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RECENZJIA

rozprawy doktorskiej mgr Joanny Pacynskiej p.t.: ,Opracowanie nowych procedur
badawczych oznaczania pozostatosci lekéw w produktach Zywnosciowych wraz z ich
walidacjqg i wdrozeniem w Laboratorium Wojewddzkiego Inspektoratu Weterynarii w
Poznaniu” przygotowanej w Wojewddzkim Inspektoracie Weterynarii w Poznaniu oraz na
Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza pod kierunkiem prof. dr hab.
Przemystawa Niedzielskiego.

1. Podstawowe dane o kandydatce

Recenzowana praca doktorska jest doktoratem wdrozeniowym. W zwigzku z tym
nieco inna jej specyfika oraz wymagania wobec doktorantki. Gtéwny nacisk potozony zostat
na aspekty praktyczne. Pani mgr Joanna Pacyriska pracuje w Laboratorium Wojewddzkiego
Inspektoratu Weterynarii w Poznaniu, a doktorat ten byt realizowany od 2019 roku. Jest ona
wspétautorkg dwdch publikacji. Pierwsza to praca wieloautorska opublikowana w
czasopismie Reproductive Toxicology (58 (2015) 54-60) zatytutowana ,Free-ranging
domestic cats are characterized by increased metal content in reproductive tissues”, a druga
to opublikowana juz po ztozeniu doktoratu praca zatytutowana ,Scoping Review of
Extraction Methods for Detecting 8-Lactam Antibiotics in Food Products of Animal Origin”,
ktorej wspotautorem jest prof. P. Niedzielski (Molecules 2025, 30(9), 1937).

Ponadto, co wazne w kontekscie doktoratu wdrozeniowego doktorantka jest autorka
10 procedur badawczych, ktére zostaty wdroione w laboratorium w miejscu jej pracy.
Procedury badawcze opisane w recenzowanym doktoracie podlegaty pozytywnej akredytacji
PCA i audytowi Komisji Europejskiej i s3 stosowane w nadzorze weterynaryjnym.

2. Wprowadzenie

Bezpieczefistwo Zzywnosci to bardzo wazny i aktualny temat, ktéry jest przedmiotem
licznych dziatarn zaréwno legislacyjnych, jak i badan naukowych. Wynika to z faktu, Ze
obecnosé roinych substancji chemicznych w zywnosci pochodzenia zwierzecego wptywa
bezposrednio na nasze zdrowie. W hodowli zwierzat stosowane s3 leki, ktérych pozostatosci
obecne w produktach spozywczych. Stosowanie antybiotykow w hodowli zwierzat jest
niestety powszechne, w zwigzku z czym ustanowiono normy okreslajace ich maksymalne
dopuszczalne zawartosci w produktach spozywczych.
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Niewfasciwe stosowanie antybiotykow moze prowadzi¢ do obecnosci ich pozostatosci
w Zywnosci. Stanowi to zagrozenie dla zdrowia konsumentdéw i moze przyczyniaé sie do
rozwoju odpornosci bakterii. Dlatego pozostatosci lekow weterynaryjnych w zywnosci
muszg by¢ kontrolowane w ramach krajowych oraz unijnych programéw monitorowania
bezpieczenstwa zywnosci pochodzenia zwierzecego. Wykrycie i potwierdzenie pozostatosci
danej substancji lub przekroczenie jej dopuszczalnej zawartosci powinno powodowac szybkie
uruchomienie odpowiednich dziatan zapobiegawczych i administracyjnych.

Miarodajnos¢ uzyskiwanych wynikdw badan sprawdza sie w ramach walidacji
zoptymalizowanych metodyk pomiarowych zgodnie z wymogami normy EN/PN 1SO 17025
oraz Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2021/808. Walidacja obejmuje
szczegbtowa ocene wybranych parametrow takich jak m.in. : decyzyjna wartos$¢ graniczna;
zdolnos¢ wykrywania w badaniach przesiewowych; powtarzalnos$é; odtwarzalnos¢;
odporno$¢ metody; odzysk; efekt matrycy i niepewnos¢ pomiaru. Do takich badani
stosowane muszg by¢ odpowiednio czute, selektywne i dokfadne metody i techniki
analityczne. Szczegdlnie uiyteczne w tym zakresie jest potaczenie metod separacyjnych
(gtéwnie chromatografii cieczowej i jej odmian) z detekcjg spektrometrii mas (w tym w
uktadzie MS/MS). Takie techniki tgczone s3 obecnie najbardziej miarodajnymi metodami
pomiarowymi biorgc pod uwage ich czutosé, selektywnos$¢ oraz wymagania jakie s stawiane
w odpowiednich przepisach.

3. Przedmiot recenzji

Celem badan opisanych w rozprawie doktorskiej Pani Joanny Pacyriskiej byto
opracowanie i wdrozenie do praktyki laboratoryjnej miarodajnych procedur oznaczania
wybranych pozostatosci antybiotykéw pochodzenia zwierzecego. Opracowane procedury
oparte o technike taczong LC-MS/MS miaty na celu umozliwienie oznaczania wybranych
antybiotykow, w tym takich jak: tetracykliny, B-laktamy (penicyliny i cefalosporyny),
aminoglikozydy, czy sulfonamidy.

