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1. Dane personalne

Imig i nazwisko: Marcin Bryta

Miejsce pracy: Zaktad Analizy Zywnosci
Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno — Spozywczego im.
prof. Wactawa Dabrowskiego w Warszawie

ul. Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa.

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

12.06.2014 Doktor inzynier nauk rolniczych w zakresie technologii Zzywnosci
i zywienia cztowieka, Wydziat Nauk o Zywnosci, Szkota Gtéwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, praca doktorska pt.
»Wystepowanie fumonizyn w  kukurydzy 1 produktach
kukurydzianych oraz ich przemiany w wybranych operacjach
technologicznych” wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Mieczystawa W. Obiedzifiskiego. Praca zostala wyrdzniona

uchwala Rady Wydziatu Nauk o Zywno$ci SGGW w Warszawie.

23.07.2009 Magister inzynier, Wydzial Nauk o Zywnos$ci, Szkota Gtéwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, praca magisterska pt.
»Autentyczno$¢ geograficznego pochodzenia kawy Coffea
arabica i Coffea canephora var. robusta” wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. Mieczystawa W. Obiedzinskiego.

13.03.2008 Inzynier, Wydzial Nauk o Zywnosci, Szkota Gtéwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, praca inzynierska pt.
»Nowe trendy w analizie autentyczno$ci 1 identyfikowalnos$ci

zywnos$ci” wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Mieczystawa

W. Obiedzinskiego.
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

12.09.2014 — obecnie
Stanowisko: ADIUNKT
Miejsce zatrudnienia: Zaklad Analizy Zywnosci, Instytut Biotechnologii Przemystu

Rolno — Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego w Warszawie.

08.02.2012 — 11.09.2014
Stanowisko: ASYSTENT
Miejsce zatrudnienia: Zaktad Analizy Zywnosci, Instytut Biotechnologii Przemystu

Rolno — Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego w Warszawie.

01.07.2010 — 07.02.2012
Stanowisko: TECHNOLOG
Miejsce zatrudnienia: Zaktad Analizy Zywnosci, Instytut Biotechnologii Przemystu

Rolno — Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego w Warszawie.

02.03.2010 - 30.06.2010
Stanowisko: STAZYSTA
Miejsce zatrudnienia: Zaktad Analizy Zywnos$ci, Instytut Biotechnologii Przemystu

Rolno — Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego w Warszawie.
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4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w

zakresie sztuki

Osiggnigciem naukowym wynikajacym z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.

U. nr 65, poz. 595 ze zm.) jest monotematyczny cykl sze$ciu publikacji naukowych.

4.1. Tytul osiagniecia naukowego

Wystepowanie wtdrnych metabolitow grzyboéw strzgpkowych w roslinach zbozowych

w aspekcie bezpieczenstwa zywnosci.

4.2. Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia

H1. Bryla M., Waskiewicz A., Ksieniewicz-Wozniak E., Szymczyk K.,
Jedrzejczak R. (2018): Modified Fusarium mycotoxins in cereals and their
products - metabolism, occurrence, and toxicity: an updated review. Molecules,
23(4), 963 [MNiSW = 30; IF = 2,861; IFs.ietni = 2,988].

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaproponowaniu koncepcji pracy, analizie
dostepnej literatury, analizie wynikow, przygotowaniu manuskryptu oraz prowadzeniu
korespondencji z redaktorem (autor korespondujgcy). Moj udzial procentowy szacuje

na 70%.

H2. Bryla M., Waskiewicz A., Podolska G., Szymczyk K., Jedrzejczak R.,
Damaziak K., Sutek A. (2016): Occurrence of 26 mycotoxins in the grain of
cereals cultivated in Poland. Toxins, 8(6), 160 [MNiSW = 35; IF = 3,030; IFs-etni
= 3,450].

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy, wykonaniu
analiz i interpretacji otrzymanych wynikow, przygotowaniu manuskryptu oraz
prowadzeniu korespondencji z redaktorem (autor korespondujgcy). Moj udzial

procentowy szacuje na 70%.
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H3. Bryla M., Ksieniewicz-Wozniak E., Waskiewicz A., Szymczyk K.,
Jedrzejczak R. (2018): Natural occurrence of nivalenol, deoxynivalenol, and
deoxynivalenol-3-glucoside in Polish winter wheat. Toxins, 10(2), 81 [MNiSW
= 35; IF = 3,030; IFs.jemi = 3,450].

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaproponowaniu koncepcji pracy,
wykonaniu analiz i interpretacji otrzymanych wynikow, przygotowaniu manuskryptu
oraz prowadzeniu korespondencji z redaktorem (autor korespondujgcy). Moj udziat

procentowy szacuje na 70%.

H4. Bryla M., Ksieniewicz-Wozniak E., Waskiewicz A., Szymczyk K.,
Jedrzejezak R. (2018): Co-occurrence of nivalenol, deoxynivalenol and
deoxynivalenol-3-glucoside in beer samples. Food Control, 92, 319-324
[MNISW = 40; IF = 3,496; IFs.jetni = 3,584].

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaproponowaniu koncepcji pracy,
wykonaniu analiz i interpretacji otrzymanych wynikow, przygotowaniu manuskryptu
oraz prowadzeniu korespondencji z redaktorem (autor korespondujgcy). Moj udziat

procentowy szacuje na 70%.

H5. Bryla M., Waskiewicz A., Szymczyk K., Jedrzejczak R. (2017): Effects of
pH and temperature on the stability of fumonisins in maize products. Toxins,
9(3), 88 [MNIiSW = 35; IF = 3,030; IFs-iemi = 3,450].

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaproponowaniu koncepcji pracy,
wykonaniu analiz i interpretacji otrzymanych wynikow, przygotowaniu manuskryptu
oraz prowadzeniu korespondencji z redaktorem (autor korespondujgcy). Moj udziat

procentowy szacuje na 10%.

H6. Bryla M., Ksieniewicz-Wozniak E., Podolska G., Waskiewicz A.,
Szymczyk K., Jedrzejczak R. (2018): Occurrence of ergot and its alkaloids in
winter rye harvested in Poland. World Mycotoxin Journal, DOI
10.3920/WMJ2018.2322 [MNISW = 25; IF = 2,189; IFs.iemi = 2,279].
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaproponowaniu koncepcji pracy,
wykonaniu analiz i interpretacji otrzymanych wynikow, przygotowaniu manuskryptu
oraz prowadzeniu korespondencji z redaktorem (autor korespondujgcy). Moj udziat

procentowy szacuje na 70%.

Laczny Impact Factor (IF) dla szeéciu publikacji naukowych wchodzacych w sktad
Osiagniecia wynosi 17,636 (IFs.eti = 19,201). Suma punktow wedtug polskiej oceny
czasopism MNiSW (z roku opublikowania) 200.

4.3. Syntetyczne omowienie publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia
4.3.1. Wprowadzenie

W omoéwieniu publikacji wchodzacych w sktad Osiggnigcia wykorzystano nastepujace

skroty:

15-AcDON 15-acetyl-deoksyniwalenol

3-AcDON 3-acetyl-deoksyniwalenol

ARfD ostra dawka referencyjna

DON deoksyniwalenol

DON-3G deoksyniwalenol-3-glukozyd

EFSA Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci
HFB1 zhydrolizowana fumonizyna B

PHFBia i PHFBib  czgéciowo zhydrolizowana fumonizyna B1 (izomer a i b)

NIV niwalenol

TDI tymczasowe dzienne tolerowane pobranie

UPLC-TOF-HRMS ultra-wysokosprawny chromatograf cieczowy z
wysokorozdzielczym spektrometrem mas z analizatorem czasu
przelotu

ZEN zearalenon

a-ZEL a-zearalenol

B-ZEL [3-zearalenol.

Polska jest znaczacym producentem zbdz. W gospodarce narodowej rolnictwo
odgrywa istotng role, w ktorym z Kolei produkcja roslinna stanowi ok. 43% produkcji

rolniczej, a produkcja zboz stanowi ok. 37% produkcji roslinnej ogétem. W roku 2016



dr inz. Marcin Bryta Autoreferat

produkcja pszenicy wynosita ok. 10,8 mln ton, zyta - 2,2 mln ton, jeczmienia - 3,4 min
ton, owsa - 1,4 min ton i pszenzyta - 5,1 min ton, co powoduje, ze pod wzgledem
uprawy Polska zajmuje drugie miejsce w Unii Europejskiej (po Francji), a w zbiorach —
trzecie (po Francji i Niemczech). Pomimo faktu, iz w Polsce zbiory zb6z i plony w
poszczegbdlnych latach ulegaja znacznym wahaniom, wynikajacym ze zmiennosci
warunkow pogodowych, to w plonowaniu zb6z odnotowuje si¢ tendencje wzrostowa
(CSO, 2017).

Ziarno zb6z jest podstawowym surowcem do produkcji zywnosci. Jest rOwniez
gtownym komponentem pasz stosowanych w zywieniu zwierzat. Do najwazniejszych
gatunkow zbo6z o najwickszym $wiatowym znaczeniu gospodarczym zaliczy¢ nalezy
kukurydzg, pszenicg oraz ryz (Syp, 2015). Roczna wielko$¢ produkcji poszczegdlnych
gatunkoéw ziarna zboz i jej jakos¢ jest w Polsce uwarunkowana licznymi czynnikami.
Wplyw na skale produkcji wywiera takze sytuacja na $wiatowych rynkach zbdz i
wielko$¢ gospodarstw rolnych. Jakos¢ zboz natomiast zalezy m.in. od genotypu zboz,
jakosci ziarna do siewu, czynnikow agrotechnicznych, postepowania pozbiorczego, a
takze od czynnikow pogodowych (Stuper-Szablewska i Perkowski, 2014). Te ostatnie,
okazuja si¢ by¢ bardzo zmienne pomigdzy poszczegdlnymi latami zbioréw (Kapusta,
2016).

W ostatnich latach, wraz z obserwowanymi zmianami klimatu, zwraca si¢
uwage na ich wplyw na produkcje rolnicza, a tym samym na bezpieczenstwo zZywnosci
(Magan i wsp. 2011). Pomimo ogromnego postgpu w rolnictwie na przestrzeni ostatnich
lat, wcigz duzym problem w uprawie zbdz sa choroby wywolywane przez wiele
rodzajow grzybow. Grzyby strzgpkowe w okre$lonych warunkach moga
biosyntetyzowac toksyczne dla ludzi i zwierzat wtorne metabolity zwane powszechnie
mikotoksynami (Nesic i wsp. 2014). Mikotoksyny istotnie wyrozniajg si¢ sposrod
wiekszosci zanieczyszczen zywno$ci (np. pozostatosci lekéw weterynaryjnych,
pestycyddéw 1 zanieczyszczen Srodowiskowych). Ich obecno$¢ w ziarnie zbdz jest
praktycznie nieunikniona i silnie uzalezniona od czynnikéw klimatycznych, ktérych
kontrola w uprawie zboz jest praktycznie niemozliwa. Z tego powodu, zagrozenie dla
zdrowia ludzi 1 zwierzat wynikajace z obecnosci mikotoksyn w zywnosci moze by¢
wieksze niz wynikajace z obecnosci pozostatosci 1 dodatkow substancji chemicznych
stosowanych w ochronie i produkcji zywnos$ci (Dohlman, 2003).

Wzrost i rozwdj grzybow patogennych dla roslin zbozowych jest silnie zalezny

od czynnikéw pogodowych. Zachodzace globalne zmiany klimatyczne wptywaja na

10
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wysoka zmiennos$¢ przebiegu warunkow pogodowych w trakcie sezonu wegetacyjnego.
Moze to wplywaé na stworzenie dogodnych warunkow dla rozwoju dotychczas
niespotykanych na danym obszarze geograficznym gatunkéw grzyboéw (odpowiednia
aktywno$¢ wody i1 temperatura) oraz biosyntezy przez te grzyby roznych mikotoksyn
(Chakraborty i Newton, 2011).

Do grzybow biosyntetyzujacych mikotoksyny naleza m.in. grzyby z rodzaju
Aspergillus  (biosyntetyzuje np. aflatoksyny, ochratoksyny), Penicillium (np.
ochratoksyny), Fusarium (np. trichoteceny, zearalenon, fumonizyny), a takze Claviceps
(alkaloidy sporyszu) (Abrunhosa i wsp. 2016). Ostatnie dwa rodzaje grzybow bardzo
czesto w warunkach klimatycznych Polski infekujg uprawiane rosliny zb6z (Miedaner i
Geiger 2015; Ferrigo i wsp. 2016).

Na podstawie wynikoéw oceny ryzyka w stosunku do wybranych mikotoksyn np.
trichotecenow (deoksyniwalenol (DON) i toksyny HT-2 i T-2) oraz zearalenonu (ZEN),
fumonizyn, ochratoksyny A (OTA) i aflatoksyn, wprowadzono regulacje dotyczace ich
maksymalnych dopuszczalnych zawartosci w zywnos$ci (Smith 1 wsp. 2016).

Problem wystepowania mikotoksyn w ziarnie zb6z wydaje si¢ by¢ bardziej
skomplikowany jesli uwzgledni Si¢ w zywnosci obecno$¢ tzw. zmodyfikowanych
mikotoksyn. Termin zmodyfikowane mikotoksyny zostal wprowadzony w celu
zdefiniowania wszystkich rodzajow mikotoksyn, ktorych struktura chemiczna zostata
zmieniona wskutek roznych reakcji chemicznych (zachodzacych np. podczas
przetwarzania ziarna 1 produkcji zywnosci) 1 biochemicznych (zachodzacych na skutek
aktywnos$ci enzymoOw, badz drobnoustrojéw bytujacych w organizmach zywych).
Pojecie zmodyfikowane mikotoksyny okresla wszystkie mozliwe kierunki ich
powstawania. Sposréd ogromnej mozliwosci modyfikacji mikotoksyn, biologicznie
modyfikowane mikotoksyny, stanowia szczegdlng grupg zwiazkow, ktdrych biosynteza
moze zachodzi¢ przy udziale enzymow roslinnych, zwierzecych, czy bakteryjnych.
Wiele z tych substancji jest obecnie analizowana pod wzgledem szlaku ich
powstawania, wlasciwos$ci toksykologicznych oraz wystgpowania w Zywnosci (Rychlik
1 wsp. 2014). W odniesieniu do bezpieczenstwa zywnos$ci, gldwnym problemem jest to,
ze zmodyfikowane mikotoksyny zwykle nie sg wykrywane za pomoca metod
analitycznych powszechnie wykorzystywanych do oznaczania mikotoksyn (Berthiller i
wsp. 2013). Wcigz brakuje badan z zakresu wilasciwosci toksykologicznych tych
substancji. Ograniczenia zwigzane z prowadzeniem tego typu badan wynikaja czgsto z

braku dostgpu do czystych zwigzkéw, ktore mogiby by¢ wykorzystane w badaniach

11
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toksykologicznych. Nalezy wspomnie¢ jednak o dziataniach podejmowanych przez
srodowisko naukowe nad mozliwymi drogami pozyskiwania tych substancji. Nalezy tu
wymieni¢ syntez¢ chemiczng i biochemiczng z wykorzystaniem mikroorganizmow i
ro$lin (Fruhmann i wsp. 2012; McCormick i wsp. 2015; Habler i wsp. 2016). Z
powyzszych przyczyn, nie ma ustanowionych przepisow prawnych w odniesieniu do
dopuszczalnych zawarto$ci zmodyfikowanych mikotoksyn w zywnosci.

