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RECENZJA

Rozprawa doktorska Pana mgr Roberta Kosickiego, pt.: ,,Ocena wspolwystepowania
mikotoksyn w surowcach roslinnych, produktach spozywezych i paszowych oraz
ludzkim materiale biologicznym” wykonanej pod kierunkiem Pani dr hab. Magdaleny
Twaruzek, prof. Uczelni (UKW) w Katedrze Fizjologii i Toksykologii Wydzialu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy

Mykotoksyny stanowia powazny problem na calym $wiecie. Pomimo ogromnego
postepu poczynionego w rolnictwie w ostatnich latach, wciaz duzym wyzwaniem jest
zapobieganie infekcjom roélin patogenicznymi grzybami, poniewaz nie ma mozliwosci
kontrolowania czynnikow srodowiskowych w czasie wegetacji roslin. Dodatkowego znaczenia
problemom nadaja zmiany klimatyczne, ktore cechuja sie anomaliami w zakresie temperatury
otoczenia, zanikiem cigglych opadow i wzrostem czgstosci okresowej suszy, przeplatane;
nawalnymi i ulewnymi opadami. Zjawiska te w réznym stopniu mogg przyczynié sie do
wystapienia infekeji roslin oraz stymulowaé biosynteze mykotoksyn przez te grzyby.

Majac na uwadze bezpieczenstwo zywnosci i pasz, Doktorant w swojej dysertacii
przedstawil zagadnienie dotyczace szerokiej tematyki badan zwigzanych z analityka
mykotoksyn, oceng bezpieczefistwa wybranych surowcow/produktéw zywnosciowych i
paszowych pod wzgledem obecnosci tych substancji, a takze oceny narazenia czlowieka na
ochratoksyne A na podstawie jej analizy w surowicy krwi pobranej od dwoch grup ludzi.
Uzyskane przez Doktoranta wyniki badan do$wiadczalnych zostaty scharakteryzowane i
stanowig podstawe cyklu szesciu opublikowanych i powigzanych tematycznie artykulow
naukowych. Rozprawa doktorska zawiera wstgp teoretyczny, scharakteryzowane cele pracy,
charakterystyke materiatéw i metod badawczych, jednolity rozdziat dotyczacy wynikow i
dyskusji, wnioski oraz cytowane piSmiennictwo. Na koncu pracy zamieszczono sze$é
artykutow badawczych wchodzacych w sktad cyklu oraz odrecznie popisane o$wiadczenia

wspotautoréw poszczegolnych prac o procentowym udziale w powstaniu artykutu naukowego.
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Ponadto do pracy doktorskiej dotgczono streszczenie w jezyku polskim oraz w jezyku
angielskim oraz wykaz wykorzystywanych skrotow.

Prace wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w latach 2016 —
2021. Wszystkie artykuly pochodza z czasopism wymienionych na liscie Journal Citation
Reports: Animal Feed Science and Technology (2016 1.), Toxins (2 artykuly z 2019 12020 1.),
Toxicon (2 artykuty z 2020 i 2021 r.) oraz Annals of Animal Science (2021 r.). Laczna wartosc
wspotczynnika oddziatywania Impact Factor dla tych prac wg roku opublikowania wynosi
18,567. Suma punktéw wg wykazu MNiSW/MEIN czasopism z roku opublikowania wynosi
700. Laczna liczba cytowan tych artykutow wg bazy Scopus w momencie zlozenia pracy przez
Doktoranta wynosila 77. W czterech artykutach naukowych stanowigcych rozprawe doktorska
Doktorant jest pierwszym autorem, a w pozostatych dwoch — drugim. Wszystkie artykuly sa
pracami wieloautorskimi (od trzech do pigciu autoréw). Wkiad Doktoranta w powstanie
omawianych prac jest znaczacy (we wszystkich pracach wklad ten wynosi co najmniej 50%).
Doktorant w pracach tych brat udzial m. in. w opracowaniu koncepcji doswiadczen, dokonat
przegladu literatury, realizowat eksperymenty walidacyjne, przygotowywat probki do analizy,
wykonywat analizy, przeprowadzat interpretacje uzyskanych wynikéw, brat udziat w pisaniu
manuskryptu, w przypadku niektorych praca korespondowal z redaktorem czasopisma i
dokonywat redakcji catosci pracy.

