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Rozwdj cywilizacyjny czlowieka zwiazany z. nowymi generacjami materialéw o
dziataniu biologicznym, wytwarzanych na wzér substancji pochodzenia naturalnego, a
zwlaszcza ich analiza w tych obiektach i produktach naturalnych stwarza nowe wyzwania w
zakresie kontroli analitycznej. Na styku dwoch zasadniczych i jakze waznych wspolczesnie
problemdéw nierozwigzanych skutecznie do tej pory, tj. niekontrolowanej analitycznie
obecnosci szeregu zwiazkéw o dziataniu hipolipemicznym w naszym otoczeniu i
ograniczonych mozliwosciach ich analizy IIOSCIOWG_] ze wzgledu na brak procedur zostala
zrealizowana praca doktorska.

Analiza skiadnikéw w materialach zlozonych, a do takich naleza farmaceutyki,
suplementy diety, jak rowniez materialy pochodzenia naturalnego jest procesem
wieloetapowym, z glownymi etapami pobrania i przechowywania materialu do badan,
przygotowania probki do oznaczen w tym wydzielenia i zageszczenja analitu, oraz
oznaczenia. O ile dwa skrajne ctapy analizy sg w znacznym stopniu znormalizowane
procedurami pobierania probek i wykonania pomiaru okreslong technika, tak wydzielenie i
zageszczanie analitow z materialdw o bogatej matrycy jest najtrudniejszym etapem w
procedurze analitycznej, zwlaszcza w analizie $ladéw 1 mikrosladow. Dotychczasowa
praktyka wskazuje, ze techniki ekstrakcyjne stanowia skuteczny instrument wydzielenia
selektywnego lub grupowego analitow ze zlozonego materiatu i zageszczania ich przed
oznaczentem ilosciowym.

Tematyka rozprawy doktorskiej, zgodnie z jej tytutem, dotyczy zastosowania nowych
technik ekstrakcyjnych do analizy wybranych zwiazkéw o dzialaniu hipolipemicznym.
Problemowi temu, tj. poznaniu i opracowaniu warunkow wydzielania, izolacji i wzbogacania
analitow przy zastosowaniu nowych techmik ekstrakcyjnych, a takze opracowaniu procedur
analitycznych poswigcona jest praca doktorska. Obicktem badan byly zwiazki z grupy statyn i
fitosteroli, techniki ekstrakcyjne do ich wydzielania i zageszczania w skali mikro oparte o



rozne mechanizmy podziatu substancji i rozwiazania techniczne, oraz procedury analityczne z
detekcja analitu wiacznie.

Praca doktorska zlozona jest z 10 rozdziatéw, ulozonych logicznie, obejmujacych:
wstgp, czgs¢ literaturowa, cel i zakres pracy, badania wlasne, podsumowanie i wnioski. W
sklad pracy wchodzi takze spis skrotow i akroniméw, 57 rysunkéw i 76 tabel, spis literatury
(230 pozycji), spis rysunkéw i tabel oraz wykaz osiagnigé naukowych.

Cele glowne i szczegdlowe rozprawy doktorskiej zostaly sformutowane w sposob
przejrzysty, i obejmowaty (i) zbadanie i opracowanie ekstrakcyjnych procedur wydzielania,
wzbogacania 1 rozdzielania wybranych statyn (4 statyny: lowastatyna, fluwastatyna,
atorwastatyna i rosuwastatyna) oraz p-sitosterolu (fitosterol) z roztwordw, oraz (ii).
opracowanie procedur analitycznych statyn i f-sitosterolu na bazie ekstrakcyjnego ich
wydzielania i zaggszczania. Tak sformutowane cele badan byly istotne zaréwno ze wzgleddw
poznawczych jak i praktycznych.

