni kilkunastu ostatnich lat ros$nie zainteresowanie substancjami
biologicznie aktywnymi pochodzenia roslinnego, co spowodowane jest m.in. niewystarczajaca
skutecznoscia tradycyjnych lekow chemicznych w leczeniu wielu choréb. Pomimo, ze badania
nad wydzielaniem takich substancji prowadzone sg intensywnie w wielu osrodkach
naukowych, w tym réwniez w Zespole prof. Romana Gancarza z Zakladu Technologii
Organicznej 1 Farmaceutyczne)] WCh PWr, to technologie wykorzystywane w metodach
otrzymywania tych zwigzkow wciaz wymagaja ulepszania, by produkt atrakcyjny pod
wzgledem aktywnosci biologicznej otrzymac¢ z duza wydajnoscig i przy matych nakladach
energetycznych. Z tego wzgledu, podjecie przez mgr. inz. Sebastiana Balickiego badan nad
modyfikacja i optymalizacjg opracowanego wczesniej przez Zespol prof. Romana Gancarza
procesu pozyskiwania glikokoniugatow polifenolowych z przymiotna kanadyjskiego
o wlasciwosciach antykoagulacyjnych wzgledem osocza krwi ludzkiej, uwazam za cenne
1 uzasadnione, zarowno z poznawczego, jak i aplikacyjnego punktu widzenia. Badania te
zostaly czgsciowo zrealizowane w ramach dotacji projakosciowej Krajowego Naukowego
Osrodka Wiodacego na WCh PWr oraz dzigki wspolpracy z Zakladem Glikomaterialow
Instytutu Chemii Stowackiej Akademii Nauk w Bratystawie.

Przedlozona praca liczy 140 stron tekstu, w ktorym jest 39 tabel 1 67 rycin, ponadto
zawiera zalgczniki w postaci 5 dodatkowych tabel. Czes¢ teoretyczna, obejmujgca strong
tytutowa, stron¢ z informacja o dotacji na badania opisane w rozprawie i wspoipracy podjetej

w trakcie jej realizacji, podzigkowania, spis tresci, wykaz stosowanych skrotow i symboli,



wprowadzenie i przeglad literatury, zakonczona jasno sformufowanym celem pracy, zajmuje
51 stron. W czesci eksperymentalnej, material badawczy, postepowanie doswiadczalne wraz z
omoOwieniem i dyskusja wynikow zajmujg 62 strony. Prace konczy podsumowanie, zawarte na
4 stronach, po ktérym opisane sg materialy i metody — 14 stron, oraz spis literatury liczacy 335
pozycji, w wigkszosci anglojezycznych z ostatnich 10 lat — 8 stron. Na koncu rozprawy znalazio
sie interesujace zestawienie najwazniejszych osiggnig¢ Pana Sebastiana Balickiego.

W czesci teoretycznej rozprawy, Doktorant, korzystajac z bogatego pismiennictwa,
opisal polisacharydy pochodzenia roslinnego i ich glikokoniugaty wchodzace w skiad budowy
$ciany komorkowej roslin, ze szczegdlnym uwzglednieniem terapeutycznego potencjatu
koniugatéw polifenolowo-polisacharydowych, w tym ich aktywnos$¢ antykoagulacyjng.
Niektore fragmenty tej czesci pracy, w szczegolnosci te dotyczace charakterystyki
polisacharydow roslinnych, zawieraja gtéwnie material podrecznikowy. Dlatego lepiej byloby,
gdyby cho¢ rysunki obrazujace formy przestrzenne polisacharydow Doktorant sporzadzit
wedlug wlasnego pomystu, zamiast korzysta¢ z materialow weczesniej opublikowanych.
Nastepnie omowil metody wyodrgbniania tego typu zwigzkéw roéznymi metodami
ekstrakcyjnymi, rozpoczynajac od metod tradycyjnie stosowanych, a konczac na metodach
wspomaganych czynnikami fizycznymi, tj. ultradzwigkami i1 mikrofalami, podkreslajac
zaréwno ich zalety, jak 1 wady. Kolejne rozdzialy zawieraja szczegdlowa analiz¢ zagadnienia
zwigzanego z planowaniem 1 optymalizacja eksperymentow nowoczesnymi metodami
obliczeniowymi, poczawszy od zagadnien ogdélnych, a skonczywszy na najwazniejszych
modelach optymalizacyjnych, tradycyjnych oraz wykorzystujacych metodologie powierzchni
odpowiedzi, w tym plany centralne kompozycyjne (z ang. Central Composite Design, CCD),
metode Box’a-Behnken’a oraz modele planowania optymalnego (m.in. plany /- 1 D-
optymalne). Interesujace jest zestawienie stosowanych technik optymalizacyjnych w
projektowaniu procesow w roznych obszarach nauki, ktdre przedstawiono w tabeli 6. Wskazuje
ono, ze najczesciej stosowanymi modelami optymalizacyjnymi sa CCD oraz metoda Box’a-
Behnken’a.

