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Zaktad Bezpieczenstwa i Analizy
Chemicznej Zywnosci

RECENZJA

Rozprawa doktorska Pani mgr Iwony Altyn, pt.: ,,Analiza substancji niepozadanych —
wtérnych metabolitow grzybéw plesniowych w surowceach zbozowych oraz otrzymanych
z nich suplementéw diety” wykonanej pod kierunkiem Pani dr hab. Magdaleny
Twaruzek, prof. Uczelni (UKW) w Katedrze Fizjologii i Toksykologii Wydziatu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy

Mykotoksyny nalezg do wtérnych metabolitéw grzybow plesniowych, ktore moga byé
biosyntetyzowane przez wiele gatunkéw grzybow, na wielu ptodach zaréwno podezas wzrostu
roslin, a takze podczas ich magazynowania. Zwiazki te stanowig réznorodng grupe pod
wzgledem budowy chemicznej, co decyduje o ich szerokim spektrum toksycznosci zaréwno
dla ludzi, zwierzat, jak i ro$lin. Obecnos¢ toksyn w surowcach roslinnych niesie zatem ze soba
ryzyko zwiazane zagrozeniem dla bezpieczenstwa zywnosci. Obecnie znanych jest ponad 500
wtérnych metabolitéw grzybowych i dzieki rozwojowi technik opartych na spektrometrii mas
liczba poznawanych mykotoksyn stale rognie. W skali $wiata za najbardziej istotne, pod
wzgledem toksykologicznym, a takze ekonomicznym, uznawane sa mykotoksyny takie jak
aflatoksyny, ochratoksyna A, niektore trichoteceny, zearalenon oraz fumonizyny. W ostatnich
latach na poziomie Unii Europejskiej do tej grupy zaliczone zostaly cytrynina i alkaloidy
sporyszu. Niektére z tych substancji wykazuja dziatanie kancerogenne, nefrotoksyczne,
hepatotoksyczne, immunotoksyczne, mutagenne oraz teratogenne. Ich obecnos$é w surowcach
roslinnych zwigzana jest z rozwojem niektorych gatunkéw grzybéw nalezacych do Aspergillus

spp., Penicillium spp., Fusarium spp., Claviceps spp. oraz Monascus spp. (cytrynina).

Jednym z produktéw, w ktérych moga znajdowac sie mykotoksyny sa suplementy diety,
ktore bardzo czesto pozyskiwane sa z roslin zielarskich cechujgcych sie obecnoscia zwiazkow
o charakterze bioaktywnym. Niestety, jak wiekszo$¢ roslin, moga byé infekowane
patogenicznymi grzybami plesniowymi, ktorych skutkiem moze by¢ biosynteza wtérnych
metabolitow. Oprocz mykotoksyn, w suplementach diety moga wystepowaé metale ciezkie,

pestycydy, WWA i wiele innych ksenobiotykéw. Zgodnie z ustawg o bezpieczenstwie
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zywnosci 1 zywienia z dnia 25 sierpnia 2006 roku, suplementy diety zaliczane sg do srodkow
spozywezych. A wiec, suplementy diety podlegajg europejskiemu i krajowemu prawu
zywnosciowemu, ktére w odniesieniu do wielu produktéw spozywezych, szczegblnie w
kontekscie obecnosci patogenéw i ksenobiotykow jest bardzo restrykcyjne. Niestety, pomimo
coraz wickszego zasobu wiedzy z zakresu obecnosci zanieczyszczen chemicznych i
biologicznych w tej grupie zywnosci, nie ma obowigzujgcych limitow prawnych dla wielu

substancji z tych grup zwiazkow.

