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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Izabelli Koski zatytulowane;
Nowoczesne sposoby pryygotowania probek biologicznych i Srodowiskowych w oznaczaniu lekow
wykonanej w Katedrze Chemii Srodowiska Wydzialu Chemii Uniwersytetu F.6dzkiego
pod kierunkiem Pana dr hab. Pawla Kubalczyka, prof. UL

Ocena wyboru tematyki badaweze

Tematyka badawcza dotyczaca pozostalosci lekow weterynaryjnych w pozywieniu
stanowl istotny obszar badan z uwagi na liczne implikacje dla zdrowia publicznego,
zanieczyszczenia srodowiska, etyki w hodowli zwierzat, bezpieczefistwa zywnosciowego
a gléwnie jakosci migsa. Pierwszym kluczowym aspektem jest zagwarantowanie
bezpieczenstwa zywno$ciowego konsumentom, ktérzy maja prawo oczekiwac, ze produkty
spozywcze beda wolne od szkodliwych substancji. Badanie pozostatosci lekéw
weterynaryjnych staje si¢ niezbednym narzedziem w tym konteks$cie, umozliwiajac
identyfikacje¢ 1 kontrole obecnosci tych substancji w zywnosci. Drugim istotnym aspektem
jest zagrozenie dla zdrowia publicznego wynikajace z mozliwosci wytworzenia bakterii
opornych na antybiotyki wskutek nadmiernego stosowania tych substancji w hodowli
zwierzat. Wprowadzenie opornych bakterii do tanicucha pokarmowego stanowi powazne
ryzyko 1 moze prowadzi¢ do trudno leczonych infekcji u ludzi. Zanieczyszczenie
srodowiska przez wydalanie pozostalosci antybiotykéw do gleby i wod jest kolejnym
powaznym zagrozeniem, ktore negatywnie wplywa na réwnowage ekosystemow i moze
generowac problemy ekologiczne.

Etyka w hodowli zwierzat stanowi kolejny obszar uwzgledniany w kontekscie
stosowania np. lekow uspokajajacych. Minimalizacja stresu zwierzat podczas transportu jest
celem hodowcéw, a badanie pozostalosci tych substancji w migsie jest wazne
dla zachowania dobrostanu zwierzat. W celu zapewnienia wlasciwej jakosci migsa,
szczegblnie w kontekscie stosowania lekéw uspokajajacych, konieczna jest skrupulatna
kontrola. Badanie pozostatosci tych substancji pozwala na wprowadzenie regulacji
zwigzanej z ich stosowaniem w taki sposob, aby zminimalizowac narazenie konsumentow.
Rola nowoczesnych technologii w opracowywaniu skutecznych metod oznaczania
pozostalosci lekow weterynaryjnych jest kluczowa. Umozliwia ona skuteczna kontrole
1 monitorowanie poziomu tych substancji w réznych rodzajach probek, co jest niezbedne
dla utrzymania wysokich standardow bezpieczefistwa zywnosciowego.
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W tym kontekscie tematyka i zakres badan, prowadzonych przez Panig mgr Izabellg
Koske podczas przygotowania rozprawy doktorskiej zwigzana z opracowaniem prostych,
czulych, szybkich 1 tanich metod oznaczania dwéch antybiotykéw z  grupy
fluorochinolonéw (cyprofloksacyny oraz ofloksacyny) w moczu czlowieka oraz tkankach
zwierzat, a takze azaperonu (AZN) oraz jego metabolitu azaperolu w tkankach zwierzat,
jest wazna i aktualna. Realizacja tej tematyki naukowej jest wigc zasadna i konieczna

dla ochrony intereséw konsumentéw i1 zachowania integralnosci srodowiska.

