Dr hab. Edyta M. Nalewajko-Sieliwoniuk

Uniwersytet w Biatymstoku
Wydziat Chemii
Katedra Chemii analitycznej i nieorganicznej

15-245 Biatystok, ul. Ciotkowskiego 1K, @&/ fax (+48-85) 738-8098; e-mail: e.nalewajko@uwb.edu.pl

Biatystok, 01.02.2022 .

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Marcina Stockiego zatytutowanej ,Badania sktadu

chemicznego pgkéw brzozy (Betula L.)”

Wstep

Rosngce zagrozenie chorobami cywilizacyjnymi, a takze wzrastajgce
zainteresowanie pacjentéw substancjami leczniczymi pochodzenia naturalnego sprawia,
ze uwaga naukowcow jest coraz czesciej skierowana na poszukiwane nowych roslinnych
7rédet substancji bioaktywnych posiadajacych wiasciwosci farmakologiczne. Brzoza
(Betula L.) to rodzaj drzew i krzewow obejmujgcy okoto 50 gatunkéw. Gatunkami brzozy
najczesciej wystepujacymi na kontynencie eurazjatyckim sg brzoza brodawkowata
(B. pendula) oraz brzoza omszona (B. pubescens). Tkanki brzozy znajdujg szerokie
zastosowanie zaréwno w gospodarce jak i w lecznictwie. Jednak dotychczas jedynie liscie
brzozy (Betulae folium) zostaly ujete w Farmakopei Europejskiej jako produkt leczniczy.
Dane literaturowe wskazuja, ze paki brzozy réwniez stanowia cenny surowiec zielarski.
Jednak, ze wzgledu na niedostateczny poziom wiedzy na temat ich sktadu chemicznego
oraz brak informacji jakie zwigzki sg odpowiedzialne za aktywno$¢ farmakologiczng tego
surowca, jak dotad nie podjeto préb jego standaryzacji. Ogranicza to ich potencjalne
wykorzystanie w przemysle farmaceutycznym, spozywczym czy kosmetycznym. Z tego

wzgledu, wybér tematyki badawczej podjetej przez mgr Marcina Stockiego uwazam za

zasadny.

Ocena redakcyjnej strony pracy

Rozprawa doktorska mgr Marcina Stockiego ma forme klasycznej monografii,
sktada sie z 12 rozdzialéw i zostata przedstawiona na 217 stronach tekstu ilustrowanego

75 rysunkami i 23 tabelami, ktére zostaly opatrzone wyczerpujacymi opisami. Pod
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wzgledem edytorskim praca zostata przygotowana w sposéb niezwykle staranny, a jej
forma jest przejrzysta. Praca jest napisana poprawnym jezykiem, ilo$¢ literéwek i btedow
jezykowych jest bardzo niewielka.

Prace rozpoczeto od prezentacji dorobku naukowego Doktoranta, nastgpnie
zamieszczono spis skrotéw i symboli stosowanych w pracy, wstep, przedstawiono
przeglad literatury, oméwiono cel pracy i badania wtasne, na koncu zamieszczono
podsumowanie i wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, bibliografie
zawierajgcg 131 pozycji literaturowych oraz spis tabel i rysunkéw. Do rozprawy

dotaczono réwniez aneks, w ktorym znalazly sie 4 dodatkowe tabele i 3 rysunki.

Ocena merytoryczna badan przedstawionych w rozprawie

W czesci literaturowej pracy (liczacej 46 stron) Doktorant zapoznaje czytelnika
z podstawowymi zagadnieniami dotyczgcymi pozycji brzozy w systematyce roslin,
zasiegu jej wystepowania, zmienno$ci morfologicznej i chemotaksonomii. Nastgpnie
szczegbtowo omawia zwigzki chemiczne wystepujace w pgkach brzozy oraz procedury
wykorzystywane do ekstrakcji, analizy jako$ciowej oraz izolacji zwigzkéw chemicznych
znajdujacych sie w tkankach brzozy. W ostatnim rozdziale tej czesci pracy Doktorant
przedstawia wta$ciwosci lecznicze substancji wystepujacych w réznych tkankach brzozy
(lisciach, korze oraz pgkach). Cze$¢ literaturowa pracy jest napisana w sposéb zwigzty ale
bardzo dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z badaniami opisanymi
w pracy. Odno$niki literaturowe sg starannie dobrane, a zamieszczony przeglad literatury
$wiadczy o tym, ze Doktorant wnikliwie zapoznat sie z piSmiennictwem dotyczgcym
zagadnien prezentowanych w pracy i posiada duza wiedz¢ w tym zakresie.

