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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki NAWROCKIEJ

pt.: ,,Ocena zawartosci arsenu i jego form specjacyjnych w rybach i owocach morza”

Podstawa wykonania recenzji jest uchwata Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Pafistwowego Instytutu Badawczego w Putawach podjetej w dniu
16.09.2016 1. i pismo Przewodniczacego Komisji Doktorskiej prof. dr hab. Dariusza
BEDNARKA, ktore otrzymano 5.05.2023 r.

Uwagi wstepne

Wiasciwosci toksyczne danego pierwiastka $cisle zalezg od formy chemicznej, w jakiej
wystepuje on w zywnosci roéznego pochodzenia. Cechy te sprawiajg, ze istnieje duze
zapotrzebowanie na czute metody analityczne, pozwalajgce na identyfikacje tych form i ich
iloéciowe oznaczenie. Analiza specjacyjna jako metoda identyfikacji form fizycznych
i chemicznych pierwiastka oraz ich ilo$ciowego oznaczenia w badanym obiekcie jest duzym
wyzwaniem wspolczesnej analityki weterynaryjnej i $rodowiskowej. Badania specjacji sa
szczeg6lnie wrazliwe na wszelkie operacje fizyczne, czy tez chemiczne, ktorym poddawana jest
probka przed wykonaniem wlasciwego pomiaru. Jest to zwigzane z niewielkg stabilnoscia,
a najczesciej brakiem réwnowagi chemicznej pomigdzy formami, w jakich wystgpuje dany
pierwiastek w badanym obiekcie. Pobieranie i przygotowanie probki moze wywolywac zaburzenie
réwnowagi, dlatego tez ten etap procedury jest niezmiernie wazny, aby oddac rzeczywisty stan
badanej zywno$ci. Wszystkie metody badania specjacji, W ktorych konieczne jest
przeprowadzenie podstawowych operacji fizycznych, czy tez chemicznych obarczone sa
niepewnoscia wynikajacg z labilnego stanu réwnowagi, czgsto trudng do oszacowania. W celu

wykonania analizy specjacyjnej najczesciej wykorzystywane sg metody sprzgzone, taczace



metody rozdziatu poszczegdlnych skladnikéw obecnych w badanym materiale (najczescie) sg to
metody chromatograficzne i pokrewne) oraz odpowiednio czule metody detekcji
(np. spektrometria mas), pozwalajace na oznaczenie danej formy chemicznej pierwiastka. Arsen
jest jednym z pierwiastkow o zréznicowanej toksycznosci, w zaleznosci od formy specjacyjnej,
w ktorej wystgpuje. Analityczna identyfikacja tych form, a takze ocena toksykologiczna jest
waznym zagadnieniem, zaréwno z poznawczego punktu widzenia, jak i oceny narazenia oraz
ryzyka zdrowotnego konsumentéw zywnosci zawierajgcej arsen. W te tematyke badawcza wpisuje
sie recenzowana praca doktorska mgr inz. Agnieszki NAWROCKIE]J z Pafistwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panistwowego Instytutu Badawczego w Putawach. Praca doktorska mgr inz.
Agnieszki NAWROCKIEJ wykonana zostata pod kierownictwem prof. dr hab. Andrzeja
POSYNIAKA oraz dr hab. Anny GAJDY, prof. instytutu. Dorobek naukowy i bogata wiedza
promotoréw sprawia, ze sa cenionymi i uznanymi autorytetami w analityce weterynaryjnej, a ich
prace publikowane sg w wysoko punktowanych czasopismach o miedzynarodowej renomie i sg
licznie cytowane. Mgr inz. Agnieszka NAWROCKA prowadzita wigc badania objete tematem
pracy doktorskiej pod opieka doswiadczonych Promotoréw, a takze miata dostep do dobrze
zorganizowanego 1 Wwyposazonego warsztatu naukowego W Zakladzie Farmakologii
i Toksykologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Pafistwowego Instytutu Badawczego
w Pulawach. Pomiary prowadzone byty zgodnie z najwyzszymi standardami metrologii
chemiczne;.

