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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Anny Marleny Piasty pt. ,,Opracowanie nowych i
modyfikacja stosowanych procedur oznaczania amin biogennych w zywnosci”
wykonanej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu pod
kierunkiem promotora, prof. dr hab. Edwarda Sztyka i promotora pomocniczego dr

hab. Anny Jastrzebskiej, prof. UMK.

Aminy biogenne stanowig wazng grupe zwigzkow w zywnos$ci z uwagi na ich role jako
prekursoréw szeregu metabolitéw, a takze czesto negatywne oddziatywanie na organizm
ludzki. Powstajg one w zywnosci gtdwnie w wyniku dekarboksylacji aminokwasdéw, aminacji i
transaminacji aldehyddéw i ketonéw. Ich tworzenie odbywa sie na drodze enzymatycznej,
czesto katalizowanej przez mikroorganizmy. Do gtéwnych amin biogennych wystepujgcych w
zywnosci, ktérych analitykg zajeta sie w swojej pracy doktorantka zalicza sie histamine,
tyramine, tryptamine, putrescyne, kadaweryne, spermine i spermidyne. Histamina wsréd
amin biogennych postrzegana jest za najbardziej istotng z punktu widzenia jej oddziatywania
na organizm cztowieka. Histamina jest trudna do usunigcia z produktéw spozywczych w
procesie ich obrébki. Z uwagi na jej role w nietolerancji zywnosci w wielu krajach jej
zawartos¢ jest normowana, szczegolnie w miesie ryb. Aminy stanowig takze bardzo istotng
grupe substancji o charakterze neuroprzekaznikéw (histamina, serotonina, neurotransmitery
katecholaminowe). Gtéwnymi produktami, w ktérych wystepujg aminy biogenne jest migso

gtéwnie ryb, sery, jaja, produkty poddane procesom fermentacyjnym, w tym wina.

Odzwierciedleniem popularnosci amin biogennych jako tematu badan jest liczba publikacji na
ten temat. W bazie Web of Science znajdujemy ponad 13 000 rekordow majgcych w temacie
aminy biogenne, w tym prawie 1200 artykutow przeglagdowych (dane na dzien 1.09.2022).
Prace na temat amin biogennych obejmujg zaréwno te, dotyczace wystepowania w
zywnosci, metod analitycznych wykorzystywanych do ich wykrywania oraz amin iich
pochodnych, petnigcych role neuroprzekaznikow. Powyzsza baza literaturowa ukazuje ponad
1300 publikacji poswieconych analizie amin biogennych za pomocg HPLC, prawie 600

opisujgcych wykorzystanie metod elektromigracyjnych, ponad 200 dla GC oraz prawie 150
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dla GC/MS. Chromatografia cieczowa z réznymi rodzajami detekcji jest dominujgcg technikg
w analityce tych zwigzkow. Z uwagi na brak innych niz aminowa grup funkcyjnych do
wykrywania amin biogennych, szczegdlnie za pomocg HPLC wykorzystuje sie rozne metody
tworzenia pochodnych, najczesciej stosujgc chlorek dansylu, rzadziej OPA (o-ftalaldehyd),
czy FMOC (chlorek 9-fluorenylometoksy karbonylu) — ostatnie dwa rutynowo stosowane
takze do analizy aminokwasow za pomocg HPLC. Opracowano takze metody wykrywania
amin biogennych, gtéwnie histaminy, opartych na testach ELISA, pomiarach

kolorymetrycznych, elektrochemicznych, lub opartych na biosensorach.

