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pt. , Otrzymywanie polifenolowo-polisacharydowych koniugatow pochodzenia roslinnego
o potencjale prozdrowotnym wspomagane wybranymi czynnikami fizycznymi”
wykonanej pod kierunkiem:
prof. zw. dr. hab. inzZ. Romana Gancarza i dr inz. Izabeli Pawlaczyk-Graja
w Zakladzie Technologii Organicznej i Farmaceutycznej, Wydzial Chemiczny,
Politechnika Wroclawska

Rozprawa doktorska magistra inzyniera Sebastiana Balickiego po$wigcona jest
wyodrebnianiu polifenolowo-polisacharydowych koniugatéw z przymiotna kanadyjskiego
(Erigeron canadensis 1.), poprzez zastosowanie wlasciwych metod ekstrakeji,
wspomaganych czynnikami fizycznymi takimi jak ultradZzwigki oraz promieniowanie
mikrofalowe. Bedace w sferze =zainteresowania Autora bioprodukty z przymiotna
kanadyjskiego, posiadajg udowodniong aktywno$¢ antykoagulacyjng. Glownym zatozeniem
przeprowadzonych prac badawczych bylo zmodyfikowanie i zoptymalizowanie metody
pozyskiwania glikokoniugatow polifenolowych, poprzez przeprowadzenie szeregu ekstrakcji
wspomaganych ultradZzwigkami lub mikrofalami w zmiennych warunkach, a nastgpnie
wyznaczenie warunkéw optymalnych. Celem optymalizacji byta w gtéwniej mierze poprawa
wydajnosci ekstrakcji, a w konsekwencji zwigkszenie aktywnosci antykoagulacyjnej
bioproduktéw pozyskanych z przymiotna kanadyjskiego. Uzyskane surowe ekstrakty byly
poddawane wicloetapowemu oczyszczaniu, wedlug znanej procedury, opracowanej przez
pracownikéw Zaktadu Technologii Organicznej i Farmaceutycznej, WCh, PWr. Z kolei
oczyszczone bioprodukty byly poddane szczegélowym analizom, aby skorelowa¢ sposob
otrzymywania ekstraktow z ich charakterem chemicznym i aktywnos$cig biologiczna, w tym
mechanizmami dziatania antykoagulacyjnego. Oczyszczone bioprodukty, pozyskane

z przymiotna kanadyjskiego w optymalnych warunkach ekstrakeji, wspomaganej



ultradzwigkami lub mikrofalami, byly frakcjonowane przy uzyciu chromatografii cieczowe;j
wykluczenia, co umozliwilo uzyskanie koniugatu polifenolowo-polisacharydowego,
0 wysokim stopniu czysto$ci oraz potencjalnym selektywnym mechanizmie dziatania.
Przeprowadzono szczegdbtowa charakterystyke chemiczng pozyskanych koniugatow,
z wykorzystaniem nowoczesnych technik analitycznych (GC/MS, FT-IR, NMR).
Uwzgledniono réwniez mechanizm dziatania, ktéry warunkuje aktywno$¢ biologiczng
koniugatu polifenolowo-polisacharydowego. W tym miejscu nalezy zaznaczyé, ze Autor
pracy przedstawil opracowane metodyki (wyniki oraz komentarze), w sposOb staranny
i przejrzysty. Opracowanie wynikow poparte jest stosownymi wnioskami i szczegdtowymi
komentarzami. Recenzowana rozprawa doktorska ma istotne znaczenie w kontekscie
opracowania skutecznych metodyk wyodrgbniania i oznaczania zwiazkéw biologicznie
aktywnych w materiale ros§linnym.

