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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Marty Wagil
pt. ,Zanieczyszczenie woéd srodladowych farmaceutykami weterynaryjnymi: analityka i
ocena ekotoksykologiczna”
wykonanej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdarnskiego
pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra Stepnowskiego

Pozostatosci lekow przypisano do grupy ,nowopojawiajgcych sie” zanieczyszczen
$rodowiska przyrodniczego, stanowigcych bardzo istotne zagrozenie z uwagi na ich ciagte
wprowadzanie do $rodowiska oraz wysokg aktywnos¢ biologiczng. Badania naukowe
wskazujg, ze pozostatosci lekéw stosowanych przez spoteczenstwo nie sg w petni
eliminowane w procesach oczyszczania $ciekow. Istotnym zrodtem tych zwigzkéow w
$rodowisku sg hodowle zwierzat (w tym ryb) oraz rolnictwo. W weterynarii farmaceutyki
stosowane sg nie tylko w celach terapeutycznych (m.in. jako leki antybakteryjne i Srodki
przeciwpasozytnicze) ale réwniez jako promotory wzrostu. Cze$¢ zastosowanych lekéw jest
wydalana z organizmu w postaci pierwotnej lub metabolizowanej, przenikajgc do srodowiska
bezposrednio lub posrednio (np. podczas nawozenia gleb za pomocg nawozow naturalnych).
Pozostatosci lekow trafiajg do Srodowiska wodnego, gdzie ulegajg réznym, dotychczas
niescharakteryzowanym ilo§ciowo procesom, ktére wptywajg na trwato$¢ i rozprzestrzenianie
sie pozostatosci tych zwigzkéw w ekosystemie, jak réwniez na ich toksycznos¢é wobec
organizméw zywych. Jednym z najistotniejszych skutkéw negatywnych obecnoéci
pozostatosci farmaceutykéw w $rodowisku jest zjawisko lekooporno$ci. Zanieczyszczenia
obecne w wodzie i osadach mogg réwniez negatywnie wptywa¢ na organizmy wodne z
roznych poziomow troficznych ingerujgc tym samym w szereg procesow istotnych dla
prawidtowego funkcjonowania ekosystemu. Pomimo to, dostepne dane literaturowe
wskazujg, ze los oraz konsekwencje ekologiczne obecnosci pozostatosci lekéw w
ekosystemach wodnych sg wcigz rozpoznane w niewielkim stopniu. W szczegélnosci
dotyczy to obszaru naszego kraju, pomimo iz Polska nalezy do czotéwki swiatowej pod
wzgledem stosowania srodkéw farmaceutycznych.

W tym kontekscie tematyke badan podjeta przez Doktorantke uwazam za

niezwykle aktualna, istotna i w petni uzasadniong z poznawczego punktu widzenia.



Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Marty Wagil zostata
wykonana pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Piotra Stepnowskiego w Katedrze Analizy
Srodowiska Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Praca sktada sie z wstepnego
opracowania oraz cyklu publikacji. 32 stronicowe opracowanie w zwiezty sposéb przedstawia
cel i zakres prac jak réwniez najistotniejsze uzyskane wyniki i wnioski wynikajgce z badan
przedstawionych w zatgczonych publikacjach. Cykl publikacji, sktadajgcych sie na rozprawe
to 4 artykuty opublikowane w czasopi$mie z bazy JCR — Chemosphere (IF=3,634). Ponadto
2 artykuty znajdujg sie w trakcie procesu wydawniczego i zostaty umieszczone jako materiaty

uzupetniajgce.

Cel naukowy pracy zostat poprawnie i logicznie sprecyzowany. Zadania badawcze,
ktorych realizacji podjeta sie pani mgr Wagil sg obszerne i mozna wyrézni¢ wsroéd nich dwie
grupy zagadnien. Pierwsza z nich to opracowanie miarodajnych procedur analizy wybranych
pozostatosci z grupy antybiotykéw i lekéw przeciwpasozytniczych w prébkach
$rodowiskowych o réznym sktadzie matrycy. Druga grupa dotyczy oceny ekotoksycznosci
oznaczanych zwigzkéw wobec wybranych przedstawicieli organizméw wodnych z réznych
poziomow troficznych.

