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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Galant
pt. ,Wdrozenie metod wykrywania lekéw i substancji psychoaktywnych w suplementach
diety i produktach spozywczych” wykonanej pod kierunkiem
prof. dr hab. Agnieszki Piotrowskiej-Cyplik
w Katedrze Technologii Zywnosci Pochodzenia Roélinnego
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

Podstawa wydania oceny jest pismo Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnoséci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia
1 paZdziernika 2022 r. oraz uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci
i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 26 maja 2022 .

Dobér i znaczenie tematu

Rozwdj metodyki oznaczania substancji psychoaktywnych oraz aktywnych sktadnikéw
lekéw w suplementach diety jest bardzo istotny, poniewaz moga one stanowié zagrozenie
dla zdrowia konsumentéw. Suplementy sg dostepne bez ograniczen, a ich produkcja wymaga
zaledwie zgtoszenia do Gtéwnego Inspektoratu Sanitarnego. Przy ogromne;j ilosci zgtaszanych
suplementdéw ich kontrola praktycznie nie istnieje, a zgtaszany sktad suplementu czesto
odbiega od rzeczywistego. Niejednokrotnie zdarza sig, ze dodawane sg substancje, ktére
majg zwiekszy¢ skuteczno$é¢ dziatania suplementu, lecz nie sg one bezpieczne. Dzigki
wszechobecnej reklamie po suplementy diety w ostatnim czasie siega coraz wigksza rzesza
ludzi. Wséréd nich sg zaréwno osoby chore, jak i zdrowe, chcgce uzupetnié w szybki sposéb
braki w diecie. S3 oni przekonani, ze sprzedawane im produkty sg naturalne i w zaden
sposéb nie mogai im zaszkodzié. Tymczasem brak dostatecznej kontroli na rynku
suplementéw powoduje, ze czasami oferowane im sg produkty zafatszowane lub o niskiej
jakosci. Stad tak istotne jest opracowanie szybkich metod analitycznych do kontroli
zawartosci substancji niedozwolonych w takich produktach.

Przedtozona do recenzji praca powstata na potrzeby wdrozenia w Laboratorium
Instytutu Genetyki Sgdowej ekonomicznych metod wykrywania i oznaczania jak najszerszego
zakresu substancji psychoaktywnych oraz aktywnych sktadnikéw lekéw w suplementach
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diety. Stwierdzam, ze wybér tematu rozprawy jest trafny i w petni uzasadniony aktualnymi
potrzebami zapewnienia bezpieczefistwa stosowania suplementéw diety. Zastosowanie
w badaniach wysokosprawnego chromatografu cieczowego sprzeionego z tandemowym
spektrometrem mas jest niewatpliwie dobrym wyborem z uwagi na mozliwosci oznaczania
jednoczesnie wielu zwigzkéw na niskim poziomie stezer, przy niecatkowitym rozdzieleniu
chromatograficznym, lecz z duzg pewnoscig otrzymanych wynikéw, zaréwno w analizie
jakosciowej, jak i ilosciowe;j.

Struktura pracy — ocena formalna

Rozprawa doktorska ma klasyczny uktad. W jej sktad wchodzi wyodrebniona cze$é
literaturowa i doswiadczalna, dyskusja wynikdéw i wnioski. tacznie praca zostata
przedstawiona na 220 stronach (w tym 52 strony suplementu z tabelami). Zacytowanych
zostato 155 Zrddet literaturowych, 18 internetowych oraz 9 aktéw prawnych. Rozprawa
doktorska zaczyna sie od wprowadzenia podkre$lajgcego istotnoéé podjetego tematu oraz
czesci literaturowej opisujace]j szereg podstawowych informacji zwigzanych ze stosowaniem
suplementéw diety (w tym o wielkosci polskiego i $wiatowego rynku sprzedazy),
z wymaganiami prawnymi oraz z zafatszowaniem wielu produktéw obecnych na rynku.
Oméwiono réwniez zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrig mas jako uniwersalnego narzedzia do oznaczania substancji psychoaktywnych
oraz aktywnych sktadnikéw lekéw w kontroli suplementéw diety i produktéw spozywczych.
Czeé¢ literaturowa zostata przedstawiona w sposdb logiczny i przejrzysty oraz wzbogacona
011 rycini 2 tabele.

