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i paszowych oraz ludzkim materiale biologicznym

Recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Dziedziny Nauk Scislych i Przyrodniczych
Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy z dnia 23.11.2022 r.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wykonana zostata w Katedra Fizjologii i
Toksykologii Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w
Bydgoszczy, pod opieka naukowa Promotora dr. hab. Magdaleny Twaruzek, profesora uczelni.

Na rozprawe doktorska skiada sig sze$¢ oryginalne prace, opublikowane w latach
2016 - 2022 w czasopismach z listy JCR, ktérych aczny wspélczynnik oddziatywania Impact
Factor wynosi 17,988.

Ponizej wyszczeg6lniono publikacje Doktoranta, wchodzace w skiad dorobku naukowego
przedlozonego w ramach ubiegania si¢ o stopien doktora nauk biologicznych:

1. Kosicki R, Blajet-Kosicka A, Grajewski J, Twaruzek M. Multiannual mycotoxin survey in
feed materials and feedingstuffs. Anim. Feed Sci. Technol. 2016; 215:165-180. doi:
10.1016/j.anifeedsci.2016.03.012 (punkacja MEiN = 200; IF = 1,755) Udzial procentowy:
Kosicki R 60%, Blajet-Kosicka A 20%, Grajewski J 10%, Twaruzek M 10%

2. Kosicki R, Twaruzek M, Dopierata P, Rudzki B, Grajewski J. Occurrence of Mycotoxins
in Winter Rye Varieties Cultivated in Poland (2017-2019). Toxins (Basel). 2020;
12(6):423. doi: 10.3390/toxins12060423 (punkacja MEIN = 100; IF = 4,546) Udziat
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procentowy: Kosicki R 50%, Twaruzek M 20%, Dopierala P 10%, Rudzki B 10%,
Grajewski J 10%

3. Kosicki R, Twaruzek M, Kannenberg K, Grajewski J. Contamination of Acorns of
Pedunculate Oak (Quercus robur L.), as Feed Material, by Moulds and Mycotoxins. Ann
Anim Sci. 2021; 21(3):977-990. doi: 10.2478/aoas-2021-0020 (punkacja MEiN = 100; IF
= 2,090) Udzial procentowy: Kosicki R 70%, Twaruzek M 10%, Kannenberg K 10%,
Grajewski J 10%

4. Grajewski J, Kosicki R, Twaruzek M, Blajet-Kosicka A. Occurrence and Risk Assessment
of Mycotoxins through Polish Beer Consumption. Toxins (Basel). 2019; 11(5):254. doi:
10.3390/toxins11050254 (punkacja MEiN = 100; IF = 3,531) Udzial procentowy:
Grajewski J 20%, Kosicki R 50%, Twaruzek M 10%, Blajet-Kosicka A 20%

5. Twaruzek M, Kosicki R, Kwiatkowska-Gizyriska J, Grajewski J, Altyn 1. Ochratoxin A
and citrinin in green coffee and dietary supplements with green coffee extract. Toxicon.
2020; 188:172-177. doi: 10.1016/j.toxicon.2020.10.021(punkacja MEiN = 100; IF = 3,033)
Udzial procentowy: Twaruzek M 20%, Kosicki R 50%, Kwiatkowska-Gizyniska J 10%,
Grajewski J 10%, Altyn I 10%

6. Kosicki R, Buharowska-Donten J, Twaruzek M. Ochratoxin A levels in serum of Polish
dialysis patients with chronic renal failure. Toxicon. 2021; 200:183-188. doi:
10.1016/j.toxicon.2021.08.002 (punkacja MEiN = 100; IF = 3,033) Udzial procentowy:
Kosicki R 70%, Buharowska-Donten J 20%, Twaruzek M 10%

Laczny Impact Factor (IF) dla prac naukowych wchodzacych w skiad cyklu wynosi
17,988. Suma punktéw MEiN 700.

Do oceny dolaczony zostal manuskrypt napisany w jezyku polskim stanowiacy
kompendium uzyskanych wynikéw przedstawionych w pracach oryginalnych.

Indywidualny wkiad Doktoranta w powstanie zaprezentowanych oryginalnych prac
potwierdzony przez wspllautoréw nalezy uznaé za wystarczajacy do przedlozenia ich
Dostojnej Radzie Naukowej w celu procedowania dalszego postepowania. Doktorant
uczestniczyl migdzy innymi w planowaniu eksperymentéw, pobieraniu materiatu do badan,
przeprowadzaniu analiz i opracowaniu wynikéw (o$wiadczenia PT Wspélautorow w
zalgczeniu). We wszystkich przedstawionych do oceny pracach wkiad Doktoranta przekraczat
50 %.