Wazinym etapem badan byto dobranie odpowiednich technik ekstrakcji analitow,
bioragc pod uwage ich selektywnos¢ i wplyw ztozonych matryc na jakosé uzyskiwanych
wynikow. Przeprowadzona zostata optymalizacja warunkow ekstrakcji dla kazdej matrycy
oraz parametréw pracy uktadu LC-MS/MS.

Doktorantka opracowata 3 procedury badawcze. Pierwsza o akronimie PBC-101.00.00
dotyczy oznaczania pozostatosci substancji przeciwbakteryjnych w miesniach, mleku oraz
nerkach. Zastosowano w nich dwie opcje ekstrakcji analitéw z prébek. Pierwsza z uzyciem
acetonitrylu oraz druga z zastosowaniem kwasu trichlorooctowego. Druga procedura
badawcza (PBC-106.00.00) dotyczy oznaczania pozostatosci substancji przeciwbakteryjnych
w jajach. W tym przypadku zastosowano jedna opcje ekstrakcji dla wszystkich oznaczanych
grup zwigzkéw. Ostatnia trzecia procedura badawcza oznaczania pozostatosci substancji
przeciwbakteryjnych w miodach (PBC-25.00.00) oparta jest na dwdéch wersjach ekstrakcji z
zastosowaniem techniki SPE.

Dla wszystkich antybiotykéw w kazdej matrycy oceniono: selektywnosé¢, poprawnosc,
powtarzalnos¢, odtwarzalnos¢, liniowos¢, efekt matrycy, odpornos¢ metody, a takie
wartosci CCa oraz CCP. Wyznaczono takze budzet niepewnosci. Wszystkie uzyskane podczas
walidacji parametry spetniaty wymagania zawarte w Rozporzadzeniu Wykonawczym Komisji
(UE) 2021/808, co jest dowodem ich poprawnosci. Wartosci odchylenia standardowego w
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warunkach powtarzalnosci oraz odtwarzalnosci nie przekraczaty 13% dla miesni oraz mieka,
11% dla jaj oraz miodéw oraz 10% dla nerek. Moze to wydawac sie sporo, ale jest to zgodne
z dopuszczalnymi wartos$ciami tego parametru dla danego rodzaju prébek.

Opracowane procedury badawcze poddano walidacji zgodnie z Rozporzadzeniem
Wykonawczym Komisji (UE) 2021/808 oraz z uwzglednieniem wymagan normy PN-EN
ISO/IEC 17025. Ostatnim etapem byto wdrozenie opracowanych zwalidowanych metodyk do
systemu zarzadzania jakoscia obowijzujacego w Zakladzie Higieny Weterynaryjnej w
Poznaniu. Po wdrozeniu procedur badawczych rozpoczeto rutynowe oznaczenia pozostatosci
antybiotykéw w prébkach rzeczywistych dostarczanych do laboratorium. Badane byty prébki
urzedowe w ramach Krajowego Planu Monitoringowego, prébki z importu, prébki kierowane
do badania potwierdzajacego ilosciowego po dodatnim wyniku badania jakosciowego
przeprowadzonego w Pracowni Badan Mikrobiologicznych w Poznaniu, a takze prébki
komercyjne. Prébki monitoringowe pochodzity z wojewddztw pétnocno-zachodniej Polski.

Uwazam, ze wszystkie etapy tych prac (optymalizacja metodyk, walidacja, wdrozenia)
zostaly przeprowadzone prawidtowo. Wskazuje to na bardzo dobre przygotowanie
doktorantki, jej ogromne zaangazowanie oraz determinacje w dazeniu do zatozonych celow.

4, Ocena uktadu rozprawy doktorskiej, w tym informacje o jej poszczegéinych
czesciach sktadowych

Recenzowana praca sktada sie z 10 podstawowych czesci. Po krétkim wprowadzeniu
w ktérym przedstawiono problem badawczy, doktorantka w rozdziale 2 opisata szczegétowo
antybiotyki stosowane w hodowli zwierzat takie jak: B-laktamy; aminoglikozydy; makrolidy;
sulfonamidy; chinolony (fluorochinolony); tetracykliny; linkozamidy; diaminopirymidyny i
pleuromutyliny. Nastepnie w rozdziale 3 przedstawita zagadnienia zwigzane z pracami
laboratoryjnymi i optymalizacja opracowywanych metodyk. Dotyczyly one: ekstrakc;ji,
oczyszczania i technik analizy antybiotykéw w zywnosci pochodzenia zwierzecego w tym:
ekstrakcji typu ciecz-ciecz; metodzie QUEChERS oraz ekstrakcji do fazy statej, a takze réznym
technikom analitycznym stosowanych w analizie antybiotykow. Rozdziat 4 to okreslenie celu
prowadzonych badan, a w rozdziat 5 dotyczy czesci doswiadczalnej obejmujaca m.in.
stosowany sprzet i wyposazenie laboratoryjne, odczynniki oraz wzorce antybiotykéw.

