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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Natalii Migowskiej
pt. ”Opracowanie metod oznaczania wybranych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych

oraz hormon6w estrogennych w prébkach srodowiskowych technika chromatografii gazowej”

Powszechna dostepno$é réznorodnych farmaceutykéw jest dobrodziejstwem cywilizacji.
Powoduje ona jednak systematyczny wzrost konsumpcji lekarstw. Wzrost ten jest scisle
skorelowany z pojawianiem si¢ w coraz wigkszych ilosciach pozostalosci farmaceutykow w
érodowisku. Problem obecnosci aktywnych zwiazkéw farmaceutycznych w przyrodzie staje si¢
wigc wyzwaniem chemii i analityki $rodowiska. Z wyzwaniem tym, z sukcesem, zmierzyla si¢ mgr
Natalia Migowska w ramach przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej pt. ,,Opracowanie
metod oznaczania wybranych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych oraz hormonow
estrogennych w prébkach $rodowiskowych technikaq chromatografii gazowej”. Projekt doktorski
pani Migowska realizowata w Zakladzie Analizy Srodowiska na Wydziale Chemii UG pod
kierunkiem prof. dr hab. Piotra Stepnowskiego i we wspotpracy z dr Jolanta Kumirska. Badania
zaprezentowane w recenzowanym doktoracie uzyskaly wsparcie finansowe MNSW w ramach
projektu badawczego pt. ,,Oznaczanie pozostatosci farmaceutykéw w probkach $rodowiskowych
metoda GC i GC-MS — rozwéj i optymalizacja metod derywatyzacji analitow” (Nr N N204 260237,
2009-2012), ktérego kierownikiem byla dr Jolanta Kumirska. Do swoich badan Doktorantka
wytypowata niesteroidowe leki przeciwzapalne, takie jak ibuprofen, ketoprofen, naproksen, kwas
salicylowy, paracetamol, flurbiprofen, diklofenak i diflunisal oraz hormony estrogenne, takie jak
17p-estradiol, estron, estriol, 17o-etynyloestradiol i syntetyczny dietylostilbestrol. Wybor
farmaceutyk6w byt w petni uzasadniony, wzigwszy pod uwagg powszechnos¢ ich stosowania.

Recenzowana rozprawa liczy 168 stron, a jej uklad jest typowy. Dysertacja rozpoczyna si¢ od
wykazu stosowanych skrotow. Dalej nastepuje krétki wstep i czes¢ teoretyczna, ktora jest bardzo
dobrze napisanym, 46-stronicowym przegladem literatury, Scisle zwiazanym z prowadzonymi
badaniami. Czytajacy zapoznaje si¢ w niej z wybranymi do analizy farmaceutykami, ich zrodtami i -
dotychczas zdiagnozowanymi zagrozeniami, wynikajacymi z ich obecnosci w $rodowisku. Dalsza
lektura umozliwia poznanie metod oznaczania farmaceutykéw w probkach $rodowiskowych. Moje

drobne uwagi do oméwionego fragmentu pracy sa nastgpujace:
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1. W nazwie MTBSTFA (str. 6) brakuje niezbednych w jezyku polskim dla grup alkilowych i
sililowych koncowek -o.

2. Wydaje mi sig, ze definiowanie pH jako wykladnika st¢zenia jonow wodorowych (str. 6) jest
skrétem my$lowym, ktérego nie powinno si¢ stosowac.

3. Zdanie ,Estrogeny o budowie niesteroidowej (stilbestrole) sa pochodnymi rans-stilbenu™ (str.
15) jest niefortunne i zaprzecza dalszemu wywodowi.

4. Zastanawia mnie dlaczego granica hydrofilowosci zwiazkow jest wartos¢ logarytmu
dziesietnego ze wspolczynnika podziatu oktanol/woda réwna 1 (str. 12). Wartosci log Kow
zawarte w przedziale 0-1 $wiadcza o lepszej rozpuszczalnosci zwiazku w oktanolu niz w
wodzie. Dlaczego wigc twierdzié, ze takie zwiazki sa hydrofilowe?