Liczaca 148 stron praca doktorska posiada uklad klasyczny dla tego typu opracowan,
Sklada sie z 14 rozdzialow - wstgp teoretyczny (rozdziaty od 1 do 4), cele pracy, czgsé
eksperymentalna wraz z wynikami 1 ich omoéwieniem, podsumowanie oraz materiaty
1 metody. Rozprawa zawiera rOwniez wykaz literatury (w liczbie 335 pozycji) oraz zalgczniki
(tabele z wynikami). W rozprawie przedstawiono w sumie 46 tabel oraz 65 rysunkéw.
Godnym uznania jest bardzo staranne ich przygotowanie. Osiggniecia naukowe
mgr. inz. Balickiego zostaly przestawione w osobnym rozdziale. W sklad rozprawy wchodzi
takze wykaz skrotdw i akroniméw. Autor zastosowal pojedynczy odstep miedzy wierszami,
a mimo to praca jest do$¢ obszerna. Rozprawa jest starannie przygotowana pod wzgledem
redakcyjnym i napisana poprawnie jezykowo. Pewne zastrzezenia budzi interpunkcja, drobne
bledy edytorskie i pojawiajace si¢ w pracy powtorzenia. Rozprawa zawiera wiele odniesien
do osoby Autora, co sprawia ze dysertacja jest swego rodzaju zbiorem wihasnych przemyslen.
Jest to sposdb doé¢ rzadko stosowany w opracowaniach naukowych, powinno sie raczej
stosowa¢ forme bezosobowa. Uwage zwraca réwniez zbyt obszerne podsumowanie,
w ktérym zdaniem recenzenta, powinno si¢ zamieszczac tylko najwazniejsze, najistotniejsze
osiagnigcia 1 wnioski z przeprowadzonych badan. Niestety niefortunne jest takze
zamieszczenie rozdzialu materialy i metody na koncu pracy, te informacje powinny
poprzedza¢ wyniki i ich omdwienie, co jest konieczne w zachowaniu cigglo$ci omawianych
metodyk. Wystapit rowniez btagd w numeracji tabel, nr 28 pojawia si¢ dwukrotnie.

Czesc¢ teoretyczna jest zwigztym wprowadzeniem do tematyki badawczej. Mgr inz.
Balicki scharakteryzowal polisacharydy pochodzenia roslinnego, przedstawil koniugaty tych
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zwigzkéw z innymi substancjami, wséréd ktéorych wymienié mozna glikokoniugaty
polifenolowe. Autor odnidst si¢ do prozdrowotnych wiasciwosci koniugatow polifenolowo-
polisacharydowych. W osobnym rozdziale zostaly oméwione metody wyodrebniania
polisacharydéw 1 ich koniugatéw z matryc roslinnych, z uwzglednieniem czynnikéw
wplywajacych na wydajnos¢ ekstrakcji - rodzaj rozpuszczalnika, temperatura, czas oraz
wplyw innych czynnikow fizycznych, tj. ultradZzwigki oraz promieniowanie mikrofalowe.
Interesujacy jest rozdziat poswigcony projektowaniu i optymalizacji eksperymentdéw. Autor
dokonat szczegdlowego przegladu modeli optymalizacyjnych, uwzgledniajac modele
tradycyjne oraz modele wykorzystujace metodologie powierzchni odpowiedzi.
Cele pracy zostaly przedstawione w sposob zwiezly 1 wyczerpujacy, a dotycza w glownej
mierze:

o zmodyfikowania i zoptymalizowania metody pozyskiwania glikokoniugatow

polifenolowych z przymiotna kanadyjskiego, ktéra polega na ekstrakcji, prowadzonej
w wielu wariantach, wspomaganej ultradzwigkami i promieniowaniem mikrofalowym;

¢ wieloetapowego oczyszczania surowych ekstraktow;

e analiz otrzymanych bioproduktow (ekstraktow), aby skorelowaé sposdb otrzymywania
z charakterem chemicznym 1 aktywnoscia biologiczna, a przede wszystkim
mechanizmem dziatania antykoagulacyjnego;

e frakcjonowania oczyszczonych bioproduktow przy uzyciu chromatografii cieczowej
wykluczania 1 uzyskania koniugatu polifenolowo-polisachrydowego o wysokim
stopniu czystosci 1 selektywnym mechanizmie dziatania.

