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Opracowanie skutecznych metod pozyskiwania aktywnych biologicznie zwigzkéw z surowcow
pochodzenia roslinnego, jest aktualng tematyka badan realizowang w wielu osrodkach badawczych na catym
swiecie. W zaleznosci od rodzaju i zawartosci zwigzkdéw czynnych moga one petni¢ funkcje antyoksydantow,
pochlania¢ promieniowanie UV, dziata¢ antybakteryjnie, tagodzi¢ podraznienia, stymulowa¢ krazenie w
naczyniach krwiono$nych czy stanowi¢ wspomagajace naturalne filtry ochronne op6zniajace mi¢dzy innymi
procesy starzenia skory. Najbardziej znane i cenione substancje, obecne w ekstraktach roslinnych, to zwigzki
fenolowe, w tym flawonoidy. Do zwiazkow aktywnych biologicznie zaliczamy takze witaminy, fitosterole
czy karotenoidy. W literaturze mozna znalez¢ wiele doniesien dotyczacych alg morskich jako cennych
surowcow zwigzkoéw o dziataniu przeciwutleniajacym, natomiast stosunkowo niewiele danych dotyczy alg
stodkowodnych. Problem ten jest bardzo istotny, gdyz analiza ich sktadu pod katem zawartosci zwigzkoéw
przeciwutleniajacych, w tym zwigzkow fenolowych, ocena ich zdolno$ci przeciwutleniajgcej pozwoli
oszacowaé, W jakim stopniu ekstrakty z alg stodkowodnych mogg znalez¢ zastosowanie w przemysle
kosmetycznym, farmaceutycznym, spozywczym czy rolniczym. Autorka recenzowanej pracy doktorskiej
wpisuje si¢ w wyzej przedstawiony nurt badan naukowych. Mgr Karolina Korzeniowska zajmuje si¢ tematyka
nie tylko istotng naukowo, ale pozwalajaca na praktyczne wykorzystanie rezultatow badan do modyfikacji
obecnie istniejacych technologii wytwarzania naturalnych preparatow farmaceutycznych, kosmetycznych czy
spozywczych. Tak wigc praktyczny aspekt ocenianej pracy doktorskiej jest godny podkreslenia.

Praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Chemii Analitycznej Instytutu Chemii Uniwersytetu

Opolskiego pod kierunkiem doskonatego naukowca, prof. dr. hab. inz. Piotra Pawla Wieczorka.
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Rozprawa doktorska mgr Karoliny Korzeniowskiej liczy 183 strony, zilustrowana jest 49 rysunkami
| 28 tabelami. Napisana jest w uktadzie z podziatem na nastepujgce rozdziaty:

e wykaz skrétow, akronimow i symboli (4 strony)

e wprowadzenie i czg$¢ teoretyczna (66 stron);

e tezai cel pracy (2 strony);

e cz¢$¢ doswiadczalna oraz opracowanie i dyskusja wynikow (66 stron);

e podsumowanie i wnioski (5 stron).

Dysertacja konczy si¢ spisem rysunkow i tabel, bibliografig (200 pozycji), streszczeniem w jezyku polskim
I angielskim oraz wykazem dorobku naukowego Kandydatki (7 publikacji naukowych, w tym 6 dotyczacych
tematyki recenzowanej pracy, szes¢ rozdziatow w monografiach naukowych (w tym 4 zwigzane z tematyka
rozprawy) oraz 25 doniesien konferencyjnych (18 dotyczacych tematyki pracy doktorskiej), co wskazuje, ze
wybrane zagadnienia/tezy rozprawy zostaty juz opublikowane.

Cel pracy to: 1) opracowanie efektywnych metod wydzielania substancji przeciwutleniajacych, w tym
zwiazkow fenolowych, z glonow stodkowodnych z gatunku Cladophora glomerata, przy uzyciu réznych
technik ekstrakcji oraz typow ekstrahentow; 2) dokonanie analizy jakosciowej i ilosciowej probek
z wykorzystaniem metod chromatograficznych, kolorymetrycznych i spektrofotometrycznych w zakresie
UV-Vis; 3) zbadanie wlasciwos$ci przeciwutleniajgcej uzyskanych ekstraktow stosujagc  metody
kolorymetryczne (DPPH, ABTS, FRAP) oraz 4) potwierdzenie uniwersalnos$ci stosowanych procedur do
oznaczania zwigzkow fenolowych i/lub innych zwiazkow o wlasciwosciach przeciwutleniajacych w innych
matrycach roslinnych (w suszonych owocach aronii, lisciach pokrzywy, w skrzypie (zioto) oraz korze d¢bu).