Tematyka artykulow sktadajacych si¢ na rozprawe doktorskg koncentruje si¢ wokot
wystepowania i wspotwystepowania mykotoksyn w réznych matrycach paszowych,
zywnos$ciowych, a takze dotyczy charakterystyki narazenia dwoch grup ludnosci na
ochratoksyny A na podstawie jej analizy w surowicy krwi. Od strony metodycznej
przedstawione w pracy doktorskiej badania byty poparte technikami analitycznymi bazujgcymi
na zestawach chromatografu cieczowego sprzezonego z detektorem fluorescencyjnym oraz
spektrometrem mas z analizatorem typu potrdjny kwadrupol. Zastosowane techniki w
wymienionych badaniach uwazam za jak najbardziej wiasciwe. W rezultacie
przeprowadzonych badan uzyskano ogromng liczbe wynikow. Maja one charakter poznawczy
i uwiarygadniaja problem zwigzany z powszechnym wystgpowaniem mykotoksyn na
przestrzeni pewnego okresu. Ponadto, Doktorant w pracy doktorskiej zwrécil uwage na
zagadnienie zwigzane ze wspotwystepowaniem mykotoksyn w badanych probkach.
Wspotwystepowanie mykotoksyn w zywnosci 1 paszach ma istotne znaczenie dla badan

toksykologicznych. Efekt synergizmu toksycznego dziatania niektérych toksyn wzgledem
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roznych komorek jest aktualnie na $wiecie intensywnie badany. Charakter poznawczy i
warto$ciowy majg rowniez wyniki dotyczace narazenia ludnosci na ochratoksyng A na
podstawie jej analizy w surowicy krwi réznych grup ludnosci. Nefrotoksyczne dzialanie
ochratoksyny A sklonito Doktoranta do przeprowadzenia badan w zakresie poréwnania jej
obecnosci i zawartoSci w surowicy krwi u dializowanych pacjentow z przewlekta
niewydolnoscia nerek z grupg kontrolng (osoby zdrowe).

Reasumujac, przedstawiona do oceny dysertacja Pana mgr. Roberta Kosickiego
zawiera interesujgce zagadnienia majace charakter oryginalny i poznawczy. Zostala
przygotowana z wykorzystaniem wilasciwego warsztatu metodycznego. Nie mniej jednak
Doktorant w wielu miejscach pracy nie zachowal starannosci jezykowej 1 jasnoSci
formutowanych stwierdzen. Czgé¢ tekstu uwazam za niepotrzebng, niestanowigce
syntetycznego podsumowania badan przedstawianych w artykutach naukowych.

Sposréd tych uwag nalezy wspomnie¢ o Streszezeniu. Streszczenie w mojej opinii jest
za dhugie. Zawiera wprowadzenie do problemu, ale brakuje w nim jasno sformutowanego celu
badan, czy tez hipotez badawczych oraz zakresu badan. Doktorant pomijajac te aspekty
bezposrednio kieruje czytelnika z ogdlnego wprowadzenia do wybranych wynikéw badan,
pozbawiajgc dysertacji jej celowosci. Przez to, zaskakujgca dla czytelnika wydaje sie
informacja, ze pomiedzy probkami ziarna zbdz i pasz pojawiajg si¢ probki zoledzi, piw,
suplementéw diety, kawy, czy tez surowicy krwi, a nawet ocena ryzyka narazenia ludzi na
wybrane mykotoksyny. Taka konstrukcja wprowadza chaos i brak zrozumienia celowosci
badan.