Czes¢ teoretyczna jest ciekawa 1 dobrze wprowadza w tematyke pracy doktorskiej.
Zabraklo jednak streszczenia, ktore odzwierciedlitoby dokladnie tres¢ pracy doktorskiej i
zawieralo ostateczng konkluzje. Korzystne byloby rowniez umieszczenie zakonczenia tej
czesci pracy w postaci zwigezlego i tresciwego podsumowania. W pracy nie przestrzegano
ogblnie obowigzujacej zasady jednokrotnego objasniania stosowanych akronimow przy
pierwszym uzyciu w tekscie oraz konsekwentnego ich stosowania w dalszej czgsci pracy, np.

str. 28111 349, str. 342 i str. 35'%, str. 357 i 45°. Uklad pracy bylby tez bardziej czytelny, gdyby



tekst poszczegdlnych rozdzialow rozdzielono podtytutami w systemie dziesigtnym -
bezposrednio po tytule rozdziatu nie powinno by¢ tekstu nie przyporzadkowanego podtytutowi.
Proponowatabym wiegc, np.

1. Polisacharydy pochodzenia roslinnego

1.1. Uwagi ogélne lub po prostu Wprowadzenie

1.2. Podzial polisacharydow na homoglikany i heteroglikany.

Wsrod usterek, ktore zauwazytam w rozdziale 3.3.2 sg dwa rysunki o tym samym numerze
(Rys. 3.3.2.1), natomiast w rozdziale 4.3 zabraklo podrozdzialéw o numerach 4.3.1 oraz 4.3.2.

Czes¢ teoretyczng konezy jasno sformutowany cel pracy oraz scisle okreslone zadania,
ktorych realizacja miata doprowadzi¢ do osiagnigcia tego celu. Zostaly one dobrze
zaplanowane.