Cze$¢ doswiadczalna pracy zostata poprzedzona przejrzyscie ujetym przegladem literatury, w ktorym
Pani mgr Karolina Korzeniowska przedstawita problematyke stresu oksydacyjnego, w tym jednostek
chorobowych z nim zwigzanych. Nastgpnie omdwila najwazniejsze zagadnienia zwigzane z aktywnoscia
1 zdolno$cia przeciwutleniajaca zwigzkéw biologicznie aktywnych: podata definicje przeciwutleniaczy, ich
role 1 podzial; opisala mechanizm dziatania przeciwutleniaczy oraz metody badania wlasciwosci
przeciwutleniajacych. Kolejny rozdzial poswigcita tematyce zwigzkow fenolowych, bedacych gtownym
obiektem zainteresowan badawczych Doktorantki, a nastgpny — algom jako Zréodlom zwigzkow
przeciwutleniajacych. Na koncu czesci teoretycznej opisata metody wydzielania i 0znaczania wybranych
zwiazkow biologicznie aktywnych z materiatu roslinnego. Nieliczne uwagi dotyczace tego rozdziatu, jak

1 kolejnych w dysertacji, przedstawi¢ nieco pozniej.
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Czgé¢ doswiadczalna (24 strony) zawiera opis zastosowanej aparatury, odczynnikéw, materiatu
badawczego, szczegotowe informacje na temat stosowanych procedur badawczych: do wydzielania
zwiazkow przeciwutleniajgcych z matrycy roslinnej, analizy jako$ciowej i illosciowej uzyskanych ekstraktow
oraz zbadania ich wilasciwosci przeciwutleniajacych.

Rozdziat zatytulowany ,,Opracowanie i dyskusja wynikow” zostal podzielony na siedem podrozdziatow.

W pierwszym Doktorantka skoncentrowala si¢ na prezentacji wynikéw badan dotyczacych porownania
wydajnos¢ ekstrakcji zwigzkow fenolowych z biomasy alg z gatunku C. glomerata przy zastosowaniu trzech
typow ekstrakcji:  klasycznej ekstrakcji rozpuszczalnikiem (SE) poprzez wytrzgsanie, ekstrakcji
rozpuszczalnikiem wspomaganej mikrofalami (MAE) oraz ekstrakcji rozpuszczalnikiem wspomaganej
ultradzwickami (UAE). Ekstrakcj¢ prowadzita przy uzyciu 5 ekstrahentow: etanolu (EtOH), metanolu
(MeOH), 70% EtOH, 70% MeOH oraz wody. Porownujac wyniki Wydajnosci ekstrakcji stwierdzita,
iz najbardziej efektywnym ekstrahentem jest woda, najmniej efektywnym — EtOH. Biomasa alg z gatunku
C. glomerata jest materialem bogatym w zwiazki hydrofilowe, poniewaz wydajnos$¢ ekstrakcji rosta zgodnie
ze wzrostem polarnosci rozpuszczalnikow. Porownujac techniki ekstrakcji, najlepsza okazata si¢ MAE,
co byto szczegdlnie widoczne dla metody z wykorzystaniem wody jako ekstrahenta. W przypadku uzycia
70% roztworu EtOH, warto$ci wydajno$ci uzyskane dla ekstrakcji rozpuszczalnikowej (SE) byly wyzsze,
ale wynikato to prawdopodobnie z niejednorodno$ci materiatu biologicznego uzytego do przeprowadzenia
eksperymentow.

W drugiej cz¢$ci Pani mgr Karolina Korzeniowska zaprezentowata wyniki badan uzyskanych ekstraktow
pod katem zawarto$ci zwiazkow fenolowych przeprowadzonych przy uzyciu metody Folina-Ciocalteu’a
(metoda F-C) oraz metody Christa-Miillera (metoda C-M). Sa to powszechnie znane metody
spektrofotometryczne, zaliczane takze do metod kolorymetrycznych. Metoda Folina-Ciocaletu’a umozliwia
oznaczenie catkowitej zawartosci zwigzkow fenolowych (TPC); metoda Christa-Miillera — bazujaca na
reakcji z chlorkiem glinu - oznaczenie catkowitej zawartoséci flawonoidow (TFC). Wartosci TPC wyznaczyta
na podstawie pomiarow absorbancji badanych probek po reakcji z odczynnikiem FCR oraz rownania krzywej
standardowej wykonanej dla kwasu galusowego (GAE) jako wzorca; warto$ci TFC na podstawie pomiar6w
absorbancji badanych probek oraz rownania krzywej standardowej wykonanej dla kwercetyny (QE) po reakcji
z chlorkiem glinu jako wzorca.