Wedlug bazy Web of Science mgr inz. Agnieszka NAWROCKA jest wspotautorkg 20
artykuléw w czasopismach o obiegu migdzynarodowym, w tym jednego artykulu dotyczacego
tematyki objetej rozprawa doktorska, opublikowanego w prestizowym czasopismie Food

Chemistry (IF=8.8).

Dobér tematu, zakres i cel pracy

Badania, jakie podjeta Doktorantka, dotyczyty opracowania metody oznaczania catkowitej
zawartoéci arsenu przy zastosowaniu spektrometrii mas z jonizacjag w plazmie wzbudzonej
indukcyjnie (ICP — MS) oraz metody identyfikacji i oznaczania ilosciowego poszczegblnych form
specjacyjnych arsenu w wybranych gatunkach ryb i owocéw morza z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometriag mas z jonizacja w plazmie
wzbudzonej indukcyjnie (HPLC — ICP — MS). Tak nakreslony cel badaf wymagat opracowania
metody ilogciowego przeprowadzenia do roztworu arsenu zawartego w badanych materiatach
biologicznych, optymalizacji podstawowych parametréw pomiarowych techniki ICP — MS oraz

analizy specjacyjnej arsenu, obejmujacej dobér warunkéw rozdzielania chromatograficznego
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badanych form arsenu oraz sposobu przygotowania probek, przy zastosowaniu techniki sprzezonej
HPLC — ICP — MS. Jako$é otrzymanych wynikow badan zapewniono poprzez przeprowadzenie
walidacji zaproponowanych procedur analitycznych oraz zastosowanie odpowiednich
certyfikowanych materiatéw odniesienia. Dodatkowo Autorka zweryfikowata poprawnos¢
zastosowanej metodologii poprzez swoj udziat w krajowych 1 miedzynarodowych badaniach
bieglosci PT. W koficowym etapie badan Doktorantka dokonata oceny uzyskanych wynikéw
badan w kontekscie literatury $wiatowej, przeprowadzajgc takze oceng narazenia konsumentow
na toksyczne zwiazki arsenu obecne w migéniach wybranych gatunkow ryb i owocéw morza.
Chciatbym podkresli¢, ze tego typu badania sg intensywnie prowadzone na Swiecie,
a recenzowana praca doktorska stanowi ich istotny nurt. Uwazam, ze zakres zaplanowanych
i przeprowadzonych w pracy badan pozwolil na realizacjg postanowionego celu, a tezy pracy

zostaly wlasciwie sformutowane.

Konstrukcja pracy

Praca liczy 153 strony, zawiera 24 tabele, 17 rysunkéw i 168 pozycji literaturowych.
Dysertacja podzielona jest na 10 rozdziatow, pierwszy rozdziat zatytulowany WPROWADZENIE
ma charakter przegladu literaturowego i jest poprzedzony wykazem stosowanych skrotow,
rozdziat drugi to CEL BADAN, pozostale rozdziaty dotycza przeprowadzonych eksperymentow
i w kolejnosci sg to rozdzialy zatytutowane: MATERIAL T METODY, PRZEBIEG I WYNIKI
BADAN, DYSKUSJA, PODSUMOWANIE I WNIOSKI, STRESZCZENIE, ABSTRACT
w jezyku angielskim, PISMIENNICTWO oraz ZALACZNIKI w formie przedruku stosowanych
procedur badawczych, obejmujacych 18 stron pracy. Cytowana w pracy literatura jest bardzo
aktualna, ponad 70% cytowan to prace, ktore ukazaty sie po roku 2010, a jedynie 2,6% to prace
z lat dziewiecdziesiatych. Wskazuje to, ze temat pracy dotyczy wspolczesnych zagadnien.
Zdziwienie budzi brak cytowania wiasnej pracy Autorki, opublikowanej w Food Chemistry,
w roku 2022.

