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Ocena 

pracy doktorskiej mgr Justyny Walczak pt. ,J^ipidomika - separacja i identyfikacja frakcji 

biologicznie aktywnej z wykorzystaniem sprzqzonych technik separacyjnych" 

Celem pracy doktorskiej Pani mgr Justyny Walczak bylo opracowanie nowych metod 

izolowania i analizowania fosfolipidow naturalnych z zoltek jaj kurzych i przepiorczych oraz 

z mleka krowiego. Tak postawiony eel badah uznaj^ za uzasadniony tak ze wzgl^dow 

poznawczych jak i wybranych produktow i surowcow zywieniowych. Pracuj^c od lat 

w tematyce fosfolipidow, zdaj§ sobie spraw^, ze znane i stosowane dot^d metody analizy 

fosfolipidow mozna poprawic tak pod wzgl^dem dokladnosci jak i wiarygodnosci pomiaru. 

Szczegolnie, gdy zabiera si^ do tego Zespol analitykow Prof. Buszewskiego, jeden 

z czolowych zespolow nie tylko w Polsce, ale i na swiecie. Rowniez material badawczy jest w 

pelni uzasadniony, gdyz zarowno jaja kurze jak i mleko s^ podstawowymi produktami 

spozywczymi diety cziowieka. S4 to rowniez produkty, ktore S4 prozdrowotne i niezb^dne dla 

wlasciwego funkcjonowania naszego organizmu. 

Przeslana do recenzji mi dysertacja sklada si^ z wprowadzenia, pi^ciu publikacji 

naukowych, manuskryptu jednej publikacji oraz podsumowania i wnioskow. W cz^sci 

wst^pnej Autorka objasnia co to jest lipidomika, tzn. jaki obszar badawczy obejmuje i co jest 

jej przedmiotem badah. Badania dotyczqce lipidow to pogranicze chemii i biologii. 

Przedmiotem badah s^ natomiast tkanki i komorki organizmow zywych, a ich celem jest 

ustalenie skladu lipidowego w badanym obiekcie, czyli lipidomu. Uzyskane dane 

w pol^czeniu z innych omik: genomiki, proteomiki i metabolomiki pozwalaj^ ustalic sklad 

lipidomow w zaleznosci od genow, a takze dokladniej poznac funkcje lipidow w fizjologii 

organizmow zywych oraz procesy ich metabolizmu. Informacje uzyskane z tych badah mogq 

bye uzyteczne przy diagnozowaniu roznych chorob, np. miazdzycy czy tez choroby 

Alzheimera. 

Na kolejnych stronach Autorka omawia cechy lipidow i ich podzial na poszczegolne, 

strukturalne, klasy. Bardziej szczegolowo omawia obiekty swoich badah, fosfolipidy. 

Podkresla ich prozdrowotne dzialanie w procesach fizjologicznych cziowieka. Prezentuje 

rowniez kwasy tluszczowe omawiaj^c roznice w ich budowie. Podkreslaj^c fakt, ze kwasy 
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co-3 i 00-6 nie syntezowane w organizmie cziowieka, podaje zrodla ich dostepnosci 

w poszczegolnych produktach zywnosciowych jak ryby, orzechy, olej Iniany i jaja kurze. 

Podkreslila znaczenie kwasow co-S, szczegolnie dokozaheksanowego w rozwoju mozgu 

u dzieci. 

W nast^pnym rozdziale cz^sci wprowadzaj^cej, Doktorantka przedstawia metodologi^ 

badawczy przy analizie lipidow w danej probce. Omawia wi^c kolejno, metody izolowania 

lipidow z materialu biologicznego, metody ich rozdzialu oraz identyfikacji i metody 

opracowywania uzyskanych danych analitycznych. 