Doktorantka stwierdzita, iz najwyzszg zawarto$¢ zwigzkow fenolowych uzyskano dla ekstrakcji

za pomocg rozpuszczalnika wspomaganej mikrofalami. Najlepszym ekstrahentem w wyodrgbnianiu
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zwiazkow fenolowych z matrycy glonowej byla woda, najmniej efektywnym — EtOH. Stwierdzita,
1z zawyzenie lub zanizenie uzyskanych wartosci TPC moglo by¢ wynikiem obecno$ci innych substancji
w ekstrakcie, ktore reagujagc z odczynnikiem FCR dawaty barwne produkty. Prezentujgc wyniki badan
catkowitej zawartosci flawonoidow w ekstraktach (parametr TFC) Doktorantka nie podata danych
dla ekstraktow uzyskanych przy uzyciu MeOH i EtOH jako ekstrahentow, poniewaz wartosci TFC byly
wyzsze od wyznaczonych wartosci TPC. Odrzucita je, poniewaz flawonoidy to jedna z podgrup zwigzkow
fenolowych, stad wartosci TFC powinny byé nizsze niz TPC. Swiadczy to o ograniczeniu metody C-M, ktora
okazata si¢ nieodpowiednia do badania ekstraktow alkoholowych bez dodatku wody.

Podobnie jak w przypadku metody F-C, najbardziej efektywnym typem ekstrakcji byta metoda MAE
z uzyciem wody jako ekstrahenta. Najnizsze st¢zenie flawonoidéw odnotowata przy zastosowaniu UAE
i 70% roztworu EtOH. Biorgc pod uwage wpltyw rozpuszczalnika, najwicksza zawarto$¢ flawonoidow
zaobserwowala dla wody (metoda MAE) oraz 70% roztworu MeOH (metoda UAE i SE).

Reasumujac, uzyskane wyniki TPC i1 TFC s3 zgodne z polarnym charakterem zwigzkéw fenolowych
i polarnoscia rozpuszczalnikéw zastosowanych do ich ekstrakcji (EtOH < MeOH < wodne roztwory alkoholi
< woda).

Rozdziat trzeci prezentuje wyniki analiz jakosciowych i iloSciowych ekstraktow algowych przy uzyciu
techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem z matryca diodowa (PDA/DAD).
Warunki analizy chromatograficznej zostaty dobrane na podstawie danych literaturowych, po niewielkiej ich
modyfikacji (w dysertacji nie podano na czym ta modyfikacja polegata). Identyfikacja analitow bazowata na
poréwnaniu probki ekstraktow z probkami ekstraktow wzbogaconych zwigzkami fenolowymi. Porownywano
wartosci czasOw retencji, powierzchni¢ pikow oraz widma absorpcyjne. Sposrod 26 zwigzkoéw fenolowych,
ktorych standardy posiadano, w ekstraktach zidentyfikowano obecno$¢ 9 z nich: kwas galusowy, kwas
chlorogenowy, kwas syryngowy, kwas p-kumarowy, kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, kwas wanilinowy,
kwas 4-hydroksybenzoesowy, mirycetyna, rutyna. Najmniej zwigzkéw fenolowych Doktorantka
zidentyfikowata w ekstraktach wodnych (do 5 zwigzkow), najwiecej w wodnych roztworach alkoholi
(do 7 zwigzkow). Dodatkowo na podstawie uzyskanych wartosci powierzchni pikow oraz roéwnan krzywych
kalibracyjnych wyznaczyta stezenia analitow. Zawarto$ci poszczegdlnych zwigzkow w ekstraktach byty
rézne w zaleznoséci od zastosowanego ekstrahenta i metody ekstrakcji. Jedynie dla kwasu galusowego

