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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Pauli Kuimy, pt. .,Wykorzystanie chiralnej
chromatografii do oceny jako$ci miodow spadziowych™ wykonanej pod kierunkiem Pana
prof. dr hab. Mieczyslawa Obiedzinskiego na Wydziale Nauk o Zywnosci Szkoly Glownej

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Autentycznosc botaniczna i geograficzna stanowig istotne kryteria zapewnienia jakosci
zywnosci, Metody oceny jakosci i autentyeznosei produktow spozywezych to zagadnienia waine
dla organdw kontrolujacyeh, producentow i dystrybutorow zywnosci. Coraz wigksza swiadomosc
rosngcej skali zafalszowan miodow spowodowala werost zainteresowania opracowaniem nowych.
dokladniejszych metod kontroli autentycznosci. Obserwujac literature swiatowsg dotyczaes szeroko
pojetego obszaru metod analityeznych stosowanych do kontroli jakosci zywnosci daje sig zauwazyc
wykorzystanie w  coraz  wigkszym  stopniu metod instrumentalnych opartych na  analizie
chromatograficenej. W metodach tych zaswyczaj oznacra sie wybrane markery bedace
wskaznikiem  autentveznosci,  ktore  analizowane sg  nastgpnie  za  pomocg  technik
chemometrycznych. Wykorzystanie chemometrii w interpretacji danych chromatograficznych jest

kierunkiem o coraz wigkszym znaczeniu w chemii analitycznej 1 analitvee zywnosci.

Problematyvka rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Pauli Kuzmy dotyezy oceny mozliwosci
zastosowania technik instrumentalnych i chemometrycznych, opartych na gazowej i cieczowej
chromatografii chiralnej do okreslenia autentycznosci 1 pochodzenia geograficznego miodow
spadziowych. Nalezy podkreslic, ze chromatogratia chiralna dostarcza bardzie] szczegotowych
informacyi na temat sktadu badanej probki, niz  standardowe metody stosowane w analizie
zywnosel. W swiatowej literaturze brak jest danych na temat kompleksowe] analizy skladnikow
chiralnych w miodach spadziowych. Tematyka pracy jest wige aktualna z poznawczego punktu

widzenia | wazna ze wzgledu na duze znaczenie praktyczne.



Oceniana praca mgr Pauli Kuzmy nie odbiega pod wzglgdem formalnym od schematu przyjgtego
dla prac doktorskich. Uklad jest wlasciwy dla przyrodniczych prac analitycznych. Praca obejmuje
123 strony maszynopisu, w tym 11 tabel i 44 rysunki (Aneks 9 tabel i 1 rysunek). Cytowane sg 182
pozycje literatury.

Dysertacja sklada si¢ z 6 glownych rozdzialéw oraz aneksu. Napisana jest w sposob jasny i
zrozumialy. Na podkreslenie zastuguje zwigzlos¢ 1 walory estetyczne dokumentacji. Wyniki sg
oryginalne, opracowane z zastosowaniem odpowiednich metod badawczych.

Przeglad literatury stanowi bardzo skondensowane, ale przejrzyste wielowatkowe opracowanie,
doskonale wprowadzajace w liczne poruszane w pracy zagadnienia. Rozpoczyna sie omdwieniem
znaczenia chiralnosci w przyrodzie, z ujeciem rysu historycznego, budowy enencjomeréw oraz
bioaktywnosci zwiazkéw chiralnych (leki, pestycydy, substancje zapachowe). Nastgpnie zwigzle
przedstawiono literature na temat charakterystyki spadzi i miodu spadziowego. Autorka bardzo
dobrze wprowadza czytelnika w czgs¢ do$wiadczalng pracy w podrozdziale na temat jakosci i
autentyczno$ci miodow, w ktérym omdwiono sposoby falszowania miodéw, klasyczne metody
oceny jakosci miodéw oraz liczne instrumentalne metody oceny jakosci miodow i ich zafalszowan.
Cze$é literaturows koficzy podrozdzial techniki chiralne w analizie zywnosdci, w tym zasady
rozdzialéw chiralnych i przyklady zastosowan analiz chiralnych do oceny jakosci miodow.
Poszczegolne czesci tworza logiczng i przejrzystg calosc, stanowiac bardzo dobra podstawe do
sprecyzowania celu pracy.

