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zatytutowane;j

,Nowoczesne sposoby przygotowania probek biologicznych i

srodowiskowych w oznaczaniu lekow”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Izabelli Koski zostala wykonana w
Katedrze Chemii Srodowiska Wydzialu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego pod kierunkiem dr
hab. Pawta Kubalczyka, prof. UL jako promotora. Przedmiotem ocenianej rozprawy doktorskiej
sa zagadnienia zwigzane z opracowaniem nowych procedur analitycznych uzytecznych w

oznaczaniu wybranych farmaceutykow w zywnosci i1 ptynach fizjologicznych.

Substancje lecznicze to jedna z najwazniejszych grup zwigzkow, stosowanych w
produkcji zwierzecej, a tym samym zanieczyszczajacych zywnos$¢ i sSrodowisko naturalne, a co
nie mniej istotne o duzej aktywnosci biologicznej. Szczegdlnie czesto w produkcji zwierzecej
stosowane sg syntetyczne antybiotyki, takie jak fluorochinolony, ze wzgledu na ich szerokie
spektrum dziatania zaré6wno przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, jak i Gramujemnym. Inng
grupa powszechnie stosowanych lekow weterynaryjnych sa leki uspokajajace, przede
wszystkim azaperon, podawane zwierz¢tom podczas ich transportu do rzezni, w celu
zminimalizowania ryzyka ich §mierci 1 utrzymania wysokiej jako$ci migsa. Ze wzgledu na ich

coraz to wigksze zastosowanie sg one zatem obecne zardwno w zywnosci, jak 1 w srodowisku,



do ktorego dostaja si¢ wraz ze $Sciekami. Wynika to z faktu, iz zwigzki te w niewielkim stopniu
sa metabolizowane, a efektywno$¢ ich usuwania w oczyszczalniach $ciekOw jest nieznaczna.
Ponadto ich metabolity réwniez moga wykazywaé znaczaca aktywno$¢ biologiczng.
Negatywny wptyw tego typu substancji na organizmy zywe jest zatem bezsporny, dlatego tez
niezbedne sg badania dotyczace opracowania skutecznych metod ich oznaczania i statego
monitorowania w zywnosci i srodowisku.

Aby w efektywny sposdb monitorowaé obecno$¢ farmaceutykow, nalezy uwzglednié
fakt, iz probki rzeczywiste, w ktorych zwiazki te sa obecne, odznaczaja si¢ ztozonym sktadem
matrycy, w ktdrej czesto poziom innych substancji przewyzsza stezenie analitow. Dlatego tez
niezbedne jest opracowanie czutych i wiarygodnych procedur analitycznych umozliwiajacych
oznaczanie zawartosci tych zwigzkéw w pozywieniu i ptynach fizjologicznych.

Recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Izabelli Koski, wykonana pod kierunkiem
dr. hab. Pawla Kubalczyka, prof. UL, miesci si¢ w tym zakresie i dotyczy opracowania prostych,
szybkich, czulych i1 tanich metod oznaczania cyprofloksacyny (Cpx) i ofloksacyny (Ofx),
najpowszechniej stosowanych antybiotykéw fluorochinolonowych, w moczu czlowieka i
tkankach zwierzat oraz czesto uzywanego $rodka uspokajajgcego, azaperonu oraz jego
metabolitu azaperolu w tkankach zwierzat.

Oceniana rozprawa nie zostala napisana w klasycznym uktadzie pracy doktorskiej 1
zgodnie z przepisami opublikowanymi w Dz. U. z 2011 r. Nr 84, poz. 455, art. 13, ust. 2 stanowi
spojny tematycznie zbidr 4 prac, opublikowanych w migdzynarodowych czasopismach o
wysokim wspotczynniku oddziatywania (IF) poprzedzony wstgpem literaturowym. Prace
rozpoczyna wykaz skrétow i symboli oraz wykaz publikacji wchodzacych w zakres rozprawy.
Po czym nastepuje wstep literaturowy, w ktorym Autorka omawia fluorochinolony i1 azaperon
(AZN) oraz jego metabolit azaperol (AZL), ich wiasciwosci, a takze aktywnos¢ biologiczna.
Nastepnie przedstawia wybrane metody oznaczania tych substancji. Te czgs¢ konczy krotkie
uzasadnienie wyboru tematyki badan.