Tematyka zalgczonych publikacji dotyczy zagadnien zwigzanych z wspétwystepowania
mikotoksyn w surowcach ro§linnych, produktach spozywczych i paszowych oraz ludzkim

materiale biologicznym.
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Przedstawiony do oceny manuskrypt, bez zalaczonych kserokopii oryginalnych prac i
oéwiadczen wspotautorow liczy 109 stron. Zawiera nastepujgce rozdzialy: Streszczenie,
Abstrakt, Wprowadzenie w tematyke mikotoksyn wraz z charakterystyka gtéwnych grup
mikotoksyn, Strategie wyeliminowania zagrozenia zwigzanego z wystgpowaniem mikotoksyn
w materiatach Roélinnych, Cele pracy, Materialy i metody, Metodyka statystyki, Wyniki i
dyskusja, Wnioski oraz liczne pozycje pi$miennictwa. Manuskrypt napisany jest poprawnym
jezykiem z zachowaniem wymagan przewidzianych dla opracowan naukowych. Dodatkowo w

tre$ci manuskryptu Autor zaprezentowat 14 tabel i 16 rysunkow.

Szeé¢ oryginalnych prac, w ktérych zawarte s3 wyniki badan Doktoranta i
wsp6ipracownikéw z Katedry Fizjologii i Toksykologii zostaty opublikowane w czasopismach
liczacych sie na arenie §wiatowej nauki ocenianych przez afiliacjg wspétczynnika wplywu-IF.
Informuje to recenzenta, ze przed przyjeciem do druku poddane zostaty wnikliwej analizie i
ocenie przez recenzentéw, uznanych w $wiecie specjalistow w zakresie badan nad
mikotoksynami. Powolany na recenzenta pracy doktorskiej pozwolg sobie oceni¢

zaprezentowany autoreferat zgodnie z wymaganiami dla postgpowan o uzyskanie stopnia
doktora.

W zaprezentowanych pracach Doktorant dokonal oznaczenia poziomu najczgsciej
spotykanych mikotoksyn w r6znorodnym materiale biologicznym. Czyni to zaprezentowane
wyniki niezwykle wartosciowe nie tylko w aspekcie poznawczym ale i praktycznym,
szczegoOlnie dzisiaj w epoce masowej produkcji Zywnosci i rozwinigtego przechowalnictwa.

Waznoéé zaprezentowanych wynikéw dla medycyny ludzkiej jak i zwierzgcej
powoduje, ze ocena prezentowanych wynikéw musi by¢ wysoka, zaré6wno w zakresie doboru
tematyki badawczej, uzytych nowoczesnych metod analitycznych, jak i celowoéci badan.
Nalezy wspomnieé, ze Katedra Fizjologii i Toksykologii Wydziatu Nauk Biologicznych w
Bydgoszczy zaliczana jest w Polsce i Europie do wiodgcych jednostek w zakresie badan nad
biologig mikotoksyn.

Na bazie wczesniej opublikowanych wynikéw i wiedzy wlasnej zaprezentowanej w

szeroko opracowanym wstepie Doktorant postawit sobie ponizsze cele:

* Opracowanie metod badawczych oznaczania mikotoksyn w materiale roslinnym, paszach,

zywnodci (piwo, zielona kawa), a takze w plynie ustrojowym (surowica);

* Ocena stopnia zagrozenia zwigzanego z wystepowaniem mikotoksyn w paszach:wraz z

okresleniem korelacji pomigdzy badanymi mikotoksynami;
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e Porbwnanie wystepowania i zawartosci ochratoksyny A w probkach surowicy oséb

dializowanych i zdrowych.

