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Zastosowanie metody anodowej woltamperometrii stripingowej do badania stopnia
uwalniania cynku z materiatu grzybowego do sztucznych sokéw trawiennych,
wykonanej w Katedrze Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie pod kierunkiem promotorow:
dr hab. Wilodzimierza Opoki, prof. UJ oraz dr hab. Bozeny Muszynskiej

Mgr Magdalena Zajac zaj¢la si¢ tematem ciekawym i interesujgcym z punktu widzenia
suplementacji organizmu czlowieka w niezbedne skladniki mineralne, a polegajacym na ocenie
przydatnosci owocnikéw grzybow jadalnych jako potencjalnego zrédla Zn w diecie czlowieka,
wykorzystujagc w tym celu odpowiednie narzedzia analityczne, w tym réznicowg impulsowa
anodowa woltamperometri¢ stripingows z rteciowa elektrodg o kontrolowanym wzroscie kropli
w roli elektrody pracujacej. Znaczenie tego tematu wynika m.in. z trudnej do przecenienia roli
biopierwiastkéw w prawidlowym funkcjonowaniu organizméw zywych, w tym szczegdlnie ich
wplywu na zdrowie i zycie czlowieka. Funkcje, jakie pelnia w organizmie czlowieka
pierwiastki biogenne (O, C, H, N, P, S) sa powszechnie znane, podobnie jak znaczenie
biologiczne makroelementow (Ca, K, Na, Cl, Mg). Natomiast stosunkowo najmniej wiadomo o
roli grupy pierwiastkow, do ktérej zakwalifikowano Zn, tj. o mikroelementach. Jest to liczna
grupa pierwiastkéw znajdujacych si¢ w organizmie cztowieka w sladowych ilosciach (Fe, F,
Zn, Si, I, Cu, Mn, Cr, Se, B, Mo, Ni, V, Sn, As Co, Sr i inne), wchodzacych najczesciej w sktad
centrow aktywnych enzyméw regulujacych wiele funkcji organizmu, wystepujacych w
niektérych hormonach (tarczyca) i wigzacych sie z aminokwasami, a ponadto uczestniczgcych
w réznych etapach syntezy bialek.

Liczne doniesienia literaturowe wskazuja jednak, ze zaréwno niedobér jak 1 nadmiar
biopierwiastkéw moze by¢ bardzo niebezpieczny dla czlowieka. Dla przyktadu, niedobér Zn
wywoluje depresje i ataki lekowe, zaburzenia rogowacenia skory, kartowato$¢ i hipogonadyzm
u mezezyzn, a np. odkladanie si¢ Al, Cu lub Fe w mézgu czlowieka wiazane jest z ostabieniem
pamigci i chorobg Alzheimera. Ta grozna choroba neurodegeneracyjna dotyka 10% populacji




ludzkiej po 65. roku zycia oraz 50% po 80. roku zycia, znajduje sie tez na czwartym miejscu w
statystykach obejmujacych przyczyny zgonu oséb po sze$¢dziesigtce. Wskazuje to, jak waznym
zagadnieniem jest zbilansowanie codziennej diety czlowieka biorgc pod uwage biodostepne dla
organizmu formy pierwiastkow $ladowych. Z tego wzgledu problematyka badawcza podjeta w
rozprawie doktorskiej przez mgr M. Zajac jest wielce pozadanym krokiem we wilasciwym
kierunku, moze przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania powszechnie niedocenianego zrédia
skfadnikéw mineralnych dla czlowieka, jakim sa owocniki grzybow jadalnych. Oszacowanie
biodostgpnej ilosci Zn w badanych produktach naturalnych oraz opracowanie szybkiej i
wiarygodnej procedury analitycznej do oznaczania niskich stezen tytulowego biopierwiastka
wnosi istotny wkiad do pismiennictwa $wiatowego w tym temacie, a ponadto moze przyczyni¢
si¢ do tego, iz grzyby jadalne beda wymieniane obok tzw. owocéw morza — krewetek, ostryg,
maizy i homaréw, jako bogate i jednoczesnie wyjatkowo tanie oraz powszechnie dostepne
zrédto biodostepnego Zn dla organizméw zywych.