Jedna z pierwszych publikacji naukowych wprowadzajaca okreslenie ,,nowe"
mikotoksyny, zostala opublikowana w 2008 roku i jej tematyka odnosita si¢ do
metabolitow grzybow Fusarium takich jak: fuzaroproliferyna, bewerycyna, enniatyny i
moniliformina. Od tamtego czasu termin ten byt tylko stosowany w odniesieniu do tych
zwigzkow (Jestoi, 2008). Pdzniej ,,nowe” mikotoksyny zostaly zdefiniowane jako
mikotoksyny, ktore nie sg ani rutynowo analizowane ani poziom zawartosci w srodkach
spozywczych nie jest regulowany prawnie, jednakze liczba dowodéw naukowych
wskazujacych na ich wystgpowanie ciagle wzrasta. Dlatego tez, zgodnie z ta definicja
wiele innych metabolitow o znanej lub potencjalnej toksycznosci mozna byltoby
sklasyfikowa¢ jako ,,nowe” mikotoksyny (Vaclavikova 1 wsp. 2013). W mysl tej
definicji do tej grupy zaliczy¢ mozna alkaloidy sporyszu wytwarzane przez Claviceps
purpurea - infekujace najczesciej obcopylne gatunki traw. Profil toksykologiczny
,howych" mikotoksyn bardzo czgsto jest stabo poznany albo brak jest doniesien
naukowych na ten temat (Kovalsky i wsp. 2016). Podobne stwierdzenie moze byc¢
zastosowane w kontekscie ich wystepowania w ziarnie zboz 1 zywnosci na bazie zbdz,
zwlaszcza pochodzacych z polskich upraw.

Dla zapewnienia bezpieczenstwa zywno$ci bardzo wazny jest rozwo6j metod
analitycznych, umozliwiajacych wykrywanie mikotoksyn, ktore w probkach zywnosci
moga wystepowac W bardzo zréznicowanych stgzeniach. Wérdd tych metod najczesciej
wykorzystywane sg techniki chromatografii cieczowej z roznymi detektorami, w tym
takze laczona technika chromatografii cieczowej i spektrometrii mas (LC-MS).
Chromatografia cieczowa ze spektrometriag mas jest metoda coraz bardziej popularna,
poniewaz umozliwia rdéwnoczesne oznaczenie w matrycy zywnosciowej wielu
metabolitow (Rahmani i wsp. 2009). Metody oparte na wykorzystaniu spektrometrii
mas z jednej strony umozliwiajg ilosciowe oznaczanie mikotoksyn w nietypowych
matrycach i wykrycie nietypowych dla danych regionéw geograficznych mikotoksyn

(np. spowodowanych przez globalne ocieplenie), z drugiej zas, z powodzeniem moga
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by¢ wykorzystywane do wykrywania zmodyfikowanych jak réwniez ,,nowych”
mikotoksyn (Gruber-Dorninger i wsp. 2017).

Zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosci 1 pasz zwigzane z obecnos$cig
mikotoksyn 1 ich zmodyfikowanych form, podkreslane bylo w dokumentach
publikowanych przez Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA). W
dalszym ciggu istnieje potrzeba zbierania informacji na temat identyfikacji
zmodyfikowanych mikotoksyn i charakterystyki ich struktur chemicznych, ktore nie
zostaly jeszcze opisane. Istnienie réwniez potrzeba prowadzenia badan w zakresie
opracowania nowych (do rutynowego stosowania) i czulych metod analitycznych. Luka
w obszarze badan naukowych nad zmodyfikowanymi mikotoksynami, obejmuje takze
kierunki ich przemian podczas przetwarzania zywno$ci 1 pasz (EFSA, 2014a). W
kontekscie ,,nowych” mikotoksyn, obejmujacych enniatyny, uwzgledniajac aktualng
wiedze, zaleca si¢ realizacj¢ badan skupionych na przemianach zachodzacych podczas
produkcji zywnos$ci, ocenie toksyczno$ci w warunkach in vivo, a takze badan
dotyczacych wspotwystepowania enniatyn w zywnosci i paszach z innymi toksynami
Fusarium. Bardzo wazne sa takze potencjalne efekty synergistyczne zachodzace w
organizmie ludzi 1 zwierzat pod wplywem wspolwystgpowania toksyn Fusarium
(EFSA, 2014b).

Od dawna zagrozenie zwigzane z wystgpowaniem alkaloidow sporyszu w
zywnos$ci wigzano z obecno$cig w ziarnie ich przetrwalnikéw (Naudé i wsp. 2005). W
Unii  Europejskiej obowigzuje limit maksymalnej dopuszczalnej zawartosci
przetrwalnikow sporyszu w ziarnie zb6oz na poziomie 0,5 g/kg. Wedhug aktualnego
stanu wiedzy, eliminacja przetrwalnikOw sporyszu z ziarna nie prowadzi do
catkowitego usunigcia alkaloidéw sporyszu. W ziarnie, nawet bez fragmentéw
przetrwalnikow, stwierdza si¢ obecnos$¢ mierzalnych zawarto$ci alkaloidow sporyszu.
Dlatego tez, w Unii Europejskiej dyskutowana jest zasadno$¢ wprowadzenia
dopuszczalnej zawartosci alkaloidow sporyszu w ziarnie zbdz 1 jego produktach
przemiaty, a takze gotowych produktach zbozowych do bezposredniego spozycia (UE,
2015/1940). W niedalekiej przysztosci jest wysoce prawdopodobne, ze te przepisy beda
obejmowaty przynajmniej produkty na bazie zboz.

Biorgc powyzsze pod uwage podjeto badania nad wystgpowaniem ,,nowych” i
zmodyfikowanych mikotoksyn w ziarnie zbdz i1 jego produktach. Opracowano

rozwigzania analityczne pozwalajace na ich identyfikacje, a takze w przypadku
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wybranych substancji (fumonizyny), dokonano identyfikacji zmodyfikowanych form i

przesledzono ich stabilno$¢ podczas procesu ogrzewania.
4.3.2. Cel naukowy Osiagniecia oraz omowienie wynikow badan
W zrealizowanych pracach wyr6zni¢ nalezy dwa gtowne zagadnienia:

1. Wybrane zmodyfikowane mikotoksyny — aspekty analityczne, wystepowanie w

zywnosci i przemiany wybranych zwiazkow.

W ramach tej czesci:

1.1. Przeprowadzono charakterystyke aktualnego stanu wiedzy z zakresu powstawania
biologicznie zmodyfikowanych mikotoksyn grzybow Fusarium w roslinach
zbozowych, ich efektéw toksykologicznych u ludzi i1 zwierzat, a takze
przeanalizowano wspotwystgpowanie tych substancji w ziarnie zbdz 1 jego
produktach (publikacja H1).

1.2. Opracowano metody badawcze oznaczania wybranych mikotoksyn w ziarnie zb6z i
piwie, a takze ich zmodyfikowanych form (publikacje H2-H4).

1.3.Za pomoca opracowanych metod badawczych przeprowadzono ocene
wystepowania mikotoksyn w ziarnie zbdoz z krajowych upraw (publikacje H2, H3).
Omowiono takze wptyw warunkéw pogodowych oraz genotypu pszenicy na
stopien zanieczyszczenia mikotoksynami ziarna okreslonych genotypéw zbdz
(publikacja H2). Podkreslono takze znaczenie zmodyfikowanych form mikotoksyn.

1.4. Przeprowadzono ocen¢ wystepowania NIV oraz DON i jego glukozydowej
pochodnej (DON-3G) w probkach piw dostepnych na rynku krajowym (publikacja
H4).

1.5. Przeprowadzono ocen¢ wplywu procesu pieczenia ciasta na bazie maki
kukurydzianej naturalnie zanieczyszczonej fumonizynami na stabilno$¢ zarowno
wolnych, jak i zmodyfikowanych form fumonizyn w zaleznosci od pH $rodowiska i
temperatury pieczenia. Dokonano identyfikacji naturalnie wystepujacych
zmodyfikowanych form fumonizyn w kukurydzy (publikacja H5).

2. Wybrane ,,nowe'" mikotoksyny i ich wplyw na bezpieczenstwo zywnosci.

W ramach tej czesci:
2.1. Dokonano charakterystyki wystepowania ,,nowych” mikotoksyn (enniatyn) w

ziarnie zb6z pochodzacym z polskich upraw doswiadczalnych (publikacja H2).
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2.2. Przeprowadzono ocen¢ zanieczyszczenia ziarna zyta pochodzacego z polskich
upraw doswiadczalnych sporyszem 1 jego alkaloidami. W badaniach tych
uwzgledniono ocen¢ zawartosci alkaloidow sporyszu w ziarnie, ktore speiniato
wymagania dotyczgce maksymalnych dopuszczalnych zawartosci przetrwalnikow
sporyszu, a takze przeprowadzono analiz¢ korelacji pomigdzy zawarto§ciami
przetrwalnikow w ziarnie zyta a sumaryczng zawartos$cig szesciu podstawowych

alkaloidow i ich epimerow (publikacja H6).

AD. 1. Wybrane zmodyfikowane mikotoksyny - aspekty analityczne,

wystepowanie w Zywnosci i przemiany wybranych zwiazkow.

Tematyka zmodyfikowanych mikotoksyn nalezy do obszaru badawczego, ktory
na calym $wiecie jest obecnie intensywnie eksplorowany. Przelomem w tego typu
badaniach byta identyfikacja pochodnych mikotoksyn powstatych w reakcjach
katalizowanych przez glukozylotransferazy, ktore uczestnicza migdzy innymi w
procesach detoksykacji zachodzacych w komorkach roslin (Kluger i wsp. 2013; Warth i
wsp. 2015; Uhlig i wsp. 2016).

Celem pracy przegladowej bylo przedstawienie tematyki zmodyfikowanych
mikotoksyn ze szczegdlnym uwzglednieniem biologicznie zmodyfikowanych
pochodnych DON, toksyn HT-2 i T-2, a takze ZEN (publikacja H1). Dokonano
charakterystyki ich powstawania, zebrano dane naukowe charakteryzujace ich
wlasciwosci toksykologiczne, przeprowadzono oceng wystepowania tych zwigzkow, a
takze wskazano na kierunki rozwoju badan nad zmodyfikowanymi mikotoksynami.

W publikacji H1 podkreslono ogromna potrzebe prowadzenia badan nad
wystepowaniem zmodyfikowanych form mikotoksyn w ziarnie zbdz i jego produktach.
Dziatlanie to nie jest mozliwe bez dostgpnosci standardow analitycznych
zmodyfikowanych mikotoksyn, zarowno umozliwiajacych upowszechnienie tego typu
badan, jak 1 uzyskiwanie wiarygodnych wynikow. Problem dostgpnosci czystych
substancji zmodyfikowanych mikotoksyn jest rownie wazny w badaniach nad
potencjalng ich toksyczno$cia. Zrozumienie mechanizmu wystepowania tych zwigzkow
w zywnosci 1 ich wlasciwosci toksykologicznych, pozwoli w przysztosci na rozwazenie
wprowadzania limitow dopuszczalnej zawartosci omawianych substancji. W 2017 r.
Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci wydat opinie naukowa dotyczaca

zagrozenia dla ludzi 1 zwierzat spowodowanego obecnoscia deoksyniwalenolu, jego
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acetylowanych i zmodyfikowanych pochodnych w Zywnosci i paszach. W raporcie tym
podkreslono, ze glownym zrodtem narazenia na te zwigzki sg zboza i jego produkty.
Podobnie jak w przypadku acetylowanych pochodnych DON, toksyczno$¢ DON-3G
zrownano z toksyczno$cig DON, poniewaz wzigto pod uwage fakt, ze DON-3G jest
hydrolizowany w jelitach przewodu pokarmowego. Wobec tego nalezy oczekiwac
podobnych efektow toksycznych jak w przypadku DON. Na podstawie zebranych
danych epidemiologicznych, wyznaczono warto$¢ grupowej, ostrej dawki referencyjne;j
(ARFD), ktora dla grupy tych zwigzkéw wynosita 8 pg/kg masy ciata (EFSA, 2017).
Pomimo uznania tych zwigzkéw przez spoteczno$¢ naukowa za podobne pod wzgledem
toksykologicznym, wiele badan wskazuje na wystgpowanie pomiedzy nimi istotnych
réznic. Od kilku lat liczba danych toksykologicznych w odniesieniu do DON-3G stale
wzrasta, a w wiekszosci z nich potwierdzana jest hipoteza o potencjalnej nizszej
toksycznos$ci tego zwigzku zarowno w badaniach in vitro, jak i w badaniach in vivo na
zwierzetach. Niemniej jednak, nalezy pamigtaé, ze zmodyfikowane pochodne DON
czesto towarzysza DON i pomimo niekiedy ich obnizonej toksycznosci, wielkosé
narazenia moze by¢ wieksza. Dlatego bardzo wazne jest gromadzenie danych
dotyczacych wspotwystepowania DON i jego zmodyfikowanych form w zywnosci,
zwlaszcza, ze publikowane w ostatnich latach doniesienia literaturowe wskazuja na
wystepowanie w ziarnie zb6z nowych metabolitow DON, jak pochodne siarczanowe
DON. W tym zakresie nie sa dostgpne zadne dane pozwalajace na pordwnanie ich
toksycznos$ci z macierzystym zwigzkiem.

Podobnie jak w przypadku DON, badania toksykologiczne ZEN i jego
pochodnych podkreslaja ztozono$¢ procesu biotransformacji tej toksyny i wptywu jej
pochodnych na organizmy zywe. W odniesieniu do zmodyfikowanych pochodnych
ZEN, wciaz istnieje niewiele informacji w kontekscie kierunku ich biotransformacji w
organizmie ludzi i zwierzat. Koniugowane formy ZEN (11 faza reakcji detoksykaciji), jak
dowiedziono w badaniach in vitro i in vivo na trzodzie chlewnej, najprawdopodobniej
moga by¢ hydrolizowane takze w przewodzie pokarmowym czlowieka, chociaz nie
nalezy wyklucza¢ réznic w intensywno$ci tych przemian wystgpujacych pomiedzy
gatunkami. W bardzo zlozonym procesie biotransformacji wazng role odgrywaja
mikroorganizmy zasiedlajagce przewodd pokarmowy 1 metagenom w poszczegdlnych
odcinkach przewodu pokarmowego. Na poziom ZEN i sktad jego pochodnych — jako
zwigzkow silnie estrogennych — istotnie wptywaja hormony steroidowe, ktére wchodza

w interakcje z toksynami. Ponadto, jak podkre$lono, na obnizenie toksycznosci ZEN i
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jego metabolitow moze mie¢ wpltyw dieta zawierajagca zwiazki z grupy flawonoidow.
Do przeprowadzenia oceny narazenia przeszkoda jest wcigz zbyt mata liczba danych
naukowych w odniesieniu do wstgpowania zmodyfikowanych pochodnych ZEN w
Zywnosci.

