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OCENA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Przybylskiej pt. ,,Chromatograficzne metody ekstrakcji i
oznaczania patuliny w owocach glogu (Crataegus spp.) stanowigcych skladniki zywnoSci
funkcjonalnej i suplementéw diety” wykonanej pod kierunkiem prof. dra hab. n. farm. inz.
Grzegorza Bazylaka, Prof. UMK. Przedlozona rozprawa doktorska zostala wykonana w Katedrze
i Zakladzie Bromatologii Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu i zostala przedstawiona
Radzie Wydzialu Nauk o Zywnosci i Rybactwa Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie.

Podstawg przygotowania recenzji jest pismo Pani dr hab. ini. Agnieszki Torz, prof. ZUT,
Dziekana Wydzialu Nauk o Zywnosci i Rybactwa Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie.

Ocena ukladu redakcyjnego rozprawy

Oceniana rozprawa przedstawiona jest w zwartym maszynopisie liczacym 100 stron
komentarza oraz pieciu oryginalnych artykuléw bedacych podstawg rozprawy doktorskiej. Catos¢
rozprawy poprzedzona jest przydatnym wykazem skrotow stosowanych w pracy oraz streszczeniem,
edytowanym w jezyku polskim i angielskim. Wstep rozprawy (rozdziat I), liczacy 38 stron tekstu,
stanowi przeglad literatury prezentujacy wielokierunkowo charakterystyke problemu. Rozdziat II
prezentuje gtowny cel badan, hipotezy oraz cele uzupetniajgce wraz z uzasadnieniem badan; rozdziat
ten zajmuje jedna strone¢ tekstu. Rozdziat III zatytulowany Material badawczy obejmuje 2 strony
tekstu; w rozdziale tym Doktorantka w sposob bardzo krotki i zwigzly opisata analizowane produkty
oraz zaprezentowata schemat analiz wykonanych w ramach badan objetych przedlozong rozprawa.
Ponadto Doktorantka zaznaczyta, iz pelng charakterystyke, bardziej szczegotowy sktad badanych
produktow, procedur¢ wykonania wodnych naparéw oraz petniejszy opis schematu analiz w ramach
prac objetych rozprawa doktorskg mozna znalez¢ w trzech publikacjach, ktore sa podstawg przedtozone;j
rozprawy doktorskiej. Rozdziat IV zatytutowany ,,Wyniki” obejmuje 36 stron tekstu; rozdziat ten
zawiera zwigzly opis zoptymalizowanych metod SPE-HPTLC uzywanych do oznaczania patuliny z
roztwor6w modelowych oraz sokéw owocowych; rozdziatl ten prezentuje rowniez najwazniejSze
uzyskane wyniki. Rozdziat IV stanowi najobszerniejszg cze$¢ komentarza.

Rozdzial V zatytutowany ,,Dyskusja” obejmuje 9 stron tekstu; w rozdziale tym Doktorantka w
sposob zwiezly przedstawita najwazniejsze elementy analizy uzyskanych rezultatow. Natomiast 3 strony
tekstu stanowi rozdziat VI zatytutlowany ,,Podsumowanie i wnioski”; w rozdziale tym Doktorantka
zamie$cita zwiezte podsumowanie oraz sformutowata 9 finalnych wnioskow.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze na szczegolne wyroznienie zastuguje podane przez
Doktorantke najwazniejsze oraz unikalne osiagniecie przedlozonej dysertacji doktorskiej (strona
85).

Rozdziaty I, III, IV oraz V podzielone sg na podrozdziaty.

W kolejnym rozdziale zatytulowanym ,,PiSmiennictwo” Doktorantka zamiescita pelne dane
bibliograficzne (rozdziat VII); to obszerne pismiennictwo obejmuje az 13 stron tekstu. Na szczegdlne
uznanie zasthuguje fakt, iz przewazajaca czg$¢ tych prac stanowig zrodta obcojezyczne. Ponadto
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przewazajaca czg$¢ tych prac ukazata si¢ w ciggu ostatnich 15 lat, przy czym zostaty one opublikowane
w czasopismach z listy Journal Citation Reports.

Do niniejszego bardzo obszernego komentarza (liczacego 100 stron tekstu) Doktorantka
dotaczyta kopie pieciu oryginalnych artykutéw bedacych podstawg przedtozonej rozprawy doktorskiej
wraz z o$wiadczeniami 0 procentowym udziale wspoétautorow tych publikacji (od str. 101 do str. 122).