Czgs¢ teoretyczna pracy stanowi przeglad literaturowy w zakresie trzech tematéw
powigzanych ze soba ze wzgledu na prowadzony eksperyment, tj.: (i) statyn i fitosteroli, (ii)
technik ekstrakcyjnych wydzielania analitow, oraz (iii) chromatografii cieczowej sprzezonej
ze spektrometrem mas stosowanej do oznaczania statyn i fitosteroli. Przeglad literaturowy jest
obszerny (57 stron), oparty na wspolczesnej literaturze naukowej, gtéwnie migedzynarodowej
Znaczaca czg$¢ przegladu poswigcona jest technikom ekstrakcyjnym stosowanym do
wydzielania i oddzielania $ladéw. W tej czesci opracowania Autorka stwierdza, ze w praktyce
najezgscie) wykorzystywanymi technikami wydzielania statyn i fitosteroli sa: klasyczna
ekstrakcja cieczowa (LLE) oraz ekstrakcja do fazy stalej (SPE), oraz ze wprowadzenie
nowoczesnych technik wydzielania zwigzkéw (w tym ekstrakeji micelarnej oraz ekstrakeji do
punktu zmetnienia, ekstrakcji z wykorzystaniem wirujacego elementu sorpcyjnego,
mikroekstrakeji  dyspersyjnej), moze przynie$ nowe rozwiazania w zakresie m.in.
zageszczania analitu, selektywnosci procesu, redukeji zuzycia toksycznych rozpuszezalnikéw
1 miniaturyzacji procesu.

W czgsci teoretycznej pracy dokonano krytycznego spojrzenia na dane literaturowe w
zakresie stosowanych dotychczas technik ekstrakcyjnych, co jest bardzo cenne, poniewaz
pozwolilo Autorce rozprawy na tym etapie rozpoznawania problemu naukowego stwierdzié
rézne podejscia do problemu wydzielania i rozdziatu analitéw oraz rozpoznaé rézne czesto
bardzo szczegdélowe rozwigzania. Podkresli¢ nalezy, ze Autorka pracy z tym problemem
poradzita sobie bardzo rozwaznie i skutecznie.

Czesé doswiadczalna

Czgs¢ doswiadczalna pracy poswigcona jest badaniom nowych technik ekstrakcyjnych
do wydzielania i wzbogacania analitdw z grupy statyn (lowastatyna, fluwastatyna,
atorwastatyna 1 rosuwastatyna) oraz fitosteroli (B-sitosterol) z roztworow. Czesé
doswiadczalna pracy poswigcona jest takze opracowaniu koficowych procedur analitycznych
analizy statyn i P-sitosterolu z udzialem zoptymalizowanych technik ekstrakcyjnych, i ich
zastosowaniu do analizy badanych zwiazkoéw w produktach spozywczych réznego
pochodzenia, suplementach diety oraz wodzie i Sciekach.

W badaniach wydzielania i zageszczania statyn i -sitosterolu zastosowano tacznie 8
technik ekstrakcyjnych, w tym: ekstrakcje micelarng (ME), ekstrakcje do punktu zmetnienia
(CPE), ekstrakcj¢ z uzyciem wirujacego elementu sorpeyjnego (SBSE), ekstrakcje do fazy
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statej (SPE) — w zakresie wydzielania statyn, oraz mikroekstrakcje dyspersyjna ciecz- ciecz
(DLLME), mikroekstrakcje dyspersyjng wspomagana ultradzwigkami (UA-DLLME),
mikroekstrakcj¢ dyspersyjna z procesem zestalania ptywajacej kropli rozpuszczalnika
(DLLME-SFO) oraz mikroekstrakcjg z emulgacja wspomagana ultradzwiekami (USAEME) —
do wydzielania B-sitosterolu.

Wyniki, interpretacja, efekty, nowosci

Przeprowadzone obszerne badania eksperymentalne doprowadzity do uzyskania
bardzo interesujacych i waznych z naukowego i prakiycznego punktu widzenia wynikow, z
kilku powodow.