Dotychczasowe badania nad zmodyfikowanymi formami toksyn HT-2 i T-2
sygnalizuja, ze problem wystepowania glukozydow toksyn HT-2 i T-2 moze byc¢ istotny
w aspekcie bezpieczenstwa zywnosci, poniewaz stwierdza si¢ wysoki odsetek probek
zawierajacych te pochodne. W przypadku tej grupy zwigzkéw dostepnych jest najmniej
wynikéw badan dotyczacych ich potencjalnej toksyczno$ci (zarowno w odniesieniu do
hydrolizy w przewodzie pokarmowym jak i w konteks$cie cytotoksycznosci). Dostepne
sg doniesienia, ze sg to substancje hydrolizowane w przewodzie pokarmowym zwierzat
(jak wykazano w badaniach na drobiu), jednakze istnicje potrzeba przeprowadzenia
szerokiego zakresu badan potwierdzajacych, zarbwno w warunkach in vitro jak i in vivo
na roznych gatunkach zwierzat. Ze wzgledu na wspotwystgpowanie macierzystych
zwigzkow wraz z ich modyfikowanymi formami, wcigz niewiele podejmowanych jest
dzialan nad poznaniem mozliwego wptywu ich synergistycznego efektu na zywy
organizm. Powyzszy problem stanowi wyzwanie dla o$rodkéw naukowych
podejmujacych problematyke mikotoksyn. Niewatpliwie, we wszystkich badaniach nad
toksycznoscig zmodyfikowanych form mikotoksyn (II faza reakcji detoksykacji),
niezbg¢dne jest podjecie dzialan zapewniajacych dostgpnos$¢ standardéw analitycznych
tych zwigzkéw (za wyjatkiem DON-3G, ktory jest komercyjnie dostepny). Brak
dostepnych wzorcéw analitycznych jest przeszkoda nad rozwojem badan zardéwno w
odniesieniu do wystepowania tych zwigzkéw w zywnosci 1 paszach, jak rdwniez w
kontekscie poznania ich profilu toksykologicznego. W konsekwencji przeszkody te
utrudniajg przeprowadzenie oceny ryzyka i zagrozenia dla bezpieczenstwa zywnosci.

Biorac pod uwagg aktualny stan wiedzy z zakresu zmodyfikowanych
mikotoksyn, podjeto badania nad opracowaniem odpowiednich procedur badawczych,
umozliwiajacych oznaczenie nie tylko podstawowych analogow mikotoksyn, ale
réowniez ich zmodyfikowanych form. Wyniki tych badan zaprezentowano w
publikacjach H2-H4.

Zboza 1 zywnos$¢ na bazie zbdz sa na ogdél bardzo zlozonymi matrycami.
Problemem analitycznym w jednoczesnej analizie mikotoksyn jest zazwyczaj duza
réznorodno$¢ budowy chemicznej tych zwigzkow, ktore moga by¢ obecne w probce

(Juan 1 wsp. 2016). Wykorzystywana technika analityczna w ilo$ciowe] analizie
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mikotoksyn wymusza odpowiedni dobor rozpuszczalnika ekstrakcyjnego do ekstrakcji
analitow 1 co najwazniejsze sposobu oczyszczania probki z zanieczyszczen mogacych
wptywac na koncowy wynik oznaczenia. Co wiecej, wykorzystywana technika wymaga
stosowania wystarczajaco selektywnej 1 czulej aparatury pomiarowej, ktora umozliwi
oznaczenie badanych substancji na odpowiednim poziomie (Bryta i wsp. 2014).
Stezenia mikotoksyn w ziarnie zbdz 1 wytworzonej z niego zywnos$ci sg bardzo
zroznicowane 1 moga ksztattowac si¢ od pg/kg (np. OTA, aflatoksyny, ZEN, toksyny
HT-2, T-2) do nawet mg/kg (DON, fumonizyny, enniatyny). W przypadku matryc tak
mocno zroznicowanych pod wzglgdem poziomu zawartosci mikotoksyn, ich
jednoczesne oznaczenie moze by¢ bardzo ktopotliwe dla analityka.

W publikacji H2, podjeto dziatania zmierzajace do opracowania metody
badawczej mozliwej do wykorzystania w analizie mikotoksyn w ziarnie zb6z. Metoda
ta obejmowata oznaczenie 26 zwigzkow nalezacych do roznych klas chemicznych.
Wsréd tej grupy zwiazkoéw nalezy wyrdzni¢ DON i jego zmodyfikowane formy (3-
AcDON i 15-AcDON, DON-3G), ZEN i jego metabolity | fazy reakcji detoksykacji (o i
B-ZEL), a takze enniatyny, zaliczane do ,nowych” mikotoksyn. Wszystkie badane
zwigzki analizowano za pomoca techniki ultra-wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej z wysokorozdzielczym spektrometrem mas z analizatorem czasu
przelotu (UPLC-TOF-HRMS). W pierwszej kolejno$ci dobrano odpowiednie warunki
jonizacji badanych substancji, a takze warunki rozdzialu chromatograficznego, w
ktorych stosowano jako faz¢ ruchomg metanol i wode modyfikowang kwasem
mrowkowym 1 mrowczanem amonu. Badane probki do oznaczen przygotowywano
wedlug zlozonej, wieloetapowej procedury z wykorzystaniem kilku wzorcow
wewnetrznych znakowanych izotopem wegla. Opracowana procedura pozwolila na
uzyskanie probek o czystosci niegenerujacej istotnych interferencji utrudniajacych
proces rozdziatu chromatograficznego, badz analizy spektralnej. Metoda zostata
poddana doktadnej walidacji polegajacej na analizie probek wzmocnionych
laboratoryjnie, w roznych matrycach zbozowych. Wiarygodno$¢ metody byta oceniana
w ramach badan bieglosci (ze wzgledu na ograniczenia tych badan, tylko w przypadku
niektorych analitow). Ze wzgledu na zlozonos$¢ procedury, a takze rdznorodno$¢
badanych zwigzkow, uzyskane wyniki eksperymentu walidacyjnego dla niektorych
substancji (szczegolnie dla bardzo polarnych, np. DON-3G) nie byly w pekni
zadawalajace. W przypadku tych substancji ich zawarto$ci w badanych probkach
korygowano o warto$ci odzysku.
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Majac na uwadze zmodyfikowane mikotoksyny i wykorzystanie do ich
oznaczenia bardziej powszechnych w laboratoriach narzedzi analitycznych, takich jak
wysokosprawna chromatografia cieczowa z roznymi detektorami, podjeto badania nad
jednoczesnym oznaczeniem NIV, DON i jego glukozydu w ziarnie pszenicy i probkach
piw (publikacje H3-H4). Detektory UV sa powszechnie wykorzystywanymi
detektorami w analizie DON (Rahmani i wsp. 2009). Podstawowa wada tego typu
technik sg ograniczenia wynikajgce z braku selektywnosci. Dodatkowa trudnos¢ polega
na przygotowaniu probek o wysokim stopniu czystosci, wolnych od wszelkiego rodzaju
interferentow.

Do zapewnienia satysfakcjonujacej eliminacji interferencji chromatograficznych
moga by¢ zastosowane w procedurach analitycznych kolumienki powinowactwa
immunologicznego wykorzystujace odpowiednie przeciwciata. Tego typu kolumienki
sg rutynowo wykorzystywane do oznaczania mikotoksyn. Jednakze, przeciwciala te
moga wykazywaé reaktywno$¢ krzyzowa, dzigki czemu oprocz podstawowych
analogow, mozliwe byto przeprowadzenie procesu analitycznego wzgledem ich
modyfikowanych form. Specyficzne witasciwosci tych przeciwciat byly opisywane
przez kilku autoréw (Geng i wsp. 2014; Yoshinari i wsp. 2014; Trombete i wsp. 2016).
W zrealizowanych badaniach, do przygotowania probek analitycznych, wykorzystano
kolumny powinowactwa immunologicznego DON-NIV WB (Vicam, Watertown,
USA), ktore (oprécz DON 1 NIV) mozna bylo z powodzeniem wykorzysta¢ do analizy
DON-3G w ziarnie pszenicy i probkach piw. Opracowane metody charakteryzowaty si¢
wysokim stopniem dokladnosci, a eksperyment walidacyjny potwierdzit poprawnos¢
uzyskiwanych wynikow.

Opracowane metody badawcze wykorzystano do przeprowadzenia oceny
zanieczyszczenia ziarna zboz pochodzacego z polskich upraw (publikacje H2, H3), a
takze do oceny zanieczyszczenia probek piw dostgpnych na polskim rynku (publikacja
H4).

W zrealizowanych badaniach (publikacja H2) opisano wystgpowanie 26
mikotoksyn w 147 probkach réznych genotypdéw pszenicy uprawianej w roznych
regionach Polski, a takze 1 innych zboz pochodzacych z sezonu wegetacyjnego 2014
roku. Probki ziarna pszenicy o roéznych genotypach pochodzilty z pol
eksperymentalnych potozonych na terenie gminy Werbkowice (n=9), Borusowa (n=18),
Osiny (n=18), Zelistawki (n=18) i Wielichowo (n=36). We wszystkich pieciu rejonach

upraw, uprawiano te same genotypy pszenicy ozimej. Dodatkowo na terenie gminy
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Osiny zostato zatozone podobne do§wiadczenie dla jeczmienia jarego (n=8) i 0zimego
(n=16), owsa (n=4), a takze pszenzyta (n=20). Podczas calego okresu wegetacyjnego
roslin, w kazdej lokalizacji, monitorowane byly warunki pogodowe, tj. temperatura
powietrza 1 ilo§¢ opadow. Poziom zanieczyszczenia probek ziarna pszenicy ozimej byt
znaczaco rézny pomiedzy badanymi lokalizacjami. Stwierdzono, ze najwigkszy stopien
zanieczyszczenia mikotoksynami pszenicy ozimej wystapit w probkach pochodzacych z
upraw potozonych na terenie gminy Borusowa, Werbkowice i Osiny. Na terenie gminy
Osiny, uprawiany jeczmien jary i ozimy, owies i pszenzyto, podobnie jak pszenica, byty
rébwniez zanieczyszczone mikotoksynami, przy czym $redni poziom ich
zanieczyszczenia byt zréznicowany, w zaleznosci od gatunku zboza. Glownymi
zanieczyszczeniami ziarna zboz byly mikotoksyny grzybow Fusarium. Uzyskane
réznice w poziomie zanieczyszczen mikotoksynami mi¢dzy lokalizacjami Werbkowice,
Borusowa i Osiny, a Zelistawkami i Wielichowem, wydaja si¢ by¢ zalezne od
panujacych w okresie kwitnienia pszenicy warunkow pogodowych.

W klimacie strefy umiarkowanej, bardzo czesto dochodzi do infekcji roslin zboz
grzybami z rodzaju Fusarium (Zachariasova i wsp. 2014). W Polsce glownymi
patogenami pszenicy sg F. avanaceum, F. culmorum i F. graminearum (Stepien i
Chetkowski, 2010). Pomimo, ze zarodniki Fusarium sa wszechobecne w ziarnie
pszenicy, to wsrdd czynnikoéw wptywajacych na rozwoj fuzariozy ktosa (Fusarium head
blightt FHB) nalezy wymieni¢ sasiedztwo z innymi uprawami, obecno$¢ na
powierzchni gleby resztek pozniwnych kukurydzy lub pszenicy. Zdrewniate tkanki
kukurydzy stuzg jako miejsce zimowania patogenu i stanowig zrodlo inokulum w
pozniejszym etapie wzrostu rosliny (Lacey i wsp. 1999; Paul i wsp. 2004). Opady
deszczu sg podstawowym parametrem do prognozowania choréb zb6z. Umiarkowane
temperatury (mig¢dzy 15-30°C) przy jednoczesnej wysokiej wilgotnosci wzgledne;j
powietrza w czasie kloszenia lub kwitnienia okazujg si¢ by¢ najwazniejszymi
czynnikami decydujacymi 0 wystgpowaniu fuzariozy (De Wolf i wsp. 2003; Cowger i
wsp. 2009).

We wszystkich pigciu rejonach upraw uprawiano te same genotypy pszenicy
ozimej. Jednak tylko w trzech gminach (tj. Osiny, Borusowa i Werbkowice)
odnotowano znaczace zanieczyszczenie ziarna zboz mikotoksynami, glownie
wytwarzanymi przez Fusarium. Co wiecej, Srednie zawarto§ci mikotoksyn w obrebie
probek kazdego genotypu byly mocno zréznicowane. Na podstawie przeprowadzonej

jednoczynnikowej analizy wariancji nie stwierdzono istotnych roznic pomiedzy

20



dr inz. Marcin Bryta Autoreferat

poziomami zanieczyszczenia wigkszos$ci mikotoksyn w badanych genotypach pszenicy.
Wyjatkiem byt DON, ktoérego zawartosci roznity si¢ istotnie pomigdzy genotypami
Fidelius a Kampana, Forkida a Bamberka oraz pomiedzy Kepler, Dacanto a Bamberka.
Najmniej zanieczyszczonym genotypem pszenicy, pod wzgledem mikotoksyn, byt
Fidelius, natomiast najbardziej Bamberka.

Obecnie jedng z metod ograniczania wystgpowania mikotoksyn w zbozach jest
stosowanie w uprawach odmian odpornych na fuzarioze. Jednakze jak dotagd u zadnego
z badanych genotypoéw pszenicy nie zaobserwowano zrodta peinej odpornosci (Goral,
2005). Odporno$¢ na fuzariozg klosa jest cechg determinowang przez wigksze i
mniejsze geny umieszczone na wszystkich chromosomach pszenicy z wyjatkiem
chromosomu 7D. Chinska, jara odmiana pszenicy Sumai 3, ktéra zawiera geny
odpornosci QTL 1 FHB4, jest powszechnie uznawana za najlepsze zroédto odpornosci i
jest szeroko stosowana w programach hodowlanych na catym swiecie (Lv i wsp. 2014).
Obecnie prowadzi si¢ badania nad zwigkszaniem odporno$ci pszenicy na fuzarioze
ktosa, czego efektem jest uzyskanie odmian o zblizonej do peinej odpornosci na
fuzarioze, np. pszenica ozima Truman (Islam i wsp. 2016).