Jakkolwiek w pi$miennictwie naukowym istnieje juz szereg prac dotyczacych
oznaczania lekéw w prébkach srodowiskowych to najczesciej dotycza one wybranych grup
zwigzkow i oznaczania ich w prébkach wodnych lub glebach. Dostepna literatura dotyczaca
miarodajnych oznaczen pozostatosci lekéw w innych, niz woda, sktadowych ekosystemow
wodnych takich jak osady denne, a szczegodlnie organizmy, jest wcigz nieliczna. Nalezy
podkresli¢, iz oznaczane anality wystepuja w tego rodzaju prébkach w ilosciach sladowych,
procedury przygotowania probek sg wieloetapowe, co w potaczeniu z wystgpowaniem tzw.
efektu matrycowego sprawia ze wyniki koncowe moga by¢é obarczone duzym btedem.
Opracowanie miarodajnych metod oznaczania stezeh pozostato$ci lekow w probkach
$rodowiskowych  charakteryzujacych sie odpowiednimi parametrami walidacyjnymi ma
zatem kluczowe znaczenie w ocenie ryzyka S$rodowiskowego obecno$ci pozostato$ci
farmaceutykow w srodowisku. Wyniki odpowiednio dobranych testéw ekotoksykologicznych
w potgczeniu z miarodajnymi pomiarami stezen w $Srodowisku stanowig podstawe do
rzetelnego wnioskowania w zakresie oszacowania realnych szkodliwych skutkébw mogacych
wystgpi¢ w $rodowisku, spowodowanych narazeniem na dziatanie substancji, w tym

przypadku pozostatosci lekéw weterynaryjnych .



Zwiazki, ktére Doktorantka wybrata do badan to szeroko stosowane w weterynarii
srodki przeciwpasozytnicze z grupy benzimidazoli (flubendazol i fenbendazol)
makrolitycznych laktonéw (doramektyna) oraz antybiotyki z grupy nitroimidazoli

(metronidazol) oraz fluorochinolonéw (enroflaksacyna, cyprofloksacyna oraz norfloksacyna).

Szczegotowe cele wymienione przez Doktorantke to:

- opracowanie i walidacja metod oznaczen koncowych wybranych lekéw za pomoca techniki
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg spektrofotometryczna jako metod
pomocniczych stuzgcych do opracowania sposobu izolacji i wzbogacania lekéw z prébek
srodowiskowych

- opracowanie selektywnych i wydajnych metod izolacji i wzbogacania wybranych lekow z
prébek $rodowiskowych (wody, osadéw oraz ryb)

- opracowanie i walidacja oznaczen koricowych wybranych lekow za pomocg techniki
chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowg spektrometrig mas (LC-MS/MS) jako
metod oznaczania tych zwigzkéw w probkach srodowiskowych

- walidacja petnych procedur analitycznych opracowanych poprzez potgczenie optymalnych
procedur izolacji i wzbogacania  analittw z prébek srodowiskowych z opracowanymi
metodami oznaczen koncowych przy zastosowaniu techniki LC-MS/MS

- identyfikacja i oznaczenie ilosciowe analitéw w rzeczywistych probkach srodowiskowych

- ocena toksycznosci oznaczonych analitow w stosunku do 4 grup organizméw: bakterii z
gatunku Vibrio fischeri, glondéw - zielenic z gatunku Scenedesmus vacuolatus, rosliny
naczyniowej z gatunku Lemna minor oraz skorupiakéw stodkowodnych z gatunku Daphnia

magna

Prace eksperymentalne zostaty przez Doktorantke prawidtowo zaplanowane oraz wykonane
w staranny sposdb co pozwolito na realizacje wyzej wymienionych zadan. Uzyskane wyniki
zostaty oméwione w sposdb zwiezty i przejrzysty w ramach wstepnego opracowania jak i w
sposéb rzeczowy, merytorycznie poprawny i wyczerpujacy w artykutach naukowych

stanowigcych rozprawe.

