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Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska poswiecona jest aspektom analitycznym
procesu oznaczania substancji zakazanych, m.in. stosowanych jako doping czy o wtasciwosciach
psychotropowych, w S$linie. Poruszane aspekty to m.in. proces pobierania materiatu do badan,
a w gtéwnej mierze opracowywanie nowych innowacyjnych rozwigzan analitycznych zwigzanych
z ekstrakcjg analitéw. Pod wieloma wzgledami slina jest cennym materiatem do badan. Zawiera
praktycznie wszystkie substancje drobnoczasteczkowe obecne w osoczu, a substancje egzogenne
wystepujg w Slinie w postaci niezmetabolizowanej i w stezeniu wyzszym niz w prébkach osocza czy
moczu. Szczegdlnie interesujgca jest zaproponowana w rozprawie idea przeprowadzania badan
antydopingowych w prébkach §liny. Obecnie Swiatowa Agencja Antydopingowa (WADA) dopuszcza
przeprowadzanie oznaczen substancji zakazanych w prébkach osocza lub moczu; gdzie pobieranie
krwi jest zabiegiem inwazyjnym, a pobieranie moczu wigze sie z naruszeniem prywatnosci sportowca
w zwigzku z wymogiem by mocz do badan byt oddawany w obecnosci osoby nadzorujacej. Pobieranie
probek Sliny nie wigze sie z powyzszymi ograniczeniami, zatem wykorzystanie $liny jako materiatu do
badan antydopingowych czy oznaczania innych substancji zakazanych wydaje sie by¢ bardzo dobrym
pomystem. Jednak zanim rdine organy nadzorujgce dopuszczg mozliwos¢ oznaczania w Slinie

substancji antydopingowych czy innych zwigzkdw, ktdrych stosowanie jest zakazane lub ograniczone



prawem, niezbedne jest przeprowadzenie szeregu badan podstawowych, m.in. takich jakie zostaty

wykonane przez Doktoranta.

Oceniana rozprawa zostata przygotowana na podstawie pieciu spdjnych tematycznie
publikacji anglojezycznych, a kazda z prac zostata opublikowana w innym czasopismie. Nalezy
podkresli¢, ze kazde z czasopism posiada wysokie wartosci wspétczynnika oddziatywania (z ang. impact
factor, IF), a trzy z nich klasyfikowane sg w kategorii Q1, co wskazuje, ze aktualnie sg to najlepsze na
Swiecie czasopisma w swoich dziedzinach. Sumaryczny IF wspomnianych prac wynosi 38,133, a suma
punktéw MEIN jest réwna 620. Doktorant jest pierwszym autorem w trzech pracach, a w pozostatych
- drugim. Szczegdétowy wktad autordw w powstanie prac znajduje sie w wiekszosci publikacji,
a ponadto przedstawiony jest w oswiadczeniach stanowigcych zatgczniki do rozprawy (str. 143-156).
Zgodnie z informacjami zawartymi w zatgczonych oswiadczeniach wkfad Doktoranta w powstanie
kazdej z prac byt znaczacy. Oceniana rozprawa obejmuje 142 strony maszynopisu (bez zatgcznikow).
Na poczatku umieszczone s3: spis publikacji wchodzacych w sktad rozprawy, stowa kluczowe oraz
wykaz stosowanych skrétéw. Zamiast tradycyjnego wstepu Autor przygotowat obejmujgce 5 stron
Wprowadzenie, w ktérym w sposéb ciekawy przedstawia rys historyczny rozwoju chromatografii
cieczowej, spektrometrii mas oraz ekstrakcji do fazy statej. Nastepnie przedstawiony jest cel pracy,
a po nim wystepujg trzy rozdziaty poswiecone historii badann antydopingowych (rozdziat 3),
charakterystyce substancji dopingujacych i odurzajacych (rozdziat 4) oraz rodzajom materiatow
biologicznych w jakich wykonuje sie oznaczenia wspomnianych substancji (rozdziat 5). Moim zdaniem
rozdziaty 3-5 oraz rozdziat 7 (Metody oczyszczania probek materiatow biologicznych ze szczegdlnym
uwzglednieniem metod mikroekstrakcyjnych) powinny zosta¢ umieszczone przed celem pracy i wraz
ze wspomnianym rozdziatem Wprowadzenie tworzyé wstep teoretyczny. Nie zmienia to faktu, ze
przedstawione w tych rozdziatach informacje sg ciekawe, przedstawione w dostepny sposoéb i istotne
z punktu widzenia tematyki rozprawy. Swiadcza réwniez o szerokiej wiedzy Doktoranta w zakresie

tematyki prowadzonych badan.

