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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Julii Nowak pt.
Opracowanie nowych metod identyfikacji i oznaczania zwigzkow psychoaktywnych

w roslinach dla potrzeb opiniowania sqgdowego

Charakterystyka i znaczenie podjetej problematyki badawczej

Przedmiotem badan opisanych w rozprawie doktorskiej Pani mgr Julii Nowak byly
rosliny zawierajace substancje psychoaktywne. Jak Doktorantka wskazata we ,,Wstepie”, ze
wzgledu na restrykcyjng polityke antynarkotykowa oraz rosnagca popularno$¢ srodkow
pochodzenia roslinnego w stosunku do substancji syntetycznych (rowniez obserwowang np.
w przemyS$le farmaceutycznym przy produkcji lekow czy tzw. suplementow diety), osoby
zamierzajgce si¢ odurzy¢ coraz czgSciej siegaja po ,.narkotyki alternatywne”, okreslane
ustawowo jako ,,$rodki zastepcze”. Jednym z rodzajow takich srodkow sg rosliny powszechnie
dostgpne w rdznych postaciach, najczesciej przyjmowane poprzez zjadanie nasion, wypijanie
wywardw z lisci czy ich palenie w sposdb analogiczny jak w przypadku najpopularniejszego
kontrolowanego s$rodka odurzajacego, czyli ziela konopi innych niz witokniste, zwanego
popularnie marihuang.

Rosliny zawierajace zwigzki psychoaktywne byty wykorzystywane w celach rytualnych
1 medycznych od tysiecy lat, jednak obecna ,,moda” na przyjmowanie $rodkow takiego
pochodzenia jest przyczyng duzej liczby zatru¢ oraz innych zdarzen niebezpiecznych dla
zdrowia 1 zycia. Z tego wzgledu bardzo wazne jest poglebianie wiedzy na temat substancji
zawartych w ro$linach przyjmowanych przez ,psychonautow”, ustalanie st¢zenia tych
zwigzkow, okres§lanie stopnia zgodno$ci sktadu migdzy rdéznymi nasionami czy
poszczegbdlnymi czesciami rosliny, a takze miedzy roslinami, ich odmianami. Istotne jest

rowniez ustalanie sposobdw przyjmowania takich srodkow do organizmu, mechanizmow ich



dziatania czy wystegpowania potencjalnych interakcji, a takze wyznaczanie stezen
wystepujacych we krwi i1 innych plynach ustrojowych i narzadach. Aby bylo to mozliwe,
konieczne jest opracowanie wlasciwych metod analitycznych, ktére pozwolg na jednoznaczna
identyfikacj¢ 1 oznaczenie substancji psychoaktywnych zawartych w roslinach. Informacje
uzyskane w wyniku takich badan moga by¢ wykorzystane z kolei do opracowania metod
oznaczania tych substancji w materiale biologicznym. W niektorych przypadkach, gdy nie jest
mozliwe oznaczenie substancji psychoaktywnych w ptynach ustrojowych, ustalenie rodzaju
przyjetej rosliny na postawie analizy $ladow pozostawionych na miejscu zdarzenia, jak to
zaproponowata Autorka pracy w rozdziatach 11.5.2 1 12.5.3, moze by¢ réwniez bardzo
pomocne w diagnostyce zatrucia.

Nalezy réwniez wzig¢ pod uwage, ze przy obecnie obowigzujacej definicji ustawowe;j
srodka zastgpczego jako ,,produktu zawierajagcego co najmniej jedng nowa substancje
psychoaktywng lub inng substancj¢ o podobnym dziataniu na osrodkowy uktad nerwowy, ktory
moze by¢ uzyty zamiast $rodka odurzajacego lub substancji psychotropowej lub w takich
samych celach jak $rodek odurzajacy lub substancja psychotropowa”, produkty zawierajace
rosliny, w skfad ktorych wchodzg substancje psychoaktywne mogg by¢ uznane za Srodki
zastepcze, ktorych wytwarzanie lub wprowadzanie do obrotu jest zabronione. W podobnym
kontek$cie mozna rozpatrywac analizy chemometryczne wykonane przez Doktorantke w celu
okreslenia rodzaju nasion wilcow dostepnych na polskim rynku oraz ustalenia podobienstwa
pomiedzy dwiema probkami nasion. Zatem opracowane przez Doktorantke metody analityczne
moga znalez¢ zastosowanie w laboratoriach kryminalistycznych, gdy celem badan bedzie
ustalenie rodzaju rosliny i zawartych w niej substancji psychoaktywnych.

