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Recenzja
pracy doktorskiej pt. "Wykrywanie i oznaczanie tetracyklin w paszach technikami

chromatograficznymi”, wykonanej przez panig mgr inz. Eweline Patyre w
Zakladzie Higieny Pasz Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowy

Instytut Badawczy w Pulawach.

Po wprowadzeniu zakazu stosowania antybiotykowych stymulatorow wzrostu
(01.01.2006), pozostawiono jednak mozliwos¢ profilaktycznego wykorzystania
niektorych antybiotykow w paszach leczniczych za zgoda 1 wskazaniem lekarza
weterynaril. Wzrastajaca produkcja pasz przemystowych, w tym 1 leczniczych, brak
wydzielonych lini1 do wylacznej produkceji pasz leczniczych oraz czynnik ludzki moga
byC przyczyng swiadomego badz przypadkowego wprowadzenia do obrotu niektorych
zabronionych stymulatorow wzrostu. Wymaga to prowadzenia odpowiednich dziatan
na etapie produkcji jak 1 kontroli urzedowej w celu zapewnienia wysokiego poziomu
jakosci 1 bezpieczenstwa wytwarzanych srodkow zywienia zwierzat. Rozwoj nowych
technik analitycznych pozwala identyfikowa¢ 1 wykrywac rdézne zwiazki, ktére moga
byC uzyte jako antybiotyki paszowe, w tym 1 tetracykliny. Stad tez uwazam za stuszne
1 w pelni uzasadnione badania nad okresleniem mozliwosci wykrywania 1 oznaczania
wybranych tetracyklin w materialach paszowych 2z wykorzystaniem technik
chromatograficznych.

Oceniana praca osadzona jest w obrgbie nauk weterynaryjnych, dotyczacych
kontroli bezpieczenstwa pasz, podejmuje problemy istotne tak z punktu naukowego
jak 1 znaczenia utylitarnego, jest dobrze umocowana w swiatowym pisSmiennictwie
(na 139 pozycji umieszczonych w wykazie pisSmiennictwa az 106 w jezyku
angielskim), przy czym 81 cytowanych prac zostala opublikowana po roku 2010.

Wstep (30 stronic), a wlasciwie to przeglad pismiennictwa z 4 podrozdziatami
(pasze w zywieniu zwierzat, charakterystyka tetracyklin, pozostatosci tetracyklin w
zywnoscl 1 paszach oraz analiza tetracyklin w paszach) stanowi wprowadzenie w

problematyke wilasciwosci tetracyklin 1 mozliwosci ich wykrywania w Srodkach



zywienia ludzi 1 zwierzat. Autorka w dos¢ klarowny sposob przyblizyla zagadnienia
- dotyczace charakterystyki tetracyklin 1 mozliwosci ich oznaczania roznymi metodami
jak biologiczne, immunologiczne 1 fizyko-chemiczne. To z kolel pozwolilo Autorce na
sformutowanie celu 1 zalozen projektowanych 1 wykonanych badan odnosnie
opracowania 1 walidacji procedur analitycznych czterech tetracyklin: oksytetracykliny,
tetracykliny, chlorotetracykliny 1 doksycykliny. Podj¢te przez mgr inz. Eweling Patyre
badania, dotyczace w glownym nurcie optymalizacji warunkOw oznaczania
wybranych tetracyklin, uwazam wigc za celowe i aktualne, legitymujace si¢ tez
praktycznym aspektem zastosowania tych osiggni¢¢ w analityce laboratoryjne;.

Nieco uwag do tego rozdzialu dotyczy systematyki 1 podzialu pasz (str. 11).
Jakie kryteria zdecydowaly o wilaczeniu, np. otrab do pasz obj¢tosciowych (90% s.m. 1
okoto 9 MJ EM), za§ wywaru gorzelnianego, pulpy ziemniaczanej czy wystodkow
buraczanych (okoto 90% wody, zas EM ponizej 1 MJ) do pasz tresciwych? Prosze tez
przyblizy¢ blizej charakterystyke naukowo-badawcza eksperta od optymalizaci
zywienia zwierzat, ukrytego pod pozycja 101, bodajze Zenon Roszkowski.

Rozdzial ,,Material i metodyka badan™ (14 stronic) dos¢ dobrze opisuje
material uzyty do badan (szkoda, ze juz tutaj nie podano liczby probek poddanych
analizomj oraz wykonanych procedur analitycznych 1 pomiarow doswiadczalnych.
Nalezy jednoczesnie podkresli¢, ze zastosowane odczynniki, aparatura 1 sprzet
laboratoryjny oraz kryteria oceny 1 metody analityczne sq odpowiednie 1 w peini
nowoczesne w tego typu badaniach. Opracowanie statystyczne wynikow badan nie
budzi zastrzezen.

