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Recenzja

rozprawy doktorskiej pani mgr Magdaleny Zajac zatytulowane;j:

wZastosowanie metody anodowej woltamperometrii stripingowej do badania stopnia
uwalniania cynku z materialu grzybowego do sztucznych sokéw trawiennych”,

ktora wykonana zostala w Katedrze Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Collegium
Medium Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie pod kierunkiem promotoréw:

dr hab. Wlodzimierza Opoki, prof. UJ oraz dr hab. Bozeny Muszynskiej, prof. UJ.

Wiadomo, ze prawidlowa suplementacja wybranymi skladnikami mineralnymi jest
niezbedna dla prawidlowego funkcjonowania organizmu czlowieka i ma wplyw zaréwno na
zdrowie jak i na jakos¢ zycia. Funkcje petnione przez makroelementy takie jak Ca, Mg, Na,
K, Cl sa stosunkowo dobrze znane i byly wiclokrotnie opisywane. Jako przyklad mozna
poda¢ mechanizmy funkcjonowania pomp: sodowo-potasowej czy tez wapniowo-
magnezowej, wymuszajacych aktywny transport tych jonéw przez blony komorkowe. Od
dawna wiadomo, ze do prawidlowego funkcjonowania organizmu niezbedna jest tez liczna
grupa biopierwiastkow wystepujacych w organizmach zywych w sladowych ilosciach.
Biopierwiastki te, takie jak cynk, miedz, selen, jod, krzem, zelazo, fluor, mangan, nikiel i
wicle innych nazywane sa mikroelementami. Wiedza o ich roli w prawidlowym
funkcjonowaniu organizméw zywych jest stosunkowo uboga - wiadomo, ze wchodza one
mig¢dzy innymi w sklad centréw aktywnych enzymow, jak rowniez uczestnicza w procesach
syntezy bialek.

Pierwiastki te musza by¢ dostarczane z zewnatrz w zbilansowanych ilosciach, poniewaz, jak
wielokrotnie udowodniano, zar6wno nadmierna suplementacja jak i deficyt sa szkodliwe dla
organizmow.

Do grupy mikroelementéw zaliczany jest cynk, a liczne doniesienia literaturowe wskazuja, ze
zarOwno jego nadmiar, a szczegdlnie niedobor odbija si¢ bardzo niekorzystnie na

funkcjonowaniu organizmu czlowieka. Wykazano miedzy innymi, ze niedobér cynku moze



by¢ przyczyna depresji, stanow lekowych czy tez kartowatosci. Wykazano tez, ze nadmiar lub
niedobér innych mikroelementéw moze by¢ bardzo szkodliwy, miedzy innymi uwaza sig, ze
nadmierna akumulacja glinu, zelaza i miedzi w mozgu moze prowadzi¢ do zaburzen pamigci i
choroby Alzheimera.

Zatem znalezienie przyjaznych dla czlowieka zZrédet suplementacji organizmu
mikroelementami, najlepiej podawanych w postaci odpowiednio spreparowanych pokarmow
wydaje si¢ by¢ niebywale istotnym zagadnieniem. Tematyke takg podjeta w swojej rozprawie
Doktorantka, pani mgr farm. Magdalena Zajac, a jako material badawczy mogacy stanowic
potencjalne Zrédto suplementacji mikroelementami wybrata powszechnie spozywane gatunki
grzybow jadalnych.

Wiadomo od dawna, ze grzyby maja zdolno$¢ kumulowania makro i mikroelementow ze
srodowiska, a podstawowy mechanizm tego procesu polega na wigzaniu wybranych
pierwiastkow przez metalotioneing. Pozostawalo pytanie, czy nagromadzone przez owocniki
grzybow metale moga zosta¢ uwolnione w trakcie trawienia pokarmu w organizmie
czlowieka. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, w ponizszej rozprawie Doktorantka wybrata
cynk jako modelowy mikroelement i sprawdzala, jakie ilosci tego metalu moga zostaé
uwolnione z materialu grzybowego w roztworach sztucznych sokéw trawiennych, imitujagcym
swoim skladem §line, sok zoladkowy czy tez sok jelitowy. Sladowe ilosci uwolnionych i
zdolnych do reakcji elektrodowej zwigzkéw cynku oznaczala, wykorzystujac metode
anodowej woltamperometrii inwersyjnej, a pomiary wykonywata po uprzedniej mineralizacji
probek.

