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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Klaudii Stando pt:
Opracowanie i zastosowanie nowych procedur analitycznych do oznaczania
wybranych zanieczyszczen oraz produktow ich transformacji w Srodowisku,
wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Sylwii Bajkacz. prof. PS

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Klaudii Stando zostata wykonana w Katedrze Chemii
Nieorganicznej, Analitycznej i Elektrochemii na Wydziale Chemicznym Politechniki Slaskiej.
Gléwnym celem badan podjetych przez Doktorantkg bylo opracowanie nowych metod
analitycznych, umozliwiajacych oznaczanie wybranych érodkéw bakteriobdjezych (AMs) oraz
produktéw ich przemian (TPs) w probkach érodowiskowych. W badaniach Pani Klaudia Stando
stosowala technike wysokosprawne] chromatografii cieczowej sprzgzonej z tandemowsa
spektrometria mas (HPLC-MS/MS), wykorzystujac opracowane z jej udzialem metody w tzw.
ana‘Iiz.ach przesiewowych 1 niecelowanych.

Problem pozostalosci w $drodowisku farmaceutykéw, w tym antybiotykéw 1
syntetycznych érodkéw bakteriobojezych oraz produktdw ich przemian, jest niezwykle istotny
w dobie coraz to wiekszego ich spozycia, zardwno przez ludzi jak i zwierzeta. W przypadku
ludzi chodzi gléwnie o efekt terapeutyczny podezas gdy u zwierzat dochodzi aspekt poprawy
wydajnosci produkcji. Przyczyn takiego stanu 'rze-:zy jest wiele i tyle samo prob rozwigzania
tego palacego problemu. Jednym z nich jest objecie nadzorem przez WHO spozycia
wspomnianych érodkéw. Od roku 2003 w UE obowigzuja natomiast regulacje, ktore majg za
zadanie ograniczy¢ stosowanie AMs w hodowli bydta, trzody chlewnej i drobiu. ale takze ryb.
Drogi emisji AMS i TPs do $rodowiska sa roznorakie, nie zawsze oczywiste. Chodzi przede

«wszystkim o nawozenie gleby obornikiem, ale rowniez jej wzbogacanie kompostem
zawierajacym piora, resztki pasz i odpady biologiczne, np. z ubojni. Znaczacy udzial w tym
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Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Klaudii Stando stanowi zbiér dziewigeiu spojnych
tematycznie artykuléw, ktore zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach
branzowych, takich jak: Chemosphere (2021, IF 8,943: 140 pkt, P1), Science of the Total
Environment (2022, IF 10,753; 200 pkt, P2). Molecules — 2 pozycje (2021, 2022, IF 4,927; 140
pkt, P3 i P5), Scientific Reports (2022, 4,996; IF 140 pkt. P4), International Journal of
Environmental Research and Public Health (2022, IF 4.614; 140 pkt, P6), Environmental
Sciences & Pollution Research (2023, IF 5,800; 100 pkt, P7), International Journal of
Phytoremediation (2023, IF 3.7; 100 pkt, P8), Journal of Photochemistry, Photobiology, A:
Chemistry (2024, IF 4,3; 70 pkt, P9). Catkowity dorobek naukowy Doktorantki obejmuje 16
wspolautorskich publikacji, wspélautorstwo 2 rozdzialéow w monografii oraz 21 wystapien
konferencyjnych ustnych (4) i posterowych (17). Jest to dorobek imponujacy jak na ten etap
kariery zawodowej, szczegdlnie jesli uwzgledni sie, Zze zostal zgromadzony w latach 2020-2024.

W obszernym opisie, tzw. przewodniku, ktéry jest uzupelnieniem zalaczonych
publikacji, Pani mgr inz. Klaudia Stando zarysowala kontekst badawczy, uzasadnila podjecie
tematu badan, jasno sformulowala cel, dokonala przegladu literatury przedmiotu i w sposob
usystematyzowany przedstawila wyniki swoich badan. Calod¢ zwienczaja podsumowanie,
wnioski i bibliografia (171 pozycji), ktéra zostala dobrana w sposob niebudzacy zastrzezen.

W swojej pracy Doktorantka podjela probe opracowania metod oznaczania wybranych
AMs, lacznie 22, sposrdd 7 grup lekow, tj. sulfonamidow (SAs), tetracyklin (TCs),
flugrochinolonéw (FQs), makrolidéw (MQs), betalaktaméw (f-Ls). linkozyamidow (LAs) 1
glikopeptydéw w wodach, $ciekach, glebie i tkankach rodlinnych. Ich dobor zostal
przeprowadzony w oparciu o raport WHO dotyezacy spozycia antybiotykow w latach 2016-
2018, opublikowane wyniki badan przesiewowych érodowiska oraz dane na temat spozycia
lekow na terenie Polski, Takze wybdr HPLC-MS/MS nie byl przypadkowy, jako ze stanowi ona
technike pierwszego wyboru podczas oznaczania AMs w prébkach srodowiskowych, co
Doktorantka wykazata rowniez w autoreferacie. Takie podejscie mialo swoje konsekwencje w
.ﬁérslfaci wyboru klasycznych technik na etapie przygotowania probki do analizy
chromatograficznej. Mowa o technikach ekstrakcyjnych, w tym ekstrakeji do fazy stalej (SPE) i
ckstrakeji cialo stale - ciecz (SLE).