Zagadnienie tworzenia, wystepowania i wykrywania amin biogennych w zywnosci, cho¢
szeroko opisane w literaturze jest nadal aktualne z punktu widzenia bezpieczenstwa
zywnos$ci oraz interesujgce z punktu widzenia analityki zywnosci. Dlatego uwazam wybor
takiego tematu pracy doktorskiej za stuszny, szczegdlnie w aspekcie poszukiwania nowych

metod analizy tych zwigzkow.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma forme zbioru 5 publikacji opatrzonych
wprowadzeniem, przedstawieniem hipotez badawczych i celu rozprawy, oméwieniem
wynikéw badan, dyskusjg oraz podsumowaniem i wnioskami. Forma przygotowania pracy
bedgcej zbiorem publikacji jest poprawna jesli chodzi o strukture, zakres i objetosc
poszczegolnych czesci. Praca jest obszerna — catos¢ obejmuje 165 stron. Sktada sie na nig
11 stronicowy wstep, 2 stronicowe przedstawienie hipotez badawczych i celu pracy po
ktérych nastepuje 20 stronicowe omowienie i dyskusja wynikbw zamieszczonych w
publikacjach. Zamieszczone kopie publikacji razem z materiatami dodatkowymi zajmujg 97
stron. Podsumowanie i wnioski zajmujg 3 strony. Spis literatury wykorzystanej w pracy liczy
84 pozycje. Dwujezyczne streszczenie, szczegdtowe omowienie dorobku naukowego oraz

o$wiadczenia wspotautoréw dopetniajg prace.

Wprowadzenie do pracy daje czytelnikowi dobry wstep do tematyki wystepowania,
nomenklatury i wkasciwosci amin biogennych. Autorka w bardzo duzym skrocie podkresla
role mikroorganizmdow w tworzeniu amin w zywnosci, znaczenie amin jako wskaznikow
Swiezosci zywnosci, a takze ich role w zatruciach i alergiach pokarmowych. Rozdziat ten
mogtby by¢ bardziej rozbudowany, co uwydatnitoby waznosé podjetego tematu. Wiecej
miejsca autorka poswieca przegladowi metod oznaczania amin biogennych przedstawiajgc w
formie tabelarycznej parametry ich oznaczania technikg chromatografii jonowej, sensoréw
(gtéwnie amperometrycznych), metod elektroforetycznych oraz magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR). Najwiecej uwagi poswiecono oméwieniu metod tworzenia pochodnych
przedstawiajgc prace z wykorzystaniem réznych odczynnikow do ich syntezy.

Hipotezy badawcze oparte na przegladzie literatury skupiaty sie na odpowiedzi na

nastepujgce pytania: i) - Czy mozna otrzymaé¢ nowe pochodne amin biogennych dajace



poréwnywalne lub lepsze wyniki w oznaczeniach technikg HPLC; ii) - Jak mozna
zmodyfikowaé etap przygotowania prob do oznaczania amin biogennych, by poprawic
parametry analizy ilosciowej, oraz; iii) — Czy mozna zastosowa¢ inne metody analityczne do
oznaczania amin biogennych w zywnosci, odmienne od dotychczasowo stosowanych.
Pochodng wysunietych hipotez byt cel badan skupiajgcy sie na opracowaniu procedur
tworzenia nowych pochodnych amin biogennych w derywatyzacji przedkolumnowej,
opracowaniu metod przygotowania probek do analizy technikami izotachoforezy kapilarne;,
chromatografii cieczowej i spektroskopii 1°F NMR, ktére bytyby zaréwno szybkie, doktadne
jak i precyzyjne. Dla wszystkich opracowanych metod sprawdzono ich dziatanie w

odniesieniu do wybranych grup produktow spozywczych.

Drobne uchybienia edytorskie w tej czesci pracy:

Rysunek 1. Pierwszy wzor przedstawia 2-fenyloetyloamine, a nie fenyloalanine.

Str 7. Bardziej poprawng formg jest aminacja i fransaminacja aldehydow i ketonéw, a nie aminowanie i
transaminowanie.