Cze$é teoretyczna pracy w mojej opinii jest rowniez za dluga. Zawiera wiele
niepotrzebnych historycznych odniesienn jak rowniez czysto podrecznikowych informacji
dotyczacych charakterystyki budowy poszczeg6lnych grup mykotoksyn. Doktorant w jednym
z celéw badan zawart opracowanie metod badawczych oznaczanych mykotoksyn w réznych
prébkach materiatu roslinnego, paszowego, zywnosci i surowicy krwi. Uwazam, ze ten aspekt
nie powinien byé celem gtéwnym ale pobocznym, poniewaz w znacznym stopniu nie ma
charakteru oryginalnego. Doktorant, wykorzystywat procedury aplikacyjne zalgczone do
materialéow  wykorzystywanych przy oczyszczaniu badanych analitow  (kolumny
powinowactwa immunologicznego, czy kolumny SPE MultiSep i Bond Elut Mycotoxin).
Oczywiscie niektore metody i ich modyfikacje byty dostosowywane do badanych matryc co

moze sprawiaé, ze cze$¢ opisdw metodycznych ma charakter oryginalny.
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W czescei eksperymentalnej, w rozdziale ,,Materialy i metody” Doktorant duzo miejsca
poswigcil charakterystyce stosowanych metod badawczych. Z racji poprzedniego komentarza
uwazam te cze$¢ za bardzo rozbudowang. Zaden z artykuléw bedacych przedmiotem
rozprawy nie obieral za cel opracowania metod badawczych. Opracowanie metod
badawczych oznaczania mykotoksyn jest procesem trudnym, wymagajgcym i zmudnym,
ktére Doktorant opanowat doskonale. Stosowane metody stanowig fundament, a ich
wiarygodnos¢ jest konieczna do prawidlowej interpretacji wynikow. Metody te jednak, choé
sg czgscig pracy, nie stanowily problemu naukowego. Niemniej jednak nalezy podkreslié, ze
Doktorant opanowat warsztat analityczny i potrafi go wykorzystywaé w realizacji badan
naukowych. Ponadto, zastosowat w badaniach wzorce znakowane izotopowo, co jest
pozadane dla uzyskania wysokiej wiarygodnosci wynikow i usprawnienia pracy.

W rozdziale ,,Wyniki i dyskusja”, Doktorant duzo miejsca pos$wiecil stosowanym
metodom badawczym. Rozwleklo$¢ charakterystyki tego zagadnienia przystania pozostate
najwazniejsze watki badawcze. W dalszej czesci pracy przedstawiono omdwienie i dyskusje
wynikow badaf w zakresie zagrozenia zwigzanego z wystepowaniem niektérych mykotoksyn
w paszach i wybranych materiatach paszowych na znacznej liczbie r6znych probek (kiszonki
kukurydziane, ziarno zb6z, zoledzie). Cho¢ wyniki maja szczegdle znaczenie dla
bezpieczefistwa pasz i wnosza wiele informacjii w tym zakresie, w mojej ocenie
podstawowym zarzutem do tej czesci jest brak przedstawionej tabeli zbiorcze] z
zawartosciami poszczegolnych mykotoksyn i liczba probek do badan. Z kolei dane te sa
wymienione w tekscie, ale nie przy wszystkich omawianych pracach. Petne informacje w tym
zakresic mozna odnalezé dopiero w publikacjach. Barak tych informacji sprawia, ze
recenzowana praca nie jest do kofica jasna i przejrzysta. Rowniez dyskusja wynikéw w duzej
czesci opiera si¢ ,,suchym” poréwnaniu wynikéw uzyskanych w badaniach Doktoranta z
badaniami innych autordow.

