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Recenzja

rozprawy doktorskiej autorstwa mgr Krystiana Purgata zatytutowanej
»Wykorzystanie mikroekstrakcji w elektroforetycznej analizie moczu na zawartos¢

tiolaktonu homocysteinf

Techniki elektromigracyjne pozwalajg na szybkie i wysoce wydajne rozdzielanie natadowanych
elektrycznie sktadnikéw mieszanin znajdujacych sie w stosunkowo matych objetosciach prébki.
Poczatek rozwoju technik elektromigracyjnych datuje sie na drugg potowe XIX wieku kiedy to angielski
fizyk Oliver Lodge opublikowat wyniki pierwszych eksperymentéw elektromigracyjnych w roztworach
i zelach. W 1948 roku szwedzki biochemik Arne Wilhelm Kaurin Tiselius zostat laureatem Nagrody
Nobla z chemii, za m.in. badania nad zjawiskami elektroforezy oraz adsorpcji. Stellan Hjerten, uczen
Arne Tiseliusa, w 1967 roku zaproponowat zastosowanie kapilar o bardzo matych srednicach
wewnetrznych co stato sie poczatkiem wspédtczesnie znanej elektroforezy kapilarnej, a w 1984 roku
ukazata sie pionierska praca japonskiego badacza profesora Shigeru Terabe proponujaca
elektroforetyczne rozdzielanie, poza zwigzkami obdarzonymi tadunkiem, takze obojetnych
elektrycznie czgsteczek, z uzyciem micelarnej elektrokinetycznej chromatografii. Tylko publikacje tego
ostatniego wymienionego powyzej naukowca, m.in. w takich czasopismach jak Science, osiggnety w
literaturze $wiatowej liczbe ponad 21 tysiecy cytowan a ich skumulowany wspétczynnik oddziatywania
wynosi 79 (wg bazy Web of Science). Swiadczy to niezbicie o bardzo duzym zainteresowaniu
badawczym technikami elektromigracyjnymi a takze o istotnym potencjale innowacyjnym jaki za nimi

stoi. Jednym z takich wyzwan poznawczych, ktére przycigga uwage wielu badaczy w tym Autora
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recenzowane]j dysertacji, jest najpowazniejsza prawdopodobnie wada technik elektromigracyjnych
jaka stanowi stosunkowo niska, zwtaszcza w porédwnaniu do technik chromatograficznych, czutos¢
analityczna. Sposrdd wielu podejs¢ badawczych stosowanych do rozwigzania tego istotnego
ograniczenia analitycznego, szczegdlne miejsce zajmujg szeroko rozumiane techniki wzbogacania
analitu w kapilarze, tzw. on-line preconcentration techniques. Innym kluczowym, z punktu widzenia
bioanalizy aspektem badawczym jest etap przygotowania prébki gdzie nowoczesne techniki jak
mikroekstrakcja sg coraz powszechniej stosowane.
W ten obszar badawczy perfekcyjnie wpisuje sie oceniana praca doktorska mgr. Krystiana

Purgata wykonana pod kierunkiem dr hab. Pawta Kubalczyka, prof. Ut, w Katedrze Chemii Srodowiska,
Wydziatu Chemii Uniwersytetu todzkiego. Jest podsumowaniem badan nad opracowaniem metod
elektromigracyjnych z wykorzystaniem techniki elektroforezy kapilarnej do oznaczania tiolaktonu
homocysteiny w materiale biologicznymi. Wyniki badan Doktoranta dotyczgce bezposrednio ocenianej
dysertacji zostaty opublikowane w dwdch artykutach oryginalnych w renomowanych czasopismach
naukowych takich jak: Molecules i Analytical Biochemistry. Wyzej wymienione prace ukazaty sie w
stosunkowo krotki przedziale czasu od 2020 do 2021 roku i w obu z nich Pan mgr Purgat jest pierwszym
autorem co potwierdza istotng role oraz wiodace zaangazowanie Doktoranta w realizacje badan oraz
powstawanie publikacji. Catkowity dorobek publikacyjny Doktoranta to w sumie 7 prac (razem z dwiema
stanowigcymi podstawe rozprawy doktorskiej) opublikowanych w prestizowych czasopismach
z listy Journal Citation Reports (JCR) o fgcznym wspodtczynniku wptywu blisko 30. Jest On pierwszym
autorem w trzech z ww. siedmiu publikacji. Wyniki badan mgr. Krystiana Purgata byty przedstawiane
podczas krajowych i miedzynarodowych konferencji zaréwno w postaci wystgpien ustnych jak i prezentacji
plakatowych. Doktorant byt kierownikiem dwdch projektow finansowanych w ramach prac badawczych
mtodych naukowcéw Wydziatu Chemii Uniwersytetu tddzkiego. Brat udziat w licznych
szkoleniach, krétkoterminowym naukowym stazu zagranicznym oraz byt laureatem nagrody podczas X Polskiej
Konferencji Chemii Analitycznej w Lublinie w 2018 roku za najlepszg prezentacje ustng w ramach sesji mtodych.