Badania wtasne Doktorant opisat na 80 stronach (rozdziaty 8-12). Ta cze$¢ pracy
ma tradycyjny uktad i rozpoczyna sie od przedstawienia jasno sformutowanego celu
pracy, tj. okreslenia sktadu chemicznego pakéw réznych gatunkéw brzozy (Betula L.),
a w szczegllnosci brzozy brodawkowatej (B. pendula) oraz brzozy omszonej
(B. pubescens). W mojej ocenie cel ten zostat przez Doktoranta w peini zrealizowany.
Autor wykazal przy tym umiejetno$¢ wilasciwego zaplanowania eksperymentu
i postugiwania sie nowoczesnymi technikami badawczymi.

Kolejne rozdzialy czesci eksperymentalnej pracy dotycza opisu wykorzystywanej

bazy do$wiadczalnej, sposobu pozyskania materiatlu badawczego oraz metodyki badan.



Badaniami objeto 10 réznych ekstraktéw z pgkow brzozy omszonej (B. pubescens)
i brzozy brodawkowatej (B. pendula), ktore otrzymano, stosujac piecioetapowg ekstrakcje
sekwencyjng za pomocg: COz w stanie nadkrytycznym (scCOz), n-heksanu, chloroformu,
eteru dietylowego oraz mieszaniny metanol:woda (4:1). Dzigki zastosowaniu
zoptymalizowanych warunkéw ekstrakcji scCOz (300 bar, 50°C) wyciagi z pakéw
B. pubescens i B. pendula uzyskano z wysoka wydajno$cia, wynoszacg odpowiednio
19,73+1,72% i 25,27+1,27%, a tgczna wydajno$¢ procesu ekstrakcji sekwencyjnej
wyniosta 57,44% i 42,90%.

W kolejnych rozdziatach pracy podjeto prébe identyfikacji zwigzkéw chemicznych
zawartych w/w ekstraktach z pgkéw brzéz za pomocg chromatografii gazowej ze
spektrometrig mas (GC-MS). Identyfikacje substancji prowadzono na podstawie widm
mas oraz indekséw retencji. W pieciu wyciggach z pgkéw B. pubescens i B. pendula
wykryto tgcznie 481 zwigzkéw chemicznych. Z czego 197 substancji wystepowato w obu
gatunkach brzozy, 149 tylko w B. pubescens, a 135 wytacznie w B. pendula. Na podstawie
wynikéw uzyskanych metodg GC-MS oraz przy uzyciu spektroskopii magnetycznego
rezonansu jgdrowego 'H oraz 13C NMR zidentyfikowano 284 substancje wystgpujgce
w wyciggach z pgkéw brzéz, ktére nalezaty do réznych grup zwigzkéw chemicznych
(seskwiterpenéw, triterpendéw, flawonoidéw, cukréow, zwigzkéw alifatycznych
i aromatycznych). Z czego 136 substancji zostato wykrytych w pakach brzozy (Betula L.)
po raz pierwszy. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, Ze pgki B. pendula
charakteryzujg sie wyzsza zawartoécia triterpendw, za$ paki B. pubescens zawierajg
wieksze iloéci flawonoidow i seskwiterpenow.

Celem podjetych badan byto réwniez wyizolowanie za pomocg technik
chromatografii preparatywnej, a nastepnie identyfikacja (z wykorzystaniem
spektroskopii NMR) trzech zwigzkow triterpenowych, ktére stanowity jedne z gtéwnych
sktadnikow ekstraktéw scCOz z pgkéw brzéz, a ich struktury chemiczne nie zostaty
w pelni zidentyfikowane na podstawie analiz GC-MS. Doktorant przeprowadzit rowniez
iloSciowe oznaczenie wybranych triterpenéw i flawonoidéw w ekstraktach scCO2 z pgkow
brzoz.

W kolejnym etapie rozprawy, na podstawie analiz HS-SPME/GC-MS,
przeprowadzono identyfikacje substancji lotnych emitowanych przez paki 22 gatunkéw
oraz 2 odmian brzozy. Doktorant zidentyfikowat 200 zwigzkéw chemicznych (byty to

miedzy innymi monoterpeny, C13-norizoprenoidy, seskwiterpeny, nor-seskwiterpeny,



zwigzki alifatyczne i aromatyczne), z czego 99 substancji zostato wykrytych w pakach

brzozy (Betula L.) po raz pierwszy. Dodatkowo, na uwage zastuguje fakt, ze identyfikacja

zwigzkow lotnych emitowanych przez pgki 19 gatunkéw brzozy zostata przeprowadzona

i opisana w literaturze po raz pierwszy. Uzyskane wyniki badan moga zosta¢

wykorzystane do celéw wygodnej i szybkiej identyfikacji chemotaksonomicznej rodzaju

brzoza.
Podczas czytania rozprawy nasuneto mi sie kilka pytan i uwag do Doktoranta:

1. Na str. 24 Autor pisze, ze (cytuje): ,Klopotliwe moze by¢ na przyktad rozréznienie
dwoéch najbardziej rozpowszechnionych na kontynencie eurazjatyckim gatunkéw
brzozy - B. pendula oraz B. pubescens”. Czy Autor sam pozyskiwat surowiec do badan?
Na jakiej podstawie byta dokonywana identyfikacja badanych gatunkéw brzozy? Z ilu
ro$lin nalezgcych do tego samego gatunku byt pobierany surowiec do badan?

