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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Angeliki Tkaczyk-Wlizlo
pod tytulem "Barwniki farmakologicznie czynne jako
zanieczyszczenia Srodowiska wodnego"

Praca doktorska pani mgr Angeliki Tkaczyk-Wlizlo zostata wykonana pod
kierunkiem dr hab. Kamili Mitrowskiej, prof. Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w
Pulawach, a promotorem pomocniczym by} pan dr Tomasz Btadek. Badania finansowano
w ramach Konsorcjum KNOW "Zdrowe Zwierze - Bezpieczna Zywnos¢", decyzja
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05 - 1/KNOW?2/2015.

Tematyka bedaca przedmiotem dysertacji wpisuje si¢ w aktualne trendy, dotyczace
loséw zwigzkéw chemicznych w $rodowisku antropogenicznym. Chociaz opublikowano
wiele raportéw o obecnosci w §rodowisku, takich chemikaliow jak np. pestycydy, wciaz
niewiele wiadomo na temat syntetycznych barwnikéw organicznych jako
mikrozanieczyszczen. W zwigzku z szerokim zastosowaniem barwnikéw w wielu
dziedzinach przemystu, a takze w medycynie 1 weterynarii, istnieje wysokie
prawdopodobienstwo ich przenikania do $rodowiska wodnego i glebowego. Z uwagi na
whasciwosci toksykologiczne i aktywnosé farmakologiczng mogg one stanowié zagrozenie
dla zdrowia zwierzat i ludzi jako konsumentéw wyzszego rzedu. Nie ma zatem
watpliwosci, ze nalezy monitorowaé ich obecnosé w srodowisku za pomocg wiarygodnych
procedur przy uzyciu najbardziej zaawansowanych technologii analitycznych. Nalezy
podkresli¢, ze tematyka badawcza, dotyczaca barwnikow farmakologicznie czynnych, jest
od kilku lat z powodzeniem realizowana przez czlonkéw zespolu w Zakladzie
Farmakologii i Toksykologii, a szczegélnie promotorke pracy.

Praca doktorska mgr Angeliki Tkaczyk-Wlizto napisana jest w uktadzie klasycznym.
Na 183 stronach Autorka zawarla wstep, obejmujacy przeglad literatury zwigzanej z
barwnikami farmakologicznie czynnymi, w tym zagadnienia zwigzane z charakterystyka
fizyko-chemiczng, dziataniem terapeutycznym i zastosowaniem barwnikéw w medycynie
ludzkiej. Najbardziej obszerny fragment dotyczy aspektéw toksykologicznych u réznych
gatunkow ryb i ssakéw oraz regulacji prawnych odnoszacych si¢ do pozostalosci
barwnikéw farmakologicznie czynnych w zywnosci pochodzenia zwierzecego. Na
szczegblng uwage zastuguje rozdziat poswigcony  wystepowaniu  barwnikow
farmakologicznie czynnych w produktach akwakultury i srodowisku wodnym. Autorka
zebrata wyniki badari kontrolnych pozostatoéci barwnikéw w rybach wystepujacych na
obszarze UE (2012-2019 r.) oraz przedstawita schematycznie drogi ich biotransformacji w
srodowisku. Za szczegblnie cenne uwazam tabele zbiorcze opracowane na podstawie



opublikowanych badafi naukowych, przedstawiajace wyniki analiz produktéw akwakultury
w kierunku obecno$ci barwnikéw farmakologicznie czynnych z informacjami o uzytych
metodach analitycznych, dokladnymi warto$ciami oznaczonych stezen, limitéw detekeji i
oznaczalno$ci. Te zbiorcze tabele i ryciny wymagaty od Autorki przesledzenia literatury
(ponad 200 pozycji aktualnej literatury) i selektywnego wyboru istotnych informacji.
Nalezy podkresli¢, ze zaprezentowany wstep nie jest tylko zbiorem danych, ale
krytycznym przegladem, w ktérym Autorka poréwnuje i ocenia zebrane informacje oraz
przedstawia aktualne trendy w eksplorowanym obszarze badan wraz z finalng ocena
ryzyka tych mikrozanieczyszczen dla cztowieka i srodowiska.

Kolejnym rozdzialem jest cel pracy, ktory jednoczesnie, stanowi uzasadnienie
podjetego tematu i przewidywane korzysci wynikajace z uzyskanych wynikéw. W tym
miejscu Autorka przedstawita réwniez szczegélowy plan badan, ktéry konsekwentnie
realizowata przez calg prace. Jest to ewidentny dowod na dojrzato$é naukowa Doktorantki
1 Swiadome podejscie do wykonywanej pracy.

