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Recenzja pracy doktorskie;
pt. “ Ekstrakcyjne metody wydzielania wybranych lekéw przeciwhistaminowych i ich analiza
w prébkach srodowiskowych”, wykonanej przez Pania mgr Ilone Kiszkiel-Taudul
w Zaktadzie Chemii Ogolnej 1 Nieorganicznej Instytutu Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku
pod kierunkiem promotora - Pani dr hab. Barbary Starczewskiej, prof. UwB oraz promotora

pomocniczego Pani dr Barbary Lesniewskiej

Podstawa wykonania recenzji

Recenzje pracy doktorskiej opracowano na podstawie zlecenia uchwaly Rady Wydziatu
Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Bialymstoku z dnia 7 lipca 2016 roku oraz pisma
Dziekana Wydzialu Pani dr hab. Iwony Ciereszko, prof UwB z dnia 12.07.2016 roku,
dostarczonego egzemplarza rozprawy doktorskiej oraz ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 poz. 595
ze zm.).

Charakterystyka i ocena pracy doktorskiej

Tematyka recenzowanej rozprawy wpisuje si¢ w bardzo aktualne tendencje poniewaz
skazenie srodowiska naturalnego jest powaznym problemem i stanowi istotne zagrozenie dla
zdrowia ludzi, a takze ekosystemow. Inne wazne zagrozenia $rodowiskowe, m.in. zmiany
klimatyczne s3 réwniez powodowane przez skazenie srodowiska. W przysziosci — zwiazane z
tym problemy - moga ulec jedynie zaostrzeniu w wyniku wzrostu liczby ludnosci i dazenia do
wyzszego standardu Zycia. Jednoczes$nie nalezy podkreslic, ze w ostatnich latach nastapit
gwaltowny rozwoj $wiadomosci spotecznej i troski o stan $rodowiska, a rezultatem sa
dzialania skierowane w celu eliminacji roznorodnych zrodel zanieczyszczenia. Z tego
wzgledu temat realizowane] pracy doktorskiej jest bardzo interesujacy, aktualny i

uzasadniony.



Zakres wykonanych badan jest tematycznie zwigzany z profilem prac prowadzonych od wielu
lat w Zakladzie Chemii Ogodlnej 1 Nieorganicznej, w zespole Pani prof Barbary
Starczewskiej, dotyczacych analizy zwiazkoéw biologicznie aktywnych w probkach
srodowiskowych 1 preparatach farmaceutycznych.

We wstepie Doktorantka przedstawia zasadno$¢ podjetego tematu, zalozenia i krotko
charakteryzuje cel pracy. Jako cel glowny podaje opracowanie warunkéw ekstrakcji
umozliwiajacych wydzielanie z probek wody, a nastepnie oznaczanie substancji aktywnych z
grupy lekoéw bedacych antagonistami receptoréw histaminowych H,. Jako cele szczegdtowe
podano: (i) opracowanie procedury ekstrakcji z zastosowaniem zwiazkéw powierzchniowo
czynnych, (i1) modyfikacje opracowanych metod z wykorzystaniem cieczy jonowych, (iii)
modyfikacje metody LC-MS/MS w celu jednoczesnego oznaczania analizowanych substancji
w mieszaninie, (iv) weryfikacje poprawnosci opracowanych procedur poprzez oznaczenie
zawartosci wybranych substancji leczniczych w probkach wod naturalnych i $ciekach.
Zwiazkami do badan byly — famotydyna, ranitydyna, nizatydyna oraz cymetydyna. Sa to
substancje farmakologicznie aktywne stosowane gtownie w celu zmniejszenia wydzielania
soku zotadkowego, w chorobie refluksowej, w chorobie wrzodowej zotadka i dwunastnicy, a
takze w innych stanach, w ktorych wystepuje nadmierne wydzielanie kwasu solnego. Wybor
zwiazké6w do badan nalezy oceni¢ jako bardzo trafny poniewaz wymienione substancje
czynne wchodza w sktad bardzo zréznicowanych postaci leku, m.in. tabletek powlekanych,
iniekcji, zawiesin. Ponadto sa ltatwo dostepne, co znajduje przelozenie na szerokie
zastosowanie. Tematyka zagadnien poruszanych w czesci teoretycznej, whasciwy i bardzo
trafny dobor zaprezentowanych tematOw, potwierdzaja rozeznanie przez Doktorantke
szerokiego 1 bogatego piSmiennictwa.