Sformutowany cel pracy jest precyzyjny i sktada sie z celu gtéwnego oraz celéw dodatkowych.
Gtéwnym celem jest udoskonalenie metod przygotowania probek do oznaczania substancji
zakazanych w prébkach $liny, a cele dodatkowe to dobdr odpowiedniej procedury pobierania prébek

$liny do badan oraz opracowanie zupetnie nowej metody przygotowania prébek.



Prace bedace podstawg rozprawy wkomponowane sg w rozdziat 6 (Publikacja nr 1),
8 (Publikacje nr 2 i 3) oraz 9 (Publikacje nr 4 i 5). Rozdziat 6 dotyczy metod pobierania materiatu
biologicznego do badan, a w szczegdlnosci prébek sliny. W Publikacji nr 1 poréwnano 15 dostepnych
komercyjnie zestawdéw do pobierania prébek sliny pod katem ich uzytecznosci do oznaczania
49 popularnych substancji dopingujacych i narkotycznych. Przeprowadzone badania sg kompleksowe,
objety wszystkie dostepne na rynku zestawy, a uzyskane wyniki pokazujg, ze dobdér odpowiedniej
metody pobierania prébek ma ogromne znaczenie dla powodzenia procesu analitycznego.

Rozdziat 8 poswiecony jest nowym rodzajom pokry¢ urzgdzen do mikroekstrakcji do cienkiej
powtoki (TFME). Metoda TFME jest modyfikacjg wprowadzonej juz ponad 30 lat temu metody SPME,
a jej gtébwnym atutem jest mozliwos$é stosowania TFME w uktadzie ptytki 96-dotkowej, co pozwala na
zwiekszenie przepustowosci prowadzonych oznaczen. W Publikacji nr 2 poréwnano 12 rdznych
rodzajow powtok ekstrakcyjnych réznigcych sie miedzy sobg przede wszystkim typem oddziatywan
miedzyczasteczkowych zapewniajgcych wigzanie analitéw do pokrycia. Oprdcz 12 rodzajow powtok
przebadanych zostato réwniez 8 roztwordw desorpcyjnych, co w potgczeniu z 48 badanymi
substancjami dato w sumie imponujacg matryce danych sktadajaca sie z 4608 wartosci. Najlepsza do
ekstrakcji badanych substancji metodg TFME okazata sie powtoka zawierajgca réwne proporcje
czasteczek zawierajgcych grupy oktylowe (C8) i 3-cyjanopropylowe (CN). W kolejnej pracy (Publikacja
nr 3) poréwnano mozliwos$¢ ekstrakcji 30 zwigzkdw, m.in. narkotykow i srodkéw dopingujgcych,
metodg TFME przy zastosowaniu powtok pokrytych czgstkami C18 o réznej wielkosci (5, 10 i 45 um)
oraz powtoki C18 wielkosci 10 um zawierajacej polarne grupy pomocnicze. Przeprowadzone badania
pokazaty, ze polarne grupy pomocnicze umozliwiajg skuteczniejsze wigzanie hydrofilowych analitéw
obecnych w wodzie; za$ poréwnanie powtok przygotowanych z czgstek o réznej wielkos$ci wskazuje,
ze korzystniejsze jest stosowanie czgsteczek o mniejszej wielkosci, ktére charakteryzowaty sie
mniejszg wielkoscig poréw wewnetrznych. Dobrym uzupetnieniem tych badan bytoby zastosowanie
czastek o réznej wielkosci zawierajgcych polarne grupy pomocnicze.

W rozdziale 9 przedstawiona zostata mozliwos$¢ wykorzystania technologii druku 3D w chemii
analitycznej. Doktorant zaplanowat i przeprowadzit innowacyjne badania, w ktdorych druk 3D
wykorzystano do przygotowania urzgdzen mikroekstrakcyjnych, a uzyskane wyniki opublikowano
w prestizowych czasopismach Analytical Chemistry (Publikacja nr 4) i Talanta (Publikacja nr 5).
W Publikacji nr 4, zamiast tradycyjnie stosowanego metalu, do wykonania wewnetrznej struktury
urzadzen TFME wykorzystano termoplastyczny poliamid wzmocniony wtéknem weglowym. Tak
przygotowane struktury pokryto powtoka ekstrakcyjng, a ich zdolnosé¢ ekstrakcyjng poréwnano
z tradycyjnie przygotowanym urzgdzeniem, w ktédrym struktura wykonana jest z metalu. Ponadto