Ocena formalna i merytoryezna rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr Izabelli Koski posiada forme zbioru powigzanych
tematycznie artykuléw, w sklad ktérych wehodzg prace oznaczone jako:

D1. I. Koska, K. Purgat, R. Glowacki, P. Kubalczyk, Simultaneous determination of ciprofloxacin and
ofloxcacin in animal tissues with the use of capillary electrophoresis with transient psendo-isotachophoresis,
Molecules, 26 (2021) 6931 (IF=4,673; pkt. MNiSW=140),

D2. 1. Koska. K. Purgat, P. Kubalczyk, Simple, fast and reliable CE method for simultaneons deternination
of ciprofloxacin and ofloxacin in human wurine, Scientific Reports, 12 (2022) 7729 (IF=4,06;
pkt. MNiSW=140),

D3. 1. Koska, P. Kubalczyk, Development of the chromatographic method for simultaneons determination
of azaperone and azaperol in animal kidneys and livers, International Journal of Molecular Sciences,
24 (2023) 100 (IF=6,208; pkt. MNiSW=140),

D4. I. Koska, P. Kubalczyk, M. Cichomski, A. Kisielewska, The use of extraction on C18-silica-modified
magnetic nanoparticles for the determination of ciprofloxacin and ofloxacin in meat tissues, Molecules,
28 (2023) 6123 (IF=4,927; pkt. MNiSW=140).
Doktorantka jest pierwsza autorkg we wszystkich wymienionych pracach i jednym
z dwobch autoréow korespondencyjnych oprocz promotora rozprawy doktorskiej Pana
dr hab. Pawla Kubalczyka, prof. UL. Cztery publikacje stanowiace podstawe rozprawy
doktorskiej ukazaly si¢ w czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation Reports
o lacznym wspotczynniku wpltywu (IF) rownym 20,408. Daje to bardzo dobry $redni wynik
na jedna prace (IF=5,102). Nalezy podkresli¢, ze wszystkie artykuly obejmuja wyniki badan
eksperymentalnych. Rozprawa doktorska zostala uzupelniona o wykaz skr6toéw i symboli,
wstep, opis zalozen, uzasadnienie wyboru tematyki badawczej, podsumowanie i wyniki
koncowe, abstrakt w jezyka angielskim, wykaz literatury (117 pozyciji) oraz zyciorys
polaczony z dorobkiem naukowym. Dobér i wykorzystanie Zrédel nalezy uznaé za
wlasciwe. Bibliografia rozprawy jest adekwatna do podjetej tematyki, a ilo$¢ przytoczonej
literatury §wiadczy o dobrym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do realizacji zadan
badawczych w ramach podjetej tematyki.

Artykuly stanowiace rozprawe doktorskg zostaly juz wczesniej poddane ocenie
edytoréw naukowych oraz recenzentéw, co niewatpliwe ulatwia prace recenzentowi, jednak
w zaden sposob nie zwalnia go z obowiazku dokonania wlasnej analizy, do ktorej zostat
zaproszony. W obowiazku recenzenta, w przypadku rozpraw doktorskich przygotowanych
w oparciu o wieloautorskie publikacje, niezbedna jest ocena indywidualnego wkiadu
Doktorantki w powstanie tych prac. Z dolaczonych do rozprawy doktorskiej oswiadczen
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wspolautoréw publikacji wynika, ze udzial Pani mgr Izabelli Koski w przygotowaniu
manuskryptow, w mojej interpretacji na podstawie wkladu poszczegdlnych autoréw
zamieszczonych w opublikowanych pracach, byt dominujacy. Trudno jest jednak odnies§é
si¢ jednoznacznie, poniewaz Pani mgr Izabella Koska nie zamiescita swojego oswiadczenia,
na podstawie ktéorego mozna byloby okredli¢ jednoznacznie potwierdzic wkiad
merytoryczny Doktorantki. Mam nadzieje, Zze Pani mgr Izabella Koska podejmie ten temat
podczas obrony rozprawy doktorskie;.

