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RECENZJA rozprawy doktorskiej

Recenzja przedlozonej rozprawy doktorskiej mgr Dariusza J ¢drejka pt. »
ZwigzKi fenolowe chmielu zwyczajnego (Humulus lupulus L.) — sklad oraz zawarto$¢ w
polskich i zagranicznych odmianach uprawnych”, wykonanej w Zaktadzie Biochemii i
Jakosci Plonow, Instytutu Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panistwowego Instytutu
Badawczego w Putawach sklada si¢ z oceny nastepuj acych elementow:
1.Dobér i znaczenie tematu.
2.Bibliografia i znajomogé literatury.
3.Uklad pracy i wymogi formalne.
4.Zastosowana metodyka badan.
5.Koncepcja rozwiazania problemu naukowego i przedstawionych wynikéw.
6.Prawidlowos¢ wnioskowania.

7.0cena koncowa.

Ad. 1.0cena doboru i znaczenia tematu

Mgr Dariusz Jedrejek w monografii stanowigcej rozprawe doktorska podjat si¢
kompleksowych badan nad zwigzkami fenolowymi chmielu zwyczajnego (Humulus lupulus
L.). identyfikowal i oznaczat je w polskich i zagranicznych odmianach uprawnych.
Szczegélnie zajmowat si¢ drugorzedowymi metabolitami wtornymi w takich czgsciach
anatomicznych tej rodliny Jak: korzenie i liscie, jak réwniez w meskiej formie kwiatostanu
chmielu. Dotychczas w badaniom poddawano gtéwnie szyszki odmian uprawnych chmielu, w
tym analizowano zwlaszcza pierwszorzedowe metabolity wtérne jak: kwasy goryczkowe i
terpeny. W mniejszym stopniu znane s3 inne drugorzedowe metabolity wtérne tej rosliny.
Badania doktoranta mialy na celu uzupehienie wiedzy na temat skladu fitochemicznego A,
lupulus. Autor uzyskat wiarygodne wyniki dzigki zastosowaniu najnowszych metod
analitycznych do identyfikacji i oznaczen ilosciowych zwiazkow fenolowych, wykorzystujgc
nowoczesny sprzet jak: ultrasprawny chromatograf cieczowy ACQUITY UPLC sprzgzony z
detektorem fotodiodowym (PDA) oraz spektrometrem mas (MS) ACQUITY TQD UPLC/MS

oraz spektrometr magnetycznego rezonansu Jadrowego Bruker Avance IIT 500 MHz.



Zagadnienia, ktére przedstawit w rozprawie mgr Dariusz Jedrejek sa aktualne, wazne
dla nauki, wymagaty duzej wiedzy i  do$wiadczenia w opanowaniu licznych technik
analitycznych z wykorzystaniem nowoczesnych metod w tym szczegélnie trudnych w
identyfikacji zwiazkow spektrometrii mas 1 rezonansu magnetycznego. Podjecie
kompleksowych badan nad identyfikacjg i oznaczeniem zwigzkow fenolowych w chmielu
uwazam za trafne, wazne i aktualne, uzasadnione ze wzgledéw poznawezych i praktycznych.
Autor wybral do badan wazny surowiec, ktory zawiera wyjatkowo duzo zwigzkéw
fenolowych o zlozonej budowie, trudnych do identyfikacji i oznaczania. Dzieki
wykorzystaniu ztozonych i pracochtonnych  metod ekstrakcji oraz analizie uzyskanych
ekstraktow za pomoca ultrasprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z detektorem
fotodiodowym i spektrometrem mas (UPLC-PDA-ESI-MS) i jedno- i dwuwymiarowego
jadrowego rezonansu magnetycznego (1D i 2D NMR) ocenit dotychczas niedostatecznie
poznany profil wtérnych metabolitow zwiazkéw fenolowych w chmielu. Wykazat po raz
pierwszy w rodzaju Humulus obecnosé dotychczas niezidentyfikowanych 16 ZWiazkow.

Praca ma duzg warto$é poznawczg i praktyczna. Doktorant podjat si¢ bardzo trudnego,

waznego dla nauki, interesujacego tematu badas.