W tym miejscu nasuwa si¢ drobna uwaga, aby w odniesieniu do analizowanych zwiazkow
stosowac nazwy ,,substancje lecznicze” lub ,,substancje farmakologicznie aktywne”, ktore nie
sa synonimem definicji leku 1 nie powinno si¢ ich uzywaé zamiennie.

Strona formalna pracy

Rozprawa zredagowana jest w powszechnie przyjety sposob, napisana poprawnym jezykiem i
przedstawiona az na 243 stronach. Ponadto zawiera 65 rysunkow, 56 tabel oraz zestawienie
skrotow 1 stosowanych symboli. Spis pi$miennictwa obejmuje imponujaca liczbe 245 pozycji,
jednoczesnie nalezy podkresli¢, ze w wiekszosci pochodzacych z ostatnich 10-ciu lat. Szata
graficzna jest niezwykle staranna, a dobrze opracowane ryciny i tabele zdecydowanie
pomagaja W zrozumieniu tekstu. Praca posiada typowy ukiad, a cato$é podzielona jest na 5
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gtownych rozdzialdw. Ponadto zamieszczono rowniez | Streszczenie” w jezyku polskim i
angielskim, Wykaz tabel i rycin” oraz ,,Spis dorobku naukowego”.

Merytoryczna ocena pracy

W celu opracowania najwazniejsze] czeSci pracy, tj. wynikow i dyskusji - Autorka
zastosowata dwa narzedzia badawcze, tj. studia literaturowe oraz eksperyment. Zatozony plan
zrealizowano, a w planowaniu jak 1 wykonaniu eksperymentu, wykorzystano wyniki badan
prowadzonych wczesniej w Zakladzie. Interpretacja wynikow zostala przedstawiona
poprawnie, a uzyskane rezultaty stanowia osiagniecie naukowe posiadajace cechy nowosci.
Doktorantka prowadzita badania dotyczace optymalizacji parametréw izolacji i wzbogacania,
wybranych substancji leczniczych z grupy antagonistow receptoréw histaminowych H,, z
probek wody. Zaplanowany zakres badan obejmowat dobor adsorbentu do ekstrakcji oraz
rozpuszczalnikéw wykorzystanych do elucji analitow. Do oceny poprawnosci doboru
warunkow postepowania analitycznego wykorzystano metode - spektrofotometryczna oraz
chromatograficzna z r6znymi rodzajami detekcji. Dla opracowanych procedur analitycznych
zostaly wyznaczone parametry walidacyjne. Program badan obejmowat takze ocene probek
rzeczywistych, ktora polegata na analizie zawartosci substancji leczniczych w naturalnych
probkach wodny zrédlane), wodociagowe, studziennej, a takze Sciekach.

Na podkreslenie zashiguje poszukiwanie i skuteczne opracowanie innowacyjnych metod
ekstrakcji substancji leczniczych o dziataniu przeciwhistaminowym do fazy statej, ktore
dotychczas nie posiadaja doniesien literaturowych. Jak wiadomo w analizach
srodowiskowych, wyboér odpowiedniej metody izolacji analitow jest waznym, a jednoczes$nie
trudnym etapem opracowania procedury analitycznej poniewaz tego rodzaju probki zawieraja
liczne sktadniki matrycy, a stezenia oznaczanych substancji sa czesto bardzo niskie. Jedna z
technik mozliwych do zastosowania w takich przypadkach, sa techniki ekstrakcji do fazy
statej SPE, ktére byly obiektem badan ocenianej rozprawy. Badania efektywnosci ekstrakcji
obeyjmowaty doboér materialu sorpcyjnego stanowiacego ztoze wypelniajace kolumienki
(Oasis HLB, SDB-1, Diol, Silica gel), rodzaj i objetos¢ rozpuszczalnikéw wykorzystywanych
do elucji. Optymalizacja warunkéw izolacji i wzbogacania polegata na wlasciwym doborze
parametrow majacych wplyw na oddziatywanie analitow ze ztozem. Doktorantce poprzez
odpowiedni wybér udato si¢ uzyskac powtarzalno$é i maksymalng wydajnosé ekstrakcji, przy
jednoczesnym zachowaniu korzystnego czasu eksperymentu. W celu wydzielania i
rozdzielania substancji leczniczych, oprocz klasycznej techniki ekstrakcji do fazy stalej