Uzyskane wyniki dowodza, Zze poziom zanieczyszczenia mikotoksynami jest na
0go61 nizszy niz limity ustalone przez UE, chociaz w odniesieniu do DON, w przypadku
10 probek ziarna odnotowano przekroczenia maksymalnej dopuszczalnej zawartosci
(1250 pg/kg). Biorac pod uwage inne zmodyfikowane formy DON zagrozenie dla
bezpieczenstwa zywnosci moze wynikaé z obecnosci sumy 3-AcDON i 15-AcDON
oraz DON-3G, ktore czesto byly stwierdzane w badanych probkach. We wszystkich
probkach pozytywnych identyfikowano zawartos¢ DON-3G w ilosci od 2 do 48% w
odniesieniu do zawartoSci DON, z czego probki pszenzyta charakteryzowaty sie¢
najwyzszym zanieczyszczeniem. W przeciwienstwie do DON dopuszczalna zawarto$¢
dla ZEN nie zostata przekroczona w zadnej z badanych prébek. Rzadziej znajdowano
takze zmodyfikowane formy ZEN. Tylko obecnos$¢ B-ZEL stwierdzono w czgsci probek
ziarna, a jego zawarto$¢ nie przekraczala 24 pg/kg. Obecno$é w probkach ziarna
zmodyfikowanych formy DON i ZEN, cho¢ ich zawarto$¢ nie przekraczata zawarto$ci
ich wolnych analogéw, moze wplywaé na bezpieczenstw0 zywnosci.

W ramach opracowanej metody jednoczesnego oznaczania NIV, DON i DON-
3G w pszenicy, przeprowadzono ocen¢ wystgpowania tych zwigzkéw w 92 probkach
pszenicy pochodzacej z upraw sezonu wegetacyjnego 2016 roku, rozmieszczonych na

terenie calej Polski (publikacja H3).
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Cho¢ NIV nie jest tak czgsto spotykany w zywnosci jak DON, to zwigzek ten
wykazuje wyzsza toksyczno$¢ w badaniach na zwierzetach. Pomimo tego faktu
przyjmuje si¢, ze toksycznos$¢ NIV jest porownywalna z toksyczno$cig DON, choc
dostepnych danych dotyczacych profilu toksykologicznego NIV jest zdecydowanie
mniej (IARC, 1993). Na poziomie molekularnym DON i NIV, podobnie jak inne
trichoteceny, wykazuja hamujacy wplyw na pierwotny metabolizm komorek
eukariotycznych, w tym hamowanie syntezy biatek, synteze DNA i RNA (Rocha i wsp.
2005).

Obecnos¢ DON i NIV w badanych probkach pszenicy zwigzana byla z infekcja
Fusarium. DON wystepowal w 82,6% probkach pszenicy, natomiast NIV — 69,6%.
Obecno$¢ w probkach pszenicy DON-3G, powstajacego w konsekwencji metabolizmu
DON przez system enzymatyczny roslin, stwierdzono w 27,2% probek. Wzgledna
zawarto$¢ DON-3G w badanych prébkach (wzgledem DON) wynosita od 4,3 do 37,0%.

Oceniajac stopien zanieczyszczenia probek pszenicy pochodzacych z sezonu
wegetacyjnego 2016 roku pod wzgledem obecnosci NIV, DON i jego metabolitu DON-
3G mozna stwierdzi¢, ze probki te charakteryzowaly si¢ niskim stopniem
zanieczyszczenia. Analiza zawartos$ci tych zwiazkéw wykazata, ze probki pochodzace z
Potnocno-Wschodniej  Polski  wykazywaly  wzglednie  najwyzszy  stopien
zanieczyszczenia tymi mikotoksynami.

Naturalne wystgpowanie DON-3G jako metabolitu roslinnego DON
wystepujacego w ziarnie zboz jest rzadko opisywane w literaturze. Niemniej jednak
sposrdd wszystkich dostgpnych danych na temat zmodyfikowanych mikotoksyn,
wickszos$¢ dotyczy DON-3G (Berthiller i wsp. 2005). DON-3G czgsto wykrywany jest
razem z DON, przy czym nalezy pamigtac, ze zawarto§¢ DON-3G w probkach zboz
zalezna jest bezposrednio od genotypu rosliny. Sam fakt zdolno$ci biotransformacji
mikotoksyn przez genotypy pszenicy i1 innych zbdz do glukozydowych pochodnych
otwiera droge do badan nad jej rola w mechanizmie odpornosci na fuzarioz¢ klosa
(Dall’Asta i wsp. 2012). DON-3G jest najczesciej wykrywany w zanieczyszczonym
ziarnie pszenicy sposrod wszystkich zmodyfikowanych form mikotoksyn (Zhang i
Wang, 2015). Badania wykazaly w niektorych probkach naturalnie zanieczyszczonej
pszenicy wysokie stezenia DON-3G, przekraczajace 1000 pg/kg. Ilos¢ DON-3G w
odniesieniu do niezmodyfikowanego DON oszacowano na poziomie 20-70% jego

zawarto$ci, w zaleznos$ci od gatunku zbo6z i genotypu, polozenia geograficznego upraw i
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warunkoéw klimatycznych (Berthiller i wsp. 2009; Dall'Asta i wsp. 2012; De Boevre i
wsp. 2014).

Jednym z produktéw zbozowych jest piwo, ktore jest chgtnie spozywane w
wielu regionach $wiata. Od kilku lat spozycie piwa w Polsce utrzymuje si¢ na stabilnym
poziomie — rocznie ok. 100 1/os. (CSO, 2017), a wigc na niewiele mniejszym poziomie
w pordéwnaniu z bedgcymi na drugim i trzecim miejscu na $wiecie Niemcami i
Austriakami (pierwsze miejsce przypada dla Czech). Z roczng produkcja na poziomie
40 mln hl, Polska jest trzecim co do wielko$ci producentem piwa w Europie (Van de
Walle, 2015). Piwo jako produkt wytwarzany ze stodu zbozowego, najczesciej
jeczmiennego, moze takze by¢ zanieczyszczony toksynami Fusarium. Przemyst
browarniczy charakteryzuje si¢ wysoka specyficznos$cig w odniesieniu do przetworstwa
zboz. Cecha tego przemystu jest wykorzystanie w produkcji piwa procesu stodowania
ziarna (Kostelanska i wsp. 2011). Stodowanie to skomplikowany proces rozwoju kietka
lisScieniowego 1 korzennego zarodka ziarna, w czasie ktorego aktywowane s3
glukozylotransferazy, ktére zdolne sa do transformacji DON do DON-3G. Stad
mozliwa jest biosynteza de novo DON-3G (Lancova i wsp. 2008; Maul i wsp. 2012).
Efektem wtornej aktywno$ci enzyméw uwalnianych podczas stodowania ziarna jest
wzrost zawarto§ci DON-3G. Jednoczesnie procesy te prowadza do pozornego spadku
zawartosci DON. Co wigcej, DON-3G moze by¢ uwalniany takze w trakcie procesu
stodowania z  wyzszych glikozydow 1 nierozpuszczalnych  kompleksow
polisachardydowych 1 biatkowych (Lancova i wsp. 2008).

Podobne badania do przeprowadzonych w probkach ziarna pszenicy, dotyczace
analizy NIV, DON i DON-3G, przeprowadzono takze w odniesieniu do probek piw
(n=100), ktore zakupiono na polskim rynku (publikacja H4). Jak dotad istnieje niewiele
prac z zakresu wystgpowania DON-3G w probkach piw w poréwnaniu do jego
podstawowego analogu. Badania te byly jednymi z pierwszych, poswigconymi
wystepowaniu tych zwigzkow, zrealizowanymi w Polsce.

Zrealizowane badania potwierdzily wysoka czesto$§¢ wystgpowania badanych
mikotoksyn w probkach piw (>50% probek). Najczegsciej znajdowana w piwach
substancjag byt DON (83% probek). Poziomy zawartosci badanych substancji byty
niskie, co wynika z wysokiego udziatu wody w piwie oraz niskiego udziatu ekstraktu
stodowego. Z toksykologicznego punktu widzenia probki te mozna uznaé za
bezpieczne. Jednakze, jak wykazano, piwo mocne (dluzszy proces fermentacji) o

wysokiej zawartosci ekstraktu brzeczki, moze charakteryzowac si¢ wyzszym stezeniem
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mikotoksyn. Umiarkowane spozycie piwa nie ma znaczenia toksykologicznego,
jednakze spozycie juz dwoéch kufli piwa dziennie zwigksza ryzyko narazenia na
dziatanie DON. Zaktadajac najgorszy scenariusz zanieczyszczenia piwa (jak wykazano
w badaniach — 73,6 ug/L), jak réwniez majgc na uwadze warto$¢ dziennego
tolerowanego pobrania (TDI) sugerowang przez Komitet Naukowy ds. Zywnosci — 1
ng/kg m.c. (EFSA, 2017), cztowiek o masie ciala 70 kg musialby wypi¢ ok. 1 L piwa,
aby przekroczy¢ wartos¢ TDI. Ryzyko to znacznie wzrasta jesli wzigta zostanie pod
uwage obecnos¢ DON-3G, a ta, jak wykazano w badaniach, moze przekracza¢ stezenie
DON. Obserwacja ta w probkach ziarna zbdz nie zostata natomiast potwierdzona. Na
podstawie badan mozna stwierdzi¢, ze DON-3G w probkach piw moze stwarza¢ duzo
wigksze ryzyko zagrozenia dla bezpieczenstwa zdrowotnego w poréwnaniu z innymi
produktami zbozowymi. W chwili obecnej nie ma przepisOw prawnych okreslajacych
dopuszczalne poziomy zawartosci DON-3G w piwach, nie mniej jednak wydaje si¢
wskazane monitorowanie tych zawartosci. W przysziosci, bardzo wazne jest
uwzglednienie w monitoringu obecnosci DON-3G. Biorgc pod uwage obecno$s¢ DON-
3G w probkach piw, bardzo wazne jest takze prowadzenie dalszych prac nad
wystepowaniem innych mikotoksyn i ich zmodyfikowanych form.

Zjawisko modyfikacji dotyczy rowniez mikotoksyn z grupy fumonizyn. Wyniki
obszernych badan nad zmodyfikowanymi fumonizynami opisano w pracach Bryla i
wsp. (2014, 2015 1 2016). Fumonizyny to grupa zwiazkéw syntezowanych przez grzyby
F. verticilioides i F. proliferatum czesto znajdowanych w kukurydzy i jej produktach
(szczegolnie z grupy B). Fumonizyny w ziarnie zbdz s3 czynnikami wywolujacymi
wiele chordb u ludzi i zwierzat (m.in. dziatanie nowotworowe). W oparciu 0 wyniki
badan epidemiologicznych u ludzi zamieszkujacych potudniowa Afryke wykazano
wysoka korelacj¢ pomigdzy wystgpowaniem fumonizyn w  Zywnosci a
zachorowalnos$cig na nowotwor przetyku (Waskiewicz i wsp. 2012).

Fumonizyny sa zwigzkami stabilnymi podczas obrobki termicznej Zywnos$ci na
bazie kukurydzy. Jednakze, stabilno$¢ ta moze rézni¢ si¢ w zaleznosci od warunkow
srodowiska reakcji. Sciezki przemian fumonizyn w trakcie réznych procesow
technologicznych stosowanych w przetworstwie zywnosci, byly badane w kilku
pracach, jednak mechanizmy lezace u podstaw tych przemian wcigz nie do konca
zostaly wyjasnione. Podejrzewa si¢, ze fumonizyny w trakcie tych proceséw moga
wchodzi¢ w reakcje ze skladnikami matrycy zywno$ciowej (Humpf i Voss, 2004;

Castells 1 wsp. 2008). Sugeruje si¢, ze fumonizyny moga wystegpowa w surowej,
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nieprzetworzonej  kukurydzy, w postaci ,ukrytej” poprzez oddziatywania
supramolekularne z biopolimerami zawartymi w matrycy zywnos$ciowej (Dall’Asta i
wsp. 2009a i 2009b). Obecnos¢ ,,ukrytych” fumonizyn w nieprzetworzonej kukurydzy,
jak réwniez mozliwo$¢ tworzenia zwigzanych kowalencyjnie fumonizym z innymi
zwigzkami obecnymi w zywnos$ci w trakcie procesow technologicznych, znacznie
utrudnia zrozumienie mechanizméw tych reakcji. Dostepne sg rowniez doniesienia o
mozliwosci wystgpowania w nieprzetworzonej kukurydzy estrow fumonizyn z kwasami
thuszczowymi, prawdopodobnie przy udziale enzymdéw grzybowych, a takze
pochodnych N-acylowych, powstatych w podobnych warunkach (Bartok i wsp. 2013;
Falavigna i wsp. 2013).

W ramach badan (publikacja H5) przeprowadzono eksperyment w celu
okreslenia wptywu oddziatywania temperatury i pH $rodowiska na stabilno$¢
fumonizyn w ciescie wytworzonym z maki kukurydzianej, naturalnie zanieczyszczonej
fumonizynami. W badaniach omdéwiono przebieg zmian zawartos$ci fumonizyn w
ciescie modelowym na bazie maki kukurydzianej, przygotowanym w buforze
fosforanowym o pH 3,50, 5,50 i 7,50. Ciasto poddawano ogrzewaniu w temperaturze od
100-250°C 1 dokonywano oceny zawartosci sumy wolnych i ogétem fumonizyn (po
hydrolizie w $rodowisku alkalicznym). Wykorzystana do badan nad tymi zwigzkami
technika UPLC-TOF-HRMS pozwolita na identyfikacj¢ w surowcu wyjsciowym innych
zmodyfikowanych  pochodnych  fumonizyn (wolnych zwiazkéw  czg$ciowo
zhydrolizowanej fumonizyny Bi (izomery PHFB:a i PHFB:b) i zhydrolizowanej
fumonizyny B: (HFB1)), dlatego tez roéwniez i w ich przypadku, przeprowadzono ocen¢
przebiegu zmian ich zawartosci. Hydroliza fumonizyn w s$rodowisku alkalicznym
powoduje powstawanie hydrolizowanych form, ktore nastepnie moga by¢ analizowane
przy zastosowaniu techniki chromatografii cieczowej sprze¢zonej ze spektrometrem mas.
Powyzsza metoda pozwolita na analize zawarto$ci fumonizyn ogodtem (obejmujaca
wolne, zwigzane kowalencyjnie, jak roéwniez ,ukryte” fumonizyny). Z roznicy
zawartoSci fumonizyn ogoétem 1 wolnych, uzyskuje si¢ catkowita zawarto$¢
zmodyfikowanych fumonizyn, obejmujacych fumonizyny zwigzane kowalencyjnie z
makrosktadnikami  np. biatkami, weglowodanami (za posrednictwem  grup
propanotrikarboksylowych czgsteczek fumonizyn), ,ukryte” fumonizyny
(supramolekularne oddzialywania fumonizyn z makroskladnikami), wolne cze$ciowo
zhydrolizowane fumonizyny oraz zwigzane estrowo fumonizyny z kwasami

thuszczowymi.
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Fumonizyny wykazywaty wysoka stabilno$¢ podczas pieczenia ciasta na bazie
maki kukurydzianej. Pomimo tego odnotowano pewien trend w spadku zawarto$ci
fumonizyn podczas pieczenia ciasta w temperaturze powyzej 220°C. Najwyzszg
stabilno$§¢ fumonizyn odnotowywano podczas pieczenia ciasta w warunkach
modelowych przy pH 5,50. Najnizszg za$ przy pH wynoszacym 3,50 i 7,50. W
modelach o pH 3,50 i 5,50, odnotowano istotnie wyzszg zawarto$¢ fumonizyn ogétem,
niz zawarto$¢ wolnych fumonizyn. W przypadku modelu o pH 7,50 tych roznic nie
wykazano. Stwierdzono, ze pH $rodowiska decyduje o mozliwosci wystgpowania
reakcji fumonizyn z innymi substancjami w zywnosci. W trakcie procesu ogrzewania
obserwowano wzrost zawartosci cz¢sciowo zhydrolizowanych fumonizyn (model o pH
3,501 7,50), a takze wzrost zawarto$ci wolnej HFB1 do temperatury wynoszacej 200°C,
po czym zawarto$¢ HFB1 malata. Taka obserwacja wskazuje, ze mechanizm degradacji
fumonizyn, przebiega w pierwszym etapie w drodze eliminacji grup
propanotrikarboksylowych z czasteczki, a nastepnie poprzez dalsza degradacje
polegajaca na rozpadzie HFB:.

