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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Wiktorii Frankiewicz
pt. ,,Wykorzystanie soli piryliowych do oznaczania jonéw siarczkowych

w wybranych matrycach biologicznych za pomoca techniki HPLC/DAD”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Wiktorii Frankiewicz pod
promotorstwem dr. hab. Roberta Zakrzewskiegoj zostata ztozona do oceny w dziedzinie nauk

Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.

W rozprawie Doktorantka podjat sie opracowania dwdch czutych i selektywnych metod
analitycznych do oznaczaniu jondéw siarczkowych w prébkach biologicznych - ludzkim moczu i

kurzej watrobie.

Siarkowodér i siarczki sg zwigzkami, ktdre petnia wazine funkcje w organizmie.
Siarkowodér, podobnie jak tlenek azotu jest waznym mediatorem, m.in. uczestniczy w regulacji
ci$nienia krwi, procesow zapalnych i oksydacyjnych, ma neuroprotekcyjne dziatanie. Siarczki
metali odgrywajg kluczowa role w wielu enzymach i biatkach niezbednych dla prawidtowego
funkcjonowania komodrek i tkanek, w tym enzymach odpowiedzialnych za oddychanie
komodrkowe. Jednoczes$nie nadmierna ekspozycja na siarkowoddr i siarczki jest szkodliwa dla
zdrowia i moze prowadzi¢ do zgondw. Precyzyjny i doktadny pomiar stezenia siarkowodoru oraz
siarczkéw jest kluczowy dla lepszego zrozumienia przebiegu proceséw fizjologicznych i
patofizjologicznych, do terapeutycznego monitorowania lekow uwalniajgcych siarkowodér, jak
rowniez do badan nad nowymi lekami. Z tego tez wzgledu witgczenie sie Doktorantki w badania

zmierzajgce do ustalenia, czy nowe odczynniki derywatyzacyjne pozwolg na opracowanie nowych



procedur analitycznych, ktére zapewnig czute, powtarzalne, szybkie i tatwe iloSciowe oznaczanie
jonéw siarczkowych w prdébkach biologicznych uwazam za cenne. Doktorantka umiejetnie
zidentyfikowata wazny obszar badawczy, dobrze zdefiniowat problem badawczy i prawidtowo

wyznaczyta cel badan.

Rozprawa doktorska mgr Wiktorii Frankiewicz liczgca 129 strony ma klasyczng strukture.
Prace otwiera spis tresci, ktéry prezentuje strukture poszczegdlnych rozdziatdw i podrozdziatéw
rozprawy doktorskiej. Doktorantka wyodrebnita trzy rozdzialty: Wprowadzenie, Czesc¢
Teoretyczng i Cze$s¢ Doswiadczalng, po ktérych zamiescita streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz wykaz skrotéow. Prace zamyka bibliografia zawierajgca 138 odnosniki
literaturowe. W rozdziatach Doktorantka wyodrebnita podrozdziaty, trafnie uporzadkowata
prezentowane zagadnienia. Wstep i cel pracy zawarta w rozdziale Wprowadzeniu. Omédwieniu
zagadnien teoretycznych Doktorantka poswiecita 24 strony. Wyniki wtasnych badan (rozdz. 3.6)
wraz ze stosowanymi metodami (rozdz. 3.1-3.5) oraz podsumowaniem i wnioskami (rozdz. 3.7)
przedstawita na 88 stronach. Struktura rozprawy jest poprawna. Doktorantka wykazata sie
umiejetnoscig prawidtowego porzadkowania, prezentowania i omawiania prowadzonych badan

naukowych.