Dokonujac formalnej oceny przedstawionej do oceny rozprawy nalezy stwierdzi¢, iz
liczaca 135. stron dysertacja posiada uktad klasyczny, na ktory sklada si¢ 12. rozdziatéw, w tym
Wstep, Cel badan podjetych w ramach pracy doktorskiej oraz Opis badan. Kolejne cztery
rozdziaty poswigcono przygotowaniu probek do oznaczania jonéw cynku uwolnionego do
sztucznych sokow trawiennych metodg DP ASV z wybranych gatunkéw grzybow jadalnych.
Przedstawiono w nich wyniki badan uwalniania jonéw Zn w temperaturze 25°C z wybranych
gatunkow grzybéw, z nieprzetworzonych i przetworzonych termicznie owocnikéw oraz z kultur
in vitro Agaricus bisporus (pieczarki dwuzarodnikowej). Tg czg$¢ pracy doktorskiej zamyka
Podsumowanie, Pismiennictwo i péttorastronicowe streszczenia w jezyku polskim i angielskim.
Piszac ten wazny fragment kazdej pracy naukowej, Doktorantka wykazala si¢ umiejetnoscia
zawarcia w bardzo krétkim tekscie najwazniejszych osiggnig¢ wiasnych, kilkuletnich badan
naukowych, co weale nie jest rzecza latwa. Wiasciwg tres¢ pracy poprzedza z kolei strona
tytutowa, podzigkowania, wykaz publikacji bedacych podstawa rozprawy doktorskiej oraz
szczegOlowy spis tresci.

Kserokopie czterech artykuléw bedacych podstawa rozprawy doktorskiej mgr M. Zajac
zamiescita w ostatnim, XII rozdziale. Prace te zostaty opublikowanych badz przyjete do druku
w migdzynarodowych czasopismach naukowych indeksowanych w bazie Journal Citation
Reports, tj. w periodykach z tzw. Impact factor. Lacznym IF tych prac to 6,421, a punktacja
MNiSW wynosi 90. Wysoka oceng osiagnieé naukowych Doktorantki potwierdza fakt, iz dwie
sposrod tych prac zostaly opublikowane w wydawnictwach o IF powyzej 2, tj. w LWT — Food
Science and Technology oraz Polish Journal of Physiology and Pharmacology, odznaczajacych
si¢ wartosciami IF odpowiednio; 2,416 oraz 2,386. Fakt akceptacji do druku czesci wynikow
pracy doktorskiej w recenzowanych czasopismach o obiegu miedzynarodowym $wiadczy o
wysokim poziomie naukowym tych prac, poprawnosci merytorycznej i duzym zainteresowaniu
tematykg badan. Wobec takiego dorobku publikacyjnego, zadanie Recenzenta staje sie swego
rodzaju formalno$cia.




Realizacje zasadniczego celu pracy Doktorantka poprzedzita 15. stronicowym wstepem
teoretycznym, w ktérym zwiezle scharakteryzowala instrumentalne narzedzia analityczne
wykorzystywane do oznaczania sladowych ilosci biopierwiastkéw w materiale biologicznym, w
tym w grzybach wieloowocnikowych oraz wykazala si¢ wiedza o wazniejszych pierwiastkach
obecnych w owocnikach grzybow jadalnych i odznaczajacych si¢ dziataniem prozdrowotnym.
Sposrdd zaawansowanych technik analitycznych wymienita absorpcyjna (AAS) i emisyjng
(AES) spektrometri¢ atomowa, emisyjna spektrometrie atomowa ze wzbudzeniem w plazmie
sprzgzonej indukcyjnie (ICP-AES) i w zestawieniu ze spektrometrem mas (ICP-MS), atomowg
spektrometri¢ fluorescencyjng (AFS), a ponadto neutronowa analiz¢ aktywacyjng (NAA) oraz
anodowg (ASV) i katodowg (CSV) woltamperometrie stripingowa. Charakteryzujgc te techniki
zwracala szczeg6lng uwage na mozliwo$¢ wykonania analizy wielopierwiastkowej, granice
wykrywalnosci, selektywno$¢ oraz objetos¢ probki konieczna do analizy. Wykazala, ze sposréd
omawianych technik, wyjatkowo duza przydatnoscia do oznaczania niskich stezen jonow Zn
uwolnionych w réznych warunkach eksperymentu do sztucznych sokéw trawiennych odznacza
si¢ réznicowa impulsowa anodowa woltamperometria stripingowa (DP ASV), z uwagi na niskg
granice wykrywalnosci, wysoka odpornos¢ na obecnosé interferentéw i mozliwosé wykonania
analizy w objetosci probki rzgdu kilku — kilkudziesieciu mikrolitrow.