2. Czy sktad chemiczny surowca moze sie zmienia¢ w zalezno$ci od warunkow
glebowych i meteorologicznych?

3. Na str. 106 Doktorant napisal, ze w wyciaggu z pakéw B. pubescens wykryt
kumatakenine i sakuranetyne, ktére nie wystepowaty w sktadzie chemicznym
ekstraktu z B. pendula, podczas gdy w Tabeli 8 podane sg zawarto$ci tych substancji
w ekstraktach uzyskanych za pomocg ekstrakcji scCO2 pgkéw B. pendula. Pewne
niezgodnosci dotycza réwniez danych przedstawionych w Tabeli 10. W opisie na str.
110 Doktorant napisat, ze sakuranetyne wykryto wytacznie w chloroformowym
wyciggu z pgkéw B. pubescens, podczas gdy w Tabeli 10 podana jest zawarto$¢ tej
substancji réwniez w ekstrakcie z B. pendula. Ponadto, santyna, podobnie jak
cirsimarytyna, rowniez powinna by¢ zaliczona do gléwnych skladnikéw
chloroformowych ekstraktéw z pgkéw B. pubescens i B. pendula (str. 110, Tabela 10),
poniewaz zawarto$ci obu substancji w tych ekstraktach sg zblizone.

4. Stezeniaroztworéw wzorcowych zamieszczone w Tabeli 5 powinny by¢ podane z taka
samg liczbg cyfr znaczacych.

5. W Tabeli 7 Doktorant nie podat wartosci odchylenia standardowego wydajnosci
ekstrakcji pgkéw brzozy za pomoca n-heksanu, chloroformu, eteru dietylowego oraz
mieszaniny metanol:woda (4:1), natomiast w tabelach 8, 19, 21 i 2S brakuje wartosci
odchylenia standardowego przy podaniu procentowego udziatu badanej substancji

w catkowitym pradzie jonowym (TIC).



Podsumowujac, pragne podkresli¢, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska
zawiera bardzo obszerny materiat do$wiadczalny, a Doktorant wykazat sie duza
skrupulatno$cia i staranno$cig w opracowaniu tak obszernego zbioru wynikéw. Badania
przedstawione w rozprawie doktorskiej mgr Marcina Stockiego sg ciekawe i zawierajg
wiele elementéw nowosci naukowej. Zebrany przez Doktoranta materiat badawczy stat
sie podstawg 7 oryginalnych prac opublikowanych w takich czasopismach jak Journal of
Cellular and Molecular Medicine, Trees - Structure and Function, Molecules, Zeitschrift fiir
Naturforschung C, Biochemical Systematics and Ecology czy Przemyst Chemiczny.
Sumaryczny IF publikacji bedacych podstawg rozprawy doktorskiej wynosi 14,645 (suma
punktéow MEIN: 435). Wyniki badan przedstawione w rozprawie byly réwniez
prezentowane na konferencjach krajowych i miedzynarodowych. Dodatkowo, Doktorant
jest wspotautorem 14 artykutéw o sumarycznym IF wynoszacym 35,899 (suma punktow
MEIN: 475), dwéch publikacji nie posiadajacych wspétczynnika IF (suma punktéw MEiN:
25) oraz jednej pracy w monografii pokonferencyjnej. Mgr Marcin Stocki jest
wspoétautorem patentu oraz byt wykonawcg w 4 grantach finansowanych ze $rodkow
NCN, Programu Rozwoju Obszaréw Wiejskich i Cyfrowej Polski oraz kierownikiem
2 projektéw badawczych finansowanych w ramach konkurséw z dotacji celowych na
prowadzenie badan naukowych lub prac rozwojowych stuzacych rozwojowi miodych
naukowcoéw na Politechnice Biatostockiej. Na uwage zastuguje réwniez fakt, ze Doktorant
ukonczyt studia podyplomowe na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu oraz odbyt miesieczny staz naukowy na Wydziale Farmacji Uniwersytetu

w Mississippi (USA).

Whiosek koncowy

Doktorant wykazat sie ogdlng wiedzg z obszaru chemii produktéw naturalnych
oraz pracowito$cia i samodzielno$cia w prowadzeniu badan naukowych i ich
interpretacji. Jego rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
i spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim, okreslone art. 13 ust.1 Ustawy z dnia
14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki wraz z p6zniejszymi zmianami. W zwigzku z tym wnioskuje do Rady
Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu w Bialymstoku o dopuszczenie mgr Marcina

Stockiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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