Dostepne dane literaturowe potwierdzaja wysoka stabilno$¢ fumonizyn podczas
ogrzewania (Jackson i wsp. 1996 i 1997; Seefelder i wsp. 2003). O ile dostepne dane
dotycza wolnych form fumonizyn, to praktycznie nie ma informacji na temat stabilnosci
termicznej form zmodyfikowanych. W wigkszosci dotychczas zrealizowane badania,
koncentrowaly si¢ na przebiegu zmian zawarto$ci wolnych fumonizyn w trakcie
procesow technologicznych. Uznaje si¢, ze znaczacy spadek stg¢zenia fumonizyn
obserwowany jest podczas procesOw technologicznych, w ktérych stosowana jest
obrobka cieplna w temperaturze powyzej 150°C (Waskiewicz 1 wsp. 2012).
Przeprowadzonych zostato kilka badaf nad stabilno$cig wolnych fumonizyn w uktadach
modelowych na wodnych roztworach buforowych. Fumonizyny B i B2 byly najmniej
stabilne w trakcie procesu ogrzewania w tych samych warunkach temperaturowych
przy pH 4,00, a nastgpnie przy pH 10,00 1 7,00 (Jackson 1 wsp. 1996 1 1997). Jednakze
dane te odnosza si¢ do substancji wzorcowych, w $rodowisku wodnym. W
przeprowadzonym eksperymencie (publikacja HS), sposrdod trzech modeli, dla ré6znych
warunkow ogrzewania, w modelu o pH wynoszacym 3,50 i 7,50, fumonizyny
wykazywaly wzglednie najnizsza stabilnos¢, natomiast najwyzsza termostabilno$¢ -
przy pH wynoszacym 5,50. Uzyskane wyniki sg zbiezne z wynikami uzyskanymi przez

wymienionych wyzej autoréw, niemniej jednak nalezy zaznaczy¢, ze w zastosowanej
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temperaturze ogrzewania (100-250°C) w czasie 25 min pomimo uzyskania istotnych
roéznic w stabilnosci, nie byty one wyrazne.

Jak dotad brak jest dostgpnych w literaturze informacji o doktadnym
mechanizmie degradacji/transformacji fumonizyn. Nalezy jednak podkresli¢, ze w
przesztosci probowano wyjasni¢ ztozone mechanizmy reakcji fumonizyn, oparte na
kowalencyjnych wigzaniach, ktére zachodza pod wptywem réznych procesow
technologicznych (Seefelder i wsp. 2003). Jednak wydaje si¢, ze wraz z pojawiajacymi
si¢ pdzniej doniesieniami o wystepowaniu W nieprzetworzonej kukurydzy mechanizmu
opartego na supramolekularnych interakcjach fumonizyn z makrokonstytutywnymi
sktadnikami zywnosci (biatka, weglowodany) (Dall'Asta i wsp. 2009a i 2009b),
zrozumienie problemu dotyczacego przemian fumonizyn w trakcie przetwarzania
zywnosci jest bardzo ztozone. Proces ogrzewania kukurydzy, w ktorym moga zachodzi¢
ztozone reakcje chemiczne, nie pozwala na prze§ledzenie poszczegdlnych
mechanizméw modyfikacji fumonizyn. Cho¢ brak jest jednoznacznych dowodow, to
nalezy przypuszczaé, ze w czasie pieczenia, moga zachodzi¢ jednoczesne procesy
prowadzace do uwalniania si¢ form ,ukrytych”, oddzialujacych w sposéb
nickowalencyjny z biopolimerami zywnosci lub tez proces ogrzewania sprzyja
tworzeniu kowalencyjnych oddziatywan z tymi biopolimerami. Oba rodzaje interakcji
moga by¢ modyfikowane poprzez pH S$rodowiska reakcji. W zrealizowanym
doswiadczeniu, zastosowano bufor o pH=7,50, a na podstawie jednoczynnikowej
analizy wariancji (One-Way ANOVA) nie stwierdzono istotnych roéznic pomiedzy
zawartosciami fumonizyn wolnych 1 ogélem. Zaobserwowane zjawisko mogto by¢
wynikiem stabej stabilno$ci "ukrytych" fumonizyn w tych warunkach i/lub
niesprzyjajacych warunkach do tworzenia reakcji na zasadzie tworzenia wigzan
kowalencyjnych. Ponadto, w $rodowisku alkalicznym fumonizyny moga byé
hydrolizowane do form, ktore sag wynikiem catkowitego lub czgSciowego usunigcia grup
kwasu propanotrikarboksylowego z czasteczki fumonizyn. Nalezy zatem przypuszczac,
ze stopien hydrolizy fumonizyn jest proporcjonalny do pH. Lagodne alkaliczne warunki
srodowiska stosowane podczas nixtamilizacji (bardzo popularnego procesu gotowania
kukurydzy w wodzie wapiennej, stosowanego do produkcji tortilli w krajach Ameryki
Srodkowej i Poludniowej), przyczynialy sic do powstawania zaréwno
zhydrolizowanych, jak i czgsciowo zhydrolizowanych fumonizyn (De Girolamo i wsp.
2016).
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AD. 2. Wybrane ,,nowe' mikotoksyny i ich wplyw na bezpieczenstwo zywnosci.

,Nowe” mikotoksyny to grupa roznorodnych chemicznie mikotoksyn, dla
ktorych obecnie nie ma zadnych prawnych regulacji w odniesieniu do dopuszczalnej
zawartos$ci. Rozwoj technik spektroskopowych, w tym spektrometrii mas, pozwala na
zdobywanie informacji dotyczacych struktury nowo odkrywanych metabolitow
grzybowych. W chwili obecnej prowadzona jest ocena ryzyka, w ramach przygotowan
do wdrozenia odpowiednich aktéw prawnych. W grupie ,,nowych” zwigzkow znajduja
si¢, obok wielu innych, enniatyny i alkaloidy sporyszu. ,,Nowe” mikotoksyny
potencjalnie stanowig istotne zagrozenie z punktu widzenia bezpieczenstwa zywnosci
(Kovalsky i wsp. 2016).

W zaprezentowanych wynikach badan (publikacja H2), wsréd omawianych
wielu zagadnien warty zwrOcenia uwagi jest problem zwigzany z wystgpowaniem
enniatyn. Niewiele jest informacji o wystepowaniu tych substancji w ziarnie zbdz
uprawianych w Polsce.

Tak jak opisywano we wczesniejszych rozwazaniach przedmiotem badan byto
m.in. oméwienie wystepowania 26 mikotoksyn w 147 probek ziarna pszenicy réznych
genotypow uprawianych w r6znych lokalizacjach, a takze probek jeczmienia ozimego,
jarego, owsa i pszenzyta. Enniatyny nalezg do toksyn grzybow Fusarium. Najbardziej
popularnymi sg enniatyna A, Al, B i Bl (Enn-A, Enn-Al, Enn-B i Enn-B1). Enniatyny
sa zwigzkami o charakterze fitotoksycznym, nalezagcymi do heksadepsipeptydow,
dziatajacymi jak antybiotyki 1 §rodki owadobojcze. Moga by¢ one wytwarzane przez
roézne gatunki Fusarium, takie jak F. verticillioides, F. proliferatum, F. subglutianans,
F. oxysporum, F. poae, i F. avanaceum (Chrpova i wsp. 2016). Enniatyny wykazuja
silne wlasciwosci jonoforowe. Ulatwiaja transport jedno- lub dwuwarto$ciowych
kationow takich jak K* i Ca?* przez blony komérkowe. W szlaku mitochondrialnym
posrednicza w indukcji apoptozy. Ich obecnos¢, jako substancji lipofilnych,
potwierdzana byta w tkankach bogatych w tluszcz (migso, skora 1 watroba kurczat
brojlerow oraz jaja). Z powodu braku dostatecznych wynikoéw badan co do toksycznos$ci
enniatyn w warunkach in vivo nie mozna sformutowaé jednoznacznych wnioskow w
odniesieniu do narazenia przewlektego (EFSA, 2014b). Poniewaz sa one czesto
wykrywane w ziarnie zbdz, moga stanowi¢ problem dla bezpieczenstwa zywnos$ci
(Vaclavikova i wsp. 2013). Dane dotyczace wystgpowania tych substancji s rzadko

prezentowane.
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Sposrdd analizowanych probek ziarna, praktycznie wszystkie probki zbdz
pochodzace z upraw na terenie gminy Borusowa, Werbkowice i Osiny (podobnie jak w
przypadku innych mikotoksyn) zawieraly enniatyny, przy czym najczgscie] i w
najwickszych zawarto$ciach dominowaty Enn-B a nastepnie Enn-B1. Stwierdzono, ze
sposréd wszystkich gatunkow zboz, probki pszenzyta zawieraty relatywnie wysokie
stezenia enniatyn. W zaleznos$ci od rodzaju substancji, zawarto$¢ ta wynosita od 8 do
3328 pg/kg. W tych samych préobkach obserwowano relatywnie wysoka zawarto$¢
DON (196-1326 pg/kg). Co wigcej, w tych samych probkach znajdowano wiele innych
mikotoksyn. Az 69% prébek zawierato przynajmniej 3 mikotoksyny. Podkreslono, ze
takie wspotwystepowanie mikotoksyn, jest nie tylko wazne z punktu widzenia
zawartosci tych zwigzkow, lecz moze takze by¢é waznym problem toksykologicznym.
Niektore badania podkreslaja, ze wysokiej zawartosci tzw. “emerging mycotoxins"
(nowych), moze towarzyszy¢ takze wysoka zawartos¢ DON (Alassane-Kpembi i wsp.
2013). Efekty dzialania niepozadanego wywolane obecnosciag DON i enniatyn moga
mie¢ charakter synergistyczny lub antagonistyczny, jednak dane dotyczace efektow
toksyczno$ci sg bardzo ograniczone. Rzeczywiste zagrozenie dla zdrowia wywotane
obecnoscig tych zwigzkow w organizmie cztowieka lub innych gatunkow zwierzat nie
sa jeszcze poznane. Zagrozenie to moze dotyczy¢é réznych kombinacji
wspotwystepowania mikotoksyn (Btajet-Kosicka i wsp. 2014).

Sporysz to powszechna nazwa grzyba nalezacego do rodzaju Claviceps, ktory
infekuje wiele gatunkéw dzikich traw 1 zb6z. Forma przetrwalna tego grzyba, o
ciemnym, bardzo czg¢sto czarnym zabarwieniu, sktada si¢ ze zbitej masy strzgpkow i
czgsto takze nazywana jest sklerocja (Naude i1 wsp. 2005). Przetrwalniki te moga
syntetyzowa¢ do ok. 40 alkaloidow o réznej budowie chemicznej, z ktérych moze
powstawa¢ kwas D-lizergowy, powodujacy halucynacje i nadmierne pobudzenie
(Lerner i wsp. 2003). Grupa ,,nowych” mikotoksyn obejmuje sze$¢ alkaloidow sporyszu
i ich epimery. Nalezg do nich ergometryna, ergokornina, ergokrystyna, ergokryptyna,
ergozyna 1 ergotamina (konfiguracja R). Zwiazki te wykazuja wysoka toksycznos¢.
Nazwy enancjomerycznych form alkaloidow posiadaja przyrostek ,,-inina”
(konfiguracja ,,S) i sg biologicznie nieaktywne (Pierri i wsp. 1982). Alkaloidy sporyszu
wykazuja dwa rodzaje objawow ergotyzmu, do ktorych nalezy dziatanie konwulsyjne
oraz gangrenowate (Hulvova i wsp. 2013). Panel naukowy ds. §rodkow zanieczyszczen
w lancuchu zywnos$ciowym (,,CONTAM”) Europejskiego Urzgdu ds. Bezpieczenstwa
Zywnoéci (EFSA) okreslit grupowa ostrg dawke referencyjng (ARfD) dla alkaloidow
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sporyszu w wysokosci 1 pg/kg masy ciata i grupowe tolerowane dzienne pobranie
(TDI) w wysokosci 0,6 pg/kg masy ciata (EFSA, 2012). Sposrod zboz, zyto, ktorego
Polska jest trzecim najwigkszym producentem w Europie, jest najbardziej podatne na
choroby kwiatostanu spowodowane przez grzyby z rodzaju Claviceps. Sposrod znanych
okoto 40 gatunkow Claviceps najwigksze znaczenie wykazuje Claviceps puruprea
(Geiger 1 wsp. 2009). Obecnie w Unii Europejskiej nie obowigzuja zadne ograniczenia
dotyczace maksymalnego dopuszczalnego wystepowania alkaloidow sporyszu zaréwno
W nieprzetworzonym ziarnie zboz, jak i produktach z niego wytworzonych. Natomiast
ograniczenia wprowadzono dla przetrwalnikow sporyszu, ktorych zawarto$¢ w
nieprzetworzonym ziarnie zb6z nie moze przekraczac 0,5 g/kg. Pomimo obowigzujacej
regulacji dotyczacej zawarto$ci przetrwalnikdw sporyszu w nieprzetworzonym ziarnie
zb0z istnieje ryzyko, ze ustalony limit moze nie zapewnia¢ bezpieczenstwa zywnosci.