Ad. 2. Ocena bibliografii i znajomosci literatury

Bibliografia pracy jest bardzo bogata liczy 182 pozycje, w tym tylko 5 jest w jezyku
polskim. Dobér literatury zawierajgcej najnowsze doniesienia naukowe jest trafny i $cidle
zwigzany z tematem badah. Autor wykazal si¢ duza dociekliwoseig i pracowitoscig w
gromadzeniu informacji ze Swiatowej literatury. Recenzent nie ma zastrzezen odnosnie

znajomosci tematu, zakresu i sposobu wykorzystania przedstawione;j literatury.

Ad. 3. Ocena uktadu pracy i wymogéw formalnych

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Dariusza J gdrejka przedstawiona na
172 stronach maszynopisu, dotyczy  charakterystyki profilu i zawartosci zwigzkéw
fenolowych w polskich i zagranicznych odmianach uprawnych chmielu. W pekni spetnia ona
wymagania stawiane pracom doktorskim. W pierwszej czesci maszynopisu rozprawy na 37
stronach Autor przedstawit informacje na podstawie bogatej literatury $cisle Zwigzane z
tematem pracy, nastepnie cel, czes$é doswiadczalng zawierajaca opis materiatu i metod

badawczych, wyniki i dyskusje, wnioski, streszczenia, spis pismiennictwa , rysunkow i tabel.



We wstepnej czesci pracy, zamieszczone sa podstawowe informacje o charakterystyce
botanicznej i taksonomii chmielu zwyczajnego (Humulus lupulus L.),  historii i obecnego
zastosowania tej rosliny, uprawie, typach uzytkowych oraz odmianach uprawnych chmielu.
W dalszej czesci scharakteryzowany Jest szczegétowo sklad chemiczny oraz metabolity
wtdrne szyszek chmielu zwyczajnego. Kolejna czgS$¢ poswiecona jest aktywnosci biologicznej
zwiazkow fenolowych chmielu. Zagadnienia te sq scisle zwigzane z przedmiotem Jego badan.
Material opracowany zostat z wykorzystaniem bogatego pismiennictwa, Autor wykazat sie
bardzo dobra znajomoscig zagadnien dotyczacych metabolitow wtornych  chmielu
zwyczajnego. W zakorczeniu wstepu uzasadnil celowosé badan wlasnych z tego zakresu.

Do tej czgsci pracy mam drobne uwagi, Autor uzywa pojecia ,,fenole chmielu”, moim
zdaniem poprawniejsze jest okreslenie »Zwigzki fenolowe chmielu”, . fenol” kojarzy sie z
trujagcym zwiazkiem, ktéry w takiej postaci prostej to jest tylko pierScienia benzenowego z
grupg — OH nie wystepuje w $wiecie roslin. Ponadto poprawnie jest uzywanie nazw
zwigzkow fenolowych nie ,.katechina, epikatechina” ale ,,(+) katechina, (-)epikatechina” gdyz
w takiej postaci wystepuja one w naturze. Autor blednie stawia kropki po tytulach tabel i
rysunkow. Te uwagi dotycza catosci pracy.

Cel pracy zostat przedstawiony poprawnie, obejmowat precyzyjnie okreslone siedem
celow szczegétowych dotyczacych analizy jakosciowej i ilosciowej drugorzedowych
zwiazkow polifenolowych w organach wegetatywnych 1 generatywnych chmielu uprawnego i
europejskiego (H. lupulus var. lupulus).

W czgdci doswiadezalnej pracy na 12 stronach poprawnie i obszernie zaprezentowany
Jest opis materialu badawczego, wykonania do$wiadczen nad ekstrakcja poszczegolnych
frakcji zwigzkoéw fenolowych oraz zastosowanych metod analitycznych. Brak jest informacji
wg kogo byly wykonane sposoby przygotowania poszczegdlnych frakcji oraz analiz
chromatograficznych i spektroskopii NMR. Czy to sa whasne metody Autora? Wyjatkiem jest
analiza cukréw, w ktérej Doktorant podaje, Zze przeprowadzono te oznaczenia zgodnie z
metodg opracowang przez Tanaka i in. [2007] z modyfikacjami.

Rozdziat ,,Wyniki badan i dyskusja” jest przedstawiony na 89 stronach, podzielony w
logiczny sposob na podrozdziaty zgodnie z kolejnoscig przeprowadzonych doswiadczer.
Wyniki badan sa bogato ilustrowane 14 wykresami, zamieszczone 32 tabelach oraz
uzupetnione obliczeniami statystycznymi.