W czesci eksperymentalnej Pan Sebastian Balicki przedstawil poszczegélne etapy
postepowania doswiadczalnego oraz opisal metodyke badawcezg i metody analityczne w sposob
umozliwiajacy odtworzenie eksperymentow. Aby zrealizowac zaplanowane zadania opanowat
szereg zroznicowanych metod badawczych z zakresu chemii analitycznej, fizykochemii i
biologii. W pierwszej kolejnosci Doktorant okreslit podstawowe wiasciwosci fizyczne suchego
surowca roslinnego tj. ziela przymiotna kanadyjskiego, po czym wykonal szereg ekstrakcji,
poczatkowo konwencjonalnej na zimno i na goraco, a nast¢pnie wspomaganej ultradzwigkami
i mikrofalami w zmiennych warunkach procesowych (mocy czynnikow fizycznych, czasu i
temperatury ekstrakcji). Otrzymane surowe ekstrakty poddat analizie, a uzyskane parametry, tj.
wydajnos¢ procesu, pH wodnego roztworu oraz aktywnos¢ antykoagulacyjng, uzyt do
optymalizacji  procesu  ekstrakcji ~ wspomaganej,  wykorzystujac  specjalistyczne
oprogramowanie oraz model optymalizacyjny /-optymalny. Wydajno$¢ obu procesow
wspomaganych oraz aktywnos$¢ biologiczna otrzymanych surowych ekstraktéw byly na
poziomie zblizonym lub wyzszym do wartosci uzyskanych w procesie konwencjonalnym, ale
czas ekstrakcji ulegl znacznemu skroceniu, z 6 godz. w procesie konwencjonalnym do 60 i 20
min w procesie wspomaganym, odpowiednio, ultradzwigkami i mikrofalami. Po
wieloetapowym procesie oczyszczania Doktorant sprawdzil ponownie aktywnos¢
antykoagulacyjna ekstraktow, a nastepnie wybrane z nich poddal szczegétowej charakterystyce
chemicznej i biologicznej. Uzyskane preparaty okazaty si¢ zréznicowane pod wzgledem masy
czasteczkowej, dlatego Doktorant poddat je frakcjonowaniu, wskutek czego uzyskat atrakeyjne
bioprodukty o swoistym oddzialywaniu z antytrombina.

Wyniki licznych badan, zestawione w przejrzyscie opracowanych tabelach i rysunkach,

Doktorant szczegdtowo, rzeczowo i krytycznie przedyskutowal, odnoszac sie do danych



zawartych w dostepnym pis$miennictwie. W oparciu o te dane oraz wykorzystujac wyniki
wezesniej otrzymane przez Zespot, opracowal metode otrzymywania bioproduktu o aktywnosci
antykoagulacyjnej. Ponizej przedstawiam kilka pytan i komentarzy, ktore nasungly mi si¢
podczas czytania tej czgscl rozprawy.

Sposrod  ekstraktow z przymiotna kanadyjskiego, ktére zwigkszyly aktywnos¢
antykoagulacyjng po procesie oczyszczenia, tj. w przypadku ekstrakcji wspomagane;
ultradzwickami produkt U4 uzyskany w warunkach 30 W, 25°C, 60 min, a w przypadku
ekstrakcji wspomaganej mikrofalami dwa produkty, M1 1 M4, otrzymane w warunkach,
odpowiednio, 300 W, 80°C, 20 min i 100 W, 50°C, 20 min, do dalszej analizy chemicznej i
biologicznej wybrano ekstrakty U4 i M1. Czy w tym drugim przypadku nie nalezato wybrac¢
ekstraktu M4 zamiast M1? Wykazywat on aktywno$¢ antykoagulacyjna tylko ok. 9% mniejsza
od tej wykazywanej przez produkt M1, a uzyskano go w warunkach bardziej korzystnych
energetycznie (przy mniejszym zuzyciu energii i nizszej temperaturze). Tym bardziej, ze,
temperatura ekstrakcji otrzymywania produktu M1, 80°C, byla temperatura posrednia
pomiedzy 70 i 95°C, przy ktorej otrzymano produkty, odpowiednio, M2 i M3, o aktywnosci
antykoagulacyjna mniejszej od aktywnosci surowych, nieoczyszczonych ekstraktow.
Zastanawiam sie rowniez czy podane na str. 64! wyrazenie ‘plik wsadowy' jest poprawnie
uzyte; ‘imput file’ to nie jest po polsku ‘plik wsadowy’ (czyli po ang. batch file),
tylko *plik wejsciowy’, a lepiej chyba ‘plik z danymi do programu’. Na str. 56°° podano, ze
wyznaczony $redni wymiar czastki suchego materiatu roslinnego wynosit 1,63 £ 1,05 mm. Czy
pomiar ten wnosi jakas istotng informacje, skoro odchylenie standardowe przekracza 60%? Na
tej samej stronie w 11 linii od gory blednie podano wartosci wskaznikow réznoziarnistosei i
krzywizny dla materialu jednofrakcyjnego, jako, odpowiednio, > 6 i >1 (w rzeczywistosci
powinny one by¢ <6 i <I). Str. 60, zamiast ‘w Tabeli Z.2° powinno by¢ ‘w Tabeli Z.1°. Na
rysunkach 7.2.2 i 8.2.2 umieszczonych na stronach 65 i 83, przedstawiono rozklad danych
rzeczywistych oraz wyliczonych przez model optymalizacyjny planu /-optymalnego dla
zmiennych zaleznych w procesach ekstrakcji wspomaganej, ale zabraklo do nich legendy, z
ktorej wynikaloby co oznaczajg uzyte na wykresach kolory. Rysunek 3.2.6 na str. 70 to tak
naprawde rysunek 7.2.6. Symbole ECM.9S, ECM.64S, ECM.34S 1 ECM.59S podane na str.
8734 1 str. 11513 oraz ECU.13S, ECU.14S, ECU.15S i ECU.16S podane na str. 1152 nie
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znalazty si¢ w spisie symboli znajdujacych si¢ na str. 8. Zdanie umieszczone na str. 10 jest