Realizacje celu pracy Doktorantka rozpoczeta od opracowania metody przeprowadzania trzech
wybranych NLPZ (ibuprofen, ketoprofen i naproksen) w estry metylowe za pomocg trimetylosililo-
diazometanu (TMSD) i oznaczania konicowego analitéw z wykorzystaniem chromatografii gazowej
z detektorem plomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID). Efektywnos¢ opracowanej przez siebie
procedury derywatyzacji za pomocg TMSD porownala Doktorantka z efektywnoscia
analogicznych, przeprowadzonych przez Nig derywatyzacji, prowadzonych przy uzyciu trzech
innych, stosowanych powszechnie do tego celu odczynnikéw. Zoptymalizowana procedura z
uzyciem TMSD zostata poddana walidacji. Material zaprezentowany w tej czesci dysertacji zostal
opublikowany w Analytical and Bioanalytical Chemistry (IF 3,8).

W nastepnej kolejnosci mgr Migowska zajeta sig opracowaniem metody derywatyzacji
hormonéw estrogennych, wykorzystujac do oznaczenia koncowego t¢ samg co poprzednio metodg
GC-FID. W tym celu przetestowata szes¢ réznych odczynnikow acylujacych i sililujacych w
réznych wariantach czasowych, temperaturowych i rozpuszczalnikowych. Doktorantka na tym
etapie prac napotkata ciekawe chemicznie problemy, ktore zdiagnozowata. Ostatecznie, zoptymali-
zowata warunki analizy wszystkich pigciu zwigzkow estrogennych, ktore przeksztalcita w
trimetylosililowe pochodne za pomoca BSTFA z dodatkiem 1% TMCS. Dla zoptymalizowanej
metody wyznaczyla parametry metrologiczne. Wyniki tej czesci doktoratu zostaty opublikowane w
Journal of Chemometrics (IF 1,9).

Kolejnym etapem badan mgr Migowskiej bylo opracowanie procedur réwnoczesnej
derywatyzacji NLPZ i hormonéw estrogennych. W pierwszej kolejnosci do oznaczen koncowych
Doktorantka uzyta detektora wychwytu elektronéw (ECD). Wymagato to przeksztalcenia badanej
grupy farmaceutykow (cztery zwiazki estrogenne i dwa leki przeciwzapalne) w pentafluoro-

propionylowe i/lub pentafluoropropylowe pochodne. Nastgpnie mgr Migowska dobrata



temperaturowe parametry pracy pieca chromatograficznego i detektora. Zoptymalizowang
procedure poddata walidacji.

Réwnoczesna derywatyzacje NLPZ i zwiazkow estrogennych Doktorantka przeprowadzita
réwniez poprzez trimetylosililowanie i oznaczenie koficowe z wykorzystaniem uktadu GC-MS. Na
wszystkich trzynastu wymienionych na wstepie farmaceutykach mgr Migowska przetestowata dwa
odczynniki sililujace (MSTFA i BSTFA + 1% TMCS) w r6éznych wariantach czasowych,
temperaturowych i rozpuszczalnikowych. Zoptymalizowana metodyke rownoczesnego trimetylo-
sililowania za pomocg BSTFA + 1% TMCS Doktorantka poddata walidacji. Prawdopodobnie,
opracowane procedury réwnoczesnej derywatyzacji NLPZ i hormonéw estrogennych odniesione do
ciektych probek $rodowiskowych staty sie¢ podstawa pracy opublikowanej w ,,Science of the Total
Environment” (IF 3,3). Pisz¢ prawdopodobnie, poniewaz Doktorantka, wskazujac materiat
opublikowany w tej pracy podaje numery rozdziatéw, ktérych w dysertacji nie ma (str. 136).