Podobne uwagi dotyczace dyskusji wyniké6w mozna odnalezé w przypadku
rozdzialéw opisujgcych oceng zagrozenia zwigzanego z wystgpowaniem mykotoksyn w
zywnosci, czy tez oceng narazenia dwoch grup ludnoscei na ochratoksyne A na podstawie jei
analizy w surowicy krwi u dwoch grup ludnosei. Sposréd probek zywnosei, Doktorant
analizowat dos¢ nietypowe produkty spozywcze w sklad ktérych wchodzity piwo, zielona
kawa oraz suplementy diety na bazie tego surowca. Ponadto, na podstawie uzyskanych

Srednich wynikow zawarto$ci badanych mykotoksyn w piwie oraz poziomu jego spozycia w
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réznych krajach Europy, Doktorant dokonat oceny szacunkowego pobrania tych substancji z
piwa i dokonat pordéwnania tych wartosci z dziennym tolerowanym pobraniem dla
poszczegolnych toksyn (TDI). Rowniez zielona kawa, a takze produkty na jej bazie (w tym
suplementy diety) charakteryzowaly si¢ obecnoscia ochratoksyny A — toksyny, ktéra po
aflatoksynach uznawana jest za najniebezpieczniejszg z mykotoksyn ze wzgledu na jej diugi
okres pottrwania we krwi i gldwnie silne wiasciwosci nefrotoksyczne. Uzyskane wyniki, majg
zatem istotng warto$¢ dla konsumentéw i dla szeroko rozumianego bezpieczefistwa zywnosci.
Caloé¢ pracy zostala zwieficzona wnioskami, ktére w mojej opinii w niektorych
przypadkach majg charakter opisowy i spekulacyjny poprzez postugiwanie si¢ fraz: ,moze
budzi¢...”, ,,moze prowadzi¢...”, ,,co sugeryje...”, ,,moglo wystapic...”, ,mogg by¢...”.
Uwagi i pytania do Doktoranta
1. W metodzie oznaczania mykotoksyn przy zastosowaniu techniki LC-MS/MS, w fazach
stosowanych do rozdziatu analitéw wykorzystywano 1% dodatek kwasu octowego. W moje;j
6pinii jest to wysokie stezenie. Czy Doktorant moze wskaza¢ powody takiego zabiegu?
2. Str. 12 Doktorant wspomina o wykonaniu 8000 oznaczen w probkach surowcow roslinnych
i pasz. Co nalezy rozumie¢ przez to stwierdzenie?
3. Str. 41. W procedurze oznaczania trichotecen i zearalenonu w badanych probkach
dodawano wzorce znakowane izotopem wegla na réznych etapach. Wzorzec BC-ZEN
dodawano do ekstraktu przed naniesieniem na kolumienke Elut Bond Mycotoxin, natomiast
pozostate do oczyszczonego ekstraktu (po oczyszczeniu ekstraktu). Jaka byla przyczyna
takiego postgpowania? Czemu ostatecznie odparowang probke w strumieniu azotu
rozpuszczano akurat w 495 uL? Prosze o wyjasnienie.
4. W opisach metod nie doprecyzowano na ilu poziomach wzmocnienia prébek badanymi
analitami przeprowadzono ocene odzysku i powtarzalno$ci metody. Jaka byla liczba
powtorzen niezaleznych?
5. Tabela 14 zawiera wyr6znik ,,.Efekty matrycy [%]”. Brakuje wyjasnienia jak ta warto$¢
zostata wyliczona.
6. Str. 63. W okresie 2011-2014 przeanalizowano lacznie 1384 surowcow roslinnych i pasz

(295 prébek  kukurydzy, 143 probki  kiszonek z  kukurydzy., 466 probek zboz

drobnoziarnistych oraz 480 probek pasz petnoporcjowych dla trzody chlewnej, drobiu i bydta)
pod katem obecnosci DON, NIW, toksyny T-2, toksyny HT-2, ZEN, FB, OTA i AF

(publikacja D1).” Natomiast cztery zdania dalej Doktorant pisze: ,,Fumonizyny, mikotoksyny,
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ktore czgsto zanieczyszczaja kukurydzg, wykryto w 58% z 83 analizowanych prdbek

(mediana 15,0 pg/kg; maksymalna zawarto$¢ 1885 pg/kg).”; ..... a aflatoksyny tylko w 1 z 45

probek™. Bardzo prosze Doktoranta o wyjasnienie ile probek byto przedmiotem badan i ktore
mykotoksyny analizowano w poszczegolnych grupach probek.