WPROWADZENIE to w pierwszej kolejnosci literaturowe kompendium wiedzy dotyczace
biotransformacji w komérkach organizméw zywych nieorganicznych form arsenu do znacznie
mniej toksycznych zwiazkéw organicznych, m. in. do MMA, DMA, TMAO, AsB, AsC,
arsenolipidéw, czy tez arsenocukrow. Autorka przedstawia réwniez weterynaryjny watek
zastosowafi organicznych zwigzkéw arsenu, w tym szczegélnie roksarsonu. Charakteryzuje
uregulowania prawne dotyczace dopuszczalnych zanieczyszczen zywnosci, pasz i mieszanek
paszowych arsenem. Doktorantka przedstawita takze dziatania migdzynarodowych instytucji

zajmujacych si¢ oceng narazenia ludzi na pobranie arsenu wraz z zywnoscia. W dalszej kolejnosci,
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w przegladzie literaturowym, Autorka charakteryzuje metody analityczne stosowane w rozdziale
i badaniu specjacji arsenu. W tym wiele uwagi poswigca technikom ekstrakcji zwigzkow arsenu
z zastosowaniem metod ekstrakcji rozpuszczalnikowej, wspomaganej dziataniem ultradzwigkow,
czy tez energii mikrofalowej. Autorka wskazuje na szczegolng uzyteczno$¢ w badaniach specjacji
chemicznej arsenu technik sprzezonych, w tym szczegélnie HPLC —ICP —MS. W obszarze
probleméw analitycznych zwiazanych z system detekcji sygnatlu arsenu zabraklo mi szersze]
oceny interferencji wystepujacych w technice ICP —MS i sposobéw ich eliminacji, zwlaszcza
korekcji matematycznej i zastosowan spektrometréw wysokiej rozdzielczoéei. Cheiatbym dodac,
ze bede oczekiwat dyskusji na ten temat podczas obrony pracy doktorskiej. Bardzo sobie cenig
obszerne poréwnanie literaturowe réznych technik stosowanych w analizie specjacyjnej arsenu,
ktore Autorka zamiescia w tabeli zbiorczej. Na zakonczenie rozdziahu literaturowego Doktorantka
przedstawita problem zanieczyszczenia organizméw wodnych arsenem oraz jego zwigzkami, ze
szczegblnym uwzglednieniem ryb i owocow morza. Autorka zestawita w zbiorczej tabeli aktualny
stan badan dotyczacy oceny zawartosci arsenu catkowitego oraz jego form specjacyjnych
w miesniach wybranych gatunkéw skorupiakéw, migczakéw i gtowonogéw, ryb morskich oraz
ryb stodkowodnych. Na podstawie danych literaturowych Doktorantka wnioskuje, ze zawartos¢
arsenu catkowitego i jego zwigzkéw w rybach, owocach morza i innych organizmach wodnych
jest zréznicowana i zalezy przede wszystkim od gatunku oraz ich pochodzenia.

Czes$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej mgr inz. Agnieszki NAWROCKIEJ, zawarta na
str. 46 — 109, podzielona jest na 4 rozdziaty. Jest ona bardziej obszerna w stosunku do czg$ci
literaturowej. W czesci doswiadczalnej Autorka zamiescita 18 tabel i 16 rysunkow. Uktad czescei
do$wiadczalnej pracy jest typowy dla dysertacji w dziedzinie nauk weterynaryjnych. Czg$¢ ta
sktada sie z rozdzialéw poswieconych kolejno: odczynnikom i stosowanej aparaturze, materiatom
do badan, metodzie stosowanej do oznaczania arsenu catkowitego oraz analizie specjacyjnej
arsenu w rybach i owocach.