Autor na stronie 90 podaje: ,,Dwa wyizolowane monomery flawan-3-oli (zwiazki 28 i
29) charakteryzowaty sie identycznym widmem w nadfiolecie (Amax = 278 nm), widmem

masowym (ESI-, m/z 289; ESI+, m/z 291) oraz widmem fragmentacyjnym (ESI+, m/z 139,



165 oraz 207), natomiast zdecydowanie réznily si¢ czasem retencjii w warunkach
zastosowanego rozdziatu chromatograficznego (Tabela 12). Petna identyfikacja strukturalna
zostata przeprowadzona z zastosowaniem 1D oraz 2D NMR. Wyniki eksperymentéw NMR
przedstawiono w Tabelj 18, i byly one zgodne z danymi literaturowymi [Davis i in., 1996]. W
ten sposob zwigzek 28 zidentyfikowano jako kateching, a 29 jako epikatechine.”

Poprawniej powinno by¢ nie ».Katechine, a 29 jako epikateching” tylko ,,(+) katechine,
a 29 jako (-) epikateching”. Na usprawiedliwienie Doktoranta takze autorzy cytowanej
publikacji [Davis i in., 1996] takze uzywaja nazw . katechina i epikatechina”. Moim zdaniem
W tym przypadku nawet bez zastosowania 1D oraz 2D NMR mozna byto potwierdzié
obecnosé tych zwigzkéw na podstawie czasow retencji dostepnych standardéw (+) katechiny i
(-)epikatechiny.

Autor podaje na stronie 96: »Ponadto, w ekstrakcie E3 zidentyfikowano trzy 1zomery
kwasu kawoilo-chinowego (zwiazek 35 — kwas 3-chlorogenowy, 36 — kwas 5-chlorogenowy,
37 — kwas 4-chlorogenowy)” raczej powinno by¢ ,,Ponadto, w ekstrakcie E3 zidentyfikowano
trzy izomery kwasu kawoilo-O-chinowego (zwiazek 35 — kwas 3-chloro genowy, 36 — kwas 5-
neochlorogenowy, 37 — kwas 4-kryptochlorogenowy)”. Wszystkie standardy tych kwasow s
dostepne do identyfikacji i oznaczania ilosciowego.

W koncowej czesci rozprawy doktorskiej mgr Dariusz Jedrejek przedstawit dobrze
opracowane 10 wnioskow oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Ostatnia czgsé
pracy to poprawnie przygotowany spis literatury, tabel i rysunkéw. Godnym podkreslenia,

pomocnym w czytaniu maszynopisu jest zamieszczenie na poczatku objasnien skrotow

stosowanych w pracy.

Ad.4.Ocena zastosowanej metodvki badan

Doktorant w swych badaniach stosowat aktualnie najbardziej nowoczesne, na
swiatowym poziomie, metody analityczne dla ustalenia budowy chemicznej wyizolowanych
zwigzkow korzystajac z analiz spektralnych, tj. widma UV, spektroskopii mas oraz jedno- i
dwuwymiarowego Jadrowego rezonansu magnetycznego (1D i 2D NMR) oraz metod
chemicznych jak hydroliza kwasowa. Pozwolity one w sposéb wiarygodny i w pehni
zidentyfikowaé badane zwigzki. Podobnie do przygotowania prébek wykorzystywat
najnowsze osiggniecia z tego zakresu jak: ekstrakcje do fazy statej (SPE) na mikrokolumnie
C18 (Oasis HLB 12cc (500 mg), chromatografie kolumnowa z uzyciem Zywicy
Jonowymiennej  Amberlite IRA-400, chromatografie kolumnowsg preparatywng



niskocisnieniowa z réznym wypehieniem jak ztoza chromatograficzne: LiChroprep silica 60
(25-40 pm, Merck), RP-18 (LiChroprep RP-18, 25-40 pm i Sephadex LH-20, chromatografie
preparatywng wysokocisnieniowa HPLC na kolumnie C18 (10 x 250 mm, 5 pm, Kromasil)
oraz chromatografie cienkowarstwowa (TLC) na ptytkach silica gel 60 F254. Do ekstrakcji
stosowat ekstraktor ciSnieniowy ASE 200 i sonifikator ultradzwickowy. Dzigki wilasciwie
dobranym procedurom ekstrakcji i frakcjonowania mégt z duzym sukcesem otrzymaé
preparaty i zidentyfikowa¢ poszczegodlne zwigzki .

