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Recenzja Rozprawy Doktorskiej

Pani mgr inz. Natalii Galant pt.:

»Wdrozenie metod wykrywania lekow i substancji psychoaktywnych w

suplementach diety i produktach spozywczych”

wykonanej w Katedrze Technologii Zywnoéci Pochodzenia Roslinnego

Uniwersytetu Przyrodniczego we Poznaniu

promotor prof. dr hab. Agnieszka Piotrowska-Cyplik

Uwagi ogolne na temat przedstawiony w dysertacji

Zapewnienie odpowiedniej jakosci produktow spozywczych, w tym suplementéw diety
jest kluczowym zagadnieniem w obszarze technologii zywnosci. W konteks$cie bezpieczenstwa,
zwigzanym z obecno$cig wybranych substancji toksycznych, np. aflatoksyn, trichotecenow,
ochratoksyn, zearalenonu, patulin, fuminozydow, WWA, dioksyn czy nawet akrylamidu
oznaczenia analityczne zostaly juz bardzo dobrze rozpoznane i wigkszo$¢ z wiodacych form z
obszaru chromatografii dostarcza gotowe noty aplikacyjne. Sa one przetestowane i najczgsciej
zwalidowane. Sytuacja o obszarze identyfikacji lekow (w tym substancji psychoaktywnych)
wydaje si¢ by¢ zgota odmienna. Mnogo$¢ poszczegoélnych czasteczek aktywnych, rozne rodzaje
matrycy czy ostatecznie przeszkadzajgca obecnos¢ wielu metabolitow wtornych w produktach
ro$linnych sprawia, ze tematyka opracowania procedur identyfikacji jakosciowej i iloSciowej
wydaje si¢ by¢ bardzo zasadna. Doktorantka wyznaczyta sobie bardzo ambitny cel opracowania

ekonomicznych metod oznaczania ilosciowego mozliwie jak najwigkszej liczby substancji
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leczniczych (oraz kannabinoidow) w pelni go realizujac. Nalezy tu podkresli¢ iz badania

prowadzone byty w ramach Il edycji konkursu MNiSW ,,Doktorant wdrozeniowy”.

Ocena celu pracy i metodologii badan, stuzacych rozwiazania
podjetych problemoéw i wynikow

W przedstawionej dysertacji Autorka podjeta si¢ uzupetnienia stanu wiedzy w obszarze
identyfikacji jako$ciowej 1 ilosciowej substancji leczniczych oraz zwigzkéw z grupy
kannabinoidow. Gléwnymi, bardzo obszernymi w mojej opinii, celami badawczymi

postawionymi sobie przez Doktorantke byty:

a) opracowanie metody wykrywania i jednoczesnego oznaczenia ilosciowego niemal 500

substancji psychoaktywnych w suplementach diety w postaci proszkoéw;

b) opracowanie metody wykrywania oraz jednoczesnego oznaczenia 13 naturalnych i 117
syntetycznych pochodnych w suplementach diety i produktach spozywczych w postaci

olejow.

Stwierdzam, ze wszystkie postawione przed soba cele badawcze zostaly przez Doktorantke

calkowicie zrealizowane.

Swiadczy to nie tylko o bardzo dobrze zorganizowanym warsztacie badawczym, ale tez o
wielkim naktadzie pracy eksperymentalnej, ktorag Autorka wymienionej dysertacji musiata
wykonac. Przy tak licznej grupie badawczej oraz wykonanych powtorzeniach, szacowana przeze
mnie ilo$¢ tylko analiz chromatograficznych (LC-MS) prezentowanych w dysertacji wynosi

kilkaset, a wigc czas wlozony w ich wykonanie i interpretacje musial by¢ naprawde olbrzymi.