W trakcie badan opracowano i wykorzystano najnowsze metody analityczne oparte na
technikach ekstrakcji cialo stale-ciecz lub ciecz-ciecz. Do oczyszczania ekstraktow
zastosowano technike ekstrakcji do fazy stalej z wykorzystaniem m.in. kolumienek
powinowactwa immunologicznego oraz  kolumienek wypelnionych  materialem
jonowymiennym na bazie krzemionki. Do oznaczenia mikotoksyn w oczyszczonych
ekstraktach zastosowano technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej z
tandemowg spektrometrig mas (HPLC-MS/MS) lub z detektorem fluorescencyjnym (HPLC-
FLD). Podane w tekscie parametry oceny jakodci oznaczen wskazuja, ze warto$¢ uzyskanych
wynikéw jest niezwykle wysoka i charakteryzuje si¢ duzg czulo$cig oznaczen. Dodatkowo do
badaf uzyto odczynnikéw najwyzszej jakoéci i czystodci, co pozwolito na osiagnigcie
wiarygodnych wynikéw. Uzycie takich metod analitycznych odpowiednio pobrany material
badawczy przy jasno okreslonym, w petni zrealizowanym celu badan oraz dogl¢bna analiza
uzyskanych wynikéw zaskutkowaly przyjeciem prac do druku w wysoko impaktowych
czasopismach.

W trakcie wykonywania badan Doktorant analizowal obecno$é oznaczania aflatoksyn
w surowcach i paszach ochratoksyny A (OTA) w zielonej kawie, surowcach i paszach,
ochratoksyny A (OTA) w piwie, ochratoksyny A (OTA) w plynie ustrojowym, cytryniny w
zielonej kawie, trichotecenéw i zearalenonu (ZEN) w zielonej kawie, surowcach i paszach,
trichotecenéw i zearalenonu (ZEN) w piwie fumonizyn surowcach i paszach. W analizach
wdrozono weloskladnikowg metod¢ oznaczania mikotoksyn w materiale roslinnym.

Problem zanieczyszczenia zywnosci i pasz mikotoksynami ma znaczacy wplyw na
gospodarkg. Powodujg one straty produkeji roslinnej, zwierzgcej i stanowig zagrozenie dla
zdrowia ludzi. Zgodnie z obowigzujacymi przepisami, przekroczenie wartosci najwyzszego
dopuszczalnego poziomu mikotoksyn skutkuje zakazem dopuszczenia ich do obrotu krajowego
Jak i migdzynarodowego. W okresie badann wlasnych Doktorant w ciggu 2 lat (2011-2014)
przeanalizowat lgcznie 1384 préb surowcéw roslinnych i pasz (295 probek kukurydzy, 143
probki kiszonek z kukurydzy, 466 prébek zb6z drobnoziarnistych oraz 480 probek pasz
petnoporcjowych dla trzody chlewnej, drobiu i bydta) pod katem obecnosci deoksyniwalenolu
(DON), niwalenolu (NIW), toksyny T-2, toksyny HT-2, zearalenonu (ZEN), fumonizyny (FB),
ochratoksyny A (OTA) i aflatoksyny (AF) (publikacja D1). W 24 badanych prébkach zawarto$é
mikotoksyn przekroczyla poziomy wskazane przez UE (deoksyniwalenol w 4 probkach

kiszonek z kukurydzy, 1 prébce pszenicy oraz 1 probce paszy pelnoporcjowej; suma toksyn T-
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2+HT-2 w 3 probkach kukurydzy, 2 prébkach zb6z oraz 6 prébkach pasz; ZEN w 5 prébkach
pasz petnoporcjowych; OTA w 2 probkach pasz).

Badania Doktoranta wykazaly 2e surowce ro§linne s3 w znacznym stopniu
zanieczyszczone mikotoksynami, aczkolwiek w wielu przypadkach nie przekraczaly wartosci
dopuszczalnych. Najczgsciej wystepujacymi mikotoksynami byly deoksyniwalenol (DON) i
zearalenon (ZEN) — obecne w ponad 95% probek, a najbardzie; zanieczyszczonymi matrycami
byly kukurydza i mieszanki paszowe. Dalsze wykonanie ponad 8000 oznaczen W probkach
surowcow roélinnych wykazato, iz w 75% badanych préb wspotwystepuje 5 mikotoksyn.
Potwierdzono statystycznie istotne korelacje miedzy stezeniami mikotoksyn dla
deoksyniwalenolu (DON) i zearalenonu (ZEN) oraz dla toksyn T-2 i HT-2. Ponadto korelacje
o slabej mocy stwierdzono dla mikotoksyn produkowanych przez roézne gatunki plesni
(ochratoksyna A (OTA) i deoksyniwalenol (DON) oraz ochratoksyna A (OTA) i zearalenon
(ZEN). Badania zoledzi wykazaly wysokie stezenia kwasu mikofenolowego (14,6 mg/kg), a
takze patuliny (50 pg/kg).

