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Morze Battyckie jest szczegdlnym morzem: mtodym, nieduzym, mato zasolonym, prawie
zamknietym i ptytkim, a do tego narazonym na rézne zanieczyszczenia. Jego zlewisko
zajmuje powierzchnie rowng okoto 17% catkowitej powierzchni kontynentu europejskiego.
Morze Battyckie stanowi ujscie dla ponad 250 rzek. Jedng z przyczyn duzej wrazliwosci
Morza Battyckiego na zanieczyszczenia jest powolna wymiana jego wody. Substancje
zanieczyszczajgce wprowadzone do morza pozostajg w nim dfuzej niz w innych obszarach
morskich. Szkodliwe, toksyczne substancje gromadzg sie w wodzie, w osadach dennych i w
zywych organizmach. Stosunkowo niska temperatura morza sprawia, ze ich rozktad

zachodzi powoli.

Problematyka badawcza przedtozonej do zaopiniowania pracy Pana mgr inz. Grzegorza

Siedlewicza zwigzana jest z oceng narazenia osadéw dennych potudniowego Battyku i



bytujgcych tam mikroorganizmoéw na obecnosé pozostatosci wybranych antybiotykéw (w
tym sulfonamidéw, chinolondw, tetracyklin i trimetoprimu). Ten ambitny nadrzedny cel
wymagat opracowania procedur analitycznych umozliwiajgcych pozyskanie miarodajnych
informacji na temat zawartosci pozostatosci antybiotykéw w prébkach battyckich osadéw
dennych, zbadania wptywu witasciwosci fizykochemicznych badanych zwigzkdéw oraz
czynnikow srodowiskowych na wystepowanie pozostatosci antybiotykdw w badanych
osadach dennych oraz okres$lenie wptywu oznaczonych pozostatosci antybiotykéw na

bakterie bytujgce w osadach Battyku.

Podjetg tematyke badan uwazam za zadanie nie tylko trudne i ambitne, ale ze wszech stron
zasadne. Za$ gtdéwne cele przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej Autor na samym

poczatku jasno okreslit i uzasadnit.

Liczaca 178 stron rozprawa doktorska ma klasyczny uktad, na ktéry sktada sie pomocny
wykaz stosowanych skrotéw i akronimow, trzy-stronicowe wprowadzenie, cel i zakres
pracy, cze$¢ teoretyczna (obejmujgca 38 stron), po ktérej to nastepuje czes¢ doswiadczalna,
zajmujgca 26 stron. Kolejna czes¢ to obszerna, zajmujgca 48 stron cze$¢ dokumentujaca
wyniki oraz najbardziej istotng pod wzgledem naukowym - 30-stronicowg interpretacje i
dyskusje wynikéw. W dalszej czesci pracy Doktorant zamiescit czterostronicowe
podsumowanie i streszczenie w anglojezycznej wersji oraz bardzo bogaty spis literatury
obejmujacy az 239 pozycji. Oceniana rozprawa doktorska zawiera 28 rysunkéw oraz 28

tablic.

W zwieztym wprowadzeniu mgr Grzegorz Siedlewicz przybliza czytelnikowi problematyke
zZwigzang z zagrozeniami zwigzanymi z obecnoscig antybiotykow w srodowisku, w efekcie
czego czytelnik nie ma watpliwosci co do koniecznosci prowadzenia monitoringu

pozostatosci antybiotykdéw.

Czesc teoretyczna pracy zostata poswiecona zagadnieniom dotyczgcym szczegdtowej
charakterystyki badanych zwigzkéw, wnikliwemu przedstawieniu zrodet i losu
srodowiskowego antybiotykdw, charakterystyki potudniowego Battyku, ktory zostat objety
monitoringiem, bakteriocenozy osadéw Battyku, a na koniec metodyk analitycznych
majgcych zastosowanie w analityce antybiotykdw w prébkach srodowiskowych. Moge
podkresli¢, iz ta cze$¢é pracy doktorskiej mgr Grzegorza Siedlewicza zostata poprawnie

zredagowana i zilustrowana, dzieki czemu umiejetnie wprowadza czytelnika w catoksztatt



zagadnien przedstawianych w dalszej czesci pracy. Chciatabym jednak w tym miejscu
zwrdci¢ uwage na pewne drobne niedociggniecie, mianowicie na stronach 51/52
przedstawiono charakterystyke sposobow izolacji antybiotykow z prébek srodowiskowych
ze szczegblnym uwzglednieniem techniki SPE, ktdra niewatpliwie jest obecnie
najpowszechniej stosowang technika izolacji zwigzkdw organicznych, jednakze abrakto mi

tutaj przedstawienia jej modyfikacji znanej pod nazwg QUEChERS.