Zastosowane metody analityczne byty wyjatkowo ztozone i czasochtonne, wymagaty
duzego naktadu pracy, w pelni pozwolity zrealizowaé zatozony ambitny cel badan. Wniosty
wiele nowych informacji z zakresu poznania zwigzkéw fenolowych chmielu.

Szczego6lnie bardzo wysoko oceniam duza wiedze mgr Dariusza Jedrejka w zakresie
odpowiedniej interpretacji widm MS z fragmentacjami z detektora masowego oraz jedno- i
dwuwymiarowego jadrowego rezonansu magnetycznego (1D i 2D NMR).

Czgs¢ analityczna, ktora obejmowata duza ilos¢ bardzo trudnych, czasochtonnych i
pracochtonnych badan zastuguje na szczegdlne podkreslenie i stanowi najwartosciowsze
osiagnigcie Autora pracy. Duza ilos¢ badan pozwolita na uzyskanie wielu nowych informacji

z tego zakresu .

Ad.5.Ocena koncepcji rozwigzania problemu naukowego i przedstawionych wynikéw

Badania mgr Dariusza Jedrejka dotyczyly trudnego i ambitnego zadania identyfikacji
1 oznaczania drugorzgdowych zwigzkoéw polifenolowych obecnych w  organach
generatywnych (kwiatostanach i owocostanach) oraz wegetatywnych (korzeniach i ktaczach,
todygach oraz lisciach) odmiany uprawnej chmielu ‘Marynka’, a takze formy meskiej i
zenskiej chmielu europejskiego (H. lupulus var. lupulus). Przeprowadzil réwniez oznaczenia
ilosciowe zawartosci drugorzedowych zwigzkéw polifenolowych w szyszkach chmielu
europejskiego oraz réznych odmian chmielu uprawnego. Wszystkie badania byly
przeprowadzone, z duzym sukcesem, profesjonalnie, kompleksowo i w szerokim zakresie z
uzyciem nowoczesnych technik analitycznych. Na podkreslenie zashuguje dobre opanowanie
metod identyfikacji i wiedza w zakresie trudnych interpretacji widm UV-Vis, widm MS/MS
(Jondéw pseudomolekularnych: [M]+ i jonéw fragmentacyjnych: [M-X]+), oraz danych jedno-
1 dwuwymiarowego jadrowego rezonansu magnetycznego (1D i 2D NMR) ktére pozwolity na

osiagniecie sukcesu w identyfikacji zwiazkow o ztozonej budowie chemiczne;.



Z szyszek organu gencratywnego zenskiego oraz kwiatostanu meskiego chmielu
zwyczajnego Doktorant wyizolowal metodami chromatograficznymi 42 zwiazki fenolowe,
ktérych struktury chemiczne zostaly w petni okreslone przy uzyciu metod analizy spektralne;:
NMR i spektrometrii mas (LC-PDA-ESI-MS/MS), oraz hydrolizy kwasowej. Duzym
sukcesem bylo wykrycie po raz pierwszy w rodzaju Humulus obecnosci 16 ZWi13zKow
fenolowych z r6znych grup, w tym 6 glikozydow flawonoli, 4 chalkonéw, 4 flawanokumaryn
oraz 2 amidéw fenolokwasowych. Ponadto, w organach generatywnych i wegetatywnych
chmielu zwyczajnego zidentyfikowal na podstawie analiz LC-PDA-MS/MS oraz danych
literaturowych, 48 innych zwigzkéw polifenolowych, ktérych zawartos¢ w chmielu
zwyczajnym byta dotychczas nieoznaczona.

Istotnym osiagnieciem mgr Dariusza Jedrejka byly oznaczenia ilosciowe metodg
rozdziau UPLC-PDA-MS 39 zwigzkéw  fenolowych, nalezacych do szesciu grup
drugorzedowych polifenoli w wyciggach z szyszek szesciu odmian uprawnych chmielu oraz
chmielu europejskiego. W badaniach tych wykazat istotne réznice w stgzeniu poszczegdlnych
zwigzkéw fenolowych w dwéch sezonach wegetacyjnych 2012 oraz 2014. Wyniki tych badan
poddat analizie poréwnawczej z zastosowaniem metod chemometrycznych (CA oraz PCA),
ktéra pozwolity na pogrupowanie odmian chmielu w klastry oraz ich powigzanie (korelacja
dodatnia i/lub ujemna) z drugorzedowymi polifenolami.