W dalszej czeéci pracy przedstawiono jej cel, cze$é dodwiadczalng z doktadnym opisem
opracowania i walidacji metod, a takze wyniki. Czeé¢ zawierajagca wyniki jest znacznie
rozbudowana ze wzgledu na ogromna liczbe oznaczanych zwigzkdw oraz dwa rodzaje
matrycy (statg i olejowg), dla ktérych opracowano osobne metody analityczne.
Przedstawiono tez krétkg dyskusje wynikéw i wnioski. W kohcowej czesci rozprawy
doktorskiej zamieszczone jest podsumowanie dorobku naukowego Doktorantki
zawierajgcego cztery publikacje opublikowane w czasopismach z listy JCR oraz dwie prace
wystane do recenzji.

Ocena merytoryczna pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest napisana w sposdb przejrzysty
i dobrze zorganizowany. Czeé¢ literaturowa pracy zostata dobrze opracowana bazujgc na
obszernym przegladzie literaturowym, co dowodzi, 2ze Doktorantka umiejetnie
przestudiowata i przeanalizowata problematyke badawczg na podstawie dostepnego
piSmiennictwa. Niewatpliwie ta cze$¢ pracy stanowi wtasciwe wprowadzenie do czesci
badawczej. W czesci do$wiadczalnej widoczny jest ogrom pracy wiozony w opracowanie
dwéch procedur analitycznych i ich petng walidacje. Podjecie przez Doktorantke wyzwania
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oznaczenia w jednym przebiegu analitycznym okoto 500 zwigzkdédw jest imponujace,

a otrzymane wyniki potwierdzaja osiggnigcie celu. Opracowane procedury sg bardzo krétkie,

jak na tak duzg liczbe zwigzkdéw, zapewniajgc tym samym ekonomiczne wykorzystanie

sprzetu wysokiej klasy, jakim jest wysokosprawny chromatograf cieczowy sprzezony

z tandemowym spektrometrem mas.

Od strony jezykowej praca zostata napisana dobrze, choé w takich opracowaniach nie

sposéb unikngé pewnych drobnych btedéw edytorskich. Zamieszczone w czeéci

eksperymentalnej pracy rysunki sg niestety kiepskiej jakosci, co utrudnia ich interpretacje.

Podczas czytania rozprawy doktorskiej nasunety mi sie pewne uwagi, spostrzezenia i pytania,

ktére zamieszczam ponizej. Poprosze Doktorantke o ustosunkowanie sie do nich w trakcie

obrony pracy.

W tytule pracy ,Wdrozenie metod wykrywania lekéw i substancji psychoaktywnych
w suplementach diety i produktach spozywczych” nie powinno znaleZé sig
sformutowanie ,wykrywanie lekéw”, poniewaz lek to produkt koricowy podawany
pacjentowi, zawierajgcy oprécz substancji aktywnej réwniez substancje pomocnicze.

W rozdziale 3 zostata zamieszczona rycina 11 przedstawiajgca widmo kokainy.
Natomiast w tekscie nie pojawito sie odwotanie do niej, ani zadne informacje odnoénie
trybu pracy spektrometru mas, z uzyciem ktérego otrzymano widmo.

W czedci eksperymentalnej szczegétowo opisano sposdb przygotowania roztwordw
»mastermix” bez uzycia kolb miarowych. Czy pozostate roztwory wzorcowe (np. do
sporzadzenia krzywych kalibracyjnych) réwniez przygotowywano w ten sposéb?
Dlaczego nie zastosowano w metodzie znakowanych izotopowo wzorcéw
wewnetrznych? Wzorce te zapewnityby zaréwno kontrole wptywu matrycy, jak
i kontrolg czasu retencji. Tymczasem do kontroli czasu retencji wykorzystano pestycydy.
Energia kolizji wyrazona jest w voltach, a powinna byé w elektronowoltach.

W punkcie 5.2.1 wsréd optymalizowanych parametréw wspomniany jest potencjat
wejscia jonéw do komory kolizyjnej. Dlaczego w pracy nie przedstawiono optymalizacji
tego parametru i przyjeto go na state jako 10 V?

Nazwy zwigzkéw w tabelach 4 i 10 powinny byé napisane w jezyku polskim. Pojawiajgce
sig skréty nazw powinny zostaé wyjasnione, np. w formie spisu zamieszczonego
w suplemencie.