Celem recenzowanej pracy bylo opracowanie metod identyfikacji i oznaczania
zwigzkow psychoaktywnych zawartych w roslinach, ktére nie znajduja si¢ na liscie srodkow
odurzajacych, a ktore s3 stosowane jako zamienniki substancji kontrolowanych,
tj. nasionach bielunia (Datura) 1 brugmansji (Brugmansia), orzechach muszkatolowca
korzennego (Myristica fragrans), oraz nasionach wilcow (lpomoea). Badanie probek materiatu
roslinnego w celu identyfikacji 1 oznaczenia skladnikéw psychoaktywnych jest duzym
wyzwaniem dla chemikow analitykéw z uwagi na ich bardzo zlozong matryce, ktéra czgsto
istotnie zaktdca proces ekstrakcji i analiz¢ instrumentalng. Doktorantka podczas badan zwrocita
uwage na problem niejednorodnosci materiatu badawczego, w tym duze zrdéznicowanie stezen
analitow w materiale roslinnym, przestawiajac jednocze$nie sposoby na ograniczanie wptywu
tych zaburzen na wyniki analityczne czy proponujgc odpowiednie pobieranie probek

reprezentatywnych. Przeanalizowata réwniez mechanizmy oddziatywania na materiat roslinny
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stosowanych w ramach badan nowoczesnych metod ekstrakcji, tj. dziatania na probki
mikrofalami oraz ultradzwigkami. Innym istotnym zagadnieniem poruszonym w pracy byla
mozliwo$¢ rozpadu lub tworzenia si¢ analitéw oraz ich pochodnych na roznych etapach procesu
analitycznego 1 wplywu tych procesOw na wynik analizy. Tworcza analize wymienionych
czynnikéw, dokonang przez Autork¢ pracy, nalezy uzna¢ za istotny wktad w rozwdj chemii

analityczne;.

Uklad pracy, struktura podzialu tresci i poruszane zagadnienia

Praca liczy 153 karty, z ktorych 53 zajmuje wprowadzenie do tematyki badan.
Uzupehia ja 9 stron suplementéw. Praca zostala podzielona na 13 rozdziatléw, zawierajacych
teoretyczne podstawy przeprowadzonych badan oraz oméwienie wynikéw doswiadczalnych,
jak rowniez wykaz skrotow uzywanych w pracy, streszczenie w jezyku polskim i angielskim

oraz wykaz literatury. Konstrukcje pracy nalezy uzna¢ za wlasciwa.

Cze¢$¢ wstepna rozprawy zawiera informacje na temat zwigzkow psychoaktywnych
obecnych w réznych roslinach, obowigzujace rozwigzania ustawowe dotyczace kontroli takich
zwigzkoéw 1 $§rodkow, ze wskazaniem probleméw interpretacyjnych dotyczacych np. zapiséw
w odniesieniu do nasion roslin z rodzaju wilec, a takze analize przyczyn rosnacej popularnosci
,harkotykow” pochodzenia roslinnego. Bardzo interesujace i1 nowatorskie jest zestawienie
wybranych tematow publikowanych na najpopularniejszych polskich i anglojezycznych forach
internetowych przez uzytkownikow substancji odurzajacych. W sposéb szczegdtowy zostaly
omowione zwigzki psychoaktywne wystepujace w roslinach badanych przez Doktorantke.
Autorka pracy zwrocita uwagg, ze nalezg one do roznych grup chemicznych, charakteryzujg si¢
odmiennym oddziatywaniem na organizm ludzki i prawdopodobnie maja r6zny mechanizm
dzialania, albowiem jedynie mechanizm dzialania alkaloidow tropanowych zostat dotychczas
dobrze zbadany 1 opisany. Omoéwita réwniez sposoby przyjmowania, czas dziatania
poszczegbdlnych preparatow, obserwowane efekty, objawy uboczne, a takze typowe wielkosci
dawek przyjmowane przez uzytkownikbw w celu wywotania efektu odurzenia oraz
powodujace wystapienie efektow toksycznych. Autorka pracy zwrdcita uwage na zagrozenia
zwigzane z przyjmowaniem preparatdéw roslinnych o nieznanym sktadzie jako$ciowym
1 iloSciowym.