Odrgbne podrozdziatly Doktorantka pos$wiecita pierwiastkom akumulowanym przez
grzyby jadalne. Opierajac si¢ na doniesieniach literaturowych oméwita znaczenie grzybéw jako
skladnikéw diety cztowieka i ich role w medycynie ludowej. Zwrocita szczegbdlng uwage na
zdolnos¢ grzybéw do akumulacji pierwiastkéw, wielokrotnie wigksza niz w przypadku ro$lin,
wskazujgc przy tym na owocniki grzybéw i ich zarodniki jako odznaczajace si¢ najwieksza
zdolnoscig do kumulowania mikro- i makroelementéow poprzez wigzanie ich z metalotioneing.
Najwigksza uwage zwrocita na te pierwiastki, ktorych niedobér, z uwagi na ich wiasciwosci
antyoksydacyjne i udzial w licznych szlakach metabolicznych, jest szczegolnie niebezpieczny
dla organizmu czlowieka. Do pierwiastkéw tych zaliczyla Zn, Se, Cu, Mg i Fe. Poswiecajac
najwigcej miejsca cynkowi, przedstawita dostgpne dane o zawartosci tych biopierwiastkéw w
grzybach jadalnych i scharakteryzowata ich wilasciwoscei biologiczne podajac podstawowe
zrodla pierwiastkow dla organizmu cziowieka, wielko$¢ dziennego zapotrzebowania oraz skutki
niedoboru i zatrucia tymi pierwiastkami.

Podsumowujgc t¢ czg$¢ rozprawy doktorskiej nalezy stwierdzi¢, ze zostala whasciwie
zredagowana i spehnita swojg role jako uzasadnienie celu badan sformutowanego na kolejnych
stronach dysertacji. Z celu wynika, ze nadrzednym zadaniem jakie postawila sobie Doktorantka
bylo opracowanie efektywnego sposobu przygotowania probek z materiatu grzybowego do
oznaczenia ilosci Zn uwalnianego do sztucznych sokow trawiennych i walidacja opracowanej
procedury analitycznej opartej na technice réznicowej impulsowej anodowej woltamperometrii
stripingowej. Mgr M. Zajac badata uwalnianie jonéw Zn z wybranych owocnikéw rosngcych
dziko grzybéw jadalnych: Boletus badius (podgrzybek brunatny), Boletus edulis (borowik
szlachetny), Cantharellus cibarius (pieprznik jadalny), Leccinum scabrum (kozlarz babka),
Pleurotus ostreatus (boczniak ostrygowaty), Suillus bovinus (maslak sitarz), owocnikow




grzybéw jadalnych pochodzacych z upraw komercyjnych: Agaricus bisporus (pieczarka dwu-
zarodnikowa), oraz z biomasy (grzybni) Agaricus bisporus uzyskanej z kultur in vifro na
podiozu ptynnym wg. Oddoux, do sztucznych sokéw trawiennych (sliny, soku zotgdkowego,
soku jelitowego). W szczegélowym ujeciu program badan obejmowat:

(a) opracowanie schematu postgpowania analitycznego z uzyciem techniki DP ASV w celu
oznaczenia Zn uwolnionego z owocnikow podgrzybka brunatnego do sztucznych sokow
trawiennych, wraz z oceng wptywu sposobu mineralizacji i typu aparatu do ekstrakcji na
wynik analizy oraz walidacja zoptymalizowanej procedury analitycznej,

(b)  okreslenie stopnia uwalniania Zn z liofilizowanych owocnikéw wybranych gatunkéw
grzybow jadalnych — pieczarki dwuzarodnikowej, podgrzybka brunatnego i pieprznika
jadalnego do sztucznych sokéw trawiennych w temp. 25°C, zmieniajac czas inkubacji
badanego materiatu w sztucznym soku zotagdkowym w przedziale od 15 do 120 min,

(c)  okredlenie stopnia uwalniania Zn z liofilizowanych owocnikéw 6. dziko rosngcych
gatunkoéw grzyboéw jadalnych do sztucznych sokéw trawiennych w temperaturze ciala
czlowieka (37°C), z materiatu przed i po obrdbce termicznej nasladujacej procedury
przygotowania potraw z grzybéw, zmieniajgc czas inkubacji probek w sztucznym soku
zotadkowym w przedziale 15 — 120 min,

(d)  oraz, uzyskanie biomasy Agaricus bisporus z kultur in vitro na podiozu plynnym, bez
dodatku i z dodatkiem organicznych i nieorganicznych zwigzkow cynku, w celu
oszacowania ich wplywu na poziom jonéw Zn uwalnianych z biomasy do sokéw
trawiennych, z uwzglednieniem réznego czasu inkubacji w soku zoladkowym.

