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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny Lason — Rydel pt. ,,Opracowanie
innowacyjnego systemu analitycznego opartego na kompleksowym badaniu sktadu
aminokwasow i dipeptydéw w wielosktadnikowych matrycach rolno — spozywczych |
medycznych” realizowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Tomasza P. Olejnika jako

promotora oraz dr hab. inz. Katarzyny Lawinskiej jako promotora pomocniczego.

Podstawg do wykonania recenzji jest pismo Pani Prodziekan Wydziatu Biotechnologii i Nauk
o Zywnoéci Politechniki Lodzkiej dr hab. Edyty Gendaszewskiej — Darmach, prof. uczelni, z
dnia 09.10.2024 odwotujgce sie do Uchwaty 1/2024 Rady dyscypliny technologia zywnosci i
zywienia z dnia 8.10.2024 o powierzeniu funkcji recenzenta rozprawy doktorskiej Kandydatki.
Praca doktorska byta realizowana na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywno$ci Politechniki
t 6dzkiej oraz w £odzkim Instytucie Technologicznym — Sieci tukasiewicz w ramach

programu doktorat wdrozeniowy.

Wybér tematyki pracy

Analiza aminokwasow jest jednym z podstawowych oznaczen w chemii zywnosci w obszarze
analityki biatek, polipeptydéw i peptydow, ale takze w badaniach medycznych. Powyzsze
analizy w ujeciu historycznym obejmujg posrednie metody oceny ich zawartosci (metoda
Kiejdahla, metod Dumasa), metody obejmujgce wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni
(IR, FTIR), czy spektrofotometrii UV-Vis z wykorzystaniem reakcji barwnych, oraz metod
chromatograficzne. Te ostatnie, uznane za najbardziej doktadne i umozliwiajgce oznaczenie
poszczegoélnych aminokwaséw (i/lub peptyddw) wykorzystujg zaréowno chromatografie
cieczowa, jak i gazowa. Z uwagi na roznorodno$¢ matryc, w ktérych oznaczane sg
aminokwasy istotng role odgrywa proces przygotowania prébek do analizy. Z tego powodu
opracowanie metod oznaczania aminokwaséw wymaga uwzglednienia specyfiki matrycy.
Podjecie tematu pracy, ktérej celem byto opracowanie systemu analitycznego,
dedykowanego do ztozonych matryc, zaréwno rolno — spozywczych, jak i medycznych, oraz,
biorgc pod uwage specyfike jednostki w ktorej realizowana byta praca — odpadowe matryce z

przemystu garbarskiego, uwazam za istotne i zasadne.
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Formalna ocena pracy

Praca ma tradycyjng forme monografii, sktadajgcej sie z typowych dla tego typu rozpraw
rozdziatow. W przegladzie literatury Autorka skupita sie na wyzwaniach analitycznych
zwigzanych z oznaczaniem zwigzkéw w wielosktadnikowych matrycach i specyfice
oznaczania zawartosci w nich aminokwasow i dipeptydow, przedstawita podstawowe
informacje na temat aminokwaséw, ich budowy i klasyfikacji. Osobne miejsce w tym
rozdziale zajmujg wybrane matryce rolno spozywcze (miody, kolagen, grzyby jadalne,
owoce/warzywa przetwory mgczne i biatkowe - izolaty biatkowe), produkty odpadowe
(odpadowy kolagen wotowy, struzyny garbarskie bogate w kolagen) i medyczne (mocz).
Autorka przedstawita takze trendy zywieniowe zwigzane z zawartoscig i roznorodnoscia
aminokwasow. Rozdziat kohczy przedstawienie systemow/technik analitycznych do badania
matryc wielosktadnikowych omawiajgc w skrécie te, wykorzystane w realizacji pracy - FTIR,
UV-Vis, oraz gtéwnie HPLC i GC.

Po przegladzie literatury (35 stron), okresleniu celu pracy, opis materiatéw i metod zajmuje
38 stron, cze$¢ wynikowa pracy to 35 stron, po ktorej nastepuje dyskusja wynikéw,
podsumowanie i wnioski, spis tabel i wykreséw oraz spis literatury. Obejmuje on 166 pozycji,

w wiekszosci anglojezycznych i aktualnych. Cata praca liczy 136 stron.