W zrealizowanych badaniach (publikacja H6) dokonano oceny zanieczyszczenia
sporyszem i jego alkaloidami roznych odmian ziarna zyta, ktore uprawiano w Polsce w
sezonie wegetacyjnym lat 2016 i 2017. Materiat badawczy stanowity probki zyta, ktore
pochodzity ze Stacji Doswiadczalnych Oceny Odmian Centralnego O$rodka Badania
Odmian Roslin Uprawnych (Zaktad Doswiadczalny Oceny Odmian w Marianowie,
Luémierzu i Uhininie). W badanych probkach okreslono wagowo zawarto$¢ sklerocji, a
nastgpnie ziarno wraz z przetrwalnikami poddano rozdrobnieniu w mlynie
laboratoryjnym.

W badaniach stwierdzono, ze niezaleznie od potozenia miejsca upraw, wszystkie
analizowane 126 probek ziarna zawierato przetrwalniki sporyszu. W Marianowie w
2016 i w 2017 roku ponad potowa probek ziarna zyta zawierata sklerocje na poziomie
wyzszym niz regulowany (0,5 g/kg, odpowiednio 57 1 62% prébek w 2016 1 2017 roku).
W obu latach $rednia zawarto$¢ sporyszu byla na podobnym poziomie. Sumaryczng
zawartos¢ 12 alkaloidow sporyszu odnotowano dla wszystkich badanych probek,
jednakze zawarto$¢ w wiekszo$ci z nich byla ponizej 400 pg/kg. Poniewaz zawartos¢
alkaloidow sporyszu w formach przetrwalnych jest mocno zrdznicowana, majac na
uwadze dyskusje nad wprowadzeniem regulacji prawnych w odniesieniu do
dopuszczalnych zawartosci tych zwigzkéw, bardzo wazne jest znalezienie zalezno$ci
pomiedzy zawarto$ciami sklerocji a alkaloidami w ziarnie zbo6z. We wszystkich
analizowanych probkach znaleziono liniowa istotng (0=0,05) zalezno$¢ logarytmiczng
pomiegdzy zawarto§ciami przetrwalnikoéw i alkaloidéw sporyszu w ziarnie zb6z. Bardzo

wazny jest tez rodzaj wystepujacych epimerdéw alkaloidow. W wigkszosci zbadanych
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probek ziarna zyta dominowaly enancjomery alkaloidow o konfiguracji R, a najczgscie;j
wykrywanymi zwigzkami byty ergokryptyna, ergokornina i ergokrystyna.

Cho¢ mozliwa jest eliminacja sklerocji z ziarna, nalezy pamigta¢, ze podczas
zbioru ziarna, sklerocje, moga ulega¢ tamaniu i kruszeniu. W zwigzku z czym, drobne
elementy i powstaly pyt moga pozosta¢ w ziarnie. Wspolczesnie ochrona zbdz przed
sporyszem koncentruje si¢ na ograniczaniu obecnos$ci sklerocji sporyszu w ziarnie zboz.
Margines bezpieczenstwa (limit prawny sklerocji w ziarnie — 0,5 g/kg) niekoniecznie
moze zapewnia¢ bezpieczenstwo zywnos$ci, poniewaz jak wykazano, w prdobkach
ponizej tego poziomu mozliwa jest znaczna zawarto$¢ alkaloidow. Stwierdzono duze
zrdznicowanie pod wzgledem wystgpowania dominujgcych zwigzkéw, ktore moze by¢
wynikiem pochodzenia uprawy ziarna, a $cislej czynnikow geograficznych (Mainka i
wsp. 2007; Franzmann i wsp. 2010). Réznice te w duzym stopniu moga réwniez
wynika¢ z faktu, ze w pojedynczych sklerocjach pochodzacych z tego samego pola
moga wystepowac rozne dominujgce zwigzki (Young, 1981).

Zrealizowane badania (publikacja H6) zwracaja uwage na wysoki odsetek
probek ziarna Zyta zanieczyszczonego sporyszem. To pokazuje, ze pomimo duzego
postepu w rolnictwie na przestrzeni ostatnich lat, problem wystepowania sporyszu i
jego alkaloidow w ziarnie zboz (szczegolnie zyta) jest nadal aktualny. Nalezy pokreslic,
ze bardzo waznym aspektem w ochronie zboz przed infekcja sporyszem jest rozwoj

prac hodowlanych przyczyniajacych si¢ do zwigkszenia odpornosci roslin.
4.3.3. Podsumowanie

Przedstawiony w Osiagnieciu cykl publikacji pozwolit na poglgbienie wiedzy na temat
wystepowania wtornych metabolitow grzybow strzepkowych w roslinach zbozowych w

aspekcie bezpieczenstwa zywnos$ci. Podsumowujac wyniki przeprowadzonych badan:

e Wykazano przydatno$¢ opracowanych metod bazujacych na sprzezonej technice
chromatografii cieczowej i1 spektrometrii mas, a takze chromatografii cieczowej z
detektorem UV-VIS do oznaczania mikotoksyn i ich zmodyfikowanych form.
Opracowane sposoby oczyszczania probek umozliwity uzyskanie probek

analitycznych o stopniu czystosci umozliwiajagcym ich analize.

e Poziom zanieczyszczenia probek ziarna zboz w odniesieniu do regulowanych
mikotoksyn, za wyjatkiem DON, byl na ogoét niski. W przypadku DON, w ziarnie

zb6z pochodzacym z 2014 r. sposrod 147 probek ziarna, az w 10 stwierdzono
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przekroczenie dopuszczalnej zawartosci. Zmodyfikowane formy DON byly
najczesciej znajdowanymi substancjami z tej grupy zwigzkow. Zawarto$¢ tych

substancji moze wptywac negatywnie na bezpieczenstwo zywnosci.

e Poziom =zanieczyszczenia probek ziarna zbdz jest uzalezniony od warunkéw
pogodowych (temperatura i ilos¢ opadow atmosferycznych) panujacych w danym
sezonie wegetacyjnym. Poziom ten moze zaleze¢ takze od gatunku zboza i jego
genotypow. Roéwniez szlaki detoksykacyjne DON sa uzaleznione od genotypu

pszenicy.

e Piwo, jako produkt na bazie zb6z, nie jest gtbwnym zroédlem pobrania mikotoksyn
przez cztowieka. Powodem jest duzy udzial wody i niewielki udziat ekstraktu
stodowego w piwie, dlatego tez zawartosci tych zwigzkow w probkach byty niskie.
Jednak biorac pod uwagg catkowite spozycie produktow zbozowych, czgste picie
piwa moze zwigksza¢ ryzyko narazenia na mikotoksyny. Sposrdd analizowanych
substancji (NIV, DON i DON-3G) to DON byt najczgsciej znajdowang substancja,
jednak biorac pod uwage pozostale metabolity, ich czesto$¢ wystepowania rowniez
byta wysoka. W duzej czgsci probek piw, stwierdzono wyzsze zawarto§ci DON-3G
niz DON. Bylo to wynikiem wtérnej aktywnosci glukozylotransferaz uwalnianych
podczas stodowania ziarna zboz. Zawarto$¢ mikotoksyn w probkach piw byla
zalezna od rodzaju piwa. Uogolniajac, im wyzszy udzial ekstraktu stodowego, tym

Srednia zawarto§¢ mikotoksyn byta wigksza.

e Ziarno kukurydzy, oprocz podstawowych struktur fumonizyn (z grupy B), moze
zawiera¢ zmodyfikowane formy (,,ukryte”, czgsciowo zhydrolizowane fumonizyny).
Fumonizyny s3 wysoko stabilnymi zwigzkami podczas ogrzewania (np. pieczenie
ciasta). Tylko niewielka cze$¢ tych substancji moze ulega transformacji, a ich
kierunek i intensywno$¢ tych przemian mogg byc¢ zalezne od pH $rodowiska reakcji.
Zrozumienie procesOw zwigzanych z przemianami fumonizyn podczas obrobki
termicznej zywnosci jest bardzo skomplikowane, przypuszczalnie ze wzgledu na
mnogos$¢ zmodyfikowanych form fumonizyn wystepujacych zardwno przed, jak 1 po

przeprowadzonym procesie technologicznym.

e Obecnos¢ ,,nowych” mikotoksyn moze stanowi¢ powazne ryzyko dla zapewnienia
bezpieczenstwa zywnosci. Zawarto$¢ enniatyn w probkach zboz byta zalezna od

lokalizacji uprawy, gatunku i genotypu zbdz. Sposrod enniatyn najczesciej i w
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najwigkszych stezeniach obserwowano obecnos$¢ enniatyn z grupy B. Relatywnie
wysokie stgzenia enniatyn wykryto w probkach pszenzyta. Wysokim zawarto§ciom
enniatyn w probkach zb6z moze towarzyszy¢ rowniez wysoka zawartos¢ DON. Z
toksykologicznego punktu widzenia jednoczesna wysoka zawartos¢ DON i enniatyn

moze budzi¢ niepokoj ze wzgledu na ich efekt synergistyczny lub antagonistyczny.

e Poziom zanieczyszczenia probek ziarna zyta sporyszem, pochodzgcego z upraw z
sezonu wegetacyjnego lat 2016 1 2017 byl wysoki. Duzy odsetek probek
charakteryzowal si¢ zawarto$cig sporyszu powyzej dopuszczalnej zawartosci
sklerocji w ziarnie (0,5 g/kg). W przypadku probek, w ktorych zawartos$¢
przetrwalnikow nie przekraczata dopuszczalnej wartosci, zawartos¢ alkaloidow
sporyszu mogta by¢ znaczna. Obserwacja ta zalezna byta od zawartosci alkaloidow
w przetrwalnikach. W probkach zyta dominowaly enancjomery alkaloidéw o
konfiguracji R, a najczeSciej wykrywanymi zwigzkami byly ergokryptyna,
ergokornina i ergokrystyna. Stwierdzono istotng zalezno$¢ pomigdzy zawarto§ciami

przetrwalnikdw a sumaryczng zawartoscig alkaloidow sporyszu w ziarnie zyta.

e Obecnie stosowane w rolnictwie zabiegi agrotechniczne nie zapewniaja skutecznej
ochrony przed wystgpowaniem mikotoksyn. Przewiduje si¢, ze problem ten begdzie
narastal ze wzgledu na zmiany zachodzace w $rodowisku naturalnym (ocieplanie
klimatu). Wydaje si¢, ze jedna z najlepszych dotychczas metod dla zapewnienia
bezpieczenstwa w kontek$cie wystepowania mikotoksyn w ziarnie zbdz jest
wprowadzenie do uprawy odmian roslin odpornych na infekcje grzybowa. Dlatego
bardzo waznym zagadnieniem jest intensyfikacja prac hodowlanych, polegajacych

m.in. na poszukiwaniu zrodet odpornosci U roslin zbozowych.
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5. Omoéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych (artystycznych)

5.1. Zestawienie dorobku przed i po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Przed Po
uzyskaniem  uzyskaniu
stopnia stopnia Lacznie
naukowego naukowego
doktora doktora
1. Publikacje znajdujace si¢ w bazie JCR
1.1. w . polskim 0 0 0
1.2. wj. angielskim 4 12 16
2. Publikacje i rozdzialy w monografiach nie znajdujace si¢ w bazie JCR
2.1. w j. polskim 4 0 4
2.2. W j. angielskim 3 0 3
Razem publikacje 23

3. Projekty naukowo-badawcze

3.1. Projekty badawcze finansowane przez

NCN, NCBIR, MNiSW 3 °
3.2. Projekty badawcze finansowane z . 5 n
dziatalnosci statutowej IBPRS

Razem projekty 16
4. Doniesienia konferencyjne

4.1. Komunikaty na migdzynarodowych 0 . .
konferencjach

4.2. Komunikaty na krajowych 0 3 3
konferencjach

4.3. Postery na mi¢dzynarodowych

konferencjach ° ‘ 10
4.4. Postery na krajowych konferencjach 4 1 5
Razem doniesienia 19
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Pkt

Lp. Nazwa czasopisma Ilo$é MNISW! IF? IF25-tetni

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

1 Food Analytical Methods 1 25 1,956 1,932

2 Food Additives and Contaminants - Part A 1 30 2,341 2,621

3 Journal of Separation Science 1 30 2,594 2,643

4 Analytica Chimica Acta 1 40 4,387 4,344

5 Postepy Nauki i Technologii Przemyshu 5 0 ) )
Rolno-Spozywczego

6  Aparatura Badawcza i Dydaktyczna 2 6 - -

7 Przemyst Fermentacyjny i Owocowo — 6 ] ]
Warzywny

8 Analityka 0 - -

9 Rozdzialy w monografiach 1 7 - -

Razem (1-9) 11 150 11,278 11,540

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Wchodzace w sklad Osiagni¢cia

5 Molecules 1 30 2,861 2,988

6  Toxins 3 35 3,030 3,450

7 Food Control 1 40 3,496 3,584

8 World Mycotoxin Journal 1 25 2,189 2,279

Razem (5-8) 6 200 17,636 19,201

Pozostale po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
Arhiv za Higijenu Rada i Toksikologiju-

9 Archives of Industrial Hygiene and 1 15 1,395 1,320
Toxicology

10 Quality Assurance and Safety of Crops & 1 20 0597 0713
Foods

11  Food Control 1 40 3,496 3,584

13 LWT-Food science and Technology 1 35 2,711 3,290

14 Food Technology and Biotechnology 1 25 1,179 1,570

15 Journe_ll of Agricultural and Food 1 45 2012 3,269
Chemistry

Razem (9-15) 6 180 12,290 13,746

RAZEM (1-15) 23 530 41,204 44,487

1Zgodnie z punktacja MNiSW obowigzujaca w roku opublikowania.
2Zgodnie z rokiem opublikowania. W przypadku publikacji z roku 2017 lub 2018, dla ktérych IF nie
zostat obliczony podano ostatni aktualny IF.
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5.2. Sumaryczny impact factor (IF) wedlug listy Journal Citation Reports (JCR)

IF! = 41,204 (IF's.iemi = 44,487), w tym po uzyskaniu stopnia naukowego doktora: IF! =
29,926 (IF's-1etni = 32,947).

5.3. Sumaryczna liczba punktow wedlug MNiSW

5302, w tym po uzyskaniu stopnia naukowego doktora: 3802,

5.4. Liczba cytowan publikacji

wedtug bazy Web of Science (WoS): 91, wedtug bazy Scopus: 100.

5.5. Indeks Hirscha

wedhlug bazy Web of Science (WoS): 6, wedtug bazy Scopus: 6.

5.6. Udzial i rola w projektach badawczych
5.6.1. Projekty badawcze finansowane przez NCN, NCBIiR, MNiSW

[G1] Projekt badawczy 2016/21/D/NZ9/02597, Biosynteza maskowanych mikotoksyn u
roslin pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) oraz ich przemiany w wybranych
procesach technologicznych, Instytut Biotechnologii Przemyslu Rolno-Spozywczego
im. prof. W. Dabrowskiego w Warszawie, (27.02.2017 — 26.02.2021), Sonata 11,
Narodowe Centrum Nauki, kierownik projektu.