W kolejnej cz^sci dysertacji prezentuje 5 prac naukowych juz opublikowanych 

i manuskrypt wyslanej do druku stanowi^cych Jej osi^gni^cie, kwalifikuj^ce do uzyskania 

stopnia naukowego doktora nauk chemicznych. Wszystkie prace s^ wspolautorskie. W pi^ciu 

z nich jest pierwszym autorem. Na zakonczenie dysertacji dol^czone s^ oswiadczenia 

wspolautorow wskazujqce, ze mgr Justyna Walczak jest wiodqcym wspolautorem, a juz na 

pewno glownym wykonawc^ cz^sci eksperymentalnej prac. Dwie z tych prac, D l i D5, maj^ 

charakter prac przeglqdowych. Pozostale cztery s^ oryginalnymi pracami doswiadczalnymi. 

W pierwszej z prac przegl^dowych ( D l ) Autorka przekonuje czytelnika do istotnosci 

analizy zywnosci oraz wskazuje na skomplikowany charakter analizy surowcow i produktow 

zywnosciowych. W pracy zamieszczone s^ schematy ideowe takiej analizy i przykiady 

oznaczania skladnikow zywnosci - fosfolipidow. 

W kolejnej publikacji przegl^dowej (D5) mgr Walczak omawia analizy prawie 

wszystkich glownych skladnikow jaja kurzego, a wi^c zarowno bialka jak i zoltka. 

Prezentowane s^ wi^c metody analizy peptydow i bialek oraz metody analizy lipidow ze 

szczegolnym uwzgl^dnieniem fosfolipidow. W pracy omowiona jest rowniez rola 

poszczegolnych skladnikow bialka i zoltka na fizjologi^ cziowieka i ich prozdrowotne 

wlasciwosci. Podkreslone jest takze zastosowanie tych skladnikow w technologii 

wytwarzania zywnosci oraz do kontroli mikrobiologicznej tych procesow. Jest to wi^c 

artykul, ktory razem z artykulem D l tworzylby w klasycznej formie pracy doktorskiej cz^sc 

literaturowq. 

W pracy D2, juz doswiadczalnej, Autorka prezentuje wyniki analizy fosfolipidow 

izolowanych z zoltek jaj kurzych wzbogaconych w nienasycone kwasy tluszczowe co-3 i co-6 

od niosek karmionych pasz^ wzbogacon^ w te wlasnie kwasy. Analizy frakcji lipidowej 

dokonala stosuj^c dwuwymiarow^ wysokosprawn^ chromatografi^ cieczow^ z detektorem 

ESI-MS/MS. W pierwszym wymiarze stosowala preparatywn^ kolumn^ CI8 , a w drugim 

poszczegolne uzyskane frakcje rozdzielala za pomoc^ kolumny wypelnionej zelem 
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krzemionkowym modyfikowanym A/'.O-dialkilofosforoamidem. Stosuj^c tak zmodyfikowan^ 

kolumny analityczn^, zidentyfikowala w badanej frakcji fosfolipidowej: fosfatydylocholin?, 

fosfatydyloetanoloamin?, sfingomielin?, lizofosfatydylocholin?, lizofosfatydyloetanoloamin?, 

lizofosfatydyloglicerol oraz glicerofosfocholin?. Glownymi skladnikami tej mieszaniny byly 

fosfatydylocholina (73%), fosfatydyloetanoloamina (15,5%). Sposrod 15 zidentyfikowanych 

fosfatydylocholin, az 7 zawieralo w swojej strukturze kwasy co-3, glownie linolenowy 

i dokozaheksaenowy, a dwie zawieraly zarowno kwasy co-3 jak i 00-6. Identyfikacji tych 

kwasow dokonala na podstawie widm masowych fosfatydylocholin. 

Kolejnymi produktami badawczymi byly mleko surowe oraz sproszkowane. Autorka 

w pracy D3 prezentuje now^ metod? analizy fosfolipidow z mleka surowego 

i sproszkowanego za pomoc^ chromatografii cieczowej wykorzystuj^cej oddzialywania 

hydrofilowe z zastosowaniem kolumny z wypelnieniem fosfodiestrowym i detektorem U V 