Merytoryczna ocena pracy

W pracy badano wybrane matryce pod katem zawartosci aminokwasow i wybranych
dipeptydow. Byto to: 18 probek miodow o réznym pochodzeniu botanicznym, 9 prébek
kolagenu spozywczego w zréznicowanych formach (kapsutki, zele, tabletki, draze, ciecz), 2
gatunki grzybow jadalnych (Pleurotus ostreatus oraz Shiitake), wybrane gatunki owocow i
warzyw (pomidory dwdch odmian, oraz papryka 4 odmian), susz roslinny (zielony jeczmien),
a takze odpadowy kolagen wotowy i rybi, struzyny garbarskie, mocz ludzki, oraz zywnosc¢
ujeta w grupe novel foods zawierajgca m. in. odzywki proteinowe, maki ze Swierszczy,
kasztanow i ciecierzycy.

Badane matryce sg bardzo zr6znicowane pod wzgledem chemicznym. Ich dobér
prawdopodobnie byt podyktowany analizami produktéw wykonywanymi w laboratorium
Autorki w ramach réznych projektow, obejmujacych interesujgce pod wzgledem ztozonosci
produkty. Mozemy wyrdzni¢ zasadniczo dwie grupy produktow — pierwsza to produkty
spozywcze i surowce roslinne, obejmujgce takze suplementy diety (kolagen, odzywki
biatkowe), zywnos¢ typu novel food (w tym maki z owadéw), oraz druga grupa — produkty
uboczne przemystu spozywczego (odpadowy kolagen), czy garbarskiego (struzyny).
Réznorodnos¢ matryc uwazam za zalete w/w pracy, aczkolwiek stanowi ona tez przeszkode
w dogtebnym przestudiowaniu wptywu sktadnikbw matrycy np. na odzysk, albo proces
derywatyzacji aminokwasow, lub poréwnanie wiekszej liczby metod analitycznych do

badania jednego produktu.



Mocz ludzki stanowi odrebng grupe — (tutaj) matrycy medycznej i w mojej opinii
umieszczenie go w pracy, wsrod surowcow, produktow spozywczych i ew. odpadowych
(ang. sidestreams) jest dyskusyjne. Powinien on stanowi¢ jedng z aplikacji odnoszgcych sie
np. do ptynéw ustrojowych cztowieka, a w tej pracy bym go nie umieszczat.

Jesli chodzi o dobdr materiatu badanego sposréd produktéw spozywczych brakuje mi np.
hydrolizatow biatkowych czy seréw, szczegdlnie tych z zaawansowanym procesem
proteolizy, aczkolwiek literatura na ten temat jest dos¢ obszerna. Profil lub wybrane,
aminokwasy (prolina — miéd, hydroksyprolina — kolagen z surowcéw odpadowych) sg istotne
w charakterystyce jakosciowej badanych produktéw, wiec oznaczanie wybranych, lub

wszystkich aminokwasow w zaleznosci od produktu jest zasadne.

Proces przygotowania probek do analizy i analiza instrumentalna

Oznaczanie aminokwasow obejmuje przygotowanie prébki — gtdéwnie procedury
wyodrebniania, oczyszczania, derywatyzacji oraz samg analize instrumentalng. Bardzo
warto$ciowe poréwnanie ilustrujgce wptyw procesu przygotowania probek na zawartosé
oznaczanego skfadnika (w tym wypadku hydroksyproliny) przedstawiono w Tabeli 2.
Aczkolwiek, w celu optymalnego doboru parametréow i odczynnikow w procesie
hydrolizy/ekstrakcji mozna byto sie pokusi¢ o wykorzystanie programu do projektowania
eksperymentow w celu zminimalizowania ich liczby i jednoznacznego okreslenia wptywu
danego parametru na proces. Termin optymalizacja (strona 52) w odniesieniu do metod
przygotowania probek uzywany jest zazwyczaj, gdy opracowanie parametrow opiera sie na
procedurze matematycznej/statystycznej. Autorka wykazata, ze procedura przygotowania
probek ma zasadnicze znaczenie dla otrzymanego wyniku — gtéwnie w kontekscie
wydajnosci ekstrakcji/oczyszczania.

