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Ocena wyboru tematyki badawczej

W nieustanny sposob nasze srodowisko bombardowane jest przez rozne, czgsto
toksyczne, substancje, ktére ze wzgledu na swoje wlasciwoscl fizykochemiczne ulegaja
licznym przemianom takim jak biodegradacja, mineralizacja czy transformacja oraz

kumulacji. Do tych substancji mozna niewgtpliwe zaliczy¢  produkty lecznicze
weterynaryjne syntetyczne (chemiczne), do ktorych zalicza si¢ m.in. antybiotyki, leki
przeciwpasozytnicze, przeciwbolowe, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, hormony,
witaminy, mikro- i makroelementy. Szybkos¢ 1 zakres przemian tych substancji zalezy nic
tylko od struktury chemicznej 1 stezenia danego zwigzku, ale réwniez od warunkow
panujacych  w  poszczegdlnych elementach  ekosystemu  (temperatura,  wilgotnosc,
obecnos¢é materii organicznej, itp.). Brak kontroli i monitorowania pozostalodci lekow
weterynatyjnych  zwlaszeza w §rodowisku  glebowym, a przede wszystkim  brak
uregulowan prawnych okreslajacych ich zawartosci, stanowia potencjalne zagrozenie dla
organizmow zywych. Dlatego tez, niezbedne jest wnikliwe poznanie mozliwie wszystkich
przemian 1 migracji tych lekdéw oraz poszukiwanie nowych rozwigzan w zakresie
selektywnych 1 czulych metod izolowania i oznaczania badanych analitow.

Tytul przedlozonej rozprawy doktorskic; w pelni wpisuje si¢ w nurt badan
dotyczacy opracowania nowych narzedzi analitycznych umozliwiajacych opis nie do konca
jeszcze poznanych przemian lekow weterynaryjnych w srodowisku glebowym. W mojej
ocenie bardzo dobrze przemyslany 1 zaplanowany zostal zakres badan, a na wysokim
poziomie stala ich realizacja, majaca na celu optymalizacje warunkow izolowania
wybranych lekéw, wzbogacania 1 oczyszczania ckstraktow gleb oraz dobér optymalnych
parametrow rozdzielania za pomoca chromatografii cieczowe] polaczone) z roznymi
detektorami.  Czynnosci  te, niezbedne do przeprowadzenia oceny  stabilnosci
hydrolitycznej tych  zwigzkéow  w  glebach, wymagaly od mlodego naukowca
usystematyzowane] wiedzy nie tylko z dziedziny chemii analitycznej, ale takze 7z zakresu
gleboznawstwa. Wszystkie te umiejetnosci Pani mgr Paulina Lukaszewicz zdobyla

realizujac swoje badania w zespole naukowym kicrowanym przez Pana Profesora
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Piotra Stepnowskiego, ktéry jest uznanym w §wiecie naukowym autorytetem w badaniach
toksycznosel 1 ekotoksycznoscel substancji leczniczych obecnych w srodowisku oraz
efektow biologicznych jakie one powoduja. Efekt pracy w takim zespole oraz
wykorzystanie wiedzy i umiejetnosci zdobytych podczas realizacji zadan badawczych jest
bardzo widoczny, poniewaz zaowocowal trzynastoma publikacjami z listy filadelfijskiej

o srednim wspolczynniku oddzialywania 11'=3,562.

Ocena metytotyczna rozprawy

Doktorantka postawila sobie bardzo ambitny cel, ktorym bylo opracowanie
procedur analitycznych umozliwiajacvch selektywne izolowanie z gleb oraz koncowe
oznaczenie na niskim poziomic stezen osiemnastu substancji leczniczych 2z grupy
tetracyklin, sulfonamidow, makrolidow, fluorochinolondéw,  B-blokerdw,  fenikoli,
benzimidazoli i nitroimidazoli oraz trimetoprin.  Efektem przeprowadzonych prac
badawczych bylo wdrozenie tych procedur do oceny stabilnosci hydrolitycznej wybranych
lekow. Jako metode przygotowania prébek Doktorantka wybrala ekstrakeje za pomoca
rozpuszczalnika wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (MAL) z oczyszczaniem
ekstraktow z wykorzystaniem ekstrakeji do fazy stalej (SPLE). Natomiast do oznaczania
wybtanych analitbw zaproponowana zostala chromatografia cieczowa z detekeja
spektrofotometryczng 1 spektrometrig mas.