Rozprawa doktorska mgr. Krystiana Purgata napisana jest w jezyku polskim i ma uktad klasycznej pracy
doktorskiej. We wstepie obejmujgcym okoto 80 stron przedstawione zostaty podstawowe informacje z zakresu
wiasciwosci fizykochemicznych i biochemicznych homocysteiny, przeglagd metod wykorzystywanych do

oznaczania tiolal<tonu homocysteiny, podstawy elektroforezy kapilarnej ze szczegdlnym uwzglednieniem



aspektow czutosci metody oraz opis ekstrakcja ciecz-ciecz jako kluczowego elementu przygotowania prébki do
analizy z oméwieniem wariantu techniki jakim jest mikroekstrakcja do pojedynczej kropli. W czesci
eksperymentalnej poza spisem aparatury, odczynnikéw, przygotowywanych roztwordw znajduje sie takze opis
kondycjonowania kapilar w trakcie prowadzonych badani. Nastepnie w czesci literaturowej mozna sie zapoznac
z doktadnym opisem opracowania procedur oznaczen elektroforetycznych tiolaktonu homocysteiny w moczu
cztowieka wraz z krétkim oméwieniem otrzymywanych na poszczegdlnych etapach postepowania
analitycznego wynikéw. | tak w pierwszej kolejnosci przedstawione zostato opracowanie metody oznaczania
tiolaktonu homocysteiny za pomocg kapilarnej elektroforezy strefowej oraz mikroekstrakcji do pojedynczej
kropli realizowanej w uktadzie pomiarowym elektroforezy kapilarnej, nastepnie opracowanie procedury
mikroekstrakcji do pojedynczej kropli realizowanej poza uktadem ecektroforezy kapilarnej a ostatecznie
opracowanie metody oznaczania tiolaktonu homocysteiny za pomocy eaektroforezy strefowej z
wykorzystaniem mikroekstrakcji do pojedynczej kropli oraz wprowadzania prébki ze wzmocnieniem pola
elektrycznego.

W konsekwencji przyjetej konwencji przedstawiania wynikdw, po czesci teoretycznej znajduje sie
siedmiostronicowy rozdziat zatytutowany podsumowanie i wnioski koricowe. Wnioski przedstawione sg w 9
zwieztych punktach. Na bibliografie sktadajg sie 243 pozycje literaturowe, gtéwnie publikacje anglojezyczne w
czasopismach z listy JCR opublikowane w ostatnich 10 latach.

Rozprawe uzupetniajg streszczenia w jezyku poiskim i angielskim, wykaz uzytych skrétéw i symboli oraz
wykazy tabel i rysunkéw. Prace doktorska koriczy wykaz dorobku naukowego oraz pozostatych
osiaggnie¢ Doktoranta.

Podstawowym celem pracy byto opracowanie i zoptymalizowanie metod oznaczania

tiolaktonu homocysteiny w moczu cztowieka z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej oraz
mikroekstrakcji ciecz-ciecz. W ramach opracowywanych metod szczegdlng uwage potozono na kwestie
czutosci, jako ze jest to staba strona technik elektromigracyjnych z detekcja spektrofotometryczng i w
zwigzku czym w literaturze istnieje wiele doniesien na temat mozliwych sposobdow poprawy czutosci w
CE. Jako technike zatezania analitu bezposrednio w kapilarze, zastosowano spietrzanie na drodze
wprowadzania prébki ze wzmocnieniem pola elektrycznego. W procedurze wykorzystano ekstrakcje
do pojedynczej kropli realizowang na dwa sposoby, tj. w uktadzie albo poza uktadem pomiarowym CE,
Osiagniecie celu pracy mozliwe byto poprzez zrealizowanie 1<01ejnych etapdw polegajgcych na
opracowaniu procedury przygotowania probki do przeprowadzenia mikroekstrakcji do pojedynczej
kropli w uktadzie tréjfazowym, doborze odpowiednich warunkéw ekstrakceji tiolaktonu homocysteiny z moczu,
zastosowanie wprowadzania prébki do kapilary ze wzmocnieniem pola elektrycznego w
procedurze z mikroekstrakcjg do pojedynczej kropli w trybie off-line,, oraz zastosowanie opracowanej metody

do oznaczania prébek biologicznych, tj. moczu.



