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Recenzja
pracy doktorskiej pt. " Zastosowanie technik chromatograficznych do analizy

alkaloidoéw pirolizydynowych w paszach i zywnosci”. wykonanej przez paniag mgr
Eweling Kowalczyk w Zakladzie Higieny Pasz Panstwowego Instytutu

Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach.

W dzialalnosci analitycznej dazy sie do wprowadzenia coraz to nowszych i
dokladniejszych metod oznaczania sktadnikow biologicznie czynnych w paszach i
zywnosci. Opracowanie i wdrozenie odpowiednich procedur analitycznych w celu
zapewnienia wysokiej dokladnosci w oznaczaniu ilosciowym i jakosciowym réznych
zwiazkow szkodliwych, przyczynia sic do bezpieczenstwa wytwarzanych $rodkow
zywienia dla ludzi i zwierzat. Rozw6j nowych technik analitycznych pozwala
identyfikowac¢ i wykrywaé rozne zwigzki, w tym grozne dla zdrowia alkaloidy
pirolizydynowe. Stad tez uwazam za shuszne i w pelni uzasadnione badania nad
opracowaniem metod wykrywania i oznaczania wybranych alkaloidéw w miodach i
materialach paszowych z wykorzystaniem technik chromatograticznych, zaréwno

gazowych jak i cieczowych.

Ocena formaina dysertacji

Rozprawe doktorskg pani mgr Eweliny  Kowaleczyk stanowi 5 prac
wspolautorskich, opublikowanych w czasopismach ujetych w bazie JCR o tgcznym IF
w roku wydania prac = 6.11 i punktacji wg MNiSzW 105 pkt. Prace zostaty
opublikowane w uznanych czasopismach Jak Journal of Veterinary Research (2). oraz
po jednej w Food Analytical Methods. Food Additives nad Contaminants oraz
Medycynie Weterynaryjnej w latach 2015-2018. We wszystkich 5 pracach pani mgr
FEwelina Kowalezyk jest pierwszym. zatem wiodgcym autorem, za$ drugim lub trzecim
autorem jest Jej promotor w osobie prof. dr hab. Krzysztofa Kwiatka. W dwoch
pracach pozostalym wspolautorem umiejscowionym na drugim miejscu jest promotor

pomocniczy p. dr Zbigniew Sieradzki lub wspolpracownik z Zakladu, pani dr Ewelina



Patyra. Kopie wszystkich prac zostaly dolgczone do manuskryptu, w ktorym
pomieszczono: Wstep — 9 stronic, Cel i zakres pracy — 1 str.. Materiat i metady — 2 str.,
Wyniki — 16 str., Wnioski — 1 str.. Streszczenic w jezyku polskim i angielskim — 3 str.
oraz Bibliografie — 55 pozycji na 5 stronicach.

/. dofaczonych oswiadczen wspdtautorow o ich roli i udziale w publikacjach
wynika, ze p. mgr Ewelina Kowalczyk jest wiodacym autorem. a Jej udzial w
poszczegolnych publikacjach wynosi az 90-95%. Wkiad ten polegal na realizacji
badan. analizie wynikéw, opracowaniu wprowadzenia do kazdej publikacji.
sporzadzeniu opisu  wynikéw 1 dyskusji. sformulowaniu  wnioskow. redakcji
manuskryptow oraz korekty artykulow po recenzjach. Podkresli¢ nalezy duza ilosé
artykutow wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej oraz krotki okres ich
publikowania — 4 wiodace prace ukazaly sic w 2017 i 2018 roku. Swiadczy to o duzym
zaangazowaniu Doktorantki w realizacj¢ badan oraz sprawnosci w opracowywaniu
uzyskanych wynikdéw, umiejetnosci konfrontowania ich z rezultatami dostepnymi w
literaturze fachowej oraz opracowywania orvginalnych prac twérczych. Potwierdza to
dobre przygotowanie Doktorantki do dalszej pracy naukowo-badawczej. Majac
powyzsze na uwadze, stwierdzam, ze formalna strona przedstawionej rozprawy nie
budzi zadnych zastrzezen.

Jedynie w zalaczonej dokumentacji zabraklo podpisanej przez wspotautorow
zgody na wykorzystanie tych publikacji do dysertacji doktorskiej.

Mam tez drobng uwage do tytulu rozprawy. a zwlaszcza slowa ..zywnosci™.
przeciez zajmowano si¢ tylko miodem i tak jest w tytulach prac 3 i 4 wykazu

publikacji skladajacych si¢ na dysertacje¢ doktorska.