Opis procedur badawczych oraz wyniki wykonanych z ich udziatem prac, mgr M. Zajac
zamiescita w pieciu kolejnych rozdziatach liczacych tacznie 37. stron, przedstawiajgc uzyskane
dane w formie 9. tabel, 6. rycin i 4. fotografii. Przedstawiony materiat faktograficzny dobrze
dokumentuje wyniki przeprowadzonych badan i przekonuje, ze warsztat badawczy Doktorantki
zostal dobrze skonstruowany, oczywiscie, przy istotnym merytorycznym udziale Promotorow,
prof. Wlodzimierza Opoki i dr hab. Bozeny Muszynskiej. Wiasciwa interpretacja wynikéw
znajduje odzwierciedlenie w logicznie i zwiezle ujetym podsumowaniu.

Do najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki nalezy zaliczy¢ nowatorskie podejscie do
problemu oszacowania biologicznie dostepnej ilosci Zn z materiatu grzybowego, poprzez
opracowanie warunkéw badan imitujgcych zachowanie si¢ liofilizowanych owocnikéw
grzybéw w przewodzie pokarmowym czlowieka. W zwigzku z tym, do ekstrakcji analitu z
badanych prébek mgr M. Zajac wykorzystata dwa urzadzenia skonstruowane w macierzystej
Katedrze; aparat Gastroel 2014 umozliwiajacy uwalnianie Zn z tego samego materialu kolejno
do sliny, soku zotgdkowego i ostatecznie do soku jelitowego z zachowaniem czasu inkubacji w
soku trawiennym charakterystycznego dla przebywania pokarmu w tym soku w organizmie
cztowieka, oraz aparat G-flow-2015 zapewniajgcy dwukierunkowy, pulsacyjny przeptyw soku
trawiennego. Uwzglednita tez w badaniach probki przed i po obrobce termicznej nasladujacej




procedury przygotowania potraw z grzybéw. Tym sposobem Doktorantka uzupelnita dane
literaturowe o catkowitej zawarto$ci biopierwiastkéw w owocnikach grzybow jadalnych o dane
odnoszace si¢ do pozioméw Zn realnie ekstrahowanych do $liny, soku zotadkowego i soku
jelitowego z uwzglednieniem wptywu na calkowitg zawarto$é biodostepnego Zn réznego czasu
przebywania prébek w sztucznym soku zotagdkowym. Udowodnita tez, ze sposrod badanych
gatunkow grzybow jadalnych, gatunki z taksonu Boletaceae (podgrzybek brunatny, borowik
szlachetny), sg najlepszym zrédlem biodostepnego cynku.

Istotnym osiaggnigciem mgr M. Zajac sa réwniez nowatorskie badania nad wplywem
suplementacji réznymi dawkami wodoroasparaginianu cynku i siarczanu(VI) cynku podloza
ptynnego uzytego do produkcji biomasy z kultur in vitro A. bisporus, na ilos¢ Zn uwolnionego z
liofilizowanej biomasy pieczarki dwuzarodnikowej. Badania wykazaly, iz cynk zZwigzany w
formie kompleksu organicznego jest lepiej przyswajalny przez biomase uwalniajac wigksze
ilosci pierwiastka do sztucznych sokéw trawiennych.

Uwagg zwraca tez poprawnie wykonana walidacja procedury analitycznej, zgodnie z
wymaganiami dokumentu ICH Q2(R1). Doktorantka wyznaczyla takie parametry poprawnosci
pomiar6w analitycznych jak liniowos¢, precyzja, dokladno$é, czutosé wyrazona jako granica
wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ) oraz specyficznosé, poprzez zbadanie wplywu
jonoéw Cu(Il), Cd(II) i Pb(II) na wyniki oznaczen $ladowych ilosci jonow Zn(Il). Parametry
walidacyjne obliczono na podstawie 9. pomiaréw wykonanych dla trzech réznych sposobow
mineralizacji ekstraktow; tj. mineralizujac probki za pomoca mineralizatora z lampg UV,
mineralizatora mikrofalowego oraz w piecu muflowym. Doktadnos¢ jako procent odzysku
okreslono metoda dodatku wzorca w ilodci 50, 100 i 150% w stosunku do spodziewanej
zawartosci analitu w badanej probce. Walidacja wykazata, ze opracowana metoda DP ASV
oznaczania jonéw Zn uwalnianego do sztucznych sokéw nadaje sie do zalozonego celu i
zapewnia budzace zaufanie wyniki, o czym $wiadcza m.in. wysoka wartos¢ wspolczynnika
korelacji Pearsona dla krzywej kalibracji (> 0,98), niskie wartosci LOD i LOQ oraz dobra
dokladno$¢ oznaczen, przekladajaca sie na odzysk powyzej 95% w przypadku mineralizacji w
mineralizatorze mikrofalowym.