Doktorantka zaobserwowata zblizone wartosci, poza uzyskanymi dla probki po ekstrakcji UAE 1 70% MeOH.
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W nastgpnym rozdziale (rozdziat czwarty) Doktorantka przedstawita wyniki badan wlasciwosci
przeciwutleniajgcych uzyskanych ekstraktow. Do oceny aktywno$ci przeciwutleniajacej ekstraktow
zastosowata testy: 1) DPPH do oceny zdolnosci sktadnikéw hydrofobowych poszczegdlnych ekstraktow
do wychwytywania wolnych rodnikow; 2) ABTS do oceny zdolnosci sktadnikéw hydrofilowych
I hydrofobowych poszczegolnych ekstraktu do inhibicji wolnych rodnikéw; 3) FRAP do oznaczenia
zwiazkow wykazujacych wiasciwosci redukujgce. Wyznaczone wartosci aktywnosci przeciwutleniajgcej oraz
stezenia przeciwutleniaczy odnoszg si¢ do caltego sktadu ekstraktu, a nie wylgcznie zwigzkow fenolowych,
poniewaz moga one zawiera¢ Szereg innych zwiazkow 0 wilasciwosciach przeciwutleniajacych. Stezenie
przeciwutleniaczy w poszczegdlnych ekstraktach wyznaczyta na podstawie krzywej standardowej
dla troloksu jako rownowazng zdolnos$¢ przeciwutleniajaca troloksu (TEAC) w tescie DPPH, ABTS oraz
na podstawie krzywej kalibracyjnej wykonanej dla roztworu wzorcowego Fe(ll) w tescie FRAP.

Wyniki testu DPPH wykazaty, ze najwyzszym potencjatem przeciwutleniajagcym charakteryzowaty si¢
ekstrakty uzyskane przy zastosowaniu wodnych roztworéow alkoholi (aktywno$¢ okoto 50%), natomiast
najnizszym przy uzyciu wody (aktywnos$¢ okoto 20%). Rodzaj ekstrakcji nie rzutowal znaczaco na te
wartos$ci. Wyznaczone st¢zenia przeciwutleniaczy w poszczegdlnych ekstraktach, wykazaty, iz najwigksza
ich ilo$¢ wystepuje w ekstraktach pozyskanych za pomoca ekstrakcji SE z wykorzystaniem wodnych
roztworow alkoholi, natomiast najmniejsza dla EtOH jako ekstrahenta. Doktorantka przeprowadzita rowniez
wizualng ocen¢ badanych ekstraktow poprzez pordéwnanie barwy probek roztworéw rzeczywistych
z probkami roztworéw wzorcowych.

Wyniki testu ABTS takze wykazaly, iz najskuteczniejszym ekstrahentem byta woda (aktywno$¢ okoto
50%) a najmniej efektywnym EtOH (aktywno$¢ okoto 10%). Warto$ci te byty zblizone dla ekstrakcji SE
I UAE. Najwyzsze stgzenia przeciwutleniaczy wyznaczyta w ekstraktach pozyskanych metodg MAE
z wykorzystaniem wody jako ekstrahenta, najnizsze w ekstrakcie etanolowym przy uzyciu SE.

Wyniki testu FRAP dla ekstraktow algowych udowodnity, iz najwigksza zawarto$¢ zwiazkéw
o wilasciwos$ciach redukujgcych znajduje si¢ w probkach po ekstrakcji woda, najnizsza w ekstraktach
etanolowych. Najskuteczniejszym typem ekstrakcji byta metoda MAE. Najwyzsze stezenie zwigzkoéw
redukujacych oznaczono w ekstraktach wodnych przy uzyciu MAE. Doktorantka dokonata tez oceny
kolorymetrycznej badanych probek.

Z uwagi na fakt, ze zawyzenie lub zanizenie wyznaczonych warto$ci ste¢zen analitow W ekstraktach
roslinnych - opisane i oméwione We wczesniejszych rozdziatach - mogto by¢ spowodowane ztozono$cig

matrycy, Pani mgr Karolina Korzeniowska postanowita opracowac wieloetapows ekstrakcje zwiazkow
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fenolowych z materiatu roslinnego, ktora zawierataby etap oczyszczania, frakcjonowania i wzbogacania
analitow. Tak skonstruowana procedura analityczna pozwolitoby obnizy¢ poziom tta podczas analiz HPLC-
DPA (usung¢ interferencje), przy jednoczesnym zwigkszeniu intensywno$¢ sygnatéw oznaczanych zwigzkoéw
powyzej granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci stosowanej metody analitycznej. Opis procedury i wyniki
tych badan Doktorantka przedstawita w rozdziale piatym Ekstrakcja wieloetapowa - wydzielanie,
oczyszczanie, frakcjonowanie i wzbogacanie.