Dokonujac formalnej oceny przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskie]
mozna stwierdzi¢, ze liczy ona 150 stron, zilustrowana jest 33 rysunkami, zawiera 25 tabel
i wydana jest w formie ksigzkowej. Dysertacja posiada klasyczny uklad 1 zostala
podzielona na nastepujace rozdzialy: wstep 1 czes¢ literaturowa (35 stron), cel pracy
(2 strony), cze$¢ eksperymentalna, w o ktérej ujeto  szczegolowy opis  metodyk
zaplanowanych badaii (24 strony), zestawienie wynikéw 1 ich dyskusja (56 stron),
podsumowanie (3 strony) oraz spis literatury. Tytul przedlozone) rozprawy doktorskie
w pelni oddaje tres¢ zawarta zardwno w czescl teoretycznej, jak 1 eksperymentalne) oraz
scisle koreluje z uzyskanymi wynikami badan. Prace rozpoczyna krotki wstep stanowiacy
zwigzle zapoznanie z tematyka badawcza oraz uzasadnienie jej podjecia.

W czesci  teoretycznej, opartej na studiach literaturowych, Doktorantka
wykorzystala material bibliograficzny, ktéry odzwierciedla aktualny stan wiedzy zwiazany
z wystgpowaniem pozostalosel lekéw w $rodowisku, ich migracje oraz przemiany jakim
moga one ulegaé: sorpcji, biodegradacji, fotolizie i hydrolizie. Aby podkreslic wage
zagrozenia jakie niosa farmaccutyki weterynaryvine, w rozdziale 1.1.2 zestawiono dane
o ilosci sprzedawanych lekow oraz ich konsumpeiji w latach 2011-2015. Kolejny rozdzial
stanowi wartosciowy material informacyjny, ktéry moze by¢ zaproponowany mlodym
analitykom zajmujacych si¢ badaniem przemian lekéw w $rodowisku, jako cenna
i pouczajaca lektura wprowadzajaca. Ostatni z rozdzialdw tych studidow literaturowych
dotyczacy metod izolowania, oczyszczania, wzbogacania 1 koncowego oznaczania
wybranych farmaceutykow, wymagal ogromnego nakladu pracy oraz zmudnych studiow
literaturowych. W formie tabeli zaprezentowane zostaly osiagniecia licznych grup

badawczych zajmujacych si¢ izolowaniem i oznaczaniem lekow bedacych w kregu
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zainteresowan Pani mgr Pauliny Lukaszewicz. Nalezy podkredlic, ze ten krotki zarys
osiagnie¢ innych badaczy zostal przygotowany na postawie 204 bardzo aktualnych
doniesien literaturowych. Niewatpliwe, tak wnikliwe studia literaturowe 1 zdobyta podczas
tych studidw wiedza byly bardzo pomocne Doktorantce w dojrzalej interpretacii
uzyskanych wynikow.

W rozdziale czwartym Doktorantka dyskutuje swoje  wyniki, poprzedzone
szezegolowo opisanymi we wezesniejszych podrozdzialach metodykami dotyczacymi
izolowania lekdw z gleb, oczyszczania uzyskanych ekstraktow oraz ich oznaczaniem,
przechodzac plynnie do omoéwienia rezultatow uzyskanych w trakcie tych analiz. Pierwsza
cze$é  zestawionych  wynikéw 1 ich interpretacja  dotyczy  doboru  warunkow
chromatograficznych oraz detekeji spektroforometrycznej do rozdzielenia i1 identyfikacji
trzech lekow z grupy tetracyklin oraz siedmiu innych lekéw: metronidazolu, sulfadiazyny,
sulfadimetoksyny, sulfametoksazolu, tylozyny, endrofloksacyny 1 trimetoprimu. Uzyskane
wyniki mialy stanowi¢ wstepne warunki do oznaczania wybranych lekéw za pomoca
chromatografii cieczowej polaczonej ze spektrometrem mas. W mojej opinii, nie do
korica wydaje si¢ uzasadniona walidacja kazdej z opracowanych metod oznaczania dla
wybranych analitéw, gdyz HPLC-UV nie bylo w dalszych cksperymentach wykorzystane
do iloéciowego oznaczania siedmiu zwiazkow oznaczonych jako MIX_7. W kolejnym
rozdziale Doktorantka zamiedcila wyniki uzyskane podczas ekstrakeji  lekow
weterynaryjnych  z  prébek  gleb  oraz  oczyszczania  otrzymanych - ekstraktow
z wykorzystaniem ckstrakeji do fazy stalej z toznymi sorbentami (Oasis®HILB, Strata™-X,
Strata C18-L). Ta cze$¢ badan wymagala najwigkszego zaangazowania i niewatpliwe byl
to najbardziej czasochlonny etap prac. Pani mgr Paulina Lukaszewicz dokonala doboru
temperatury 1 czasu ckstrakeji oraz skladu mieszaniny ekstrakeyjne). Dla mieszaniny
trzech lekow (MIX_3) wybtano pig¢ réznych mieszanin ckstrakeyjnych, a w przypadku
mieszaniny siedmioskladnikowej (MIX_7), az osiemnascie. Za najefektywniejsza
mieszaning do ekstrakeji MIX_3 1 MIX_7 uznano 10% roztwor azotanu(V) magnezu
i chlotku amonu (9:1, v/v) z dodatkiem metanolu przy zastosowaniu temperatury 60°C
1 czasie ekstrakcji 30 min (trzy cykle po 10 min). Na podstawie uzyskanych wynikow,
do oczyszezania  ckstraktow  glebowych  wykorzystano  wypelnienie  polimerowe
STRATAM™-X, ktére zapewnia szerokg game oddzialywan (wigzania wodorowe,
oddzialywania typu 77, oddzialywania hydrofobowe) z analitem. Wyznaczone wartosci
odzysku bezwzglednego 1 wzglednego oraz efekt matrycowy dla wybranych lekow
ekstrahowanych z dwoch gleb roznigeych sie zawartoscig materii organicznej (3% 1 8,3%0)
spelniajg kryteria akceptacji dla wybranych ostatecznie warunkow ekstrakeji 1 oczyszczania
ekstraktow. Metodyka ta zostala zweryfikowana poprzez wykorzystanie jej do oznaczania
pozostalosci lekéw weterynaryjnych w czterdziestu prébkach gleb rolniczych (rozdzial
4.4) pobranych z terendw Polski polnocne). Zidentyfikowano wickszos¢ z badanych
zwiazkow na poziomie od 3,6 do 57 pg/ke.