W swoich badaniach Doktorantka wykorzystala material biologiczny jakim byty
ryby wolno zyjace oraz materiat srodowiskowy, ktéry stanowity osady denne oraz woda.
Badany material pozyskano z 36 réznych akwenéw (wody plyngce, wody stojace)
zlokalizowanych na terenie 10 wojewodztw w obrebie ktérych wyznaczono 75 punktéw
pobierania w latach 2017-2019. W sumie Autorka pozyskata z obszaru naszego kraju 165
probek w ktérych oznaczonyta ilosciowo 22 barwniki. To daje w sumie 10.890 analiz
uwzgledniajac prawdopodobnie (tej informacji nie ma jednak w pracy) trzy powtdrzenia
kazdego wyniku.

Badania wiasne stanowig 2/3 calej pracy, co uwazam za odpowiednig proporcje w
pracach doktorskich. Na koncu znajduja sie dyskusja wynikéw i zwiezte wnioski koricowe.
Praca zawiera rowniez techniczne dodatki, takie jak spis stosowanych skrotow,
streszczenie po polsku i po angielsku, referencje literaturowe (227 pozycii).

Wykonanie oznaczen ilosciowych w matrycy biologicznej wymagato od Doktorantki
zwalidowania procedur badawczych, ktére przeprowadzono zgodnie z obowiazujacymi
normami tj. PN-ISO 5725-2:2002 i PN-ISO 5725-2:2002. Walidacja objela:

-oceng stabilnosci w warunkach przechowywania analitow w roztworach wzorcowych
oraz w matrycy biologicznej zuzyciem réznych rozpuszczalnikéw w réznych
temperaturach i oswietleniu w okreslonych odstepach czasu.

-oceng specyficznosci procedur w obecnosci substancji potencjalnie interferujacych
(ciprofloksacyne, enrofloksacyne, metronidazol i sulfametoksazol)

- oceng liniowosci sygnatu w oparciu o analize regresji liniowe;.

Analizy ilosciowe Doktorantka wykonata metoda krzywej kalibracyjnej wzorca
wewngetrznego dla probek wzbogaconych na szesciu poziomach stezed w trzech
rownolegtych seriach z udziatem izotopowo znakowanych pochodnych. Podczas walidacji
metody wyznaczyta takie parametry jak: zakres roboczy, odzysk, powtarzalnosé,
odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjng, granice wykrywalnosci, granice oznaczalnosci oraz
niepewnos¢ pomiaru. Ocenita takze efekt matrycowy. Uzyskane wyniki walidacyjne
poddata analizie statystycznej w celu wyeliminowania wynikéw odbiegajacych testem Q-
Dixon’a.

Doktorantka w kolejnych podrozdzialach szczegélowo opisata dalsze kroki
optymalizacji obejmujace: warunki detekcji barwnikéw za pomoca tandemowej
spektrometrii mas (MS/MS), oraz warunki rozdzielania barwnikéw za pomoca ultra
wysokosprawnej  chromatografii cieczowej (UHPLC) testujac rézne kolumny
chromatograficzne z wypeieniem fenylowo-heksylowym, oktadecylowym (C18) i



pentafluorofenylowym (F5), rézne fazy ruchome i rodzaje elucji (izokratyczna,
gradientowa), objetosci dozowanej probki oraz temperatury kolumny. To pozwolilo
wyloni¢ $wiadomie optymalne warunki, ktore zapewnily, zgodnie z deklaracjg
Doktorantki, odpowiednie rozdzielenie, symetrycznos¢ pikéw i intensywnos¢ sygnatu.

