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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr tukasza Panasiuka
pt.. , Opracowanie wielosktadnikowych metod oznaczania mikotoksyn w paszach oraz
ocena narazenia zwierzgt”
wykonana w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii, Paristwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Pafstwowego Instytutu Badawczego w Putawach
pod kierunkiem dr hab. Piotra Jedziniaka, prof. instytutu
promotor pomocniczy: dr inz. Matgorzata Gbylik-Sikorska

Mikotoksynami okreéla sie niskoczasteczkowe (M < 1,5 kDa), wtdérne metabolity grzybdw
plesniowych, ktdre wprowadzone do organizmu nawet w niewielkich dawkach droga pokarmowa,
oddechowg badZz przez skére ibtony éluzowe wywotujg reakcje toksyczne. Mikotoksyny sa
produktami réznych rodzajéw grzybéw, tzw. plesni, i stwierdza sie je w surowcach roslinnych, w
zywnosci i w paszach. W dzisiejszych czasach rozwdj toksynotworczych grzybéw plesniowych
w paszach powoduje ogromne straty ekonomiczne. Wedtug szacunkéw FAO, mniej wiecej 25%
ziarna zboz na $wiecie, a wedtug niektdrych prac nawet do 40%, jest skazone co najmniej jedna
mikotoksyng. Obecnos¢ mikotoksyn w paszach lub zywnosci stanowi duze zagrozenie zdrowotne
zarowno dla ludzi jak i dla zwierzat. Mikotoksyny moga wywotywaé zespdt objawédw klinicznych i
zmian patologicznych, ktére nazywamy mikotoksykozami. Komisja Europejska w stosownych
rozporzadzeniach ustalita najwyzsze dopuszczalne poziomy dla kilkunastu mikotoksyn w érodkach
spozywczych, natomiast w zaleceniu z 2006 roku okreslita wartosci tolerancyjne w paszach. W celu
okreslenia narazenia na zanieczyszczenia obecne w zywno$ci i paszach oraz monitorowania
przestrzegania wytycznych, konieczne jest dysponowanie wiarygodnymi i skutecznymi metodami
oznaczania tych zwigzkow. Metody analityczne pozwalajace na jakosciowa i ilosciowa analize
poszczegolnych mikotoksyn w materiale roslinnym i w zywnosci sa wykorzystywane i doskonalone
od dziesiecioleci. Dostepnos¢ odpowiednich procedur analitycznych jest jednym z czynnikéw,
obok danych toksykologicznych oraz informacji o narazeniu, warunkujgcych najwyzsze
dopuszczalne poziomy zanieczyszczen w zywnosci i paszach. Opracowanie metodyk wykrywania i
oznaczania mikotoksyn stanowi wyzwanie dla analitykdw, ze wzgledu na niskie poziomy stezen,
zrbznicowane wiasciwosci fizykochemiczne, ztozono$¢ matrycy prébek i mozliwe zaktdcenia ze
strony pozostatych analitbw. Opracowanie metodyk pozwalajacych na oznaczanie szerszego
spektrum analitbw w ramach jednego cyklu analitycznego, przy jednoczesnym obnizeniu zuzycia
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odczynnikdw wymaga zastosowania najnowoczesniejszych metod o duzej czutosci i specyfice
detekcji badanego zwigzku. Takie mozliwosci daje wykorzystanie chromatografu cieczowego ze
spektrometrem mas.

W przedstawione] do recenzji rozprawie doktorskiej mgr tukasz Panasiuk podjat sie zadania
opracowania wielosktadnikowych metod oznaczania mikotoksyn w paszach. Temat pracy
doktorskiej nalezy uznac¢ za bardzo ciekawy i wazny, zarowno z naukowego punktu widzenia, jak i
praktycznego.

Praca ma uktad wiasciwy dla rozpraw o charakterze eksperymentalnym i obejmuje 169 stron
wydruku komputerowego plus zatgczniki. Rozprawa zawiera: 18 tabel oraz 33 rycin, ktére sg
czytelne i znaczaco utatwiajg czytelnikowi zapoznanie sie z duza liczbg uzyskanych wynikow.
Brakuje jednak zrédet pismiennictwa, przy czesci rycin i tabel.

Dysertacja ma klasyczny uktad, na ktéry sktada sie pomocny wykaz stosowanych skrotow i
akroniméw w pracy. Wykaz skrotdow mikotoksyn maégtby by¢ ustawiony alfabetycznie (brakuje
skrotow: dla aflatoksyny M1 i patuliny). Brakuje wyjasnienia dla DOM-1. Dla aflatoksyny
zastosowano skrot AFL, a czy obowiazujagcym skrotem nie jest raczej AF? Mimo wykazu skrotéw w
pracy Doktorant ponownie wyjasnia skroty nazw, co wydaje sie juz niekonieczne. W dalszej czesci
pracy pojawia sie wykaz zatgcznikdw, tabel i rycin.