1. Eksperymentalnie wykazano przydatnosé ekstrakeji micelarnej (ME) i ekstrakeji do
punktu zmetnienia (CPE), do wydzielania statyn z roztworéw, uzyskujac w warunkach
zoptymalizowanych wspolczynniki wzbogacenia analitu w zakresie 4-9 (ME: lowastatyna-
LOV, fluwastatyna-F1.U) oraz 11-12 (CPE: rosuwastatyna-ROS, atorwastatyna-ATOR).
Wyznaczone warunki ekstrakcji statyn w skali mikro badano w polaczeniu z
chromatograficznymi i spektrofotometryeznymi (HPLC-UV) metodami ich oznaczania
uzyskujac szerokie zakresy liniowosci metod. Wykazano jednoczesnie, ze granice
wykrywalnosci (LOD) i granice oznaczalnosci (LOQ) badanych statyn mieszczg sie w
zakresie od 0,14 do 2,69 pg mL™!, z preferencja dla ekstrakcji micelarnej w ukladach z mono-
lub mieszaninami zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Wykazano jednocze$nie, ze z posrod
szeregu jonow (CI, CO;, S04, NH4', Mg*" Mn**, Fe’', AP") oraz wybranych lekow
najmniejszy wplyw na chromatograficzne oznaczanie statyn (HPLC-UV) po ich ekstrakcji
micelarnej (ME) oraz ekstrakcji do punktu zmetnienia (CPE) wykazuja jony amonowe,
boranowe 1 magnezu podczas gdy jony glinu i zelaza(Ill) moga przeszkadzaé (oczyszczanie
probki skutecznie eliminuje wplyw wskazanych jondéw). Opracowano procedury analizy
statyn 1 zweryfikowano ich zastosowania w praktyce poprzez badania obecnosci LOV, FLU,
ROS 1 ATOR (lowastatyna, fluwastatyna, atorwastatyna, rosuwastatyna) w wodach
powierzchniowych 1 $cickach z 5 rzek o roéznym stopniu zanieczyszczenia (Horodnianka,
Narew, Bug, Wista, Odra) oraz $ciekach surowych i oczyszczonych z Miegjskiej Oczyszczalni
Scickéw w Biatymstoku. Wykazano, 7e opracowane chromatograficzne procedury oznaczania
tych zwiazkow po ich wczesniejszej ekstrakcji technikg ekstrakcji micelarnej moga by¢
stosowane w praktyce do rutynowych badan statyn w probkach $rodowiskowych, gléwnie
wodach powierzchniowych i sciekach. '

2. Wykazanie, ze mikroeksirakcja z wykorzystaniem wirujacego elementu
sorpcyjnego (SBSE) jest odpowiednig technikg do grupowego wydzielania atorwastatyny
(ATOR), fluwastatyny (FI.U) i lowastatyny (I.OV) z roztworéw. Opracowana procedura
ekstrakcyjna pozwala na uzyskanie wysokich wartosci wspoétczynnikéw wzbogacenia (EF 31-
38) badanych analitow. Efekt ten uzyskano dzigki mimaturyzacji objetosci ekstrahenta na
etapie desorpcji analitow ze zioza, ktorym byl polidimetylosiloksan. Jest to oczywista
niekwestionowana zaleta opracowanej przez Autorke procedury ekstrakcyjnej SBSE
(ekstrakcja z wirujacym elementem sorpcyjnym) w porownaniu do ekstrakeji micelarnej
(ME) i ekstrakcji do punktu zmetnienia (CPE).

Opracowana procedur¢ analityczna jako ekstrakcje z wirujacym elementem
sorpcyjnym w polaczeniu z chromatografig cieczowa sprzezong z tandemowsg spektrometria
mas (SBSE-LC-MS/MS) zastosowano do oznaczenia atorwastatyny, fluwastatyny i
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lowastatyny w sciekach surowych i oczyszczonych z Miejskiej Oczyszczalni Sciekéw w
Biatymstoku. Wykazano, ze opracowana metoda (SBSE-LC-MS/MS) analizy statyn pozwala
na wigksza czulo$é i specyficznosc¢ oznaczen w stosunku do innych metod.