Ostatnim etapem realizacji projektu doktorskiego mgr Migowskiej bylo zastosowanie
zoptymalizowanych procedur oznaczania NLPZ oraz zwiazkow estrogennych do prdbek
rzeczywistych. Wymagato to opracowania metody izolacji farmaceutykéw, zaréwno z ciektych jak
1 statych prébek srodowiskowych. Doktorantka wybrata do tego celu technike ekstrakcji do fazy
stalej. Na tym etapie badan przetestowata rozne zloza do ekstrakeji, rozne rozpuszczalniki, a w
przypadku prébek cieklych réwniez rézne objetosci nanoszonej probki i rézny stopien jej
zakwaszenia. Dla probek statych wyprébowala dwie metody ekstrakcji: przez wytrzasanie oraz
ekstrakcj¢ wspomagana promieniowaniem mikrofalowym. Opracowane procedury izolacji w
potaczeniu z opracowanymi metodami derywatyzacji i oznaczenia koncowego zastosowala p.
Migowska do oznaczenia NLPZ i hormonéw estrogennych w prébkach rzeczywistych. Procedura
oparta o trimetylosililowanie pozwolita Jej na wykrycie w prébkach sciekéw surowych pieciu
farmaceutykéw, wsrod ktorych byly: kwas salicylowy, ibuprofen, naproksen, diklofenak i 170-
etynyloestradiol. W prébkach sciekow oczyszczonych Doktorantka wykryta te same cztery NLPZ,
ale nie stwierdzila obecnosci hormonéw estrogennych. Sposréd badanych wod powierzchniowych
wolna od farmaceutykéw okazata si¢ rzeka Wierzyca, w Raduni mgr Migowska wykryta jedynie
kwas salicylowy, w Wisle kwas salicylowy i diklofenak, a w zatoce Gdarnskiej kwas salicylowy,
ibuprofen i naproksen. Procedura oparta o pentafluoropropionylowe i/lub pentafluoropropylowe
pochodne pozwolita Doktorantce zidentyfikowa¢ ketoprofen i dietylostilbestrol w Wierzycy oraz
estron w rzece Swieta. Szkoda, ze mgr Migowska pozostawiala bez komentarza fakt, ze stosujac
trimetylosililowanie nie wykryta w Wierzycy ketoprofenu i dietylostilbestrolu.

Pani Migowska dokonata takze analizy rzeczywistych probek statych, stosujac metodyke oparta

o trimetylosililowanie. Najwigcej farmaceutykéw (kwas salicylowy, ibuprofen, flurbiprofen,



naproksen, diklofenak, 17a-etynyloestradiol) zidentyfikowata Doktorantka w probkach osadéw

sciekow pochodzacych z Oczyszczalni Sciekéw ,,Wschod” w Gdansku. Osad pochodzacy z

Gdanska-Szadétek wypadt na tym tle lepiej, co nie znaczy, ze dobrze. Pocieszajace jest to, ze w

glebie Trojmiejskiego Parku Krajobrazowego, poza kwasem salicylowym, Doktorantka nie wykryla

zadnych farmaceutykéw.
Do oméwionej powyzej zasadniczej czgsci dysertacji, mam nastepujace uwagi i pytania:

1. W tej czgsci pracy, nader czgsto napotyka si¢ skroty, ktorych nie ma w wykazie stosowanych
skrotow, np.: FID, ECD, TMSD, PFPOH, RRF, TFAA, HFBI, TMSI, RQ i inne. Kazdy z tych
skrotow zostat w jakims miejscu wythumaczony, ale nie zawsze w tym, w ktérym znajduje sie w
danej chwili czytajacy.

2. Na str. 66 Doktorantka pisze o szesciu analizowanych hormonach estrogennych natomiast w
innych czgsciach pracy widze tylko pieé tego typu zwiazkow.

3. Czy nastr. 70 (wiersz 3] ) nie powinno by¢ ,,diflunisal” zamiast ,,diklofenak”?

4. Wydaje mi si¢, ze miejsce Tabeli 18 (str. 75) jest w dyskusji wynikéw, a nie w czesci
doswiadczalnej. Nie charakteryzuje ona warunkéw pomiarowych tylko podaje wyniki analizy.