Sposréd mikotoksyn oznaczanych w prébkach piwa najczgéciej wykrywanymi byly
ochratoksyna A (OTA), zearalenon (DON) oraz toksyna HT-2, co zdaniem recenzenta moze
byé czynnikiem ryzyka. Doktorant stwierdzil wystgpowanie wyzszych pozioméw mikotoksyn
w piwach rzemieslniczych, sugerujac ze powinny one by¢ czesciej badane, aby chroni¢ zdrowie
»pasjonatéw piwa”. Badania zielonej kawy i suplementéw diety zawierajacych jej ekstrakt
wykazaly czeste zanieczyszczenie probek ochratoksyng A (OTA) oraz plesniami ja
wytwarzajgcymi. Wyniki badan uzasadniajg wdrozenie odpowiednich $rodkéw kontroli
mikologicznej, zwlaszcza w odniesieniu do produkecji suplementéw diety, w ktérych najwyzsze
st¢zenie ochratoksyny A (OTA) wynosilo 31,4 pg/kg (warto$é ponad 6-krotnie wyzsza niz
najwyzszy dopuszczalny poziom dla kawy), a ktére sa powszechnie uwazane za zdrowe i
bezpieczne. W badaniach ludzkich prébek biologicznych (surowica) nie zaobserwowano
statystycznie istotnych réznic w stgzeniach ochratoksyny A (OTA) u oséb zdrowych i
poddawanych dializie, a takze przy poréwnaniu wynikéw grupy kontrolnej i poszczegélnych
grup wiekowych. Srednie poziomy ochratoksyny A (OTA) u dializowanych pacjentéw z
przewlekls niewydolnoscia nerek oraz zdrowych ochotnikéw byly poréwnywalne z
obserwowanymi w innych krajach europejskich (za wyjgtkiem krajéw batkanskich, gdzie
wystepuje batkanska endemiczna nefropatia).

Uzyskane wyniki pozwolily na wyciggniecie ponizszych wnioskow:

1. Opracowanie i adaptowanie do stosowania w badaniach wtasnych metodyki analiz spetnia

kryteria ustanowione przez UE dla urzedowej kontroli pozioméw mikotoksyn.
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7. Badania wlasne wykazaly, 2ze surowce rodlinne, jak i pasze s3 w znacznym procencie
Zanieczyszczone mikotoksynami, z warto$ciami (wyznaczonymi przez UE)wzglednie
niskimi. Niemniej jednak nalezy pamigta¢, 2e poziomy te ustalone sg dla pojedynczych
parametréw, a w naturze zwykle wystepuje w badanym materiale kilka mikotoksyn, a ich
biologiczny efekt moze sig istotnie rézni¢, migdzy innymi zsumowac.

3. Stwierdzono statystycznie istotne korelacje o réznej mocy (od silnej do $redniej) pomigdzy
stezeniami mikotoksyn dla deoksyniwalenolu (DON) i zearalenonu (ZEN) (istotne) oraz
dla toksyny T-2 i HT-2. Oraz korelacje o stabej mocy dla ochratoksyny A (OTA) i
deoksyniwalenolu (DON) oraz ochratoksyny A (OTA) i zearalenonu (ZEN).

4. W piwie stwierdzono najczgéciej wystgpowanie ochratoksyny A (0OTA),
deoksyniwalenolu (DON) oraz toksyny HT-2. Przy czym wyzsze ich wartosci Doktorant
stwierdzit w piwach produkcji rzemie$lnicze;.

5. Badania zoledzi jako potencjalnego materialu paszowego wykazaly wysokie st¢zenia
kwasu mikofenolowego (14,6 mg/kg), a takze patuliny (50 pg/kg), substancji o dzialaniu
teratogennym i rakotwdrczym.

6. Badania zielonej kawy i suplementéw diety zawierajacych jej ekstrakt wykazaly czgste
zanieczyszczenie prébek ochratoksyng A (OTA) oraz plesniami ja wytwarzajgcymi

7. Wyniki badan uzasadniajg wdrozenie odpowiednich $rodkéw kontroli mikologicznej,
zwlaszcza w odniesieniu do produkcji suplementéw diety, w ktérych najwyzsze stgzenie
ochratoksyny A (OTA) wynositlo 31,4 pg/kg (warto$¢ ponad 6-krotnie wyzsza niz
najwyzszy dopuszczalny poziom dla kawy), a ktére s3 powszechnie uwazane za zdrowe i
bezpieczne.