[G2] Projekt badawczo-rozwojowy Nr ID wniosku: 385521, Platforma Zywnosciowa,
umowa w trakcie podpisywania (2018 — 2020), Program: Gospostrateg Konkurs 1:
Strategiczny program badan naukowych i prac rozwojowych ,,Spoteczny i gospodarczy
rozwo0]j Polski w warunkach globalizujgcych si¢ rynkow”, Narodowe Centrum Badan 1

Rozwoju, wykonawca projektu.

[G3] Projekt badawczy 2014/15/B/NZ9/02169, Biochemiczne, fizjologiczne i

anatomiczne czynniki modyfikujace podatnos¢ kukurydzy cukrowej na infekcje

1 Zgodnie z rokiem opublikowania. W przypadku publikacji z roku 2017 lub 2018, dla ktoérych IF nie
zostat obliczony podano ostatni aktualny IF.
2 Zgodnie z punktacja MNiSW obowiazujaca w roku opublikowania.
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wywotang patogenicznymi grzybami rodzaju Fusarium, Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu, (18.09.2015 — 17.09.2018), Opus 9, Narodowe Centrum Nauki, wykonawca
projektu.

[G4] Projekt badawczy 2012/05/N/NZ9/01316, Wyst¢powanie wolnych i sprzezonych
fumonizyn w réznym asortymencie przetworow zbozowych oraz ich kierunek przemian
w trakcie operacji technologicznych w warunkach modelowych, Wydzial Nauk o
Zywnosci, Szkola Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, (02.05.2013 —
01.05.2015), Preludium 3, Narodowe Centrum Nauki, kierownik projektu.

[G5] Projekt badawczy N N312 102738, Ocena réznych asortymentoOw przetworow
zbozowych w aspekcie obecnosci wybranych ksenobiotykéw naturalnych i
srodowiskowych, Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. W.
Dabrowskiego w Warszawie, (2010 — 2012), Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, wykonawca projektu.

5.6.2. Projekty badawcze finansowane z dzialalnosci statutowej IBPRS

[G6] Temat statutowy 500-01-ZA-2, Chemiczna synteza siarczanow deoksyniwalenolu
i toksykologiczna ocena powstatych produktow reakcji na zarodkach drobiowych,
Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa

Dabrowskiego w Warszawie, (01.04.2018 — 30.03.2020), kierownik projektu.

[G7] Temat statutowy 500-01-ZA-3, Wptyw procesu pieczenia pieczywa i produkcji
piwa w warunkach modelowych na zawarto§¢ deoksyniwalenolu, niwalenolu i ich
glukozydow, Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. W.
Dabrowskiego w Warszawie, (01.04.2018 — 30.03.2019), wykonawca projektu.

[G8] Temat statutowy 500-01-ZA-01, Opracowanie metody jednoczesnego oznaczania
zawartos$ci niwalenolu i deoksyniwalenolu w ziarnie zb6z i1 produktach zbozowych,
Instytut Biotechnologii Przemyshu Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego w
Warszawie, (01.01. — 31.12.2017), kierownik projektu.

[G9] Temat statutowy 500-01-ZA-02, Stabilno$¢ toksyn Claviceps purpurea pod
wpltywem procesu wypieku pieczywa oraz ich wystgpowanie w produktach
spozywczych na bazie zyta, Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im.
prof. W. Dabrowskiego w Warszawie, (01.01. — 31.12.2016), kierownik projektu.
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[G10] Temat statutowy 500-01-ZA-05, Ocena wystepowania ukrytych form mikotoksyn
w produktach rolno-zbozowych, Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego w Warszawie, (01.2013 — 06.2014),

kierownik projektu.

[G11] Temat statutowy 510-01-ZA-01, Opracowanie procedury oznaczania glicerolu i
dihydroksyacetonu w podlozach pohodowlanych, Instytut Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego w Warszawie, (09.2014 — 12.2014),

kierownik projektu.

[G12] Temat statutowy 500-01-ZA-04, Ocena wystgpowania wybranych substancji
pozadanych i niepozadanych w produktach przemiatu ziarna pszenicy, Instytut
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego w
Warszawie, (2013-2014), wykonawca projektu.

[G13] Temat statutowy 500-01-ZA-01, Opracowanie procedury analitycznej oznaczania
wybranych alkaloidow sporyszu w ziarnie zbdz technika LC/MS/MS, Instytut
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego w
Warszawie, (04.2012 — 12.2013), wykonawca projektu.

[G14] Temat statutowy 3.3.2. Opracowanie procedury analitycznej jednoczesnego
oznaczania wybranych mikotoksyn w produktach spozywczych metoda LC/MS/MS,
Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego w
Warszawie, (2011-2012), wykonawca projektu.

[G15] Temat statutowy 3.3.5, Zastosowanie technik HPLC/FLD oraz LC-MS/MS w
analizie iloSciowej fumonizyn, Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego

im. prof. W. Dabrowskiego w Warszawie, (04.2011 —12.2012), wykonawca projektu.
5.6.3. Inne

[G16] 15/ZAZ/ZZ/2005 /63 z dn. 29.09.2005 Aneks nr 16 z dn. 04.02.2016, umowa na
czas nieokreslony z Agencja Rynku Rolnego (obecnie Krajowym Osrodkiem Wsparcia
Rolnictwa), Analiza ryzyka wystapienia substancji skazajacych w ziarnie zboz, Instytut
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego w

Warszawie, Agencja Rynku Rolnego, (2005-obecnie), wykonawca projektu.
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5.7. Mi¢dzynarodowe i krajowe nagrody za dzialalno$¢ naukowa

1. Wyrdznienie Uchwata Rady Wydzialu Nauk o Zywnosci Szkoty Glownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie za prace doktorska pt. "Wystepowanie
fumonizyn w kukurydzy i produktach kukurydzianych oraz ich przemiany w
wybranych operacjach technologicznych®, 8.09.2014.

2. Dyplom Uznania JM Rektora Szkoty Glownej Gospodarstwa Wiejskiego za

osiggniecia naukowe, 2013.

5.8. Staze naukowe i uczestnictwo w programach europejskich oraz innych

programach miedzynarodowych i krajowych

1. Staz Naukowy w Katedrze Chemii, Zakladzie Chemii Analitycznej, Wydziatu
Technologii Drewna Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, poswigcony
zastosowaniu technik chromatograficznych i spektrometrii mas w analizie
metabolitow grzybow strzepkowych, 01.09-30.09.2016.

2. Staz Naukowy w Zakladzie Uprawy Ro$lin Zbozowych Instytutu Uprawy
Nawozenia 1 Gleboznawstwa w Putawach, poswigcony wzrostowi, rozwojowi,
biologii kwitnienia oraz wymaganiom agrotechnicznym gatunkéw i odmian zb6z i
w roznych warunkach siedliska i agrotechniki, 01.06-29.06.2016.

3. Szkolenie w ramach Erasmus Intensive Programme ,,Regulatory Aspects and
Scientific Risk Assesment of Food & Feed Safety” — RASAFF-Safety, Suleyman
Demirel University, Isparta, Turkey, 17-28.09.2012.

5.9. Recenzje publikacji w czasopismach miedzynarodowych i krajowych

Laczna liczba zrecenzowanych artykutow w latach 2013-2018 wynosita 30.

5.9.1. Z listy czasopism posiadajacych wspolczynnik wplywu IF (Lista A czasopism
MNiSW):

African Journal and Biotechnology — 1 recenzja

Analytical Letters — 1 recenzja

Environmental Toxicology — 1 recenzja

Food Additives and Contaminants, Part A — 4 recenzje

Food Analytical Methods — 4 recenzje

Food Chemistry — 1 recenzja

N o a A w D oe

Food Control — 3 recenzje
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8. Journal of Agricultural and Food Chemistry — 2 recenzje
9. Journal of Chromatography, Part B — 1 recenzja

10. Journal of Food Science — 1 recenzja

11. Journal of Separation Science — 1 recenzja

12. Journal of Veterinary Research — 1 recenzja

13. LWT-Food Science and Technology — 5 recenzji

14. Toxin Reviews — 1 recenzja.

5.9.2. Z listy czasopism nieposiadajacych wspolczynnika wplywu IF (Lista B
czasopism MNiSW):

1. Zeszyty Problemowe Postepow Nauk Rolniczych — 1 recenzja

2. Croatian Journal of Food Science and Technology — 2 recenzje.

5.10. Opis dzialalno$ci naukowej

W 2008 roku ukonczylem studia inzynierskie na Wydziale Nauk o Zywnosci
Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie na kierunku technologia
zywnosci 1 zywienie cztowieka uzyskujac tytut inzyniera. Prace magisterska wykonang
pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Mieczystawa W. Obiedzinskiego obronitem w 2009
roku, na tym samym Wyadziale.

W 2009 roku rozpoczatem studia doktoranckie na Wydziale Nauk o Zywnosci
Szkoly Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. W trakcie trwania studiow
doktoranckich, w 2010 r. podjatem pracg¢ na stanowisku technologa w Zaktadzie
Analizy Zywno$ci Instytutu Biotechnologii Przemyshu Rolno-Spozywczego w
Warszawie (obecnie Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof.
Wactawa Dabrowskiego). W czasie trwania studiow doktoranckich do najwazniejszych
podejmowanych przeze mnie zagadnien nalezala szeroko pojeta problematyka
mikotoksyn.

Pierwsze podejmowane przez mnie dziatania naukowe skupialy si¢ na realizacji
badan nad jednoczesnym oznaczaniem wybranych mikotoksyn w $rodkach
spozywczych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej potaczonej ze
spektrometrem mas z analizatorem typu pulapka jonowa (LC-IT-MS/MS). Efektem
realizacji tych badan bylo potwierdzenie przydatnosci tej techniki do jednoczesnego

oznaczania wybranych trichotecenéow (niwalenol, deoksyniwalenol, fusarenon-X,
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neosolaniol, 3-acetylo-deoksyniwalenol, diacetoksyscirenol, toksyna HT-2 i T-2) do
oceny ich zawartosci w produktach zbozowych. Za pomocg opracowanej metody,
przeprowadzono analiz¢ stopnia zanieczyszczenia tymi mikotoksynami produktow
spozywczych na bazie zb6z. Wyniki tych prac zostaty opublikowane w czasopi$mie
posiadajacym wspotczynnik oddziatywania (IF) (zatacznik 5, pozycja 11.A.1.1).

Ze wzgledu na r6zng budowe chemiczng mikotoksyn i ich wiasciwosci, nie
zawsze stosujac t¢ samg technike i1 procedure badawcza mozliwe jest przeprowadzenie
jednoczesnej ich analizy. Fumonizyny sa grupg zwigzkoéw, ktorych budowa chemiczna
opiera si¢ na alifatycznym tancuchu weglowym (C20), do ktérego przylaczone sg grupy
kwasu propanotrikarboksylowego, hydroksylowe, metylowe i jedna aminowa. Pod tym
wzgledem znacznie ro6znig si¢ od pozostalych mikotoksyn, co stwarza trudnos$¢ ich
jednoczesnej analizy. Dlatego tez kolejnym etapem moich badan bylo opracowanie
procedury oznaczania fumonizyn w kukurydzy i jej produktach za pomoca techniki LC-
IT-MS/MS. W badaniach wykorzystano kolumny SPE wypetione specyficznymi
polimerami z nadrukiem molekularnym. W przeprowadzonym eksperymencie
walidacyjnym uzyskano wyniki, ktore potwierdzity skutecznos¢ tej metody, a rezultaty
tych badan zamieszczono w publikacji w czasopiSmie z IF (zalacznik 5, pozycja
I1.A.1.3). Jednoczes$nie, obok badan nad opracowaniem metody oznaczania fumonizyn
w kukurydzy 1 jej produktach, przeprowadzono analiz¢ aktualnego stanu wiedzy z
zakresu charakterystyki budowy, wtasciwosci toksycznych 1 wystgpowania fumonizyn.
Szczegdlowa charakterystyka obecnego stanu wiedzy z tego zakresu, pozwolita na
przygotowanie artykutu przegladowego, ktory zostal opublikowany w czasopi$mie z IF
(zatacznik 5, pozycja 11.A.1.2). Wnioski z tych prac, pozwolity mi na zwrdcenie uwagi
na wystgpowanie nowego problemu wsrod badan nad mikotoksynami, jakim sa
zmodyfikowane fumonizyny (ze wzgledu na wczeéniejsze braki w ujednoliceniu
nazewnictwa, bardzo czesto w literaturze nazywano je ,,zamaskowanymi” lub
»Sprzezonymi” mikotoksynami). Zmodyfikowane fumonizyny obejmuja te czasteczki,
ktére moga by¢ kowalencyjnie zwigzane z innymi substancjami obecnymi w Zywnosci.
Naleza do nich biatka, weglowodany i kwasy ttuszczowe. Fumonizyny (ze wzgledu na
swoja budoweg chemiczng) mogg takze tworzy¢ z biatkami i cukrami ztozonymi
supramolekularne oddziatywania. Oddziatywania te moga przyczynia¢ si¢ do
niedostatecznej ekstrakcji fumonizyn z prébki, co moze prowadzi¢ do niedoszacowania
ich zawarto§ci w badanych probkach. W wyniku obecnosci mnogiej liczby

zmodyfikowanych form fumonizyn w kukurydzy i jej produktach, ryzyko
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wystepowania zagrozenia dla bezpieczenstwa zywnosci moze wzrastaé. Uzyskane
wyniki badan pozwolily na przygotowanie projektu badawczego ,,Wystepowanie
wolnych 1 sprzezonych fumonizyn w réznym asortymencie przetworoOw zbozowych
oraz ich kierunek przemian w trakcie operacji technologicznych w warunkach
modelowych”, ktory uzyskat finansowanie z Narodowego Centrum Nauki w ramach
programu Preludium 3 (zatacznik 5, pozycja 11.1.1.4). Tematyka objeta projektem, byta
rowniez przedmiotem mojej pracy doktorskiej pt. ,,Wystepowanie fumonizyn w
kukurydzy i produktach kukurydzianych oraz ich przemiany w wybranych operacjach
technologicznych”, ktora zostala obroniona i wyrdzniona podczas publicznej obrony
rozprawy doktorskiej 12 czerwca 2014 roku. Uzyskane wyniki w ramach tych badan,
pozwolity na przygotowanie publikacji w czasopismach z IF (zatacznik 5, pozycje
I1LA.2.7, 11.LA.2.8, 11.A.2.10).