Majac na uwadze ryzyko obecnosci substancji skazajacych w suplementach diety, Pani
mgr Iwona Altyn postanowita w swojej dysertacji wykona¢ badania zwigzane z identyfikacja
grzybow plesniowych w probkach surowcow roslinnych oraz suplementach diety, a takze
przeprowadzié charakterystyke obecnosci wybranych mykotoksyn. Ostatecznym celem
Doktorantki bylo przeprowadzenie oceny pobrania mykotoksyn wraz z suplementami diety.
Nalezy zaznaczy¢, ze informacje dotyczace wystgpowanie mykotoksyn w r6znego rodzajach

suplementach diety, nie sg czesto opisywane w Swiatowej literaturze.
Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska jest rozbudowana i liczy w sumie 266 stron. Uklad pracy jest
typowy dla dysertacji o charakterze eksperymentalnym. Praca zawiera 33 tabele, 94 wykresy 1
40 rysunkow. Ponadto w pracy umieszczono 20 zatacznikow, w tym zatacznik 11 — 4 tabele 1
3 wykresy, zalgezniki 12, 13, 15, 16, 18 i 19 — po 8 tabel, zataczniki 14, 17 i 20 — po 2 tabele.
Praca obejmuje takze 1,5 stronnicowy wstep, czgs$¢ teoretyczng sktadajaca sie z 54 stron, cel i
zakres pracy — 1 strona, cze$¢ dos§wiadczalna, w sktad ktérej wehodza: material badawczy — 16
stron, metody — 8 stron, wyniki — 59 stron, dyskusja — 6 stron, wnioski koncowe — 1 strona.
Cytowane pismiennictwo liczy az 477 pozycji literaturowych. Praca zawiera takze spis tresci
oraz wykaz skrotow i akronimow zastosowanych w pracy. Liczba stron pracy jest uzasadniona

rozbudowang czes$cig opisowag materiatu badawczego oraz iloscig przeprowadzonych analiz.
Ocena merytoryczna pracy

Cze$é teoretyczna pracy sklada si¢ z do$¢ obszernej charakterystyki potencjalnych
zanieczyszczen suplementow diety w kontekscie grzybow plesniowych i ich metabolitow, m.
in. Alternaria spp., Aspergillus spp., Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp. oraz

mykotoksyn wytwarzanych przez te patogeniczne grzyby — aflatoksyn, ochratoksyny A,
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patuliny, trichotecen, zearalenonu. Zagadnieniom tym towarzyszg ciekawe ilustracje grzybow
z obrazu mikroskopowego pozyskanych z kolekeji Katedry Fizjologii i Toksykologii
Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego. Dos¢ szczegblowo omoéwiono réwniez aspekty
toksykologiczne wtérnych metabolitow. Cho¢ ta cze$¢ pracy zostala przedstawiona poprawnie,
ciekawsze w mojej opinii byloby skoncentrowanie sie¢ na nowszych aspektach badan
mykotoksyn, choéby dokonanie podsumowania postgpéw badan w zakresie charakterystyki
toksykologicznej wtérnych metabolitow zarowno w badaniach in vitro, jak i in vivo w
kontekscie ich wzajemnego oddziatywania (efekt synergistyczny, addytywny oraz

antagonistyczny).

Drugim zagadnieniem podejmowanym w cze$ci teoretycznej pracy jest charakterystyka
prawa zywnoSciowego na poziomie krajowym i wspdlnotowym. Doktorantka bardzo
szczegdtowo 1 rozlegle opisuje zrédta prawa krajowego i europejskiego w kontek$cie
bezpieczefistwa zywnosci, w tym suplementow diety. Cze$¢ ta sklada sie z rozdzialow ,,0gdlne
zasady prawa zywno$ciowego”; ,,Suplementy diety”; ,,Aspekty prawne bezpieczenstwa
suplementéow diety na terenie Unii Europejskiej” oraz ,,Bezpieczenstwo stosowania
suplementdw diety”. Te czg$¢ uwazam za zbyt szczegdétows i obszerng, poniewaz jest to wiedza
majaca charakter informacyjny, ktora jest ogdlnie dostepna i zawiera liczne interpretacje.
Ponadto rézne opracowania w tym zakresie sg powszechnie dostepne w Internecie oraz
broszurach informacyjnych urzgedowej kontroli zywno$ci. Co wazne, poruszajagc sie w
przepisach prawa zywnosciowego bardzo latwo jest popelni¢ bledy powolujgc si¢ na
niewlasciwe akty prawne, ze wzgledu na ich wielokrotne nowelizacje i zmiany. Wtasnie w tym

kontekscie Doktorantka nie ustrzegta si¢ pomylek.
Przyktady:

Str. 32: Rozporzadzenie Komisji Nr 466/2001 z dnia 8 marca 2001 — nie obowigzuje; zastgpito
je Rozporzadzenie Komisji 1881/2006 z dnia 19 grudnia 2006 r. Podobnie nieaktualne jest
Rozporzadzenie Nr 856/2005 z dnia 6 czerwca 2005 r. Z kolei Rozporzadzenie Nr 1126/2007
jest Rozporzadzeniem zmieniajacym Rozporzadzenie 1881/2006 w kontekscie najwyzszych
dopuszczalnych zawartosci w odniesieniu do toksyn grzybow Fusarium w kukurydzy i

produktach z kukurydzy.
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Str. 33-36: Tabela 5 zawiera niepoprawne dane w odniesieniu do maksymalnej dopuszczalnej
zawartosci dla sumy toksyn HT-2 i T-2. Zaprezentowane dane w tabeli, pochodza z Zalecenia
Komisji z dnia 27 marca 2013 r., a podane zawarto$ci nie dotycza maksymalnej dopuszczalnej
zawartosci, ale pozioméw wskaznikowych, tj. pozioméw powyzej ktorych (przy czestym
wykryciu) konieczne jest przeprowadzenie badan dotyczacych charakterystyki czynnikéw
prowadzgcych do obecnosci toksyn T-2 1 HT-2. Poziomy wskaznikowe nie stanowia poziomow
bezpieczenstwa dla zywnosci. W odrdznieniu od unijnych rozporzadzen i dyrektyw, zalecenia
nie sg obligatoryjne w krajach cztonkowskich. Doktorantka w Tabeli 5 pomingta warto$¢
maksymalnej dopuszczalnej zawartosci dla cytryniny. Warto$¢ ta zostala wprowadzona
Rozporzadzeniem Komisji (UE) 2019/1901 z dnia 7 listopada 2019 r., ktoére zmienialo
Rozporzadzenie (WE) Nr 1881/2006 i dotyczy suplementéw diety na bazie ryzu

fermentowanego grzybami Monascus purpureus.

Str. 37: Rozporzadzenie Komisji 669/2009 zostalo uchylone przez rozporzadzenie
wykonawcze Komisji 2019/1793 z dnia 22 pazdziernika z 2019 r.

Str. 39: Rozporzadzenie Komisji Nr 882/2004 oraz Nr 854/2004 zostato uchylone i zastgpione
Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/625 z dnia 15 marca 2017 r.,

ktére obejmuje pdzniejsze aktualizacje.

Str. 50: Dyrektywa Nr 2001/82/WE zostala uchylona i zastgpiona Rozporzadzeniem
Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/6 z dnia 11 grudnia 2018 r.

Na przyszto$¢ zalecam, aby przy przygotowaniu opracowan w tym zakresie Doktorantka
korzystata z bazy EUR-Lex, w ktorej mozna weryfikowa¢ aktualno$é¢ dokumentéw prawnych

1 korzysta¢ z wersji skonsolidowanych, co umozliwi wyeliminowanie tego rodzaju pomytek.

Glowny cel i zakres badan zostal sformutowany prawidtowo, choé w mojej opinii
brakuje hipotez badawczych, ktéorych weryfikacja utatwilaby wnioskowanie. Material
badawczy zostal bardzo starannie dobrany i scharakteryzowany. Na uwage zastuguje ilo$¢ i
réznorodnos¢ materiatu badawczego (290 probek suplementéw diety), w skiad ktorych
wchodzily blonnik i babka plesznik, glog dwuszyjkowy, korzen maca, czerwony ryz
drozdzowy, ostropest plamisty, pylek pszczeli, soja, stewia, wierzbownica drobnokwiatowa,

zielony jeczmien. Doktorantka przedstawita fotografie roslin, z ktérych pozyskano suplementy
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diety oraz fotografie materiatu badawczego w r6znych postaciach (nasiona, proszek, kapsutki,

tabletki). Brakuje informacji w jakim czasie zakupiono badane probki.