Do oznaczania proliny w miodach (przy badaniu ich autentycznos$ci) wykorzystywana i
skodyfikowana rozporzadzeniem MRIRW (z 2009 r.) jest technika UV-Vis, w ktérej
oznaczane sg produkty reakcji aminokwasow z ninhydryng. Ta sama technika z
wykorzystaniem aldehydu p-dimetyloaminobenzoesowego (DABA) byta wykorzystana do
oznaczania zawartosci hydroksyproliny w odpadowym kolagenie wotowym. Analizy te sg
relatywnie proste w wykonaniu, potencjalne niebezpieczenstwo w oznaczeniach
powodowane jest matg selektywnoscig (w poréwnaniu do metod chromatograficznych)
metod spektrofotometrycznych, w ktérych z reguty wykorzystuje sie reakcje (barwng)
okreslonej grupy (grup) funkcyjnych, w tym substancji potencjalnie interferujgcych,

pochodzgcych z matrycy.

Oznaczanie aminokwaséw za pomocg HPLC jest jedng z najlepiej opracowanych aplikaciji
przez producentow sprzetu analitycznego. Wykorzystywane sg do tego zazwyczaj zestawy

odczynnikdw oferowane przez producentow aparatury cytowane w notach aplikacyjnych, w



ktorych do derywatyzacji (przedkolumnowej) wykorzystuje sie OPA lub/i FMOC lub podobne
w zaleznosci od producenta odczynniki, reagujgce z grupg aminowg aminokwaséw, a do
wykrywania i analizy ilosciowej detektory DAD (z listg diodowa) lub FLD (det.
fluorescencyjny). Kandydatka wykorzystata w swoich analizach metode AccQ-Tag (Waters),
wykorzystujgc do derywatyzacji odczynnik AccQ Fluor (6-aminochinolilo-N-hydroksy
sukcynoimidylo karbaminian) i detektor FLD. Za pomocg chromatografii gazowej ze
spektrometrig mas Autorka oznaczata zawartos¢ aminokwaséw w matrycach odpadowych,
owocowo — warzywnych i medycznych. W analityce aminokwaséw prowadzonej za pomocg
GC lub GC/MS analizuje je sie zazwyczaj jako pochodne TMS lub pochodne
chloromréwczandw (najczesciej propylu). Te ostatnie zostaty uzyte w zestawach do
derywatyzacji dostepnych komercyjnie, ktérymi prawdopodobnie postugiwata sie
Kandydatka. Do oznaczenia aminokwasow w zywnosci novel food i suszu roslinnym
wykorzystano HPLC z tandemowg spektrometrig mas i jonizacjg ESI stosujgc do
derywatyzacji zestaw MetAmino®.

Wykorzystanie tak réznorodnych narzedzi dowodzi duzej sprawnosci analitycznej Kandydatki
i swobodnego poruszania sie w obszarze analityki aminokwaséw. Przedstawione w czesci
zaréwno metodycznej, jak i wynikowej rezultaty dotyczgce wptywu procesu przygotowania
prébek na zawartos¢ wybranych aminokwaséw lub ich sumy uwazam za bardzo

wartosciowe.

Wyniki badan

W pracy przyjeto konwencje przedstawienia w osobnym rozdziale wynikéw, po ktérym
nastepuje rozdziat poswiecony ich dyskusji. W mojej opinii tatwiej bytoby potgczy¢ te dwa
rozdziaty i prowadzi¢ dyskusje bezposrednio po przedstawieniu wynikow danego etapu
pracy. Zyskataby na tym takze przejrzystos¢ rozprawy.

Badanie zawartosci proliny w 18 prébkach miodéw odbywato sie wg. PN-88/A-77626 oraz
rozporzadzenia MRIRW z dn. 3 pazdziernika 2003. Cztery posrdd analizowanych prébek
charakteryzowalty sie zbyt wysokg (wg PN) zawartoscig proliny. Z punktu widzenia analityki i
ew. wyzwan metoda ta nie przedstawia zasadniczych problemow i jest metodg stosowang
rutynowo. Interesujgce sg wyniki ilustrujgce znaczne zréznicowanie zawartosci proliny w
obrebie analizowanych probek.