Autorka do osiagniecia nadrzednego celu pracy podjela sig wykonania czterech nastepujgcych
zadan:

1. Badanie wybranych parametréw fizykochemicznych miodow spadziowych

2. Badanie frakeji lotnej miodéw przy uzyciu HS-SPME-GC-MS

3. Badanie wolnych aminokwaséw przy uzyciu HPLC-UV/VIS
4

. Analiza chemometryczna wynikow

W czesci do$wiadczalnej scharakteryzowano material badawczy oraz oméwiono metody
badan. Badania przeprowadzono na 21 probach miodéw ze spadzi iglastej z pasiek z wybranych
rejondéw Polski. Pochodzenie botaniczne i geograficzne miodéw zostalo zagwarantowane poprzez
deklaracje pszczelarzy (staby punkt badan). W pracy nie podano roku i sezonu dostarczenia probek
miodéw spadziowych. W trakeie realizacji pracy badano parametry fizykochemiczne miodow, takie
jak zawartos¢ wody (metoda refraktometryczna), pH i barwg metoda spektrofotometryczna.
Zwiazki lotne izolowano metodg mikroekstrakeji do fazy stalej z fazy nadpowierzchniowej (HS-

SPME) z optymalizacja wybranych parametrow metoda Taguchi.



Zwigzki lotne analizowano technikg GC-MS z zastosowaniem kolumny kapilarnej z faza chiralna.
Identyfikacji zwiazkéw dokonano poprawnie przez poréwnanie indeksow retencji, widm masowych
z danymi wzorcow lub danymi literaturowymi. Do ilosciowej interpretacji wynikéw analizy
zwigzkow lotnych wykorzystano iloraz pola powierzchni pod pikami zidentyfikowanych zwigzkow
przez pole powierzchni pod pikiem standardu zewngtrznego benzofenonu.

Wolne aminokwasy po ich derywatyzacji oznaczono technika HPLC z detektorem diodowym
DAD-UV/VIS. Nalezy =zaznaczyé, 2e Kandydatka opracowala parametry rozdzialu
eksperymentalnie.

Dobér metod nie budzi zastrzezen, zastosowano bardzo nowoczesne i wiarygodne techniki,
umozliwiajace osiagniecie zamierzonego celu.

Wyniki i dyskusjg przedstawiono na 57 stronach, w tekscie umieszezono 6 czytelnych tabel i 36
ryein, co ulatwia analize omawianego materiatu. Ponadto w aneksie przedstawiono 9 tabel gléwnie
z wynikami bezposrednich pomiarow.

Na poczatku Autorka przedstawila wyniki analiz fizykochemicznych badanych miodow
spadziowych. Wykazala, Ze zawartos¢ wody, pH i barwa sg istotnym wskaznikiem jakosei i
warunkow przechowywania miodu i nie mogg stanowi¢ wyréznikéw pochodzenia geograficznego
ani botanicznego.

Waznym osiagnigciem metodycznym pracy byla optymalizacja parametréw analiz profili zwiazkow
lotnych technikg HS-SPME-GC/MS. W wyniku tej optymalizacji ustalono rodzaj wlokna, czas
inkubacji, czas ekspozycji wlokna i temperature dozownika.

Opracowana 1 zoptymalizowana procedura analityczna pozwolila na rozdziat i identyfikacje 106
skladnikow zwiazkéw lotnych w badanych miodach spadziowych. We frakeji nadpowierzchniowej
badanych miodéw zidentyfikowano 16 aldehydow, 32 izoprenoidéw, 8 pochodnych furanu, 16
alkoholi, 7 ketondw, 3 estry, 7 weglowodorow alifatycznych, 8 kwaséw karboksylowych i 8 innych
zwiazkow. Wéréd zidentyfikowanych zwiazkéw 29 skiadnikéw wykrytych zostalo we wszystkich
badanych miodach.

Wyniki wskazaly, ze analizowane frakcje lotne miodéw spadziowych z pozytkéw zlokalizowanych
w roznych rejonach Polski byty zblizone pod wzgledem jakoéciowym, ale roznicowaly je ilosciowe
zaleznosci pomigdzy komponentami. Nowatorski aspekt pracy wiaze si¢ z rozdzialem, identyfikacja
oraz analiza ilosciowg 10 par enancjomerdw terpenowych we frakcji lotnej miodéw spadziowych.
Po raz pierwszy przedstawiono ulamek enancjomeryczny (EF) komponentéw chiralnych w miodach
spadziowych. Wykazano m.in., ze R-(+)-limonen wystepowal jako dominujacy z pary

enancjomerow. TakZze trans(-)-tlenek linalolu byl dominujacym enancjomerem. Wiadomo, ze



koncentracja i wzajemne proporcje par enancjomeréw zwiazkéw terpenowych w miodach
determinowane sg przez czynniki $rodowiskowe, klimatyczne i botaniczne.

W wyniku przeprowadzonej analizy skupien (CA) chiralnych zwigzkéw lotnych otrzymano
skupienie odzwierciedlajace polozenie geograficzne miodéw z pétnocy Polski i z potudnia Polski.
Prawdopodobnie miody z rejonéw poludniowych pochodzity glownie ze spadzi jodlowej, za$
miody z rejonéw péinocnych z innych typéw spadzi. Nalezy podkregli¢, ze przeprowadzona analiza
statystyczna zwigzkow lotnych ogéltem nie pozwolila na pogrupowanie miodéw w Zadne rejony
geograficzne.