Metodyka analityczna stosowana w trakcie realizacji pracy doktorskiej byta standardowa
dla tego typu badan. Pani Natalia Galant postuzyla si¢ technika tandemowej spektrometrii mas
(LC-MS/MS). Do identyfikacji ilosciowej Doktorantka postuzyta si¢ standardami o czystosci
powyzej 98% zakupionymi komercyjnie. Rozcienczenia wykonywano w metanolu. Tutaj mam
potencjalng watpliwos¢, czy wszystkie wzorce, nawet w tak niewielkim poczatkowym
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rozcienczeniu, tj. 1 mg/mL byly dobrze rozpuszczalne? Roztwory kannabinoidowe z kolei
sporzadzono otrzymujgc roztwor wyjsciowy 0.5 ug/mL. Autorka nie opisala tutaj, jakie stezenia
poczatkowe zostaly zastosowane. Do wykonania oznaczenia, w trakcie realizacji badan
wykonywano wszystkie niezbedne czynnosci, tj. dobor warunkow chromatografii, sporzadzenie
krzywych kalibracyjnych, opracowano metody izolowania analitow z matrycy, walidowano
procedur¢ finalnie weryfikujac opracowang metod¢ analityczng. Jako oznaczane zwigzki
wytypowano 502 substancje psychoaktywne z 10 grup chemicznych, szczegdétowo wymienionych
na stronie 55 dysertacji. Walidacj¢ metody okreslono zgodnie z rekomendacjami SWG TOX, 2013
oceniajagc  odpowiednio: selektywno$c, granice wykrywalno$ci, granice oznaczalnosci,
doktadnos¢, obcigzenie, precyzje, niepewnos¢ pomiaru, integralnos¢ rozcienczen przeniesienie i,
co istotne a bardzo czegsto pomijane w tego typu pracach, efekt matrycy. Warunki pomiaréw
wyznaczano poprzez okreslenie rodzaju polaryzacji, jon prekursorowi Q1, jon potomny Q3,
potencjal deklasteringu DP, potencjat wejscia EP, energi¢ kolizji CE 1 potencjat wyjscia komory
zderzen. Parametry analizy Autorka szczegétowo przedstawita w Tabeli 462-99. Zdaje sobie
doskonale sprawe z obszernosci Tabeli, jednak w moim przekonaniu dopetniajaca tu informacja
moglto by by¢ umieszczenie wzoru sumarycznego i masy molowej analitu, pozwalajac
zaoszczedzi¢ Tabeli S4. Nie jest tez dla mnie do konca jasne, czym jest przedstawiona kontrola
wewnetrzna. Za najwiekszy sukces Doktorantki uwazam tu przedstawienie (Ryc. 24) tzw.
mastemix multimetody. Tak dobrze dobranej metody w kontekscie zarowno rozdziatu jak i bardzo
rozsadnego czasu, mogly by pozazdrosci¢ wiodace firmy rynku analitycznego. Analogiczna
uwage moge tu dac¢ dla chromatogramu ,,mastermix kannabinoidy”. Przedstawiona na stronie 125
granica wykrywalno$ci byta na poziomie 0,05 ng/mL, podczas gdy deklarowana granica
oznaczalnmosci 0,5 ng/mL. Do badan produktow konopnych wytypowano 10 produktow, tj. olej
z nasion zawiarajacych ekstrakt jak rowniez kapsutki. W przedstawionej Tabeli 13, str. 132
zastanawia brak (lub obecnos¢ ponizej 0,01%) THCA, CBDA dla niektérych wariantow.
Do$wiadczenia (postugujacego sie jednak najczesciej technikami GC-MS piszacego te stowa) sg
odmienne. Jednak rozumiem, ze specyfika materialu biologicznego moze to powodowac.
Zastanawia rowniez brak jakichkolwiek §ladow kannabinoidow dla probki nr 10, Tabela 13. Jest

to dosy¢ zaskakujacy rezultat. W tymi miejscu zastanowit bym si¢, czy zamiast informacji, ze
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substancji jest mniej niz 0,01% nie wygodniej byto by opisa¢, ze nie zostala wykryta przy
przedstawionych progach oznaczalnosci. Rodzi si¢ tez tu pytanie, dlaczego procesu optymalizacji
(str. 111) nie przeprowadzono dla CBD i THC. Zastanawiajace jest tez zastosowanie atrazyny,
czesto wykorzystywanego wzorca kontrolnego dla produktow alkaloidowych lub syntetycznych

aminowych (narokotyki) do oznaczen kannabinoidow.