W badaniach zawartosci hydroksyproliny w odpadowym kolagenie wotowym metodg UV-Vis
przedstawiono wyniki z réznymi metodami oczyszczania probek (filtracja, filtracja z uzyciem
membran, nandfiltracja, dializa, SPE). Wartoéci srednie dla oznaczen wskazujg, ze
zawartosci sg bardzo podobne, a sposéb oczyszczania preparatu nie ma znaczenia dla
koncowego wyniku, co jest ciekawg obserwacjg, aczkolwiek nie przedstawiono oceny

statystycznej istotnosci réznic.



Wyniki badan zawartosci aminokwasow w 9 probkach kolagenu spozywczego wykonano
technikg zaréwno HPLC-DAD jak i HPLC-FLD. Poréwnanie dwéch technik detekgji jest
bardzo interesujgce z punktu widzenia analityki. Autorka dysponowata znaczng iloscig
(nawazkg) poszczegoélnych prébek, w tej sytuacji granice oznaczalnosci dla tych dwoch
rodzajow detekcji nie miaty az takiego znaczenia, jak np. w badaniu prébek biologicznych,
gdzie zazwyczaj dysponujemy matg iloscig materiatu badanego. Rycina 25 pokazuje
poréwnanie wynikéw uzyskanych za pomocg obu metod. Niestety z uwagi na sposob
przedstawienia danych (wykres 3D) trudno sie zorientowaé w szczegétach tego poréwnania.
W mojej opinii Autorka mogta poréwnaé obydwie metody w ujeciu tabelarycznym, jesli chodzi
0 zawartosci poszczegolnych aminokwasow i przede wszystkim porowna¢ podstawowe
charakterystyki walidacyjne obu metod, takich jak granice oznaczalnosci, powtarzalnosg¢,
zakres liniowosci, dokfadnosé. Bytoby to istotne szczegdinie dla analitykéw dysponujacych
tylko detektorem DAD, czy nawet UV-Vis, ktéry jest bez watpienia najbardziej
rozpowszechnionym detektorem wchodzgcym w sktad zestawéw HPLC.

Za bardzo wartosciowy element pracy uznaje zainteresowanie Autorki analizg produktow
ubocznych przemystu spozywczego (kolagen odpadowy wotowy i rybi) i zwrdcenie uwagi
zardbwno na proces przygotowania probek, jak i analizy. Na rycinie 27 przedstawiono
porownanie zawartosci aminokwasow w odpadowym kolagenie wotowym oraz kolagenie
spozywczym, a w tabeli 12 i na rycinie 28 przedstawiono zawarto$ci aminokwasow w
odpadowym kolagenie rybim. Odnosnie tabeli 12 — ciekawe, co moze by¢ powodem tak
matej zawartosci aminokwasow w probkach R7-R9. Cho¢ Autorka dos¢ szczegotowo
dyskutuje przyczyny niskiej wydajnosci aminokwasoéw kolagenu rybiego pozyskanego z
odpadowych skor jesiotra hodowlanego przytaczajgc wpltyw procesu przygotowania probek
(Ref. 162) te dane literaturowe wydajg mi sie do$¢ watpliwe. Autorka pisze, ze ,powodem
takiego stanu rzeczy (niskiego poziomu stezen analitéw) jest niewystarczajgcy poziom
przeprowadzenia procesow oczyszczania i hydrolizy. Istnieje przypuszczenie, ze jest to
wynikiem niewfasciwie dobranych parametrow analitycznych, a takze zbyt krétkiego czasu
prowadzenia proceséw oczyszczania” (str. 115). W mojej opinii powodem tak duzego
zréznicowania zawartosci aminokwasow dla prébek R7-R9 jest jakosc/stopien oczyszczenia
surowca, zaktadajgc, ze wszystkie prébki byly poddane tej samej procedurze analitycznej.
Niecelowe natomiast wydaje mi sie pordwnanie zawartosci aminokwasow w produktach
odpadowych i produktach spozywczych z grupy suplementéw diety (Rycina 29, dyskusja str.
115). Jak najbardziej wartosciowe sg poréwnania zawartosci i profilu aminokwasow w
odpadowym kolagenie wotowym i rybim, co zrobiono na rycinie 30, aczkolwiek rycina
powinna by¢ zastgpiona tabelg, w celu lepszej przejrzystosci danych.