Autorka rc;zprawy wykonala szereg eksperymentdw, ktorych celem bylo dobranie
*odpowiednich warunkéw ekstrakeji dla dwéch rodzajow probek srodowiskowych, tj. probek
cieklych (woda, $cieki; P1, P2, P6, P8) i stalych (gleba, tkanki roélinne, P4, P7, PS5, P8). Badano
odzysk analitow, takich jak: ciprofloksacyna (CIP), kindamycyna (CLD), klarytromycyna
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(CLR), doksycyklina (DOX), enrofloksacyna (ENF), lewofloksacyna (LVF), metronidazol
(MET), oksytetracyklina (OTC), sulfadiazyna (SFD), sulfametizol (SFH), sulfametazyna (SFM),
sulfapirydyna (SFP), sulfamerazyna (SFR), sulfatiazol (SFT), sulfizoksazol (SFX),
sulfametoksazol (SMX), tetracyklina (TC), trimetoprim (TRI), tylozyna (TYL) 1 wankomycyna
(VAN). W przypadku badaf dotyezacych bioakumulacji i biotransformacji AMs pobranych
przez rodliny z wody i gleby (PS5, P6, P8) analizowano pietruszke zwyczajng, limnobium
rozlogowe, rzodkwi¢ japoriska i rzese wodna. Proces optymalizacji byl standardowy i
obejmowal dobor sorbentu i jego masy, pH probki, rodzaj i objgtodé eluentow, rodzaj
rozpuszczalnika, w ktérym rozpuszczano pozostalo$é po odparowaniu ekstraktu oraz rodzaj
filtra strzvkawkowego. Wainym osiggnigciem w tym obszarze, w kontekscie przeprowadzonych
w ramach dysertacji eksperymentéw, bylo wykazanie przez Doktorantke, Ze problemy z
odtwarzalnoscig procedur ekstrakeji AMs z gleby sg zwiazane z nieuwzglednianiem zawartosci
materii organicznej, skladnikow mineralnych i tekstury. Ta czes¢ badan nie budzi zadnych
watpliwosci zardéwno od strony merytorycznej, co potwierdzili recenzenci publikacji bedacych
podstawa dysertacji, ale réwniez od strony prezentacji wynikéw w autoreferacie Doktorantki.

Drugim wainym elementem przeprowadzonych badan byla optymalizacja parametrow
pracy detektora mas dla potrzeb opracowanych metod chromatograficznych. W przypadku wod.
dciekow, gleb oraz tkanek roélinnych byly to dwie metody, ktére umozliwialy oznaczanie
wybranych 22 AMs. Dwie kolejne dotyczyly oznaczania pojedynczych zanieczyszczen.
Podobnie jak w przypadku etapu przygotowania probki do analizy zastosowano klasyczne
podejécie, polegajace na wykorzystaniu pracy detektora w trybie monitorowania reakcji
nastgpczych (MRM). Okreslono przejécia jon pseudomolekularny — jon potomny oraz
odpowiadajacy im potencjal rozgrupowania klastréw (DP), a takze energi¢ kolizji i potencjal
wyjscia z komory zderzen (CXP). Dokonano takze doboru warunkow rozdzielania
chromatograficznego, w tym rodzaju kolumny chromatograficznej, skladu i predkosci
przephrwu fazy ruchomej, rodzaju elucji, temperatury oraz objetosci wprowadzanej probki.
Dpramwane metody zostaly zwalidowane z uwzglednieniem zasad obowiazujacych w
przypadku analizy probek srodowiskowych i biologicznych. Wszystkie dziatania podjete w tym
obszarze zostaly przeprowadzone poprawnie i nie budzg zastrzezen.