Do wymiernych efektéw prowadzonych badan Doktoranta opisanych w rozprawie nageza:
_opracowanie nowych elektroforetycznych metod oznaczania HTL w moczu cztowieka, z
wykorzystaniem mikroekstrakcji do pojedynczej kropli oraz techniki wprowadzania prébki ze
wzmochnieniem pola elektrycznego,
- pozwolito to na zwiekszenie czutosci metody wyrazone wspotczynnikami wzmocnienia (SEFA)
wynoszgcymi od 100 dla metody off-/ine SDME-CZE do 340 razy dla metody on-line SDME-CZE,
_w efekcie oznaczanie HTL w moczu cztowieka nie wymaga procesu derywatyzacji zwigzku, co
pozwala na skrécenie czasu analiz,
przeprowadzona walidacja metod i uzyskane jej pozytywne wyniki pozwalajg zaktadaé, iz opracowana
metoda mogtaby stuzy¢ do rutynowej analizy moczu pod katem oznaczania zawartosci

Nie bez znaczenia jest rdwniez, szczegdlnie majgc na uwadze tzw. ,zielong chemie”, iz zaproponowane
metody i procedury analityczne sg niskokosztowe a takze, jak wiekszo$¢ praktycznie metod
elektromigracyjnych, zuzywajg niewielkie ilosci rozpuszczalnikéw organicznych, zapewniajgc ich bezpieczny i
przyjazny charakter dla srodowiska.

W swoich badaniach mgr Purgat wykonat bardzo liczne i niezwykle drobiazgowe analizy stuzgce do
optymalizacji warunkéw ekstrakcji, podczas ktérych porownywat nie tylko rézne rodzaje rozpuszczalnikow
organicznych ale takze wptyw objetosci préobki w fiolce czy wptyw rodzaju kwasu oraz jego stezenia na
wydajnos¢ procesu ekstrakcji. Podobnie detalicznie opisane zostaty kolejne kroki w badaniach dotyczace
doboru warunkéw elektroforetycznego rozdzielania, ich optymalizacji a nastepnie walidacji metody
elektroforetycznej. Odnos$nie walidacji nasuwa sie pytanie, skad wzieta sie wartos$¢ zakresu liniowosci (str. 118
i ryc. 54) i czy gdyby zakres ten byt rozszerzony o np. jeden rzad wielkosci to czy dalej metoda spetniataby
kryteria liniowosci? Czy Doktorant uwzglednit w trakcie wykonywania badan takze inne parametry walidacyjne
niz wymienione w dysertacji? Generalnie tez nasuwa sie sugestia aby w przysztych badaniach oprzec sie na
podejsciu planowania eksperymentu (Design of Experiments, DOE), w ktérym przy wykorzystaniu
odpowiednich algorytméw obliczeniowych mozna jednoczesnie optymalizowa¢ kilka parametréow
analitycznych przy koniecznosci wykonania ograniczonej eksperymentéw. Na rysunku 48 przedstawiono wyniki
doboru rodzaju fazy akceptorowej dia procesu mikroekstrakcji, na podstawie ktdrych ol<reslono kwas
fosforowy (V) jako optymalny ze wzgledu na wielko$¢ poka powierzchni sygnatu. Jednoczesnie na tym samym
rysunku praktycznie identyczng wielkos$¢ pola powierzchni sygnatu, uzyskano dla kwasu mréwkowego. Jakie
byty powody dia ktérych to roztwoér kwasu fosoforowego(V) uznano za faktycznie lepszy od roztworu kwasu
mréwkowego. Podobne watp\iwosci budzg wyniki optymalizacji stezenia kwasu fosforowego(\/)
przedstawione na rysunku 49. W odréznieniu od Autora dysertacji dla recenzenta wecale nie jest takie
oczywiste, ze wybdr stezenia kwasu réwnego 0,0045 mol/L jest najwtasciwszy z punktu widzenia procesu

mikroekstrakcji a konkretnie wielkosci pola powierzchni i precyzji. Z przedstawionych na rysunku wynikéw



intensywnosci pola powierzchni sygnatu wraz z odchyleniami standardowymi wydaje sie, ze inne stezenia w
zakresie od 0,002 mol/L do 0,005 mol/L réwniez mogtyby spetniaé oczekiwania. Prawdopodobnie postuzenie
sie testem statystycznymi pozwolitoby na wyeliminowanie istotnie statystycznie réznych wynii<éw. Jakie byto
pochodzenie préobek moczu wykorzystanych w badaniach w przedstawione] pracy doktorskiej. Czy Doktorant
probowat obliczy¢ i wykorzystaé w swoich badaniach skorygowane pole powierzchni sygnatu (corrected peak
area) i jakby to mogto wptynaé¢ na obserwowane wyniki?

Powyzsze uwagi i pytania nie wptywajg na ogdlng wartos¢ merytoryczng pracy, ktérg oceniam bardzo
wysoko. Praca doktorska mgr. Krystiana Purgata ma walory nowosci i oryginalnosci naukowej. Dysertacja
potwierdza wysokg wiedze i umiejetnosci Kandydata do stopnia naukowego doktora nauk chemicznych.
Rozprawa doktorska mgr. Krystiana Purgata spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017
r. poz. 1789 ze zm.) w zwigzku z art. 179 ust 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajgce ustawe
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz, U. z 2018 , poz. 1669 ze zm.).

Biorac powyzsze pod uwage wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu tédzkiego
o dopuszczenie mgr Krystiana Purgata do dalszych etapow przewodu doktorskiego w dyscyplinie nauki

chemiczne.