Doktorantka zamiescita rowniez swoj zyciorys naukowy (dwie strony tekstu; strona 123 i 124)
wraz z zalacznikiem 1 (cztery strony tekstu). Zalacznik ten zawiera bogaty wykaz oryginalnych
publikacji naukowych oraz dtuga liste komunikatow krajowych i zagranicznych; Doktorantka jest
wspotautorka niniejszych publikacji oraz przedtozonych komunikatow. W opinii recenzenta, niezbyt
fortunne jest nie deklarowanie tego waznego dla Doktorantki zalacznika 1 w spisie treSci
komentarza. Zatacznik ten poprzedza rozdzial X (od str. 129 do str. 200) zatytulowany Publikacje
oryginalne autora rozprawy (ij. oryginalne artykuty Doktorantki, ktore stanowig podstawe rozprawy
doktorskiej).

Z przyjemnos$cia stwierdzam, iz uklad przedlozonej rozprawy doktorskiej jest typowy dla
opracowania o charakterze do$wiadczalnym, zachowane sa wlasciwe proporcje pomiedzy cze$cig
teoretyczng oraz cksperymentalng. Komentarz do publikacji stanowiacych podstawe rozprawy
doktorskiej zostal zredagowany w sposob prawidlowy, z uzyciem odpowiedniej terminologii naukowe;.
Na podkreslenie zastuguje przejrzystosé prezentacji eksperymentu badawczego, zastosowanych technik
analitycznych 1 rezultatow badan oraz bardzo staranne przygotowanie pracy pod wzgledem edytorskim.
Stowa uznania naleza za nalezycie zredagowane tabele oraz rysunki, ktore przy tak obszernym zakresie
eksperymentalnym byty wrecz koniecznoscia.

Z pelnym uznaniem stwierdzam, iz Doktorantka bardzo dobrze poradzita sobie z redakcja
poszczegdlnych rozdziatow komentarza. Tres¢ i ich forma nie przeszkadzaja sobie, a wprost przeciwnie,
wzajemnie si¢ uzupetniajg. W opinii recenzenta, pod wzgledem redakcyjnym, a w szerszym tego stowa
znaczeniu — takze edycyjnym, przedtozona rozprawa doktorska moze by¢ wzorem, whasciwego
opisywania tego typu rezultatow badan.

Z pelnym przekonaniem odnotowalem, iz podstawe dysertacji doktorskiej stanowi cykl
pieciu bardzo trafnie dobranych monotematycznych prac tworczych [P-1 — P-5] opublikowanych
w latach 2011 — 2019. Z przyjemnoscia stwierdzam, iz Doktorantka miala imponujacy wklad w
powstaniu kazdej z tych pieciu oryginalnych artykuléw stanowigcych postawe przedlozonej
rozprawy. Wklad Doktorantki w powstawaniu niniejszych prac wynosit odpowiednio: 40%, 80%,
80%, 80% oraz 40%.

Uzasadnienie podje¢cia tematu badawczego oraz ocena uzytych technik analitycznych