W pierwszym rozdziale Czesci Teoretycznej swojej pracy mgr Frankiewicz krétko
przedstawita wiasciwosci, zastosowania i reaktywnos¢ soli piryliowych, wskazujgc na ich liczne
zastosowania w réznych obszarach w tym w biotechnologii, farmacji, chemii, analityce medycznej
i przemysle. Nastepnie przeszta do omowienia wtasciwosci i zastosowania jondw siarczkowych.
Przedstawita wtasciwosci chemiczne i biologiczng aktywnosé. Omédwita procesy biochemiczne, w
ktorych uczestniczy siarkowoddr i siarczki. Przedstawita zaréwno ich dziatania toksyczne, jak i
funkcje, jakie petni w organizmie, regulujac procesy niezbedne do prawidtowego funkcjonowania
komoérek i tkanek. W trzecim, ostatnim, rozdziale Czesci Teoretycznej Doktorantka przedstawita
metody wykorzystywane do oznaczania siarczkdw i kwasu siarkowodorowego. Kolejno oméwita
metody normatywne, spektrofotometryczne oparte na derywatyzacji prowadzacej do powstania
barwnych produktéw lub produktéw wykozujacych fluoresncncje, metody elektrochemiczne w
tym potencjometryczne, amperometryczne i polarograficzne. Zaprezentowata ich wady i zalety.
Nastepnie swojg uwage skupita na metodach chromatograficznych. Wskazata, ze do ilosSciowego
oznaczania siarkowodoru i siarczkéw wykorzystuje sie wysokosprawng chromatografie cieczows,

chromatografie gazowg i chromatografie cienkowarstwowa. Przedstawita przyktady zastosowan



oznaczen chromatograficznych w analizach siarczkéw w roznych matrycach biologicznych w tym
w osoczu, petnej krwi, erytrocytach, mézgu, watrobie, sercu, kale. Podkrslita, ze do oznaczen
wykorzystywana jest réwniez elektroforeza kapilarna. Doktorantka trafnie zauwazyta, ze wiele z
tych metod jest wieloetapowych, wymaga stosowania duzej ilosci materiatu i duzego naktadu

pracy, co powoduje, Zze majg one maty potencjacat do wdrozenia do rutynowych oznaczen.

Czesc Teoretyczng Doktorantka przygotowata w oparciu o obszerne badania literaturowe.
Autorka dysertacji cytuje w tej czesci rozprawy 126 pozycje literaturowe, ktdre przedstawiajg
aktualny stan wiedzy na temat poruszanych zagadnien. Doktorantka prawidtowo dobrata Zzrédta
i dokonata ich przegladu w sposéb syntetyczny i klarowny. Swobodnie porusza sie w tematyce
dotyczgcej zastosowan i wifasciwosci siarkowodoru i siarczkéw oraz metod analitycznych
wykorzystywanych do ich oznaczania, zna ich zalety oraz ograniczenia. W mojej ocenie
Doktorantka posiadta wiedze teoretyczng niezbedng do prawidtowej realizacji podjetych badan

naukowych.

Gtéwny cel badan wraz z uzasadnieniem podjecia badan mgr Frankiewicz przedstawita na
poczatku pracy doktorskiej w rozdziale Wprowadzenie. Cel zostat sformutowany w sposéb
ogoblny. Doktorantka nie wyodrebnita celdw szczegétowych. Cel gtédwny zostat precyzyjnie
zdefiniowany. Szkoda, ze Doktorantka nie zdecydowata sie na sformutowanie i przedstawienie
celéw szczegodtowych, ktére wskazatyby, w jaki sposdb Doktorankta zamierza osiggnac cel gtéwny

ani na zaprezentowanie zaplanowanych zadan badawczych.

Czes$¢ doswiadczalng Ddoktorantka rozpoczeta od przedstawienia proceddr analitycznych
stoswanych podczas badain. Wymienita niezbedng do realizacji prac aparture i urzadzenia
laboratoryjne oraz odczynniki chemiczne. Opisata przygotowanie roztwordw potrzebnych do
przeprowadzenia  eksperymentéw. Przedstawita  procedury syntezy  odczynnikow
derywatyzacyjnych oraz analityczne. Nastepnie przeszta do omdwienia przeprowadzonych badan

i uzyskanych wynikéw.

W pierwszym etapie podjetych badan mgr Frankiewicz przeprowadzila optymalizacje
metody chromatograficznej. Dokonata doboru dtugosci fali do monitorowania produktéw
reakacji derywatyzacji oraz odczynnikéw derywatyzacyjnych (371 i 580 nm dla produktéw oraz
356 i 540 nm dla odczynnikow, odpowiednio w przypadku zastosowania wodorosiarczanu(VI)

2,4,6-trifenylopirylu oraz chloranu(VIl) 4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylopirylu).



