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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Anny Topolewskiej
»Opracowanie jednolitej metodyki wyodrebniania, oszacowania i oznaczania glikoalkaloidow
steroidowych w materiale roslinnym i Zywnosci”

Uprawianie ziemi jest jedng z podstawowych i zarazem najstarszych form dziatalnosci
czlowieka, zwiazana z wytwarzaniem zywnosci, a takze niektorych surowcow. Obecnie to istotny dzial
gospodarki §wiatowej, w ktorej istotne znaczenie odgrywa uprawa roslin z rodziny psiankowatych
takich jak: ziemniak (Solanum tuberosum), pomidor (Solanum Iycopersicum) oraz bakiazan (Solanum
melongena). Rosliny psiankowate posiadaja szereg walorow smakowych
i odzywczych. Sa bogatym zrodiem weglowodanow, witaminy oraz mikro i makro elementy. Sa
chetnie spozywane przez ludzi oraz wykorzystywane, jako pasza dla zwierzat lub surowiec
w przemysle farmaceutycznym i przetworczym. Oprocz wielu cennych sktadnikow odzywczych
ro§liny psiankowate zawieraja rowniez zwiazki chronigce rosliny przed atakami szkodnikow
i chorobami. Niestety zwiazki te s3 trujace w stosunku do ssakéw, a naleza do ich O-glikozydowe
potaczenia steroidowych aglikonow z odpowiednimi di-, tri- lub tetra-sacharydami. Gownymi
glikoalkaloidami steroidowymi (GA) wystepujagcymi w ziemniaku sg a-solanina i a-chakonina,
w pomidorze o-tomatyna i eskuleozyd A, natomiast w baklazanach s to solamargina i solasolina.
Zwiazki te w roznych ilociach wystepuja we wszystkich organach roslin, przy czym najwigksze ilosci
GA odnotowujemy w tkankach o wysokiej aktywnosci biologicznej np. owocach lub niedojrzatych
bulwach.

W przypadku produktow spozywezych ustalono, ze maksymalny st¢zenie GA nie powinno
przekraczaé 200 mg na kg produktu, ale np. w przypadku ziemniaka juz ilosci powyzej 140 mg na kg
sprawiaja, ze bulwy maja juz gorzki smak i moga powodowac problemy zotadkowe. Co prawda
niektorzy autorzy sugeruja, ze w matych ilosciach GA moga by¢ istotnymi komponentami smakowymi
i zamachowymi takich bulw. Niestety iloéci GA w roslinach psiankowatych sa znacznie wieksze w
niedojrzatych roslinach oraz rosna w wyniku uszkodzenia mechanicznego jadalnej czesci rosliny lub
jej ekspozycji na $wiatlo. Rowniez zabiegi agrotechnologiczne, np. nawadnianie roslin podnosi
poziom GA w roslinach. W skrajnym przypadku w matych mtodych owocach pomidora moze
znajdowaé sie od 300 do 700 mg na kg tomatyny. Podczas gdy dawka ok. 2.8 mg na kg masy ciala
wywotuje u czlowieka cigzkie objawy zatrucia.

Z uwagi na znaczne wykorzystanie roslin takich jak: ziemniak, pomidor i baklazan
w przemysle spozywczym oraz ich toksyczno$¢ uwazam, ze recenzowana przeze mnie dysertacja
poéwigcona zostata istotnemu problemowi badawczemu. Ponadto pozyskanie zdolnosci