Wszystkie prace, stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej, to prace wieloautorskie.
W materiatach zamieszczono rowniez oswiadczenia okreslajace wktad, rodzaj zadan i zakres
prac wykonanych przez wspotautorow publikacji. Z o§wiadczen tych wynika, ze w pracach
tych udzial Doktorantki byl znaczacy, zar6wno w realizacji, jak 1 w opracowaniu

manuskryptéw publikacji, o czym $wiadczy fakt, iz we wszystkich tych pracach mgr Izabella



Koska jest pierwszym autorem, jak rowniez jednym z autoréw korespondencyjnych, obok
promotora rozprawy. Po czym przedstawia wyniki badan krotko omawiajac kolejne publikacje
wlaczone do pracy, krytycznie je analizuje przedstawiajac zalety i wady opracowanych metod
analitycznych. Po czym nastepuje podsumowanie i wnioski. Oprocz tego praca zawiera
abstrakt, spis literatury i zyciorys Autorki

Dostarczone dokumenty, zawieraja réwniez dorobek naukowy Doktorantki, w ktorym
wymieniony jest Jej udzial jako wykonawcy w projekcie badawczym w ramach Inicjatywy
Doskonatosci-Uczelnia Badawcza 1 kierownictwo Doktoranckiego Grantu Badawczego oraz
odbycie krotkiego stazu w Rumunii w ramach International Summer School. Na uwage
zastuguje fakt, iz przedstawiona w dokumentac;ji lista publikacji zawiera rowniez 2 publikacje
z listy filadelfijskiej i 2 publikacje w ogdlnopolskim czasopismie ,,Chemia w szkole”, ktore nie
wchodza w sklad rozprawy doktorskiej oraz kilkanascie referatow i1 komunikatéw
konferencyjnych. Jej prace byly cytowane okolo 40 razy, a indeks h=4, zar6wno wg bazy
Scopus, jak 1 bazy WOS. Ponadto prowadzita zaj¢cia laboratoryjne dla studentdéw, brata udziat
w organizacji XI Polskiej Konferencji Analitycznej oraz udzielata si¢ w pracy samorzadu
doktorantow, za co uzyskala cztery nagrody JM Rektora UL. Zdaniem recenzenta dorobek
Doktorantki osiggniety w krotkim przeciez czasie studiow doktoranckich jest wigcej niz

znaczacy.

Zasadniczym celem badan podjetych w ramach pracy doktorskiej byto opracowanie
nowych 1 precyzyjnych metod oznaczania wybranych lekow weterynaryjnych. W przypadku
fluorochinolonéw dotyczyto to wykorzystania elektroforezy kapilarnej (CE) do oznaczania Cpx
1 Ofx w tkankach migsa i moczu czlowieka z zastosowaniem zat¢zania analitdw wewnatrz
kapilary za pomoca przej$ciowej izotachoforezy. Natomiast do precyzyjnego oznaczania AZN

1 AZL, opracowania procedury oznaczania za pomocg chromatografii cieczowe;.

W pierwszym etapie badan Pani mgr 1zabella Koska zbadata mozliwo$¢ wykorzystania
elektroforezy kapilarnej do analizy zawarto$ci fluorochinolonéw (Cpx i Ofx) w migsie (praca
DI) i w moczu (praca D2). Jest to metoda powszechnie uwazana za przyjazna dla srodowiska
przede wszystkim dlatego, 1z uzywa si¢ w niej niewielkich ilo$ci rozpuszczalnikow, czyli nie

generuje duzych ilosci odpadéw. Jednak ze wzgledu na niewielkg ilo$¢ probki 1 krotka droge