8. Badania probek biologicznych (surowica) nie wykazaly statystycznie istotnych réznic
w stezeniach ochratoksyny A (OTA) u os6b zdrowych i poddawanych dializie. Nie
stwierdzono réwniez statystycznie istotnych réznic w stgzeniach OTA przy poréwnaniu
wynikéw grupy kontrolnej i poszczeg6lnych grup wiekowych. Badania potwierdzity
narazenie polskiej populacji na OTA. Srednie poziomy OTA u dializowanych pacjentéw z
przewlekla niewydolno$cig nerek oraz zdrowych ochotnikéw byly poréwnywalne z

obserwowanymi w innych krajach europejskich (z wyjgtkiem krajéw batkanskich, gdzie
wystepuje BEN)

Podsumowujgc Autor w autoreferacie po raz pierwszy zaprezentowat wyniki badan, w
ktérym na tym samym materiale biologicznym — wykazal obecno$é réznych mikotoksyn, co

wskazuje na konieczno$é prowadzenia badan obecnosci i ich pozioméw réwnolegle. Taki ukiad
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metodyki pozwala jednoznacznie okreslié stopien zagrozenia obecnoscia mikotoksyn dla
zdrowia ludzi i zwierzat.

Czyni to zaprezentowany cykl badan niezwykle wartosciowym i wiele wnoszacym do nauki
nie tyko w zakresie podstawowym, ale i aplikacyjnym. Na szczegélne uznanie zastuguje fakt,
ze pomimo okreslania wspétzaleznosci pomigdzy wieloma mikotoksynami, uzyskane wyniki
po analizie statystycznej w tresci przedstawione zostaly w sposéb czytelny i zrozumiaty, co jest
przydatne przy ocenie mozliwosci dziatania synergistycznego.

Reasumujgc, przedstawione do recenzji opracowanie wraz z zataczonymi oryginalnymi
opublikowanymi pracami stanowig cenny wkiad do nauki i poznania zagrozen wiaczonych w
produkcje pasz, jak i zywnosci dla ludzi i zwierzat.

W ocenianym opracowaniu oraz zatgczonych pracach Doktorant wykazat sie bardzo
dobrym opanowaniem szerokiego warsztatu badawczego, zrozumieniem rozpatrywanych
probleméw i znajomo$cig pismiennictwa z zakresu tematyki prowadzonych badan. Na
szczegllne podkreslenie zastuguje moim zdaniem doskonaly wybér tematyki bedacy
kontynuacja szeroko pojetej problematyki badawczej macierzystej jednostki, w szczegélnosci
Pani Profesor Promotor oraz badan Kierownika Katedry Pana Profesora Jana Grajewskiego,
oraz znajomo$¢ §wiatowego piSmiennictwa, ktéra umozliwia szerokg dyskusje w odniesieniu
do wybranych zagadnief badawczych. Juz dzisiaj mozna méwié o powstaniu szkoly badan nad
mikotoksynami w Katedrze. Na podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna
przypuszczaé, ze Doktorant posiada wazne w pracy badawczej cechy, takie jak pracowito$é,

solidno$é i dociekliwo$é.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr. Roberta Kosickiego pt: Ocena
wspotwystgpowania mikotoksyn w surowcach roslinnych, produktach spozywczych i paszowych
oraz ludzkim materiale biologicznym w opinii recenzenta spelnia wszystkie wymagania —
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(tekst jednolity: Dz. U. z 2021 r. poz. 478 ze zm.) — stawiane pracom doktorskim. W zwigzku
z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dziedziny Nauk Scistych i Przyrodniczych
Uniwersytety Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy o dopuszczenie do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Oceniang prace doktorskg mozna zrekapitulowaé Pro Bono Hominum et animalium.
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Réwnoczesnie majac na uwadze wysoki poziom naukowy zaprezentowanych badan i
ich tworczy charakter, co réwniez uznali recenzenci kwalifikujgcy prace do druku w
czasopismach o $wiatowym zasiggu, pragng przedtozy¢ Wysokiej Radzie w pelni uzasadniony

moim zdaniem wniosek o wyr6znienie pracy.
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