Opracowanie metody oznaczania arsenu catkowitego w rybach i owocach morza realizowano
poprzez: optymalizacje warunkéw pomiarowych technikg ICP—MS, biorge pod uwagg
zminimalizowanie sygnatéw tworzacych sie tlenkéw (14°Ce!®0*/'*°Ce*) oraz jonéw podwéjnie
naladowanych, przy jednocze$nie niskich poziomach sygnalu pochodzacego od tta, dobér wzorca
wewnetrznego, ktérym ostatecznie byt !*Rh , optymalizacje warunkéw mineralizacji cisnieniowej
materialéw biologicznych oraz walidacje opracowanej procedury badawczej, obejmujgca
wyznaczenie parametrow LOD, LOQ, powtarzalno$é, odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjng,
badanie odzysku oraz wyznaczenie niepewnosci rozszerzonej dla poziomu prawdopodobienstwa
95%. Zwalidowana metoda zostala zweryfikowana poprzez udzial w migdzynarodowych
badaniach biegtosci PT, organizowanych przez EURL ds. pierwiastkéw toksycznych w zywnosci
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pochodzenia zwierzecego i paszach (EURL —HM IRMM Geel, Belgia), a uzyskane warto$ci
z—score miescily si¢ w zakresie akceptowanym. Autorka nie zamieszcza W rapdrtach
walidacyjnych zakresu walidacji i zrédet niepewnosci przy szacowaniu niepewnosci.

Badania nad opracowaniem metody rozdzielenia i oznaczania wybranych form specjacyjnych
arsenu, tj. AsB, AsC, As(III), As(V), DMA oraz MMA przeprowadzono przy uzyciu techniki
sprzezonej HPLC —ICP-MS. Optymalizacja warunkow  detekcji 1 rozdzielania
chromatograficznego obejmowata: dobér kolumny analitycznej i ochronnej, sklad, st¢zenie
i proporcje poszczegdlnych sktadnikéw fazy ruchomej, pH i predkos¢ przeptywu fazy ruchomej,
objetos¢ dozowanej probki, a takze optymalizacje programu i trybu elucji. W kolejnym etapie
badan specjacyjnych arsenu opracowano i poréwnano sposoby postepowania z probkami statymi,
poddanymi ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami lub mikrofalami, doboru sktadu mieszaniny
ekstrakcyjnej, optymalizacji warunkow ekstrakcji, wybierajac ostatecznie technike, zapewniajacg
wyizolowanie form specjacyjnych arsenu z materiatow biologicznych przy jednoczesnym
zachowaniu jego pierwotnych form chemicznych w badanych materiatach. W ostatnim etapie
badan specjacyjnych opracowang procedur¢ analityczng oznaczania wystepujacych form
chemicznych arsenu w wybranych rybach i owocach morza poddano procesowi walidacji, na
podstawie ktérej wyznaczone zostaty podstawowe parametry charakteryzujace metode. Odnosnie
sposobu szacowania niepewnosci wynikéw badafi specjacyjnych arsenu Autorka zamiedcita
lakoniczna informacje, ze skorzystano z oprogramowania MUKit (Measurement Uncertainty Kit),
bazujacego na podreczniku Nordtest 537 (Magnusson et al., 2017). Licze, ze podczas obrony pracy
doktorskiej Doktorantka poda wiecej szczegotow dotyczacych szacowania niepewnosci w tym
obszarze badai. Wazno$é uzyskanych wynikéw oznaczen specjacyjnych arsenu opracowang
metoda Autorka potwierdzila poprzez uczestnictwo w réznych programach PT, dotyczacych
analizy zwiazkow arsenu. Jednocze$nie, wyjasniajac, ze ze wzglgdu na ograniczong dostepnos¢
badan bieglosci z zakresu analizy specjacyjnej arsenu w matrycach zblizonych sktadem do ryb
i owocédw morza, wazno$é tych wynikéw zostala potwierdzona poprzez uczestnictwo w testach
biegtosci PT dla pasz zwierzgcych pochodzenia roslinnego.

W obszarze zastosowan praktycznych opracowanych procedur analitycznych Autorka
zamiedcita wyniki badan zawartosci arsenu catkowitego oraz jego from specjacyjnych w 38
probkach migéni 20 gatunkéw ryb oraz w 70 prébkach migsni o$miu gatunkow malz wraz ze
szczegbtowym komentarzem dotyczacym wzajemnej korelacji wystepujacych form chemicznych
arsenu. Whnioski zawarte w ocenie uzyskanych wynikéw w kontekscie danych literaturowych
uwazam za trafne. W mojej ocenie w przyszlosci mozliwe jest ich ujecie ilosciowe po

zastosowaniu odpowiednich technik chemometrycznych. Rozprawe koficzy 12 stronicowy



rozdziat zatytutowany DYSKUSJA, w ktérym to Autorka zebrata najwazniejsze osiggnigcia

badawcze, jakie uzyskata w ramach zakresu prac objetych dysertacjg.

