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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Nawrockiej pt. Ocena zawartoS$ci arsenu
i jego form specjacyjnych w rybach i owocach morza (Assessment of the total
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i Toksykologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego,

Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) w 1996 r. uznala 19 pierwiastkow
$ladowych za istotne z punktu widzenia zdrowia czlowieka i wymienia wsréd nich arsen.
Przekroczenie stezen tego pierwiastka w organizmach zywych, w tym i czlowieka, moze
si¢ wigzaé zpojawieniem si¢ wysokiej toksycznodci. Na podstawie badan
epidemiologicznych Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem uznala ten pierwiastek
i jego zwigzki za rakotworcze, klasyfikujgc je do grupy 1 czynnikéw kancerogennych dla
ludzi.

Toksyczno$é arsenu wynika gléwnie z jego zdolnosci do uszkadzania ukiadéw
enzymatycznych oraz wplywu na metabolizm komérkowy 1 mozliwos¢ wywotywania
aberracji chromosomowych, indukowania stresu oksydacyjnego, uposledzenia proceséw
naprawy i metylacji DNA, zaburzen czynnikéw wzrostu, proliferacji komorkowej,
amplifikacji gen6w czy supresji genu p53, ktérego zadaniem jest utrzymanie stabilnosci

genomu.
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Dlugotrwale narazenie na arsen moze zwigksza¢ ryzyko rozwoju réznych rodzajow
nowotworéw, w tym nowotworéw skéry, ptuc, pgcherza moczowego i nerki. Arsen moze
powodowa¢ uszkodzenia narzadow, takich jak watroba, nerki, pluca i uklad nerwowy.
Moze prowadzi¢ do rozwoju choréb, takich jak marsko$¢ watroby, nefropatia arsenowa
i neuropatia.

Nagle i znaczne narazenie na duze dawki arsenu moze prowadzi¢ do ostrego zatrucia
arsenem, ktére objawia si¢ nudnogciami, wymiotami, bélami brzucha, biegunka, goraczka,
dusznodciami oraz uszkodzeniem nerek i watroby. W przypadkach cigzkiego zatrucia,
moze dojé¢ do zawalu serca, niewydolnosci oddechowe; i $mierci. Narazenie na arsen w
czasie cigzy moze mieé¢ negatywny wplyw na rozwdj ptodu, moze prowadzi¢ do poronief,
wad wrodzonych, opéznien w rozwoju umystowym i fizycznym oraz zwigkszonego
ryzyka zachorowania na nowotwory w dziecinstwie.

Szczegdlnie wazne jest narazenie na arsen wystgpujacego w zywnosci wynikajgcego
z naturalnej obecnosci tego pierwiastka w skorupie ziemskiej, w ktorej uprawiane sg
roéliny, oraz przez zanieczyszczenia $rodowiska i przemystowe emisje. Arsen moze
przenikaé do zywnosci na rézne sposoby, gloéwnie poprzez absorpcje przez rosliny
uprawne, a nastepnie przenikanie do laficucha pokarmowego. W zywnosci pierwiastek ten
moze wystepowaé zaréwno w formie organicznej jak i nieorganicznej. Organiczny arsen
wystepuje w formie zwigzkéw takich jak metyloarseniany i dimetyloarseniany, ktore sg
naturalnie obecne w niektérych morskich organizmach, jak np. ryby i skorupiaki.
Nieorganiczny arsen jest bardziej toksyczny i moze wystgpowaé w niektérych wodach
pitnych, owocach morza oraz niektérych roslinach, takich jak ryz.

Kraje Unii Europejskiej monitorujg poziomy arsenu i podejmujg dzialania majace na
celu ograniczenia jego obecnosci w zywnoéci, lecz brak jest unijnego systemu okreslenia
maksymalnych dopuszczalnych stezen tego pierwiastka i jego form w zywnosci

pochodzenia zwierzgcego. Dlatego istotnym elementem w weterynaryjnej ochronie
zdrowia publicznego jest zrozumienie w jakich formach arsen wystepuje w produktach
zywnosciowych, poniewaz nieorganiczne formy arsenu sg zazwyczaj bardziej toksyczne
od organicznych form. Nieorganiczny arsen, tak jak arsenin III i arsenin V, jest zwykle
bardziej szkodliwy dla organizméw zywych i moze prowadzi¢ do powaznych probleméw
zdrowotnych, takich jak uszkodzenie narzadéw i nowotwory. Z drugiej strony, organiczne
formy arsenu, takie jak metyloarseniany (MMA) i dimetyloarseniany (DMA), s3 uwazane

