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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Przybylskiej nt: Chromatograficzne metody
ekstrakeji i oznaczania patuliny w owocach glogu (Crataegus spp.) stanowigcych

skladniki zywno$ci funkcjonalnej i suplementéw diety

Podstawe do opracowania recenzji stanowilo pismo Dziekana Wydziatu Nauk o Zywnosci i
Rybactwa Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie dn.
26.06.2019r dr hab. Agnieszki Térz, prof. ZUT z prosbg o dokonanie oceny pracy doktorskiej
mgr Anny Przybylskiej pt.: Chromatograficzne metody ekstrakeji 1 oznaczania patuliny w
owocach glogu (Crataegus spp.) stanowiacych skiadniki zywnosci funkcjonalnej 1

suplementow diety.

Znaczenie badan podjetych w pracy

Temat podjety w pracy uwazam za niezwykle istotny, poniewaz dotyczy on problemow
zdrowia, zywienia, a dokladniej — zywnosci funkcjonalnej i suplement6éw diety. W ostatnich
latach daje sie zauwazy¢ znaczny Wzrost podazy suplementow diety. Jednakze poziom
kontroli suplementéw diety nie mozna uzna¢ za satysfakcjonujacy, zaréwno pod katem ich
dzialania prozdrowotnego, jak 1 sawartodei sktadnikéw potencjalnie szkodliwych. Wiele
suplementow diety jest nieprzebadanych i nie podlega odpowiedniej kontroli. Jednym z
clementéw kontroli zywnosci w tym suplementéw diety jest analiza poziomu mikotoksyn. W
recenzowanej pracy podjeto probe opracowania patuliny w owocach glogu, stanowigcym
suplement diety. Pomimo, ze do najbardziej toksycznych nalezg aflatoksyny, to patulina jest

jedng z najbardziej powszechnie wystepujgcych mikotoksyn.



Surowce rodlinne moga by¢ pozyskiwane ze stanu naturalnego, plantacji oraz upraw
ekologicznych. Mimo, ze plantacje zajmujg ok. 30 tys. ha, to ponad 200 gatunkow roélin
leczniczych jest zbieranych ze stanu naturalnego. Wiele z tych surowcéw moze by¢
zanieczyszezonych mikrobiologicznie, w tym szczepami plesni z rodzaju Penicillium,
Aspergillus odpowiedzialnych za produkcje metabolitow wtornych, w tym mikotoksyn,
réwniez patuliny. Na podstawie dostgpnej literatury mozna stwierdzi¢, ze w produktach
zielarskich oznaczano zawarto§¢ takich mikotoksyn jak: ochratoksyna, fumonizyna,
aflatoksyna, zearalenon, toksyna T-2 i womitoksyna. Natomiast patulina rzadko byta
obicktem badaf, mimo przypisywania jej wiasciwosci rakotworczych, mutagennych i

teratogennych oraz powszechnosci jej wystgpowania.

Biorgc pod uwage rosngcy rynek suplementéw diety, tendencje dotyczace zalecen w
zywieniu czlowieka, a takze zalecenia dotyczace bezpieczenstwa zywnosci wybor
problematyki badawczej przedstawionej do oceny pracy uwazam za oryginalny i interesujacy

nie tylko z naukowego punktu widzenia, ale takze z punktu widzenia konsumenta.
Ocena formalna

Przedstawiona do oceny praca ma nietypowa forme, poniewaz sktada si¢ z 5 publikacji oraz
streszczenia badan nieopublikowanych. Ze wzgledu na forme pracy ocena merytoryczna i
formalna pracy nie jest zbyt tatwa. Badaniom zwigzanym z okresleniem zawartosci patuliny
sa poswiecone wiaéciwie z pigeiu whaczonych do dysertacji publikacji jedynie trzy [Pl P2,

P5]. Przedstawienie rozprawy w postaci jednolitego opracowania ufatwitoby jej oceng.

Tematem pracy sa chromatograficzne metody ekstrakeji 1 oznaczania patuliny w owocach
glogu stanowigcych skiadniki zywnosci funkcjonalnej i suplementow diety. Tymczasem
opracowywana procedura dotyczy nie tylko owocéw glogu, ale takze jablek, ktore sa
najczesciej zanieczyszezone patuling. W opracowaniu znalazly si¢ réwniez wyniki oznaczania
zawartosci hydroksykwaséw, antyoksydantéw i whadciwosei antyoksydacyjnej w naparach
oraz zawartoéci skladnikéw mineralnych w badanych produktach. Te zagadnienia nie sg
zawarte w temacie pracy i dosé luzno lacza si¢ z tematem. Praca zyskatby na spdjnosci i
czytelnodci, gdyby byta przedstawiona w postaci jednolitego opracowania — monografii lub

cyklu publikacji.