8. Przedmiotem badafn Doktoranta byla ocena wystgpowania mykotoksyn w zoledziach
pozyskanych z wielkopolskich laséw. Na stronie 74 Autor sugeruje, ze moze to byé cenny
surowiec wykorzystywany w zywieniu trzody chlewnej wspominajac, ze zotedzie debu
korkowego rosngcego na Poludniu Europy sg podawane trzodzie chlewnej specjalnej rasy, w
celu pozyskania najwyzszej klasy szynki. Czy mozliwe jest wykorzystanie zoledzi debu
szyputkowego rozpowszechnionego w Europie w zywieniu zwierzat? Czy jest to na $wiecie
praktykowane? Skad wzielo si¢ przypuszczenie, ze zoledzie moga by¢ zainfekowane
grzybami z rodzaju Fusarium?

9. Doktorant w wielokrotnie wspomina w swojej dysertacji o wspolwystepowaniu
mykotoksyn w badanych probkach. Wielu wskazuje na mozliwy synergistyczny efekt
oddzialywania mykotoksyn na organizm czlowieka i zwierzat. Czy znane sa Doktorantowi
wyniki badafi opisanych w literaturze wskazujace na synergistyczny efekt toksycznego
oddziatywania wigcej niz jednej toksyny na komoérki w warunkach in vitro lub in vivo w
wyniku ich narazenia?

10. Jak Doktorant stusznie zauwazyl w wigkszosci probek ziarna zboz i pasz, obecnosci
deoksyniwalenolu towarzyszyta obecnos¢ zearalenonu. Nalezatoby by oczekiwaé, ze w
przypadku probek piw powinna by¢ podobna zaleznoéé, a tak nie jest ani w przypadku
badanych prébek, ani wigkszosci opublikowanych wynikéw tego rodzaju badan. Czy
Doktorant moze wskaza¢ przyczyny wyjasniajace generalnie nizsza czg¢sto$¢ wystepowania
zearalenonu w probkach piw niz deoksyniwalenolu?

11. Doktorant w badaniach dotyczacych oceny wystepowania ochratoksyny A i cytryniny w
zielonej kawie oraz suplementach diety nie wykryt cytryniny. W dyskusji nie nawigzal do
potencjalnej obecnosci tej toksyny w tych produktach. Czy w literaturze naukowej istnieja
dane wskazujace, ze kawa zielona i jej produkty moga byé zrodtem cytryniny?

Przyklady niezrozumialych i niedopracowanych zwrotéw i stwierdzen

Str. 13 ,Stwierdzono wystepowanie wyzszych poziomow mikotoksyn w piwach

rzemie$lniczych, co sugeruje ze powinny one by¢ czesciej badane, aby chronié¢ zdrowie

..pasjonatdow piwa”.
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Str. 26 ,,W ciggu ostatnich kilkunastu lat zidentyfikowano zwigzki bedace wynikiem

biochemiczne] modyfikacji mikotoksyn, zachodzgcej podczas proceséw metabolizmu w

organizmach ro$linnych. Przemiany te wynikaja gtéwnie z mechanizméw obronnych roslin

lub procesdéw termicznych.”

Str. 29 ,,Wykorzystanie podczas ekstrakcji zakwaszonych roztwordw rozpuszczalnikow

pomaga rozerwaé silne wigzania miedzy analitem a skladnikami zywnosci (biatkami 1

cukrami) 1 jest czesto stosowane w celu uzyskania lepszej wydajnosci procesu.”
Przypuszczam, ze Doktorantowi chodzito o supramolekularne oddziatywania pomiedzy
analitami a sktadnikami matrycy.

