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Rozwdj cywilizacyjny oczekuje od chemikéw analitykbw coraz czulszych i
doktadniejszych metod oznaczania roznego rodzaju zwigzkéw chemicznych
wprowadzanych do srodowiska naturalnego. Substancjami tymi sg zarédwno zwigzki
organiczne, jak rowniez nieorganiczne. Wsrdd nich wazne miejsce zajmuje siarkowodor i
jony jego soli (siarczki i wodorosiarczki). Ze wzgledu na toksyczne wiasciwosci
siarkowodoru, jego stezenie, jak i stezenie jondw siarczkowych jest badane w réznych

matrycach srodowiskowych i biologicznych.

Najprawdopodobniej z tego powodu celem pracy doktorskiej Pani mgr Wiktorii
Frankiewicz byto opracowanie nowych metod analitycznych, opartych o wykorzystanie
techniki HPLC-UV-Vis, ktére umozliwig analize materiatu biologicznego na zawartosc
jonow siarczkowych. Tak postawiony cel badan nalezy uznaé za w petni zasadny zaréwno
ze wzgledow poznawczych jak i potencjalnych zastosowan praktycznych.

Przestana mi do recenzji rozprawa doktorska realizowana byta pod bezposrednim
kierunkiem dr hab. Roberta Zakrzewskiego, prof. Uk, w Katedrze Chemii Srodowiska
Wydziatu Chemii Uniwersytetu todzkiego.

Rozprawa sktada sie z wprowadzenia, przedstawienia celu pracy, czesci teoretycznej
omawiajacej zastosowanie soli piryliowych oraz wtasciwosci i metod oznaczania jonow

siarczkowych, opisu przeprowadzonych badan wraz z obszernym opisem procedur,
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charakterystyki opracowanych metod, podsumowania, wnioskéw, wykazu literatury,
streszczenia i wykazu skrétéw.

W czesci teoretycznej autorka przedstawita witasciwosci soli piryliowych i ich
reaktywnos$¢, ktéra pozwala na ich zastosowanie jako odczynnika derywatyzujacego w
metodach oznaczania jonéw siarczkowych. Zwigzki te w wyniku reakcji z jonami
siarczkowymi  tworzg  bowiem  barwne pochodne, umozZliwiajace detekcje
spektrofotometryczng. W dalszej czeSci przedstawione zostaly witasciwosci i
zastosowanie jondw siarczkowych. Znaczgca cze$¢ tego opisu dotyczy procesow
metabolicznych w organizmach zywych, ktérych produktem lub substratem jest
siarkowodor. W tym miejscu warto podkresli¢, ze oprécz powszechnie znanego
toksycznego dziatania siarkowodoru na organizmy zywe, endogenny siarkowodor jest

wazny dla prawidtowego dziatania komoérek, tkanek i narzadow.

W obu tych przypadkach dziatania toksycznego i prozdrowotnego wazne jest
monitorowanie stezenia siarkowodoru zaréwno w powietrzu, wodzie jak i tkankach i
ptynach fizjologicznych. Z tego powodu Autorka przeprowadzita studnia literaturowe
dokonujac krytycznego przegladu obecnie stosowanych metod, przedstawiajgc ich
mozliwosci, zalety i wady. Wiele metod normatywnych oznaczania siarkowodoru i
siarczkow stosuje niezbyt nowoczesne techniki, jak np. miareczkowanie jodometryczne,

elektrody jonoselektywne itd. Czg$¢ teoretyczna bazuje na 125 pozycjach literaturowych.

Na podstawie przeprowadzonych  studiow Pani  Magister = Frankiewicz
najprawdopodobniej stwierdzita, ze oznaczanie jonéw siarczkowych mozna by wykonad,
wykorzystujac technike chromatografii cieczowej, co uwazam za bardzo dobre
rozwigzanie. Istnieje jednak jeden problem, mianowicie detekcja jonéw siarczkowych w
uktadzie chromatograficznym. Problem ten zostat skutecznie rozwigzany przez
deprywatyzacje za pomocg soli piryliowych.

W czesci eksperymentalnej Pani Magister Wiktoria Frankiewicz zamiescita zestawienie
sprzetu laboratoryjnego i opis chromatografu cieczowego. Do tej czesci mam kilka uwag,
ktore zamieszcze w dalszej czesci recenzji. Na dalszych stronach znajduje sie lista
uzywanych w badaniach odczynnikéw chemicznych, a nastepnie opisy procedur

eksperymentalnych syntezy odczynnikéw derywatyzujacych, przygotowywania roztworow,
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itd. Moim zdaniem w tej czesci opisy sg nieco przesadne. Zajmujg one duzo miejsca, a w
praktyce niewiele wnoszg do rozprawy doktorskiej.

W dalszej czesci Autorka opisuje procedury analityczne, ktére stanowig zasadniczy
opis eksperymentalny badan bedacych podstawg rozprawy doktorskiej. Opisy te sag
bardzo szczegdtowe i nie pozostawiajg watpliwosci co do szczegdtdw przeprowadzonych
badan.