za mniej toksyczne.
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Specjacja arsenu odnoszgca si¢ do procesu identyfikacji i analizy réznych form
chemicznych tego pierwiastka obecnych w probkach, takich jak gleba, woda, zywnos¢ czy
probki biologiczne jest istotna, poniewaz rézne formy arsenu mogg mie¢ rézne
wlasciwosci toksykologiczne. Badania te sq istotne w wielu dziedzinach, w tym w kontroli
jako$ci zywnos$ci, monitorowaniu $rodowiska, zdrowiu publicznym i ocenie ryzyka
toksykologicznego. Pomagajg naukowcom i organom regulacyjnym zrozumie¢ obecnosc,
rozpowszechnienie i wplyw réznych form arsenu, co umozliwia podejmowanie
odpowiednich dzialan w celu ochrony zdrowia i Srodowiska.

Wyb6r weigz bardzo aktualnego tematu pracy przez Doktorantk¢ nalezy ocenic
wysoko jako zasadny naukowo i pozadany ze wzgledu na mozliwosci wykorzystania
uzyskanych wynikéw do opracowania wytycznych kontroli zawartosci arsenu i jego form
w zywnosci pochodzenia zwierzgcego w ramach weterynaryjnej ochrony zdrowia

publicznego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Agnieszki Nawrockiej zostata
napisana w jezyku polskim i przedstawiona do recenzji w postaci wydruku
komputerowego na 159 stronach formatu A4. Dysertacje przedstawiono w ukiadzie
zawierajacym spis tresci, a w nim, wykaz stosowanych skrétéw, wprowadzenie, cel
badan, material i metody, przebieg i wyniki badan, dyskusja, podsumowanie i wnioski,
streszczenie w jezyku polskim i w jezyku angielskim (abstract), piSmiennictwo
i zalgczniki.

Rozprawa zawiera 17 rycin, 24 tabele i 167 pozycji piSmiennictwa w wigkszosci
w jezyku angielskim, z czego 70 % pochodzi z ostatnich 10 lat. Szata graficzna dysertacji
jest staranna i estetyczna. Praca zostata napisana poprawnym jezykiem i zrozumiale.

Wstep zajmuje 38 stron i zawiera przeglad pismiennictwa wzbogacony o szes¢ tabel
i jedna rycine. Rozdziat ten zawiera solidne podstawy teoretyczne, w ktérych Doktorantka
obszernie omoéwilta charakterystyke arsenu i jego zwigzkéw oraz ich wlasciwoscei
toksyczne, a takze znaczenie oceny narazenia na arsen w kontekscie zywnosci. Dokladnie
przedstawila istniejaca legislacje dotyczacy As w zywnosci i wskazala na potrzebe
przeprowadzenia analiz specjacyjnych dla dokladniejszej oceny zagrozenia. Ponadto w
podrozdziale oceniajgcym narazenie na As drogg pokarmowg stwierdzila, ze badania
kontrolne wykazaly wyzsza zawartos$¢ tego pierwiastkach w migsniach ryb morskich
importowanych niz u ryb stodkowodnych hodowanych w Polsce. W tym rozdziale

wprowadza 1 wyczerpujaco przedstawia réwniez zagadnienie analizy specjacyjnej As,
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prezentujac wybrane metody stosowane w badaniach oraz techniki wykorzystywane w tej

analizie. W koficu rozdziatu, Doktorantka omoéwila znaczenie arsenu i jego form

specjacyjnych w  rybach i owocach morza, wskazujgc na ich role w lancuchu

pokarmowym.
Jako cel pracy Doktorantka postawila sobic opracowanie i walidacje metody

oznaczania calkowitej zawartosci As przy uzyciu techniki spektrometrii mas z jonizacja

w plazmie wzbudzonej indukcyjnie (ICP-MS) oraz metody identyfikacji i oznaczania

ilosciowego poszczegélnych form As w rybach i owocach morza Z zastosowaniem

wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometrig mas z jonizacja

w plazmie wzbudzonej indukcyjnie (HPLC-ICP-MS). Autorka skupita sie na wybranych

gatunkach ryb i owocow morza, aby przeprowadzi¢ oceng narazenia konsumentow na As

poprzez spozycie tych produktow. |

Do osiagniecia tego celu Doktorantka postanowita:

Opracowaé i optymalizowa¢ metody oznaczania arsenu catkowitego w migéniach
ryb i owocéw morza przy uzyciu ICP-MS przy odpowiednim doborze parametrow
detekcji oraz sposobu przygotowania probek.