Zaproponowana procedura sktadata sie z trzech podstawowych etapoéw: | etap - odttuszczania surowca,;
Il etap - wyodrgbniania zwigzkow fenolowych; Il etap - oczyszczania ekstraktow z cukrow oraz zatezania
zwigzkow fenolowych. Doktorantka zastosowata dwa rozwigzania: a) w pierwszej procedurze, do | etapu
wykorzystata ekstrakcj¢ heksanem w aparacie Soxhleta, a do ekstrakcji zwigzkow fenolowych (II etap) —
UAE z uzyciem ftazni ultradzwickowej i MeOH jako ekstrahenta; b) w drugiej procedurze, | i Il etap
przeprowadzita przy uzyciu UAE z wykorzystaniem sondy ultradzwigkowej (UAE (S)), przy czym w | etapie
zastosowata heksan, natomiast w Il etapie 70% roztwory MeOH o réoznym pH. W obydwu procedurach
IIT etap byt taki sam i polegat na wykorzystaniu ekstrakcji do fazy statej (SPE).

7 uwagi na to, iz efektywnos$¢ odtluszczenia biomasy alg przy uzyciu sondy ultradzwickowej (metoda
UAE (S)) byta wyzsza niz przy uzyciu aparatu Soxhleta, tylko te wyniki zostaty zaprezentowane w dysertacji.
Doktorantka podata nie tylko catkowita zawarto$¢ kwasow ttuszczowych w ekstrakcie alg C. glomerata,
ale takze okreslita zawarto$¢ nasyconych kwasoéw thuszczowych, nienasyconych kwasow thuszczowych,
zwigzkow z grupy wielonienasyconych kwasow tluszczowych (PUFA) oraz wybranych kwasow
thuszczowych.

Nastepnie, Doktoranta przedstawita wyniki analizy wptywu pH ekstrahenta: 70% roztworu MeOH
bez zakwaszenia (pH 6) oraz 70% roztworu MeOH zakwaszonego roztworem kwasu solnego do pH 2,
na ekstrakcje zwigzkow fenolowych i aktywno$¢ przeciwutleniajacg uzyskanego ekstraktu. Obydwie
ekstrakcje przeprowadzita w takich samych warunkach sprawdzajac: (a) wydajnos¢ ekstrakcji; (b) dokonujac
analizy zawartosci zwigzkow fenolowych (TPC, TFC) oraz (c) badajac aktywnos$¢ przeciwutleniajacg
ekstraktow (test DPPH, ABTS, FRAP). Dodatkowo, sprawdzita wptyw pH na wydajnos¢ metody MAE.
Uzyskane dane potwierdzity, ze wydajnos¢ ekstrakcji dla 70% MeOH o pH 6 byta nizsza (54,4 + 6,0 mg/g),
po zakwaszeniu tego samego ekstrahenta do pH 2 wzrosta do 80,8 + 1,8 mg/g. Podobnie jak dla UAE (S),
zakwaszenie srodowiska ekstrahujagcego do pH 2 wptyneto pozytywnie na wydajno$¢ ekstrakcji zwigzkow

fenolowych przy uzyciu metody MAE.
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Jak wspomniano, opracowanie procedury ekstrakcji wieloetapowej miato na celu oczyszczenie
ekstraktow oraz zatezenie zwigzkow fenolowych i/lub innych substancji w ekstraktach (etap I11). W zwigzku
z tym Doktorantka dokonata analizy ekstraktow uzyskanych po 1l etapie procedury (bez zastosowania SPE)
oraz po jej wprowadzeniu (Il etap z SPE). Uzyskane warto$ci §wiadczyty o tym, iz ekstrakcja do fazy statej
oraz zastosowane ztoze (Amberlit XAD-2) umozliwity wzbogacenie ekstraktu w zwigzki fenolowe i inne
substancje o wilasciwo$ciach przeciwutleniajgcych i redukujgcych. Pani mgr Karolina Korzeniowska
wykonata takze analiz¢ HPLC-PDA ekstraktow algowych (przed SPE oraz po SPE). Stwierdzita, ze sktad
ekstraktow po jedno- i dwuetapowym procesie byt podobny pod wzglgdem jakosciowym, natomiast r6zny
pod wzgledem ilosciowym. W ekstrakcie po oczyszczeniu na kolumnie SPE nie zidentyfikowata niektorych
zwigzkoéw (kwasu galusowego, syryngowego, p-kumarowego i 3,4-dihydroksybenzoesowego), natomiast
oznaczyta zwiazki, ktorych nie wykryta poprzednio (rutyng, mirycetyng). Zaobserwowata tez wyrazny wzrost
stezenia kwasu wanilinowego po oczyszczeniu na kolumnie SPE.