Z punktu widzenia zagospodarowania produktéw ubocznych istotne jest zbadanie struzyn
garbarskich pod katem zawartosci aminokwaséw. Oznaczenia te wykonano technikg HPLC-

FLD wskazujgc na relatywnie wysokie zawarto$ci aminokwaséw (28 — 72 g/100g). W tabeli



14 przedstawiono stezenia aminokwasow w wybranych grzybach jadalnych. Nie wnoszg one
wiele w charakterystyke chemiczng grzybdéw z uwagi na matg liczbe analizowanych
gatunkéw natomiast ilustrujg przydatnos¢ techniki HPLC-FLD do w/w oznaczeh. Szczegodlnie
ciekawe sg wyniki poréwnania zawartosci aminokwaséw przedstawione na rycinach 33-36
ilustrujgce wptyw temperatury w procesie dezaktywacji materiatu na uwalnianie
aminokwasow z biatek grzybow.

W tabelach 17 -20 zamieszczono wyniki oznaczen zawarto$ci aminokwasow w probkach
papryki 4 odmian z podaniem oznaczen dla poszczegodlnych powtdrzen, wartosci sredniej
oraz wartosci odchylenia standardowego, co nie byto regutg we wszystkich tabelach.
Autorka poréwnata na rycinie 43 zawartos¢ kolagenu z odpadéw garbarskich K1-K4
oznaczanych technikg HPLC-FLD z prébami kolagenu ze struzyn garbarskich P1-P6
oznaczanych technikg GC-MS wnioskujac, ze ,technika GC-MS jest mato selektywna w
zakresie badania zawartosci aminokwasow w multisktadnikowej matrycy, jaka sg struzyny
garbarskie”. Tego rodzaju wniosek mozna by wysnu¢, gdyby wszystkie probki byty
analizowane tg samg technikg. Moze po prostu w prébkach kolagenu z odpadéw garbarskich
(kolagen wotowy) zawarto$¢ aminokwasow jest znacznie wyzsza niz w probkach struzyn —
niezaleznie od techniki, ktdrg uzyjemy do analizy?

Wobec powyzszego ciekawym wynikiem jest poréwnania profilu aminokwasoéw wykonanych
w tym samym surowcu (odpadowy kolagen wotowy) z wykorzystaniem HPLC-FLD i GC-MS
(Rycina 44). Cho¢ poréwnanie obu technik na wykresie 3D jest utrudnione wydaje sie, ze
wyniki sg w miare poréwnywalne. Jak domniemam te same probki struzyn analizowano
technikg HPLC-FLD (prébki S1-S6) oraz GC-MS (P1-P6) — Rycina 45. Wyniki dla probek P1-
P6 przedstawiono w tabeli (Tabela 22), nie wiem, dlaczego tego samego nie zrobiono dla
probek S1-S6. Jesli sg to te same probki, to rzeczywiscie uwaga na temat matej
selektywnosci (?), a raczej czutosci GC-MS w odniesieniu do struzyn przytaczana powyzej
miataby sens, natomiast jak wyttumaczy wtedy Autorka poréwnywalne wyniki zamieszczone
na rycinie 44?

Na stronach 108 — 125 przeprowadzono dyskusje wynikow. Na stronie 111 autorka pisze, ze
poréwnanie badah zawartosci aminokwaséw przy zastosowaniu detektorow DAD i FLD
dowodzi, ze detektor DAD mozna zastosowa¢ do badan stezenia aminokwasoéw, lecz pod
pewnymi warunkami tj. nalezy zoptymalizowaé powtarzalnos¢ metodyki, ktéra powoduje
problemy ze wzgledu na ,ogonowanie” pikéw i staby sygnat na chromatogramie
(koniecznos¢ zatezania probki). Dodatkowo, aby uzyska¢ wiarygodng i powtarzalng
metodyke nalezy zoptymalizowac ksztatt piku, czas retencji i ciSnienie uktadu. Natomiast z
przedstawionych danych (Ryc. 25) nie wynikajg zadne szczegdty odnosnie poréwnania
pikow (brak chromatogramow, nie obliczono symetrii pikow, nie okreslono powtarzalnos$ci
metody), ktére uzasadniatby takie wnioski. Podobnie, poréwnanie HPLC-FLD z GC-MS