Publikacje wchodzgce w sktad rozprawy to cykl 5 artykutdéw opublikowanych w latach 2012-
2018:

1. Jastrzgbska A., Kurzawa M., Piasta A., Sztyk E. Determination of histamine in some
foods by isotachophoretic method with simple sample preparation. Food Analytical
Methods, 2012, 5, 1079-1087 [Q2 Food Science (103/335)]

2. Jastrzebska A, Piasta A., Sztyk, E. Simultaneous determination of selected biogenic
amines in alcoholic beverage samples by isotachophoretic and chromatographic
methods. Food Additives and Contraminants — Part A. Chemistry, Analysis, Control,
Exposure and Risk Assesment, 2014, 31, 83-92. [Q2 Chemistry (miscellaneous), Q2
— Food Science (102/335), w momencie publikacji Q1]

3. Piasta A.M., Jastrzebska A., Krzeminhski M.P. Muziot T.M. Szlyk E. New procedure of
selected biogenic amines determination in wine samples by HPLC. Analytica Chimica
Acta, 2014, 834, 58-66 [Q1 — Analytical Chemistry (14/124)]

4. Jastrzebska A., Piasta A., Kowalska S., Krzeminski M., Sztyk E. A new derivatization
reagent for determination of biogenic amines in wines. Journal of Food Composition
and Analysis, 2016, 48, 111-119. [Q1 Food Science (71/335)]

5. Jastrzebska A., Piasta A., Krzeminski M., Sztyk E. Application of 3,5-bis-
(trifluoromethyl)phenyl isothiocyanate for the determination of selected biogenic
amines by LC-tandem mass spectrometry and °F NMR. Food Chemistry, 2018, 239,
225-233 [Q1 Food science (11/335), Q1 — Analytical Chemistry (10/124)]

Doktorantka jest pierwszym autorem w tylko jednej publikacji, w pozostatych pracach
pierwszym autorem jest dr hab. Aneta Jastrzebska, prof. UMK petnigca role promotora
pomocniczego w niniejszym postepowaniu. Dr hab. Aneta Jastrzebska jest autorem

korespondencyjnym we wszystkich pieciu pracach.



O ile autorem korespondencyjnym publikacji doktoranta z reguty jest promotor, ew. promotor
pomocniczy to troche dziwi mnie, ze doktorantka jest pierwszym autorem tylko jednej pracy.
Z reguty w pracach doktorskich bedgcych kompilacjg publikacji doktorant jest pierwszym
autorem wiekszosci, jesli nie wszystkich prac. W takich przypadkach rola doktoranta w pracy
jest ewidentna, z reguly sugerujgca, ze doktorant wykonuje wiekszo$¢ doswiadczen i pisze
przynajmniej wstepng wersje manuskryptu. W pracy doktorskiej autorka podaje, ze
publikacje powstaty w wyniku realizacji projektu NCN Preludium 9 (2016-2017), ktérego
doktorantka byta kierownikiem. Tym bardziej dziwi mnie pozycja doktorantki na liscie autorow
publikacji tworzacych rozprawe doktorska.

Ponadto, publikacje 1-4 stanowity 1/3 prac, na podstawie ktérych promotor pomocniczy
uzyskata stopien doktora habilitowanego na podstawie osiggniecia naukowego pt. ,Nowe
procedury oznaczania wybranych skfadnikow zywnosci o wtasciwosciach pro- i
antyzdrowotnych” (Uchwata nr 47/2017/18 Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu z dnia 12 wrze$nia 2018).

Z powyzszych wzgleddw istotne jest okreslenie udziatu doktorantki w realizacji prac
wchodzgcych w skiad rozprawy. Informacje dotyczgce wkiladu doktorantki w realizacje
poszczegolnych prac zostaty umieszczone w rozprawie doktorskiej (str. 20-21), zostaty takze
wyjasnione na wniosek recenzenta. Informacje na temat wkfadu poszczegoéinych autoréw w
publikacje wchodzgce w sktad doktoratu zostaty szczegdtowo okreslone i ujete w
oswiadczeniach wspétautoréw zamieszczonych w rozprawie (str. 159-165).