Cze¢s$¢ teoretyczna zawiera rowniez szerokie omowienie procedur stosowanych do

przygotowania probek materiatu roslinnego do analiz za pomoca metod instrumentalnych.
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Z uwagi na ztozony charakter takiej matrycy, duzg liczbe zawartych zwigzkow wykazujacych
zblizone wlasciwosci fizyczne i chemiczne, a takze matg powtarzalnos$¢ sktadu, stanowia one
duze wyzwanie dla chemikéw analitykow. Doktorantka wskazala, ze w takim przypadku
konieczne jest stosowanie selektywnych metod izolacji analitow oraz ich zageszczanie. Mimo
to wcigz w praktyce czgsto wykorzystywane sg klasyczne metody jak maceracja czy ekstrakcja
pod chtodnicg zwrotng i z uzyciem aparatu Soxhleta, niemniej jednak standardem jest obecnie
ekstrakcja ciecz-ciecz, a takze ekstrakcja do fazy statej. Nowoczesne techniki przygotowania
probek obejmujg m.in. ekstrakcje ciecza w stanie nadkrytycznym (SFE) ekstrakcje
wspomagang ultradzwickami (UAE) czy ekstrakcj¢ wspomagang mikrofalami (MAE). Te dwie
ostatnie zostaly zastosowane przez Doktorantke w badaniach, bedacych podstawag

recenzowanej pracy.

Wsrod metod analitycznych stosowanych do analizy materiatow pochodzenia
roslinnego dominujg techniki sprzgzone. Zwykle jest to poltaczenie techniki separacyjnej typu
chromatografia gazowa (GC) lub cieczowa (LC), wzglednie elektroforeza kapilarna (CE), ze
spektrometrig mas (MS). Najpopularniejsze w laboratoriach kryminalistycznych jest polaczenie
GC-MS, ktére pozwala na identyfikacje substancji na podstawie widm masowych oraz
poroéwnanie wzglednych czaséw retencji, jak roéwniez oznaczenie analitow. Niekiedy w celu
poprawy wilasciwosci analitycznych konieczne jest przeprowadzenie zwigzkoéw w pochodne,
czyli wykonanie derywatyzacji. Z kolei do identyfikacji nowych zwiazkéw bardzo dobrym
narzgdziem analitycznym jest chromatografia cieczowa z tandemowym spektrometrem mas
z analizatorami: kwadrupolowym i czasu przelotu (LC-QTOFMS). Powyzsze metody zostaly
zastosowane w badaniach eksperymentalnych przez Doktorantk¢ i omdwione w czgsci

wstepnej rozprawy.

Omowienie czesci doswiadczalnej rozpoczyna si¢ od okreslenia celu pracy, a nastgpnie
opisane zostaly materiaty 1 sprzet laboratoryjny stosowany w badaniach, metodyka badan, po
czym przedstawiono wyniki, oméwiono i podsumowano oddzielnie trzy niezalezne cze$ci
badan. Prace koncza wnioski, ktére wyciagnieto na podstawie uzyskanych wynikéw

1 zebranych doswiadczen.

Rozprawa zawiera réwniez wykaz skrotow. W pracy znajduje si¢ az 154 odnosniki
literaturowe (oraz do stron internetowych), co $wiadczy o szerokim rozeznaniu tematyki
badawczej przez Doktorantke. Dobor pozycji literaturowych jest odpowiedni do poruszanej

tematyki.