7, punktu widzenia innowacyjnosci przeprowadzonych badan  nalezy uznac, ze
wyniki ottzymane z testu oceny stabilnosci hydrolitycznej uzyskane dla dwunastu

wybranych lekéw weterynaryjnych oraz charakterystyka potencjalnych produktow ich
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degradacji bez watpienia stanowia nowos¢ naukows i maja duzy potencjal praktyczny.
Rezultaty tych badan wykazaly, ze wickszo$¢ z tych lekow wykazuje wysoka trwalosc,
a tylko leki z grupy benzimidazoli 1 tylozyna ulegaly w najwigkszym stopniu degradacji.

Podsumowujac te czes$é oceny dysertacji uwazam, ze cel pracy doktorskiej zostal
w pelni zrealizowany a uzyskane z duza starannoscia wyniki badan nalezy uznac za istotny
wklad w opracowanie pelnych metodyk majacych na celu wyizolowanie wybranych lekow
weterynatyjnych i ich iloscilowe oznaczenia. Pani mgr Paulina Lukaszewicz wykazala, ze
opracowane procedury ptrzynosza wymierne kotzyScl w postaci nowych narzedzi
analitycznych  do oceny stabilnosci hydrolityeznej dla dwunastu wybranych srodkow
farmaceutycznych  zgodnie z  wytycznymi  Organizacji  Wspolpracy  Gospodarczej
1 Rozwoju (OECD).

Uwagi szczegdtowe

Trudno ocenia¢ prace, ktorej wyniki badan przeszly szczegdlowy proces
weryfikacji pod katem stawianych pracom otyginalnym przez redakeje miedzynarodowych
czasopism z listy Journal Citation Reports, w ktorych zostaly opublikowane. Dodatkowo
poddawane byly one niezaleznej ocenie merytorycznej przez recenzentow bedacych
przewaznie autorytetami w dziedzinie wiedzy, w ktorej zostaly opublikowane badania. Juz
sam fakt zaakceptowania uzyskanych wynikéw przez ekspertéw miedzynarodowych
czasopism podkresla wysokg warto$¢ pracy Pani mgr Pauliny Lukaszewicz. W tej sytuacji,
niewdzigczng rolg recenzenta jest poszukiwanie niedociagni¢é w przedstawione] do oceny
rozprawie doktorskiej, co w tym przypadku okazalo sie, ,niestety”, trudne. Dlatego tez
ponizsze pytania stanowiq raczej przyczynek do dyskusji z Doktorantka, niz wskazuja na
uchybienia rozprawy. Prosze wigc o wyjasnienie nastepujacych kwestii:

e 7 jakiego powodu do badan nie zastosowano certyfikowanych materialéw odniesienia
tylko gleby rézniace si¢ zawartoscia materii organicznej (3% 1 8,3%)7

e Tabela 8 — Czym kicrowano si¢ przy klasyfikacji probek pod katem badanych analitowr

e Jaki rodzaj membrany zawieraly filtry strzykawkowe wykorzystane do oczyszczania
probek? Czy badano utrate analitdw na tych filtrach? W tekécie wystapila chyba mala
pomylka, bo zapewne byly to filtry 0,2 pum a nie 20 um (s. 40).