W Swietle istniejgcych przepisow dana publikacja moze zosta¢ wykorzystana przez wiecej
niz jednego autora w postepowaniu 0 nadanie stopnia doktora lub doktora habilitowanego,
aczkolwiek jasno okreslony powinien by¢ zakres pracy wykonywanych w realizacji danej
publikacji w tym wypadku przez doktoranta, tym bardziej, gdy nie jest to praca

interdyscyplinarna z narzucajgcym sie podziatem rél autorow.

Po wnikliwym zapoznaniu sie z publikacjami, oswiadczeniami wspotautoréw i autorki
rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze wktad doktorantki w realizacje badan nad aminami
biogennymi i wynikajgcymi z tych badan byt znaczny, uzasadniajgcy wigczenie tych prac w

zakres rozprawy doktorskiej, szczegolnie w odniesieniu do prac 3-5.

Wszystkie prace wchodzgce w zakres rozprawy doktorskiej ukazaty sie w czasopismach
znajdujacych sie na liscie JCR, wiec zostaty zrecenzowane przez co najmniej dwoch
recenzentow. Z obowigzku recenzenta rozprawy zamieszczam ponizej mojg ocene i uwagi

dotyczgce poszczegolnych prac.

Pierwsza publikacja dotyczy wykorzystania izotachoforezy kapilarnej z detekcjg
konduktometryczng do badania zawartosci histaminy w probkach zywnosci. Gtéwng zaletg

opracowanej metody jest prosty sposéb przygotowania prébki, sprowadzajgcy sie do



ekstrakcji kwasem trichlorooctowym, wirowaniu i filtracji. Autorzy wybrali do ekstrakcji 2%
kwas trichlorooctowy, z uwagi na jego zdolno$¢ do wytrgcania biatek. Opracowana metoda
charakteryzuje sie granicg wykrywalnosci na poziomie 7.01mg/L, liniowoscig w zakresie 5 —
50mg/L. Opracowang metode wykorzystano do oznaczania histaminy w probkach miesa
réznego pochodzenia (indyk, kurczak, wotowina, wieprzowina), wyrobow miesnych, ryb
(fosos wedzony, makrela), oraz serow plesniowych. Jako metode referencyjng wykorzystano
chromatografie cieczowg w odwréconym uktadzie faz z detekcjg UV. W obu metodach nie
stosowano derywatyzacji. Metody te charakteryzowaty sie zblizonymi parametrami
analitycznymi (granica wykrywalnosci, oznaczalnosci, powtarzalnos¢, doktadno$é, odzysk).
Opracowana metoda jest prosta wykorzystujgca izotachoforeze, nie wymaga derywatyzacji
do analizy histaminy, a oznaczenia nie zakidcajg niskoczgsteczkowe peptydy lub

aminokwasy.

Druga publikacja odnosi sie do wykorzystania izotachoforezy do oznaczania wybranych amin
biogennych (histaminy, tyraminy, kadaweryny, putrescyny, tryptaminy, 2-fenyloetyloaminy,
sperminy i spermidyny) w napojach alkoholowych (prébkach wina i piwa). Wyniki oznaczen
elektroforetycznych poréwnano z wynikami oznaczen za pomocg HPLC, po derywatyzacji
prébek chlorkiem dansylu. Odczynnik ten wykorzystywany jest powszechnie do tworzenia
pochodnych amin aromatycznych i alifatycznych w reakcji z pierwszorzedowymi i
drugorzedowymi aminami dajgcy stabilny addukt sulfonamidowy. W metodzie
wykorzystujgcej izotachoforeze nie mozna byto rozdzieli¢ sperminy od spermidyny (podobnie
jak w prezentowanym rozdziale HPLC), ponadto w HPLC nie uzyskano rozdziatu 2-
fenyloetyloaminy i putrescyny. Dla obu metod granice oznaczalno$ci byly wystarczajgce do
oceny zawartosci amin biogennych w zywnosci, ale dla izotachoforezy kilkukrotnie nizsze
wartosci progow oznaczalno$ci okreslono m. in. dla histaminy, tyraminy, kadaweryny. W
opracowanej metodzie wykorzystano zageszczanie probki na kolumnie wstepnej przed
analizg na kolumnie analityczej, co umozliwia analize¢ amin biogennych obecnych w niskich
stezeniach. W odniesieniu do analizowanych prébek wina i piwa, w wypadku niskich stezenh
histaminy, kadaweryny i tyraminy metoda oparta na izotachoforezie kapilarnej pozwalata na
ich oznaczenia ilosciowe, co byto nieosiggalne technikg HPLC. Wykazano bardzo dobrg
przydatnosé opracowanej metody opartej na izotachoforezie to oznaczania amin biogennych

w napojach alkoholowych.