- Opracowa¢ i optymalizowa¢ analiz¢ specjacyjng arsenu poprzez odpowiedni dobor
warunkéw detekcji 1 rozdzielania chromatograficznego oraz sposobu
przygotowania probek w migéniach ryb i owocéw morza przy zastosowaniu
HPLC-ICP-MS.

- Walidowaé oraz weryfikowaé wiarygodno$¢  wynikow uzyskiwanych
z zastosowaniem opracowanych procedur badawczych —poprzez analizg
certyfikowanych — materialdw  odniesienia  oraz udziat w  krajowych
i miedzynarodowych badaniach biegtosci.

- Ocenié zawarto$é catkowita oraz dokonaé analize specjacyjng arsenu w wybranych

gatunkach ryb i owocoOw morza.

Ocenié¢ narazenie konsumentéw na toksyczne zwigzki arsenu obecne w migsniach

wybranych gatunk6w ryb i owocdw morza.

W rozdziale Materiaty i Metody wynoszacym 9 stron, zawarte sg eksperymentalne
aspekty przeprowadzonych przez Doktorantke badan., W ramach tego rozdzialu oméwita
uzyte wzorce chemiczne, materialy odniesienia, odezynniki i gazy. Opisata takze
zastosowana aparatur¢ pomiarowg oraz sprzet laboratoryjny. W sekcji tej réwniez

przedstawita informacje na temat materialu badawczego, szczegblowo opisala proces
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przygotowania probek do badan, sporzadzenia roztworéw wzorcowych, roztwordw
do analizy calkowitej zawartosci arsenu, roztworéw do analizy specjacyjnej, a takze metod
oznaczania zawartosci As w materiale biologicznym oraz analize specjacyjna arsenu
w rybach i owocach morza, a takze walidacj¢ procedur badawczych. W rozdziale tym
rowniez uwzglednila analiz¢ statystyczna wynikéw badafh. Zastosowala test Shapiro-
Wilka do sprawdzenia normalnodci rozkladu uzyskanych wynikéw oraz test
nieparametryczny Kruskala-Wallisa a nastgpniec Dunna do okreslenia statystycznie
istotnych réznic migdzy st¢zeniami badanych zwigzkéw.

Szczegolowe przedstawienie procedur metodycznych, zawartych w tym rozdziale,
z latwoscia pozwoli osobie bieglej w technikach analitycznych z udziatem HPLC-ICP-MS
odtworzy¢ badania.

Rozdzial ,Przebieg i wyniki badan” zajmuje 38 stron i zawiera opis procedur
oraz wyniki analiz umieszczonych w osiemnastu tabelach i szesnastu rycinach.
Doktorantka opisuje przebieg opracowania procedury oznaczania catkowitej zawartosci
As w rybach iowocach morza z zastosowaniem techniki ICP-MS. W szczegdlnosci,
dobrata optymalnych warunkéw analizy przy uzyciu ICP-MS oraz procowala sposob
postgpowania z probka z wykorzystaniem mineralizacji mikrofalowej w ukladzie
zamknigtym oraz przedstawila wyniki walidacji procedury oznaczania catkowitej
zawartosci arsenu w rybach i owocach morza. W dalszej czeéci tego rozdziatu
Doktorantka opisata przebieg opracowania metody analizy specjacyjnej arsenu w rybach
i owocach morza, ich optymalizacji oraz walidacji. Opisata proces walidacji procedury
badawczej, zas wiarygodnos¢ uzyskiwanych wynikéw badan sprawdzita poprzez analize
certyfikowanych materialow odniesienia oraz udzial w krajowych i migdzynarodowych
badaniach PT/ILC.