Zdecydowata si¢ takze na frakcjonowanie ekstraktu (wydzielita 13 frakcji) i poddata je analizie
za pomocg metody F-C i ABTS oraz przy uzyciu metody HPLC-PDA. W dwoéch pierwszych frakcjach
(F1-F2) zidentyfikowata dziewie¢ zwigzkow fenolowych, we frakcji trzeciej (F3) — siedem, we frakcji
czwartej (F4) — dwa, a w pozostatych frakcjach (F5-F13) jeden zwiazek. We wszystkich probkach stwierdzita
obecno$¢ kwasu wanilinowego, ktorego bylo najwiecej. Najwyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajacy
zaobserwowala rowniez dla trzech pierwszych frakeji.

Czgs¢ szbsta opisuje rezultaty badan ekstraktow uzyskanych w wyniku jedno- i wieloetapowej procedury
ekstrakcji za pomoca wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC). Do wizualizacji
rozdzielen chromatograficznych zastosowata sze$¢ podej$é: 1) bez derywatyzacji, A = 254 nm; 2)
bez derywatyzacji, A = 366 nm; 3) derywatyzacja 1% AICls, A = 254 nm; 4) derywatyzacja 1% AICls,
A = 366 nm; 5) derywatyzacja NEU, A = 254 nm; 6) derywatyzacja NEU, A=366 nm. Badania ekstraktow
poprzedzita analiza HPTLC 26 roztwordw wzorcowych zwiazkéw fenolowych.

Analizy HPTLC umozliwity identyfikacj¢ zwigzkoéw fenolowych oraz potwierdzity obecno$¢ niektorych
substancji oznaczonych metoda HPLC. Doktorantka nie zidentyfikowata w ekstraktach kwasu kawowego,
kwasu galusowego, kwasu 3,4-dihydroksybenzoesowego i kemferolu, prawdopodobnie z powodu
ich znikomej ilo$ci, ktorej nie dalto si¢ oznaczy¢ zastosowang metoda. Potwierdzita natomiast obecno$¢ kwasu

wanilinowego, ktorego byto najwigcej.
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W ostatnim rozdziale czg¢$ci wynikowej dysertacji Doktorantka sprawdzita czy zastosowane metody
wydzielania i oznaczania przeciwutleniaczy w ekstraktach z alg stodkowodnych C. glomerata moga by¢
zastosowane do analizy innych materialow roslinnych, np. wyttokow z catych owocow aronii (suszonych
w catosci); suszonych i zmielonych lisci pokrzywa, suszonego i zmielonego skrzypu, suszonej i zmielonej
kory debu. Udowodnita, ze sg to metody uniwersalne, ktore moga by¢ z powodzeniem zastosowane
do wydzielania i oznaczania zwigzkow fenolowych i/lub innych substancji przeciwutleniajgcych
w ekstraktach roslinnych réznego pochodzenia (owoce, ziota, kora drzewna, glony).

Do najwazniejszych osiagnie¢ pracy doktorskiej Pani mgr Karoliny Korzeniowskiej zaliczam:

1. Opracowanie efektywnej metody ekstrakcji zwigzkéw fenolowych i/lub innych substancji

przeciwutleniajacych z alg stodkowodnych z gatunku Cladophora glomerata.

2. Sprawdzenie efektywnosci roznych typow ekstrakcji (SE, UAE, MAE) i r6znych rozpuszczalnikow
(etanolu, metanolu, 70% EtOH, 70% MeOH oraz wody) do uzyskania najwigkszej ilosci ekstraktu
oraz wyodrebnienia najwickszej ilosci substancji przeciwutleniajacych (w szczegdlnosci zwigzkow
fenolowych) z biomasy alg stodkowodnych.

3. Udowodnienie, ze biomasa alg stodkowodnych z gatunku Cladophora glomerata jest Zrodtem
zwigzkow przeciwutleniajacych, takich jak zwiazki fenolowe 1 kwasy tluszczowe, co czyni ja
wartosciowym surowcem dla przemystu kosmetycznego, farmaceutycznego, spozywczego
czy rolniczego.

