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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agaty Walkowiak-Brodki
zatytufowanej

Zastosowanie dwuwymiarowej spektroskopii korelacyjnej w zakresie UV-VIS-IR i metod

chemometrycznych w analizie produktow leczniczych i spoZzywczych

i wykonanej pod kierunkiem dr hab. Bogumity Kupcewicz, prof. UMK
na Wydziale Farmaceutycznym Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu

Mikotaja Kopernika w Toruniu

Ocena podjetej tematyki badawczej

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska zostala zrealizowana w Katedrze Chemii
Nieorganicznej i Analitycznej kierowanej przez Panigq Prof. Bogumite Kupcewicz, ktéra od wielu lat zajmuje
opracowaniem nowatorskich metod spektroskopowych 1 chromatograficznych do  profilowania
zanieczyszczen preparatéw leczniczych i suplementéw diety przy uzyciu wielowymiarowej analizy danych.
Ich opracowanie jest nadal bardzo pozadane, zwlaszcza w kontekscie wykrywania zafalszowan tego typu
produktéw, bezpieczefistwa zdrowia konsumentéw 1 wymuszenia na producentach stosowania norm
zapewniajacych jako$¢ produktu. Pomimo dyrektywy Unii Europejskiej o kontroli i obrocie suplementéw
zywnosciowych, system nadzoru nad wprowadzaniem takich produktéw na rynek nadal nie zapewnia
konsumentowi bezpieczedstwa zdrowotnego. Weryfikacja jakosci nowego suplementu przez GIS w Polsce
jest wybioéreza i czasochtonna a przede wszystkim ograniczona dostgpnymi narzedziami analitycznymi, ktére
moglyby postuzy¢ jako szybki sposob przesiewowy. Prym wioda techniki chromatograficzne 1 spektrometrii
mas. Metody oparte na detekcji spektroskopowej (oscylacyjnej i elektronowej) sq juz uznanymi podejsciami
do identyfikacji zafalszowan lekéw, suplementéw oraz zywnosci na $wiecie (np. Niemczech, USA czy
Japonii). Niestety praktyczne stosowanie metod spektroskopowych w Polsce jest mato popularne pomimo
ich wielu zalet jak dostep do prostych w obsludze i przenos$nych aparatow, brak wysokich wymagan
w przygotowaniu probki oraz mozliwos¢ utworzenia algorytmu maszyny uczacej do analizy widma. Jak sam

pomiar widma jest wrecz banalny, to jego analiza wymaga juz zaawansowanych i wielowymiarowych metod
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skondensowanych w zweryfikowany protokél. W ten obszar analizy produktu leczniczego i suplementéw
oraz wykrywania ich zafalszowan wpisuje si¢ praca doktorska mgr Agaty Walkowiak-Brodki, co stawia ja
w szeregu prac naukowych o wysokim stopniu zapotrzebowania. Jej innowacyjnym aspektem bylo
zastosowanie dwuwymiarowej spektroskopii korelacyjnej, ze szczegdlnym uwzglednieniem jej dwusladowej
metody do okresdlenia sktadu lekéw i suplementéw roslinnych zawierajacych wyciagi z liSci mitorzebu
japoniskiego (Ginko biloba 1..) 1 morwy biatej (Morus alba L.). Wybdr tematyki badawczej jest zatem w pelni
uzasadniony oraz bardzo istotny z naukowego, poznawczego i w konsekwencji praktycznego punktu

