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1.  Ogolna charakterystyka rozprawy

Oceniana rozprawa doktorska stanowi kompilacje spdjnych tematycznie pigciu prac
(jednej przegladowej i czterech prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach z listy A
Ministerstwva Nauki i Szkolnictwa Wyzszego). Laczna liczba punkow wg. Klasyfikacji
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego wynosi 105, a wspotczynnik wptywu (Impact
Factor) wedtug Journal of Citation Reports wynosi 6,11. Liczba publikacji jak rowniez ich
treS¢ merytoryczna w pelni spetnia kryteria rozprawy na stopien doktora nauk. Kazda
z publikacji zawiera stosowne os$wiadczenia potwierdzajace indywidualny udziat
wspotautorbw W przygotowaniu prac, ktore jednoznacznie wskazuja na wiodacy
(90% w pracy przegladowej i jednej pracy oryginalnej oraz 95% w pozostatych trzech
pracach oryginalnych) udziat mgr Eweliny Kowalczyk w opracowaniu metod analitycznych,
wykonaniu badan 1 przygotowaniu publikacji. Integralng cze$¢ rozprawy stanowi
skondensowany komentarz cyklu publikacji bedacych przedmiotem dysertacji, ktory liczy 40
stron maszynopisu i w ktorym mozna wyrézni¢ wstep, cel i zakres pracy, materiaty i metody,
wyniki, wnioski, streszczenia polskie i1 angielskie oraz bibliografi¢. Prace stanowiace
rozprawe doktorskg przeszty proces recenzencki, co $wiadczy, ze poruszana w nich tematyka
jest istotna i aktualna. Z kolei zwiezty komentarz ujmuje najwazniejsze zagadnienia rozprawy
I odzwierciedla zar6wno nowatorski charakter badan jak i bardzo dobre przygotowanie

merytoryczne i analityczne mgr Eweliny Kowalczyk do ich realizaciji.



Podjety przez Autorke temat zwigzany z opracowaniem 1 walidacja metod oznaczania
alkaloidow pirolizydynowych w paszach i zywnosci opartych na chromatografii gazowej oraz
chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometriag ma istotne znaczenie praktyczne, gdyz
pozwala na precyzyjne 1 wiarygodne oznaczanie badanych alkaloidéw w odmiennych
matrycach z uzyciem dwoéch roznych technik analitycznych. Co szczegdlnie istotne
opracowane metody zostaly wykorzystane do analizy probek pasz oraz probek miodow,
a uzyskane wyniki pozwolily na ocen¢ bezpieczenstwa zardéwno pasz stosowanych u zwierzat
jak 1 miodéw spozywanych przez ludzi. Uzyskane wyniki majg istotne walory poznawcze i
wnoszg nowy wkiad do wiedzy $wiatowej] w zakresie wystepowania alkaloidow
pirolizydynowych w pokarmie jak i potencjalnego zagrozenia dla zdrowia ludzi i zwierzat

wynikajacego ze spozycia produktow zawierajacych te zwigzki.

2. Ocena merytoryczna pracy
2.1. Sformutowanie problemu naukowego i aktualnosé tematyki badan

Alkaloidy pirolizydynowe sga najprawdopodobniej najbardziej rozpowszechnionymi
pro-toksynami ro$§linnymi, ktére po spozyciu przez ludzi i zwierzgta w wyniku ich
metabolizmu ulegaja aktywacji do toksycznych zwigzkéw 1 moga by¢ odpowiedzialne za
wystapienie zatru¢. Pomimo powszechnego wystepowania na $wiecie, w tym w Polsce, roslin
wytwarzajacych alkaloidy pirolizydynowe wiedza na ich temat jest wcigz niewystarczajaca.
Na szczeg6lng uwage zasluguje fakt, ze mimo udowodnionego dziatania toksycznego
1 kancerogennego tych zwigzkéw do chwili obecnej nie wprowadzono uregulowan prawnych
okreslajacych maksymalne poziomy alkaloidow pirolizydynowych w zywnosci 1 paszach.
Z drugiej strony do chwili obecnej nie wdrozono roéwniez skutecznych metod leczenia zatrué¢
wywotywanych przez te zwiazki, zatem jedynym sposobem ochrony jest unikanie ich
spozycia. By bylo to mozliwe konieczne wydaje si¢ doskonalenie metod analitycznych
pozwalajacych na uzyskanie wiarygodnych wynikow oraz umozliwiajagcych detekcje niskich
stezen alkaloidow pirolizydynowych w ro6znorodnych matrycach. Bioragc pod uwage
powyzsze oceniana rozprawa wychodzi naprzeciw tym oczekiwaniom, poniewaz efektem jej
realizacji jest opracowanie czterech w petni wiarygodnych metod analitycznych, ktore
pozwalajg na wykrywanie niskich stgzen tych zwiagzkéw w Kiszonkach, sianie i miodach.