4. Sprawdzenie uzytecznosci testow DPPH, ABTS i FRAP do oceny aktywnosci przeciwutleniajacej
ekstraktow roslinnych.

5. Opracowanie wieloetapowej metody ekstrakcji zwigzkow fenolowych i/lub innych substancji
przeciwutleniajacych z glonow stodkowodnych, z gatunku Cladophora glomerata, umozliwiajace;j
wyodrebnienie, oczyszczenie, wzbogacenie i1 frakcjonowanie analitow.

6. Wykazanie, ze zakwaszenie medium ekstrahujgcego do pH 2 sprzyja ekstrakcji zwigzkow fenolowych
1 innych substancji o wlasciwosciach przeciwutleniajgcych.

7. Wykazanie, ze metody chromatograficzne (HPLC-PDA, HPTLC) mogg by¢ z powodzeniem
zastosowane do analizy jakosciowej i ilosciowej ekstraktow algowych.

8. Whykazanie uniwersalnosci stosowanych metod do oznaczania zwigzkow fenolowych w réznego

rodzaju matrycach roslinnych.

WYDZIAL CHEMII
ul. Wita Stwosza 63, 80-308 Gdansk
tel. +48 58 523 52 12; 725 999 955 email: jolanta.kumirska@ug.edu.pl



Strona |9

O K

UNIWERSYTET GDANSKI CHEMAUG

Uwagi/pytania/watpliwos$ci, ktore nasunety mi si¢ podczas studiowania niniejszej rozprawy doktorskiej

sg nastepujace:

e Skroty/akronimy/symbole zaprezentowane w wykazie nie s3 podane w porzadku alfabetycznym,
co utrudnia znalezienie poszukiwanego akronimu. Dlaczego Autorka zdecydowala si¢ na taka
formutg?

e Str. 15. Technika 'H-NMR definiowana jest jako protonowy jadrowy rezonans magnetyczny,
natomiast technika 3 C-NMR jako jadrowy rezonans magnetyczny wegla. Dlaczego?

o Tekst jest napisany tadnym, merytorycznie poprawnym jezykiem, cho¢ czasami zdarzajg si¢
niepoprawne sformulowania, bledy stylistyczne czy bledy edytorskie. Jako przykiad podam
niepotrzebne stosowanie przecinkéw podczas prezentowania poroOwnan, np. w zdaniu na stronie 19
»--..pomiedzy nadmierng aktywnoscig wolnych rodnikow, a mechanizmami obronnymi...”;
dokonujemy rozdzielenia sktadnikéw mieszaniny a nie ich rozdziatu (np. na stronie 63 widnieje zapis
,, Zabieg ten pozwala na rozdzial probki/ekstraktu na frakcje zgodnie z rozpuszczalnoscig....”,
w tekscie brakuje odniesienia do Tabeli 2 i 3; strona 78 zapis ,,droga przebyta przez srodek plamki”
jest niejasny; strona 116 ,,wykorzystujqc rozne diugosci fali (=214, 254, 270, 280).” brakuje
jednostki).

e Rysunek 17 (strona 54). Metody spektrofotometryczne, kolorymetryczne, chromatograficzne,
elektromigracyjne i spektroskopowe zaliczane s3 do metod instrumentalnych, a nie metod
chemicznych.

e Strona 66. Autorka podaje ze ,,Weglowodany strqcano za pomocq metanolu lub etanolu.”
Czy na pewno stragcano?

e Strona 73-74. Doktorantka stusznie podaje, ze aby dokona¢ analizy zwigzkow fenolowych za pomoca
techniki GC nalezy przeprowadzi¢ proces ich derywatyzacji do lotnych pochodnych. Zgodnie
z podang informacja Do odczynnikow pozwalajgcych utworzy¢ lotne pochodne zwigzkow fenolowych
nalezq miedzy innymi trimetylosilil, diazometan, chloromrowczan metylu/etylu, DMSO, jodan metylu,
trifluoroacetamid.” Prosze poda¢ mechanizmy derywatyzacji zwiazkow fenolowych przy uzyciu tych
odczynnikow. Czy nazwy wszystkich odczynnikow derywatyzujgcych sg poprawne?

e Strona 74. Podczas opisywania techniki HPLC Doktorantka podaje ze ,,Przeprowadza si¢ jg zwykle
do temperatury 200°C i cisnieniu do 2000 atm.” Czy w technice HPLC mozna stosowa¢ tak wysokie
temperatury?
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Strona 85. Rozdzial 1.1. Aparatura. Przy opisie wagi technicznej, wagi analitycznej 1 mieszadta

magnetycznego z dipolem brakuje producenta.