Techniczna i edytorska ocena rozprawy

Przedstawiona dysertacja posiada typows strukture. Sktada si¢ ze 220 numerowanych stron, w
sktad ktorych wchodzi szereg rysunkow (niekiedy dos¢ stabej jakosci, np. 11 str. 29, 13 str. 56,
17 str. 58, 19 str. 59 uniemozliwiajac doglebniejsze ich przeanalizowanie) i niekiedy niezwykle
rozbudowanych tabel. Niekiedy rysunki nie sg wyczerpujaco podpisane, np. Rys. 14 str. 56.
Dysertacja podparta jest bardzo dobrze dobranymi pozycjami literaturowymi (zajmujacej niemal
20 stron dysertacji). Pierwsza cze$s¢ — Wprowadzenie i czesé literaturowa sklada si¢ z
teoretycznego wstepu, wprowadzajacego czytelnika w zagadnienia opisane w dysertacji. Jest to
wedtug mojej opinii dobra cze$¢ pracy. Moge tu stanowczo podkresli¢, ze opis kwestii regulacji
prawnych, wprowadzenia do obrotu, oznakowania, bezpieczenstwa jak tez i zafalszowania zostaty
wykonane wzorowo, mogg one stanowi¢ w przysztosci fragment szerszych opracowan zarowno
dla studentéw kierunkow technologii zywnosci i pokrewnych, ale tez i dla osob praktycznie
zajmujacych si¢ tymi zagadnieniami. Czg$¢ Cel pracy zostat zarysowany klarownie, czytelnik nie
ma watpliwosci co do zamierzen, jakie Doktorantka obrata. Cze$¢ aparatura i odczynniki,
metodyka badawcza zostala napisana bardzo rzetelnie (niekiedy z wieloma, pozornie
obcigzajacymi czytajacego szczegotami). Jest to jednak przypadtos¢ pracy analitycznej, kazda
opracowana metoda musi by¢ odtwarzalna. Fragment Dyskusja jest napisany bardzo zwiezZle,
uwypuklajac najwigkszy sukces badawczy i wdrozeniowy Doktorantki, tj. wdrozong procedurg
badawczg PB18. Jest ona szczegotowo i wyczerpujgco przestawiona w suplemencie dystertacji i

stanowi jej istote.
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Whioski koncowe

Wymienione powyzej drobne uwagi krytyczne i edytorskie niedociggnigcia majg charakter
marginalny i1 nie wptywaja na wysoka jakos¢ przedstawionej do recenzji pracy. Bardzo dobrze
zaplanowany cel pracy zostat zrealizowany, a przedstawione wyniki sg podstawa wdrozenia

metody analitycznej. Praca doskonale taczy aspekty pracy teoretycznej i praktyczne;.

Podsumowujac stwierdzam, ze praca doktorska Pana mgr Natalii Galant posiada
niebagatelna warto$¢ merytoryczna i zawierajac bogaty material analityczny w obszarze

okreslenia bezpieczenstwa zywnosci.

W mojej opinii dysertacja spelnia wszelkie kryteria ustawowe, iloSciowe i jako$ciowe,
stawiane rozprawom doktorskim, w tym realizowanych w trybie doktoratu wdrozeniowego i z
pelnym przekonaniem sktadam do Przewodniczacej Rady Naukowej Dyscypliny Technologii
Zywnosci i Zywnienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, Pani prof. Dr hab. Magdaleny

Rudzinskie; wniosek o dopuszczenie rozprawy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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