Jednocze$nie mam kilka watpliwosci 1 pytan dotyczacych tego rozdziatu, a
Mm1anowicIe:

- co Pani miala na uwadze, wykazujac w tab. 6, str. 44 w skladzie mieszanki
petnoporcjowej udzial otrab rzepakowych 1 otragb stonecznikowych?, co to sg za pasze?

- dlaczego nie podano udzialu poszczegdlnych komponentow paszowych w
mieszankach dla kur niosek 1 tucznikow (tab. 6), co uniemozliwia ocen¢ oznaczonych
czy tez skalkulowanych sktadnikéw pokarmowych 1 witamin?

- dlaczego zainteresowano si¢ tylko miedzig, pomijajac inne wazne skladniki

mineralne mieszanek (tab. 6)7



Wyniki badan opisano na 55 stronach znormalizowanego komputeropisu,
~dokumentujac je w 22 tabelach 39 rycinach. Rozdzial ten bardzo wnikliwie i z
detalami informuje o uzyskanych wynikach badan wlasnych. Dotyczyly one ustalenia
warunkow analizy 1 optymalizacji metod wykrywania oraz oznaczania tetracyklin w
paszach, a takze opracowania 1 walidacji proceséw badawczych. W ramach tych badan
prace doswiadczalne koncentrowaly si¢ na wlasciwym doborze warunkow detekeii,
rozdziatu chromatograficznego, sposobu ekstrakcji analitow z matrycy oraz doborze
warunkow oczyszczania ekstraktow.

/Zarowno Autorka pracy, a takze Jej Promotor sg wybitnymi specjalistami w

zakresie znajomosci 1 technik oznaczen substancji biologicznie czynnych w paszach.
w tym giownie antybiotykow, wigc do tabel 1 wynikow tej czgs$ci pracy nie wnosze
specjalnych uwag.
Najwazniejszym, obok wilasciwych hipotez badawczych i celu pracy, rozdzialem
dysertacji doktorskiej jest umiejetnos¢ dyskusji uzyskanych wynikéw z dostepnym
pismiennictwem. Autorka na 17 stronach bardzo zrecznie dokonala omoOwienia
wynikow badan wilasnych na tle dokonan innych autorow prac opublikowanych z
rozwazane] w rozprawie problematyki badawczej. Uwage zwraca tez aktualnosé
cytowaneg‘o pismiennictwa, gdyz wigkszos¢ prac zostala opublikowana po roku 2000,
w tym 18 prac po 2010 roku. Z przedstawionej dyskusji wynika przestanie, ze rodzaj
mieszanki paszowej nie ma wplywu na wynik badania. Natomiast zastosowanie te;
same] metody ekstrakcji tetracyklin z pasz leczniczych dla dwoch réznych technik
detekcji ma istotny wplyw na koncowy wynik analizy. Opracowano wiec nowa
metode ekstrakeji TCs z probek pasz leczniczych, umozliwiajaca uzyskanie wyzszych
odzyskow substancji czynnych z zastosowaniem chromatografii cieczowej ze
spektrometria mas. Opracowane procedury zostaly w pelni zwalidowane zgodnie z
wymaganiami okreSlonymi w Decyzji Komisji 2002/657/EC, spelniaja kryteria
analityczne 1 umozliwiajg oznaczenie tetracyklin w paszach leczniczych oraz innych
rodzajach pasz.

Uktad pracy jest konwencjonalny 1 nie budzi zastrzezen.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska liczy 146 stronic znormalizowanego

tekstu, w ktorym zawarto wg zestawionego przez Autorke wykazu piSmiennictwa az

I



139 pozycji piSmiennictwa, w tym 2 pozycje z internetu. Spotka¢ jednak mozna
‘drobne usterki, dotyczace wykazu cytowanych czasopism — albo nalezato przyjac
skroty (Jak w wigkszosci prac) albo pelne nazwy czasopism, poz. 12, 32, 53, 57, 113,
116, przy czym w poz. 123 podano pelng nazwe czasopisma, a w poz. 124 juz skrot
tego samego czasopisma. W poz. 128 1 129 zabraklo dziennika ustaw (nr, poz.), w
pozycj1 114 roku publikacji, w pozycj1 67 zabraklo strony koncowej pracy (powinno
by¢ 301-305), zas w poz. 1351 136 sg tylko adresy stron internetowychi nie wiadomo
czego one dotycza. Ponadto przy zacytowaniu pozycji ksigzkowej autorstwa prof. D.
Jamroz (2013), zbedne jest juz przywolywanie podrecznika z 1983 autorstwa prof. Z.
Ruszczyca.