W Polsce oraz innych krajach Unii Europejskiej wzrasta wsrdd réznych grup ludzi
zainteresowanie suplementami diety oraz zywnos$cia funkcjonalng, jako jeden ze sposobow terapii i
samouzdrawiajacych mozliwosci organizmu ludzkiego; ten silny trend prozdrowotny przyczynit si¢ to
do wydtuzenia $redniej dlugosci zycia ludzi o ponad 7 lat w poréwnaniu do poczatku lat 90. Ciagly i
intensywny marketing oraz powszechna dostgpnos¢ suplementow diety sprawia, iz coraz wigksza grupa
0sOb systematycznie spozywa te suplementy w artykulach spozywczych. Jednakze przeprowadzona
kontrola NIK wykazata, iz w Polsce nie jest zapewniony zadowalajagcy poziom bezpieczenstwa
suplementéw diety. Eksport i import suplementéw diety (np.: herbatek owocowych i ziolowych,
syropow, surowcoéw zielarskich lub skoncentrowanych sokow owocowych) powoduje, ze rosnie
niebezpieczenstwo migracji zanieczyszczen, zwigzkow antyodzywczych i mikotoksyn w artykutach
spozywczych; wzrasta rowniez mozliwos¢ zainfekowania grzybami pasozytniczymi suplementow diety
oraz zywnosci funkcjonalnej. Szczego6lnie wazne, aby owoce i ziota uzywane do produkcji suplementéw
I mieszanek ziotowych byly zdrowe i niezainfekowane grzybami; zmniejsza to ryzyko zagrozenia
zdrowia zwigzanego ze spozyciem tych artykulow spozywczych. Niestety postgpujaca liberalizacja oraz
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wzrost mig¢dzynarodowej wymiany handlowej sprawia, iz pojawia si¢ potrzeba ciagtej kontroli
surowcow zielarskich (w tym suszonych owocdw, szczegolnie gtogu), syropow lub sokéw owocowych.
(AZ 98% probek skoncentrowanego soku jabtkowego eksportowanego z Chin w latach 2006-2010 bylto
zainfekowanego patuling.) Niezadowalajgca jest w Polsce liczba kontroli oceniajgcych rozmiar skazenia
mikrobiologicznego suplementéw diety, surowcow zielarskich oraz mieszanek ziotowych. Niestety za-
nieczyszczenie mikrobiologiczne jest integralng cze$cig ekosystemu w trakcie uprawy np.: majeranku,
rumianku, bazylii lub tymianku. Poziom grzybow plesniowych w produktach zywno$ciowych zalezy od
temperatury, wilgotnosci 1 odczynu srodowiska oraz od sposobu zbierania surowcéw roslinnych,
suszenia i przechowywania. Mikotoksyny, bedace wtornym metabolitem grzybow plesniowych, sa
powaznym zagrozeniem dla zdrowia ludzi. Wyzej wymienione surowce zielarskie, w tym rowniez
lecznicze surowce zielarskie, moga by¢ zainfekowane sa mikotoksynami, m.in. patuling. Patulina jest
metabolitem wtorny niektorych plesni rozwijajacych si¢ na wielu gatunkach owocow i warzyw. Patulina
jest szczegdlnym zagrozeniem dla zdrowia ludzi; metabolit ten posiada bowiem wtasciwosci mutagenne,
teratogenne oraz prawdopodobnie rakotworcze.

Pomimo licznych doniesien potwierdzajacych skazenie wielu surowcow zielarskich mikotoksy-
nami, w Polsce ciggle mato wiadomo jest o gromadzeniu si¢ szczegdlnie patuliny w ZywnoSci
funkcjonalnej oraz w suplementach diety. Powszechna dostgpnos¢ zywnosci funkcjonalnej i
suplementow diety, w tym takich ktére zawieraja surowce roslinne, sktania do postawienia pytania o
bezpieczenstwo ich stosowania.

Z $wietle powyzszych faktow, w pelni zasadne jest opracowanie przez Doktorantk¢ nowych
chromatograficznych metod mikroanalitycznych, przydatnych do wiarygodnego oznaczania §ladowych
ilosci patuliny w zywno$ci funkcjonalnej, suplementach diety i mieszankach ziotowych uzyskiwanych
z owocow glogu. Rowniez z pelnym uznaniem stwierdzam, iz wybor owocow glogu jest bardzo celowy
oraz uzasadniony. Istotnie, gtog (szczegolnie jego owoce) dzieki duzej zawartosci fenolokwasdéw, amin,
fitosteroli, witaminy C, witamin z grupy B, garbnikow, pektyn i soli mineralnych jest najbardziej
ceniong ros$ling lecznicza. Doktorantka opracowata rowniez metody oznaczania patuliny w soku
jablkowym; wybor tego soku takze uwazam za bardzo trafny; ten bardzo popularny sok zaliczany jest
bowiem do artykutéw spozywczych o bardzo wysokiej wartosci odzywczej.

Z przyjemnoscig stwierdzam, iz do realizacji zaplanowanych zadan badawczych, Doktorantka
wykorzystata niezwykle szeroki zakres technik analitycznych (szczegdlnie metody ekstrakcji do fazy
statej; SPE), wysokosprawng chromatografi¢ cienkowarstwowg (HPTLC), gradientowa ultra-wysoko-
sprawng chromatografi¢ cieczowa sprzezong z tandemowym spektrometrem mas (SPE-UHPLC-
MS/MS), skaningowa (SEM) i transmisyjng (TEM) mikroskopi¢ elektronowa, spektrometri¢ mas z
jonizacja w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej (ICP-MS/MS), metody spektrofotometryczne,
miareczkowe, potencjometryczne oraz metody ptytkowe (analiza mikrobiologiczna).