Kolejng cze$¢ rozprawy stanowi przedstawienie i dyskusja otrzymanych wynikow.
Autorka przedstawia optymalizacje warunkéw chromatograficznych, w tym dobér dtugosci
fali dla wybranych odczynnikéw derywatyzujacych, pH fazy ruchomej, sktad procentowy
fazy ruchomej itd. Jest to prawidtowy proces opracowywania metody analitycznej z
wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Poza opracowaniem metody
analitycznej, dla oznaczania jonow siarczkowych kluczowa jest procedura ich
derywatyzacji. Proces ten réwniez zostat skrupulatnie przeprowadzony i opisany. Czytajac
rozprawe wida¢ systematyczne opracowywanie metody przez badanie wptywu
poszczegdlnych warunkéw, takich jak pH, zawarto$¢ buforu, zawarto§¢ kwasu, rodzaj
kwasu i stosunek molowy reagentow. W efekcie Autorka otrzymuje dwie bardzo wydajne
metody derywatyzacji za pomoca dwdch odczynnikéw derywatyzujacych. W kolejnym
etapie Autorka przeprowadzita walidacje metod, wyznaczajgc granice wykrywalnosSci i
oznaczalnosci, zakres liniowosci, wspotczynnik determinacji (ktéry zostat przez Autorke

nieprawidtowo nazwany wspofczynnikiem korelacji) oraz powtarzalno$¢ metody.

Metody analityczne opracowane na roztworach wzorcowych zostaty nastepnie
zaadoptowane do matryc biologicznych. Pierwsza z matryc byt ludzki mocz, a druga,
watroba kurza. Obecnos¢ matrycy w probkach wymusita optymalizacje procesu
derywatyzaciji jak i przeprowadzenia walidacji metody.

Finalnie Pani magister Frankiewicz wykorzystata opracowane metody do analizy
moczu ludzkiego 20 ochotnikéw. W prébkach tych oznaczona zostata rowniez kreatynina.
O ile ludzki mocz jest catkiem skomplikowang matrycg dla chromatografisty, watroba
kurza jest zdecydowanie bardziej ucigzliwa do badan a przygotowanie podrdbki
nieporéwnywalnie trudniejsze. Niemniej jednak Autorka podjeta trud optymalizacji procesu
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homogenizacji i przygotowania probki, optymalizacji procesu derywatyzacji i walidaciji
metody. Procedury te zostaty systematycznie opisane na kolejnych stronach rozprawy.
Obie metody, z wykorzystaniem odczynnika L1 i LN1 dawaty bardzo zbiezne wyniki,
niemniej jednak zastosowanie odczynnika LN1 dawato nizsze granice oznaczalnosci.
Mimo tego, ze réznica w LOQ byta niewielka, zaréwno dla ludzkiego moczu jak i dla
watroby kurzej zastosowanie odczynnika LN1 umozliwito oznaczenie jonéw siarczkowych
w wigkszej ilosci prébek. W wyniku porownania metod za pomocg statystyki opisowe;j
Autorka udowodnita, Zze rdznice wynikdw otrzymywanych tymi metodami nie sg

statystycznie istotne.

Uwagi szczegétowe

Pani mgr Wiktora Frankiewicz postawita za cel swojego doktoratu opracowanie nowych

metod chromatograficznych umozliwiajacych oznaczanie jonéw siarczkowych w

matrycach biologicznych za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Bez

watpienia cel ten zostat osiggniety. Opracowane metody sg czute, powtarzalne, a réwniez

stosunkowo proste i tanie. Takie przynajmniej odnosze wrazenie, czytajac rozprawe, o ile

metode derywatyzacji mozna nazwac prostg. Fakt, ze metody sg proste i tanie daje im

szanse na to, ze mogqg znalez¢ zastosowanie w badaniach rutynowych. Jezeli mozna je

zastosowa¢ do skomplikowanych matryc, tym fatwiej bedzie je zaadoptowaé do

prostszych matryc, takich jak na przyktad woda.

Obowigzkiem recenzenta, poza wskazaniem osiggnie¢ przedstawionych w rozprawie

doktorskiej jest rowniez wskazanie znalezionych tam btedéw. Ma to generalnie na celu

uniknigcie podobnych btedéw przez mlodego badacza w przysziosci.

Lista moich uwag i pytan jest niestety dos$¢ dtuga:

e Rysunek 3 przedstawia numeracje cyframi arabskim, a dyskutowane sg pozycje a i
Y.
e Opis chromatografu cieczowego jest generalnie nieprawidlowy: o pompie:

,...charakteryzowata sie rozszerzonym zakresem mocy i umozliwiata dostarczanie
cisnienia w zakresie 400 bar. Pompa:zapewnia’ra bezimpulsowy, stabilny przeptyw i

dobre wymieszanie rozpuszczalnikow. Dwa ptywajace tloki.... Poprosze
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doktorantke o komentarz na temat pracy pompy do HPLC. Problematyczny jest
rowniez opis dozownika, sugerujacy, ze jest tam kolumna i przedstawiona
charakterystyka uzytej kolumny.

