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Recenzja pracy doktorskiej

Analiza wtornych metabolitow roslin przy uzyciu metod spektroskopii oscylacyjnej oraz

obliczen kwantowo-chemicznych
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Praca zostata wykonana w Zakladzie Obrazowanie Ramanowskiego, bardzo dobrze wyposazonym
w najnowsze techniki spektroskopii oscylacyjnej. W takiej sytuacji bardzo waznym byt dobor ukladéw
porhiarowych i metod ich analizy, ktéra decydowatly o atrakcyjnosci catej rozprawy. Podstaws badan byta
analiza trzech gfup wtornych metabolitow roélin z wykorzystaniem metod chemii kwantowej i
teoretycznym opisem widm oscylacyjnych, az do identyfikacji i okre$lenia dystrybucji analizowanych
zwigzkéw w materiale roslinnym z wykorzystaniem metod chemometrycznych. Tak postawiony temat dla
istotnej grupy zwigzkow do chwili obecnej nie byt przedmiotem badan co stanowito atrakcyjny temat pracy

doktorskiej.

W czedci wprowadzajacej Doktorant przedstawit w sposdb zwigzly zastosowanie praktyczne
spektroskopii oscylacyjnej poprzez spektroskopi¢ ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni oraz
klasyczng spektroskopie ramanowska, mapowanie ramanowskie wraz z konfokalnym mikroskopem w celu
analizy od udrednionego rozkladu zwigzku iub rozktadu przestrzennego na powierzchni warstwy lub calej
objetosci probki. Wraz z ramanowska aktywno$¢ optyczng w celu identyfikacji substancji chiralnej.
Nastepnie scharakteryzowal wybranymi metodami teoretycznymi, niezbedne w interpretacji wynikow
doswiadczalnych, obliczenia kwantowo-chemicznej struktury elektronowej. Glowny opis skupil na
metodzie DFT i dwoch bazach funkcyjnych zaproponowanych przez Pople’a i Dunninga. Dzieki

zastosowaniu analizy PED dokonal teoretycznej interpretacji widm oscylacyjnych dokonujac przypisania




pasmom odpowiednich drgan normalnych. Doktorant pisze, ze w célu lepszego odwzorowania czestosci
teoretycznych z czestosciami doswiadczalnymi na poziomie teorii zastosowat przyblizenie anharmoniczne,
dzieki czému byl w stanie uwzgledni¢ nadtony i drgahia wywotane zjawiskiem rezonansu Fermiego.
Niestety, jak pokazujg wartosci energii drgan umieszczone w tabelach jedynie zastosowat do przyblizenia
harmonicznego wartosci skalujace. Nadtony i przejécia wywolane zjawiskiem RF nie odzwierciedlajg
obliczenia harmoniczne, a sa wynikiem niezgodnosci z eksperymentem. Doktorant zaproponowat
zastosowanie analizy iloSciowej w . oparciu o metods regresji liniowej PLS do zestawu widm
oscylacyjnych, ktorych zaleznosé w fﬁnkcji zmieniajacego si¢ czynnika wykazuje liniowa zaleznosé.
Kolejng metods chemometryczna, kidrg przedstawit w czedei wprowadzajacej byla analizy skupien.
Procedura ta zostata zaprezentowana z punktu rozréznienia migdzy innymi rdéznych proceséw syntezy na
zawartosC karotenoidéw. Podsumowujac te cze$é pracy na szczegélng uwage zastuguje szeroki wachlarz
do$wiadczalnych metod spektroskopii oscylacyjnej, polaczonych z dobrze wybranymi metodami chemii
kwantowej wraz z metodami énalizy wielowymiarowej taczacej czesé do§wiadczalng z obliczeniami oraz

metody klasyfikacji obiektéw o ztozonym wplywie czynnikéw zewnetrznych na ich obraz spektralny.,

