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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Wiktorii Frankiewicz
pt.: ,,Wykorzystanie soli piryliowych do oznaczania jonow siarczkowych w wybranych
matrycach biologicznych za pomocg techniki HPLC/DAD” wykonanej w Zaktadzie
Dydaktyki Chemii i Popularyzacji Nauki, Katedry Chemii Srodowiska na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Lodzkiego pod kierunkiem Pana dr hab. Roberta Zakrzewskiego, prof. UL

Siarka jest jednym z najwazniejszych pierwiastkow, tzw. makroelementow, wchodzacym
w skfad wielu substancji aktywnych (aminokwasy i biatka strukturalne, hormony, witaminy,
enzymy) warunkujacych zdrowie i prawidlowe funkcjonowanie catego organizmu. Rola
metioniny 1 powigzanych z nig aminokwasoéw tiolowych w organizmie jest juz stosunkowo
dobrze poznana, a nieprawidtowe stezenie cysteiny czy tez, przede wszystkim, homocysteiny,
jest juz obecnie swego rodzaju biomarkerem stanu zdrowotnego organizmu. Siarka wystepuje
w organizmie nie tylko w postaci zlozonych zwigzkow organicznych, ale rowniez w swojej
chyba najprostszej formie — jako siarkowodor i jony siarczkowe. Siarkowodor, przez lata
uwazany za zwigzek silnie toksyczny, dzi$ nie jest juz tak demonizowany. Chociaz jego rola
Ww organizmie nie zostala jeszcze w petni wyjasniona i wymaga dalszych badan, pojawiajace
si¢ w ostatnich latach doniesienia naukowe sugeruja, ze jest on bardzo istotny

w funkcjonowaniu organizmu, a jego rola wcale nie jest taka niekorzystna jak si¢ poczatkowo



wydawalo. Siarkowoddér wykazuje zardwno negatywny jak 1 pozytywny wplyw na
funkcjonowanie organizmu czlowieka jednak granica pomig¢dzy dzialaniem toksycznym
a prozdrowotnym jest bardzo waska i1 zalezy, jak si¢ dzi§ powszechnie uwaza, od jego
stezenia w organizmie. Wazne jest zatem posiadanie odpowiednich narzedzi analitycznych
pozwalajacych na monitorowanie poziomu siarkowodoru (jonéw siarczkowych) w tkankach
1 plynach ustrojowych. Dlatego tez problem badawczy podjety przez Panig mgr Wiktori¢
Frankiewicz, czyli opracowanie nowych procedur analitycznych oznaczania jonow
siarczkowych w probkach biologicznych technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej

z detekcja UV-Vis, jest bardzo wazny 1 jak najbardziej uzasadniony.

Recenzowana praca sklada si¢ z typowych elementdéw i zawiera 129 ponumerowanych
stron, 30 tabel, 15 rysunkow 1 40 wykresoéw. Tekst zostat podzielony na dwie gtéwne czesci —
czes$¢ literaturowa 1 cze$¢ doswiadczalng, a ponadto zawiera wstep 1 cel pracy, podsumowanie
oraz wnioski koncowe, streszczenie w jezyku polskim i w jezyku angielskim, spis
stosowanych skrotoéw i akroniméw oraz piSmiennictwo. Bibliografia obejmuje list¢ 138
zacytowanych zrodet literaturowych, w wiekszosci anglojezycznych. Uktad pracy, w tym
kolejno$¢ poszczegolnych rozdzialdow 1 tresci w nich przedstawione, jest starannie
przemyslany i nie budzi zastrzezen. Jedynym mankamentem jest zamieszczony na koncu

pracy ,,Wykaz skrotow”, ktory nie jest uporzadkowany alfabetycznie.

Czes$¢ literaturowa (niepoprawnie nazwana ,teoretyczng”) sktada si¢ z trzech
gltownych podrozdziatow, w ktorych Doktorantka opisata wiasciwosci 1 zastosowania soli
piryliowych, wlasciwosci 1 zastosowania jonow siarczkowych oraz dokonata przegladu metod
stosowanych do ich oznaczania. Troche¢ szkoda, Ze pod koniec tego ostatniego podrozdziatu
Doktorantka nie zamie$cita zbiorczej tabeli (zawierajacej m.in. zakresy stezen, granice
wykrywalnosci itp.), ktéora porownataby i1 podsumowata opisane w literaturze metody

oznaczania jondw siarczkowych porzadkujac tym samym aktualny stan wiedzy na ten temat.