W publikacji przegladowej pt. ,,Alkaloidy pirolizydynowe zagrozeniem dla zdrowia
ludzi i zwierzat” mgr Ewelina Kowalczyk dokonata przegladu aktualnej wiedzy na temat
wystepowania tych alkaloidow, ich toksycznos$ci i metabolizmu, objawow zatrucia, zagrozen

ze strony zywnosci i pasz oraz zalecen Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci

2



w odniesieniu do tych zwigzkow. Charakterystyka ta zostata uzupelniona o najnowsze dane
literaturowe w wstepie komentarza do cyklu publikacji bedacych przedmiotem dysertacji, co
$wiadczy, ze Doktorantka na biezaco S$ledzita postgp wiedzy w tym zakresie. Z Kolei
w czterech pracach oryginalnych opublikowano sposob opracowania i walidacji metod
analitycznych opartych na chromatografii gazowej oraz chromatografii cieczowej sprzezonej
ze spektrometria oraz przedstawiono wyniki analiz potwierdzajacych przydatnosé¢
opracowanych metod do badania zawartosci alkaloidow pirolizydynowych w sianie,
kiszonkach i miodzie a wiec ztozonych matrycach, ktore wymagajg bardzo dobrego
przygotowania analitycznego. Uzyskane wyniki pozwolily na ocene¢ bezpieczenstwa
badanych produktéw w odniesieniu do zdrowia ludzi i zwierzat, co ma istotne znaczenie
z punktu widzenia konsumenta.

Reasumujac uwazam, ze podjeta tematyka jest bardzo interesujaca, aktualna 1 w
istotnym stopniu wzbogaca stan wiedzy zarowno w zakresie analitycznym jak i wystepowania

alkaloidow pirolizydynowych w paszach dla zwierzat oraz w miodzie.

2.2. Cel rozprawy

Cele pracy zostaly sformutowane w komentarzu do cyklu publikacji bedacych
przedmiotem dysertacji jak réwniez w publikacjach oryginalnych. Pierwszym celem
prowadzonych badan byto opracowanie czulych i wiarygodnych metod analitycznych
opartych na technikach chromatograficznych umozliwiajacych analiz¢ alkaloidéw
pirolizydynowych w wybranych rodzajach pasz oraz miodzie. Drugim celem bylo
zastosowanie opracowanych metod do oznaczania alkaloidow pirolizydynowych w paszach
I miodzie oraz ocena bezpieczenstwa zbadanych produktow. W oparciu o przedstawiony do
oceny materiat stwierdzam, Ze cel rozprawy zostal jasno zdefiniowany i1 w petni

zrealizowany.

2.3. Poprawnos¢ i oryginalnosé metodyczna

Metodyka badan wykorzystana do realizacji celow badawczych zostata wlasciwie dobrana
I jest zgodna ze standardami migdzynarodowymi w tym zakresie. Opracowane metody
chromatograficzne polaczone ze spektrometria mas spehlity kryteria walidacyjne, co
zagwarantowato, iz uzyskane wyniki stezen alkaloidow pirolizydynowych sa wiarygodne
I powtarzalne. Roéwniez sposob oceny bezpieczenstwa badanych produktow zostal
przeprowadzony zgodnie z najnowsza wiedzg i1 nie budzi watpliwosci. Bioragc pod uwage

powyzsze uwazam, ze pod wzgledem metodycznym oceniana praca nie budzi zastrzezen.