Na czes¢ doswiadczalng pracy sktada sie wyczerpujacy i zarazem zwiezty opis
rozmieszczenia stacji badawczych, sposobu pobierania prébek oraz omdwienie
przeprowadzanych oznaczen, w tym wilgotnosci osadéw, zawartosci materii organicznej,
uziarnienia, zawartosci catkowitego wegla organicznego, stezenia rozpuszczonego wegla
organicznego w wodach przydennych i porowych osadéw, a takze zawartosci pozostatosci
antybiotykédw w osadach morskich. Autor przedstawit wnikliwie opracowane procedury
analityczne, w przypadku metodyk analitycznych omdwienie dotyczyto kazdego z etapu,
czyli izolacji, wzbogacania, oczyszczania i analizy z zastosowaniem techniki SPE oraz HPLC —
MS/MS. Wszystkie stosowane procedury analityczne byty poddawane optymalizacji, a
nastepnie wewnatrz-laboratoryjnej walidacji. Oceniajgc te cze$¢ eksperymentalng pracy
mozna podkresli¢, iz badania zostaty poprawnie zaplanowane i przygotowane, zas warsztat
analityczny nie budzi jakichkolwiek zastrzezen. Zastanowit mnie jednakze aspekt
optymalizacji warunkdéw ekstrakcji i analizy prowokujgc moje zapytanie: czy na etapie
optymalizacji warunkdéw ekstrakcji i analizy stosowano metody planowania (np. Simpleks,

plany Boxa-Behnkena) ?

Ponadto, podczas czytania tej czesci Rozprawy Doktorskiej nasunety mi sie nastepujgce

pytania:

e strona 88 (Rys. 11): na chromatogramach LC-MS/MS uzyskanych podczas analizy
zawartosci tetracykliny i oksytetracykliny w osadach z r6zng zawartoscig materii
organicznej piki pochodzace od analitdw ogonujg; jak — z chromatograficznego
punktu widzenia — mozna zminimalizowac takie ogonowanie, w jaki sposéb
ogonowanie wptywac¢ moze na analize ilosciowg, co powoduje, iz dla niektérych

analitdw nastepuje ogonowanie, a dla innych nie ?



strona 90, 92 93 (Tabl. 14, 15, 16): stosuje Pan opis Liniowos¢, ale tej kolumnie
przypisuje Pan skrét ¥ thumaczac go jako wspotczynnik determinagji. Jaka jest roznica

pomiedzy wspétczynnikiem korelacji liniowej r a wspdtczynnikiem determinacji r° ?

strona 92 (Tabl. 15): wartosci MDL i MQL dla kwasu oksolinowego znaczgco odbiegajg
od pozostatych. Czy taka odbiegajgca wartosc dla samego uktadu
chromatograficznego (LOD, LOQ) réwniez byta obserwowana ? Czy nie mozna by jej

powigzaé z whasciwosciami fizyko-chemicznymi analitu (np. LogP) ?

Podsumowujgc rdzne aspekty opracowanej i zastosowanej przez Doktoranta metodyki

analitycznej chciatabym zaznaczy¢, iz opracowana metodyka umozliwia oznaczanie

antybiotykow z rdznych grup i charakteryzuje sie dobrymi parametrami walidacyjnymi,

jakkolwiek zatuje jedynie, iz nie zastosowano metody wzorca wewnetrznego.

Nastepnie przeprowadzono badanie sorpcji antybiotykdw do osadéw, a takze ich wptywu —

i to zaréwno pojedynczych antybiotykdéw, jak i mieszaniny wybranych z nich - na bakterie

wyizolowane z osaddw battyckich, a w tym na wzrost bakterii, na liczbe komédrek

bakteryjnych, na liczbe bakterii z aktywng btong komérkowa. Catos¢ wynikéw poddana

zostata opracowaniu statystycznemu, ktére nie budzi moich zastrzezen, ale ta cze$¢ pracy

doktorskiej nasuneta mi nastepujgce uwagi:

strona 97 (Tabl. 17): skoro antybiotykéw SP, SPZ, SMT, ENR nie wykryto w zadnej z
probek, to = czy sg one stosowane w Polsce; = czy sg one trwate; - czy sg szybko

metabolizowane; - czy ulegaja rozktadowi?