Recenzowana praca zawarta jest na 135 stronach maszynopisu, przy czym 52 strony stanowig
kserokopie prac Autorki. Wszystkie zalaczone prace zostaty opublikowane lub sg w druku w
czasopismach objetych lista filadelfijska. Sumaryczna warto$¢ Impact Factor tych prac jest
rowna 6,421, co dobrze swiadczy o ich jakosci.

Praca utrzymana jest w tradycyjnym podziale materiatlu na 12 rozdziatow, przy czym ostatni
rozdziat to kserokopie opublikowanych prac. W pierwszych trzech rozdziatach Autorka opisata
krotko metody analityczne umozliwiajace oznaczanie sladowych zawartosci interesujacych ja
sktadnikow. Opisala réwniez wlasciwosci chemiczne i biologiczne cynku, selenu, miedzi,
magnezu i zelaza, podkreslajac jak niedobor czy tez nadmiar tych skiadnikow wplywa na
funkcjonowanie organizmu czlowieka. Na zakonczenie sformulowata jasno cele badan
podjetych w rozprawie oraz opisata gatunki grzybow, z ktorych zamierzata uwalnia¢ cynk do
roztworéw imitujgcych soki trawienne. Moim zdaniem czg$¢ ta stanowi bardzo dobre

wprowadzenie do tematyki rozprawy.



Jedna uwaga do tej czesci pracy (str. 8) — metody woltamperometryczne nie pozwalaja
zazwycza) na bezposrednie wykonywanie oznaczen w probkach o mikrolitrowych (jak
napisano pracy) objetosciach. W normalnych warunkach badane probki o mikrolitrowej
obj¢tosci dodawane s do kilku — kilkunastu mililitrow elektrolitu podstawowego.

W rozdziale IV Autorka opisala sposoby przygotowania probek do oznaczania ilosci cynku
uwolnionego do sztucznych sokow trawiennych z wybranych grzybéw jadalnych, tacznie ze
sposobem przygotowania sztucznych sokéw trawiennych, opisem ciekawych konstrukcji
urzadzen ekstrakcyjnych (konstrukcje wilasne), oraz sposobami mineralizacji probek. Opisala
rowniez metodyke¢ wykonywania pomiar6w  woltamperometrycznych, lacznie =z
zastosowanymi sposobami walidacji uzyskiwanych wynikow i ich analizg statystyczna.

Moje uwagi do tego fragmentu pracy:

str. 38

- czy rzeczywiscie wartosci LOD i LOQ wynosily odpowiednio 0,39 pg/mL i 1,38 pg/mL?
Dla podanych wartosci LOD i LOQ stezenia molowe cynku wynosza odpowiednio 5,9x10°
M oraz 2,1x107. Takie stezenia mozna oznaczy¢ bez koniecznosci wstgpnego zatgzania.

- czy stezenie dodawanego wzorca cynku wynosito rzeczywiscie 1 ppb?

- czy w badaniach odzysku wzorzec dodawany byl przed mineralizacjg probki czy tez do
zmineralizowanych probek?

Str. 39, rycina 3

- Brakuje informacji, do jakiej objgtosci elektrolitu podstawowego dodawane byly porcje
wzorca oraz jak si¢ to przekltada na efektywne stezenie jonow cynku w oznaczanym roztworze.
Str. 41 — czy trzem ré6znym sposobom mineralizacji poddawano te same probki? Ilos¢ cynku
oznaczona po mineralizacji UV jest wyraZnie mniejsza od pozostatych.