(206 nm). Analiza ilosciowa byla przeprowadzona z zastosowaniem metody laserowej 

jonizacji z udziaiem matrycy i pomiaru czasu przelotu (MALDI-TOF MS). Poszczegolne 

fosfolipidy byly identyfikowane na podstawie danych z widm spektrometrii mas. Analiza 

wykazala obecnosc 14 fosfatydylocholin w surowym mleku oraz 9 w mleku sproszkowanym, 

a takze 4 lizofosfatydylocholiny w mleku surowym i 3 w mleku sproszkowanym. Ponadto 

zidentyiikowano w mleku surowym i sproszkowanym odpowiednio 4 i 3 

fosfatydyloetanoloaminy, 4 i 2 sfingomieliny, 3 i 1 fosfatydyloseryn? oraz 4 i 3 

fosfatydyloinozytole. Analiza kwasow nienasyconych w mleku surowym i sproszkowanym 

wskazuje, ze w tym pierwszym obecne s^ kwasy nienasycone z grupy co-3 (glownie 

dokozaheksaenowy) i kwas arachidonowy (co-6), ktorych brak w mleku sproszkowanjon. 

Autorka wyprowadza z tej obserwacji wniosek, ze roznica ta wynika z technologii produkcji 

mleka sproszkowanego. Trudno si? z tym wnioskiem nie zgodzic. 

W trzeciej opublikowanej pracy doswiadczalnej (D4) tresci^ s^ wyniki badah nad 

opracowaniem nowej metody analizy kwasow tluszczowych wyst?puJ4cych w fosfolipidach 

w zoltku jaja przepiorki. Analizie poddano zoltka jaj od niosek karmionych standardow^ 

pasz^ oraz niosek suplementowanych selenem z drozdzami Saccharomyces cerevisiae, 

suszonymi algami i olejami rybnymi. Fosfatydylocholin? i fosfatydyloetanoloamin? 

rozdzielano stosuj^c chromatografi? cieczow^ z zastosowaniem zloza alkiloamidowego 

zapewniajqcego hydrofilowe oddzialywania z nim rozdzielanych substancji. Detektorem w tej 

metodzie byly dwa sprz?zone spektrometry mas, a jony uzyskano w wyniku elektrorozpylania 

(ESI) . Zidentyfikowano t^ metody 15 fosfatydylocholin i 8 fosfatydyloetanoloamin. Analiza 

wykazala obecnosc 10 fosfatydylocholin w zoltkach jaj przepiorek karmionych standardowo 
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i 11 fosfatydylocholin w zoltkach niosek suplementowanych. Sklad kwasow tluszczowych 

w analizowanych fosfolipidach zostal ustalony na podstawie wynikow analizy GC-MS estrow 

metylowych tych kwasow. Analiza wykazala zwi^kszon^ obecnosc kwasow co-S (DHA 

i EPA) w zoltkach jaj niosek suplementowanych. Wynik ten uzasadnia pomysl, ze dodawanie 

do karmy przepiorek skladnikow bogatych w polinienasycone kwasy tluszczowe moze bye 

dobrym sposobem na wzbogacanie jaj tych ptakow w skladniki o duzej wartosci 

prozdrowotnej. 

W ostatniej pracy, a w zasadzie jej manuskrypcie przedstawiona jest nowa, szybka 

metoda identyfikacji roznych kombinacji kwasow tluszczowych zawartych w fosfolipidach 

zoltek jaj kurzych. Doktorantka analizowala zoltka jaj od trzech rodzajow niosek: karmionych 

pasz4 standardow^, wzbogacon^ oraz hodowanych na wolnym wybiegu. Analiz? fosfolipidow 

prowadzila w ukladzie wysokosprawnej chromatografii cieczowej z tandemowym ukladem 

detektorow MS/MS. Jonizacj? prowadzono metody elektrorozpylania. Tq metody 

zidentyfikowala 124 fosfolipidy, w tym w zdecydowanej przewadze, fosfatydylocholiny 

(30,65%) oraz fosfatydyloetanoloaminy (19,35%), oraz ich lizopochodne. Liczba 

poszczegolnych fosfatydylocholin to liczba kombinacji kwasow tluszczowych. Analizuj^c 

zawartosc nienasyconych kwasow tluszczowych w poszczegolnych rodzajach zoltka, 

potwierdzila si? zasada, ze suplementacja niosek tymi kwasami jest skutecznq metody 

wzbogacania w nie zohek jaj kurzych. Ta ostatnia metoda analizy fosfolipidow jest 

doskonalym sposobem na szybk^ identyfikacj? fosfolipidow w surowcach czy produktach 

spozywczych. 