Praca napisana jest w sposob bardzo staranny. Nalezy podkresli¢ dbatos¢ Doktorantki
o forme graficzng pracy oraz stosowane stownictwo. Autorka rozprawy postuguje si¢ poprawna
polszczyzna, swobodnie operujac nig w ztozonej tematyce naukowe;j. Jest to trudne, poniewaz
do jezyka polskiego przenikajg obce, gtownie angielskie sformulowania, a dodatkowo wiele
poje¢ czy nazw technik pomiarowych nie doczekato si¢ oficjalnych polskich odpowiednikow.

Dzigki temu pracg czytato si¢ z przyjemnoscia i zainteresowaniem.

Ocena metod badawczych, sposobu przeprowadzenia badan i analizy uzyskanych wynikow

Recenzowana praca miata charakter ekspertymentalny. W mojej ocenie, badania zostaty
zaplanowane we wlasciwy sposob, a dobor analitéw, rodzaju eksperymentéw oraz aparatury
badawczej, jak rowniez sposob przeprowadzenia badan oraz analiza uzyskanych wynikoéw byty

odpowiednie.

W pracy przedstawione zostaty wyniki badan materiatu roslinnego trzech rodzajow
roslin, tj. nasion 1 lisci roslin bielunia i brugmansji, nasion muszkatolowca korzennego oraz
nasion roslin z rodzaju wilec. Wyniki przedstawiono i omowiono w oddzielnych rozdziatach

dla poszczeg6lnych rodzajow roslin, co utatwito ich analize.

W pierwszej kolejnosci zaprezentowano opracowanie metody przygotowania probek
nasion 1 lici ros$lin z rodziny psiankowatych z wykorzystaniem ekstrakcji wspomagane;j
mikrofalami (MAE) oraz badania uzyskanych ekstraktéw za pomocg metod GC-MS 1 LC-MS.
Do optymalizacji warunkéw ekstrakcji wykorzystano plan wg Doehlerta, niezaleznie dla nasion
1 lidci bielunia oraz lisci brugmansji. Ustalono, ze optymalne warunki ekstrakcji sa zalezne od
czesci rosliny, a nie jej rodzaju, tzn. liscie réznych roslin wymagajg zastosowania zblizonych
warunkow ekstrakcji, natomiast nasiona wymagajg uzycia wyzszej temperatury podczas
ekstrakcji. Dla metody GC-MS uzyskano niskie warto$ci granicy wykrywalnosci (LOD) oraz
szeroki zakres liniowosci, co sprawito, ze mozliwe bylo zastosowanie opracowanej metody do
badania probek rzeczywistych roslin bielunia i brugmansji pod katem zawarto§ci w nich
atropiny 1 skopolaminy. Niska precyzja oznaczen sprawita, ze Autorka pracy uznata, iz metoda
jest wystarczajagca do przeprowadzenia jedynie potilosciowej analizy tych zwiazkow.
Doktorantka zoptymalizowata rowniez metode LC-MS pod katem identyfikacji wymienionych
alkaloidow tropanowych w ekstraktach probek bielunia i brugmansji. Jako kryteria

optymalizacji dla metody chromatograficznej przyjeta dobry rozdzial analitow w stosunkowo



krotkim czasie, natomiast warunki pracy spektrometru mas dobrata w ten sposéb, aby uzyskaé
jak najwieksze sygnaty analityczne dla atropiny i skopolaminy. Poza wymienionymi analitami
Doktorantka wykryla w badanych ekstraktach liSci 1 nasion cztery inne zwiazki,
prawdopodobnie réwniez bedace alkaloidami tropanowymi, jednak ze wzgledu na niskie

stezenie nie byta w stanie ich jednoznacznie zidentyfikowac.