(Ryc. 44) jest utrudnione z powodu metody przedstawienia wynikow (rycina 3D) i braku



tabelarycznego ich ujecia oraz brak elementéw walidacji metody (zakres liniowosci

powtarzalno$¢, LOD, LOQ). Autorka wycigga wnioski odnosnie przewagi HPLC-FLD nad

GC-MS w oznaczaniu profilu aminokwaséw odpadowego kolagenu wotowego (str. 112),

natomiast wnioski te nie sg poparte wynikami. Podobne wnioski pojawiajg sie w odniesieniu
do precyzji HPLC-FLD na stronie 116.

Uwagi dotyczgce czesci literaturowej:

W czesci poswieconej platformom analitycznym przyjeto dosé duzy poziom ogolnosci.
Zaktadajgc, ze czytelnik pracy doktorskiej orientuje sie na czym polegajg zasady opisywanych
technik skupitbym sie na cytowaniu aplikacji zwigzanych wytgcznie z analizg aminokwasow,
najlepiej w matrycach opisywanych wczesniej przez Autorke, by zobrazowac dotychczasowy
stan wiedzy w tym obszarze.

Rysunek 1. Klasyfikacja niektérych mak i produktéw (izolatéw) biatkowych do grupy novel
foods w Swietle istniejgcych definicji jest watpliwa

Z uwagi na to, ze w swoim zakresie praca dotyczy gtéwnie aminokwaséw wyeliminowatbym z
tytutu dipeptydy. Z powodoéw podanych wczesniej usungtbym takze z tytutu (i pracy) matryce
medyczne.

Uwagi dotyczace czesci metodycznej i wynikowej:

W cze$ci metodycznej daje sie zauwazyc brak tabeli, ktéra jednoznacznie identyfikowataby
probki zgodnie z numeracjg i nazewnictwem uzywanym w cze$ci wynikowej. Utatwitoby to
zZnacznie orientacje w wykonywanych analizach, zwtaszcza w obliczu znacznej liczby i
réznorodnosci probek. Na schemacie ilustrujgcym dobor produktéow (Rycina 1) w grupie novel
food ujeto maki i produkty biatkowe, w opisie znajdziemy przetwory mgczne, preparaty biatka
rzepakowego, natomiast w czesci wynikowej (Rycina 46) nie znajdziemy biatka rzepakowego.
Moje gtowne zastrzezenia odnoszg sie do sposobu prezentacji wynikéw: Kandydatka
wykorzystuje tréjwymiarowe wykresy do ilustracji zawarto$ci poszczegdlnych aminokwaséw w
probkach, a takze do poréwnania probek np. analizowanych ré6znymi technikami. Cho¢
atrakcyjne wizualnie, wykresy 3D czesto uniemozliwiajg poréwnania przedstawionych na nich
danych. Powinny one by¢ zastgpione przez tabele, albo w uzupetnieniu tabele powinny
znajdowac sie w zatgcznikach. Problem ten byt artykutowany przez mnie wcze$niej w
niniejszej recenzji. Dotyczy to gféwnie rycin 25, 27, 30 i 45.

W Tabeli 13 przedstawiono zawarto$¢ aminokwaséw w 6 probkach struzyn garbarskich
podajgc w pierwszym wierszu wynik (+/- niepewno$c), podczas gdy w kolumnach
przedstawiono wyniki (tylko) dwdch oznaczer i $rednig (bez wartosci odchylenia
standardowego). Czy przedstawione powtérzenia odnoszg sie do dwoéch nastrzykow tej samej
probki, czy dwbéch ekstrakcji? Rycina 32 jest powtérzeniem danych zawartych w Tabeli 13.

W Tabeli 14 podano stezenia aminokwasow w probkach grzybéw jadalnych podajgc wyniki
dwéch powtbrzen oraz warto$ci odchylenia standardowego, natomiast nie podano wartoSci
Sredniey.

Strona 65: Kolumna ZB-AAA-GC (15m x 0.25 x 0.1um grubo$¢ filmu (fazy stacjonarnej), a nie
folii!)