Kolejng czés’éiq pracy byto wprowadzenie teoretyczne dla trzech grup wtérnych metabolitéw roslin.
S3 to poliacetyleny, karbtenoidy i alkaloidy, dla kt6rych czesc literaturowa poprzedzata wyniki i dyskusje
dla kazdej grupy tych trzech zwiazkéw. Jest to bardzo dobry zabieg, podzial czesci wprowadzajacej na
dwie partie, dzigki czemu cze$é metodyczna i czeéé opisowa dia tych zwigzkéw zachowaly swoja
niezaleznosé. Dla kazdego zwigzku dowiadujemy sie o syntezie, biosyntezie i funkcjach w roslinach oraz
zastosowaniu spektroskopii oscylécyjnej w opisie analizy drgai od prostych czasteczek do skladnikéw
wchodzacych w preparaty o znaczeniu biologicznym. Na uwage zashuguje bogata bibliografia ékladajqca
si¢ az z 302 pozycji. Zaréwno liczba cytowan jak tez ich dobér $wiadcza o dobrej znajomosei tematyki

bedgcej przedmiotem rozprawy doktorskie;j.

Czgs$¢ pierwsza Doktorant poswigca poliacetylenom, w tej grupie przebadat az 35 zwigzkoéw - od
prostych do bardziej rozbudowanych analogéw. Korzystajac na tym etapie z analizy PLS wyznaczyt
korelacje pomiedzy whasciwoéciami elektronowymi podstawnikéw, ktére obliczyl na podstawie
deskryptoréw okreslajacych stopien przeniesienia elektronéw o i elektrondw R, a parametrami
geometrycznymi oraz czgstosciami drgan charakterystycznymi uktadu diacetylenowego. Do tego celu uzyt
dlugosci wigzania C=C oraz drgafi v i v, grupy C=C. Doktorant pokazal, ze wzrost whasciwosci
elektronowo-donorowych podstawnika prowadzi do zwigkszenia dlugosci wigzan C=C, a co za tym idzie
obnizenia czgstoSci drgan charakterystycznych. Najwiekszy efekt obserwowat dla podstawnikéw
zawierajgcych atomy metali pierwszej i drugiej grupy. Natomiast najsilniejsze wlasciwosci elektrono-
akceptorowe stwierdzit dla podstawnika —F, a uzyte czestoéci drgan v(C=C) przyjmuja najwyzsza wartosé.
Niestety nie uzyskal istotnej korelacji miedzy deskryptorami, czy parametrami geometrycznymi
a intensywnoScia pasm charakterystycznych, pomimo ze zachodzily duze zmiany w widmie

podczerwonym i widmie RS. Czy w tym przypadku uzycie tylko dwéch z czterech efektéw



podstawnikowych, z pominigciem czynnika pola indukowanego, a przede wszystkim polaryzowalnosci

prowadzi do brak korelacji liniowej?

Kolejng grupa zwigzkéw, ktéra poddano szczegdélowym  obliczeniom teoretycznym
i przeprowadzono pomiary spektroskopowe bylo sze$§¢ prostych diacetylendéw oraz trzy kwasy
diacetylenowe, ktére zawieraja w swojej :sti'ukturze dhugie lafcuchy alifatyczne. Na podstawie obliczef
kwantowych uzyskano stabilne struktury elektronowe, w kolejnym etapie dokonano symulacji widm
oscylacyjnych, co postuzylo do interprétacji widm doswiadczalnych, w ktérych wzieto pod uwage

obecno$¢ rezonansu Fermiego miedzy drganiami v(C=C) a nadtonami drgania v(=C-C=) lub w(-C-C=).

. Szczegblnie wazne byto pokazanie jak polimerazacja wywotana pod wplywem promieniowania UV
i temperatury wplywa na przesuniecie charakterystyczne poliacetylenéw. Zastosowanie techniki
mapowania ramanowskiego pozwolito uzyskal obraz dystrybucji badanych zwigzkéw w korzeniach kilku
odmian marchewki dzikiej oraz w korzeniach pasternaku, pietruszki i selera na podstawie wyznaczonych
czestosci drgan. W ten sposob od teoretycznego podejscia dla prostych czgsteczek diacetylenéw Doktorant
w sposéb systematyczny przénalizowa% szereg zlozonych zaleZznosci, jakie pozwalajg na analize rozkladu

poliacetylenéw w produktach rolinnych.