Ocena merytoryczna dysertacji

Oceniana praca osadzona jest w obrebie nauk weterynaryjnych, uotyczacych
opracowania 1 walidacji metod oznaczania niektorych ksenobiotykdw, ktore stanowié
moga istotny aspekt w kontroli bezpieczenstwa pasz i zywnosci. Opublikowane prace
Jak rowniez manuskrypt, stanowigcy przewodnik calej dysertacji wskazuja na wazkosc¢
podjetej problematyki tak z punktu naukowego jak i znaczenia praktycznego.

Dysertacja doktorska jest dobrze umocowana w $wiatowym pismiennictwie (oprocz



cytowac w poszezegdlnych publikacjach podano w manuskrypcie 55 pozycji, w tym
54 w jezyku angielskim). przy czym 21 cytowanych prac zostala opublikowana po
roku 2014. Cele badawcze, weryfikowane w badaniach opisanych szczegotowo w
poszczegdlnych publikacjach, sg sformulowane jasno i precyzyjnie. Co jest istotne,
Doktorantka sformutowata takze w czesci opisowej manuskryptu uogolnione hipotezy
badawcze oraz cel, wspolne dla calego cyklu doswiadczen. Takie sformutowanie
nalezy uzna¢ za trafne i precyzyjne. gdyz mimo szerokiego zakresu badan. podkresla
spojnosc¢ koncepcji badawczej.

Wstep manuskryptu, a whasciwie to przeglad pismiennictwa z 5 podrozdziatami
(toksycznos¢. zatrucia. ich objawy i diagnostyka, rekomendowane maksymalne
dzienne pobranie, zalecenia oraz metody oznaczania alkaloidow pirolizydynowych
(AP) w paszach 1 zywnosci) stanowi wprowadzenie w problematyke wlasciwosci AP i
mozliwosci ich wykrywania w srodkach zywienia ludzi i zwierzat. Autorka w dos¢
klarowny sposob przyblizyla zagadnienia dotyczace charakterystyki tych alkaloidéw i
mozliwosci ich oznaczania z wykorzystaniem metod chromatograficznych. glownie
cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometria mas. To z kolei pozwolilo Autorce
na sformutowanie celu i zakresu projektowanych i wykonanych badan odnosnie
opracowania 1 walidacji  procedur analitycznych  oznaczania  alkaloidow
pirolizydynowych. Ponadto Autorka wskazala zakres prac wykonanych i opisanych w
poszczegolnych publikacjach. co pozwala adwersarzowi tej dysertacji na jednoznaczne
odniesienie si¢ do merytorycznej oceny zaprezentowanych wynikow badan. Podjete
zatem przez mgr Eweling Kowalczyk badania. dotvezace optymalizacji warunkow
oznaczania  wybranych  alkaloidow  pirolizydynowych  oraz  zastosowanie
opracowanych metod do oznaczania AP w paszach i miodach oraz ocena
bezpieczenstwa zbadanych produktow, uwazam wiec za celowe 1 aktualne,
legitymujgce sig¢ tez praktycznym aspektem zastosowania tych osiggnieé w analityce
laboratoryjnej.

Rozdziat manuskryptu , Material i metody™ dos¢ dobrze opisuje materiat uzyty
do badan oraz wykonanych procedur analitycznych i pomiarow doswiadczalnych.
Badania pasz wykonano na 69 probkach (37 metodg GC-MS i 32 metoda L.C-MS), za$
dla miodow przebadano tacznie 104 probki (54 metoda GC-MS i 50 metoda LC-MS).



Nalezy tez podkresli¢. ze zastosowane odczynniki. aparatura 1 sprzet laboratoryjny
oraz kryteria oceny i metody analityczne sg odpowiednie i w pelni nowoczesne w tego
typu badaniach. Autorka wiele czasu poswigcita na dopracowanie innowacyjnych
metod ekstrakcji APz poszczegolnych probek pasz 1 miodow do oznaczen
chromatograficznych. Poswiadczeniem tej oceny sa publikacje w uznanych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym.

Szczegotowe wyniki badan wraz z dyskusja zostaly przedstawione w
zataczonych 4 pracach. stanowigcych istote dysertacji doktorskiej. W przestanym
manuskrypcie Autorka dokonala krotkiej, ale bardzo interesujacej rekapitulacii
wynikow swoich badan. Rozdzial ten bardzo klarownie informuje o prowadzonych
procedurach analitycznych (4 ryciny ukazujgce schematy postepowania przy metodach
GC-MS i LC-MS w paszach i miodach) i uzyskanyvch wynikach badan wiasnych.
Dotyczyly one ustalenia warunkow analizy i1 optymalizacji metod wykrywania oraz
oznaczania AP w wybranych paszach i miodach, a takze opracowania i walidacji procesow
badawczych.