widzenia nauk farmaceutycznych.
Ocena formalna dysertacji

Praca doktorska Pani Agaty Walkowiak-Brédki ma forme oprawionego introligatorsko opracowania
bedacego kompilacjg klasycznej rozprawy doktorskiej i spdjnego tematycznie cyklu czterech publikacii. Cykl
ten uwzglednia dwie prace przegladowe przedstawiajace analize chemiczng produktéw roslinnych oraz
dzialanie przeciwcukrzycowe morwy biatej. Oba sq opublikowane w czasopi$mie Farmacja Polska uznanym
przez Ministerstwo Nauki i Edukacji (pkt. MNiE: 70). Pozostate publikacje dotycza s#ricfe meritum prac
cksperymentalnych Doktorantki i przedstawiaja wyniki analizy korelacyjnej widm UV-Vis i ATR FTIR
produktéw leczniczych i suplementéw zawierajacych wyciagi z liSci mitorzgbu japonskiego. Artykuly te
zostaly opublikowane w rozpoznanych na arenie miedzynarodowej czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej,
tj. Molecules 1 Spectrochimica Acta Part A o tacznym wspoétczynniku oddziatywania IF = 9,7. Spetnione sa
zatem wymagania formalne i zwyczajowe, aby wyniki pracy doktorskiej byly rozpowszechnione wéréd
spotecznosci naukowej. O$wiadczenia wspélautoréw oraz pierwsze autorstwo mgr Agaty Walkowiak-
Brédki jednoznacznie $wiadcza o Jej istotnym wkladzie w powstanie tychze publikacji. Doktorantka
wykonala prace eksperymentalne, opracowata wigkszo$¢ analiz i wspolpracowala przy przygotowaniu
manuskryptéw i ich redakcji. Zasadnicza czgsé pracy doktorskiej miesci si¢ na ok. 100 stronach i ma ona
typowy uklad stosowany w rozprawach doktorskich z podzialem na Wstep Teoretyczny, Cele Pracy,
Material 1 Metody, Wyniki i Dyskusja, Podsumowanie i Wnioski, Bibliografie, Streszczenie (w jezyku
polskim i angielskim) oraz wspomniany cykl publikacji. Rysunki i tabele obrazuja wigkszo$¢ uzyskanych
wynikéw. Struktura pracy nie budzi watpliwosci. Rozprawa odnosi si¢ do 135 odnosnikéw literaturowych,
w duzej wigkszosci to artykuly opublikowane w renomowanych migdzynarodowych czasopismach. Autorka
uzywa ich we wstepnie teoretycznym do przedstawienia aktualnego stanu wiedzy jak i w dyskusji poréwnujac
otrzymane wyniki z innymi pracami. Sa to najnowsze doniesienia naukowe, odpowiednio dobrane
do tematyki omawianej w pracy. Swiadczy to zaréwno o duzym naktadzie pracy Autorki jak i szerokim
rozpoznaniu aktualnej wiedzy naukowej. Rozprawa doktorska jest napisana w zwartym 1 syntetycznym stylu

oraz wykazuje nie tylko wysoka jako§¢ naukowns, ale tez posiada walory praktyczne.
Ocena merytoryczna dysertacji
Po krotkim wstepie opisujacym znaczenie metod spektroskopowych w analizie produktow

leczniczych 1 spozywczych oraz zasade spektroskopii korelacyjnej i chemometrii, Autorka dysertacji
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poprawnie definiuje cel badawczy. A jest nim wykorzystanie dwusladowej dwuwymiarowej spektroskopii
korelacyjnej (2T2D-COS), zaproponowanej przez wybitnego spektroskopiste prof. Isao Node, do kontroli
jakosci lekow 1 suplementdw zawierajacych substancje lecznicze liSci mitorzebu japoniskiego i morwy biatej.
Cel ten Pani mgr A. Walkowiak-Brédka zrealizowata poprzez poprawnie zaprojektowane sze$é¢ etapéw
pracy doswiadczalnej. Sa nimi: 1) analiza skladu wybranych produktéw metoda wysokosprawne;
chromatografii cieczowej (metoda referencyjna), 2) zarejestrowanie bazy danych spektralnych w postaci
widm absorpcyjnych w zakresie §wiatta UV-Vis 1 MIR, 3) modelowanie zawartosci zwiazkéw aktywnych lub
klasyfikacji produktéw w oparciu o jednowymiarowe widma i algorytm czastkowych najmniejszych
kwadratow (PLS), 4) okreslenie informacji chemicznej, tj. sygnaléw daktyloskopowych badanych
produktéw poprzez obliczenie dwuwymiarowych widm produktéw i widm referencyjnych czystych
sktadnikéw lub standaryzowanych produktéw, 5) wskazanie zakreséw w widmach 2T2D uzytecznych dla
okreslenia jakosci produktéw leczniczych i suplementéw oraz 6) przeprowadzenie analizy gléwnych
sktadnikéw (PCA) z wykorzystaniem asynchronicznych widm dwuwymiarowych. Dobér metod i badanych
produktoéw zostal przeprowadzony w prawidlowy sposéb. Badany material uwzgledniat leki i suplementy
diety oraz suszony material rodlinny w réznej postaci. Zapewnilo to réznorodno$é produktéw i
wyeliminowato wplyw postaci produktu roslinnego na analize. Zrédta badanych produktéw réwniez byly
zdywersytikowane. Do modeli kalibracyjnych i walidacji krzyzowej postuzono si¢ sygnatura spektroskopowa
gléwnych skladnikéw bioaktywnych milorze¢bu japonskiego i morwy bialej jak na przyklad rutyna,