W publikacji oznaczonej jako D1 zatytulowanej Simultaneons determination
of ciprofloxcacin and ofloxacin in animal tissues with the use of capillary electrophoresis with transient
psendo-isotachophoresis, opracowana zostala precyzyjna, czula i dokladna metoda oznaczania
cyprofloksacyny i floksacyny w tkankach. W celu uzyskania optymalnych warunkéw
oznaczenia wyzej wymienionych zwiazkow, Doktorantka wykorzystala elektroforeze
kapilarna dokonujac doboru takich parametréw jak: rodzaj, stezenie oraz pH roztworu
elektrolitu podstawowego, w taki sposob, aby zapewni¢ analitom odpowiednie srodowisko,
w ktorym zyskuja tadunek, co umozliwia ich rozdzielenie. W celu przygotowywania prébki
Pani mgr Izabella Koska dokonala réowniez doboru objgtosci probki wprowadzanej do
kapilary, aby zapewni¢ jak najlepsza wydajno$¢ wzbogacenia na drodze przej§ciowej
pseudo-izotachorofezy oraz ekstrakcji ciecz-ciecz. W mojej ocenie uzyskane wyniki
zamieszczone w artykule sa cenne. Udzial Doktorantki w przygotowywaniu manuskryptu
polegal na opracowaniu koncepcji badan wraz z Promotorem, zaproponowaniu metodyki,
przeprowadzeniu analizy statystycznej, walidacji oraz przygotowaniu pierwotnej wersji
manuskryptu.

Przedstawiona koncepcja realizacji celu badawczego jest spojna i logiczna. Pani mgr
Izabella Koska zaproponowata wiasciwe metody badawcze, techniki analizy danych oraz
kryteria oceny wynikéw. Warto réwniez zaznaczy¢, ze przedstawiony plan badan jest
zgodny z aktualnym stanem wiedzy w podjetej problematyce, co potwierdza przygotowanie
teoretyczne Doktorantki. Oceniam zatem cel badan i zaproponowang koncepcje ich

realizacji jako bardzo dobrze przemyslane i adekwatne do zalozonego celu badawczego.

W publikacii Szmple, fast and reliable CE method for simultaneons determination of ciprofloxacin
and ofloxacin in human urine [D2], Doktorantka opracowala elektroforetyczne metody
oznaczania cyprofloksacyny 1 ofloksacyny w probkach moczu z wykorzystaniem
przejsciowej pseudo-izotachoforezy. Podstawa wyboru matrycy do badan bylto zalozenie,
ze osoby spozywajace mig¢so moga by¢ narazone na antybiotyki znajdujace si¢ w nim, a w
procesie metabolizmu moga by¢ wydalane wraz z moczem. Jako metode przygotowania
probki Doktorantka wykorzystala ekstrakcje ciecz-ciecz, ktéra jest prosta, a zarazem
efektywna 1 powtarzalna. Wartosci odzysku miescily si¢ w zakresie 85-115%. Jako technike

rozdzielania do identyfikacji cyprofloksacyny i ofloksacyny zastosowala kapilarna
elektroforeze strefowa (CZE) z detekcja UV-Vis. Opracowana metodyke Doktorantka
poddala walidacji, co uwiarygodnilo uzyskane wyniki. Mozna stwierdzi¢, Ze opracowana
procedura jest prosta, szybka, dokladna i moze by¢ zastosowana do analizy ludzkiego

moczu pod katem zawartosci wyzej wspominanych lekéw.
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Nowoscig naukows pracy jest okredlenie zawartosci cyprofloksacyny 1 ofloksacyny
w ludzkim moczu przy wykorzystaniu CZE 2z detekcja UV-Vis polaczonej ze
wzbogacaniem analitow metoda przejsciowej pseudo-izotachoforezy i ekstrakeji ciecz-
ciecz, co czyni t¢ pracg warto$ciowym wkiadem w analityce oznaczania pozostatosci lekow.