Na rycinach 37-40 (6.12, str. 89) Autorka przedstawia zawarto$¢ aminokwasoéw wolnych i po
hydrolizie w probkach biatka zbozowego analizowanych technikg GC-MS. Bezposrednio za
rycinami zamieszczono tabele (15) z réznymi wariantami hydrolizy (temperatura/czas), ale w
opisie w/w rycin nie zaznaczono ktére warianty hydrolizy zostaty wykorzystane w
poszczegdinych eksperymentach. Nie mozna niestety znalez¢ identyfikacji poszczegdlnych
probek Z1-Z4 w czesci materiaty i metody — czy probki te reprezentujg jeczmien ozimy?
Odpowiedz znajdujemy (?) w tabeli 24 (str. 107), gdzie znajdujg sie wyniki badania zawarto$ci
aminokwasach w 6 probkach suszu zielonego (pszenica ozima, nadziemne czeSci zielone,
probki Z1-Z6, analiza wykonana technikg LC-MS/MS (co z kolei wskazywatoby, ze probki Z1-
Z4 i Z1-Z6 to dwie rézne grupy probek).

W punkcie 6.13 Kandydatka pisze, ze wyniki badan zawartosci aminokwasow w réznych
matrycach opisano w punktach 5.13.1 — 5.13.5, podczas gdy rozdziat 5 poswiecono opisowi
eksperymentdw, a na kolejnych stronach nie wskazano, ze poszczegdlne punkty powinny
miec¢ numeracje 6.13.1 — 6.13.5.

Str. 117 — powinno by¢ Tabela 15, a nie Tabela 35.



e Str. 122 — na schemacie dla grzybéw okreslono GC-MS jako technike analityczng, podczas
gdy w cze$ci wynikowej jako technika analityczna pojawia sie HPLC-FLD.

Wymienione powyzej uwagi majg charakter gtdwnie edytorski i nie umniejszajg wartosci

pracy.

Podsumowujac, powinniSmy odpowiedzie¢ na pytanie, czy cel pracy zostat osiggniety i
przede wszystkim, czy doktorant uzyskat umiejetnosci analityczne i wiedze w danym
obszarze, ktérego tematyka pracy dotyczy. Autorka przeprowadzita bardzo duzo analiz z
wykorzystaniem roznych systemow analitycznych, poczgwszy od relatywnie
nieskomplikowanych — (UV-Vis) do bardzo skomplikowanych (LC-MS/MS). Doktorantka
wykazata sie biegtoscig analityczng wykorzystujgc rézne platformy w trakcie realizacji pracy.
Pemita kluczowg role w realizacji eksperymentow. Opanowata zaréwno techniki
przygotowania prébek, obejmujgce ekstrakcje, hydrolize biatek, derywatyzacje zaréwno w
wypadku chromatografii cieczowej, jak i gazowej oraz techniki separacyjne — HPLC i GC z

réznymi systemami detekcji. Wnioskowaé mozna, ze jest specjalistkg w tym obszarze analiz.

Cel pracy dotyczyt opracowania systemow analitycznych do analizy aminokwasow w
zroznicowanych matrycach gtdwnie rolno — spozywczych. Z zadania tego Doktorantka
wywigzata sie w sposob satysfakcjonujgcy przedstawiajgc wyniki dotyczgce znacznej liczby
zréznicowanych pod wzgledem sktadu i pochodzenia probek. Konsekwencjg duzej liczby
prébek reprezentujgcych rézne matryce jest pewna powierzchownos$é, szczegdlnie w
opisywaniu wynikéw i wnioskach. Zabrakto mi danych odnoszgcych sie do aspektéw
walidacyjnych implementowanych metod (gtéwnie LOD, LOQ, zakresu liniowosci,
powtarzalnoéci itd.). Niewatpliwg zaletg pracy jest zajecie sie surowcami odpadowymi
przemystu rolno spozywczego (kolagen) i garbarskiego. Jest to interesujgce zagadnienie w
obliczu zainteresowania zagospodarowania odpaddw, czy raczej strumieni ubocznych w

produkgciji.

Biorgc powyzsze pod uwage zwracam sie z prosbg do Rady dyscypliny technologia
zywnosci i zywienia Politechniki t-6dzkiej o dopuszczenie Pani Magdaleny Lason — Rydel do
dalszych etapow postepowania w ubieganiu sie o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie
technologia zywnosci i zywienia.
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