Metody badan wykorzystywane w pracy zostaly opisane szczegotowo. Dotyczyly one
oznaczania og6lnej liczby grzybow plesniowych oraz identyfikacje rodzajowg grzyboéw na
podstawie oceny mikroskopowej zgodnie z procedurami opisanymi w PN. Metody te dobrano
poprawnie, niemniej jednak w opinii Recenzenta, mozna bytoby postuzy¢ sie pewniejszymi
metodami opartymi na biologii molekularnej lub przy zastosowaniu spektrometrii mas z
uzyciem desorpcji laserowej wspomaganej matrycg z analizatorem czasu przelotu (MALDI
TOF - Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of Flight). Uwaga ta nie umniejsza
ogromu pracy jaki zostal wlozony przez Doktorantke, a dobor metod przypuszczalnie wynikat
z mozliwosci aparaturowych w tym zakresie. Poza identyfikacjg grzybéw Pani mgr Iwona
Attyn przeprowadzita prace zwigzane z analizg iloS§ciowa wybranych mykotoksyn (CIT, PAT,
AFs, OTA, wybrane trichoteceny oraz ZEN). Wysoko oceniam wykorzystanie metod do
analizy mykotoksyn, ktére opieraly si¢ na zaawansowanych technikach chromatografii
cieczowej i spektrometrii mas. Majg one wiele zalet oraz na calym $wiecie stajg sie
»standardem”. Jako$¢ uzyskanych wynikow byta wspierana poprzez positkowanie sie
wzorcami toksyn znakowanych izotopowo. Do oznaczenia zawartosci AFs, OTA i CIT w
probkach suplementow diety Doktorantka postuzyta si¢ metodami referencyjnymi opartymi na
technice chromatografii cieczowej potaczonej z detektorem fluorescencyjnym. Zaktadam, ze
dobdr ten wynikal z potrzeby uzyskania niskich wartosci granic oznaczalno$ci, ktore w
przypadku techniki LC-MS/MS trudno bytoby uzyska¢. Na koniec rozdziatu ,,Metody” Autorka
scharakteryzowala metode szacowania oceny narazenia mykotoksyn pobranych przez
czlowieka, oparta na poroOwnaniu szacunkowego pobrania toksyny z warto$cig TDI
poszczegdlnych zwigzkoéw. Brakuje informacji, w jaki sposob wyznaczono warto$¢ dziennego
spozycia suplementow diety przez cztowieka. Czy ta warto$¢ opiera si¢ na opracowaniach
jakiej$ instytucji, czy na skali importu i produkcji wiasnej przeznaczonej na polski rynek? Czy
moze Autorka opierala sie na zaleceniach okreslonych na etykiecie produktu? Zrédto tych
danych jest istotne, poniewaz umozliwi wskazanie grupy docelowej, ktorej ta ocena narazenia
dotyczy. Rowniez w przypadku rozdzialu ,Metody” zaobserwowano niejasnosci, ktore
wymagaja sprostowania albo wyjasnienia. Recenzent nie dopatrzyl si¢ informacji w ilu
niezaleznych powtorzeniach przeprowadzono wszystkie analizy? Dlaczego w przypadku