Procedury analityczne przeszty kompleksowa walidacj¢ zgodnie z wymogami
przewodnika Eurachem oraz normy PN-EN ISO/IEC 17025. Podczas walidacji
Doktorantka przeprowadzila szereg eksperymentalnych pomiarow i ocen, ktore
obejmowaly analiz¢ roztworéw wzorcowych, probki slepej (blank) oraz wzorcow
certyfikowanych (CRM) o znanym stgzeniu analitu, W procesie walidacji ocenila rézne
parametry, takie jak liniowosé, granica wykrywalnosci (LOD), granica oznaczalnosci
(LOQ), powtarzalno$é, odtwarzalnos¢ wewngtrzlaboratoryjna, poprawnosé¢/odzysk oraz
niepewno$§¢ wynikoéw badan. Kazdy z tych parametroéw szczeg6lowo opisata i ocenita na
podstawie wynikoéw pomiaréw oraz odpowiednich statystyk. Dodatkowo, kontrola jakosci

prowadzonych analiz zweryfikowala zaréwno na poziomie wewnetrznym jak
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1 zewngtrznym. Wewnetrzna kontrola jakoéci obejmowata analize materialéw odniesienia
(CRM, SRM, BCR) oraz prébek wzbogaconych, podczas gdy zewnetrzna kontrola jakosci
polegata na udziale w poréwnaniach migdzylaboratoryjnych i/lub badaniach biegtosci.

W koricowej czgdci rozdzialu Doktorantka zaprezentowata wyniki oceng narazenia
1 ryzyka zdrowotnego, osoby doroslej i dziecka na zwigzki nieorganiczne arsenu, w
oparciu o model opracowany przez Amerykanskg Agencje Ochrony Srodowiska (US
EPA).

Obliczenia wykonala przy zalozeniu, ze wnikanie As (As(II[)+As(V)) do organizmu
nastepuje droga pokarmowg przez okres 70 lat oraz 6 lat, odpowiednio dla osoby dorostej
oraz dziecka spozywajgcych ryby stodkowodne, morskie oraz wybrane gatunki malz.
Okredlita charakterystyke ryzyka rakotwérczego bedgcg miarg prawdopodobiefistwa
zachorowania na raka w wyniku narazenia na analizowanag substancje o dzialaniu
kancerogennym w okresie calego zycia czlowieka oraz charakterystyke ryzyka nie
rakotworczego przedstawiany w postaci ilorazu zagrozenia (THQ) wskazujacego
prawdopodobienstwo wystapienia negatywnych skutkéw zdrowotnych w wyniku
dlugotrwatego narazenia wynikajace z pobierania As wraz z migsem ryb i/lub owocéw
morza.

Nalezy podkreslié, ze prezentowane ,,Wyniki” potwierdzaja, ze autorka bardzo
dobrze opanowala warsztat badawczy 1 swobodnie posluguje si¢ nowoczesnymi

technikami analitycznymi.

W rozdziale ,,Dyskusja” doktorantka na 15 stronach skonfrontowala swoje wyniki
zwynikami uzyskanymi przez innych autoréw i w jasny sposob wyeksponowala
oryginalne wyniki wtlasne, co dowodzi dobrego opanowania tematyki badawczej
i oczytania, oraz umiejg¢tnosci kierowania logicznym wywodem, w ktérym wazne miejsce
pelni celne dobieranie argumentéw z piSmiennictwa naukowego. Informacje zawarte
w tym rozdziale zpewnoscig przyczynig si¢ do lepszego zrozumienia problematyki
zwigzanej z As znajdujgcym si¢ w migsie rybim oraz owocach morza wraz
z zapewnieniem informacji istotnych dla oceny bezpieczenstwa zywnosci.

Opracowana przez Doktorantke metoda oznaczania As w rybach i owocach morza
(ICP-MS i HPLC-ICP-MS) umozliwia precyzyjne okreslenie zawartosci catkowitego
arsenu (tAs) oraz form specjacyjnych As. Wyniki analiz wykazaty dominacje

arsenobetainy i rbéznice w zawartosci form As migdzy gatunkami. Narazenie na As
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zwigzane ze spozyciem tych produktéw u oséb dorostych jest generalnie niskie, za$
ryzyko narazenia jest wigksze u dzieci.

Na podstawie uzyskanych wynikow Autorka sformutowata 11 wnioskéw
koncowych podkreslajgcych wazno$¢ wlgczenia do badan monitoringowych analize
specjacyjng As w rybach i owocach morza.