W publikacji Development of the chromatographic method for simultaneous determination
of azaperone and azaperol in animal kidneys and livers [D3] Doktorantka przeprowadzila badania
majace na celu opracowanie precyzyjnej metody jednoczesnego oznaczania azaperonu
1 azaperoliny izolowanych z tkanki. Doktorantka skupita swoja uwage na maksymalnym
uproszczeniu metodyki przygotowania probki oraz zminimalizowaniu obcigzenia dla
srodowiska (uklon w strone Zielong Chemii). Eksperyment zaplanowano i wykonano
poprawnie, przeprowadzono rowniez statystyczng analiz¢ otrzymanych wynikéw z
pomiaréw analitycznych. Uzyskane w trakcie badan wyniki wskazuja, Zze opracowana
procedura moze by¢ z powodzeniem stosowana do rutynowej analizy migsa pod katem
zawartosci oznaczania azaperonu i azaperoliny. Potwierdzeniem sg niskie wartosci RSD dla
przeprowadzonych oznaczen oraz bardzo dobra powtarzalnos¢ wynikéw analitycznych,
wysoka czulo$¢ i niska granica oznaczalno$ci.

Ostatnia z publikacji [D4] wchodzaca w sklad rozprawy doktorskiej zatytulowana
The application of extraction on C18-silica-modified magnetic-nanoparticles in the determination
of ciprofloxcacin and ofloxacin in meat tissues, wnosi innowacyjne rozwigzanie, gdzie Doktorantka
zaproponowala ekstrakcje na nanoczastkach magnetycznych otoczkowanych krzemionka
modyfikowana okatedylowymi lafdcuchami weglowodorowymi. Zabraklo w skrétowym
opisie, kto byl pomystodawca tych nanoczastek do sorpcji tym bardziej, Zze otrzymano je
w Katedrze Technologii i Chemii Materiatéw Wydziatu Chemii Uniwersytetu .6dzkiego.
Jak sadze, Pani mgr Izabella Koska w opaciu o wybrane techniki instrumentalne
przeprowadzila charakterystyke otrzymanych materialéw sorpcyjnych. Uzyskane wyniki
badan izolowania wybranych fluorochinolonéw, jak pisze Doktorantka, sq bardzo pogytywne
biorqe pod nwage rowniez aspekt praktycznego astosowania ekstrakegi 3 wykorgystaniem MPs
w oznaczanin lekow weterynarynych. To bardzo ciekawa praca pokazujaca poszerzenie
mozliwosci wykorzystania sorbentdéw z rdzeniem magnetycznym do izolowania wybranych
zwigzkow. Szkoda, ze Doktorantka nie pokusila si¢ o modyfikacj¢ krzemionki innymi
tanicuchami 1 przylaczeniem do nich réznych grup funkcyjnych, co znaczaco moglo
wplynac na zwigkszenie efektywnosci procesu ekstrakeji i wzbogacania fluorochinolonéw.

Wktad Doktorantki do tej pracy jest dla mnie niedoprecyzowany. Oswiadczenia nie
do kofica sa spojne z zamieszczong na koncu publikacji deklaracja wszystkich autorow.
W streszczeniu poprzedzajacym publikacje jest mieszanka liczby pojedynczej (zrobitam,
dodatam, itp.) i mnogiej (przeprowadzilismy, suszyliémy, itp.). Prosz¢ o wyjasnienie tego
faktu podczas rozprawy doktorskiej.