Kolejne 3 rozdziaty zawieraja opisy przeprowadzonych badan nad uwalnianiem cynku z
nieprzetworzonych i przetworzonych termicznie owocnikéw grzybow oraz z biomas Agaricus
bisporus hodowanych na niezmodyfikowanej pozywce Oddoux oraz pozywkach Oddoux
zmodyfikowanych dodatkami roznych ilosci wodoroasparaginianu i siarczanu(V1) cynku.
Pierwsze proby uwalniania cynku z liofilizowanych owocnikow pieczarki dwuzarodnikowe;j,
podgrzybka brunatnego i pieprznika jadalnego (rozdzial V) Doktorantka przeprowadzita w
temperaturze pokojowej. Probki kontaktowala kolejno ze sztuczng $ling (przez okres 1
minuty), sztucznym sokiem zotadkowym (przez okres 15, 30, 60, 90 i 120 minut) oraz
sztucznym sokiem jelitowym (przez okres 150 minut). Poprawnie wybrane czasy kontaktu z

poszczego6lnymi roztworami sztucznych sokéw trawiennych byly zblizone do tych wtasciwych



dla organizmu czlowieka. Autorka wykazala tutaj, ze w temperaturze pokojowej cynk zawarty
w badanych owocnikach grzybéw uwalniany byt do kazdego z sokéw trawiennych.

Moje sugestie do tego rozdziatu jak i dwu nastgpnych — wskazane byloby oznaczenie
catkowitej zawartosci cynku w wyjsciowych, liofilizowanych prébkach, np. metodg ASA.
Dostawalibysmy wtedy informacje jaki procent cynku ulega ekstrakcji i po mineralizacji
wystepuje w formach mogacych bra¢ udzial w reakcjach elektrodowych. Proponowatbym
rowniez oznacza¢ metoda ASA, rownolegle z pomiarami woltamperometrycznymi, catkowita
zawarto$§¢ cynku w zmineralizowanych probkach — uzyskalibySmy wtedy informacje o
skutecznosci zastosowanego sposobu mineralizacji.

W kolejnych badaniach opisanych w rozdziale VI Autorka zmodyfikowata parametry
prowadzonych badan tak, aby jeszcze lepiej symulowaly warunki panujace w organizmie
czlowieka, a badania nad uwalnianiem cynku wykonywata zaréwno dla wyjsciowych probek
owocnikow, jak i dla tychze owocnikow poddanych uprzednio obrobce termicznej symulujacej
przygotowanie potraw z owocnikow grzybéw. Badania ekstrakeji cynku do sztucznych sokow
trawiennych wykonywane byly tym razem w temperaturze wlasciwej dla organizmu
cztowieka, to jest 37° C. W tych warunkach Autorka badata ekstrakcje cynku zaréwno z
wyjsciowych, liofilizowanych probek owocnikow jak rowniez z probek, ktore poddata obrobee
termicznej w temperaturze 100°C. Badajac probki 6 gatunkéw grzybow potwierdzila
zachodzenie procesu ekstrakcji cynku w podwyzszonej do 37 stopni temperaturze. Co istotne,
Doktorantka wykazala, ze po obrobce termicznej (gotowaniu) bardzo popularnych pod
wzgledem kulinarnym, jadalnych grzybow takich jak Boletus badius czy Boletus edulis ilos¢
uwalnianego z nich cynku bardzo istotnie wzrasta, a spozycie potraw przygotowanych ze
stosunkowo niewielkich ilosci takich grzybow moze zapewnié wystarczajaca suplementacje
organizmu cztowieka tym mikroelementem. Uwazam ten wynik za bardzo istotny.

Uwaga do tego rozdzialu — po obrobce termicznej owocniki grzybow wraz z ekstraktem
wodnym ponownie liofilizowano. Pozostaje pytanie, czy w czasie gotowania nie nastgpowata
wzmozona ekstrakcja cynku do fazy wodnej (ktéra w takcie przygotowywania potraw z
grzybow jest czasami usuwana). Moim zdaniem nalezaloby wykona¢ réwniez oznaczenia
zawartosci cynku w odwarze i w razie potrzeby zaleci¢ modyfikacje sposobu przygotowania
potraw.

Na rycinie 4 nalezaloby zamiesci¢ informacje o objgtosci elektrolitu podstawowego oraz o
stezeniu wzorcowego roztworu cynku.