3. Zastosowanie nowego zloza sorpcyjngo (polimeryczne zloze
styren/diwinylobenzen, SDBI) prowadzace do selektywnego wydzielenia B-sitosterolu z
roztworow metoda ekstrakcji do fazy statej (SPE), ze wspotczynnikiem wzbogacenia analitu
10,5. Potaczenie badanej techniki ekstrakcyjnej z metoda spektrofotometryczna oznaczania
analitu skutkuje charakterystycznym szerokim zakresem linowosci (1,04-33,2 ug mL™), z
granicami wykrywalnosci i oznaczalnodci wynoszacymi odpowiednio 0,411 pg mL™ (LOQ), i
1,37 ng mL" (LOD). Zweryfikowano z wynikiem pozytywnym poprawnos¢ opracowanej
procedury poprzez analizg ilosciowa f-sitosterotu w suplementach diety (pieé preparatéw).
Opracowang procedur¢ zastosowano do analizy B-sitosterolu w statych produktach
spozywczych (12 produktéw: migdaty, orzechy wiloskie, laskowe, ziemne, pistacjowe, platki
pszeniczne i owsiane, otrgby pszenne i zytnie, pestki stonecznika, nasiona sezamu i jagody
goji), olejach roslinnych (olej rzepakowy, stonecznikowy, kukurydziany i sojowy) i oliwie z
oliwek. Poprzez weryfikacje wynikow analitycznych z zastosowaniem niezaleznej metody
(wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja w nadfiolecie, HPLC-UV), po
ekstrakcji analitu do fazy stalej na zlozu krzemionkowym, wykazano dobra zgodno$é
wynikdéw i poprawno$¢ opracowanej procedury.

4. Rozwigzanie przez Autork¢ niezmiernie trudnych problemow zwigzanych z
wydzielaniem 1 zaggszczaniem [-sitosterolu podczas jego analizy w owocach i warzywach
(zawarto$¢ analitu kilkukrotnie nizsza niz w produktach zbozowych i kilkadziesiat razy nizsza
w odniesieniu do olejow roslinnych). Trudnosci analityczne, ktére pojawily si¢ na tym etapie
badan (zastosowanie do wydzielaniu analitu opracowanej wczesniej techniki ekstrakeji do
fazy statej (SPE) nie przynosi oczekiwanych rezultatow - niskie wspotczynniki wzbogacania,
mata czulos¢ oznaczen) powoduja, ze Autorka wprowadza 1 bada nowe techniki
mikroekstrakcyjne oparte na ukiadach dyspersyjnych. Wyniki badaii prowadza do
opracowania nowych procedur ekstrakcyjnego wydzielania B-sitosterolu technikami
mikroekstrakecji - dyspersyjnej ciecz—ciecz (DLLME) bez udzialu oraz z udzialem
ultradzwigkow (metoda UA-DLLME). Na podkreslenie zastuguje zastosowanie do
wydzielania [-sitosterolu z roztworéw wodnych nowej techniki mikroekstrakcji z
wykorzystaniem zestalania plywajacej kropli rozpuszczalnika (DLLME-SFO). Jest to
oryginatny i specyficzny ukiad ekstrakcyjny bazujacy na zmianie stanu skupienia ekstrahenta
w ukfadzie. W tym przypadku zastosowano 1-dodekanol przeprowadzajac jednoczesnie
optymalizacj¢ parametrow wplywajacych na wydajnos¢ ekstrakeji. Nalezy podkresli¢ z
uznaniem, ze zastosowanie techniki mikroekstrakeji dyspersyjnej 1 jej modyfikacy
skutkowalo uzyskaniem bardzo wysokich wspétczynnikéw wzbogacania (EF) B-sitosterotu:
od 59 (mikroekstrakcja dyspersyjna ciecz—ciecz, DLLME), poprzez 66 (mikroekstrakcja
dyspersyjna ciecz—ciecz wspomagana ultradzwigkami, UA-DLLME), do 84 (ekstrakcja z
wykorzystaniem zestalania plywajacej kropli rozpuszczalnika, DLLME-SFO). Opracowane
procedury chromatograficznego oznaczania B-sitosterolu po jego wydzieleniu i zatezeniu
metodami mikroekstrakeji dyspersyjnej charakteryzujg si¢ wysokimi wartosciami odzysku w
zakresie od 99% do 106%. Cukry, jony sodu, magnezu, aniony chlorkowe 1 azotanowe(V)
moga wystgpowaé w ponad kilkunastokrotnym nadmiarze w stosunku do oznaczanego
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fitosterolu i nie wptywaja na wynik analizy, podczas gdy witaminy: E, B6 i B12
przeszkadzaja w chromatograficznym oznaczaniu f-sitosterolu w produktach spozywczych.
Wykazano, ze opracowane procedury analityczne oparte na mikrockstrakeji dyspersyjnej
analitu (DLLME, UA-DLLME, DLLME-SFO) stosowaé¢ mozna do ilo$ciowego oznaczenia
p-sitosterolu w sokach owocowych.

