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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Angeliki Tkaczyk-Wlizto pt.:
,Barwniki farmakologicznie czynne jako zanieczyszczenie

srodowiska wodnego”
wykonanej
w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach pod
kierunkiem naukowym dr hab. Kamili Mirowskiej, prof. instytutu oraz

promotora pomocniczego dr Tomasza Btgdka.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest zwienczeniem projektu
sfinansowanego w ramach Konsorcjum KNOW ,Zdrowe zwierz¢ — bezpieczna
Zywno$¢” decyzja MNiSW nr 05 1/KNOWQ2/2015. Zanieczyszczenie srodowiska
naturalnego to jeden z istotnych probleméw dzisiejszego swiata. To zjawisko jest

szczegdlnie niebezpieczne w kontekscie barwnikow, ktére ze wzgledu na aktywnos¢



biologiczng mogg negatywnie oddzialywaé¢ na organizmy zywe wystepujace w
$rodowisku naturalnym. Aby nadzorowaé powyzsze zagrozenie, w wielu krajach
podejmuje si¢ szereg dziatan legislacyjnych, ktorych celem jest kontrola lekow jako
zrédta  zanieczyszczenia Srodowiska, a opracowanie i wdrozenie metod ich
skutecznego monitorowania w wodach i rybach konsumpcyjnych to wiodacy temat
wielu projektéw naukowych realizowanych na calym $wiecie. Za niedopuszczeniem
do legalnego stosowania barwnikéw farmakologicznie czynnych u ryb
konsumpcyjnych przemawia fakt, ze zaréwno substancje czynne jak i ich metabolity,
wykazujg potencjalne dziatanie kancerogenne, mutagenne i genotoksyczne. W
oparciu o dane literaturowe Doktorantka wyselekcjonowata barwniki, ktére ze
wzgledu na wiasciwosci farmakologiczne, moga by¢ stosowane nielegalnie w
hodowlach ryb, lub ich obecno$¢ moze zaburza¢ funkcjonowanie srodowiska
wodnego. Ograniczone informacje na temat zanieczyszczenia Wwybranymi
barwnikami jezior i rzek w Polsce, sktonity Doktorantke do podjecia proby
oszacowania skali problemu wystepowania tych zwigzkéw w srodowisku wodnym.
Dlatego, gtéwnym celem dysertacji byto okreslenie, czy w rybach wolno zyjacych,
osadach dennych i wodzie z wybranych polskich jezior i rzek, narazonych na rézne
formy oddziatywania czlowieka, wystgpuja barwniki farmakologicznie czynne
stosowane w roznych galeziach przemystu, oraz w medycynie ludzkiej jak 1 w
praktyce weterynaryjne;j.

W $wietle powyzszego, tematyka badan podjetych przez Doktorantke jest
aktualna i ma wysoce istotne znaczenie zaréwno poznawcze, jak i aplikacyjne.
Problematyka pracy jest réwniez interesujaca z analitycznego punktu widzenia, gdyz
nie lada wyzwaniem byto opracowanie i walidacja metody pozwalajgcej na
rownoczesne oznaczanie 22 barwnikow w migsniach ryb i osadach dennych, oraz 20
barwnikow w wodzie. Wiarygodnos$é analizy tego typu materiatu biologicznego,
zalezy zaréwno od doboru i optymalizacji warunkow procesu wstgpnego
przygotowania prébek do analiz, jak i od wiasciwie wybranej i zastosowane;j techniki
pomiarowej. Problemy te sa tym trudniejsze, im mniejsze jest stezenie oznaczanego