niezrozumiale. Zabraklo podpisu osi odcigtych narys. 9.1.6.1 zamieszczonym na str. 106.



Prace konczy podsumowanie, ktore przedstawia po raz kolejny cel pracy oraz
streszczenie opisanych weczesniej obserwacji. Jest ono bardzo obszerne, z licznymi 1 zbgdnymi
powtorzeniami. Sugerowatabym, aby podczas publicznej obrony pracy Doktorant ograniczyl
sie tylko do kilku rzeczywistych wnioskow wynikajacych z przeprowadzonych badan.

W konkluzji stwierdzam, ze Pan Sebastian Balicki, realizujac cele badawcze rozprawy,
wykazal sie duzg wiedza, gltownie z zakresu (a) budowy, wilasciwosci oraz sposobow
wyodrebniania polisacharydéw roslinnych i ich koniugatow, (b) nowoczesnych metod
obliczeniowych stosowanych przy projektowaniu i optymalizacji eksperymentow, (c)
tradycyjnych i nowoczesnych metod instrumentalnych w analizie chemicznej, w tym metod
spektroskopowych: UV-VIS, w podezerwieni (FT-IR) i magnetycznego rezonansu jadrowego
(1H NMR, 13C HSQC) oraz metod chromatograficznych: gazowej ze spektroskopia mas (GC-
MS) i wykluczania (SEC), (d) testow oceniajacych wiasciwosci biologiczne preparatow
roslinnych, w tym diagnostycznego testu aPTT in vifro oraz sprawdzajacych oddzialywania
tych preparatbw z wybranymi biatkami kaskady krzepnigcia. Wykazal si¢ roéwniez
umiejetnoscia poprawnej interpretacji wynikow badan doswiadczalnych i znajdowania migdzy
nimi zwigzkow przyczynowo-skutkowych. Wyniki te doprowadzily do opracowania
skutecznej, mniej kosztownej od dotychczas stosowanej, metody ekstrakcji polifenolowo-
polisacharydowych  koniugatow z przymiotna kanadyjskiego o  wlasciwosciach
prozdrowotnych, dlatego tez stanowia oryginalny i istotny wklad Doktoranta w rozwdj
technologii chemicznej. Tym samym Pan mgr inz. Sebastian Balicki spelnil ustawowe
wymagania dotyczgce rozpraw doktorskich. Wnioskuje zatem o dopuszczenie Go do dalszych
etapoéw przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie, biorac pod uwage wysoki poziom merytoryczny i bardzo szeroki zakres
pracy doswiadczalnej, w tym mnogos$¢ uzytych metod analitycznych, a takze znaczenie
aplikacyjne uzyskanych wynikow, przedstawiam Radzie Wydzialu Chemicznego Politechniki

Wroclawskiej wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr. inz. Sebastiana Balickiego.
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