e Str. 57 - Jak byl dobierany ostatni z zastosowanych rozpuszczalnikow w ekstrakeji do
fazy stalej? Dlaczego przy procedurze opisanej jako SPE B, rozpuszczalnik koncowy
do kondycjonowania to mieszanina buforu Mcllvaine’a i EDTA o pH okolo 4,
a probke skorygowano do pH ok. 77

e Dlaczego do ekstrakeji lekow stosowano temperaturg 90 i 115°C skoro stwierdzono w
badaniach zwigzanych z ocena stabilnosci hydrolitycznej, ze w temperaturze 70°C
tworza si¢ juz pochodne tych lekdwr

e Czym kierowano si¢ przy doborze temperatury do oceny stabilnosci hydrolityczne;
wybierajac zakres temperatury od 10 do 70°C (str. 65). Potwierdzenie mozna znalez¢
w podsumowaniu .s/osowanie wysokich femperatur mose wplynal na pogorssente efeRtywnosc
ekstrakai niektorych farmacentykiw”.

e Rysunck 23 - Co bylo podstawa do przyporzadkowania kinetyki pseudo-
pierwszorzedowej dla flubendazolu 1 fluorfenikolu ? (s. 110).
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Drobne uwagi dotyczace nomenklatury wynikaja zapewne z niewlasciwego
tlumaczenia ,,niezaszczepione” (str. 50, 02, itd.), ,doczyszczanie” (calos¢ pracy
cksperymentalnej), ,,izolacja™ (s. 88). Ponadto, w cytowanej literaturze zabraklo w wiclu
miejscach nazw czasopism. Pewne drobne bledy edvtorskie pojawiaja si¢ tekscie nie

umniejszaja one ogolnej bardzo dobrej oceny pracy.

Podsumowujac uwazam, z¢ trecenzowana praca doktorska dotyczy waznego,
z poznawczego 1 praktycznego punktu  widzenia, problemu skazenia $rodowiska
pozostalosciami lekdw weterynaryjnych oraz przemian jakim podlegaja one w srodowisku
glebowym w zaleznosci od zawartosci materii organicznej. Opracowane metodyki
analityczne  spelniaja  w  pelni  zalozone kryteria akceptacji  odnosnie:  zakresu
pomiarowego, liniowosci, granicy wykrywalnosci 1 oznaczalnosci, dokladnosci, precyzji,
selektywnosci/ specyficznoscd, odzysku oraz odpornoscei. Doktorantka sama odniosla si¢
krytycznie do uzyskanych wynikdw, widzac trudnosei w ich interpretacji ze wzgledu na
przyjeta metodologie. Swiadezy to o dojrzalodci naukowej i doskonalej znajomosci

zagadnien dyskutowanych w pracy.

Whniosek koricowy

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostala zredagowana w sposob bardzo
czytelny a wyniki badan zamieszczone w niej zaprezentowane zostaly w przejrzysty
i klarowny sposéb pomimo ich imponujacej ilosci. Niewatpliwe, na pelne uznanie
zasluguje strona edytorska. Uwazna lektura rozprawy nasungla mi nieliczne uwagi
metytotyczne i nomenklaturowe, ktore w zaden sposdb nie umniejszajq jej wartosci.
Doktoranta dala dowdd znajomosci podjetej tematyki  badawcze), a umiejetnosc
zaplanowania 1 realizacja z ogromng starannoscia cksperymentéw, zasluguje na uznanie
i wyréznienie. Umiejetny wybér tematu 1 rozwiazanie postawionych problemow
powoduja, ze stanowi ona znaczace poszetrzenie literatury.

Biorac pod uwage powyzsze argumenty z pelnym przekonaniem stwierdzam,
ze przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Lukaszewicz
pt. . Opracowanie procedury ekstrakeii i oznacania wybranych lekdw weterynaryjnyeh w glebach oraz
ocena ich stabilnoscd hydrolityezne” spelnia wymagania sformulowanie w artykule 13 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65 poz. 595 z pdiniejszymi zmianami). W zwiazku
z  powyzszym wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii  Uniwersytetu  Gdanskiego
o dopuszczenie Pani mgr Pauliny Lukaszewicz do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Réwnoczesnie, biorac pod uwage aktualnos$é problematyki, innowacyjnosé badan
w zakresie oceny stabilnosei  hydrolityeznej  wybranych  lekéw  weterynaryjnych
i charakterystyki potencjalnych produktow ich degradacji, spéjnosé koncepcji badan,
rzetelng realizacje oraz ich wysoki poziom naukowy wnioskuje do Rady Wydzialu Chemi

Uniwersytetu Gdanskiego o wyrdznienie oceniane] rozprawy doktorskie).
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