Metoda GC-MS zostala rdwniez uzyta do oznaczen mirystycyny w probkach orzecha
muszkatotowca korzennego. Doktorantka przetestowala trzy metody przygotowania probek tej
rosliny do analizy, tj. ekstrakcje wspomagang mikrofalami, a takze ekstrakcje wspomagang
ultradzwigkami z wykorzystaniem myjki oraz sonotrody. Opracowane procedury umozliwity
przeprowadzenie analiz ilo§ciowych w probkach zmielonej gatki muszkatotowej lub kwiatu
muszkatotowego z dobra precyzja. Dalsze, szczegoétowe badania przeprowadzone przez
Doktorantke, m.in. z uzyciem skaningowego mikroskopu elektronowego, wskazaty jednak, ze
ekstrakcja wspomagana mikrofalami przebiega efektywniej 1 charakteryzuje si¢ wyzsza
wydajnoscia, dlatego ta metoda zostala uznana za wtasciwg. Wybrana metoda zostata uzyta do
oznaczania mirystycyny oraz identyfikacji innych skladnikéw olejku eterycznego gatki
muszkatotowej w komercyjnie dostepnych produktach. Autorka pracy zauwazyta, ze najwyzsze
stezenia mirystycyny i najwigksza liczba zwigzkow wystepujg w probkach produktow, ktore sg
najlepiej oceniane przez osoby uzywajace tej rosliny w celach odurzajacych. Ponadto
Doktorantka wykazata, ze opracowana metoda moze znalez¢ zastosowanie w analizie

sladowych ilo$ci gatki muszkatotowej, jaka moze pozosta¢ na miejscu zdarzenia.

Do oznaczania erginy i1 ergometryny oraz identyfikacji innych alkaloidéw sporyszu
w probkach nasion wilcow Doktorantka zastosowata opracowana, zoptymalizowang
1 zwalidowang metod¢ LC-MS, przy czym do przygotowania probek wykorzystata w tym
przypadku ekstrakcje wspomagang ultradzwigkami z wykorzystaniem myjki. Przy
opracowaniu metody ekstrakcji Doktorantka zwrdcita uwage na negatywny wptyw ekstrakeji
mikrofalowej oraz wysokiej temperatury na przeksztatcanie si¢ LSH w erging 1 wskazata na
konieczno$¢ zapewnienia fagodnych warunkéw w analizie alkaloidéw sporyszu. W ramach
pracy Doktorantka przetestowata rowniez mozliwos¢ zatgzania ekstraktow probek sladowych
z wykorzystaniem mikroekstrakcji na porowatym sorbencie (technika MEPS), co pozwolito na
zwiekszenie czulosci i1 identyfikacje dodatkowych alkaloidow wystepujacych w nasionach
w niskich stg¢zeniach. Zoptymalizowana metoda UAE/LC-MS charakteryzowata si¢ niskimi
granicami wykrywalnos$ci i oznaczalnosci oraz szerokim zakresem liniowosci, co pozwolito na

badanie probek roslin, a takze ich s$ladow. Doktorantka przeanalizowata probki nasion



pochodzace od 12 producentdéw, zakupione w réznych miejscach. Wyniki badan wskazaly na
duze réznice w stezeniach alkaloidow sporyszu w nasionach, co stanowi niebezpieczenstwo dla
0sOb przyjmujacych takie nasiona w celach odurzajacych. Autorka pracy podjeta rowniez probe
opracowania metody klasyfikacji nasion, stosujac w tym celu roézne narzedzia
chemometryczne. Przy uzyciu danych analitycznych z badania ekstraktow metodg LC-MS, za
pomoca aglomeracyjnej hierarchicznej analizy skupien, z wykorzystaniem kryterium Mojeny
do podziatu probek na grupy, udalo jej si¢ poprawnie przyporzadkowac reprezentatywne probki

nasion w 97% przypadkow.

Recenzowana praca zawiera istotne elementy nowosci. Do przygotowania probek do
badan wykorzystywane byly nowoczesne rodzaje ekstrakcji, takie jak ekstrakcja wspomagana
mikrofalami lub ultradzwigkami, a zastosowane metody instrumentalne nalezy uznaé za
wlasciwe. Optymalizacja warunkow ekstrakcji, rozdziatu chromatograficznego oraz pracy
spektrometrow pozwolita na uzyskanie niskich granic oznaczalnosci, szerokich zakresow
liniowosci, a takze wysokiej selektywnosci uzyskanych wynikow. Dzigki temu mozliwe byto
wykrycie nowych zwigzkéw w badanych probkach roslinnych, a takze oznaczenie gtéwnych

sktadnikow psychoaktywnych.