Trzecia publikacja dotyczy oznaczania wybranych amin biogennych (histaminy,
fenyloetyloaminy tyraminy i tryptaminy) w winach za pomocg HPLC wykorzystujgc do ich
detekcji pochodne z CNBF (2-chloro, 1,3-dinitro-5-(trifluorometylo) benzen). Uzyskane
pochodne amin zostaty scharakteryzowane za pomoca metod krystalograficznych i
magnetycznego rezonansu jgdrowego (*H, *C, *F NMR). Nowoscig metody jest stosowany

odczynnik do derywatyzacji i wyczerpujgca charakterystyka spektralna pochodnych. Praca ta
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ukazata sie w czasopismie Analytica Chimica Acta, uznawanym w spotecznosci
akademickiej za jedno z czotowych czasopism w obszarze chemii analitycznej, szczegdlnie
metod przygotowania probek. Przeprowadzono synteze pochodnych amin z CNBF, zbadano
ich wtasciwosci spektralne, co jest jednym z gtéwnych elementéw pracy. Wiasciwosci
spektralne otrzymanych pochodnych zostaly szczegétowo opisane w materiatach
dodatkowych do w/w pracy zamieszczonych a stronach 73-82 rozprawy doktorskie;.

Chociaz metoda charakteryzuje sie niskimi progami oznaczalnosci (0.02 — 0.03mg/L), bardzo
wysokimi odzyskami i zakresem liniowosci od ok. 0.10 —9.00 mg/L, proces przygotowania
prébek do analizy obejmujgcy ekstrakcje, usuwanie rozpuszczalnika, otrzymywania
pochodnych jest doé¢ ucigzliwy i dlugotrwaty. Otrzymane pochodne CNBF amin biogennych
stanowig o selektywno$ci metody, z uwagi na dos¢ ztozony proces przygotowania probek (m.
in. 2-godzinne ogrzewanie pod chtodnicg zwrotng) moze nie by¢ konkurencyjna wobec

standardowych metod opartych na klasycznych metodach derywatyzacji (DNSC, OPA).

Czwarta publikacja zamieszczona w czasopismie Journal of Food Composition and Analysis
dotyczy wykorzystania nowego odczynnika do derywatyzacji (1-fluoro-2-nitro-4-
(trifluorometylo) benzenu, FNBT) w oznaczaniu zawartosci wybranych amin biogennych
(takich samych jak w publikacji nr 3) w winach za pomocg HPLC z detekcjg UV. Schemat
pracy jest podobny do poprzedniej, ze szczegdétowg charakterystykg spektralng otrzymanych
pochodnych, oraz przedstawieniem najwazniejszych parametrow walidacyjnych opracowanej
metody .zakres liniowosci opracowanej metody jest znacznie nizszy (ok. 0.04 — 0.60 mg/L)
niz metody opisanej w pracy nr 3 z derywatyzacjg za pomocg CNBF (ok. 0.09 — 9.00 mg/L).
Zaletg opracowanej metody wzgledem tej z wykorzystaniem CNBF sg nizsze granice
wykrywalno$ci i oznaczalnosci, a takze uproszczenie i skrécenie procedury przygotowania

probek.