W Zalgcznikach 1 i 2 Doktorantka zawarla odpowiednio Procedur¢ badawczg
ZFT/PB/05-08 ..Oznaczanie zawartosci pierwiastkéw w materiale biologicznym metoda
spektrometrii mas z jonizacjg w plazmie indukcyjnie sprzgzonej” i Procedur¢ badawcza
ZFT/PB/05-09 ,,Oznaczanie form specjacyjnych arsenu w materiale biologicznym metoda

spektrometrii mas z jonizacjg w plazmie indukcyjnie sprz¢zone;j”.

Podsumowujac, praca mgr inz. Anny Nawrockiej jest starannie przygotowang
rozprawg doktorska, ktéra wnosi wartosciowy wkiad w dziedzing Toksykologii. Autorce
udalo sie przeprowadzié¢ kompleksowe badania, dostarczajac istotnych informacji na temat
zawartosci arsenu i jego form specjacyjnych w rybach i owocach morza. Praca ta
wykazuje solidne fundamenty teoretyczne, staranno$é w doborze metod badawczych oraz
umiejetnosé analizy i interpretacji wynikéw. Jestem przekonany, ze ta rozprawa ma
znaczacy wklad wrozwdj nauki. Gratuluj¢ Autorce pracy oraz obu promotorom za

osiggnigcia i wspdlng pracg nad tym waznym tematem.

Z obowiazku recenzenta pragne zwréci¢ uwagg na drobne uchybienia edytorskie
zauwazone przeze mnie podczas czytania rozprawy, ktére powinny zosta¢ poprawione

przy oddaniu pracy do druku.
W rozdziale materiat i metody w stronach 46 i 47 punkty 3.1 Wzorce chemiczne

i materialy odniesienia, 3.2 Odczynniki i gazy i 3.3 Aparatura pomiarowa i sprzet
laboratoryjny maja forme tabelaryczng i wobec tego nalezaloby je nazwa¢ tabelami.

W rozdziale Przebieg i wyniki badan, na stronach 55-74, od punktu 4.1 do 4.2.3
wlacznie Doktorantka zamiescila informacje, ktére sq opisem procedur i jako takie
powinny one znalez¢é si¢ w rozdziale »Material i metody”.

W wykazie zalaeznikéw na stronie 133 Autorka blednie podata nazwy procedury
badawczej, powinno by¢ ,Procedure badawczg ZFT/PB/05-09 ,,Oznaczanie form
specjacyjnych arsenu w materiale biologicznym metodg spektrometrii mas z jonizacjg w

plazmie indukcyjnie sprzgzonej” a jest ,,Oznaczanie zawartosci pierwiastkéw w materiale

biologicznym metodg spektrometrii mas z jonizacjg w plazmie indukcyjnie sprzgzonej”.
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Whiosek koncowy

Po doktadnym zapoznaniu si¢ z pracg doktorskg mgr Agnieszki Nawrockie;
uwazam, ze autorka pracy posiadla wymagang znajomo$¢ warsztatu metodycznego,
potrafi te umiejetnosci odpowiednio wykorzysta¢ w pracy analitycznej, a otrzymane
wyniki logicznie zinterpretowaé. W moim przekonaniu praca dokumentuje wazne
zagrozenie ekspozycji ludzi na toksyczne dzialanie arsenu i jego zwigzkéw obecnych w
laficuchu zywnosciowym, a uwagi krytyczne dotyczg jedynie usterek redakcyjnych i nie

umniejszajg wysokiej wartosci naukowej dysertacji.

Majac powyzsze na uwadze pragne stwierdzié, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa doktorska mgr Agnieszki Nawrockiej pt. ,,Ocena zawarto$ci arsenu i jego
form specjacyjnych w rybach i owocach morza”, w pelni odpowiada warunkom
stawianym rozprawom doktorskim, okreslonych w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z zmianami)” i wnoszg¢
do Wysokiej Rady Naukowej Parnistwowego Instytutu Weterynarii, Panstwowego
Instytuta Badawczego w Pulawach wniosek o dopuszczenie mgr Agnieszki

Nawrockiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, majac na uwadze wysoki poziom merytoryczny oraz wazny charakter

recenzowanej dysertacji wnioskuje o jej wyréznienie stosowng nagroda.
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