Strona 103: cyt. ,, Sulfametoksazol to najczesciej wykrywany zwiqgzek z grupy
sulfonamiddw...” . Czy wiadomo jest co$ o jego zastosowaniu na Wybrzezu ? Czy

moze jego pozostatosci naptywajg z wodami rzek ?

Strona 106: cyt. , Trimetoprim stanowi nastepny po sulfametoksazolu najczesciej
wykrywany zwigzek w analizowanych probkach osadow”. Trimetoprim jest zwykle
taczony z sulfametoksazolem, moze wiasnie dlatego oba wykrywano w okoto 50%

analizowanych probek.

Strona 112: cyt. ,,Uzyskane wyniki wskazujq, ze sulfonamidy i trimetoprim w swoich
najwyzszych stezeniach znajdujq sie w gtebszych warstwach rdzenia. Liniowa

szybkos¢ sedymentacji dla Gtebi Gdariskiej wynosi ok. 0,12 cm/rok, co wskazywatoby



na obecnosc¢ pozostatosci farmaceutykow w ponad 100-letniej warstwie osadu”. Czy
jest mozliwe, aby 100 lat temu te antybiotyki byty juz wprowadzane do srodowiska

Gtebi Gdanskiej?

W wyniku przeprowadzonych badan Pan mgr Grzegorz Siedlewicz uzyskat duzy zbiér danych
pomiarowych okreslajgcych zmiennos¢ przestrzenng i czasowa stezen pozostatosci
antybiotykdw w osadach potudniowego Battyku. Jednoczesnie uzyskane wyniki poréwnane
zostaty z tymi, jakie dostepne sg dla innych akwendw morskich. Wyniki badan staty sie
podstawg do przeprowadzenia oceny ryzyka ekotoksykologicznego zidentyfikowanych
antybiotykdw, opisu wptywu pozostatosci antybiotykdw na bakteriocenoze potudniowego
Battyku. Bardzo podoba mi sie krytyczne podejscie Doktoranta do stosowanej metody
przygotowania preparatdw, metody powszechnie stosowanej do probek wody, osadéw
rzecznych i Sciekdéw podczas okreslania ogdélnej liczby bakterii (strona 127, ostatni akapit
podrozdziatu 4.5.2.1). Dobrze, ze zaobserwowany duzy rozrzut wartosci uzyskany w
przypadku tego samego preparatu nie zostat wyttumaczony teorig ,,na site” celem
usprawiedliwienia otrzymanych wynikéw. Obiektywizm pracownika naukowego jest istotng

i pozadang cecha.

W konsekwencji cel badan zostat zrealizowany, a zwiericzeniem rozprawy jest dyskusja:
rzeczowa, merytorycznie poprawna i wyczerpujgca. W tej czesci rozprawy doktorskiej
zwrdcitam uwage tylko na jedng pewng niezgodnosé, mianowicie na stronie 130 za
przyczyne faktu, iz enrofloksacyna jest sporadycznie wykrywana w probkach morskich
osaddw dennych uznano podatnosé antybiotyku na degradacjei sorpcje w $Srodowisku
srédlgdowym, podczas gdy w akapicie wczedniej na stronie 129 stwierdzono, iz wiasciwosci
fizykochemiczne zwigzkdw w duzo mniejszym stopniu wptywajg na wystepowanie

antybiotykdw w Srodowisku niz ich zuzycie.

Zwienczeniem rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Siedlewicza jest rzeczowe
podsumowanie oraz poprawnie sformutowane i ciekawe wnioski koncowe ptyngce z
wszystkich otrzymanych wynikéw. Catosé pracy zamyka imponujgca czesc literaturowa

liczgca az 239 pozycji.



Oceniajac dziatalnos$¢ publikacyjng Pana mgr Grzegorza Siedlewicza chciatabym podkresli¢
fakt, iz uzyskiwane wyniki staty sie podstawg do przygotowania 3 publikacji naukowych
(Analytical Methods, 3: 1371-1378, 2011 1F=1,855; Oceanological and Hydrobiological
Studies 41: 64-78, 2012 IF=0,400; J. Chromatogr. A 1304:138- 146, 2013; IF=4,612), a
zdobyta wiedza i doswiadczenie zaowocowaty trzema rozdziatami w ksigzkach (wydanych
przez Springer oraz Oficyne Wydawniczq PWr). Ponadto mgr Grzegorz Siedlewicz brat
czynny udziat w trzech projektach badawczych: ,Preludium” NCN Nr.
2011/01/N/ST10/06977 , Pozostatosci antybiotykdw w osadach dennych potudniowego
Battyku - stezenia i wptyw na bakteriocenoze” ; ,ANTYB” WFOSIiGW ” Zanieczyszczenie
osaddéw dennych Zatoki Gdanskiej aktywnymi biologicznie zwigzkami z grupy antybiotykéow”
; polsko-hiszpaniski wspdlny projekt badawczy (PAN/CSIC). ,Stezenia, przemiany i wptyw na
biocenoze pozostatosci lekdw w morskich ekosystemach przybrzeznych na przykfadzie