Z punktu widzenia elementu nowosci naukowej za najwazniejsze osiggnigcia
Doktorantki, przedstawione w rozprawie uwazam:
- opracowanie metod oznaczen koncowych za pomocg techniki HPLC-UV, ktére znalazty
zastosowanie w pozniejszych etapach dobrania odpowiednich warunkéw ekstrakeji i
wzbogacania oznaczanych analitéw w prébkach [D1, D2, D3]
- okreslenie efektow matrycowych dla poszczegolnych analitéw i probek o réznym sktadzie
matrycy [D1, D2, D3]



- opracowanie metod identyfikacji i oznaczania ilosciowego wybranych pozostatosci
lekow weterynaryjnych (w szczegélnosci metronidazolu, flubendazolu, fenbendazolu i
doramektyny) charakteryzujacych si¢ bardzo dobrymi wartosciami parametréw
walidacyjnych w prébkach wody rzecznej, osadéw rzecznych i jeziornych oraz tkance
migsniowej ryb [D1,D2, D3]

-potwierdzenie przydatnosci opracowanych procedur w badaniach $rodowiskowych poprzez
oznaczenie wyzej wymienionych pozostatosci lekéw weterynaryjnych w prébkach
rzeczywistych [D1,D2,D3]

- zidentyfikowanie po raz pierwszy pozostatosci $rodkéw przeciwpasozytniczych
(flubendazolu, fenbendazolu i doramektyny) oraz antybiotyku — metronidazolu w ekosystemie
wodnym w rejonie pobrzezy potudniowobattyckich [D1, D2, D3]

- ocena toksycznosci wyzej wymienionych lekéw weterynaryjnych wobec organizméw
wodnych z réznych pozioméw troficznych, uwzgledniajgca wptyw wiasciwosci badanych
zwigzkow oraz wskazujgca na znaczenie pomiaréw frakcji biodostepnej przy wyznaczaniu
wartosci parametru ECsy [D4]

- wskazanie wysokiego ryzyka zwigzanego z obecno$cig doramektyny w $rodowisku wod
$rodlgdowych [D4]

W trakcie lektury rozprawy nasuneto mi sie kilka uwag i komentarzy, ktére
przedstawiam ponizej:

- Kryterium dobrania zwigzkéw bedacych przedmiotem rozprawy, zgodnie z
zaleceniami  Komisji Europejskiej odno$nie Oceny Ryzyka Srodowiskowego, byta
powszechnos¢ stosowania tych zwigzkéw w weterynarii. Jakie inne grupy zwigzkéw,
szczegbinie antybiotykdéw stosowanych w weterynarii, ktére takze spetniajg powyzsze
kryterium nalezatoby, zdaniem Doktorantki, uwzglednié¢ w kolejnych badaniach?

- Analiza probek ryb wykazata obecno$¢ oznaczanych analitéw, w szczegdinosci
flubendazolu, fenbendazolu i doramektyny w ich tkance mieéniowej, czesto jednak te
wartosci zawieraty si¢ pomiedzy MDL i MQL. Uzyskane wyniki sg cenne ze wzgledu na
potwierdzenie obecnosci tych zwigzkéw w Srodowisku oraz z punktu widzenia konsumenta.
Czy Doktorantka, biorgc pod uwage doniesienia literaturowe dotyczace akumulacji np.
trwatych zanieczyszczen organicznych w tkankach i narzadach ryb mogtaby wytypowaé
narzady (ptyny ustrojowe, wydzieliny) ktére powinny by¢ dodatkowo zbadane pod katem
stezen pozostato$ci oznaczanych lekéw weterynaryjnych, aby w petniejszy sposéb
oszacowac biodostepno$é/bioakumulacje/biotransformacje tych zanieczyszczen. Jesli tak, to
jakiego rodzaju trudnosci analitycznych mozna sie spodziewaé?

- W badaniach ekotoksykologicznych, zgodnie z zaleceniami Europejskiej Agencji

Lekow (dotyczgcych uzyskiwania danych o najwyzszej wiarygodnosci) zastosowano



standaryzowane testy wykorzystujgce organizmy wodne z réznych poziomoéw troficznych. W
wiekszosci byty to organizmy stodkowodne. W przypadku mikroorganizméw wybrano test
zahamowania bioluminescencji bakterii morskich z gatunku Vibrio fischeri. Czy Doktorantka
moze wskazac¢ standaryzowane testy stosujgce mikroorganizmy bytujgce w srodowisku wéd
$rodlgdowych, ktére réwniez mogtyby znalezé zastosowanie w prowadzonych prze nig

badaniach?