sprawdzono mozliwosci ekstrakcyjne urzgdzenia wykonanego jedynie z poliamidu 6 wzmocnionego



wiéknem weglowym (bez pokrywania go powtoka ekstrakcyjng). Rodzaj materiatu z jakiego wykonana
zostata wewnetrzna struktura urzadzenia TFME nie wptywat na wydajnos¢ ekstrakcji, przy
wykorzystaniu obu urzgdzen uzyskano poréwnywalne wyniki. Natomiast ekstrakcja przeprowadzona
urzadzeniem w catosci wykonanym 1z poliamidu 6 wzmocnionego witdknem weglowym
charakteryzowata sie m.in. lepszg powtarzalnoscia i wysokim stopniem oczyszczenia prébki, a ponadto
uzyskano znaczng redukcje czasu i kosztu przygotowania urzadzenia ekstrakcyjnego. W kolejnych
badaniach (Publikacja nr 5) poréwnano zdolnos¢ ekstrakcyjng urzgdzen TFME wykonanych za pomoca
druku 3D z 11 réznych polimeréw o wifasciwosciach adsorpcyjnych. Uzyskane wyniki potwierdzity
zalety poliamidu 6 jako obiecujgcego polimeru do produkcji urzadzen ekstrakcyjnych,
korzystne wyniki uzyskano réwniez przy uzyciu urzadzen wydrukowanych z rdéinego rodzaju
poliuretanéw. Waznym aspektem przeprowadzonych badan jest fakt, ze produkcja urzadzen
ekstrakcyjnych ze wspomnianych polimerdw jest nie tylko tansza i szybsza, ale takze nie wymaga
stosowania szkodliwych dla srodowiska odczynnikéw.

Chciatbym podkresli¢, ze badania umieszczone w kazdej z publikacji wchodzgcych w sktad
cyklu zostaty bardzo dobrze zaprojektowane. Na uwage zastuguje rodwniez obszerna ilos¢ badan
wykonana w ramach kazdej z tych prac. Jedynie badania w Publikacjach nr 2 i 3 mogtyby by¢
uzupetnione o pomiary z uwzglednieniem matrycy biologicznej. Zastanawia mnie natomiast na jakiej
podstawie zostato wybrane stezenie oznaczanych substancji. W Publikacji nr 1 byto to 10 ng/ml,
natomiast w pozostatych 50 ng/ml. Czy wiadome jest w jakich stezeniach moga one wystepowac
w prébkach krwi czy sliny u oséb je stosujacych? Przypuszczam, ze mogg one wystepowac na bardzo

réznych poziomach stezen, co moze wptywac nie tylko na proces ekstrakcji, ale tez oznaczania.

Whioski wyciggniete przez Doktoranta z przeprowadzonych badan przedstawione sg w sposéb
opisowy i obejmujg 5 stron maszynopisu. Sg one podzielone na wnioski jakie Doktorant wyciggnat
z badan przedstawionych w pieciu publikacjach, a jednoczesnie odpowiadajg na cele rozprawy

doktorskiej.

W dalszej czesci rozprawy zamieszczone sg streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz
bibliografia. Spis literatury obejmuje 116 pozycji piSmiennictwa, z czego prawie 90% prac zostato
opublikowanych w ostatnim dwudziestoleciu. Ostatnia cze$¢ maszynopisu to zatgczniki, wsrdd ktdrych

znajdziemy wspomniane wczesniej oswiadczenia oraz imponujacy dorobek Doktoranta.



Podsumowujgc, uwazam, iz rozprawa doktorska Pana mgr tukasza Tomasza Sobczaka jest
innowacyjna i stanowi wazny wkitad w rozwdj chemii analitycznej, zwilaszcza etapu przygotowania
prébek. Przeprowadzone badania i opracowane rozwigzania przyczyniajg si¢ do rozwoju metod
oznaczania substancji dopingujgcych i odurzajgcych w slinie. Rozprawa jest bardzo dobrze napisana

pod wzgledem merytorycznym i stylistycznym, nalezy podkresli¢ estetyke i dbatos¢ o szczegoty.

Stwierdzam, iz Rozprawa doktorska mgr tukasza Tomasza Sobczaka spetnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. 2023 poz. 742), w zwigzku z czym zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne w Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu z wnioskiem o dopuszczenie mgr farm. tukasza Tomasza Sobczaka do dalszych

etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia naukowego doktora.

Biatystok, dn. 22.08.2023r.
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