Pigta publikacja wchodzgca w zakres rozprawy doktorskiej to praca zamieszczona w
czasopismie Food Chemistry dotyczgca wykorzystania do derywatyzacji 4 amin biogennych
badanych wczesniej (publikacje 3 i 4) izotiocyjanianu 3,5-bis-(trifluorometylo)fenylu (BPI).
Pochodne uzyskane w tej reakcji byty analizowane za pomocag chromatografii cieczowej
sprzezonej z tandemowg spektrometrig mas. Potgczenie derywatyzacji z selektywng
detekcjg stanowi o selektywnosci catej metody, w ktérej mozliwe byto dzieki tym krokom
zrezygnowanie z etapu oczyszczania probek. Dodatkowo w pracy okreslono przydatnosé °F
NMR do oznaczania sumy amin biogennych (w postaci otrzymanych pochodnych) w
napojach alkoholowych. W publikacji, podobnie jak w poprzednich dwdch pracach
przeprowadzono synteze pochodnych, szczegotowo je scharakteryzowano pod katem
wiasciwosci spektralnych (materiaty uzupetniajgce — str. 110 — 139 rozprawy doktorskiej).
Metoda charakteryzowata sie bardzo niskimi limitami detekciji (ok. 0.003mg/L), co

niewatpliwie jest wynikiem wykorzystania w detekcji tandemowej spektrometrii mas oraz



liniowoscig w zakresie ok. 0.01 — 0.2mg/L), co tez jest z pewnoscig wynikiem wybranego
rodzaju detekcji. W poréwnaniu do wczesniejszych prac (nr 3 i 4) opracowana metod oparta
na derywatyzacji z BPI cechuje sie duzg reaktywnoscig z odczynnikiem derywatyzujgcym,
brakiem produktéw ubocznych oraz wysokg czutoscig. Bardzo ciekawym elementem pracy

jest okreslenia catkowitej zawarto$ci amin biogennych w oparciu o wykorzystanie °F NMR.

Publikacje stanowigce prace doktorskg zawierajg w sobie znaczny fadunek nowosci
naukowej, sg interesujgce i wnoszg nowe elementy do analityki amin biogennych,

szczegolnie w obszarze przygotowania probek - derywatyzacji przedkolumnowe;.

Szczegdlnie wysoko oceniam:

e opracowanie nowych metod analizy amin biogennych z tworzeniem nowych
pochodnych przedstawionych w pracach 3-5, pozwalajgce na ich selektywng analize
w napojach alkoholowych,

e opracowanie procedury przygotowania probek o duzej zawartosci biatka i thuszczu do
oznaczania amin biogennych technikg izotachoforezy

¢ Opracowanie procedury oznaczania wybranych amin za pomocg HPLC bez etapu
tworzenia pochodnych

o Opracowanie nowej i szybkiej metody oznaczania sumarycznej zawartosci amin

biogennych z wykorzystaniem techniki *°F NMR.

Nalezy podkresli¢, ze w sktad rozprawy wchodzi 5 publikacji, co jest duzym osiggnieciem. Co
wiecej, sg to prace publikowane w dobrych i bardzo dobrych czasopismach z obszaru chemii
analitycznej i nauk o zywnosci. Sposrdd opublikowanych prac wyrdznitbym prace 3,415
publikowane odpowiednio w Analytica Chimica Acta, Journal of Food Composition and
Analysis i Food Chemistry.

Biorgc pod uwage powyzsze informacje pozytywnie oceniam rozprawe doktorskg. Spetnia
ona wymagania stawiane pracom doktorskim, w tym zamieszczone w Ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika o dopuszczenie pani mgr
Anny Marleny Piasty do dalszych etapow postepowania o ubieganie sie o nadanie stopnia

naukowego doktora.

Elektronicznie podpisany przez
Henryk Hubert Jeler

Hen ryk DN:c=PL,
serialNumber=PNOPL-6210010323

7 0, cn=Henryk Hubert Jelen,

H u be rt J e I e n givenName=Henryk Hubert,
sn=Jeler
Data: 2022.09.07 16:32:18 +02'00"

Henryk Jelen



		2022-09-07T16:32:18+0200
	Henryk Hubert Jeleń