do szacowania poziomu GA w czesciach wegetatywnych roslin pozwoli na oceng ich zdolnosci
do samoistnej obrony przed infekcjami i owadami zerujagcymi, co jest istotne z punktu widzenia
zrownowazonej gospodarki rolnej. Glownym celem zaplanowanych badafi bylo opracowanie
uniwersalnej metody do oznaczania GA z wykorzystaniem mniej kosztochtonnej chromatografii
gazowej (GC-MS) w poroéwnaniu do chromatografii HPLC. Realizacja postawionych celow, wydaje
sie do$¢ trudna, z uwagi na roznorodno$¢ wykorzystanego materialu badawczego, ktorym byly
zaréwno czedci roslin uprawnych oraz produkty spozywcze.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani Anny Topolewskiej zostata wykonana
w Pracowni Analizy Zwiazkoéw Naturalnych, Katedry Analizy Srodowiska, Wydziatu Chemi,
Uniwersytetu Gdafiskiego, pod kierunkiem dr hab. Lukasza Piotra Halifiskiego, prof. UG. Chciatbym
podkresli¢, ze =zaproponowany przez Pania Anne temat dysertacji dobrze wpisuje sie
w tematyke badawcza prowadzong w Pracowni. Z uwagi na powyzsze uwazam, ze sformufowany
przez Autorke cel glowny ,,zaprojektowanie jednolitej metody ekstrakcji i oznaczania glikoalkaloidow
steroidowych w materiale roslinnym” jest istotnym problemem odpowiadajacym na oczekiwania
przemyshu spozywczego, a wykorzystanie Ww badaniach szerokiego wachlarza technik
chromatograficznych takich jak HPLC-UV/VIS i LC-MS/MS oraz GC-FID i GC-MS jest
bezsprzecznie mocna strong recenzowanej pracy.

Praca zostata przygotowana w tradycyjnej formie i sktada si¢ z trzech glownych czgsci: czgscei
teoretycznej (28 stron), czgsci eksperymentalnej (14 stron) oraz czesci zawierajacej wyniki
i dyskusje (35 stron). Rozprawe poprzedza wykaz skrotow oraz streszczenie w jezyku polskim
i angielskim natomiast na koficu umieszczono podsumowanie i spis cytowanej literatury.
W bibliografii cytowano 143 pozycji literaturowych, z czego wigkszos¢ przywotanych
w odnoénikach prac oryginalnych zostala opublikowana na poczatku biezacego stulecia,
co potwierdza aktualno$¢ tematyki dysertacji

W czesci teoretycznej Autorka przedstawita podstawowe informacje na temat wystgpowania
oraz budowy chemicznej glikoalkaloidéw steroidowych obecnych w poszczegélnych czesciach
ziemniaka, pomidora i baktazana z uwypukleniem zawartosci przekraczajacych dopuszczalny poziom
20 mg/100 g produktu. Oméwiona zostata aktywnos¢ biologiczna gléwnych GA wobec ssakow z
uwzglednieniem drogi ich dostarczania do organizmu jak tez najbardziej prawdopodobne szlaki ich
biosyntezy w roélinach. Nastepnie Autorka skupila si¢ na przedstawieniu opisanych
w literaturze sposobow ekstrakcji GA z materiatu roslinnego i zywnosci oraz sposobow oczyszczania
i oznaczania poszczegblnych glikoalkaloidow. Autorka dobitnie wykazala, ze znane metody
sa dedykowane do réznych typéw matryc, co wskazuje na brak ujednolicone; metodologii oznaczania
GA. Nastepnie Autorka po krétce opisuje metody derywatyzacji zarowno niezhydrolizowanych GA
jak tez wolnych aglikonow uwolnionych w wyniku hydrolizy. Catos¢ dopelniaja biezace doniesienia
dotyczace metod identyfikacji 1 oznaczania GA poczynajac
od najcze$ciej stosowanych testow immunologicznych oraz spektrometrii mas — glownie MALDI-
TOF-MS oraz technik chromatograficznych, takich jak: LC-MS, HPLC-UV/VIS i GC-MS.
Z obowiazkow wynikajacych z roli recenzenta ponizej umiescitem przyktady uchybien i niejasnosci,
ktore zauwazylem w tej czgsci pracy:

1. Uwazam, ze ta cze$¢ pracy nabrataby przejrzystosci gdyby Autorka ponumerowata podstawowe
GA opisywane w pracy. Moim zdaniem zwiazkom nalezato nadaé¢ numery i umiesci¢ je na
oddzielnym czytelnym rysunku. Zabieg ten szczegélnie utatwitby analize danych prowadzacych do
identyfikacji substancji S1, 821 S3 (np.: str. 66).