Szczegblnie wymagajacym etapem pracy byl, w mojej ocenie, etap opracowania
warunkéw izolacji barwnikéw ze ztozonych wielosktadnikowych matryc jak miesnie ryb,
osady denne i wody naturalne. W tym miejscu, bardzo doceniam wysitki Doktorantki
zmierzajace do zapewnienia warunkoéw spelniajacych wymagania zielonej chemii, ktorej
celem jest m.in. ograniczanie zuzycia rozpuszczalnikow organicznych. Dzigki
zastosowaniu dwuetapowej ekstrakcji oraz ultradZzwickéw udalo sie jej znacznie
ograniczy¢ zuzycie acetonitrylu. Opracowywanie warunkéw oczyszczania ekstraktow,
rowniez $wiadczy o swiadomych i wytrwatych poszukiwaniach badawczych. Doktorantce
udalo si¢ znaleZ¢ sposéb na oczyszczenie ekstraktow i zapewnienie wysokiego odzysku
nie dzigki komercyjnie dostgpnym kolumienkom SPE, ale zastosowaniu tlenku glinu i
samodzielnie wykonanych kolumienek wypetnionych PSA. W celu przygotowania prébek
do analizy chromatograficznej dobrata takze odpowiedni filtr strzykawkowy, metodg prob
i blgdéw, sposréd kilku dostepnych produktow przeznaczonych do tego celu. Etapy
przygotowania probek do analizy Doktorantka przedstawita na przejrzystych,
komunikatywnych schematach, ktére sg wynikiem jej zmudnych poszukiwan.

W dyskusji, otrzymane wyniki zawartosci wybranego barwnika zieleni
leukomalachitowej w migsniach ryb, Doktorantka skorelowala z zawartoscig thuszczu oraz
zaleznosciami troficznymi pomigdzy odlowionymi gatunkami ryb. Podjeta sie réwniez
przeanalizowania zaleznosci migdzy wystepowaniem barwnikéw farmakologicznie
czynnych w organizmach ryb wolno zyjacych, osadach dennych oraz wodzie a
dzialalnosdcig cztowieka. Wymagalo to z pewnoscia duzej pracy, aby poznaé dokladnie
region, z ktérego zostaly pobrane probki i zidentyfikowaé ewentualne zrddlo
zanieczyszczenia.

W ostatnim rozdziale Doktorantka dokonata oceny ryzyka dla zdrowia czlowieka
wynikajgcego ze spozycia ryb zawierajacych barwniki tj. zieleni malachitowej i zieleni
leukomalachitowej oraz ryzyka dla $rodowiska wynikajacego z obecnosci barwnikéw
farmakologicznie czynnych w osadach dennych i wodzie.

W dyskusji Autorka odniosta si¢ do danych literaturowych, ktore poddata krytycznej
ocenie. Ten zabieg umozliwil uwypuklenie nowatorskich aspektéw wiasnych badan.
Nalezy podkresli¢, ze opracowanie metod ilo$ciowego oznaczania analitow w ztozonych
matrycach biologicznych to wieloetapowy izlozony proces analityczny wymagajgcy
doswiadczenia, wprawy i niewatpliwie zdolnosci badacza. Nie ulega watpliwosci, ze
zastosowanie ultra wysokosprawne]j chromatografii cieczowej z tandemowsa spektrometrig
mas (UHPLC-MS/MS) bylo wspélcze$nie najlepszym wyborem do tego celu, dzieki
zapewnieniu odpowiedniej czulodci i selektywnosci oznaczed. Opracowane przez
Doktorantke warunki analizy umozliwily, po raz pierwszy, oznaczenie 22 barwnikéw
nalezacych do pieciu réznych klas chemicznych (akrydynowe, fenotiazynowe,
fenoksazynowe, ksantenowe, trifenylometanowe barwniki), a zyskane wartosci granicy
wykrywalnosci i granicy oznaczalnosci sa nawet nizsze niz w innych opublikowanych
metodach, co jest niewatpliwym sukcesem tej pracy. Zastosowana metoda wzorca
wewngtrznego do oznaczen ilosciowych, wykorzystujaca deuterowane pochodne
barwnikéw, pozwolita na ograniczenie bledéw pomiaréw analitycznych wynikajacych z
efektow matrycowych.

Brak tego typu badaf na terenie Polski przemawia jednoznacznie za nowatorskim
charakterem pracy, ktéra ma wyrazny aspekt poznawczy, dotyczacy zanieczyszczenie
srodowiska wodnego Polski. Badania przeprowadzone przez Doktorantke sa unikatowe,
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gdyz wykonano je po raz pierwszy na takg skale. I chociaz nie stwierdzono obecnosci
wiekszosci barwnikow farmakologicznie czynnych powyzej LOQ, opracowane metody,
ktére sg rzetelnie zwalidowane, mogg postuzyé w przyszlosci do kontroli prébek
srodowiskowych pod katem zawartogci szerokiej gamy barwnikéw.