oznaczenia trichotecen i ZEN, wzorzec 13C-ZEN dodawano do ekstraktu przed jego
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naniesieniem na kolumienke Bond Elut Mycotoxin, a w przypadku pozostatych znakowanych
wzorcow dodawano po naniesieniu tego roztworu (tj. do oczyszczonego ekstraktu)? Brakuje
informacji w jaki sposéb prowadzono analizy w przypadku toksyn, dla ktérych nie bylo
wzorcobw wewnetrznych. Czy byla to metoda kalibracji zewnetrznej? Czy moze
wykorzystywane standardy wewnetrzne stosowano tez w odniesieniu do pozostatych toksyn?
Dlaczego w fazie ruchomej stosowano az 1% dodatku kwasu octowego? Zbyt wysokie stezenie
kwasu skutkuje podniesieniem szumoéw w trakcie jonizacji. Generalnie takie stezenia kwasu
stosuje si¢ podczas analiz przy zastosowaniu techniki LC-MS/MS, ale w przypadku analiz
mykotoksyn niekoniecznie jest to pozgdane. Brakuje rowniez informacji w jaki sposob
eliminowano wplyw matrycy oraz w jaki sposob wyznaczono wartosci LOQ i LOD?
Doktorantka nie zamiescita réwniez informacji na temat poziomoéw wzmocnienia dla
poszczegolnych matryc, co do ktorych zostata zrealizowana walidacja metody. Czy wartos$¢
odzysku jest wartosciag $rednig? Jaka byla liczba powtdérzen niezaleznych, dla ktorych
wyznaczono wartos¢ odzysku? Brakuje takze wartosci powtarzalnosci metody. Wyjasnienie
konieczne jest w przypadku wyniku dotyczacego wartosci odzysku w Tabeli 10. Autorka pracy
zamiescita dane, ze wartos¢ odzysku dla ochratoksyny A w przypadku ostropestu plamistego
wynosi 11%. Poniewaz Doktorantka w calej dysertacji odnosi si¢ do potrzeb wprowadzenia
legislacji w kontek$cie dopuszczalnej zawartosci mykotoksyn w suplementach diety, w opinii
Recenzenta wyniki eksperymentu walidacyjnego powinny by¢ odniesione do kryteridw
skutecznosci metody okreslonych w Rozporzadzeniu 401/2006 z dnia 23 lutego 2006.
Oczywiscie dla potrzeb badan opisanych w dysertacji nie jest to wymodg obligatoryjny. Brakuje
informacji w Metodach, w jakiej temperaturze termostatowano kolumne HPLC oraz wykazu
jondw prekursordw oraz jonow fragmentacyjnych, ktore wybrano do identyfikacji badanych
mykotoksyn. W przypadku oznaczenia aflatoksyn podano informacje, ze do fazy ruchome;j
dodawano KBr, natomiast nie wspomniano, ze dodatek tej soli jest zwigzany z koniecznos$cia

przeprowadzenia derywatyzacji pokolumnowej podczas analizy technikg HPLC-FLD.

Otrzymane wyniki zostaly zaprezentowane w réznych uktadach, tj. z podziatem na
surowiec oraz forme¢ badanych probek. W kazdej z tych grup, wyniki zostaly
scharakteryzowane wyczerpujaco i wskazuja, ze suplementy diety mogg charakteryzowaé sie
wysokim stopniem zanieczyszczenia grzybami plesniowymi. Swiadczy o tym wysoki odsetek
probek zanieczyszczonych grzybami plesniowymi szczegdlnie w przypadku suplementéw na

bazie glogu dwuszyjkowego, korzenia maca, ostropestu plamistego, pytku pszczelego oraz
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wierzbownicy drobnokwiatowej, co moze sugerowaé obecnos¢ mykotoksyn w tych probkach.
Zapis w Tabelach 11 - 21 dotyczacy sumy ogdlnej liczby grzybow, w tym plesni i drozdzy jest
niezrozumiaty. Co nalezy rozumie¢ pod pojeciem ,,suma ogdlnej liczby tych organizméw”

wyrazonej w jtk/g?