Na 80 stronach czgsci doswiadczalnej przedstawiono informacje dotyczace materiatu
badawczego, ktorym byto przymiotno kanadyjskie (konyza kanadyjska) - roslina z rodziny
astrowatych, majgca zastosowania medyczne. Autor przedstawil wyniki analizy sitowe]
materiatu ro§linnego przeznaczonego do badan. W dalszej czesci omowiono konwencjonalne
sposoby otrzymywania ekstraktow z badanego surowca, z uwzglednieniem wydajnosci
ekstrakceji, pH ekstraktow i aktywnosci antykoagulacyjnej. Dalej zaproponowano modyfikacje
metody ekstrakcji w uktadzie ciato stale - ciecz w srodowisku wodnym o zmiennym pH,
poprzez kontrolowane wspomaganie ultradzwiekami, w okreslonych przedziatach czasowych.
Uzyskane wyniki postuzyly do statystycznej analizy danych prowadzacej do optymalizacji
zaproponowane] metody (testy ANOVA, modele wykorzystujgce metodologi¢ powierzchni
odpowiedzi, wyznaczenia warto§ci poszczegdlnych zmiennych niezaleznych). Dalsze
postepowanie dotyczylto metody ekstrakcji wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym.
Autor zaproponowal tok postepowania uwzgledniajacy moc promieniowania, temperature

1 czas. Do statystycznej analizy danych, konieczne bylo wyznaczenie takich parametréw jak
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wydajnos¢ ekstrakeji, pH, aktywnos¢ antykoagulacyjna. Kolejnym etapem byto oczyszczenie
wyselekcjonowanych ekstraktow z przymiotna kanadyjskiego. Dalsza cze$é pracy dotyczy
szczegolowej charakterystyki bioproduktéw pod wzgledem skiadu chemicznego jak
i aktywnoSci biologicznej. Czgs¢ badan dotyczyla aktywnosci antykoagulacyjne;
oczyszczonych bioprodukow. Natomiast analiza jakoSciowa i ilo$ciowa zostala wykonana
pod katem zawartosci cukréw, kwasoéw uronowych, polifenoli i biatek. Analiza jakosciowa
bioproduktow  wymagata zastosowania technik chromatograficznych, ale takze
spektroskopowych (FT-IR, NMR). W osobnym rozdziale Autor przedstawil rozwazania na
temat mechanizmu aktywno$ci antykoagulacyjnej (badania in vitro). W obszernym
podsumowaniu (rozdzial 10) p. mgr inz. Sebastian Balicki omowil wyniki swoich badan.

Mgr inz. Sebastian Balicki jest wspdtautorem 5 publikacji, ktére dotycza zagadnien
zwigzanych z przedmiotem rozprawy doktorskiej. Sumaryczna wartos¢ wspotczynnika
IF wynosi 11,489, a suma punktéw wg wykazu MNiSW wynosi 235, co w wypadku osob
ubiegajacych sie o stopien naukowy doktora jest wynikiem bardzo dobrym.

Podjeta przez Doktoranta problematyka, wpisuje si¢ w aktualne tematy badawcze
zwigzane poszukiwaniem surowcow roslinnych, bogatych w skladniki biologicznie aktywne,
w tym wypadku koniugaty polifenolowo-polisachrydowego o wysokiej aktywnosci
antykoagulacyjnej. Oceniajac prace doktorska nalezy réwniez podkreslié, ze wymagala ona
wykonywania licznych eksperymentéw, majacych na celu wyznaczenie odpowiednich
warunkow ekstrakcji 1 oczyszczania oraz wykonania badan in vitro. Doktorant przeprowadzit
wiele czasochtonnych i zmudnych do$wiadczen, majgcych na celu doskonalenie metod
ekstrakcji. Wykazal sie zatem umiejetnosciami planowania i wykonywania eksperymentéw
oraz interpretacji wynikow.