analitu w probce. Inng trudnos¢ analityczna stwarzaja skladniki matrycy badanej



probki, ktore wystepujac zwykle w nadmiarze w stosunku do analitu sg potencjalnym
zrodlem efektéw interferujacych i w konsekwencji — blgdow o charakterze
systematycznym. Opanowanie tych wszystkich probleméw wymaga od badacza
duzej wiedzy chemicznej i znacznych umiejetnosei analitycznych. Ze wzgledu na
koniecznoéé oznaczania wielu analitow jednoczesnie oraz zapewnienia czufosci i
selektywno$ci  opracowywanej metody, Doktorantka  wykorzystata ultra
wysokosprawng chromatografie cieczowa z tandemowa spektrometrig mas.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje 173 strony
maszynopisu, w ktorym zawarte jest 23 zestawienia tabelaryczne, 33 ryciny,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow wykorzystywanych w
tek$cie dysertacji oraz ponad 200 pozycji pismiennictwa. Zaréwno zestawienia
tabelaryczne jak i ryciny odpowiednio ponumerowane i opisane zostaly umieszczone
w kolejnych rozdzialach rozprawy, co istotnie utatwia czytelnikowi zrozumienie
trudnych i wielowatkowych zagadnien przedstawionych w powyzszej dysertacji.

Wykorzystane przez Doktorantke przy pisaniu dysertacji pismiennictwo
obejmuje w wiekszosci oryginalne prace doswiadczalne opublikowane w fachowych
czasopismach obcojezycznych, co $wiadczy o znaczeniu i aktualnosci
wykonywanych przez Doktorantke badan metodycznych.

Uktad przedstawionej pracy jest logiczny i przejrzysty z nastgpujgcymi po
sobie rozdziatami: Wykaz stosowanych skrotéw, Wstep, Cel pracy, Materiat i
metodyka, Opracowanie procedur badawczych oznaczania  barwnikow
farmakologicznie czynnych w materiale biologicznym i $rodowiskowym, Wyniki
opracowania metod oznaczania barwnikéw, Badania wystgpowania barwnikow w
rybach wolno zyjacych, osadach dennych i wodzie z wybranych jezior i rzek,
Dyskusja, Wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Pismiennictwo.

Wstep dysertacji zostal opracowany przez Doktorantke w sposob poprawny, a
jego tre$é $wiadczy o wiedzy Autorki i teoretycznym przygotowaniu do podjgcia
powyzszego tematu  badawczego.  Doktorantka  wprowadza  czytelnika
w problematyke stosowania barwnikéw farmakologicznie czynnych, ich toksycznego

dziatania u ryb i ssakéw, obszernie opisuje ich wystgpowanie w srodowisku wodnym



i produktach akwakultury oraz krotko przedstawia metody oznaczania barwnikow w
materiale biologicznym i srodowiskowym. W dalszej czesci nastepuje uzasadnienie
celowosci badan, po tym opis substancji wzorcowych, odczynnikdw, materialow oraz
sprzetu i aparatury uzytych w doswiadczeniu. W tym rozdziale Doktorantka
szczegdtowo omawia takze walidacje wielosktadnikowej metody i charakteryzuje
parametry, jakie bedzie brala pod uwage w trakcje walidacji. W rozdziale
dotyczacym  opracowania procedur badawczych  oznaczania  barwnikow
farmakologicznie czynnych, Doktorantka przedstawia optymalizacje warunkow ich
detekcji oraz rozdzielania za pomoca tandemowej spektrometrii mas i ultra
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, odpowiednio. Poszczegoélne etapy
doswiadczenia zostaly opisane w sposdb staranny i klarowny, pozwalajacy na
doktadne sledzenie uzyskiwanych postepow. W kolejnym rozdziale nastepuje
podsumowanie wczes$niejszych dziatan majacych na celu opracowanie warunkow
ekstrakcyjnych i chromatograficznych poprzez przedstawienie na rycinach 24 1 29
schematu metod oznaczania 22 barwnikdw w miesniach ryb, osadzie dennym i
wodzie, odpowiednio. Doktorantka prezentuje takze wyniki walidacji, ktore
usystematyzowane sa w odpowiednich tabelach, a rozdziat barwnikoéw i ich detekcja
przedstawione sa na odpowiednich chromatogramach.