5. Uzyskanie nadzwyczaj wysokiego wspolczynnika wzbogacania p-sitosterolu (EF =
97) poprzez zastosowanie do wydzielania i zaggszczania analitu nowej techniki ekstrakeyjne;j,
tj. mikroekstrakeji poprzez emulgacje wspomagang ultradzwigkami (USAEME). Wskazano
odmienny sposéb przygotowania probek produktu w stosunku do poprzednio stosowanych
technik ekstrakcyjnych. W tym przypadku wymagana jest wstepna homogenizacja produktu i
ekstrakcja cieczowa B-sitosterolu, a nastgpnie ekstrakcja poprzez emulgacje wspomagana
ultradzwigkami (USAEME). Niewatpliwg zaleta opracowanej metody jest bardzo wysoki
wspolczynnik wzbogacania B-sitosterolu (EF = 97), najwyzszy sposrod wszystkich badanych
w pracy metod ekstrakcyjnych, przy jednocze$nie wysokim odzysku analitu (99,8%).
Opracowang procedurg testowano i zastosowano do ilodciowego oznaczania p-sitosterolu w
warzywach (4) i owocach (4) uzyskujgc odzysk analitu w probkach rzeczywistych w zakresie
87% - 104%. Wyniki badan wskazujg na praktyczne zastosowanie opracowanych metod do
analizy p-sitosterolu w owocach i warzywach oraz suplementach diety.

Uwagi merytoryczne i ogblne dotyczace poruszanych probleméw zestawiono ponizej.

1. Z analizy danych eksperymentalnych mozna wnioskowaé o wspotzaleznosci zmian
wspolczynnika wzbogacania (EF) i odzysku analitu dla statyn w badanych ukiadach. Podczas
gdy wspotczynnik wzbogacania (EF) statyn wzrasta od ok. 4-7 dla ME (ekstrakcja micelarna),
poprzez. ok. 12 (ekstrakcja do punktu zmetnienia, CPE) do ok. 31-38 (ekstrakcja z
wykorzystaniem ruchomego elementu sorpcyjnego, SBSE), w tym samym czasie odzysk
statyn w procedurze analitycznej maleje w odwrotnym kierunku, od wartosci ok. 95-97%
(ME), poprzez 94-96% (CPE) do ok. 49-61% (SBSE). Czy jest to zaleznos¢ pozorna?

2. SBSE to ekstrakcja z wykorzystaniem ruchomego elementu sorpcyjnego.
Niezbgdnym warunkiem uzyskania wysokiej wydajnosci ekstrakcji jest ilosciowa sorpcja
zwigzkoOw na warstwie PDMS (polidimetylosiloksan) po odpowiednicj aktywacji zloza, oraz
po zakonczeniu sorpcji — desorpcja statyn z medium ekstrakcyjnego. Wyselekcjonowane
eksperymentalnie rozpuszczalniki pozwalajg uzyska¢ wydajnosci ekstrakeji ktore s dalekie
sg od wartosci teoretycznych (np. dla lowastatyny-LOV odpowiednio 49,2% i 95,2%, tab.
45). Co moze by¢ zrodlem wystepujgeych rozbieznosci?