Zastrzezenia budzi tytul rozprawy. W mojej opinii temat rozprawy powinien by¢
sformulowany bardziej ogoélnie, poniewaz nie dotyczy wylacznie probleméw analitycznych
zwiazanych z analiza zawartosci patuliny, ale réwniez zawiera szereg wynikéw oznaczania
zwiazkéw biologicznie aktywnych: antyoksydantéw, mikroelementéw i in. Mogltby brzmieé
np. ,,Charakterystyka mikrobiologiczna i chemiczna wybranych produktow zielarskich

zawierajacych owoce glogu”, co bardziej oddawaloby zawartos¢ rozprawy.

Sformulowanic we wstepie ,,samouzdrawiajace mozliwosci ciata ludzkiego” budzi
watpliwosci mojego Scistego i analitycznego umyshu. Aczkolwiek jest to — oczywiscie —

uwaga dyskusyjna.

W czesei teoretycznej Doktorantka opisuje zanieczyszczenia mikrobiologiczne surowcow
ro§linnych, szczegdlny nacisk kladac na zanieczyszczenia mikotoksynami. Fragment
poswiecony bytowaniu mszyc i afidofagéw, aczkolwiek cickawy, dos¢ luzno laczy si¢ z
tematem pracy. Doktorantka stusznie podkresla niewielka ilos¢ badan poswigconych
oznaczaniu zawartosci patuliny. Kolejny rozdziat dotyczy charakterystyki owocow glogu z
punku widzenia botanicznego, chemicznego oraz uzytkowego, czyli zastosowania.
Doktorantka do$é dobrze i szczegdlowo opracowata rozdzial dotyczacy biosyntezy,
whadciwosci i wystgpowania patuliny. Bardzo dobrze oceniam rozdzialy poswigcone
metodom ekstrakeji i oznaczania patuliny, pomimo, ze metody dotycza gléwnie jablek.
Uwazam, ze ciekawym i dobrze uzasadnionym pomystem jest préba zastosowania nanorurek
do analizy patuliny w owocach glogu. W mojej ocenie cze$é teoretyczna jest dobrze

opracowana.

Ogblny cel pracy oraz cele szczegolowe zostaly precyzyjnie okreslone, aczkolwiek nie w
pelni jasna pozostaje dla mnie hipoteza badawcza. W szczegétowych celach badan cel 4 nie
miedci si¢ w zakresie pracy. Nie wszystkie cele znajduja odzwierciedlenie we wnioskach.
Oznaczania patuliny dotycza wnioski 5 i 6. Wnioski 7, 81 9 s3 bardzo ogo6lnikowe. Brakuje
mi syntezy badan i przedyskutowania zwigzku miedzy zawartodcia patuliny i zawarto$cig

innych oznaczanych zwigzkéw w badanych produktach.

Wéréd przedstawionych do oceny publikacii, bedacych podstawg rozprawy doktorskiej
jedna dotyczy chromatograficznych metod ekstrakeji i separacji stosowanych do oznaczania
patuliny w owocach i sokach owocowych, jest pracg przegladowa, w zasadzie nie dotyczy

owocéw glogu, ale jablek. Patuliny dotycza jedynie dwie prace: ,, A comparison of the
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selectivity of Nano-HPTLC systems used for determination of patulin in fruit juices from the
internet stores and farmacies” i “Adventageous extraction, Cleanup and UHPLC LC-MS/MS
detection of patulin mycotoxin in dietary supplements and herbal blends containing hawberry
from Crataegus spp.”. Pozostale sg dos¢ luzno zwigzane z praca doktorska. Jedna z nich
dotyczy zanieczyszezen mikrobiologicznych, a druga zawartosci zwigzkow bioaktywnych w

naparach z owocow glogu.

W czesei opisowej i publikacji [Przybylska, Bazylak; 2017] Doktorantka zawarla m.in.
wyniki oznaczania wskaznikow jakosci higienicznej suplementow diety oraz mieszanek
ziolowych zawierajacych suszone owoce glogu. Wiyniki tych badan dos¢ luzno wiaza sig z
tematem pracy. Autorka rozprawy nic wykazata zwigzku z zanieczyszczeniem
mikrobiologicznym a zawarto$cia patuliny. Podobnie w przypadku prac po$wigconych
zawartosei mikroelementéw (Mn, Fe, Cu i Zn) [Bazylak i wsp. 2014; Bazylak i wsp. 2017ab]
w suplementach diety i mieszankach ziolowych — przeprowadzone badania sg do$¢ stabo
powigzane z tematem pracy. Prawdopodobiefstwo hamowania rozwoju patogenow
odpowiedzialnych za produkcjg patuliny przez oznaczane mikroelementy i zwiazek z
zawartocia patuliny jest stabo udokumentowane. Analiza zawartosci hydroksykwasow w
naparach z suszonych owocow glogu i kwiatostanow glogu jest z pewnoécig zagadnieniem
ciekawym, ale do$¢ luznie Igczy si¢ z tematem pracy. Autorka nie wykazata zwiazku migdzy
zawartoscig hydroksykwaséw a stezeniem patuliny w badanych produktach. Mozliwo$¢
zmniejszania przez oznaczane hydroksykwasy zawartosci patuliny w badanych produktach

nie jest wystarczajaco uzasadniona.
Ocena merytoryezna

Podjete przez Doktorantkg badania majg bardzo duze znaczenie, zaréwno poznawcze, jak i
aplikacyjne. Autorka wykazala pelne przygotowanie teoretyczne, jak 1 pod wzgledem
warsztatowym. Za bardzo cenny kierunek badan uwazam zastosowanie nanorurek do

izolowania patuliny.