Tak dobre przygotowanie metodyczne doprowadzito do opracowania nowej metody
oznaczania 22 barwnikéw farmakologicznie czynnych nalezacych do pigciu réznych
klas chemicznych w miesniach ryb w jednym postepowaniu analitycznym. Poza tym
spetnienie wszystkich kryteriow walidacyjnych potwierdza, ze wyniki analiz sg
powtarzalne i w pelni wiarygodne. Opracowana i zwalidowana metoda analityczna
data Doktorantce gwarancje uzyskania rzetelnych wynikéw badan.

Na szczegdlng uwage zastuguje ilosé danych doswiadczalnych. Ich omowienie 1
polemika z wynikami badan innych naukowcéw nastgpuje w rozdziale ,,.Dyskusja”.
Autorka w usystematyzowany sposob podsumowata kolejne kroki budowania metody
analitycznej oraz zinterpretowata wyniki prac doswiadczalnych odnoszac si¢ do
kolejnych etapéw badan. W moim przekonaniu dyskusja otrzymanych wynikow jest

przekonywujaca, a dobrze udokumentowane rezultaty badan pozwolily Doktorantce



na postawienie 9 prawidtowo skonstruowanych wnioskow, ktére stanowia odpowiedz
na zalozone cele badawcze. Martwi jedynie fakt, ze barwniki, ktére sa zabronione do
stosowana w srodowisku wodnym sa nadal wykrywane. Nalezaloby sie tutaj odwotac
do odpowiedzialnosci cztowieka, ktéry decyduje sig¢, mimo zakazu, na ich
wykorzystywanie.

Na uwage zastuguje, ze Doktorantka osiggneta zasadniczy cel badawczy, a
mianowicie opracowala czulg metode oznaczania 22 barwnikéw farmakologicznie
czynnych w migéniach ryb i osadach dennych za pomoca UHPLC-MS/MS. Nalezy
dobitnie podkresli¢, ze jest to pierwsza metoda pozwalajaca na jednoczesne
oznaczenie tak wielu analitow na poziomie LOQ=0,5ug/kg.

Dodam jeszcze, ze uzyskane wyniki badan przeprowadzonych na jednej grupie
zwierzat mogg stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych projektéw naukowych.

Zauwazone w trakcie czytania pracy niedociggnigcia i pojedyncze bledy
literowe nie umniejszaja jej wartosci i catos¢ rozprawy doktorskiej oceniam
pozytywnie, za$ otrzymane wyniki badan maja duza wartos¢ poznawcza i praktyczna,
wnosza bowiem istotny wkiad do badan z zakresu medycyny i praktyki lekarsko-
weterynaryjne;j.

W catosci, praca mgr Angeliki Tkaczyk-Wlizto spetnia warunki stawiane
wspotczesnym rozprawom doktorskim, zwlaszcza jej aspekt aplikacyjny. Autorka
wykazata sie zrozumieniem tematyki badan, opanowata szeroki wachlarz technik
ekstrakcyjnych i pomiarowych. Kompetencje Autorki w $wietle znaczacych
z punktu widzenia praktycznego oraz poznawczego wynikéw oceniam wysoce
pozytywnie.

W wyniku analizy merytorycznej oraz formalnej rozprawy doktorskiej Pani
mgr Angeliki Tkaczyk-Wlizto z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze odpowiada
ona warunkom okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym orazo stopniach i tytule w zakresie sztuki. Powyzsze
stwierdzenie upowaznia mnie do przedtozenia Wysokiej Radzie Panstwowego

Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach



wniosku o jej przyjecie i dopuszczenie Pani mgr Angeliki Tkaczyk-Wlizto do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage niewatpliwie elementy nowosci naukowej
wynikéw badan przedstawionych w rozprawie, oraz potencjal innowacyjny
uzyskanych rezultatéw wyrazajacy sie w ich znaczeniu dla diagnostyki medycznej

i weterynaryjnej, wnioskuje o wyroznienie rozprawy doktorskiej.