kwercetyna, kwasem chlorogenowym czy 1-deoksynojirimycyna.

Najbardziej obszerna cze$¢ dysertacji stanowi opis otrzymanych wynikoéw i ich interpretacii.
Zasadniczo jest podzielona na dwie czesci, w ktérych Autorka przedstawia analize¢ chromatograficzna,
korelacyjna i chemometryczng produktéow z wyciagiem mitorzgbu i osobno morwy bialej. Ciekawym
rezultatem jest okreslenie sktadu lekéw i suplementéw diety dla mitorzgbu japonskiego. Doktorantka
wskazala po pierwsze wplyw sposobu ekstrakcji na otrzymana detekcje bioaktywnych substancii, co
wskazuje na konieczno$¢ opracowania odpowiedniej metody. Ale tez jednoznacznie udowodnita, ze
wigkszo$¢ suplementéw, pomimo deklarowanego uzycia wyciagu z milorzebu japonskiego, byla
zafalszowana dodatkiem aglikoli lub mieszaniem z innymi rodlinami leczniczymi. Wazng obserwacja jest
takze brak podobiefistwa sktadu pomiedzy suplementami zawierajacymi ekstrakt z liSci i suszone liscie
morwy bialej. Bazujac na tak okreslonym sktadzie mgr Agata Walkowiak-Brédka ten sam zestaw produktdw
analizowata technikami spektrofotometrii (tylko w przypadku produktéw z milorzebu japonskiego) i
spektroskopii IR, tj. technika ostabionego wewnetrznego odbicia z transformata Fouriera (ATR FTIR).
Metoda iPLS DA zostala zastosowana z satysfakcjonujaca doktadnoscia do identyfikacji suplementow diety
z nadmiarows zawarto$cig rutyny, kwercetyny 1 kemferolu w produktach z milorzebu japonskiego oraz
wyznaczenia zaleznosci pomiedzy st¢zeniem 1-deoksynojirimycyna (DNJ) a intensywnoscia sygnalu w
jednowymiarowych widmach ATR FTIR. Autorka zaproponowala tu kilka modeli i okreslita ich

skutecznos$¢ wskazujac jakie sktadniki lub ich mieszanina klasyfikuje jako$¢ produktu zywnosciowego
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poprzez jego sklad oraz wykazala wysoki potencjal predykeji stezenia DNJ. W mojej opinii otrzymany

poziom dokladnosci jest wystarczajacy dla dalszego zaprojektowania metody przesiewowe;.