Kolejny rozdziat to wstep obejmujacy 2,5 strony wydruku komputerowego. Pojawia sie tutaj
zdanie: ..W ramach realizacji pracy doktorskiej przeprowadzono badania nad opracowaniem
wielosktadnikowych metod oznaczania mikotoksyn w paszach oraz materiatach paszowych z
wykorzystaniem techniki LC-MS/MS. Zgodnie z Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady
(WE) NR 767/2009 z dnia 13 lipca 2009 r. ..Pasze moga wystepowaé w formie materiatéw
paszowych, mieszanek paszowych, dodatkéw paszowych, premikséw lub pasz leczniczych. Takze
btedne jest rozdzielenie materiatu na pasze i materiaty paszowe, gdyz materiat paszowy jest forma
paszy. Takie wyszczegolnienie pojawia sie jeszcze kilka razy w pracy (str. 49, 56, 74, 75, 77, 84, 89,
101, 119, 124). Czy badane materiaty byty tylko produktem, czy byly sktadnikami mieszanek
paszowych?

Cze$¢ teoretyczna jest zwieztym przegladem literatury liczacym 29 stron, wprowadzajacym
czytelnika w przedstawiong problematyke. W pierwszej czesci zasygnalizowano charakterystyke
gtéwnych grup mikotoksyn i ich toksycznos¢. W pracy oznaczana jest réwniez cytrynina, powinna
by¢ réwniez umieszczona we wstepie wraz z krétkg charakterystyka. W kolejnej czesci
zasygnalizowano metody oznaczania mikotoksyn majgcych zastosowanie w analityce tych
zwigzkoéw. Ubolewam jednak, ze ta czes$¢ jest przestawiona zbyt ogdlnie. Kolejne rozdziaty to
przedstawienie rodzajéw pasz oraz uregulowan prawnych zwigzanych z obecnoscig mikotoksyn w
produktach spozywczych i przeznaczonych do zywienia zwierzat. Zwienczeniem rozwazan
teoretycznych jest zestawienie danych dotyczacych wystepowania mikotoksyn w paszach oraz
ocena narazenia zwierzat.
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Do tej czesci mam kilka uwag:

Str.28-29 — niefortunne wydaje sie uzycie stowa infekowac: powodowac¢ infekcje. Stowo infekcja ma
bardziej zastosowanie w medycynie

Str. 18 — rozwiniecie skrétu MRM jest niedoktadne, powinno by¢ monitorowanie wielu reakgji
fragmentacji (réwnolegle)

Str. 25 — Doktorant mogtby zaproponowac okreélenie w jezyku polskim dla ,emerging mycotoxins”

Str. 28 — zeby by¢ konsekwentnym (w poréwnaniu do innych opisywanych mikotoksyn) dla T-2 i
HT-2 brakuje informacji w jakich zbozach wystepuja gtdwnie te toksyny (owies, jeczmien)

Str. 32 — informacje o fumonizynach mogtyby by¢ po zearalenonie (zeby zachowaé powigzanie z
rodzajem grzyba ktory produkuje dane toksyny)

Str. 36/37 — Doktorant powinien podac¢ odniesienia do prac oryginalnych nie do przegladowej [72]

Cel pracy, ktory zostat sprecyzowany prawidtowo, dla jego osiggniecia postawiono réwniez 4 cele
szczegdtowe rozprawy.

Materiat i metody zostaly przestawione w czesci eksperymentalnej bardzo precyzyjnie na 12
stronach wydruku i 13 stronach zatacznikéw. Doktorant w pracy uzywa réwniez alkaloidéw
sporyszu, czy nie powinna by¢ podana odpowiednia zgoda na wykorzystanie tych substancji do
badan.

Wyniki swoich badan Doktorant przedstawit na 49 stronach wydruku komputerowego i 18
stronach zatacznikdw. Rezultaty uzyskanych wynikow autor opisat w tekscie i umiescit w tabelach
oraz czytelnych rysunkach, co znacznie utatwia sledzenie danych.

Prace zamyka dyskusja na 28 stronach wydruku komputerowego. Ta czes¢ rozprawy jest jednym z
najtrudniejszych elementow, w tym przypadku Doktorant w petni poradzit sobie z tym wyzwaniem.
Prace zakoiczono 7 wnioskami, ktdrych podstawe stanowig przedyskutowane wyniki badan
wtasnych.