Przy wyborze procedur przygotowania probek do badan Doktorantka zwracata uwage
na aspekt praktyczny, wyrazajacy si¢ prostota wykonywanych czynno$ci, krotkim czasem
procedury analitycznej czy zuzywaniem niewielkich ilosci rozpuszczalnikow. To istotne
elementy tzw. zielonej chemii, bgdacej waznym elementem rozwoju chemii analityczne;j.
Wyraza si¢ ona dbatoscig zaré6wno o Srodowisko naturalne, jak i analityka. Wszystkie

procedury zaproponowane w pracy nalezy uznaé za przyjazne srodowisku i analitykowi.

Recenzowana praca jest jednym z szerszych eksperymentalnych opracowan
dotyczacych substancji psychoaktywnych zawartych w ros§linach przyjmowanych w celach
odurzajacych i1 stanowi cenne zrodio informacji dla bieglych sadowych opiniujacych w tym

zakresie.

Uwagi szczegolowe

Warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej Pani mgr Julii Nowak oceniam jako bardzo

dobra. Niezaleznie od tej oceny, mam kilka uwag do tresci pracy, ktore przedstawitem ponize;j.



Mam watpliwos$ci jak Autorka pracy rozumie pojecie ,,walidacja metody analityczne;j”.
Doktorantka sprowdzila ten proces w niektorych czg¢sciach pracy do okreslania precyzji
(precyzji posredniej 1 odtwarzalnos$ci) oraz odzysku. Najprosztsza definicja walidacji to
jednak ,wykazanie, ze metoda witasciwa do zamierzonego celu”. W niektérych
przypadkach, np. przy zastosowaniu ekstrakcji z uzyciem ultradzwickow analiza probek
rzeczywistych gatki muszkatolowej wykazala, ze nie cala ilo$¢ analitu byta ekstrahowana,
wiec mozna mie¢ watpliwosci czy rzeczywiscie byta to metoda wiasciwa do zamierzonego
celu. Moje watpliwosci wzbudza réwniez liczba metod zwalidownych przez Doktorantke,
poniewaz jest to niespdjnie przedstawiane w pracy. Dla przyktadu, w ,,Celu pracy”
Doktorantka podata, ze walidacji poddane bgda jedynie metody ilosciowe, a w Rozdziale
11.4 (str. 91) podano, ze ,w celu doboru optymalnej metody badania prébek
muszkatotowca korzennego, przeprowadzono walidacje wszystkich trzech opracowanych
metod ekstrakcji i metody GC-MS”. Co zatem byto poddawane walidacji w ramach pracy?
Jeszcze wigksze watpliwosci wzbudza podejscie Autorki do doktadnosci metody. W ,,Celu
pracy” znajduje si¢ sformutowanie, Zze metody mogace znalezé zastosowanie
w opiniowaniu sgdowym powinny wymaga¢ jak najmniejszej ilosci probki oraz

umozliwia¢ jednoznaczng identyfikacje analitow, jak rowniez ich oznaczenie z duza

doktadno$cig. Natomiast w Rozdziale 9.3 ,,Walidacja metod analitycznych” (str. 60)
Autorka pracy podata, ze ,w zwiazku z brakiem dostgpu do probek Slepych oraz
materiatow odniesienia, w celu walidacji metod analitycznych opisanych w pracy nie

oceniano doktadno$ci metody analitycznej”. Czy zatem, w ocenie Doktorantki,

opracowane metody s3 mogace znalez¢ zastosowanie w opiniowaniu sgdowym?