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora (2010-2014), w ramach funduszu
IBPRS na utrzymanie potencjalu badawczego, realizowalem badania zwigzane z
przygotowaniem procedury analitycznej oznaczania w ziarnie zb6z szeSciu
podstawowych alkaloidow Claviceps purpurea i ich epimerow przy zastosowaniu
techniki LC-IT-MS/MS (zalacznik 5, pozycja 11.1.2.9). Podj¢te dziatania nad
opracowaniem odpowiedniej procedury oznaczania alkaloidow sporyszu w ziarnie zb6z
byly efektem apeli w S$rodowisku naukowym nad potrzeba rozwoju w petni
zwalidowanych metod badawczych, umozliwiajacych uzyskanie wiarygodnych
wynikéw. Po kilku miesigcach pracy, badania pozwolity na opracowanie metody, ktora
zostala wykorzystana do analizy zawartosci alkaloidow sporyszu w ziarnie zZyta i jego
produktach. Efekty realizacji tych badan zostaly réwniez zamieszczone w publikacji
zamieszczone] w czasopismie posiadajagcym IF (zalgcznik 5, pozycja 11.A.2.9).
Procedura przygotowania probki do oznaczenia alkaloidow sporyszu, byla w
pozniejszym okresie wykorzystana do ich analizy w ziarnie zyta przy zastosowaniu
techniki UPLC-TOF-HRMS (publikacja wykazana w Osiggnigciu jako publikacja H6).
W chwili obecnej trwaja przygotowania do akredytowania opracowanej metody przez
Polskie Centrum Akredytaciji.

Wykorzystane w badaniach metody oraz procedury analityczne stanowig nie
tylko uzupetienie dostepnej techniki 1 wiedzy w dziedzinie, ale sg tez niejednokrotnie
wdrazane do rutynowych prac laboratoryjnych w Zaktadzie Analizy Zywno$ci na

potrzeby analiz wykonywanych dla klientéw zewnetrznych IBPRS.
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Problem wystepowania zmodyfikowanych mikotoksyn w ziarnie zbdz 1 ich
produktach, dotyczy nie tylko fumonizyn, ale réwniez i innych mikotoksyn. Ponadto,
bardzo wazne badania dotycza wystepowania w ziarnie zboz i jego produktach
,»howych” mikotoksyn. Dlatego tez, na potrzeby badan dotyczacych tego zagadnienia,
podjatem wspolprace z innymi os$rodkami naukowymi, takimi jak Uniwersytet
Przyrodniczy w Poznaniu (UP) i Instytut Uprawy i Nawozenia i Gleboznawstwa w
Putawach (IUNG). W tych osrodkach naukowych odbylem takze miesieczne staze
(Katedra Chemii, Zaktad Chemii Analitycznej, Wydziat Technologii Drewna UP w
Poznaniu oraz Zaktad Upraw Roslin Zbozowych IUNG w Putawach). Podczas realizacji
tych stazy rozwijalem swoje zainteresowania z zakresu technik chromatograficznych i
spektrometrii mas w analizie mikotoksyn, a takze zdobywalem wiedz¢ z zakresu
uprawy zboz, w tym takze biologii ich rozwoju. Efektem wspotpracy z wymienionymi
osrodkami naukowymi, byly publikacje objete osiggnieciem naukowym bedace
podstawg do ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego (H1-H6), jak
rowniez inne efekty w postaci publikacji w czasopismach posiadajacych IF (zatacznik
5, pozycje 11.L.A.2.5i 11.A.2.6).

W pracy I1.A.2.6 (zalacznik 5), dokonano oceny wplywu genotypu pszenicy
ozimej oraz poziomu nawozenia azotem (120 i 200 kg N/ha) na zawarto$¢ toksyn
Fusarium w dwoch sezonach wegetacyjnych lat 2014 i 2015. Przeprowadzone badania
wyodregbnity trzy grupy odmian, tj. mato podatne na wystgpowanie mikotoksyn
(Astoria, Fidelius), odmiany o $redniej podatnos$ci na gromadzenie mikotoksyn (Oxal,
Kepler, Forkida, KWS Dacanto) oraz odmiany gromadzace duze zawartosci toksyn
(Bamberka, Kampana, Meister). W przypadku wiekszo$ci mikotoksyn udowodniono, ze
wicksza dawka azotu (200 kg/ha) stosowana podczas nawozenia roslin pszenicy,
powodowatla istotny wzrost akumulacji mikotoksyn, w porownaniu do upraw gdzie
zastosowano nizszg dawke azotu (120 kg/ha). Ponadto, wykazano istotny wptyw
interakcji odmiany 1 dawki azotu na zawartos¢ zdecydowanej wigkszosci mikotoksyn w
badanym ziarnie pszenicy.

W przegladowej publikacji [1.A.2.5 (zalacznik 5), podkreslono znaczenie
bakterii kwasu mlekowego, posiadajgcych potencjalng zdolnos¢ do hamowania wzrostu
grzybow 1 rozktadu mikotoksyn w zanieczyszczonej zywnosci. Zwrocono takze uwage,
na problemy praktycznego wykorzystania tych mikroorganizméw do eliminacji
mikotoksyn z zywnosci, bedacymi w najblizej przysztosci duzym wyzwaniem dla

naukowcow.
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Efektem wspotpracy z osrodkami w Poznaniu i w Pulawach, bylo przygotowanie
w ramach programu Sonata 11 (Narodowe Centrum Nauki) obecnie realizowanego
projektu, ktorego jestem kierownikiem, pt. ,,Biosynteza maskowanych mikotoksyn u
ro$lin pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) oraz ich przemiany w wybranych
procesach technologicznych” (2016/21/D/NZ9/02597, 2017-2021, zatacznik 5, pozycja
[1.1.1.1). Przedmiotem badan w ramach przyznanego projektu jest scharakteryzowanie
metabolitow deoksyniwalenolu (DON) u 6 genotypow pszenicy ozimej (Triticum
aestivum L.) réznigcych sie odpornoscig na fuzarioz¢ (FHB), wykazanie wplywu
obecnosci na roslinie patogenu (Fusarium) na kierunek i intensywno$¢ przemian DON;
weryfikacja hipotezy, ze warunki srodowiskowe istotnie wptywaja i modulujg procesy
detoksykacji DON w uprawach pszenicy; okre§lenie wpltywu procesu technologicznego
wytwarzania pieczywa na bazie maki pszennej na zawarto$¢ zmodyfikowanych form
mikotoksyn. Trzyletnie badania zostaly rozpoczete w 2017 r. Cz¢$¢ eksperymentalna
(doswiadczenia polowe) prowadzona jest w stacjach do$wiadczalnych TUNG, a takze
Instytutu Ochrony Roslin w Poznaniu (IOR). Efektem tych badan, na dzien dzisiejszy sa
dwie publikacje w czasopismach posiadajacych IF, wykazane jako Osiagnigcie
(publikacje H1 i H3). Poniewaz glownym problemem ograniczajagcym rozwéj badan
nad zmodyfikowanymi mikotoksynami jest brak komercyjnie dostgpnych substancji
wzorcowych, w ramach projektu podjeto takze wspotprace migdzynarodowa z prof.
Tomoya Yoshinari (Zaktad Mikrobiologii, Narodowy Instytut Nauk o Zdrowiu w
Tokio, Japonia), odpowiedzialnego za ich syntezg.

Wspotpraca z UP w Poznaniu, zaowocowala takze przygotowaniem obecnie
realizowanego projektu pt. ,,Biochemiczne, fizjologiczne i1 anatomiczne czynniki
modyfikujace podatno$¢ kukurydzy cukrowej na infekcj¢ wywotang patogenicznymi
grzybami rodzaju Fusarium”, w ramach programu Opus 9 (Narodowe Centrum Nauki,
2014/15/B/NZ9/02169), ktorego jestem wykonawca (zatacznik 5, pozycja 11.1.1.3). W
ramach tych badan, przeprowadzono analiz¢ analogow fumonizyn w rdznych
genotypach kukurydzy cukrowej przy zastosowaniu techniki UPLC-TOF-HRMS.
Efektem realizacji tych badan bylo wykrycie w analizowanych prébkach, oprocz
podstawowych zwigzkéw (fumonizyny z grupy B) rowniez w znaczacych stezeniach
fumonizyn zaliczanych do grupy A i1 C. Wyniki badan zamieszczono w raporcie 11.E.7
(zalacznik 5). Takze efektem realizacji tych badan, byta takze publikacja w czasopismie

posiadajacym IF, wlaczona Osiggnigcie (publikacja H5).
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W chwili obecnej, w ramach $rodkéw z funduszu na utrzymanie potencjatu
badawczego IBPRS, przy wspotpracy z UP w Poznaniu i Szkota Gtowna Gospodarstwa
Wiegjskiego (Wydziat Nauk o Zwierzetach), realizuje¢ badania pt. ,,Chemiczna synteza
siarczanéw deoksyniwalenolu i toksykologiczna ocena powstatych produktéw reakcji
na zarodkach drobiowych” (zatacznik 5, pozycja 11.1.2.6). W ostatnich latach wykazano,
ze w szlaku biologicznej transformacji DON przez rosliny zboz, wystgpuja reakcje
siarczanowania DON (obok reakcji glukozylacji). Po wprowadzeniu DON do
organizmu ro$liny, wykryto DON-3-siarczan i w znacznie mniejszym stezeniu — DON-
15-siarczan. DON-15-siarczan wykazywal zdecydowanie mniejsza zdolnos$¢ do
hamowania syntezy biatek pszenicy, podczas gdy w przypadku DON-3-siarczanu — nie
obserwowano toksycznosci. Poniewaz W przypadku tych metabolitéw, wiedza naukowa
w odniesieniu do potencjalnej toksycznosci na ludziach i zwierzgtach jest bardzo
znikoma, podjeto badania w celu przeprowadzenia reakcji syntezy chemicznej
siarczanow deoksyniwalenolu, a nastepnie wykorzystania produktow reakcji do oceny
toksykologicznej na zarodkach kurczat drobiowych. Badania te obecnie sa
kontynuowane.

Poniewaz glukozydy toksyn Fusarium moga odgrywac istotng role w
bezpieczenstwie zywnosci i pasz, w ramach $rodkéw z funduszu na utrzymanie
potencjalu badawczego IBPRS (zatacznik 5, pozycja 11.1.2.7), realizowane sa obecnie
takze prace pt. ,,Wplyw procesu pieczenia pieczywa i produkcji piwa w warunkach
modelowych na zawarto$¢ deoksyniwalenolu, niwalenolu i ich glukozydow™. Prace te
stanowig kontynuacje zakonczonych badan w ramach projektu 11.1.2.8 (zatacznik 5).
Celem tych badan jest ocena wplywu procesu pieczenia pieczywa na bazie maki
pszennej zanieczyszczonej DON, NIV i ich glukozydami na ich zawarto§¢ w produkcie.
Oceniany jest takze wplyw technologicznego procesu produkcji piwa na zmiany
zawarto$ci omawianych substancji. Realizowane badania w ramach projektu, ktérego
jestem wykonawcag, sg bardzo istotne. Dotycza nie tylko deoksyniwalenol-3-glukozydu,
ale takze niwalenol-3glukozydu. W ostatnim przypadku, niewiele wiadomo o tej
pochodnej, dlatego tez szczegdlny nacisk potozono na oceng jej wystgpowania w piwie
1 zbadanie przebiegu zmian jej zawartosci w trakcie procesoOw technologicznych
przetwarzania zywnosci. Ze wzgledu na brak dostepnych substancji badania sg
realizowane przy wspOlpracy z prof. Tomoya Yoshinari (Zaktad Mikrobiologii,

Narodowy Instytut Nauk o Zdrowiu w Tokio, Japonia).
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W chwili obecnej jestem takze wykonawcg realizowanego projektu badawczo-
rozwojowego pt. ,,Platforma Zywnoéciowa”, przyznanego z funduszy Narodowego
Centrum Badan i1 Rozwoju, w ramach konsorcjum w programie Gospostrateg 1:
»Spoteczny 1 gospodarczy rozwdj Polski w warunkach globalizujgcych si¢ rynkow”)
(zatacznik 5, pozycja 11.1.1.2). W ramach projektu przewiduje si¢ uruchomienie
platformy do obrotu towarowego surowcami rolnymi, w ktorym IBPRS ma za zadanie
miedzy innymi zapewnianie bezpieczenstwa zywnos$ci oraz przeprowadzenie 0cCeny
ryzyka wystepowania substancji skazajagcych w surowcach.

Bezposrednig przyczyna podejmowanych przeze mnie badan jest istotno$¢
tematyki modyfikowanych mikotoksyn w kontekscie ich powstawania, wystgpowania i
wilasciwosci toksykologicznych. Obecnie brakuje badan, a takze istnieje wiele
niejasnosci na temat szkodliwo$ci tych substancji dla zdrowia cztowieka.
Zainteresowanie tg problematyka wigze si¢ takze z duzym brakiem danych dotyczacych
wystepowania tych zwigzkow w zywnosci, ich wlasciwosci na skutek oddziatywania
roéznych czynnikéw Srodowiska, az wreszcie niedostatecznej wiedzy na temat genezy
tych substancji przy udziale systemu enzymatycznego drobnoustrojow, roslin i zwierzat.
Istnienie potrzeby regulacji prawnych w odniesieniu do dopuszczalnych zawarto$ci
zmodyfikowanych mikotoksyn jest uznawane przez europejskie organy legislacyjne
jako zasadne, jednakze z powodu braku wynikéw badan toksykologicznych, ustalenie
tych wartosci w chwili obecnej nie jest mozliwe. Rosnace zainteresowanie
mikotoksynami 1 sprz¢zonymi ich formami, spowodowalo utworzenie przez Europejski
Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) w 2014 roku Grupy Roboczej ds.
Maskowanych Mikotoksyn w Zywnos$ci i Paszy. Na prosbe tej grupy, od 2017 roku
jestem z nig w stalym kontakcie, a wyniki moich prac sa przekazywane grupie i
wykorzystywane na potrzeby sporzadzania opinii naukowych EFSA. Biorgc pod uwage
realizowane przeze mnie zagadnienia zwigzane z modyfikowanymi mikotoksynami,
otrzymatem propozycje reprezentowania IBPRS w konkursie TWINNING w programie
Horyzont 2020, przez Uniwersytet w Parmie. W chwili obecnej prowadzone sa
rozmowy nad przygotowaniem wniosku w tym konkursie.

Podsumowujac, mdj obecny catkowity dorobek publikacyjny, w ktorych jestem
autorem lub wspotautorem sktada sie z 23 publikacji naukowych w recenzowanych
czasopismach oraz 19 doniesien konferencyjnych, glownie na konferencjach

migdzynarodowych. Sumaryczna liczba punktow wg punktacji MNiSW za publikacje
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wynosi 530, a sumaryczny wspotczynnik wptywu IF 41,204 (IFs.emi = 44,487). Prace
byt cytowane 91 razy, a mdj indeks Hirscha wynosi 6.

Koniec zatgcznika 2.

WM " wqé o ;tfr

53