Str. 29 ,,Stwierdzono réwniez, ze dodanie wody do rozpuszczalnikéw organicznych zwigksza

polarno$¢ ekstrahenta i poprawia jego przenikanie do zywnosci czy paszy (Alshannaq i Yu,
2017y
Str. 33 ,,Fumonizyny i aflatoksyny ulegajg degradacji podczas nixtamalizacji — tradycyjnej

obrobki termicznej kukurydzy popiotem lub wapnem.” Proces nixtamilizacji jest procesem

przygotowania masy kukurydzianej opartym na gotowaniu ziarna kukurydzy w alkalicznych

roztworach wodnych.

Str. 34 ,Niestety wielu konsumentéw stawia sobie dzi§ z tychze powodow ze strachem
anie,...”

Str. 41. , Nastepnie 1 ml przefiltrowanego ekstraktu rozcienczono przez dodanie 49 ml 0.01 M

roztworu kwasu fosforowego o pH=7.5.”

Str. 48 ,,...Nalezy rowniez zwr6cié uwage na mozliwo$¢ wystapienia reakcji krzyzowych, z

warto$ciami 44% dla ochratoksyny C i 14% dla ochratoksyny B.”

Str. 58 Warto$é wspdlczynnika R? jest wartoscig wspolczynnika determinacii, a nie korelacji.

Str. 70 ,.Spozywanie zyta staje sie niebezpieczne, gdy jest ono zanieczyszczone m.in.

mikotoksynami.”

Str. 70 , Narazenie na nizsze temperatury czesto wigze sie z wyzsza wilgotnoscia (wigksza
aktywnoscig wody) oraz pozniejszym zbiorem i moze prowadzi¢ do wystepowania wyzszych
stezen deoksyniwalenolu (Bernhoft i in., 2012; Parikka i in., 2012).”

Str. 84 Ostatnie lata w dziedzinie toksykologii i mikologii to intensywne badania dotyczacych

poziomoéw ochratoksyny A nie tylko w produktach pochodzenia roslinnego, ale takze w

organach zwierzat i ludzi, ich surowicy, mleku i moczu. Przeprowadzone w ramach pracy

badania dotyczace stezenia OTA w surowicy pacjentow leczonych dializami sa
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uaktualnieniem prac naukowych prowadzonych w Polsce ponad trzydziesci lat temu (Golinski

i Grabarkiewicz-Szczesna, 1985; 1989) i uzupelniaja wiedze w tym temacie.

Podsumowanie

Jest faktem, ze zaprezentowana recenzja zawiera pewne uwagi krytyczne. Taka jest
moja rola jako recenzenta. Wystepujace w pracy niescistosci nie umniejszaja jej koncowemu
naukowemu charakterowi i licze na ich wyjasnienie w trakcie publicznej obrony pracy.
Doktorant, znakomicie opanowat warsztat analityczny, wykorzystujac go w realizowanych
badaniach. Wykonat ogromng prace, ktora skutkowata iloscia opublikowanych artykutow w
czasopismach o istotnych wskaznikach prestizu. Praca ta posiada warto$é naukowa i wplywa
na obecny stan wiedzy w dziedzinie.

W mojej opinii rozprawa doktorska pt. Ocena wspétwystepowania mikotoksyn w
surowcach roSlinnych, produktach spozywczych i paszowych oraz ludzkim materiale
biologicznym spelnia wymagania Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z
pozn. zm.) - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Wnioskuje zatem do Wysokiej Rady
Dziedziny Nauk Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego, o
dopuszczenie Pana mgr Roberta Kosickiego do dalszych etapéw postepowania o nadanie

stopnia naukowego doktora.
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