2.4. Znaczenie uzyskanych wynikow badan

W wyniku realizacji zaplanowanych badan opracowano cztery czute metody
analityczne, ktore spetity kryteria walidacyjne 1 mogg by¢ wykorzystywane do oznaczania
alkaloidow pirolizydynowych. Postuzyly one Autorce do analizy 69 probek pasz i 104 probek
miodow. Obecno$¢ alkaloidéw stwierdzono w 39% probek pasz jednakze ich zawarto$¢ byta
na tyle niska, Zze nie powinna stanowi¢ zagrozenia spowodowania zatrucia ostrego ale
mogtaby doprowadzi¢ do pogorszenia stanu zdrowotnego zwierzat w przypadku spozywania
zanieczyszczonej paszy przez dlugi okres czasu. Stwierdzone ilosci alkaloidow nie powinny
réwniez stanowi¢ zagrozenia zdrowia konsumentow spozywajacych produkty (migso i mleko)
pochodzace od zwierzat zywionych takg pasza. Zdecydowanie wigkszy odsetek (54%) probek
zawierajacych alkaloidy pirolizydynowe stwierdzono w przypadku miodow, zwlaszcza
importowanych z Azji, co mogtaby by¢ zrédlem zbyt wysokiego narazenia na te zwigzki,
zwlaszcza dla dzieci. Uzyskane wyniki wnosza wartosciowy wklad wiedzy do nauki
swiatowej w odniesieniu do tancucha ,,zdrowe zwierze - zdrowa zywno$¢”. Jednocze$nie
wskazujg, ze badania w kierunku obecnosci alkaloidow pirolizydynowych w paszach

i zywnosci powinny by¢ kontynuowane w celu zapewnienia zdrowia zwierzat i ludzi.

2.5. Znajomos¢ literatury zwigzanej 7 tematykq pracy

Zaréwno analiza cyklu publikacji bedacych przedmiotem dysertacji jak 1 dotaczonego do
nich komentarza wskazuje, ze mgr Ewelina Kowalczyk doskonale orientuje si¢ w aktualnym
pisSmiennictwie zwigzanym z podjeta tematyka badan 1 potrafi je trafnie skonfrontowaé

z wynikami badan wlasnych.

2.6. Uwagi polemiczne

Pewne watpliwosci budzi tytut rozprawy doktorskiej, ktory moim zdaniem jest zbyt
ogblny 1 nie odzwierciedla w pelni zakresu wykonanych badan. W zwigzku z tym, zZe
opracowane metody analityczne wykorzystane zostaty do okreslenia zawartosci alkaloidow w
probkach kiszonek, siana i miodu w mojej opinii bardziej poprawny byltby tytul:
,Zastosowanie technik chromatograficznych do analizy alkaloidow pirolizydynowych w
wybranych paszach i miodzie”. Z kolei w komentarzu do cyklu publikacji bedacych
przedmiotem dysertacji dopatrzylem si¢ kilku niezgrabnosci stylistycznych, ktore
zaznaczylem w teks$cie. Chce jednak zaznaczy¢, ze wymienione watpliwosci nie wptywaja na

moja jednoznacznie pozytywng i wysoka ocene przedstawionej do recenzji pracy.



3. Whniosek koncowy

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska mgr Eweliny Kowalczyk pt. ,,Zastosowanie
technik chromatograficznych do analizy alkaloidéw pirolizydynowych w paszach i zywnosci”
w pelni spetnia wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora nauk. Jasno sformutowany
cel badan, ktéry zostal w catosci osiggniety odpowiada standardom obowigzujacym w tego
typu badaniach i nie wzbudza jakichkolwiek watpliwoéci. Cztery opracowane metody
analityczne mogg by¢ z powodzeniem wykorzystywane do analizy pasz i miodow nie tylko w
laboratorium w Pulawach ale rowniez w innych os$rodkach krajowych i zagranicznych, zatem
poza aspektem poznawczym oceniana praca ma rowniez istotny wymiar utylitarny. Dlatego
uwazam, ze przedlozona do oceny rozprawa doktorska mgr Eweliny Kowalczyk w peni
odpowiada warunkom okreslonym w artykule w art. 13 ust. 1 Ustawy o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. Nr 65,
poz. 595 z pdzn. zm.). Biorgc powyzsze pod uwage przedkladam Komisji Doktorskiej Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w
Putawach wniosek o dopuszczenie mgr Eweliny Kowalczyk do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednocze$nie, uwzgledniajgc szeroki zakres prowadzonych prac oraz ich
wysoka jako$é potwierdzong publikacjami w czasopismach z listy A MNiSW wnioskuje

o przyznanie mgr Ewelinie Kowalczyk stosownej nagrody.
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