Dokonujac oceny merytorycznej rozprawy doktorskiej i dyskusji wynikdw
za najbardziej wartosciowe osiagnigcie pracy stanowiace jednoczesnie element nowosci

naukowej uznaje:
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e opracowanie czterech, nowych metody oznaczania lekoéw weterynaryjnych z grupy
antybiotykow oraz lekéw uspokajajacych w tkankach oraz moczu z wykorzystaniem
chromatografii cieczowej i elektroforezy kapilarnej zapewniajacych niskie granice
oznaczalnosci badanych analitow,

e zaproponowanie wzbogacania, wybranych lekéw uspokajajacych wystepujacych
w probkach migsa, w kapilarze na drodze przejsciowej pseudo-izotachoforezy
- wzbogacenie 1 oznaczanie wybranych fluorochinoléw w probkach migsa oraz
moczu,

e aplikacyjnos¢ uzyskanych wynikow badan w praktyce — mozliwos¢ wykorzystania
opracowanych metodyk analitycznych do izolowania i oznaczania wybranych
analitow z probek migsa i moczu,

e opracowanie procedury ekstrakcji wybranych analitow 2z zastosowaniem
nanosorbentéw o wlasciwosciach magnetycznych.

Przedstawiona rozprawe doktorska oceniam pozytywnie. Omawiane zagadnienia
sa bardzo aktualne, a uzyskane wyniki badan moga by¢ wykorzystane w rutynowych
analizach pozostalosci lekow weterynaryjnych w probkach biologicznych. Przeprowadzone
badania dowodza, ze Doktorantka posiada wiedz¢ 1 umiejetnosci w obszarze
opracowywania szybkich procedur analitycznych dedykowanych okresleniu zawartosci
wybranych antybiotykow stosowanych w hodowli zwierzat, czego potwierdzeniem sa
publikacje stanowigce podstawe doktoratu, ktére ukazaly si¢ w bardzo dobrych
czasopismach znajdujacych si¢ w bazie JCR. Nalezy podkresli¢, ze wyniki uzyskane
w ramach pracy doktorskiej zostaly poddane walidacji oraz krytyczniej ocenie. Uwazam, ze
cz¢$¢ doswiadczalna zostala dobrze zaplanowana, a prezentacja i oméwienie wynikow
sa przeprowadzone poprawnie. Pani mgr Izabella Koska udowodnila swoja bieglos¢
w obszarze omawianej problematyki oraz wykazala si¢ odpowiednim przygotowaniem
naukowym, umozliwiajacym jej skuteczne podejmowanie badan w tym zakresie.

Uwagi szezegdtowe

Podczas lektury rozprawy doktorskiej nasunely mi si¢ pewne spostrzezenia 1 uwagi,
ktére maja charakter dyskusyjny i nie umniejszaja wartosci pracy, a moga byc¢ jedynie
pomocne w dalszej pracy naukowej Doktorantki. Przedstawione ponizej uwagi
1 komentarze nie maja charakteru negatywnego, a sa jedynie punktem wyjscia do podjecia
dyskusji naukowej w trakcie obrony, dlatego tez prosz¢ o wyjasnienie:

o skrotu SEF — ,wspdlezynnik wpomnienia czutosci” - strona 3,

e czym kierowala si¢ Doktorantka zestawiajac w Tabeli 3 osiagniecia innych badaczy
dotyczace oznaczania fluorochinolonéw w preparatach farmaceutycznych i $ciekach
komunalnych? - strona 23,

o cytuje: metod oznaciania wybranych priege mmie analitow 3 wykorgystaniem  ekstrakdi
na nanociqstkach magnetyeznych. Czy ekstrakcja moze stuzyé do oznaczania analitow? -
strona 34,
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Therefore, it is characteriged by a very simple procedure of sample preparation but at the same time

satisfactory precision and accuracy — czy metoda przygotowania probki moze by¢ okreslona

jako precyzja i doktadna? - Introduction w publikaciji D2,

e wjaki sposéb wyznaczano LOD i LOQ? - w publikacji D2 1 D3, w obydwu przypadkach
Tabela 2,

e czym kierowala si¢ Doktorantka taczac punkty na tych zalezno$ciach na rysunku 21 4? -
publikacja D4,

e czy na podstawie tylko spektroskopii w poczerwieni mozna dokonaé opisu
charakterystyki fizykochemicznej czastek magnetycznych? — publikacja D4,

e czy faktycznie nanoczastki magnetyczne, niekomercyjne moga by¢ wykorzystane

w rutynowym przygotowaniu probek? — publikacja D4,

e dlaczego w zadnej z prac nie wyznaczono efektu matrycy?