Dwa z oznaczanych zwigzkéw ulegajg jonizacji w trybie ujemnym. Czy zwigzki te byty
oznaczane réwnoczesnie z pozostatymi, czy w osobnym przebiegu analizy? Nie
zauwazytam piku pochodzacego od GHB przy czasie retencji okoto 1,34 minuty na
chromatogramie (rycinie 24.) W podpisie jest informacja, ze jest to chromatogram
wszystkich 502 zwigzkéw.

Na rycinie 24 zauwazytam, ze zwigzki eluujgce do 4 minuty s3 silnie znieksztatcone. Co
moze by¢ tego przyczyng oraz jaki to ma wptyw na ich oznaczanie?



e W punktach 6.3 i 7.3 zamieszczono opisy izolacji analitdw z matrycy. Niestety brakuje
szczegdtowego opisu sposobu, w jaki matryce zostaty wzbogacone w celu sprawdzenie
odzyskéw oznaczanych zwigzkdw.

e Dlaczego zgodnie z opisem w punkcie 6.4.4. zakres roboczy krzywej kalibracyjnej to 0,1-
10 ng/ml, jesli granica oznaczalnosci zgodnie z punktem 6.4.3. to 0,5 ng/ml, a wiec
pigciokrotnie wiecej niz najnizszy punkt na krzywej?

e W punkcie 6.5 znajduje sie weryfikacja metody analitycznej. Niestety przeprowadzona
jest tylko na zasadzie wykrycia, a nie oznaczenia zwigzkéw. Stosowana matryca jest
odmienna od zwalidowanej. Czy to jest odpowiednia weryfikacja opracowanej
procedury analitycznej?

e W tabeli 10 brakuje informacji o tym, czy zakupione do badan tabletki byly powlekane,
czy nie? Przy homogenizacji tabletek powlekanych w mozdzierzu zastosowana odwazka
10 mg nie zapewnia powtarzalnosci.

e Na chromatogramie (rycina 29) pik CBDA jest podwdéjny. Z czego to wynika i jaki ma to
wplyw na analizeg iloéciowa?

e Dlaczego ostatnie piki na chromatogramach na rycinach 29 i 30 znajdujg sie w czasie
retencji przewidzianym do stabilizowania kolumny analitycznej?

e W rozdziale zatytutowanym Whnioski nie wszystkie punkty w nim zawarte sg wnioskami.
Jest tam wiele podsumowan wykonanej pracy. Rozdziat powinien byé inaczej
zatytutowany, np. Podsumowanie i wnioski.

e Dlaczego wg opisu na stronie 220 w pracy stosowano metanol, acetonitryl i izopropanol
o czystosci do HPLC, a nie do LC-MS? Natomiast odczynniki wymienione w zatgczonych
procedurach badawczych sg o czystosci LC-MS.

e W jaki sposéb zweryfikowano, ze roztwory wzorcdw analitycznych przechowywane
w zamrazarce w temperaturze -20°C s3 trwate przez 10 lat od daty przygotowania?

Podsumowujac, Autorka opracowata dwie metody analityczne majgce zastosowanie
dla réznych matryc, wymagajgce od niej duzej wiedzy, umiejetnoéci i zaangazowania.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera procedury, ktére zapewnig weryfikacje
bezpieczenstwa stosowania suplementéw diety obecnych na polskim rynku. Przez to warto$é
aplikacyjna przedtozonej do oceny rozprawy doktorskiej jest znaczaca, a zamieszczone
W niniejszej recenzji uwagi majg na celu jedynie doskonalenie warsztatu naukowego
Doktorantki.

Podsumowanie i wniosek koricowy

W podsumowaniu recenzowanej pracy doktorskiej Pani mgr Natalii Galant stwierdzam,
ze Doktorantka we wtasciwy sposéb zaplanowata i przeprowadzita prace eksperymentalne
majace na celu opracowanie metod oznaczania substancji psychoaktywnych oraz aktywnych
sktadnikéw lekéw w suplementach diety. Przedstawiona do oceny praca doktorska
wymagata od Doktorantki sporego zaangazowania i umiejetnoéci. Podjecie tematu pracy
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doktorskiej uwazam za celowe i uzasadnione, a uzyskane wyniki majg ogromne znaczenie
aplikacyjne.

Reasumujac, rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Galant spetnia wymagania Ustawy
zdnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668)
konieczne do uzyskania stopnia naukowego doktora. Zatem wnioskuje do Rady Naukowej
Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
o dopuszczenie Pani mgr Natalii Galant do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
i publicznej obrony.
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