W czeg$ci doswiadczalnej Doktorantka zamie$cita wyniki badan wlasnych, ktoérych
celem bylo opracowanie nowych metod analitycznych do oznaczania jonow siarczkowych
w wybranych matrycach — ludzkim moczu i watrobie kurzej. Poniewaz, ze wzgledu na niska
trwalo$¢, duzg reaktywnos¢ oraz brak barwy, bezposrednie oznaczanie jonow siarczkowych
technikg HPLC z detekcja UV-Vis nie jest mozliwe, Autorka zastosowata derywatyzacje,
ktora jest modyfikacja chemiczng analitu w celu otrzymania nowego zwiazku posiadajacego
wlasciwosci bardziej odpowiednie dla specyficznej metody analitycznej. Autorka zastosowata

dwa odczynniki derywatyzujace (sole piryliowe): wodorosiarczan(VI) 2,4,6-trifenylopirylu



oraz chloran(VII) 4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylopirylu, ktére w reakcji
z jonami siarczkowymi dawaly barwne pochodne, odpowiednio wodorosiarczan(VI) 2,4,6-
trifenylotiopirylu oraz chloran(VII) 4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylotiopirylu.
Bardzo dobrym pomystem Doktorantki byto nadanie skréconych nazw dla obydwu
odczynnikow derywatyzujacych oraz uzyskanych pochodnych (odpowiednio L1 i LN1 oraz
L3 i LN3) co ograniczylo konieczno$¢ stosowania ich pelnych (dhugich) nazw

systematycznych i tym samym ulatwito czytanie calego tekstu.

Cze$¢ doswiadczalna sktada si¢ z rozdziatow poswieconych kolejno: stosowanym
odczynnikom, roztworom 1 aparaturze, stosowanym procedurom oznaczania jondow
siarczkowych, oraz trzech rozdziatéw, w ktorych przedstawione sg szczegdtowe wyniki
dotyczace opracowania procedur oznaczania jondw siarczkowych w  roztworach
standardowych, w ludzkim moczu oraz homogenacie tkanki watroby kurzej. Cato$¢ konczy
podsumowanie oraz wnioski koncowe. Opracowanie kazdej z procedur wymagato
optymalizacji jej poszczeg6lnych etapow m.in. warunkow rozdzielania chromatograficznego,
warunkow prowadzenia reakcji derywatyzacji czy homogenizacji. Zoptymalizowane przez
Doktorantke procedury, po ich wczesniejszej kalibracji 1 walidacji, zostaty zastosowane do
oznaczania st¢zenia jondw siarczkowych w probkach rzeczywistych — w moczu pozornie
zdrowych ochotnikéw oraz w homogenacie tkanki watroby kurzej. Uzyskane wyniki zostaty
przedstawione w przejrzysty sposob w postaci licznych tabel 1 wykresow. Dlatego tez catg
cze$¢ eksperymentalng nalezy oceni¢ wysoko; poszczegdlne etapy pracy zostaty przez
Doktorantke prawidtowo zaplanowane 1 zrealizowane co §wiadczy o jej dojrzato$ci naukowej
oraz bardzo dobrej znajomos$ci warsztatu badawczego. Do przedstawionych wynikow w pracy
mam jednak kilka uwag i komentarzy, ktore nie wptywaja znaczaco na moja ogolng oceng

rozprawy doktorskiej:

- Nie do konca zgadzaja mi si¢ opisane na stronie 42 procedury przygotowania buforu
fosforanowego i buforu TRIS. Autorka podaje, ze roztwory odpowiednio
diwodorofosforanu(V) sodu i tris(hydroksymetylo)aminometanu byty ,,doprowadzane do
odpowiedniego pH wobec elektrody szklanej”; nie podaje jednak za pomocag jakich
odczynnikow. O ile pamigtam w przypadku klasycznego buforu fosforanowego powinien to
by¢ roztwdr wodorofosforanu(V) sodu (NaHPO4) a w przypadku buforu TRIS roztwor

kwasu solnego o odpowiednim stezeniu.

- W jakich jednostkach jest wyrazona ,,Absorbancja” ma wykresach 11 2?



- W rozdziale 3.6.1.1. ,,Optymalizacja warunkdéw chromatograficznych” zostaly zamieszczone
ostateczne (optymalne) warunki chromatograficzne. Moim zdaniem troch¢ szkoda, ze
Autorka nie pokazata zadnych wynikow (zaleznosci), chociazby wpltywy sktadu i pH fazy

ruchomej na rozdzielanie, co znacznie podniostoby wartos¢ tego rozdziatu.

- W tabeli 18 lepszym rozwigzaniem byloby wyznaczenie st¢zenia kreatyniny dla kazdego
pomiaru (piku) i nastgpnie wartosci $redniej, SD 1 RSD juz dla stezen kreatyniny a nie dla
pola powierzchni piku. W ten sposob odchylenie standardowe (SD) byloby wyrazone

w jednostkach stezenia kreatyniny a nie w [mAU-s].