(SPE), zastosowano technike micelarna, a takze ekstrakcje cieczowa wspomagang
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ultradzwigkami. Duzym wyzwaniem analitycznym bylo opracowanie warunkow rdoznego
rodzaju mikroekstrakcji tj. dyspersyjnej, poprzez emulgacje oraz do pojedynczej kropli
rozpuszczalnika.
Jednym =z wazniejszych etapéw rozprawy oprocz opracowywania nowych metod
analitycznych, byla ich walidacja, ktéra zapewnia poprawno$¢ i rzetelno$¢ procesu
analitycznego oraz pozwala uzyska¢ miarodajne wyniki. Walidacja uwzgledniala takie
parametry jak zakres liniowosci, granice wykrywalnos$ci i oznaczalnosci. Bardzo istotnym
zagadnieniem analitycznym bylo ustalenie odzysku wyrazanego w procentach oraz
wspoétczynnika wzbogacania. W celu uzyskania wyzszych wspolczynnikow wzbogacania
przy rownoczesnym obnizeniu granicy wykrywalnosci, do ekstrakcji wykorzystano zwiazki
powierzchniowo czynne, co umozliwilo mniejsze zuzycie toksycznych rozpuszczalnikéw
organicznych.

Uwagi i pytania recenzenta:

1. Pierwsza uwaga dotyczy informacji zamieszczonej w czeSci teoretycznej na str -52-, w
ktore] podano, ze wigkszos¢ substancji biologicznie czynnych jest dobrze rozpuszczalna w
wodzie. Zdaniem recenzenta wskazane byloby bardziej szczegétowe okreSlenie podanej
informacji. Jak wiadomo bowiem, ponad 85% zwiazk6w biologicznie czynnych to zwiazki
organiczne, z ktorych zdecydowana wigkszos¢ nie wykazuje jednak dobrej
rozpuszczalnosci w wodzie.

2. Na str - 66- podano, ze ranitydyna 1 famotydyna naleza do substancji stabilnych, trudno
ulegajacych rozktadowi. Jak zaznaczono w rozprawie, informacje na temat trwalo$ci
ranitydyny i famotydyny zostaly przez Doktorantke podane na podstawie pi$Smiennictwa, a
w szczegOlnosci wykorzystano wyniki badan opublikowane w 2005 roku przez Yungi
Wua 1 wsp. Niestety z pewnym rozczarowaniem nalezy przyznaé, ze wyniki badan
wymienionych autor6w zamieszczone w publikacji, ktéra dos$¢ niefortunnie zostala
wykorzystana przez Doktorantke, nie sa wiarygodne. Wymienieni autorzy oceniali i
porownywali trwalo$¢ trzech substancji leczniczych - metronizadolu, chlorowodorku
tetracykliny oraz famotydyny - w roznych warunkach przechowywania. Jednym z
podanych wnioskow jest stwierdzenie, ze famotydyna wykazuje najmniejsza trwatosé - i z
tym si¢ nalezy zgodzic. Natomiast nalezy mie¢ watpliwosci odno$nie rzetelnosci
parametrow kinetycznych opisujacych proces degradacji, ktére przedstawiono w tab. 4
wspomnianej publikacji. Jak wiadomo bowiem, wigksza warto$¢ statej szybkosci rozktadu
(k) wskazuje na szybszy rozklad, co powinno znalez¢ przelozenie na wiekszy procent
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konwersji substancji (podane zaleznosci sa odwrotne). Natomiast inne doniesienia
literaturowe wskazuja, ze chlorowodorek ranitydyny jest substancja labilna, tatwo
ulegajaca rozkladowi, szczegdlnie pod wplywem wilgoci i swiatta. Takze monografie
farmakopealne opisuja chlorowodorek ranitydyny jako biato-zolta substancje, ktora nalezy
»ochroni¢ przed s$wiatlem” Bardzo czesto podkresla sie roéwniez, ze w czasie
przechowywania ranitydyny dostrzegane sa zmiany barwy, substancja brazowieje, a
dodatkowym efektem jest nieprzyjemny zapach. Wykazano, ze ekspozycja chlorowodorku
ranitydyny in sub. na znaczna wilgotnos¢ wzgledng (75%), w krotkim czasie powoduje
przemiang fazowa; powstaje polstata, kleista postaé o ostrym zapachu.