Opisana procedura otrzymywania kwasu solnego o ¢=0,5 mol/dm3 na pewno
prowadzi do znacznie wyzszego stezenia, str. 42;

Jednostka ,rpm” zawiera w sobie minute, wiec zapis ,rpm/minute” jest
niepoprawny, str. 43;

Chciatbym dowiedzie¢ sie, w jaki sposéb doktorantka przygotowywata roztwory
buforowe;

Z czego wynika fakt dopuszczalnego cisnienia <138 bar?, str. 56;

Na jakiej podstawie wyznaczono szybkos$ci przeptywu, odpowiednio 0,9 i 0,55
ml/min?, str. 56;

Wykres 10 (i seria podobnych: 11, 18, 19, 33, 34) pokazuje jedynie powtarzalno$¢
dozowania. taczenie tych punkdéw jest nielogiczne, a dobdér zakresu osi y zaciera
rozumienie przedstawionych danych. Generalnie te wykresy nie wnoszg nic do
rozprawy;

Tabela 15 i kolejne: co oznacza ,-"? Generalnie nalezy wskazaé¢ n.d., n.w. lub
<LOD jesli nie wykryto, lub <LOQ jezeli wykryto, ale nie mozna oznaczy¢;

Wykres 24 i 25 oraz 39 i 40: co mialo na celu narysowanie chromatogramu
punktami zamiast linig ciggta?;

Wykres 28: czy spadek nie jest wynikiem rozcienczania? Dlaczego nie sprawdzono
objetosci mniejszej niz 5 ml?;

Whioski: dlaczego czas analizy nie moze przekroczy¢ 10 minut?;

Mam tez pewne zastrzezenia co do stosowanego stownictwa i sktadni:

Chromatografia ,nadkrytyczna” to zbyt duzy skrét myslowy, str. 7;
Oznaczenie jest zawsze iloSciowe, str. 8;
W wielu zdaniach zastosowano niepoprawng sktadnie, brzmig jak ttumaczenie tekstu

przez aplikacje ttumaczaca;
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Niektore zwroty, jak np. ,doswiadczenia na myszach donosza...” brzmig bardzo
nienaukowo i sg niepoprawne, str. 18, ,procedura btekitu metylenowego”, str. 29,
.przyczepnosé¢ do roznych materiatow”, str. 34, to adhezja lub adsorpcja;

e Niektére zdania nie powinny znalezé sie w rozprawie doktorskiej: ,Pozytywne
funkcje tego zwigzku chemicznego sa przeciwienstwem w stosunku do jego
negatywnych funkcji®, str. 23 oraz ,Zatrucie cyjankiem generuje podobne zjawiska”,
str. 24;

e Dlaczego stosowany jest zapis ,analiza instrumentalna” zamiast ,analiza
chromatograficzna”?;

o ependorfy” i ,falkony” oficjalnie nie wystepujg w jezyku polskim;

e Zamiast stowa ,standardy” w polskich pracach naukowych uzywa sie stowa
,wzorce”;

e Dlaczego stezenie kwasu wpisywane jest w nazwe, np. ,kwas 36% solny”?;

e 3000 pl to 3 ml, generalnie unikamy zbednych zer;

e Kalibracje prowadzi sie o krzywe wzorcowe, ktére zazwyczaj sg proste. Termin
,prosta wzorcowa” stosowany w rozprawie jest nieprawidtowy.

Podsumowujgc, uwazam, ze pomimo wskazanych niedociggnie¢ recenzowana rozprawa
doktorska dotyczy waznego, z poznawczego i praktycznego punktu widzenia,
poszukiwania nowych metod analitycznych. Opracowane metodyki analityczne spetniajg
w petni kryteria akceptacji odnosnie: zakresu pomiarowego, liniowosci, granicy
wykrywalnosci i oznaczalnosci, dokfadnos$ci, precyzji, odzysku oraz odpornosci.
Krytycznie podejscie Doktorantki do uzyskanych wynikdw $wiadczy o dojrzatosci

naukowej i doskonatej znajomosci zagadnien dyskutowanych w pracy.

Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska Pani mgr Wiktorii Frankiewicz jest oryginalnym opracowaniem
naukowym. Uzyskane wyniki badan wzbogacajg wiedze z zakresu chemii analitycznej i
chemii srodowiska. Doktorantka wykazata sie zdolnoscig prowadzenia wnikliwych studiow
literaturowych, umiejetnoscig planowania i wykonywania eksperymentéw, interpretowania
otrzymanych wynikéw badan, krytycznej oceny faktow oraz formutowania wnioskéw. W
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moim przekonaniu Doktorantka jest dojrzatym naukowcem przygotowanym do
samodzielnego prowadzenia badan.

Reasumujac, stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Wiktorii  Frankiewicz pt. “Wykorzystanie soli piryliowych do oznaczania jonow
siarczkowych w wybranych matrycach biologicznych za pomocg HPLC/DAD” spetnia
wymogi wiasciwej ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym w zwigzku z
powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Wydziatu Chemii Uniwersytetu
tdédzkiego o przyjecie i dopuszczenie Pani mgr Wiktorii Frankiewicz do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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Dr hab. Szymon Bocian. prof. UMK
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