Wyniki zawartosci mykotoksyn w badanych probkach suplementéw diety wskazuja, ze
substancje te wystepowaly we wszystkich badanych grupach produktéw, niekiedy na
relatywnie wysokim poziomie. Recenzent nie znalazl wyjasnienia, dlaczego do badan
mykotoksyn wzigto 246 probek sposrod 290, a takze dlaczego w przypadku PAT i CIT
analizowano odpowiednio tylko 29 i 15 prébek. Ponadto opisywane wyniki wskazuja, ze w
przypadku suplementéw diety na bazie glogu dwuszyjkowego analizowano tylko PAT,
natomiast suplementéw na bazie czerwonego ryzu drozdzowego tylko CIT. W zwigzku z tym,

Recenzent prosi o wyjasnienie tej kwestii.

Interesujgcy w opinii Recenzenta jest rozdzial poswigcony analizie statystycznej
wynikéw, w ktéorym Doktorantka dokonata proby ustalenia istotnych zwigzkéw pomiedzy
zawartoscig grzybow plesniowych a zawartoscia mykotoksyn w projekeji korelacji rang
Spermana. Analizg t¢ zastosowano dla wszystkich badanych probek, a takze w grupach z
podziatem na kategori¢ produktow. Doktorantka wyjasnita powody, dla ktérych zdecydowata
si¢ zastosowa¢ wspomniang metode statystyczng. W duzej liczbie przypadkéw ustalono, ze
wzrost niektorych nietypowych dla danych mykotoksyn plesni wigzat si¢ ze wzrostem lub
spadkiem zawartosci tych mykotoksyn, co moze budzi¢ zastanowienie. Jednakze sita tych
zwigzkow na ogot byla slaba lub umiarkowana. Recenzent zaobserwowat relatywnie wysoki
stopien zanieczyszczenia probek suplementéw diety na bazie blonnika i babki plesznik
trichotecenami. Jest to zastanawiajace, gdyz w tych samych probkach identyfikowano inne
grzyby niz Fusarium spp. Podobng obserwacj¢ Recenzent odnotowat w przypadku probek na
bazie ostropestu plamistego, soi, wierzbownicy drobnokwiatowej i zielonego jeczmienia. Czy
te obserwacje mozna wyjasni¢ zdolnoscia innych mikroorganizméw niz Fusarium spp.,
zidentyfikowanych w probkach do biosyntezy tych substancji? Czy sg jakie$ dane literaturowe
w tym zakresie? Jak autorka wytlumaczy relatywnie wysokie zawartosci deoksyniwalenolu

oraz sumy toksyn HT-2 i T-2 si¢gajace odpowiednio nawet okoto 4000 i 2500 pg/kg?

Ostatnim aspektem omoéwienia wynikdw jest ocena narazenia ludnosci na mykotoksyny

pobrane przez cztowieka wraz z suplementami diety przy przyjeciu zalozenia, ze zawarto$é
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mykotoksyn w suplementach diety jest rOwna wartosci mediany zawartosci tych zwigzkow.
Brakuje informacji, czy warto$¢ mediany zostala wyznaczona z wartosci stezenia w probkach
pozytywnych? Czy moze wzieto pod uwage wszystkie badane probki, przy czym zawartosci
mykotoksyn w prébkach, w ktorych nie wykryto mykotoksyn powyzej poziomu LOQ przyjeto
zalozenie, ze zawarto$¢ kazdej z mykotoksyn wynosi 0,5¥*LOQ? Drugie podejscie jest bardziej
urealnione i czesto stosowane w ocenie narazenia. Relatywnie wysoki poziom narazenia
Doktorantka odnotowata w przypadku toksyn HT-2 i T-2 obecnych w suplementach na bazie
ostropestu plamistego, jednakze ogélnie ocena ryzyka wykazata niski stopien narazenia na
mykotoksyny pobrane przez czlowieka z suplementow diety. Na stronie 153, w Omdwieniu
wynikéw Doktorantka cytuje: ,,Wspolczynnik %TDI na poziomie 20,06% wskazuje na
chroniczne narazenie na T-2 i HT-2 w przypadku ostropestu plamistego...”. Niestety nie moge
zgodzi¢ sie z tym stwierdzeniem, poniewaz z zalozenia suplementy diety maja uzupelnia¢
niedobory organizmu czlowieka, wigc spozywa si¢ je przez okreslony czas, a nie w sposob
ciggly. Mimo tego nalezy pamigtaé, ze gtowne ryzyko narazenia cztowieka na mykotoksyny
wynika z faktu spozycia produktéw spozywcezych, szczegolnie zbozowych. Czeste sigganie po

suplementy diety moze powodowac wzrost ryzyka narazenia na tego typu substancje.