W dalszej czesci pracy Doktorant zamiescit dobrze sformutowane streszczenie w jezyku polskim i
angielskim.

Ostatni rozdziat to PiSmiennictwo. Nalezy zwréci¢ szczegdlng uwage na imponujaca liczbe
publikacji wykorzystanych zaréwno w czesci teoretycznej jak i dyskusji. Praca oparta jest na 246
pozycjach pismiennictwa (w tym 14 pozycji polskojezycznych (5,7%) i 232 pozycje obcojezyczne,
gtéwnie anglojezyczne (94,3%). Zdecydowana wigkszos¢ z nich to najnowsze artykuty naukowe
(76%) — 188 pozycje pochodzg z lat 2010-2020. Bibliografia jest wtasciwie dobrana w celu
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nakreélenia problemu oraz oceny uzyskanych wynikéw. Dobér pismiennictwa w petni potwierdza
celowos¢ prowadzonych badan.

Uwagi dotyczace pismiennictwa: Osobiscie jestem zwolenniczkg systemu harwardzkiego, czyli
systemu autor-rok cytowari, nie systemu vancouverskiego. Spis piSmiennictwa powinien
rozpoczynac sie nazwiskiem, nie inicjatem imienia. Utatwitoby to znacznie weryfikacje cytowan.

W trakcie czytania pracy zauwazytam pewne bfedy redakcyjne, edytorskie, niescistosci
sformutowan. W catej pracy jest brak interpunkgji, co powoduje trudnosci w zrozumieniu zdan
wielokrotnie ztozonych. Z obowigzku recenzenta nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na sprzeczng ze
stanowiskiem Rady Jezyka Polskiego przy Prezydium PAN pisownie stowa mikotoksyny. Rada ta
ustalita w 2011 roku forme fonetyczno-graficzna nazwy jako jedynie poprawna forme zapisywana
przez ,y". Musze jednak przyzna¢, ze jako osoba od ponad 20 lat zajmujaca sie mikotoksynami nie
stosuje tego stanowiska i nadal uzywam formy zapisywanej przez ,i".

Dodatkowe drobne uwagi i komentarze dotyczace rozprawy doktorskiej mgr tukasza Panasiuka
przedstawione ponizej mimo natury szczegotowej, nie majg jednak wptywu na ocene pracy jako
catosci, ktéra jest pozytywna.

Podczas lektury pracy nasuwaja sie pewne pytania i komentarze, ktére wymagaja wyjasnienia:

= Czy Doktorant mogtby wyjasni¢, jak dodatek do fazy ruchomej kwasu mréwkowego, kwasu
octowego lub ich soli amonowych prowadzi do powstawania adduktéw z jonami metali
jednowartosciowych? (str. 42 w 20)

* Dlaczego Doktorant nie zastosowat wzorca wewnetrznego dla fumonizyn? (str. 61)

» (Czy Doktorant badat stabilnos¢ roztworéw podstawowych i ich mieszaniny? (str. 62 w 10)

» Czy Doktorant prébowat zatezy¢ probke np. przez odparowanie 200 ul supernatantu z 10
plIS ? (str. 75 w5 iw15)

» (Czy Doktorant znalazt informadje dlaczego dla wszystkich matryc uzyskano o wiele wieksze
wzmocnienie sygnatu dla fuzarenonu-X w poréwnaniu z innymi trichotecenami B? Jaki byt
powdd zastosowania jonizacji dodatniej dla tego analitu? (str. 79)

= Dlaczego Doktorant wybrat dla NIV, DON i DON-3Glc po trzy jony potomne? (str. 81
tabela 8)

= Czy Doktorant sprawdzat rowniez inne dodatki do fazy ruchomej? Jezeli tak to jakie, jezeli
nie to dlaczego wybrat akurat 0,2% CH3COOH? (str. 81 w 16)

» Przydatne bytoby ttumaczenie — dwel/ time (str. 81)

= Doktorant powotuje sie na zalety metody wynikajace z obnizenia kosztéw analizy (co
oczywiscie jest prawda), czy zatem poprawa parametréw walidacyjnych wynikajacych z
zastosowania kolumienek Mycosep 225 jest na tyle duza, zeby zastosowac je zamiast
znacznie mniej kosztochtonnej ekstrakcji bez oczyszczania? (str. 122 w 19)
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=  Wspomniany wczeéniej brak zastosowania wzorca wewnetrznego fumonizyn. Czy
Doktorant przez zastosowanie wzorca wewnetrznego danej toksyny kompensowat efekty
matrycy tylko dla niej czy réwniez innych toksyn o podobnej budowie np. 13C AFLB1 tylko
AFLB1 czy réwniez dla pozostatych aflatoksyn? (str. 124 wl3)

Inne uwagi:
Str 113 Uzyskane wyniki stezen pasz ... - jest Zle sformutowane

Str 34 W przypadku ENs karmienie szczurdw w pasza zawierajacg..” — powinno byé W

przypadku ENs karmienie szczuréw pasza zawierajaca...”