Bardzo dobrze oceniam badania przeprowadzone nad ekstrakcja patuliny metofg SPE, w
ktérych wykazano wysoka przydatnosci nanorurek weglowych do izolowania patuliny w
téznych zakresach stezen. Aczkolwiek sposob przedstawiania wynikow w tabeli 12 budzi
moje watpliwosci co do jasnoéei i czytelnosci przekazu — rubryka ,,Odzysk (RSD) LOD

powinien by¢ moim zadaniem w nagtowku tabeli. Uzyskane wyniki badan przeprowadzonych
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na roztworach modelowych i soku jablkowym zastosowano do ekstrakeji patuliny z owocow

glogu.

Szkoda, ze wynikow badan wskaznikow jakosci higienicznej nie powiazano z zawartoscig
patuliny. Podobne wyniki oznaczania zawartosci hydroksykwasow: kwasu cytrynowego iL-
jablkowego, winowego i szczawiowego w naparach nie powigzano z zawartoscig patuliny:
wykazano korelacje migdzy stezeniami poszczegdlnych kwasoéw i stopniem rozdrobnienia, ale

nie przeanalizowano wplywu oznaczanych kwaséw na zawarto$¢ patuliny.

Cenne sa badania nad analiza zawartosci kwasu askorbinowego, zwigzkéw polifenolowych
oraz flawonoidéw w naparach zawierajacych owoce glogu. Wyniki powigzano z aktywnoscig
antyoksydacyjna oznaczong za pomocg redukcji rodnika DPPH oraz kationorodnika ABTS
oraz zawartoscia kwasu cytrynowego i L-jablkowego. Brakuje przedyskutowania i analizy
wplywu oznaczonych zwigzkéw na zawarto§¢ patuliny, ktéra jest tematem pracy. Podobny
zarzut nasuwa si¢ w przypadku publikacji wchodzgcej w sklad rozprawy doktorskiej a
opisujacej zawarto$¢ mikroelementéw: Mn, Fe, Cu, Zn. Pierwiastki te maja istotny wptyw na
dzialanie ukladu immunologicznego, ale zwigzek z zawartodcia patuliny jest stabo
udokumentowany. Brakuje réwniez poréwnania z innymi produktami zielarskimi.

Pozytywnie i wysoko oceniam opracowanie statystyczne otrzymanych wynikow.

Jako wartosciowe i oryginalne oceniam réwniez wyniki badan z zastosowaniem nanorurek

weglowych do ekstrakeji patuliny.

Jak slusznie zauwazyta Doktorantka stwierdzono brak korelacji miedzy zawartoscig
patuliny w poszczegolnych produktach a o0gblng liczbg plesni, poniewaz biosynteza patuliny

jest cechg charakterystyczng danego szczepu plesni.

Dyskusja uzyskanych wynikéw nie byla zadaniem atwym, ale Doktorantka poradzita sobie z
nim stosunkowo dobrze, aczkolwiek brakuje mi w pracy mechanizméw wyjasniajacych
zwiazek miedzy zawartoscig patuliny a zawartodcig oznaczanych zwigzkow biologicznie

aktywnych: antyoksydantow, hydroksykwasow, mikroelementéw i in.

Na podstawie przedstawionej pracy z cala odpowiedzialnoscig mogg stwierdzic, ze Autorka w
petni opanowata umiejgtnose postugiwania si¢ warsztatem badawczym z zakresu wybranego
kierunku badawczego, wykazata przy tym krytycyzm w odniesieniu do stosowanych metod

analitycznych i uzyskanych wynikow.



W mojej ocenie przedstawiona do recenzji praca magister Anny Przybylskiej
_,Chromatograficzne metody ekstrakeji i oznaczania patuliny w owocach glogu (Crataegus
spp.) stanowigcych skiadniki zywnosci funkcjonalnej i suplementéw diety” charakteryzuje si¢
wysoka wartoscig merytoryczng wykonanych badan, spelnia kryteria prawidiowo
zaplanowanej, zrealizowanej 1 udokumentowanej rozprawy doktorskiej. Wnosz¢ zatem do
Rady Wydziatu Nauk o Zywnosci i Rybactwa o dopuszczenie magister Anny Przybylskiej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. inz., prof. PL

§ ',égu_p \f%’t—*—-
Joanna Leszczyniska