. Wyjasnienia wymaga informacja zamieszczona na str -65- na temat temperatury topnienia

W

ranitydyny i famotydyny. Podano, ze ranitydyna charakteryzuje si¢ wysoka temperatura
topnienia. W tym miejsce wskazane byloby zréznicowanie — jakiej formy podane wartosci
dotycza — czy substancji w postaci wolnych zasad, czy tez ich soli w postaci
chlorowodorkow. Roznice sa dos¢ istotne, np. chlorowodorek ranitydyny topi sie w
zakresie temperatur 133-134 °C, a dla wolnej postaci zasady podawany jest zakres
69-70 °C.

4. W przypadku opisu warunkow oznaczania nizatydyny w mieszaninie metoda
spektrofotometryczna, wyjasnienia wymaga rozbiezno$¢ wartoéci analitycznej dhugosci
fali; na str-91- oraz -95- podano rdzne wartosci.

5. Kolejne pytanie dotyczy warunkow oznaczania famotydyny i ranitydyny w mieszaninie
metoda spektrofotometryczng (str-103-, rys. 32). Jak wynika bowiem z ryc. 27 (str-90-)
absorbancja ranitydyny przy A =265 nm, nie posiada wartosci zerowej. Dlatego mozna
zaktadac, ze w przypadku oznaczania mieszaniny substancji, absorbancja mierzona przy tej
dhugosci fali, jest wartoscia addytywna dla obu zwiazkow.

Od strony edycyjnej przedstawione opracowanie jest przygotowane bardzo starannie, w

tekdcie znajduja sie nieliczne usterki jezykowe i wyrazenia zargonowe, ktorych przyklady z

obowiazku recenzenta przytaczam.

Wyrazenia zargonowe:

str -98- ,,Analize prowadzono na podstawie pola powierzchni pikow przy czasie retencji...”

»Analize prowadzono oceniajqc pole powierzchni piku posiadajacego czas retencji... ”

Btedy literowe: str -98-, str -100-



Podsumowanie

Analiza przeczytanej rozprawy pozwala recenzentowi podkreslic szczegdltowa wiedze
Autorki, dotyczaca omawianego tematu. Material eksperymentalny zawarty w pracy jest
niezwykle obszerny, tematyka jest bardzo szeroka i zawiera wiele interesujacych watkéw.
Badania zostaly poprawnie zaplanowane, a uzyskane wyniki sg bardzo wartosciowe. Autorka
przeprowadzita wlasciwa analizg 1 interpretacje uzyskanych wynikow oraz wykazata wysoki
stopien wiedzy ogolnej. Tematyka rozprawy jest bardzo aktualna i wazna zarowno w aspekcie
poznawczym, jak i aplikacyjnym. Wymienione w recenzji uwagi sa w duzej czesci
propozycja do dyskusji 1 ewentualnego rozwinigcia i uzupelnienia na potrzeby publikacji.

W opinii recenzenta - praca bardzo znacznie wykracza poza ogodlnie przyjete wymagania
ustawowe 1 zwyczajowe stawiane pracom doktorskim. W szczegdlnoéci wnosi znaczny wklad
do zastosowania metod ekstrakcyjnych w oznaczaniu pozostatosci substancji leczniczych, ktorych
obecnos¢ w srodowisku bedzie wzrastala, a dostepnos¢ wiarygodnych metod ich oznaczania
bedzie niezwykle istotna. Poziom naukowy rozprawy oceniam jako bardzo wysoki, a ze
wzgledu na szeroki zakres przeprowadzonych badan na wyrdzniajacy sie.

Biorac pod uwage wszystkie przedstawione elementy oceny - wnosze do Wysokiej Rady
Wydziatu Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Bialymstoku o dopuszczenie Pani mgr

Ilony Kiszkiel-Taudul do publicznej obrony i dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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