W mojej opinii, na szczegdlne wyrdznienie zastuguje opracowane przez Doktorantke oryginalne
metody SPE, w ktorych do ekstrakcji patuliny zostaty wykorzystane dwa rodzaje niemodyfikowanych
wielo$ciennych nanorurek weglowych roznigcych si¢ morfologia oraz parametrami fizykochemicznymi.

Wszystkie metody ekstrakcji oraz metody chromatograficznego oznaczania analitow
(szczegolnie patuliny) zostalty szczegdtowo opisane (w komentarzu i/lub w publikacjach stanowiacych
podstawe rozprawy doktorskiej) zarowno w kontekscie zasady poszczegdlnych technik analitycznych,
jak 1 parametrow konkretnego zadania badawczego wraz z opisem uzytej aparatury badawczej. Na
podkreslenie zastuguje zastosowanie nowoczesnej aparatury (szczegdlnie SPE-UHPLC-MS/MS oraz
ICP-MS/MS), ktora pozwalala na wykrywanie analitéw (m.in. patuling) na bardzo niskich poziomach
detekcji (tj. LOD i LOQ), zadowalajgcego ich rozdzielania i identyfikacji oraz zadowalajgcej
doktadnosci, precyzji i powtarzalnosci.

W zwigzku z powyzszym z uznaniem stwierdzam, iz zakres badanych cech jest bardzo
szeroki i w pelni uzasadniony, a zastosowane procedury SPE oraz instrumentalne metody
analityczne nalezy uzna¢ za nowoczesne, pozwalajace na zrealizowanie zalozonych celow
badawczych. Poza opanowaniem nowoczesnych metod analitycznych Doktorantka wykazala si¢
rowniez duzymi umiejetnosciami interpretacji wynikow oraz poprawnej dyskusji. Z pelnym
przekonaniem moge wysoko oceni¢ kompetencje analityczne Doktorantki.
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Z. obowigzku recenzenta przedstawiam ponizej drobne uwagi dotyczace doboru technik
analitycznych oraz badanych skladnikow zywnosci funkcjonalnej i suplementéw diety:

1. W opinii recenzenta niezbyt fortunne jest pominigcie w komentarzu i/lub dolaczonych
publikacjach mozliwosci uzycia bardzo krotkich C18-kolumn (30 mm x 2,1 mm), zawierajace
wypelnienie C18 o $redniej wielko$ci ziarna 1,7 pm; nowoczesne chromatografy cieczowe (LC)
wyposazone w tak wysokosprawne kolumny oraz detekcje MS/MS pozwolityby na osiggnigcie
znakomitej rozdzielczosci oraz jakosciowej i ilosciowej detekcji analitow (w tym patuliny); ponadto
calkowity czas LC-MS/MS analizy probki moglby nie przekroczy¢ 5 min. Tak krotki czas analizy
(obejmujgcy roéwniez przygotowanie do kolejnej LC-MS/MS analizy) znaczaco zwigkszytby liczbe
kontrolnych analiz oceniajacych rozmiar skazenia mikrobiologicznego suplementéw diety, surowcow
zielarskich, mieszanek ziotowych. W mojej opinii, uzycie systemu LC-MS/MS pozwolitoby na znaczace
uproszczenie procedury przygotowania probek do oznaczania patuliny. Spektrometria mas (tryb SIM)
pozwala bowiem na oznaczanie analitow bez konieczno$ci zadowalajacego ich oddzielenia od innych
endogennych substancji analizowanej probki.

2. Analizujac tekst pierwszego artykulu [P-1] odnotowalem pewne niescistosci (str. 63). Pre-
kolumny uzywane sg standardowo do zabezpieczenia kolumny analitycznej (znacznie drozszej niz
prekolumna). C18-prekolumna potaczona z C18-kolumng analityczng standardowo powinna zawiera¢
takie samo wypelnienie. Prekolumna eliminuje z analizowanej probki czynniki degradujace sprawnosé
kolumny analitycznej (np.: mikro-osady, biatka, etc.); o jako$ci separacji analitu (np. patuliny) od
substancji endogennych probki decyduje sprawno$¢ kolumny analitycznej, sposob elucji i/lub detekcji.