2. Rys.1 oraz Tabela 1. Czgsci cukrowe w narysowanych strukturach nalezy przedstawiac
w ,wyraznej” konformacji krzestowej z jednoznacznym zaznaczeniem wiazan aksjalnych
i ekwatorialnych - szczegolnie jest to istotne w przypadku wigzan glikozydowych (np.: Molecules
2023, 28, 4957).

3 Tabela 1. Umieszczenie duzych struktur w matych komorkach tabeli powoduje, ze sg one
nieczytelne. Podobnie jak numeracja atomow wegla. Wprowadzenie wspomnianej numeracji
zawiazkow i jej zastosowanie znacznie poprawitoby czytelnos¢ Tabeli 1.

4. Str. 11. Jest: ,,moga wystepowaé w formie enancjomeréw o konfiguracji R lub § atomow wegla
C-22 oraz C-25” — niefortunne sformutowanie, atomy wegla nie maja konfiguracji. Powinno by¢
... na centrach stereogenicznych.

5. Str. 11. Rysunek 2 wzor 22.26-epiiminocholesterolu — w pierscieniu cyklopentanowym
niepotrzebnie zaznaczono wigzanie C-H w pozycji C-16, podczas gdy brakuje go przy C-8. Ten
sam rysunek — wzor podpisany, jako 3-aminospirostany przy C-3 powinien by¢ podstawnik -NHa,
a nie -OH.

6. Str. 12. Bledne okre$lenie sktadu. Chakotrioza to trisacharyd skladajacy si¢ z trzech
podjednostek cukrowych — glukozy podstawionej w pozycjach C-2 i C-4 resztami L-ramnozy
(Rha(al-2)[Rha(al-4)]Glc). W tabeli i tekscie jest natomiast D-galaktoza.

7. Str. 13. Zbyt lakoniczne i nieprecyzyjne wyjasnienie oznaczen stosowanych dla produktow
hydrolizy GA (mamy o-, Bi-, B2- i y-solaning czy tez o-, Bi-, P2- i y-cholaning). Ponadto Tabela 1
nie odnosi sie do struktur powstatych w wyniku czesciowe] hydrolizy GA.

8. W wykazie skrotow, niewtasciwe thumaczenie akronimow dotyczacych spektroskopii NMR.
Poszczeg6lne widma NMR roznig si¢ sposobem wzbudzania probki i typem rejestrowanych
danych, a oznaczenia widm (tzw. akronimy), pochodzg od nazwy danej techniki i odnoszg sig
zwykle do tego, jakie informacje uzyskuje si¢ w danej technice (np. COSY - ang. Corelation
Spectroscopy, spektroskopia korelacyjna) lub zjawisk fizycznych lezacych u podstaw danej techniki
(np. NOESY - ang. Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy). Z uwagi na to akronimy powinien
byé opisany w nastepujacy sposob: NMR (ang. Nuclear Magnetic Resonance) — magnetyczny
rezonans jadrowy; HMQC (ang. Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) — heterojadrowa
korelacja wielokwantowa; ROESY (ang. Rotating-frame nuclear Overhauser effect spectroscopy)
- widmo NOE w rotujacym ukiadzie wspotrzednych; HSQC (ang. Heteronuclear single-quantum
correlation spectroscopy) - korelacje miedzy jadrami dwoch réznych rodzajow itp. Tak samo
akronim UV-VIS — odnosi sie raczej do spektroskopii UV-VIS a nie detektora. Podobnie TMSi —
to nie pochodna trimetylosililowa tak by byto w przypadku TMSi-R, ale reszta lub podstawnik
trimetylosililowy.