Dyskusja wynikow jest odrebnym rozdziatem, w ktéorym Doktorantka dokonata
charakterystyki wynikéw uzyskanych w badaniach w zestawieniu z danymi dostepnymi w
literaturze. Za stabg strong tego rozdzialu uwazam brak nawigzania choéby do kwestii
dotyczacych braku powigzania pomigdzy zidentyfikowanymi grzybami, a oznaczonymi
mykotoksynami w badanych probkach, o ktdérych wspomniano wezesniej. Wedlug Recenzenta
stabg strong jest rowniez brak dyskusji w odniesieniu do wynikéw uzyskanych w analizie
statystycznej, a takze do wynikow dotyczacych oceny ryzyka narazenia. 7 drugiej strony
Recenzent zdaje sobie sprawe, ze dyskusja ta jest bardzo utrudniona ze wzgledu na deficyt
literatury w zakresie oceny zanieczyszczenia suplementéw diety grzybami plesniowymi i

mykotoksynami.

Na zakonczenie pracy Autorka przedstawita 6 wnioskow koncowych, dotyczacych
wystepowania grzybéw w suplementach diety, mykotoksyn oraz oceny narazenia pobrania
mykotoksyn wraz z suplementami diety przez ludno$¢. Uwazam, ze wnioski w duzym stopniu
majg charakter opisowy, a niekiedy majg charakter pilnej koniecznosci, a nie sugestii: W wielu

przypadkach stezenia tych zwigzkéw byly wysokie (ZEN, PAT, HT-2, T-2, DON) co potwierdza
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koniecznos¢ wprowadzenia okreslonych regulacji prawnych dotyczgcych maksymalnych

dopuszczalnych pozioméw mikotoksyn w poszczegdlnych grupach suplementéw diety. Wyniki

te wskazujq na konieczno$¢ wprowadzenia obowigzkowej kontroli ...

Ocena formy jezykowej i technicznej pracy

Pomimo, ze przedstawiona do oceny praca doktorska jest starannie przygotowana,
Doktorantce nie udato si¢ unikna¢ potknie¢ jezykowych, bledow i niescistosci, ktorych

wybiorcze zestawienie wynikajace z obowigzku recenzenta wyszcezeg6lniam ponizej:

Nie ma mozliwosci wyeliminowania plesni i mikotoksyn z_zasobdw zywnosci, mimo to

zastosowanie odpowiednich praktyk rolnych, wlasciwe przechowywanie i przede wszystkim
kontrola zaréwno surowcow jak i produktu koricowego moze obnizyé poziomy tych substancji

(str. 13).

Oznaczenie _tych zwigzkdw pozwoli na charakterystyke ryzyka i opracowanie najwyzszych

dopuszczalnych poziomow wtérnych metabolitow w suplementach diety oraz na uwzglednienie

ich w regulacjach prawnych (str. 14).

... Do produkcji aflatoksyn potrzebna jest temperatura o wspélczynniku aw = 12°C (min), 27

°C (optymalna), 40-42°C (max) (Davis i Diener, 1970) oraz wilgotnos¢ na poziomie aw = 0,83
(Northolt i in., 1979) ... (str. 25).

Patulina wystepuje takze w niefermentowanym soku jabtkowym, ale nie wykazuje odpornosci

na_fermentacje w produktach pochodzgcych z cydru, gdzie jest skutecznie metabolizowana

przez drozdze (Moss i Long, 2002) (str. 27).