optyczng charakteryzuje si¢ niskg czuloscig stezeniowa. Z tego powodu konieczne jest
wprowadzenie etapu odpowiedniego przygotowania probki umozliwiajacego zaréwno
wydzielenie, jak i zat¢zenie analitu. Opracowala, nowg nieopisang w literaturze procedure
oznaczania Cpx 1 Ofx za pomocg CE z detekcjg UV-Vis, z wykorzystaniem przejSciowe;j
pseudo-izotachoforezy do zat¢zania analitow w kapilarze. Ponadto dla probek migsa
wykorzystala ekstrakcje¢ ciecz-ciecz oznaczanych zwiazkow. Po przeprowadzeniu optymalizacji
opracowang procedure poddata walidacji wyznaczajac migdzy innymi LOD i LOQ,
wewnatrzdniowa i miedzydniowa precyzje i doktadno$¢ metody. Uzyskane limity wynosily
odpowiednio 0,3 nmol/g dla Cpx 1 0,1 nmol/g dla Olx oraz 0,8 nmol/g dla Cpx 1 0,3 nmol/g dla
Olx. Opracowang i zwalidowang procedur¢ zastosowala do oznaczania tych fluorochinolonow
w tkankach watroby drobiowej, kaczki i indyka oraz nerki kaczki i indyka (praca DI). T¢ sama
procedure zmodyfikowata w celu wykorzystania do oznaczania tych antybiotykow w moczu
ludzkim. Zmodyfikowang 1 zoptymalizowang procedure réwniez poddata walidacji
wyznaczajac LOD 1 LOQ, ktére wyniosty odpowiednio 0,05 nmol/ml dla Cpx 1 0,01 nmol/ml
dla Olx oraz 0,2 nmol/ml dla Cpx 1 0,05 nmol/ml dla Olx. Uzyskata rowniez dobra doktadnos$¢
pomiaréw, w zakresie 86,4-102,6%, 1 precyzje w zakresie 1,4-7,8% dla probek moczu,
wzbogaconych przez analizowane zwiazki, uzyskanych od 6 ochotnikow. Stwierdzita zatem, ze
opracowana metoda moze by¢ wykorzystana do analizy probek rzeczywistych. W celu
zwigkszenia czuto$ci metody i uproszczenia procedury analitycznej dotyczacej oznaczania tych
antybiotykéw w probkach tkanek migsa podjeta probe zastosowania ekstrakcji do fazy stalej z
wykorzystaniem modyfikowanych nanoczastek magnetycznych (praca D4). Nanoczastki Fe304
modyfikowala krzemionka z przytaczonymi do niej tancuchami weglowodorowymi (C-18).
Sorbenty te przygotowala we wspodtpracy z pracownikami Katedry Technologii i Chemii
Materiatow Wydzialu Chemii UL. Sorbenty te wykorzystata do wydzielania analitow z
homogenizowanych tkanek migsa w buforze fosforanowym. Natomiast analiz¢ wykonywatla za
pomoca CE wedlug warunkéw opracowanych wczesniej. Calg procedure poddata walidacji
uzyskujac dobra precyzje 1 dokladnos¢ pomiardw, co sugeruje ze metoda ta moze znalezé
praktyczne zastosowanie w oznaczaniu tych antybiotykéw w probkach migsa. Wymaga to

jednak dodatkowych badan, szczeg6élnie w zakresie opracowania procedury on-line.



Natomiast praca D3 dotyczy opracowania procedury jednoczesnego oznaczania czesto
podawanego zwierzetom leku uspokajajacego AZN 1 jego metabolitu AZL z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja UV-VIS. Opracowang metode
zwalidowata uzyskujac zarowno dobre wartosci LOD 1 LOQ, jak 1 dobrg powtarzalnos¢ i
precyzje. Metode te zastosowata do analizy wzbogaconych w te substancje probek nerek i
watrobek wieprzowych zakupionych od lokalnych hodowcéw migsa. Dodatkowo sprawdzita
tzw. zielono$¢ proponowanej procedury, co jest istotne z punktu widzenia jej wykorzystania do
rutynowych analiz migsa. Wykazata, ze ,,zielono$¢” tej procedury jest podobna do innych
metod chromatograficznych, HPLC-FL 1 HPLC-MS/MS, wykorzystywanych w tym celu.
Uzyskane wyniki 1 dobra powtarzalnos¢ (RSD w zakresie 1,0 — 5,8%) wskazuja, ze procedura

ta moze znalez¢ zastosowanie w rutynowej analizie migsa.