Granice wykrywalnos$ci 1 oznaczalnosci (LOD i LOQ) obliczono m.in. na podstawie
odchylenia standardowego sygnalu dla roztworu wzorcowego o najnizszym stezeniu
analitow 1 wspotczynnika nachylenia krzywej kalibracyjnej. Rodzi si¢ pytanie, jak majg si¢
tak wyznaczone wartosci granic do ustalania zawarto$ci zwigzkéw w materiale ro§linnym?
Przy definiowaniu odzysku (str. 61) Autorka pracy podata, ze ,,A” i” B” to odpowiednia
,»roznica sygnatu”. Czy to oznacza, ze odejmowano odpowiednie pola powierzchni pod
pasmami chromatograficznymi? Czy jest to autorskie podejscie Doktorantki czy tez oparta
si¢ Pani o jakie$ przewodniki czy publikacje? Czy stosowane przez Autorke w calej
rozprawie okreslenie ,,pasmo chromatograficzne” to obecnie oficjalna, prawidtowa nazwa
,,piku chromatograficzego™?

W rozdziale 10.4 przestawiono wyniki badan nasion ro$lin z gatunku Datura i Brugmansia

metoda GC-MS 1 stwierdzono, ze mozna ja potraktowaé¢ jako potilosciows,
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10.

11.

tj. umozliwiajgca oszacowanie zawartosci analitbw w probkach naturalnych, ale nie
precyzyjne ich oznaczenie. Czy sprawdzono na ile problemem niskiej precyzji wynikat
z niejednorodnosci materiatu, a na ile z niskiej precyzji pracy chromatografu?

W pracy nie okreslono jednoznacznie, kiedy metoda jest ilosciowa, kiedy potilosciowa,
a kiedy wylacznie jakosciowa. Dla przyktadu, w rozdziale 10.5 (str. 78) Autorka pracy
podala, ze ,,W nasionach oraz lisciach bielunia zidentyfikowano atroping i skopolaming.

Nie przeprowadzono analizy ilosciowej, jednak proporcje tych skladnikéw byty

analogiczne jak te ustalone w badaniach GC-MS”, natomiast w kolejnym rozdziale 10.6,
czyli ,,Podsumowaniu” (str. 83) znajduje si¢ zdanie: ,,Badanie probek rzeczywistych

zoptymalizowang metoda LC-MS dalo podobne wyniki ilosciowe jak badania

przeprowadzone metoda GC-MS”. Zatem czy byta przeprowadzana analiza ilo$ciowa, czy
tez nie? W rozdziale 12.4 znajduje si¢ zdanie: ,,Poniewaz parametry te odpowiadaja
zakresowi stezen analitu w prébach nasion, metoda mogla zosta¢ wykorzystana do
poétilosciowego oznaczania lizergolu.” Dlaczego w tym przypadku uznano, Zze metoda jest
jedynie ,,potilosciowa”?

Narycinie 18 uwage zwraca ,,ogonowanie” pasma od kofeiny, czyli wzorca wewnetrznego.
Czy Doktorantka sprawdzala precyzje bez uwzgledniania wzorca wewnetrznego
w obliczeniach?

W pracy nie podano, jakie kryteria przyjmowano jako warunek identyfikacji substancji. Ile
jonéw brano pod uwage? Dla ktorego najbardziej intensywnego jonu liczono warto$ci
granic oznaczalno$ci 1 wykrywalnosci? Ma to szczegélne znaczenie w kontekscie
rozwazan przedstawionych w rozdziale 12.5.3, czyli dotyczacych badania $ladéw nasion.

W rozdziale 11.2 (str. 85) podano wsrdd optymalizowanych parameteréw rodzaj wzorca
wewnetrznego, ale za kryterium optymalizacji przyjeto jak najwigcksza wydajnosé
ekstrakcji mirystycyny. Dopiero w dalszej czgsci wyjasniono prawidlowo, ze kluczowym
parametrem bylo w tym przypadku wiasciwe zachowanie si¢ wzorca wewngtrznego
podczas procesu ekstrakcji.

W rozdziale 12.2 (str. 106) podano, ze celem optymalizacji bylo osiggnigcie
maksymalnego stezenia erginy i ergometryny w ekstraktach, mierzonego jako stosunek
pola powierzchni pasma chromatograficznego analitu do wzorca. Kiedy dodawano
wzorzec i jak wplywalo to na obliczong wydajnos¢ ekstrakcji?