Doktorantka popetnita w tekscie wprowadzajgcego opracowania niewiele btedéw
nomenklaturowych i stylistycznych. Z obowigzku recenzenta pozwalam sobie ponizej
wskazaé przyktady, natomiast pozostate zostaty zaznaczone w otrzymanym egzemplarzu
rozprawy:

Stosowanie terminu:

- srodowisko naturalne zamiast Srodowisko przyrodnicze

- rézne matryce zamiast prébki o réznym skfadzie matrycy

- zastosowany w tabelach i rysunkach opis prébek biologicznych: tkanka zamiast
tkanka mies$niowa ryb lub tkanka miesniowa pstraga

- niepetne podanie jednostek stezen w przypadku osadow i tkanki miesniowej ryb (ng
g’ zamiast ng g’ s.m lub ng g’ m.m) - ma to znaczenie w przypadku poréwnywania z
danymi literaturowymi jak réwniez w przypadku obliczania  wspétczynnikéw
biokoncentracji/bioakumulacji)

- Rysunek 2 w opracowaniu — podpis pod rysunkiem: Procentowy udziat
poszczegolnych lekéw w badanych matrycach zamiast - czestoS¢ wystepowania
poszczegoblnych lekéw w probkach

- Okreslono frakcje biodostepng w mediach biologicznych stosowanych w testach
zamiast Okreslono frakcje biodostepng badanych zwigzkéw w pozywce stosowane] w
testach.

- organizméw na réznych poziomach troficznych zamiast organizméw z réznych
poziomow troficznych

- glonéw z rodzaju Scenedesmus vacuolatus, zamiast glondw z gatunku

Scenedesmus vacuolatus

Podsumowanie

Wymienione wyzej nieliczne uwagi absolutnie nie obnizajg warto$ci merytorycznej
przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej. Koncepcja pracy jest prawidtowa a
zastosowane metody zapewnity uzyskanie wynikéw adekwatnych do wyznaczonego celu.

Doktorantka uzyskata nowatorskie wyniki, szczegélnie w  zakresie opracowania



miarodajnych metodyk analitycznych do okreslenia stezenia wybranych pozostatoSci
farmaceutykéw weterynaryjnych w réznych komponentach ekosystemu wod $rédlgdowych.
Na podkreslenie zastuguje wnikliwa i czestokro¢ krytyczna analiza uzyskanych wynikow, co
$§wiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Badania zostaty zaprezentowane w
renomowanym czasopiSmie o wysokim wspoétczynniku oddziatywania. Wedtug
przedstawionych mi dokumentéw, catkowity dorobek pani magister Wagil obejmuje
wspétautorstwo 10 prac oryginalnych w czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej, 4 prac w
materiatach konferencyjnych oraz 26 doniesieh na konferencjach krajowych i zagranicznych.
Dwa kolejne artykuty znajdujg sie w trakcie procesu wydawniczego. W przypadku czterech
artykutéw, stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, pani mgr Wagil jest ich pierwszym
ich autorem. Fakt ten, potwierdzony zatgczonymi o$wiadczeniami $wiadczy o wiodgcej roli
Doktorantki w ocenianych przez mnie badaniach. Uzyskane przez Doktorantke wyniki
oceniam réwniez jako istotny krok w kierunku poznania zrédet i losu Srodowiskowego
pozostatosci farmaceutykow w ekosystemach wodnych zaréwno $rédlgdowych jak i wod
przybrzeznych Battyku i wytyczenia dalszych kierunkéw badan w tym zakresie. Tym samym
przyczyni sie to do miarodajnej oceny skutkéw obecnosci tych zwigzkéw w Srodowisku

przyrodniczym i prawdopodobienstwa wystapienia odlegtych efektéw toksycznych.

Reasumujac, po zapoznaniu sie z caloscia pracy uwazam, ze przedstawiona mi
do recenzji rozprawa Pani mgr Marty Wagil w peini spetnia warunki stawiane
rozprawom doktorskim i okreslone w ustawie o stopniach i tytule naukowym (Ustawa
z dnia 14 marca 2003 r o stopniach i tytule naukowym z pézn. zm.). Wnioskuje zatem o

dopuszczenie Pani mgr Marty Wagil do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ksenia Pazdro
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