Dokonujac oceny rozprawy doktorskiej nasungly mi si¢ pewne uwagi oraz

spostrzezenia do rozwazania i dyskusji:

o str. 10 - krotkiego wyjasnienia wymaga znaczenie anomerow;

e str. 11 - prosze rozwing¢ sformutowanie ,,oscylacja wzgledem katéw torsyjnych”
i odnies¢ si¢ do podpisu pod rysunkiem 1.2.3;

e str. 13, tabela nr 1 - zamiast stopien rozpuszczalnosci mozna bylo napisaé
rozpuszczalno$¢ w wodzie;

e str. 17 - prosze rozwing¢ ,,Oba rodzaje sieciowania wptywajg na stopien usztywnienia
materii §ciany komorkowej.” ;

e str. 19 - wykorzystanie oligosacharydow w systemach obronnych roslin, wobec jakich
zwigzkow (patogenow);



e str. 26 i dalej - brakuje przyktadowych wynikow (temperatura, czas ekstrakcji),
poréwnanie byloby cennym uzupetnieniem;

e str. 53 - surowiec z lokalnego rynku - czyli skad pochodzit?
e str. 53 - gestos¢ usypowa, czgsciej stosuje si¢ termin gesto$¢ nasypowa;

e str. 90 - mozna bylo napisa¢ w postaci proszku zamiast ,,sproszkowanego ciata stalego
o drobnej pylacej strukturze”;

e str. 91 - z czego wynika brak niektorych danych w tabeli nr 317

e str. str. 93 - czy rozwazano wykorzystanie réwniez techniki LC/MS w okreslaniu
sktadu jakosciowego i ilosciowego badanych ekstraktow?

e str. 93 - prosze rozwing¢ i wyjasni¢ sformutowanie: analiza ,technikg GC/MS
w postaci rozdziatu odhydrolizowanej czgéci cukrowej izolatéw, zderywatyzowanych
w lotne pochodne”;

e str. 96 - prosze¢ rozwingé: ,krzywa kalibracyjna mas czasteczkowych w funkcji
objetosci™;

e str. 99 - wtabeli 33 pojawiajg sie ponownie wyniki z tabeli nr 31;
e str. 103 i dalej - czy konieczne bylo zamieszczenie rysunkéw 9.1.5.219.1.5.37

e wrozdziale 12. Literatura - moglyby si¢ pojawi¢ tytuly artykulow, ale ich brak jest
zrozumiaty ze wzgledu na liczbe cytowanych prac.

Podsumowujac chcialabym podkresli¢, ze praca doktorska p. mgr. inz. Sebastiana
Balickiego zawiera elementy nowosci naukowej. Doktorant osiggngl cele pod wzgledem
metodycznym. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr. inz. Sebastiana Balickiego
pt. ., Otrzymywanie polifenolowo-polisacharydowych koniugatow pochodzenia roslinnego
o polencjale prozdrowotnym wspomagane wybranymi czynnikami fizycznymi”, spelnia
wymogi stawiane pracom doktorskim, okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
.0 stopniach i tytule naukowym oraz stopniach w zakresie sztuki”.

Wnosze zatem do Rady Wydzialu Chemicznego, Politechniki Wroclawskiej,
o dopuszczenie p. mgr inz. Sebastiana Balickiego do dalszych etapow przewodu
doktorskiego o nadanie tytulu doktora nauk chemicznych, w dyscyplinie technologia
chemiczna. Jednoczesnie ze wzgledu na znaczace zaangazowanie Doktoranta w prace
badawezg oraz wysoka warto$é uzyskanych wynikéw, pragne rekomendowa¢ niniejszg

rozprawe¢ doktorska do wyrdéznienia.
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