e Rysunek 21, strona 91. Podczas prezentacji warunkéw metody MAE jako ekstrahent podany jest takze
octan etylu, aceton, niewspomniany w dalszej czesci dysertacji. Prosze o wyjasnienie.

e Strona 94 i dalsze. Termin ,,ekstrakt w kwasnej wodzie” nie jest zbyt fortunny.

e Strona 96. Brakuje informacji w jaki sposob przeprowadzono frakcjonowanie probki. Wiadomo,
iz zebrano 13 frakcji, ale na jakiej zasadzie?

e Strona 131-132. Rozdzial 5.1. prezentuje wyniki oznaczania zawartosci kwasoéw tluszczowych
w ekstrakcie heksanowym uzyskanym w wyniku odtluszczania biomasy alg. Autorka podaje iz
»W celu sprawdzenia efektywnosci etapu odttuszczenia, otrzymang frakcje heksanowg zatezono
i poddano analizie pod kqtem oznaczenia zawartosci kwasow tuszczowych w ekstrakcie.”. Niestety
ani w cze$ci eksperymentalnej ani w cze$ci wynikowej nie sg podane warunki tych oznaczen. Prosze
o uzupehienie brakujacych danych.

e Strona 134. Widnieje tu nastgpujaca informacja ” Zmiana srodowiska ekstrahenta na bardziej kwasne
(pH=2) wplyneta korzystnie na ekstrakcje zwigzkow fenolowych i aktywnosé przeciwutleniajgcgq.
Wynika to z faktu wystepowania grup hydroksylowych w formie sprotonowanej.” W mojej ocenie
zdecydowanie bardziej pasuje wyjasnienie ,, Wynika to z faktu wystepowania grup hydroksylowych w
formie niezdysocjowanej”.

e Rozdziat 6. Analiza HPTLC ekstraktow algowych. Na stronach 103-104 cze¢$ci eksperymentalne;
Doktorantka podata, iz do wizualizacji rozdzieleh HPTLC zastosowata nastepujgce metody: a) metoda
fizyczna — wizualizacja promieniowaniem UV (A=254 1 366 nm); b) metoda chemiczna
z przeprowadzeniem derywatyzacji z wykorzystaniem 1% metanolowego roztworu AICIlz oraz
c) metoda chemiczna z przeprowadzeniem derywatyzacji z uzyciem odczynnika NEU
(1% metanolowy roztwor estru eminoetylowego kwasu difenyloforowego). Warto byloby uzupetic
dyskusj¢ wynikow o mechanizm tych derywatyzacji.

e Strona 173. W streszczeniu widnieje nastepujace stwierdzenie ,,Odpowiednia utylizacja biomasy alg

moze przyczynic¢ si¢ do wykorzystania ekstraktow jako cennych komponentow roznych produktow,

a tym samym poprawic jakos¢ wod”. Czy na pewno termin ,,utylizacja” w tym zdaniu jest wlasciwy?

Oceniajac pracg doktorska nalezy podkresli¢, iz badania zostaly poprawnie zaplanowane i

przygotowane, za$ warsztat analityczny nie budzi zastrzezen.
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Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Karoliny Korzeniowskiej w peini odpowiada wymogom
i warunkom okreslonym w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowym i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789 z p6zn. zm.).
Przedstawione uwagi nie umniejszajag wartosci naukowej rozprawy doktorskiej. Praca charakteryzuje si¢
potencjalng wartos$cig aplikacyjng przedstawionych w rozprawie doktorskiej rozwigzan, zawiera elementy
nowos$ci naukowej, a wymienione uwagi/pytania nie umniejszaja mojej wysokiej oceny recenzowanej pracy.
Przedstawione wyniki badan $wiadczg rowniez o umiejetnosci rozwigzywania probleméw metodologicznych
1 do$wiadczalnych przez Doktorantke. Napisana przez Panig mgr Karoling Korzeniowska rozprawa swiadczy,
ze posiada wiedzg 1 umiejgtnosci wymagane dla doktora nauk chemicznych. Wobec powyzszego wnioskuje

o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wyroéznienie rozprawy doktorskiej

Majac na uwadze wysoki poziom badan wchodzgcych w sktad recenzowanej pracy doktorskiej oraz fakt,
ze znaczna czg¢$¢ wynikoéw zostata opublikowana w renomowanym czasopi$mie z listy JCR - co stanowi
niewatpliwe niezalezne potwierdzenie waznosci wybranej tematyki badawczej - wnosze o jej wyrdznienie w

sposob przewidziany regulaminem Uczelni.
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