Str 35 ,W éredniowieczu choroba wywotywana przez sporysz i jego alkaloidy nazywana byta

"o

.Qgniami $wietego Antoniego”." — powinno by¢ ,W $redniowieczu choroba wywotywana przez
sporysz i jego alkaloidy nazywana byta ,ogniem $wietego Antoniego”?

Str 41 ,Istnieje kilka mozliwosci minimalizacji ME, jednak obecnie brakuje rozwigzania, ktdry w petni
kompensowatby wszelkie straty.” — powinno byc¢ ,Istnieje kilka mozliwosci minimalizacji ME, jednak
obecnie brakuje rozwigzania, ktére w petni kompensowatoby wszelkie straty.”

Str 42 ,..IAC) moze przenie$¢ znaczace korzysci, .." — powinno by¢ ,..JAC) moze przyniesé
znaczace korzysci, ..."

Str 43 , Sulyok i wsptpracownicy ..." — powinno by¢ , Sulyok iin. ..."

Str 58 ... opinii EFSA, w ktdrych podkreélana jest konicznoé¢ oznaczania...” — powinno by¢ ...

opinii EFSA, w ktorych podkreslana jest koniecznoé¢ oznaczania....”

Str 77 . ... zréznicowane matryce, o réznym sktadzie, koniecznie byto.." — powinno by¢ ,
zroznicowane matryce, o réznym sktadzie, konieczne byto...”

Str 89 , ..w paszach dla swin, drobiu, kiszonek z kukurydzy..." — powinno by¢ , ..w paszach dla
Swin, drobiu, kiszonkach z kukurydzy...”

Str 98 ... przeprowadzanych na zwierzetach laboratoryjnych dobdr whasciwej jakosci paszy
zwierajgcel.." — powinno byC .. przeprowadzanych na zwierzetach laboratoryjnych dobdr
wiasciwej jakosci paszy zawierajacey...”

Str 116 ,.. zmniejszonego pobierania paszy oraz przyrosty masy;.." — powinno by¢ ..
zmniejszonego pobierania paszy oraz przyrostu masy;..."

Str 120 ... bydta) obejmujg gtébwnie mikotoksyny posiadajgce regulacje prawe, ich metabolity
oraz..” — powinno byc¢ ,... bydta) obejmuja gtéwnie mikotoksyny posiadajgce regulacje prawne, ich
metabolity oraz...”
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Praca zostata logicznie skonstruowana i konsekwentnie zrealizowana z uzyciem bardzo duzej
liczby probek oraz odpowiednich metod badawczych. Zaplecze aparaturowe stanowito zapewne
utatwienie w uzyskaniu tak duzej ilosci wynikow. Wazne sg tez umiejetnosci operatora i znajomosé¢
technik analitycznych. Uwazam, Zze praca stanowi oryginalny dorobek o wysokiej wartosci
poznawczej | praktycznej. Podejscie do tematu wskazuje na dobre przygotowanie Doktoranta do
pracy naukowej.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, iz praca mgr tukasza Panasiuka zatytutowana , Qpracowanie
wielosktadnikowych metod oznaczania mikotoksyn w paszach oraz ocena narazenia zwierzgt’
spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim, wynikajgce z aktualnych wymagan
merytorycznych oraz formalnych i w zwigzku z powyzszym wnosze do Komisji Doktorskiej Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w
Putawach o dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesdnie, biorac pod uwage fakt, iz przedstawiona do recenzji tematyka rozprawy doktorskiej
jest wazna i interesujgca, wpisuje sie w nurt opracowania nowoczesnych rozwigzan analitycznych
oraz za nowatorski charakter otrzymanych wynikow badah wnosze o wyrdznienie rozprawy
doktorskiej Pana mgr tukasza Panasiuka. Za cenne nalezy uzna¢ aplikacyjny charakter uzyskanych
wynikow badan w postaci opracowanych procedur analitycznych, ktére z powodzeniem mogg by¢
wykorzystane w laboratoriach zwigzanych z oznaczaniem mikotoksyn.

quwc,

Dr hab. Magdalena Twaruzek, prof. uczelni
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