- Nie do konca sg dla mnie zrozumiate uzyskane i przedstawione w tabelach 7, 9, 11, 13, 23
1 25 stgzenia jonu siarczkowego odpowiednio: ,,intre-day”, ,,up-day” i intra-day”. Wzgledne
odchylenie standardowe bedace miarg precyzji metody jest najczesciej obliczane dla danych
uzyskanych w ciggu jednego dnia (,,intra-day”) oraz w okresie kilku kolejnych dni (,,inter-

day”). Prosz¢ o komentarz w tej sprawie.

- W tabelach 19 i 20 Autorka zamie$cita uzyskane znormalizowane st¢zenia jonow
siarczkowych w ludzkim moczu. Ciekawi mnie jak te wartoSci majg si¢ do danych

literaturowych? Czy takie dane sg dostepne w pracach innych autorow?

- W podsumowaniu, na stronie 110, Doktorantka stwierdza, Zze obie opracowane metody
charakteryzuja si¢ liniowos$cig w zakresie st¢zen odpowiednio 20-1500 nmol/l i 10-500
nmol/l. W tabelach 8 1 10 te same zakresy odnosza si¢ do liczby moli jonow siarczkowych
wprowadzonych do kolumny i wyrazonych w nanomolach. Tak wiec czy ilo§¢ nanomoli
jonow siarczkowych w piku odpowiada ich zawarto§ci w przeliczeniu na litr roztworu

(nmol/1)?

Podsumowujac, generalnie cata rozprawa doktorska napisana jest poprawnym
jezykiem, strona edytorska rowniez stoi na wysokim poziomie. Musze tu jednak wspomniec¢,
ze nie podoba mi si¢ stosowany przez Doktorantke opis tabel — ,,pod tabelg”. W literaturze
naukowej przyjeto sig, ze wykresy 1 rysunki opisujemy ,pod” nimi, a opisy tabel
umieszczamy na gorze — ,nad” tabelg. Taki, odmienny sposob opisu konsekwentnie
stosowany przez Doktorantke nie wptywa oczywiscie na warto$§¢ merytoryczng pracy, ale

przyznam szczerze, troche utrudnia czytanie tekstu.

Niestety Autorka nie ustrzegta si¢ kilku potknie¢ jezykowych uzywajac niewtasciwej

nomenklatury i sformutowan oraz tzw. zargonu laboratoryjnego, np.:



- ,matryca fotodiodowa (DAD)” — powinno by¢ ,matryca diodowa™ co wynika chociazby
z dostownego przetlumaczenia akronimu DAD (diode array detector);

- .rozdzielenie przy pomocy kolumny” str. 32 — powinno by¢ ,rozdzielenie za pomoca
kolumny™;

- ,ependorfy”, ,przeniostam do ependorfow” — powinno by¢ probowki Eppendorfa”,
,,przeniostam do probéwek Eppendorfa”;

- falkony”, ,,umiescitam w falkonie” — powinno by¢ ,,probowki typu Falcon™;

- ,,septa” — powinno by¢ ,,membrana”;

- ,zamrazalka” — powinno by¢ ,,zamrazarka”,

- na stronie 39 ,,wielko$¢ czgsteczek 4 pm, powierzchnia 130 m?/g” — powinno by¢ ,,wielko$¢
czastek 4 pm, powierzchnia wiasciwa 130 m?%/g”;

- ,,supernatant” — powinno by¢ ,roztwor nad osadem”;

- ,prosta kalibracyjna” czy tez ,,prosta wzorcowa” — powinno by¢ ,.krzywa kalibracyjna” lub
,.krzywa wzorcowa”;

- na stronie 118 ,LC-MS - detektor tandemowy spektrometrii mas” — akronim LC-MC
oznacza chromatograf cieczowy potaczony ze spektrometrem mas;

- na stronie 118 FTIR - detektor radiometryczny” — akronim FTIR oznacza spektroskopi¢
w podczerwieni z transformacja Fouriera;

_ na stronie 118 . NMR - detektor polarymetryczny” — akronim NMR oznacza spektroskopi¢
magnetycznego rezonansu jadrowego.

Przytoczone powyzej uwagi nie umniejszaja pracy i nie wplywajg na moja oceng jej
warto$ci merytorycznej. Stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Wiktorii Frankiewicz
dotyczy aktualnych i istotnych z praktycznego punktu widzenia zagadnien i posiada wiele
elementéw nowosci naukowej. Metodyka badaf nie budzi zastrzezef, sposéb prezentacji
wynikéw jest jasny 1 czytelny, za$ ich interpretacja wlasciwa. W moim przekonaniu
opiniowana rozprawa doktorska spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim w $wietle
obowiazujacych przepisow i w zwigzku z tym zwracam sig do Komisji Uniwersytetu
P.odzkiego ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie Nauki Chemiczne z wnioskiem 0 jej

przyjecie i dopuszczenie Pani magister do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wontef Uil