Zatoki Gdanskiej i Zatoki Kadyks” .

Do catego tego dorobku nalezy wtgczy¢ jeszcze liczne wystgpienia (3 referaty i 13 posteréw)

na konferencjach krajowych i zagranicznych.

Na zakonczenie recenzji chciatabym doda¢, iz Rozprawa doktorska napisana jest
poprawnym jezykiem naukowym, jednakze Autor nie uniknat drobnych btedéw o
charakterze interpunkcyjnym i jezykowym. Ponizej pozwalam sobie zatem wyszczegélnié

nieliczne dostrzezone btedy:

[S—y

w catej pracy pomijane sg przecinki
2. stowo: ,koncentracja” zastgpic¢ proponuje polskim odpowiednikiem ,stezenie”

3. strona 72 (Tabl. 10): amplitude fragmentacji wyrazono w [V], jednakze amplitude
wyraza sie w ......, za$ jednostki [V] opisujg napiecie.

4. strona 82 (drugi akapit): zdanie cyt. Analizowane osady w 66% charakteryzowaty si,e
wilgotnosciq ponizej 50% powinno raczej brzmie¢: 66% analizowanych osadow
charakteryzowato sie wilgotnoscig ponizej 50% .

5. strona 84 (Tabl. 13): brak wyjasnienia co oznacza ,-” ; zastosowane jednostki PSU
zastgpitabym jednostkami Sl (promile lub %).

6. strona 87 (Rys. 10): szkoda, ze na chromatogramie LC-MS/MS w trybie MRM nie
podano nazw analitéow

7. strona 89 (pierwszy akapit): sformutowanie cyt. “najefektywniejszej metody izolacji”
zastgpitabym mniej kategorycznym , efektywnej metody izolacji”.

8. Strona 96/9798 (Tabl. 17): jaka jest réznica pomiedzy zastosowanym okresleniem ,,<
MDL” a skrétem ,n.a.” ?



9. strona 117 (Rys. 22): zamiast zastosowanego opisu (18C) lepiej bytoby zastosowa¢
opis (pkt 18C).

10. strona 129: zdanie cyt. ,Garcia-Galan i in. (2010a) stwierdzili ze wtasciwosci
fizykochemiczne zwigzkdw ... ” jest powtdrzone na nastepnej stronie.

Jednoczesnie chciatabym podkresli¢, iz ww. usterki nie wptywajg na ogélng, wysoka ocene
merytoryczng przedstawionej pracy. Na wyszczegdlnienie owych usterek pozwolitam sobie

jedynie z obowigzku Recenzenta.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, iz praca autorstwa mgr inz. Grzegorza Siedlewicza
zatytutowana "Pozostatosci antybiotykdw w osadach dennych potudniowego Battyku —
stezenia i wptyw na bakteriocenoze" wykonana w Instytucie Oceanologii Polskiej Akademii
Nauk w Sopocie pod kierunkiem dr hab. Kseni Pazdro, prof. nadzw. |0 PAN w mojej ocenie
spetnia aktualne wymagania merytoryczne i formalne Ustawy o Stopniach i Tytule
Naukowym, w zwigzku z czym wnosze wiec o dopuszczenie mgr inz. Grzegorza

Siedlewicza do kolejnych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage fakt, iz przedstawiona mi do recenzji Rozprawa doktorska
Swietnie wpisuje sie we wspotczesny nurt badan istotnych i wzbudzajgcych szerokie
zainteresowanie wsréd naukowcédw zajmujgcych sie zagadnieniami chemii i ekotoksykologii
morza oraz ze wzgledu na nowatorski charakter otrzymanych wynikéow badan wnosze o

wyroznienie pracy doktorskiej Pana mgr Grzegorza Siedlewicza.

Prof. dr hab. inz. Agata Kot-Wasik