Trichoteceny nalezq do grupy zwiqgzkéw chemicznych odpornych na wysokq temperature (str.

28).

Prowadzone badania wykazaly, ze ZEN bardzo szybko wchianiany jest z przewodu

pokarmowego. Wwaqtrobie ulega przeksztatceniu do f-zearalenonu (zwigzek nietoksyczny) oraz

a-zearalenonu, ktory wigze sig z receptorami estrogenowymi 10-20 razy silniej niz ZEN
(Zinedine i in., 2007) (str. 32).

. ,reakcje uktadu biologicznego na kilka chemikaliow po jednoczesnym lub sekwencyjnym

narazeniu” ... (str. 38).
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Babka plesznik moze byé stosowana jako bioaktywny oligosacharyd o wilasciwosciach

probiotycznych (Askari i in., 2008) (str. 73).

Jeczmien jest uwazany za zywnos¢ o niskim indeksie glikemicznym (IG < 55). Wartos¢ ta
sprawia, ze produkty na bazie jeczmienia sq wskazane dla 0séb wrazliwych na gluten, a takze

diabetykow (str. 85-86).

Mlodociany osobnik jeczmienia ... (str. 85).

Rozpuszczalne widkna zielonego jeczmienia fermentujq w okreznicy i tworzg mate, tavicuchowe

kwasy tHuszczowe, ktére wchianiane w watrobie, hamujg synteze cholesterolu (Kamiyama i

Shibamoto, 2012) ... (str. 86).

... Nastepnie kolumne wysuszono powietrzem, przemyto 20 ml H>O destylowanej i ponownie

wysuszono powietrzem.; Pod konitrolg pH-metru (Crison GLP 21) wyposazonego w elektrode

pH (Crison pH 50107T), pH roztworu (w domysle H3PO4) doprowadzono do 2,5 za pomocg 2M
i IM roztworéw HCI. Nastepnie z kolby pobrano 750 ml roztworu i pH pozostatej objetosci
doprowadzono do 7,5 2M i 1M roztworéw NaCl (str. 90)

Obliczone wartosci EDI wyrazono jako %TDI dla zwigzkéw o ustalonej wartosci tego

parametru, zgodnie z Rozporzgdzeniem UE z 2005, 2006 i 2013 r. (str. 94).

Whiosek koncowy

Oceniajgc dysertacje stwierdzam, ze Doktorantka wlozyta wiele pracy w ocene stopnia
zanieczyszczenia grzybami i mykotoksynami wybranych suplementéw diety dostepnych na
polskim rynku. Wynikato to nie tylko z liczby przeanalizowanych probek, ale i z faktu, ze
Autorka bazowala na réznorodnych zlozonych matrycach, co potegowato koniecznosé
dostosowania i1 sprawdzenia stosowanych metod badawczych. Praca ta jest cennym
uzupeltniniem wiedzy, w ktorej wystepuje deficyt danych literaturowych dotyczacych stopnia
zanieczyszczenia suplementéw diety mykotoksynami. Ponadto, recenzowana praca dostarcza
dowodoéw naukowych przydatnych w dyskusyjnych panelach naukowych opiniujgcych ocene
ryzyka narazenia na mykotoksyny pobrane przez czlowieka wraz z suplementami diety.
Sformulowane uwagi krytyczne nie wpltywaja istotnie na warto$¢ poznawcza pracy, a takze
znaczenie problemu naukowego jakim jest bezpieczenstwo zywnosci na przykladzie

suplementow diety.
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Biorge powyzsze pod uwagge wyrazam opinie, ze praca doktorska Pani mgr Iwony Altyn
pt. . Analiza substancji niepozadanych — wtdrnych metabolitéw grzybow plesniowych w
surowcach roslinnych oraz otrzymanych z nich suplementéw diety” spetnia wymagania Ustawy
z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce i wnosze do Wysokiej Rady
Dziedziny Nauk Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy
o dopuszczenie Pani mgr Iwony Altyn do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia

doktora.
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