Z obowigzku recenzenta pozwole sobie zwrécié uwage na nieznaczne niedociggniecia,
ktére moga by¢ przydatne dla Autorki w przysztodci, jesli zdecyduje sie opublikowaé
swoje wyniki. Sugeruje nastepujace poprawki:

-Ryc. 1 blad we wzorze zieleni leukomalachitowej

-Str. 24 przesuniety podpis pod rycing

-zamiast barwienia przyzyciowego uzyto terminu »barwienia przezyciowego”
-Ryc.12-19-brak stupkéw bledow

-Wyjasnienia uzytych skr6téw pod tabelami wydaja si¢ zbedne w zwiazku z
zamieszczong tabelg skrotow

-opis materiatéw powinien zawieraé firmg, miasto, kraj zgodnie z wymogami
czasopism migdzynarodowych

-nie podano w jaki sposéb pozyskano wode do badan. Zwykle podaje si¢ wartosé
przewodnictwa i stosowang aparature

-opis akwenéw z ktérych pozyskano materiat biologiczny i $rodowiskowy powinien
znalez¢ si¢ w czesci Materialy, a znalazt sie w tab.18 na str. 143

-nie znalaztam w ilu powtérzeniach analizowano probki. Brak SD przy wynikach w
tabelach 19, 20, 21

- programy komputerowe stosowane w pracy powinny by¢ wymienione w metodyce

-brak spisu tabel i rycin oraz dodatkowych informacji, jak np. spis publikacji
wlasnych, udziat w projektach badawczych

-W przypadku optymalizacji warunkéw analizy i detekcji zabraklo tabeli lub wykresu,
ktére pozwolilyby poréwnaé wyniki uzyskane przez Doktorantke w toku optymalizacji,
odnosnie mierzonych parametrow (Ag, N, R;, o)

-ryciny bedace zbiorem chromatograméw powinny by¢ opisane szczegolowo w
podpisie

-zamiast przecinkéw w liczbach utamkowych powinny by¢ kropki

-ujednolicenia wymaga doktadnogé podawanych wartosci w Tabelach (chodzi o ilog¢
miegjsc po przecinku)

-brak wyjasnienia zjawiska bioakumulacji barwnikéw w thiszezu ryb. W
charakterystyce barwnikéw nalezalo dodaé parametr liofilowosci np. log P, aby
wiarygodnie uzasadni¢ powinowactwo do tkanki ttuszczowe;j

-ocena stabilnosci barwnikéw w postaci roztworéw jak i w matrycy biologicznej
powinna by¢ opisana w rozdzialach poczatkowych. Nalezata takze uwzglednié wptyw pH
na stabilno$¢ w szerszym zakresie, a nie tylko dla pH 3.5 zwlaszcza, ze cze$¢ badan
dotyczyta zakresu pH od 2 do 12

-mozna bylo przy okazji optymalizacji warunkéw chromatograficznych wykonaé testy
przetadowania objetosciowego i stezeniowego

Pomimo tych drobnych uchybien, w wiekszosci edytorskich, rozprawa doktorska jest
napisana bardzo starannie, poprawnym jezykiem, opracowana graficznie z dbatoscia o
szczeg6ly. Lektura cato$ci pozwala na stwierdzenie, ze wszystkie cele zostaty osiagniete.



W pracy nie znalazlam elementow, ktore budzityby jakiekolwiek merytoryczne
watpliwosci, co bez watpienia jest zastuga ogromnego analitycznego do$wiadczenia
promotorki pracy. Propozycje zmian, ktére zebratam powyzej nie sg conditio sine qua non,
a raczej propozycjami do rozwazenia, do ktérych Doktorantka bedzie mogta sie odniesé w
czasie obrony.

Na koniec chcialabym podkresli¢, ze wspomniane przeze mnie niescistos$ci nie
wplywaja na warto$¢ naukows przedstawionej rozprawy. Podsumowujgc, stwierdzam, ze
przedstawiona do recenzji praca doktorska pani mgr Angeliki Tkaczyk-Wlizto spelnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w Ustawie z dnia 4 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
Ustaw z 2017 r., poz.1789, ze zm.) i wnioskuje¢ o dopuszczenie Doktorantki do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage ogrom wilozonej pracy analitycznej, opracowanie
nowatorskich rozwigzan izolacji analitdéw z matryc biologicznych, wysitek zgromadzenia
materialu do badan z obszaru calej Polski i wysoki poziom dysertacji, wnioskuje o
wyrdznienie przedstawionej mi do oceny pracy.
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