Taki sam schemat postgpowania Doktorant zastosowat takze w przypadku karotenoidow
i alkaloidéw. Analizujac nienasycone weglowodory 0 sprzezonych wigzaniach podwdéjnych istotng uwage
poswiecit roli czynnikéw zewnetrznych, takich jak stosowany rozpuszczalnik, kwasowos¢ roztworu czy
stres temperaturowy na struktur¢ standardowych karotenoidéw. Widma charakterystyczne dla tych
zwiazkéw pochodzily od drgan tancucha polienu podzielonego na trzy zakresy, ktére w réznym stopniu
wykazujg si¢ zaleznoscig od diugosci faficucha, koncowych podstawnikéw polienu i oddziatywaniem
z czgsteczkami rozpuszczalnika. Doktorant wykorzystat obydwie procedury chemometryczne w okresleniu
wyplywu nawodnienia i warunkéw przechowywania na zawartos¢ i sklad karotenoidéw w korzeniach
marchwi uprawnej oraz w iloSciowym wyznaczeniu karotenoiddéw. Wykorzystat caly zestaw technik
spektralnych lgcznie z polaczeniem z mikroskopem konfokalnym, ktére pozwala okredli¢ dystrybucje
karotenoidéw w krysztatach wystgpujacych w komérkach korzeni marchwi, Udokumentowane przez
Doktoranta rozwiazanie ma potencjalne aplikacyjne zastosowanie w procesie badania jakosci marchwi
przeznaczonej do przemystu spozywczego. Zbudowat ilosciowy model do oznaczania karetonoidow na
podstawie widm spektroskopowych bazujac na podstawie pasm charakterystycznych. W przeciwienstwie
do poliacetylenéw, ktérych mapowanie ramanowskie wykazato rozklad w matych obszarach znajdujacych

si¢ w poblizu skéry, w przypadku karotenoidow uzyskano obraz ich homogenicznej dystrybucji.

Ostatnig grupe zwigzkéw stanowily alkaloidy, ktére pochodzily z drzewa chinonowego: chinina,
chinidyna, cynochinina i cynchonidyna. Zwigzki o udokumentowanym od lat zastosowaniu
farmaceutycznym i spozywczym. W przypadku tych ukladéw, ze wzgledu na chiralng strukturg aktywna

optycznie, Doktorant zastosowal po raz pierwszy w pracy metode ramanowskiej aktywnosci optycznej.



Okreslit na podstawie przebiegéw ROA pseudoenancjomery o tej samej strukturze molekularnej oraz
zwigzki o tej samej konfiguracji absolutnej, ale réznigce sie obecno$cia dodatkowych grup funkcyjnych.
Poprzez zestawienie spektroskopowych i teoretycznych vx}ynikéw ROA w funkcji wptywu pH na strukture
i widma alkaloidéw drzewa chinowego Doktorant pokazat przydatnosé tej metody do Sledzenia zmian
strukturalnych wywotanych procesem .protonacji spowodowanych rosngcyg kwasowodcig roztwordw
wodnych chininy. Réwniez badania z zastosowaniem konfokalnego spektrofotometru dla tabletek leku

Limptar®N potwierdzily obecno$é chininy o stosunkowo homogeniczny rozkladzie.

Najlepszym posumowaniem przedstawionej recenzji jest spis publikacfi, jakie powstaly na
podstawie przedstawionego materialu. Jest to az osiem publikacji w czasopismach z listy filadelfijskiej,
ktére ukazaly si¢ na przestrzeni czterech lat plus dwu artykuty oczckujace na recenzje. Swiadezy to
o dojrzatosci Doktoranta w przygotowaniu materiatu nie tylko do pracy doktorskiej, ale do koncowego
opublikowania. Uwazam, z¢ 'przedstawiona rozprawa doktorska Pana Macigja Romana z nadmiarem
spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim. Biorac pod uwage zebrane wyniki, ich staranne

opracowanie oraz wysoka jako$¢ calosci przedstawionego materiatu sktadam wniosek o wyréznienie

rozprawy.

Podsumowujac, stawiam wniosek o dopuszczenie Pana Macieja Wojciecha Romana do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego zgodnie z warunkami okreslonymi w Ustawie ,,0 stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z dnia 14 marca 2003 roku).
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