Wykorzy sihjq.c opracowane narzedzia analityczne (P1-P9) Autorka ocenila efektywnosc
vusuwania 14 wybranych AMs w procesie oczyszczania $ciekéw metoda osadu czynnego.
Wskazata okresy najwigkszej oraz najmniejszej emisji AMs do oczyszczalni sciekow.
Potwierdzila, ze stosowane metody oczyszczania sciekow nie zapewniaja usunigcia AMs a moga
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stanowié przyczyne generowania ich trwalych pochodnych (TPs). Opracowane procedury
umozliwity roéwniez sledzenie losow AMs w glebie, szlaki ich przemieszczania a tym samym
dostepnos¢ dla roshin (P4, P5). Przeprowadzone badania umozliwity wyciagniecie dosé
oczywistych wnioskow, méwiacych mianowicie, ze: zawarto$¢ wegla organicznego ma istotne
znaczenie jesli chodzi o mobilnosé AMSs, systematvczne wprowadzanie AMs do srodowiska
skutkuje jego ciagla obecnoscia, niektdre rosliny posiadaja potencjal aby usuwaé AMs ze
srodowiska (fitoremediacja (P6, P8). W ramach badan laboratoryjnych Doktorantka dokonata
oceny skutecznosci fotokatalizy heterogeniczne) w kontekscie usuwania wybranych AMs (P3,
P9). Wykorzystujgc rézne tryby pracy detektora mas Pani Klaudia Stando podjela probe
przesledzenia szlakéw transformacji AMs w érodowisku, wskazujge na mozliwe produkty tych
przemian.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi, w mojej opinii spajng catost 1 od
strony merytorycznej nie budzi zadnych watpliwosei, zaréwno co do jakosei jak i wartosci
naukowej. Zaplanowanie, przeprowadzenie ekspervmentow, zastosowane narzedzia badawcze
oraz wyciagnigte logiczne wnioski $wiadcza o doskonalym teoretycznym 1 praktycznym
przygotowaniu Doktorantki do badan naukowych. Wskazuja jednoznacznie na duzg
samodzielnosé ale réwniez umiejetnosé prowadzenia wspolpracy naukowej.

Za szczegblnie wartoSciowe uwazam osiagnigcia Pani mgr inz. Klaudii Stando
wymieniong ponizej.

. Opracowanie efektywnych narzgdzi analitycznych, w tym optymalizacja przygotowania
probki i walidacja, bazujacych na technice HPLC-MS/MS, ktdre z powodzeniem zostaly
wykorzystane praktycznie w analizie prébek biologicznych, w tym wod. sciekow, gleby
oraz tkanek roélinnych na okolicznosé oznaczania AMs.

2. Wykazanie/potwierdzenie, e oczyszczalnie $ciekdw oraz nawozenie gleby obornikiem
uzyskanym od zwierzat przyjmujacych srodki farmakologiczne stanowia glowne Zrodla

AMs i produktow ich przemian w srodowisku.

3. Potwierdzenie, e fitoremediacja oraz kataliza heterogeniczna moga by¢ przydatne w
kontekscie eliminowania pozostalosci AMs oraz TPs ze srodowiska.

4, Podjecie proby identyfikacji produktéw przemian AMs w drodowisku poprzez
wykorzystanie analiz przesiewowych i niecelowanych w oparciu o technike HPLC-

MS/MS oraz wykazanie, ze sg one odporne na biologiczne metody oczyszczania

sciekow,
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Oprocz bardzo wielu niepodwazalnych walordéw, przewodnik po cyklu publikacji posiada
pewne drobne niedociagniecia. Chodzi np. o niepoprawne uzycie okreslenia ,.nastrzyk™ (str. 54)
w kontekscie wprowadzania probki do kolumny chromatograficznej, traktowanie jako
synoniméw okreslen ,,ilos¢” i ,liczba™ czy bardzo nieliczne bledy literowe (np. ulfametazyna;
str. 46, Tabela 11) i interpunkcyjne. W odniesieniu do calosei tego kompleksowego opracowania

S3 one w gruncie rzeczy do pominigcia.

Cheiatbym jednak aby Autorka rozprawy odniosla sie do dwoch istotnych kwestii.
1. Jaki wplyw na wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw, w kontekscie przeprowadzonych
badan oraz specyfiki stosowanej techniki analitycznej, wywieral tzw. efekt matrycowy?
2. W przypadku analiz niecelowanych (NTA), prowadzonych w oparciu o niskorozdzielcza
technike HPLC-MS/MS, duza trudnoédeia jest ustalenie struktur czasteczkowych
zwigzkow. Jak Pani poradzila sobie z tym problemem?

Po przeanalizowaniu materialow stanowiacych podstawe w procedurze ubiegania sig o
stopieni doktora przez Pania mgr inz. Klaudie Stando stwierdzam, ze zalozony cel pracy zostal
osiggniety a rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Stwierdzam
rowniez, ze przedstawiona mi do recenzji praca zatytulowana Opracowanie i zastosowanie
nowych procedur analitycznych do oznaczania wybranych zanieczyszczen oraz produktow ich
transformacji w srodowisku spelnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe z
dni 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce Dz.U. Nr 2018, poz. 1668, z poin.
zm. W konsekwencji wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Slaskiej o
dopuszczenie mgr inz. Klaudii Stando do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Uwazam ponadto. e zbi6r publikacji stanowiacy podstawe dysertacji. po uwzglednieniu
oswiadezen wspotautorow oraz Doktorantki, mogiby z powodzeniem by¢ prezentowany jako
cvkl habilitacyjny. Dlatego tez, biorge pod uwage jakoéé przeprowadzonych w ramach rozprawy
#loktorskiej badan, ich nowatorstwo, wartosé me:r}rtnr}'ﬂzn# oraz zakres, a takze fakt, ze zostaly
w calodci opublikowane, z niekwestionowanym bardzo istotnym udziatem Doktorantki, wnosz¢

do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Slaskiej o jej wyréznienie.

Fodpisano odrecznie preez autora
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