7 przedstawionej dyskusji w poszczegolnych publikacjach oraz manuskrypcie.
a zwlaszcza wnioskow wynika przestanie, ze opracowane i poddane walidacji metody
oznaczania alkaloidéw pirolizydynowych technikami chromatogratii gazowej i
cieczowe] sprzezonymi ze spektrometrig mas spetniajg wymagania stawiane metodom
analitycznym, a tym samym moga by¢ wykorzystywane do badania pasz i zywnosci
pod katem ich zawartosci. Duzg doze optymizmu wnosza informacje. ze  stezenia AP
stwierdzone w materiatach paszowych nie powinny stanowi¢ zagrozenia wywolania
zatru¢ ostrych oraz transferu alkaloidow do zywnosci zwierzecego pochodzenia, jak
tez w wiekszosci ze zbadanych miodow nie powinny przyczynia¢ si¢ do przekroczenia
rekomendowanego maksymalnego dziennego pobrania AP w przypadku spozycia do
20 g miodu dziennie, tym samym nie powinny stanowi¢ podwyzszonego ryzyka dla
dorostych konsumentow. Jednak zagrozenia dla zwierzat, zwlaszcza miodych moga
wynikac¢ ze spozywania zanieczyszezone] paszy przez dluzszy okres czasu, natomiast
przy miodach konieczne jest zwrdcenie bacznej uwagi przy podawaniu dzieciom

mioddw azjatyckich.



Podkreslajac trafnos¢ sformulowania zalozen i celu badan, zauwazy¢ nalezy
rzeczowe. bardzo staranne i wykonane z duzym nakladem pracy i osobistego
zaangazowania badania analityczne. Zarowno szeroki profil badan jaki i duza liczba
oznaczen pozwolilty Autorce rozprawy na uchwycenie istotuych zaleznosci
dotyczacych oznaczania AP w niektorych paszach 1 miodach. Tak duza ilos¢ oznaczen
laboratoryjnych mogta by¢ wykonana przez doktorantke jedynie dzigki Jej pilnosci,
zaangazowaniu 1 pracowitosci oraz zapobiegliwosci 1 staraniom Proniotora oraz
kolezenskiej atmosferze pracy w Zakladzie Higieny Pasz tutejszego Instytutu.

Przedstawiona do oceny praca. obok szeregu oryginalnych i1 istotnych dla nauki
i praktyki rezultatow, zaowocowala opracowaniem czterech procedur badawczych do
zastosowania w wykrywaniu AP w paszach i miodach. wykazanych w oceniane;
dysertacji jako zalaczniki (publikacje 2-5). Autorka konkluduje takze, ze konieczna
jest kontynuacja badan w zakresie oznaczania 1 wystepowania alkaloidoéw

pirolizydynowych w paszach i zywnosci.

Podsumowanie opinii

7. wielka satysfakcja pragne podkresli¢. ze zardéwno poszczegdlne publikacje
jak  tez manuskrypt rozprawy doktorskiej pt. .. Zastosowanie technik
chromatograficznych do analizy alkaloidéw pirolizydynowych w paszach i
Zywnosci” autorstwa pani mgr Eweliny Kowalczyk 7z uwagi na zaprezentowany
poziom naukowy. aktualno$¢ problematyki i wartosci poznawcze uzyskanych w
badaniach wynikow, ujecie metodyczne i whasciwy dobdr metod analitycznych oraz
oparcic wysunietych wnioskow na dos¢ obszernym materiale eksperymentalnym,
odpowiada wymogom stawianym pracom doktorskim (ustawa z dnia 14.03.2003 o
stopniach 1 tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki - Dz.
U. nr 65. poz. 5935, ze zmianami w Dz. U. z 2005 roku nr 164, poz. 1365 oraz Dz. U. z
2011 r. nr 84, poz. 455 oraz Dz. U. z 2014 r. poz. 1198) 1 moze by¢ podstawa do
nadania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk weterynaryjnych. Publikacje
naukowe. stanowigce podstawe rozprawy. stanowia cenne zrodto wiedzy, zarowno w

aspekcie naukowym jak 1 aplikacyjnym.
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W zwiazku z powyiszym przedkladam Wysokiej Radzie Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach
wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszczenie pani mgr Eweliny Kowalezyk do
dalszego etapu przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie pracy pani mgr BEweliny Kowalczyk
nagroda dyrektora Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach. Swoja propozycje uzasadniam oryginalnym opracowaniem
waznych dla kontroli procedur badawczych dotyczacych oznaczania zawartosci
alkaloidow  pirolizydynowych w  wybranych paszach 1 miodach technika
chromatografii gazowej i cieczowej z spektometria mas oraz opublikowaniem tych
badan w uznanych czasopismach ze znaczacym wspolezynnikiem wpltywu IF: Jowrnal
of Veterinary Research, Food Analytical Methods i Food Additives and Contaminants

w latach 2017-2018.
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