9. Str. 22. Czy do ekstrakcji GA stosowano metode ekstrakcji nadkrytycznym CO2? Jesli tak to,
z jakim efektem?

10. Str. 28. Jest: ,,dzieki dziataniu sulfotlenku dimetylu, wodorku sodu i jodku metylu...” — Tekst
jest niejednoznaczny. Metoda zaproponowana przez S. Hakamori polega na dziataniu na sacharyd
generowanym in situ w reakcji DMSO z NaH tzw. anionem dimsylowym a nastgpnie dzialaniu
odczynnika metylujacego (Mel).

11. Str. 30. Nalezy bardziej podkresli¢, ze w tym przypadku spektroskopia NMR stuzy przede
wszystkim do okre$laniu struktury nowo poznanych GA.



Czes¢ eksperymentalng Autorka rozpoczeta od przedstawienia szerokiego spektrum
analizowanych probek, wsrod ktorych byly: przetworzone produkty spozywcze, Swieze owoce
i bulwy pomidora, ziemniaka i baktazana oraz inne ich czesci. Nastgpnie przedstawila stosowane
procedury przygotowania probek, z uwzglednieniem etapu ekstrakcji, oczyszczania, hydrolizy oraz
derywatyzacji wydzielonych glikoalkaloidow. Informacje te z powodzeniem zostaly wykorzystane do
zoptymalizowania przez Autorke procesu ekstrakcji GA z wybranych czesci roslin oraz
z zywnosci. Podobnie po przedstawieniu metodologii analiz GC-FID, GC-MS oraz LC-MS/MS
i MALDI-TOF-MS Autorka dokonata optymalizacji warunkow derywatyzacji GA (TFAA, temp.
75°C, 10 min.) oraz okreélita efekty matrycowe obserwowane w technikach GC-MS i LC-MS/MS.
Efektywnosé kazdej z technik stosowanych do analizy GA tj. HPLC-UV/VIS, GC-FID, GC-MS
i LC-MS/MS okreslita na podstawie parametréw walidacyjnych pieciu gtownych glikoalkaloidow
pomidora, ziemniaka i baklazana, tj. o-tomatyny, a-solaniny, o-chakoniny, o-solaniny
i a-solamarginy wyznaczajac odpowiednie zakresy stezen, liniowosci i powtarzalno$ci¢. Uzyskane
wartoéci zostaly porownane z uzyskiwanymi z wykorzystaniem uznanej metody oznaczania GA
w bulwach ziemniaka (AOAC 997.13). W efekcie bardzo systematycznych badan Autorka wykazata
ulomnoéé w analizie GA powszechnie stosowanych technik takich jak HPLC-UV/VIS czy GC-FID
przy wyraznej wyzszosci technik GC-MS i LC-MS/MS, w ktorych to natomiast obserwowano znaczny
efekt matrycowy. Wykorzystujac wysoka czutosc chromatografii gazowej Autorka wykazata w
ekstraktach z lisci pomidora obecnosé, oprocz typowej o-tomatyny, innych mniej licznych substancji
steroidowych. Konkludujac moge stwierdzi¢, ze zgodnie z zalozeniami wstepnymi w efekcie
przeprowadzonych prac opracowano jednolita metode ekstrakcji i oznaczania glikoalkaloidow
steroidowych (GA) w odniesieniu do wszystkich powszechnie znanych probek oraz wykazana zostata
wyzszo$é nowej metody w stosunku do oficjalnie uznanej metody AOAC.