Dla recenzenta nie jest jasne, jakie dane zostaly wykorzystane do rozrézniania probek za
pomocg analizy skupien (rozdziat 12.5.4) i czy w sposéb nalezyty przygotowano te dane

do analizy chemometrycznej. Czy Doktorantka sprawdzata zgodno$¢ czasow retencji dla
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zidentyfikowanych substancji 1 czy zastosowano jaka$ metodg¢ eliminacji przesuni¢¢ pikow
chromatograficznych spowodowang niestabilnoscia warunkow analizy? Czy kryteria
wykrycia zwigzku nie byly zbyt tagodne, skoro wykryto okoto 300 potencjalnych
zwigzkow, ale zdecydowana wigkszos$¢ z nich byta obecna w pojedynczych probkach? Czy
abundancja przy okreslonej warto$ci czasu retencji jest wlasciwg miarg zawartosci

substancji w probce?

Niezrozumiate dla recenzenta jest réwniez to, ze wieksza czg$¢ rozdziatu ,,Cel pracy”
napisana jest w czasie przysztym, jakby to byl plan pracy (,,Opracowanie wyzej wymienionych
metod bedzie sktada¢ si¢ z7, ,,I tak planuje si¢,” , ,,Otrzymane wyniki zostang uzyte”).
Zwrécitem réwniez uwagg, ze na rycinie 26 (str. 68) brak jest chromatogramu dla roztwordéw
wzorcowych atropiny i skopolaminy, poddanych derywatyzacji w 25°C. Ponadto wykaz
skrotow zawiera szereg btedéw 1 odbiega w tym zakresie od bardzo wysokich standardéw pracy
(np. zarowno EI jak i1 ESI zostaly identycznie zdefiniowane jako ,,zrodlo jondéw typu
elektrorozpylanie”, co wigcej oba skroty dotycza dwoch rodzajow jonizacji a nie zrodet, czy

tez pomylone zostaly skréty i nazwy pochodnych).

Wskazane powyzej watpliwosci 1 uwagi nie obnizajg istotnie wartosci pracy, ktora jak

podalem powyzej, jest w mojej ocenie bardzo wysoka.

Podsumowanie

Tres$¢ rozprawy doktorskiej potwierdza, ze Pani mgr Julia Nowak posiada duzg wiedze
na temat substancji psychoaktywnych zawartych w roslinach, bardzo dobry warsztat
analityczny, potrafi wilasciwie zaplanowac 1 przeprowadzi¢ badania oraz zintepretowac
uzyskane wyniki. W sposob wlasciwy odniosta wyniki badan witasnych do danych
literaturowych oraz przedstawianych w ,,nowych mediach”. Zaproponowata nowatorskie
rozwigzania procesu przygotowania probek materiatu roslinnego do badan. W sposob
umiejetny dobrala aparature badawcza i zoptymalizowata warunki prowadzenia procesow.
W sposéb dociekliwy analizowata uzyskane wyniki i starata si¢ dochodzi¢ do zrodet niejasosci.
Rozprawa doktorska Pani mgr Julii Nowak zawiera wiele elementéw nowosci, do ktdrych poza
typowymi elementami z zakresu chemii analitycznej omoéwionymi powyzej zaliczy¢ mozna
m.in. zaproponowanie S$ciezek fragmentacji alkaloidow sporyszu pod wilywem jonizacji

poprzez rozpylanie w polu elektrycznym.
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Whioski

Na podstawie przeprowadzonej oceny rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
spelnia ona wymagania ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 nr 65 poz. 595,
z pbéin. zm.) i stawiam wniosek do Rady Naukowej Wydzialu Chemii Uniwersytetu

Jagielloniskiego o dopuszczenie Pani mgr Julii Nowak do publicznej obrony.

Jednoczesnie, biorac pod uwage poziom naukowy i jakos¢ rozprawy doktorskiej,

wnioskuje o wyroéznienie pracy doktorskiej Pani mgr Julii Nowak.

225% /2/(5\

Krakow. dnia 8 czerwca 2018 roku
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