Calodei dysertacji dopelnia zamieszczone na koncu pracy Pismiennictwo, z pelnymi
tytutami cytowanych publikacji. Stanowi ono zestaw 138. pozycji, w zdecydowanej wiekszosci
profesjonalnych, angielskojezycznych prac naukowych i monografii. Nalezy podkresli¢
aktualnos$¢ zebranego pi$miennictwa, wiecej niz 1/3 cytowanych artykutow pochodzi z lat
2010-2015. Najstarsza cytowana pozycja wydana zostala w roku 1957. Zebrane pi$miennictwo
przekonuje, ze przed rozpoczeciem badan mgr M. Zajac dobrze rozpoznata problematyke, jakg
bedzie si¢ zajmowata w trakcie realizacji doktoratu. Potwierdza tez dobre przygotowanie
teoretyczne Autorki do prowadzenia prac doswiadczalnych w tym zakresie i dobrze rokuje co
do poprawnodci interpretacji wynikéw badan wiasnych. Doktorantka nie unikneta jednak
drobnych bledéw, np. pozycja 4 i 5 to ta sama praca. To samo dotyczy pozycji 30 i 40 — ta sama
praca jest cytowana raz pod nazwiskiem, a w drugim przypadku pod imieniem Autora pracy. W
niektorych przypadkach dane bibliograficzne sa niepelne, np. pozycja 17 (brak danych o




konferencji), 24 (czasopismo czy monografia), oraz inne pozycje, w ktérych nazwiska
wspolautoréw zastgpiono okresleniem et al.

W tekscie pracy napotkatlem na pewne niescistosci i drobne usterki redakcyjne. Autorka
podaje, ze w badaniach wykorzystata dziko rosnace grzyby Lactarius deliciosus (mleczaj rydz)
1 pochodzacy z hodowli komercyjnej Lentinula edodes (twardziak jadalny), podczas gdy w
pracy doktorskiej brak jest jakiejkolwiek informacji o wynikach uzyskanych dla tych grzybow.
W rozdziale ,Materialy do badan” nie wymienila natomiast Pleurotus ostreatus (boczniaka
ostrygowatego), ktérego owocniki uzyta do oceny stopnia uwalniania Zn do sztucznych sokow
trawiennych w temperaturze ciata czlowieka. Nieprawidlowo podala nazwy technik AAS i
AES, powinno by¢ Spectrometry w miejsce Spectrophotometry (str. 7). Limit detekcji nalezy
zastapi¢ polskim terminem — granica wykrywalnosci (str. 8, 38). Trudno wskaza¢, do ktorej
ryciny odnosi si¢ okreslenie Fig. 2 na str. 59, na pewno nie do ryciny 2 na stronie 36. Ponadto,
na str. 59 Autorka odwoluje si¢ do Tabeli 4, a powinna do Tabel 13 i 14.

Oceniana praca doktorska $wiadczy o dobrym przygotowaniu Autorki do prowadzenia
badan naukowych. Doktorantka swobodnie operuje terminologia chemiczng, umiejetnie
korzysta ze specjalistycznej aparatury badawczej, a ponadto w duzym stopniu opanowata
umiejetnos¢ krytycznej oceny wynikoéw, wykazujge sie nie tylko dobrym zrozumieniem
zagadnien teoretycznych, ale réwniez do$wiadczeniem analitycznym. W swietle wyzej
przedstawionej, pozytywnej oceny pracy doktorskiej mgr Magdaleny Zajac pt.: ,,Zastosowanie
metody anodowej woltamperometrii stripingowej do badania stopnia uwalniania cynku z
materiatu grzybowego do sztucznych sokéw trawiennych” stwierdzam, ze w pelni odpowiada
ona warunkom formalnym i merytorycznym stawianym rozprawom doktorskim. W zwigzku z
tym wnosze¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr Magdaleny Zajac do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na nowatorskie podejscie do problemu oszacowania biodostgpnej formy cynku
uwalnianego z liofilizowanego materiatu grzybowego do sztucznych sokéw trawiennych
imitujgcych przewod pokarmowy czlowieka oraz opublikowanie wynikéw w czasopismach
indeksowanych w bazie JCR, wnosze o wyréznienie pracy doktorskiej mgr Magdaleny Zajac.
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