Podkreslajac tratnoS¢ stormulowania zalozen 1 celu badan, zauwazy¢ nalezy
rzeczowe, bardzo staranne 1 wykonane z duzym nakladem pracy 1 osobistego
zaangazowania badania analityczne. Zaréwno szeroki profil badan jaki 1 duza liczba
oznaczen pozwolily Autorce rozprawy na uchwycenie istotnych zaleznosci
dotyczacych oznaczania tetracyklin w paszach. Tak duza 1lo$¢ oznaczen
laboratoryjnych mogta by¢ wykonana przez doktorantk¢ jedynie dzigki Jej pilnosci.
zaangazowaniu 1 pracowitosci oraz zapobiegliwosci 1 staraniom Promotora oraz
koleZeﬁskiéj atmosterze pracy w Zaktadzie Higieny Pasz tutejszego Instytutu.

/gromadzone wyniki badan, omoéwione na tle dokonan innych autoréw
pozwolity mgr inz. Ewelinie Patyrze na sformulowanie 8 uogolnien, wnoszacych nowe
1 1stotne informacje do aktualnego stanu wiedzy o wykrywaniu 1 oznaczaniu
wybranych tetracyklin. Niektore z nich zapewne zostang przeredagowane, a nawet
pofaczone (np. wniosek 1 1 2) przy przygotowywaniu publikacji w czasopismach
naukowych. Wnioskiem sumujacym badania jest stwierdzenie, ze opracowana i
zoptymalizowana metoda chromatograficzna z wykorzystaniem techniki LC-MS
pozwala na wykrywanie 1 oznaczanie niskich stezen tetracyklin w paszach innych niz

pasze lecznicze.

Przedstawiona do oceny praca, obok szeregu oryginalnych i istotnych dla nauki
1 praktyki rezultatbw, zaowocowala opracowaniem trzech projektow procedur
badawczych do zastosowania w wykrywaniu tetracyklin w paszach, wykazanych w

ocenianej dysertacji jako zalaczniki.



/. wielkq satysfakcja pragne tez podkresli¢, ze tre$¢ pracy napisana jest dosé
‘starannie, zwarcie i utrzymana w logicznej sekwencji. Styl sformutowan poprawny, a
tekst komunikatywny. Zauwazy¢ tez nalezy staranne opracowanie tabel i rycin oraz
interesujacg interpretacj¢ uzyskanych wynikow badan wilasnych 2z danymi
pismiennictwa. Praca cechuje si¢ aktualnoscig i aplikacyjnoscig podjetej problematyki
badawczej, a dotyczy opracowania szybkiej i doktadnej metody oznaczania tetracyklin
w materiatach 1 srodkach zywienia zwierzat.

Reasumujac wyrazam opini¢, ze przedlozona przez mgr inz. Eweling Patyre
rozprawa, z uwagl na zaprezentowany poziom naukowy, aktualno$¢ problematyki i
wartosci poznawcze uzyskanych w badaniach wynikow, ujecie metodyczne i wlasciwy
dobor metod analitycznych oraz oparcie wysunigtych wnioskéw 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. 595, ze zmianami w Dz. U. z 2005
roku nr 164, poz. 1365).

W zwigzku z powyzszym przedkladam Wysokiej Radzie Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowy Instytut Badawczy w Pulawach wniosek
0 przyj@cié rozprawy 1 dopuszczenie mgr inz. Eweliny Patyry do dalszego etapu
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuj¢ o wyroznienie pracy nagroda dyrektora Panstwowego
[nstytutu Weterynaryjnego — Panstwowy Instytut Badawczy w Pulawach. Swoja
propozycj¢ uzasadniam oryginalnym opracowaniem trzech waznych dla kontroli
urzedowej procedur badawczych dotyczacych oznaczania zawartosci tetracyklin w
paszach leczniczych technika chromatografii cieczowej z detektorem diodowym,
oznaczania zawartosci tetracyklin w paszach leczniczych technika chromatografii
cieczowe] ze spektometrig mas oraz wykrywania i oznaczania tetracyklin w paszach

innych niz lecznicze technikg chromatografii cieczowej ze spektometrig mas.

Lublin, 27.02.2015 r.
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