3. Poziom endogennych substancji przeszkadzajacych w chromatograficznym oznaczaniu patuliny
zmniejsza np. ekstrakcja SPE. Czy odnotowane, w dysertacji doktorskiej i cytowanych publikacjach,
réznice w odzysku patuliny oraz innych analitow z kolumienek SPE nie wynikaty rowniez z uzycia
eluentow o réznych stopniach czystosci (np.: HPLC, HPLC gradientowa, HPLC super-gradientowa, GC
lub GC-MS) ? Niekoniecznie rozpuszczalniki o wyzszej czysto$ci gwarantuja wigksza warto$¢ odzysku
analitu z kolumienek SPE; ponadto obj¢to$é rozpuszczalnika niezbgdna do ekstrakcji SPE moze by¢
uzalezniona od stopnia czystosci rozpuszczalnika.

4. Doktorantka badata wydajnos¢ selektywnej ekstrakcji patuliny metodg SPE z klarowanych
sokow jabtkowych. Nalezy jednak naciskiem stwierdzi¢, iz naturalnie metne soki jabtkowe zapobiegaja
nowotworom i starzeniu sie oraz wspomagaja ogolng odporno$é organizmu. Zaden klarowany sok
jabtkowy nie posiada takich cennych wiasciwosci. Zatem nasuwaja si¢ nastepujace pytania:

Jakie przestanki zdecydowaty o wyborze jedynie klarowanych sokow jabtkowych ?

Jak realizowana bytaby metoda ekstrakcji SPE patuliny soku z owocow glogu, w ktorych naturalnie

pojawia si¢ osad (tj. z naturalnie metnych sokow z owocow glogu) ?

Czy naturalnie wystepujacy osad na przyktad w soku z owocu gltogu moze posiada¢ zdolnos¢

absorpcyjng 1/lub adsorpcyjna patuliny ?

5. Jakie przestanki sktonity Doktorantke do oznaczania stezenia Mn, Fe, Cu i Zn w suplementach
diety oraz mieszankach ziotowych zawierajacych suszone owoce gtogu ? Jest bowiem wiele innych
niezbednych dla cztowieka mikroelementow (na przyktad takie mikronutrienty jak selen, fluor, jod,
chrom, kobalt, bor lub molibden).

6. W mojej opinii tytut dysertacji doktorskiej nie odzwierciedla w peni jej tresci; brakuje w nim
informacji o badanym soku jabtkowym.

PODSUMOWANIE

Z przyjemnoscia stwierdzam, iz przedtozona do oceny dysertacja jest bardzo interesujgcym
opracowaniem, na ktory sktadaja si¢ obszerny komentarz oraz pig¢ oryginalnych artykutéw bedacych
podstawg rozprawy doktorskiej. Komentarz zawiera starannie zredagowane teoretyczne podstawy
tematu, hipotezy i cele dysertacji, opis nieomal optymalnie zaplanowanych eksperymentow i
przeprowadzonych badan w oparciu o innowacyjng metodyke oraz w pelni zadowalajgcg interpretacje
uzyskanych wynikow badan. Z pelnym przekonaniem mozna stwierdzi¢, ze uzyskane rezultaty zadan
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badawczych posiadaja zarbwno wartosci poznawcze jak i praktyczne oraz moga by¢ podstawa do
dalszych prac w tym zakresie. Z przyjemnoscia stwierdzam, iz czwarty [P-4] oraz szczegolnie piaty
[P-5] oryginalny artykul charakteryzuje si¢ bardzo wysokim poziomem naukowym oraz
prezentuje bardzo ciekawe i cenne rezultaty badan. W mojej opinii piata oryginalna publikacja
[P-5] moze by¢ ozdoba rozprawy habilitacyjnej. W opinii recenzenta, mgr inz. Anna Przybylska
zrealizowata zatozone w rozprawie cele badawcze.

W podsumowaniu pragn¢ podkresli¢, ze zawarte w recenzji drobne uwagi oraz watpliwosci nie
umniejszajg warto$ci merytorycznej dysertacji doktorskiej. Moim zdaniem przedtozona rozprawa
posiada znaczace walory poznawcze oraz aplikacyjne.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, iz dysertacja doktorska pt. ,,Chromatograficzne
metody ekstrakcji i oznaczania patuliny w owocach glogu (Crataegus spp.) stanowiacych skladniki
zywnosSci funkcjonalnej i suplementow diety” spelnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia
14.03.2003 r. (Dz.U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.) o stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule

w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789).

W zwiazku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk o Zywnosci i Rybactwa
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego o dopuszczenie mgr inz. Anny
Przybylskiej do dalszych etapu przewodu doktorskiego.

Z powazaniem

Prof. dr hab. Marian Czauderna
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