Nie mam wigkszych zastrzezen dotyczacych merytorycznej strony publikacji
przedstawionych do oceny jako rozprawa doktorska. Prace te zostaly bowiem gruntownie
ocenione przed opublikowaniem przez odpowiednich recenzentdéw, tym bardziej ze zostaty
opublikowane w czasopismach o wysokiej renomie.

Niemniej jednak mam nastepujgce uwagi/pytania do dyskusji:

1 . Czy uzyskane limity oznaczalnosci i detekcji (LOD i LOQ) sa porownywalne do
tych opisanych w literaturze, czy tez lepsze/gorsze 1 dlaczego? Brakuje mi tych
informacji w pracy, czy publikacjach.

2. Jaka jest selektywnos¢ opracowanych procedur analitycznych, co jest szczegolnie
wazne w analizie skomplikowanych probek biologicznych.

3. Czy rozwazala Pani mozliwo$¢ zastosowania wysoce selektywnych sorbentéw z
odciskiem molekularnych (MIP6w) do ekstrakcji lekéw, na przyklad na bazie

modyfikowanych nanoczastek magnetycznych?

Na podstawie lektury publikacji wchodzacych w sktad rozprawy przypuszczam, ze
Doktorantka sprawnie postuguje si¢ jezykiem angielskim. Na uwagg zastuguje rowniez fakt, iz
Autoreferat jest bardzo dobrze napisany i zawiera tylko nieliczne drobne btedy literowe 1

niezreczne sformutowania.



Ponizej wymieniam zauwazone btedy 1 niezreczne sformutowania:

str. 3: ,,SEF wspotczynnik wzpomnienia czutosci” ?

str. 8: czy cyprofloksacyna zawiera kwas karboksylowy? Chyba powinno by¢: grupe karboksylowa

str. I 1 :, kolejne generacje chinolonow wprowadzity do pierécieni...” ?

str. 18: powinno by¢: ,,...roztworu metanolu i suszono....”
str. 21: powinno by¢: , . przeprowadzit.. . str.
29: powinno by¢: . przenoszono z

Podsumowujac z przyjemnos$cia stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska reprezentuje wysoki poziom badan i1 zawiera wiele elementdw nowosci naukowe;.
Zakres badan, zawarte w niej wyniki doswiadczalne, sposob interpretacji oraz wnioskowania
wskazuja, ze mgr Izabella Koska wykazata umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan
naukowych 1 wniosta istotny wktad w rozwdj badan z zakresu chemii analitycznej, a
szczegoOlnie opracowania nowych procedur monitorowania obecnosci lekow w probkach
zywnosci 1 plynach fizjologicznych. Po zapoznaniu si¢ z rozprawa mgr Izabelli Koski
stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa speinia wszelkie wymagania stawiane w Ustawie o
tytule naukowym 1 stopniach naukowych rozprawom doktorskim i wnoszg¢ o jej dopuszczenie
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Whniosek o wyrdznienie rozprawy

Bioragc pod uwage fakt, ze jest to praca nowatorska, dojrzata, bedaca dorobkiem
przemyslen 1 systematycznych badan oraz jej wysoki poziom naukowy wnioskuje o
wyroznienie pracy doktorskiej mgr Izabelli Koski. Autorka wykazata bowiem, Ze mozliwe jest
zastosowanie prostych dostepnych w typowych laboratoriach kontroli jakos$ci zywnos$ci metod
oznaczania lekow w probkach miegsnych. Jestem réwniez pod wrazeniem duzego dorobku
naukowego Doktorantki. Wspotautorstwo 8 publikacji, w tym 6 w czasopismach z Listy
Filadelfijskiej 1 kilkunastu komunikatéw konferencyjnych, w tym 1 ustnego, osiggnigte w
krétkim czasie studiow doktoranckich sg tego ewidentnym potwierdzeniem. Na uwage

zasluguje rowniez Jej zaangazowanie w dydaktyke 1 prace organizacyjne Wydziatu.
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