3. Parametrami charakterystycznymi dla ukladéw ekstrakcyjnych nieréwnowagowych,
a takie dominuja w przeprowadzonych badaniach, sg m.in. wspolczynnik podziatu i stopien
wydzielenia substancji (procent ekstrakcji), tymczasem w opisiec wynikow stosowano
wspoOlczynnik wzbogacenia analitu. Czy wartos¢ np. EF = 65,9 (wspolczynnik wzbogacenia
B-sitosterolu w procedurze z mikroekstrakcj¢ dyspersyjng wspomagang ultradzwickami, UA-
DLLME) oznacza co najmniej 66,5% wydzielenie analitu z roztworu wyjsciowego?

4. W pracy wystepuja nieliczne blgdy edytorskie i lapsusy jezykowe, np. ,test T-
Studenta” zamiast test t-Studenta (s. 194), niektére zdania nie sa zamknigte kropkg czy
pytajnikiem, pominigto wspdlczynnik proporcjonalnosci w rown. (1) dla metody SBSE, czy
zastosowanie nietypowych symboli do znanych wielkoséci (np. symbol m do oznaczenia
stezenia, s. 41).



Podsumowanie

Recenzowana praca dotyczy bardzo waznego i nierozwigzanego do tej pory problemu
izolacji (wydzielania) i zaggszczania wybranych statyn oraz fitosteroli, na poziomie sladow i
mikrosladéw z materiatu o bogatej matrycy przed ich analitycznym oznaczeniem. Szczegolnie
cenne wyniki uzyskano w zakresie zastosowania nowych technik ekstrakeyjnych w tym celu.
Praca dostarcza nowych, nieznanych do tej pory danych na temat izolacji i wzbogacania
lowastatyny, fluwastatyny, atorwastatyny i rosuwastatyny oraz B-sitosterolu technikami
mikroekstrakcyjnymi opartymi o rézne mechanizmy i rozwiazania techniczne, a fakt ten
stanowi znaczacy i wazny element nowosci naukowej. Opracowano jednoczesnie jedenascic
procedur analizy badanych zwigzkéw. Opracowane procedury wykazuja charakter
aplikacyjny i moga by¢ stosowane do rutynowych badan i analizy statyn w prébkach
srodowiskowych oraz B-sitosterolu w produktach Zywnééciowychi suplementach diety.
Wskazane wczesniej uwagi nie maja wplywu na wysoka warto$¢ merytoryczna przedtozone;
pracy, osiagnigte wyniki naukowe i znaczenie aplikacyjne.

Reasumujace stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani Marty Hryniewickiej stanowi
oryginalne rozwiazanie problemu naukowego z zakresu 1zolacji (wydzielania) i zageszczania
statyn i B-sitosterolu z uzyciem nowych technik ekstrakcyjnych, jest przyktadem rozprawy
doktorskiej opartej na szerokich i dobrze wykonanych badaniach wymagajacych umiejetnosci
samodzielnego ich prowadzenia, zawiera wiarygodne'i wlasciwie zinterpretowane wyniki
naukowe. Recenzowana praca w pelni spetnia ustawowe wymagania stawiane pracom
doktorskim 1 wnioskuj¢ o dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. )

Uwzgledniajac jednoczesnie czgsc naukowsa i aplikacyjna zrealizowanej pracy oraz
fakt znaczacego opublikowania wynikéw w postaci 8. artykutéw naukowych, 4. rozdzialow w
monografiach 1 ich prezentacji na 14. konferencjach wnosze o wyroznienie pracy doktorskie;.
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