5. W czgdci doswiadczalnej poswigconej izolacji i wzbogacaniu farmaceutykow z prébek cieklych
brak jest informacji o sposobie derywatyzacji.

6. Okreslenie ,,metoda izolacji i wzbogacania” farmaceutykéw wydaje mi si¢ nietrafne. Wedhug
mnie jest to metoda izolacji wzbogaconych probek.

7. Czg$¢ doswiadczalna poswigcona badaniu probek srodowiskowych (str. 83) jest opisana w
sposob trochg lakoniczny. Po szczegoéty techniczne Autorka odsyta stad do dyskusji wynikow.

8. Rys. 9 (str. 85) nie przedstawia mechanizmu metylowania kwasoéw karboksylowych za pomoca
TMDS. Przedstawia on wymiang wodoru na deuter w TMDS i uwolnienie deuterowanego
diazometanu z czasteczki TMDS.

9. Niemozliwo$¢ utworzenia acylowej pochodnej 17a-etynyloestradiolu (str. 96) tlumaczy
Doktorantka zawada steryczna, ktora stanowi grupa etynylowa. Ciekawe dlaczego ta grupa nie
jest przeszkoda w trakcie trimetylosililowania 17a-etynyloestradiolu?

10. Generalnie widma mas dyskutowane przez p. Migowska sq prezentowane razem z rysunkiem
zwigzku, ewentualng fragmentacja i podanymi stosunkami m/z. Szkoda, ze Rys. 27-32
przedstawiaja widma mas pozbawione tych informacji.

11.Na Rys. 40 jest pomytka we wzorze zwigzku.

12. Dlaczego warto$¢ PNEC dla kwasu salicylowego (Tabela 36) nie jest stala i r6zni si¢ migedzy

soba nawet o dwa rzedy wielkosci?



13. W spisie literatury Doktorantka wprowadzita niepotrzebne urozmaicenie. Polega ono na tym, ze
czg$¢ skrotow czasopism jest podawana z kropkami, a druga czesé bez kropek.

Calosciowy dorobek naukowy mgr Natalii Migowskiej obejmuje wspotautorstwo 5 publikacji z
Listy Filadelfilskiej (3 z nich stanowia wspomniany material rozprawy), 2 artykuléw w
recenzowanym czasopisSmie polskim (Camera Separatoria), 15 posterébw prezentowanych na
konferencjach migdzynarodowych oraz 15 poster6w prezentowanych na konferencjach krajowych.

Whiosek koficowy

Podsumowujac, p. Natalia Migowska zrealizowata obszerny i bardzo ciekawy projekt doktorski,
ktéry zostal w przystepny sposob opisany. Wykonana przez Doktorantke praca wymagala
dokfadnosci i biegtosci, zarowno w odniesieniu do prowadzonych syntez jak i analiz. Uzyskane
wyniki sa warto$§ciowe i wnosza istotny wkiad w badania pozostalo$ci NZPL oraz hormon6éw
estrogennych w probkach srodowiskowych. O jakosci prezentowanych w dysertacji wynikow
najlepiej swiadczy fakt, ze zostaly one opublikowane w trzech bardzo dobrych, wymienionych
wezesniej, czasopismach. W dwodch z tych publikacji p. Migowska jest pierwszym autorem.
Przedstawione w recenzji uwagi w zaden sposob nie pomniejszajg mojej bardzo wysokiej oceny
rozprawy. Potwierdzaja tylko, ze prac¢ przeczytalam z zainteresowaniem. Dlatego, z pelnym
przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja pt. ,,Opracowanie metod
oznaczania wybranych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych oraz hormonéw estrogennych w
prébkach srodowiskowych technika chromatografii gazowej” spelnia wszelkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim przez Ustawe o Tytule Naukowym i Stopniach Naukowych (Dz. U. 2003;
Nr 65, poz. 595 z 14 marca 2003). Tym samym, wnosz¢ do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu

Gdanskiego o dopuszczenie mgr Natalii Migowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Gdensk| 01208, Roaka dibeesd