Kolejny rozdziat VII rozprawy uwazam za najistotniejszy. Autorka pokazata w nim, ze ilosci

cynku uwalnianego z biomas Agaricus bisporus zalezg od sktadu pozywki Oddoux i mozna je
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modyfikowa¢ poprzez dodatek do pozywki soli cynku. Istnieje zatem duze
prawdopodobienstwo, ze podobne procesy wzmozonej akumulacji wybranych skladnikow
mineralnych beda mialy miejsce w przypadku innych mikroelementéw. Moze to doprowadzié
do istotnego urozmaicenia metod suplementacji organizmu mikroelementami, a w miejsce
preparatow farmaceutycznych mozna bedzie zaleca¢ spozywanie grzyboéw (np. pieczarek)
rosnacych na pozywkach o odpowiedni spreparowanym sktadzie.

Autorka pokazata, ze ilosci cynku uwalnianego do sztucznych sokoéw trawiennych zaleza
zard6wno od st¢zenia jak i od rodzaju soli cynku dodanej do pozywki Oddoux. Zgodnie z
oczekiwaniami, znacznie skuteczniejszg akumulacj¢ obserwowata w przypadku pozywek z
dodatkiem wodoroasparaginianu cynku, a ilosci uwalnianego cynku byly prawie dwukrotnie
wyzsze w poréwnaniu z podobnymi probkami rosngeymi na pozywce zawierajacej identyczne
ilosci cynku w postaci soli nieorganicznej (siarczanu(VI) cynku) .

Drobne uwagi do tego rozdziatu:

- tabele 10 — 14, jak dlugo badane probki pozostawaly w kontakcie ze sztucznym sokiem
zoladkowym przed przeniesieniem ich do sztucznego soku jelitowego? Stosowano 5 réznych
czasoOw kontaktu z sokiem zoladkowym, a podawana jest tylko jedna wartos¢ dla cynku
uwalnianego w sztucznym soku jelitowym.

- str. 59, nigdzie w pracy nie znalazlem rysunku oznaczonego jako Fig. 2.

Prace konczy zwigzle, przejrzyscie napisane podsumowanie uzyskanych wynikow oraz ich
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Cytowana literatura obejmuje 138 pozycji, z
ktorych spora czesé to prace najnowsze z lat 2011 — 2015.

Moim zdaniem Autorka wykonata bardzo interesujacg i nowatorska prace, ktorej wyniki moga
mie¢ duze znaczenie praktyczne i moga doprowadzi¢ do istotnych zmian w stosowanych
sposobach suplementacji organizmu czlowieka mikroelementami oraz do wzmocnienia roli
grzybow jako elementu diety czlowieka. Redakcja pracy, zamieszczone wyniki badan
eksperymentalnych, zastosowane sposoby ich interpretacji oraz krytycznej oceny wskazuja na
zrozumienie zagadnien teoretycznych i potwierdzaja dobre przygotowanie Autorki do
prowadzenia badan naukowych

Podsumowujac mogg stwierdzi¢, ze Autorka wykazala si¢ dobra znajomosciag literatury
przedmiotu, dobrym opanowaniem warsztatu pomiarowego oraz zrealizowala wszystkie
zalozone cele pracy. Moim zdaniem przedstawiona do recenzji rozprawa zatytulowana
. Zastosowanie metody anodowej woltamperometrii stripingowej do badania stopnia
uwalniania cynku z materialu grzybowego do sztucznych sokéw trawiennych” spelnia

wszelkie ustawowe i zwyczajowe wymogi stawiane pracom doktorskim. W zwiazku z tym
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wnosz¢ do Rady Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medium Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie pani mgr Magdaleny Zajac do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

7 uwagi na interesujacqg i nowatorska tematyke przedstawionych w rozprawie badan oraz ich
praktyczne znaczenie dla rozwoju przyjaznych sposobéw suplementacji organizméw zywych
mikroelementami wnoszg, (pomimo zauwazonych drobnych niedociggnie¢ redakcyjnych,
glownie przejezyczen), o wyrdznienie rozprawy doktorskiej pani magister farmacji

Magdaleny Zajac

Dr hab. Jan Migdalski, prof. AGH