Dwusladowsq dwuwymiarows spektroskopie korelacyjng zastosowano do widm UV-Vis ekstraktéw
alkoholowo-wodnych i wodnych badanych produktéw z mitorzebu japonskiego oraz widm ATR FTIR
produktéw milorzebu i morwy bialej. Zadania, ktérych si¢ podjeta Autorka sa bardzo wymagajace pod
katem interpretacji i jego wyniki z pewnos$cia moga postuzy¢ dalszym pracom nad tym zagadnieniem.
Autorka poddaje tej analizie widma suplementow wybierajac rézne formy referencji, co jest tez poprawnym
zabiegiem, poniewaz jego sklad bedzie decydowal o postaci mapy asynchronicznej. Dodatkowym zabiegiem
bylo sprzezenie tych ostatnich z analiza gléwnych skladowych. To podejscie jest bardzo ciekawe i
oryginalne. Niewatpliwie liczba 1 znak pikéw krzyzowych dostarcza wiele dodatkowych cech zbioréw
danych umozliwiajac tym samym ich segregacje wedlug wlasciwosci spektralnych a wigc chemicznych.
Zaleta takiej metodologii jest jej niezalezno$¢ od artefaktow widma typowych w przypadku analizy
nienadzorowanej widm jednowymiarowych. Doktorantka udowadnia skutecznos$¢ tej metodologii odnoszac

si¢ do sktadu wyznaczonego w analizie chromatograficznej.

Do najwazniejszych osiagnie¢ przedstawionych w pracy doktorskiej Pani mgr Agaty Walkowiak-

Brédki zaliczam:

- podanie protokolu analizy 2T2D-COS, MPCA i PLS widm elektronowych ekstraktéw badanych
produktéw i widm ATR FTIR zarejestrowanych iz situ, ktéry w mojej ocenie moze by¢ z tatwoscia

uogolniony do oceny jakosci innych leczniczych produktéw roslinnych,

- wskazanie jakie cechy analizy 2T2D-COS i chemometrycznej sa istotne dla rozpoznania zafalszowan

suplementéw zawierajacych wyciag z mitorzebu japorskiego i morwy biatej,

- weryfikacj¢ zaproponowanej metodologii w odniesieniu do wynikéw rutynowo wykonywanej analizy

chromatograficzne;.

Lektura rozprawy zacheca do stawiania kolejnych pytan na zasadzie dyskusji naukowej. Chciatabym

poznaé stanowisko Doktorantki w nast¢pujacych kwestiach.:

- Interpretacja asynchronicznych widm ATR FTIR jest sporym wyzwaniem dla prébek o réznym i wiasciwie
nieprzewidywalnym sktadzie jak w zafalszowanych suplementach diety. Czy jest ona konieczna dla kontroli

jakosci produktu? I czy moga by¢ podstawa modelu dyskryminujacego typu PLS DA?

- Jak sama Autorka podkresla rutynowo stosuje si¢ analize chemometryczng dla jednowymiarowych widm
istad proponuje podejscie 2T2D-COS. Czy podsumowujac wyniki swoich badan jest mozliwe stwierdzenie,
ze to podejécie ulepsza klasyfikacje produktéw roslinnych i czy nalezatoby wprowadzi¢ je na state do ich
kontroli? Jest taka teza postawiona w pkt. 3 1 4 Wnioskéw, ale nie znalaztam jasno wyrazonych dowodow

na jej potwierdzenie.

- Jaka jest opinia Autorki badan na temat korelacji widm UV-Vis i ATR FTIR i zastosowania ich widm

asynchronicznych do MPCA, aby zaobserwowaé grupowanie suplementow?
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- Jaki protokél analizy suplementéw diety mozna zaproponowacé na podstawie tych badan biorac pod uwage
potrzebe automatyzacji takiej metodologii tak aby mégl ja wykona¢ np. pracownik instytucji kontrolujacej

rynek suplementow?
Uwagi i sugestie

Rozprawa zawiera takze pewne mankamenty, ktérych waga nie jest duza, lecz z obowigzku recenzenta nalezy
je wymienic:

1) Dla spéjnosci otrzymanych wynikéw, spodziewano by sig, ze taki sam zestaw metod bedzie
zastosowany dla produktéw z milorzebu japofiskiego i morwy biatej. Prosze komentarz dlaczego
nie zastosowano spektroskopii UV-Vis dla produktéw z morwy bialej.