Uwagi krytyczne i dyskusyjne

Generalnie praca doktorska napisana jest dobrym i komunikatywnym jezykiem, chociaz
Autorka nie ustrzegla si¢ sformutowar niepoprawnych. Przyktadowo, wielokrotnie stosuje
zamiennie stowa ,,stezenie” i ,,zawarto$é¢”, cho¢ ich zakres znaczeniowy jest zupelnie inny,
pierwsze odnosi si¢ do roztwordw, natomiast drugie do zawartosci analitu w ciele statym. W wielu
tabelach podawane jest zbyt duzo cyfr znaczacych dla prezentowanych wynikéw (np.Tab.:10, 14,
16), niepewnos¢ rozszerzona powinna zawiera¢ dwie cyfry znaczace a nie zawsze ta regula jest
zachowana. Niepoprawne sg sformutowania typu ,,analizowany pierwiastek” zamiast ,,0znaczany
pierwiastek”, czy tez ,mineralizacja mikrofalowa” zamiast ,,Jmineralizacja wspomagana
mikrofalami”, wyrazajaca sposéb dostarczania energii. Oczekiwalbym tez podczas obrony pracy
wyjasnienia, w jaki sposob oceniono jednorodno$¢ badanych materialéw po procesie liofilizacji.
Jest oczywiste, ze wiekszo$é powyzszych uwag nie ma istotnego wplywu na oceng wartosci
merytorycznej wynikéw pracy uzyskanych przez Doktorantke. Ma natomiast wptyw na komfort
Czytelnika, a takze dostosowanie si¢ do obowigzujgcych regut metrologii chemicznej, szczegdlnie
gdy wyniki badaf majg charakter analityczny 1 sa prezentowane takze w obiegu

miedzynarodowym.

Whiosek

Stwierdzam, ze praca doktorska mgr inz. Agnieszki NAWROCKIEJ posiada wiele
clementéw nowosci naukowej, szczegblnie w zakresie opracowania nowych procedur
analitycznych oznaczania arsenu catkowitego i jego form specjacyjnych w rybach i owocach
morza technika HPLC —ICP —MS, umozliwiajacg identyfikacj¢ 1 jednoczesne oznaczenie
ilosciowe sze$ciu zwiazkow As (AsB, AsC, DMA, MMA, As (III) oraz As(V)) w probkach ryb
i owocdw morza.

Cze$é uzyskanych wynikow badan mgr inz. Agnieszka NAWROCKA opublikowata we
wspbtautorstwie w artykule zamieszczonym w Food Chemistry, (1F= 8,8), co potwierdza wysoka
warto$é naukowa uzyskanych wynikow.

Przedstawiona w pracy metodyka badan nie budzi zastrzezen, a sposob prezentacji wynikow
jest jasny i czytelny, za$ ich interpretacja wskazuje na to, ze mgr inz. Agnieszka NAWROCKA
w oparciu o posiadang wiedz¢ potrafi analizowa¢ kompetentnie i logicznie uzyskane wyniki.

Wystepujace w pracy uchybienia edytorskie nie umniejszaja wartosci pracy. Podsumowujac,
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uwazam, ze przedtozona mi do recenzji praca doktorska mgr inz. Agnieszki NAWROCKIE]
calkowicie spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okres$lone w Ustawie z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65 poz. 595 z 14 marca 2003 r.). W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego
w Putawach z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inZ. Agnieszki
NAWROCKIEJ do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage szeroki zakres badawczy rozprawy, aktualno$é tematyki, wysoka wartos¢
naukowa uzyskanych wynikéw oraz dorobek naukowy Pani mgr inz. Agnieszki NAWROCKIEJ
z pelnym przekonaniem stawiam wniosek do Rady Naukowej Panstwowego Instytutu

Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach o wyrdznienie rozprawy.
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