Reasumujac, stwierdzam, ze Doktorantka w pelni zrealizowala zamierzone cele
badawcze. Wszelkie uwagi krytyczne 1 komentarze majgq charakter polemiczny i nie
wplywaja negatywnie na osiagnigcia Pani mgr Izabelli Koski. Recenzent nie ma watpliwosci,
ze praca zostala napisana przez osob¢ majaca wiedz¢ na temat wybranej problematyki
badawczej. Dyskusja wynikéw zostala przeprowadzona w sposéb dojrzaty, a Doktorantka
wykazala si¢ umiejetnoscia krytycznej oceny uzyskanych rezultatéw. Zabraklo mi jedynie
poprawnego sformutowania wnioskéw podsumowujacych rozprawe doktorska. Wymagajq
one doprecyzowania i/lub skorygowania w odniesieniu do wytycznego celu. Warto réwniez
podkreslic, ze Doktorantka, oprécz wcezesniej wspomnianych publikacji, posiada
dodatkowo dwa artykuly w czasopismach z bazy JCR (Analytical Biochemistry, Molecules) oraz
dwa w dwumiesi¢czniku Chemia w Skole. W swoim dorobku Pani mgr Izabella Koska
posiada pi¢¢ referatow naukowych na krajowych konferencjach oraz dziesi¢é prezentacji
plakatowych, z czego jedna odbyla si¢ na konferencji zagranicznej, a pozostale
na konferencjach krajowych. Dodatkowo, Doktorantka kierowala projektem naukowym
Doktoranckiego Grantu Badawczego UL. Ponadto, Pani mgr Izabella Koska uczestniczyta
w International Summer School Food Safety and Healthy 1iving (Braszow, Rumunia — 4 dni),
co dodatkowo wzbogaca jej doswiadczenie naukowe.

Podsumowanie i wniosek koricowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Izabelli Koski stanowi
wazne studium zwigzane z opracowaniem metodyk analitycznych majacych na celu
oznaczenie wybranych lekow weterynaryjnych w probach biologicznych. Stanowi ona
rozwigzanie problemu naukowego dotyczacego nowych procedur majacych aplikacyjnosé
w rutynowych analizach w oznaczaniu pozostalosci antybiotykoéw. Uwazam,
ze Doktorantka posiada wiedze¢ w zakresie wykorzystania narzedzi analitycznych
do opracowania odpowiednich metodyk i potwierdzila swoja dojrzalos¢ naukowsa poprzez
prawidlowy wyboér tematyki rozprawy doktorskiej, zaplanowanie i realizowanie badan
cksperymentalnych oraz przeprowadzenie analizy uzyskanych wynikow badan. Dowodzi to
nabycia przez Doktorantk¢ odpowiedniej wiedzy teoretycznej oraz umiejetnosci
zastosowania tej wiedzy przy rozwiazywaniu zagadnien badawczych.
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Stwierdzam, ze Pani mgr Izabella Koska wykazala si¢ umiej¢tnoscia prowadzenia
pracy naukowej w tym obszarze, a przedlozona o oceny rozprawa doktorska spetnia wedtug
mnie wszelkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Biorac wszystkie wymienione
elementy oceny pod uwage uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Izabelli Koski
zatytulowanej Nowoczgesne sposoby przygotowania probek biologicznych i srodowiskowych w ognacanin
lekdw, spelnia kryteria okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2023 r. o stopniach
naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn.
Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 z poézniejszymi zmianami) stawiane rozprawom doktorskim,
wiec wnioskuje do Komisji Uniwersytetu f.odzkiego do spraw stopni naukowych
w dyscyplinie nauki chemiczne o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Quisle Yadasic *Eﬂj Gudy
Torun, ditia 6 stycznia 2024 .
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