7 obowiazkow recenzenta uwagi do tej czesci pracy umiescitem ponizej:
1. Autorka wspomina o checi opracowania taniej metody oznaczania GA. Moim zdaniem
w prac zabrakto informacji o kosztochfonnosci uznanych metod oznaczania GA, w porownaniu
do proponowanej przez Autorke.
2. Mam uwagi, co do tresci tekstu opisujacego identyfikacje zwiazku S1, S2 i S3. Najpierw pada
stwierdzenie, ze widmo MS zwigzku S2 jest identyczne z widmem tomatydyny, a S3
z solasodyny, a nastepnie mamy konkluzje, ze dane literaturowe wskazuja ze S2 to izomer
tomatydyny - 22R,25R-soladulcydyna, a S3 to jednak tomatydenol. Brakuje tu precyzyjnego
wyjasnienia, na jakiej podstawie Autorka przypisata uzyskane widma widmo MS konkretnej
strukturze.
3. Podobnie watpliwosci mam, co do okreslenie struktury chemicznej czesci cukrowej w S1
(lykotetraoza). Chromatogram oraz widma MS uzyskane po derywatyzacji, jak tez widma
MALDI-TOF-MS (jony pseudomolekularne) nie pozwalaja jednoznacznie na odrzucenie
koncepcji Kazuoke (2023) sugerujacej, ze nowe glikoalkaloidy steroidowe roznia sig
stereochemia wigzan glikozydowych w czgsci cukrowe;.
4. Czy podieto proby izolacji dihydrofilotomatyny, ktora jest glownym skiadnikiem ekstraktu
z lisci pomidora S. pennellii?
5. Str. 66, Z podpisu umieszczonego pod rysunkiem nie wynika, ze uzyskano go dla ekstraktu po
hydrolizie i1 derywatyzacji. Czy podejmowano proby derywatyzacji niehydrolizowanych
glikoalkaloidow (np. metylowanie) i analizy GC-MS?



Pod wzgledem edytorskim praca zostala przygotowana w sposob staranny, jakkolwiek
Autorka nie uniknefa drobnych niedociagnig¢. Co do poprawnosci jezykowej, to prace napisano
poprawnym jezykiem, a ilos¢ , literowek” i bledow jezykowych jest naprawde niewielka. Oczywiscie
Autorka nie ustrzegla si¢ catkowicie tego typu bledow, lub niejednoznacznosci jezykowych, co jest
zrozumiate przy przygotowywaniu tak obszernego tekstu. Z obowiazkéw wynikajacych z roli
recenzenta ponizej umiescitem przyktady takich uchybien.

1. Str. 26. Podanie wzoru CCls byto niepotrzebne.

2. Str. 36. Jest: "uzycie spektrometru mas LTQ Orbiter oraz analizom NMR umozliwito Steinert.”
Zdanie sprawia wrazenie niedokonczonego.

3. Str. 31. Jest: ,polaczenie obu wymienionych detektorow (NPD/FID) [119.120] oraz
spektrometr mas (MS) [49.50.120].” O jakie potaczenie chodzi?

4. Str. 64. W tekscie powinno by¢ Rysunek 8, a jest Rysunek 7, podobnie na str. 65 - powinno
by¢: Rysunek 9, a jest Rysunek 8.

Chcialbym jeszcze raz podkresli¢, ze przedstawione uwagi nie wplywajg na moja wysoka
ocen¢ recenzowanej pracy. Recenzowana rozprawa udowadnia, ze mgr Anna Topolewska posiadia
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych i krytycznej analizy wynikow, a takze
szukania wlasnych rozwigzan probleméw badawczych.

Wyniki przedstawione w pracy niewatpliwie posiadaja elementy nowosci naukowe)
i zostaly umieszczone, co najmniej w trzech pracach z szesciu z listy filadelfijskiej, ktore Autorka ma
w swoim dorobku. Niestety pierwszym autorem byla jedynie w pracy z 2014 r. w Journal of
Chromatography B (https:/doi.org/10.1016/}.jchromb.2015.03.020). Ponadto Pani Anna ma
w swoim dorobku jeszcze cztery prace spoza listy filadelfijskiej zwiazane z tematyka dysertacji.
Wyniki prowadzonych badan Autorka zaprezentowata rowniez na licznych konferencjach, w swoim
dorobku ma siedem komunikatoéw ustnych oraz jedenascie komunikatow posterowych.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia wszystkie
wymagania zwyczajowe i wymogi obowigzujacej ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym,
a przedstawione uwagi nie wplywaja na moja wysoka ocen¢ recenzowanej pracy.
Z pelnym przekonaniem sktadam do Rady Dyscypliny Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
wniosek o dopuszczenie mgr Anny Topolewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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