Nowoscig w badaniach Doktoranta bylo poréwnanie zawartosci zwigzkow fenolowych
W wyciaggach z organéw generatywnych (kwiatostany i szyszki) oraz wegetatywnych
(korzenie i kiacze, todygi oraz liscie) w probkach chmielu. Oznaczyt ilosciowo 57 zwiazkéw
fenolowych, nalezacych do siedmiu grup drugorzedowych polifenoli chmielu wykazujac
duze réznice (jakosciowe oraz ilosciowe) w profilach fitochemicznych czesci podziemnych
(korzenie i klacze) i czesci nadziemnych, oraz organdw generatywnych (kwiatostany i
owocostany) i nadziemnych organdw wegetatywnych (liscie i todygi), a takze zenskiej i
meskiej formy chmielu zwyczajnego. W meskich kwiatostanach stwierdzono wystepowanie
polifenoli nieobecnych w organach generatywnych zefiskiej formy chmielu (zwiazki z grupy
amidow  fenolokwasowych, flawonoli, chalkonéw), z kolei nie wykazano obecnosci
multifidoli.

Zalozenia i koncepcja rozwigzania problemu naukowego w pracy doktorskiej mgr
Dariusza Jedrejka byly poprawne. Zostaly dobrze, profesjonalnie wykonane doswiadczenia,
zwlaszcza identyfikacji zwiazkow nowoczesnymi metodami, ktére pozwolity na uzyskanie
duzego sukcesu naukowego w zakresie wiedzy na temat zwigzkéw fenolowych chmielu.

Autor dysponowal nowoczesnymi technikami i aparaturg naukows, ktéra w pehni



wykorzystal do przeprowadzenia badan wlasnych. Pozwolito to na wykazanie po raz pierwszy,
wystepowanie w tej roslinie 16 dotychczas nieoznaczonych zwigzkow fenolowych. Autor
zidentyfikowal i oznaczyt ilosciowo zwigzki fenolowe takze w roznych czesciach
anatomicznych, a takze w kwiatostanach meskiej formy chmielu zwyczajnego, dotychczas
takich kompleksowych badan tej rosliny nie prowadzono. Wyniki te majg duza wartosé
poznawczg i praktyczng w ocenie potencjalnych mozliwosci wykorzystania w catosci tej

rosliny, a nie tylko jak dotychczas szyszek.

Ad.6. Ocena prawidlowosci wnioskowania

Doktorant przedstawit 10 dobrze sformutowanych poprawnych wnioskéw w ktorych

przedstawione sg najwazniejsze wyniki dobrze udokumentowanych wlasnych badan.

Ad..7. Ocena kohicowa

Oceniajac merytorycznie przedtozong do recenzji prace doktorska mgr Dariusza
Jedrejka stwierdzam, ze Autor wykazat si¢ gruntowna znajomoscig tematyki badan,
poprawnie zaplanowal i wykonat wyjatkowo  trudne eksperymenty wykazujac  sie
umiejetnoscia postugiwania najnowoczesniejsza dostepna aparaturg analityczng uzyskujac
duza ilos¢ wartosciowych wynikéw. Szczegblnie nalezy podkresli¢ bardzo duzy zakres
roznorodnych, czasochtonnych analiz oraz izolacje i identyfikacje zwiazkow fenolowych
rodzaju Humulus, ze szczegdlnym uwzglednieniem gatunku . Iupulus.

Wyniki tych prac stanowig wazny wklad w poznanie sktadu zwiazkéw fenolowych w
chmielu. Bardzo duza ilos¢ do$wiadezen wniosta wicle nowych informacji z waznego dla
nauki i praktyki zakresu badan.

Uwazam, ze bedaca przedmiotem oceny rozprawa mgr. Dariusza Jedrejka w pehi
odpowiada wymogom art. 20, punkt 1 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 03,65,595) stawianym pracom doktorskim i
wnosz¢ o dopuszczenie mgr Dariusza J ¢drejka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie proponuje wyréznié rozprawe mgr Dariusza Jedrejka za szczegblnie
duzy wklad pracy w wykonanie analiz przeprowadzonych metodami na §wiatowym poziomie,
peing identyfikacja zwiazkéw fenolowych w rodzaju Humulus, w tym po raz pierwszy
stwierdzong obecno$é 16 zwiazkow dotychczas nie oznaczonych w tej roglinie, oraz bardzo

wysoki poziom naukowy i szeroki zakres badan, co znacznie przekracza prace doktorska.
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