2) Zastosowano rozne widma referencyjne dla obliczenia map asynchronicznych i grupowania
obiektéw w analizie MPCA, ale brakuje spinajacego te wyniki wniosku czy poprawne grupowanie
produktéw roslinnych i suplementéw (wg. analizy chromatograficznej) jest zalezne od referencji a

jesli tak, to czy mozna zaproponowaé modelowsa probke referencyjng.
Autorka nie unikneta réwniez pewnych bledéw edycyjnych:

3) Rys. 18, 20, 31, 32: brak legendy koloréw dodatnich i ujemnych pikéw krzyzowych.
4) Rys. 30: brak jednostek stezenia; najwyzsze st¢zenie DNJ wynosi 2 1 nie odpowiada najwyzszej
wartosci substancji 5E (ok. 1,4 mg/g).
5) Uzywane sa rézne nazwy (Srednia, podstawowa) dla zakresu MIR $wiatla (ang. mid infrared).
Osobiscie jestem zwolenniczks stosowania nazwy $rodkowa podczerwien (i takie znaczenie ma
w innych jezykach), poniewaz jest to zakres lezacy pomiedzy dalekq i bliska podczerwienig i nie jest
$rednig jaki§ warto$ci. Uzywane sa rowniez rozne skroty, FT-MIR, FTIR-MIR, FTIR (np. Tabela
1). W pracy jest sporo spolszczonych zapozyczen z jezyka angielskiego (adulterowane produkty,
fingerprint), ktérych mozna byto uniknaé.
Nie sq to jednak bledy liczne i dlatego uwazam prace za napisana bardzo starannie zaréwno pod katem
stylistycznym  jak 1 graficznym. Jakos¢ rysunkéw jest bardzo dobra, przygotowane zostaly

w spojny sposob ulatwiajacy ocene uzyskanych wynikow.
Podsumowanie

Pomimo wymienionych zastrzezed, ktérych wigkszo$¢ ma charakter catkowicie dyskusyjny,
uwazam, ze Pani mgr Agata Walkowiak-Brédka przygotowala ciekawa i aktualng prace doktorska na dobrym
poziomie. Uwazam, ze rozprawa wnosi nowg wiedz¢ na temat mozliwosci zastosowania klasycznej
spektroskopii molekularnej do detekeji zafalszowan produktow leczniczych i spozywezych, ale przy
zastosowaniu nowatorskiej metody korelacyjnej sprzezonej z wielowymiarows analiza chemometryczna.
Podjety temat nie byl tatwy i wymagal systematycznych pomiaréw, analiz oraz doboru odpowiednich
obiektéw. Nalezy réwniez podkresli¢, zaangazowanie Doktorantki w zdobycie $rodkéw na finansowanie

swoich badan, Jej aktywno§¢ w rozpowszechnianiu wynikéw na konferencjach krajowych
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i miedzynarodowych, ktéra byta kilkukrotnie nagradzana oraz aktywno$é w towarzystwach naukowych. Jest
réwniez wspolautorka dwoéch dodatkowych artykuléw  naukowych. Zyciorys naukowy $wiadczy

o doskonatym przygotowaniu Pani Magister do pracy naukowej.

Reasumujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Agaty
Walkowiak-Brodki pt. Zastosowanie dwuwymiarowej spektroskopii korelacying w gakresie UV-VIS-IR i metod
chemometrycznych w analizie produktow lecznicgych i spogywezych stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego i spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w art. 14 ust. 1 z dnia 14
marca 2003 1. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
z 2017 r. oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.) oraz przepisach wprowadzajace ustawe — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669). Poziomi naukowy jest wysoki a udzial
Autorki w realizacj¢ zaprezentowanych wynikow badad jest znaczacy. Przedstawione do recenzji
opracowanie wraz z zestawem publikacji nie pozostawiaja watpliwosci co do wysokich umiejetnosci i
samodzielno$ci Doktorantki w realizacji prac naukowych oraz redagowaniu publikacji naukowych na
odpowiednio wysokim poziomie. Wnioskuje¢ zatem do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne

Collegium Medicum w Bydgoszczy UMK o dopuszczenie Doktorantki do dalszym etapow

Jiam (e @/M’”"{;“’

przewodu doktorskiego.
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