W rozdziale tym opisano szczegétowo 3 procedury badawcze oznaczania pozostatosci
lekéw przeciwbakteryjnych w tkankach zwierzecych i produktach spoizywczych metoda
chromatografii cieczowej ze spektrometria mas; procedure badawczg oznaczania
pozostatosci lekéw przeciwbakteryjnych w jajach metoda chromatografii cieczowej ze
spektrometria mas oraz procedure badawcza oznaczania pozostatosci lekéw
przeciwbakteryjnych w miodach metodg chromatografii cieczowej ze spektrometria mas.
Wszystkie procedury zawieraja petng dokumentacje w postaci m.in. krzywych kalibracyjnych
oraz chromatogramow.

W rozdziale 6 przedstawiono krok po kroku walidacje opracowanych procedur
obejmujacg plan walidacji i zatoienia projektowe; liniowos¢; selektywnos¢; precyzje,
powtarzalnos¢, odtwarzalnos¢ i poprawnos¢ oraz sposoby obliczania decyzyjnej wartosci
granicznej; zdolnosci wykrywania w badaniach przesiewowych oraz wzgledny efekt
matrycowy. Nie zapomniano takze o wyznaczeniu innych parametréw walidacyjnych takich
jak: odpornosé; stabilnos¢ i budzet niepewnosci. Rozdziat 7 to wdrozenie opracowanych
procedur badawczych, a rozdziat 8 - badania rutynowe prébek rzeczywistych (tkanki
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miesniowej; mleka; jaj; mioddw i nerek). Opracowanie koriczag podsumowanie, streszczenie
oraz bibliografiai spisy ilustracji, tabel, wykreséw i dokumentéw.

Po uwainym zapoznaniu sie z recenzowang pracg i poszukiwaniu nawet drobnych
niedcistosci, ,niestety” poza drobnymi ,literéwkami” .......... nie znalaztem prawie nic. To
»prawie” dotyczy opisanych przez doktorantke skrétow:

IE — ang. lon Exchange — sorbenty jonowymienne. Powinno by¢ —wymiana jonowa.
HILIC — ang. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography — chromatografia cieczowa z
interakcja hydrofilowa. Powinno byé: chromatografia oddziatywan hydrofilowych

Ponizej przedstawiam trzy pytania, ktore chciatbym zada¢ podczas publicznej obrony
pracy doktorskiej:
W jakim zakresie zaproponowane rozwigzania mozna bedzie zastosowad takie do badan
innych antybiotykow?
Czy po kilku latach zastosowan opracowanych metodyk w praktyce laboratoryjnej moze Pani
powiedzie¢ co$ o ich stabych stronach?
Czy sa znane Pani inne procedury badawcze stosowane w polskich laboratoriach dla tego
samego zakresu analitdow i matryc?

5. Whiosek koricowy

Recenzowana praca doktorska Pani mgr Joanny Pacynskiej jest bardzo dobrze
przygotowana i napisana. Wszystkie kolejne jej etapy zostaty jasno i logicznie opisane i w
petni udokumentowane. Stanowi ona oryginalne komercyjne rozwigzanie wainego
problemu oznaczania pozostatosci antybiotykéw w produktach zwierzecych. Ma to
szczegblne znaczenie biorac pod uwage jej wdrozeniowy charakter. W takim przypadku
istotny jest transfer wiedzy naukowej do praktyki. Opracowane przez doktorantke metodyki
zostaly wdrozone do praktyki laboratoryjnej od kilku lat i przynoszg realne korzysci dla ich
uzytkownikow.

Formalnie recenzowana praca nie spetnia wymogoéw jej wyréinienia. Zgodnie z
zarzadzeniem nr/3/2021 Dziekana Wydziatu Chemii UAM z dnia 21 czerwca 2021 w sprawie
procedury wyrézniania rozpraw doktorskich na Wydziale Chemii UAM wyré6zniona moze by¢
praca w ktérej doktorantka ukonczyta jg 5 lat od momentu rozpoczecia studiow
doktoranckich. Tak nie jest w tym przypadku, ale zgodnie z moja wiedza opéZnienie wynikato
zaréwno z pandemii, jak i audytu Komisji Europejskiej w miejscu pracy doktorantki.

Tym niemniej biorgc pod uwage jej catoksztalt, a w szczegélnosci wdrozeniowy
charakter wnioskuje o jej wyrdznienie. Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze zrealizowata
ona ambitny i rozbudowany program badawczy. Doktorantka przeprowadzita wiele
czasochtonnych i szczegdétowych badan i wykazata sie duzg konsekwencja, dociekliwoscig i
systematycznoscig. Wskazuje to na jej duig wiedze w dyscyplinie naukowej i umiejetnos¢
faczenia nauki z praktyka.
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Uwazam, ze w swietle obowiazujacych przepisow (art. 187 ustawy z dnia 20 lipca

2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1688 z pdiniejszymi

zmianami) przedstawiona praca doktorska mgr Joanny Pacynskiej spetnia wymagania

stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne

Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu o jego dopuszczenie do dalszych etapdw
przewodu doktorskiego.

Zabrze, dnia 3 czerwca 2025r.

Prof. dr hab. Rajmund Michalski
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