Przed przyst^pieniem do oceny wartosci naukowej uzyskanych przez mgr Justyn? 

Walczak wynikow trzeba podkreslic, ze zostaly one juz w duzej cz?sci opublikowane 

w renomowanych czasopismach {Journal of Chromatography A, Food Analytical Methods, 

Critical Review in Analytical Chemistry oraz Health Problems of Civilization). Lqczny impact 

factor prac opublikowanych wynosi 10,963. Wyniki te byly wi?c juz oceniane zarowno pod 

wzgl?dem wartosci merytorycznej jak i ich opracowania. W pelni podzielam opini? 

recenzentow tych prac. W mojej ocenie wyniki uzyskane przez mgr Walczak maJ4 duz^ 

wartosc naukowq i to zarowno w aspekcie poznawczym jak i ich aplikacyjnosci. 

Doktorantka opracowala nowe metody analizy fosfolipidow izolowanych z zoltka jaja 

kurzego, z jaj przepiorczych oraz z mleka krowiego, surowego i sproszkowanego. Do 

rozdzialu poszczegolnych fosfolipidow stosowala nowe fazy stacjoname: N,0-

dialkilofosforoamidow^ (analiza fosfolipidow zoltka jaja kurzego), fosfodiestrow^ (w analizie 

fosfolipidow mleka) i alkiloamidowq (w analizie fosfolipidow zoltka jaj przepiorczych). 
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Mgr J . Walczak analizowala rowniez kwasy tluszczowe zawarte w tych fosfolipidach. 

Stosowala w tym celu b^dz chromatografi? gazow^ sprz^zon^ z detektorem MS jezeli 

przeprowadzala te kwasy w estry metylowe, bqdz wysokosprawn^ chromatografi? cieczow^ 

sprz?zon4 z tandemowym ukladem detektorow MS. Opracowane metody s^ nowatorskie tak 

pod wzgl?dem stosowanych faz stacjonamych jak i ukiadu detektorow masowych. W tym 

miejscu chcialbym podkreslic bardzo dobr^ interpretacj? widm masowych zaprezentowana 

przez Doktorantk?. Opracowane metody analizy mog^ znalezc zastosowanie do okreslania 

zawartosci jakosciowej i ilosciowej fosfolipidow w surowcach do produkcji zywnosci oraz 

w wytworzonych produktach. Mog^ bye takze stosowane do badah jakosci i autentycznosci 

produkowanej zywnosci. 

Bardzo dobrze rowniez oceniam opracowanie uzyskanych wynikow w dysertacji 

doktorskiej. Opracowanie cz?sci wst?pnej i podsumowanie jest adekwatne do tytulu i tresci 

zawartej w publikacjach przedstawionych jako osi4gni?cie naukowe. Bardzo rzadko zdarzalo 

mi si? recenzowac prace doktorskie z tak niewielk^ liczb^ bl?d6w. Jeden ze znalezionych 

bl?d6w w tej pracy przydarzyl si? autorom publikacji D2. Zle jest narysowany wzor N,0-

dialkilofosforoamidu. Zgodnie ze wzorem jest to raczej A^-alkilo-aminofosfonian oktadecylu. 

Podsumowuj^c moj^ ocen? wartosci naukowej uzyskanych wynikow oraz ich 

opracowanie w dysertacji doktorskiej stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Justyny 

Walczak spelnia z naddatkiem wymogi stawiane przez Ustaw? o stopniach i tytule naukowym 

tego typu opracowaniom. Prosz? wi?c Rad? Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikolaja 

Kopemika o dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

Ponadto, ze wzgl?du na niezwykle duz^ wartosc naukow^ uzyskanych przez 

Doktorantk? wynikow i dorobek naukowy mgr Justyny Walczak: 10 opublikowanych prac 

oraz 18 komunikatow konferencyjnych, proponuj? wyroznic prac? doktorsk^ i jej Autork? 

stosown^ nagrod^. 
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