Analiza statystyczna w oparciu o analize skladowych gléwnych (PCA) wykazala takze przydatnosé
do zroznicowania préb miodow spadziowych pod wzgledem lokalizacji geograficznej.

Kandydatka na podstawie profili chiralnych zwiazkéw lotnych w polaczeniu z technikami
chemometrycznymi wytypowata 5 komponentow chiralnych jako markery polskich miodéw
spadziowych. Markery te mogg byé przydatnym narzedziem do identytikacji pochodzenia
geograficznego miodéw spadziowych ze spadzi iglastej z potnocnych i1 poludniowych rejondw

Polski oraz wnioskowanie o autentycznosci pozytkéw miodowych.

Druga czgs¢ pracy eksperymentalnej poswigcona byla wolnym aminokwasom. Zastosowana w
pracy procedura analityczna umozliwila rozdzial, analize jakosciows i ilosciowa 19 wolnych
aminokwaséw. W badanych miodach spadziowych sumaryczna zawartosé wolnych aminokwasow
w badanych miodach wynosita od 977, 22 do 1754,67 mg/kg. Skiad aminokwasowy miodow z
pozytkéw spadziowych cechowal sig duzg zmienno$cia. Dominujagcym aminokwasem w kazdej z
badanych préb byla prolina. Wszystkie oznaczone aminokwasy wystepowaly w formie L-
aminokwaséw (z wyjatkiem achiralnej glicyny). Ponadto dla czterech aminokwasow:
fenyloalaniny, proliny, tyrozyny, alaniny oznaczono izomery w konfiguracji D. Izomery D-
aminokwasow zostaly wykryte tylko dla zwiazkéw oznaczonych w najwiekszej koncentracji w
badanych prébach. Autorka nie wyklucza, ze pozostale D-aminokwasy réwniez byly obecne w
probach w ilosciach ponizej granicy wykrywalnosci.

W pracy nie wykazano przydatnosci profili chiralnych aminokwaséw w polaczeniu z analizg
chemometryczng do réznicowania miodéw pod wzgledem lokalizacii pozytkoéw spadziowych.
Wskazano jedynie na 5 aminokwasow, ktére maja najwiekszy potencjal w réznicowaniu badanych
miodéw na podstawie lokalizacji geograficznej pozytkow spadziowych. Obecnoéé form
enancjomerycznych D wsrdéd zwigzkow roznicujgcych badane miody spadziowe pod katem
pochodzenia eograficznego swiadczy o istotnej roli tych aminokwaséw w ocenie autentycznosci

miodow,



Na zakornczenie pracy Autorka przedstawila 10 stwierdzen i wnioskéw. Jestem zwolennikiem
przedstawiania w zakonczeniu pracy tylko wnioskéw wynikajacych z badan przedstawionych w
pracy. Taki warunek spetniajg punkty 1,2,3,4,8,9.10 z kolei 3,5,6 1 7 winny by¢ zawarte w dyskusji.
Zauwazone bledy komputerowe i redakcyjne:

s. 17, blad w zdaniu. Dla przykladu, oba enancjomery karwonu majg identyczng temperature
topnienia 231° oraz identyczng temperature wrzenia 25°

s. 59, blad w zdaniu Obecnos¢ rozgalezionych aldehydow tj. 2,4-pentadienal. ...

Tabela 7, niezgodne dane liczbowe dla nastepujacych zwigzkdw: ester metylowy kwasu
fenylooctowego, karwatanacetonu, kwas cytronelowy, 4,7-dimetylobenzfuranu, pentadekan

S.84 Chmiel i in. (2013), brak w spisie literatury

Ocena koficowa

Uwazam, #e oceniana praca dokumentuje szeroka wiedze Doktorantki, znakomite
opanowanie przez Nia warsztatu naukowego oraz umiejetnosci laczenia badan poznawczych i
aplikacyjnych. Praca wnosi wiele nowosci naukowych. Za szczegdlne osiagnigcie rozprawy
uwazam wykorzystanie w jednym opracowaniu metod chemometrycznych do obrébki danych
chromatograficznych zarowno chiralnych zwigzkow lotnych, jak i aminokwasow. Na podkreslenie
zashuguje rowniez rzetelny warsztat analityczny kandydatki.
W swietle przedstawionej bardzo pozytywnej oceny recenzowanej rozprawy doktorskiej
stwierdzam, ze praca ta zarébwno pod wzgledem wartosei merytorycznej uzyskanych wynikow, jak i
ich sposobu prezentacji spelnia wymogi ustawy o stopniach naukowych stawiane rozprawom
doktorskim. W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Wydzialu Nauk o Zywnosci Szkoly
Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszezenie pani mgr inz. Pauli Kuzmy do

dalszych etapow ubiegania si¢ 0 nadanie stopnia naukowego doktora.

prof. dr hab. Erwin Wasowicz