Ustalita, ze optymalne rozdzielenie uzyskuje sie w uktadzie RP-HPLC stosujgc kolumne z
sorbentem C18 i izokratyczny sktad fazy ruchomej (woda - acetonitryl - bufor fosforanowy).
Szczegdtowe warunki analizy Doktorantka przedstawita w tabeli nr 5. Na szczegdlne podkreslenie
zastuguje fakt, ze catkowity czas analizy nie przekracza 10 min (9 min dla pochodnej powstatej w
wyniku derywatyzacji siarczkéw wodorosiarczanem(VI) 2,4,6-trifenylopirylu, L3; 6 min dla
pochodnej powstatej w wyniku derywatyzacji siarczkdw chloranem(VIl)  4-[p-(N,N-
dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylopirylu, LN3) gwarantujgc duzg przepustowos$¢ oznaczen
laboratoriom, ktére wdrozg opracowang metode. Warunki analizy chromatograficznej

przedstawita w tabeli nr 5.

W kolejnym etapie prac badawczych mgr Frankiewicz podjeta sie optymalizacji warunkéow
reakcji derywatyzacji jonéw siarczkowych za pomocg soli piryliowych - wodorosiarczanu(VI)
2,4,6-trifenylopirylu (L1) oraz chloranu(VIIl) 4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylopirylu
(LN1). Zbadata wptyw pH, rodzaju buforu (TRIS i fosforanowego), procentowe]j zawartosci buforu
TRIS i acetonitrylu w mieszaninie reakcyjnej a takze rodzaju kwasu (solny, chlorowy(VIl),
trichlororooctowy), w celu zapewnienia wtasciwego odczynu reakcji derywatyzacji. Po ustaleniu
warunkéw dla reakcji derywatyzacji, w powyzszym zakresie, swojg uwage skupita na ocenie
wptywu nadmiaru odczynnika derywatyzacyjnego oraz czasu trwania reakcji derywatyzacji. Etap
optymalizacji zakoriczyt sie pomysinie. Doktorantka warunki procesu derywatyzacji dla obu obu
metod przedstawita w tabeli 6. Nastepnie mgr Frankiewicz przeszta do oceny trwatosci
pochodnych L3 i LN3. Ocene prowadzita dla czterech temperatur -80°C, -20°C, 4°C (przez 3 dni) i
25°C (przez 24 godz.). Stwierdzita, ze pochodne sg trwate. Bedzie zapewniato odpowiednig

powtarzalnos¢ metod.

W kolejnym etapie prac Doktorantka podjeta sie oceny selektywnosci opracowanych
metod derywatyzacji. Reaktywnos$¢ odczynnikdw derywatyzacyjnych L1 i LN3 zbadata wzgledem
szeregu jondw nieorganicznych - chlorkowych, jodkowych, azotanowych(V), fosforanowych(V),
weglanowych(lV), siarczanowych(VI). Wykazata, ze w opracowanych przez nig warunkach reakgc;ji
zwigzki L1 i LN1 nie reagujg z tymi jonami. Opracowane metody zapewnig selektywne oznaczanie

jonow siarczkowych.

Opracowane metody mgr Frankiewicz poddata nastepnie bardzo skrupulatnej walidacji.

Przeprowadzita walidacje metod oznaczania aniondw siarczkowych przy pomocy soli 2,4,6-



trifenylopirylu dla roztwordw wzorcowych oraz dwdch matryc biologicznych - moczu oraz
homogenatu watroby kurzej. W przypadku matryc biologicznych przeprowadzita dodatkowa
optymalizacje etapu derywatyzacji oraz ocene trwatosci derywatéw, a takze optymalizacje
warunkéw homogenizacji tkanki watroby kurzej. Wykazata, ze metody majg zadowalajaca
powtarzalnos¢, doktadnosé, zakresy oznaczalnosci, limity detekcji i oznaczenia ilosciowego. Co
istotne Doktorantka przeprowadzita walidacje kierujac sie wymogami normy PN-EN ISO/IEC
17025:2018-02 - Ogdlne wymagania dotyczace kompetencji laboratoriow badawczych i
wzorcujgcych oraz wytycznymi ICH Q2(R1) Validation of Analytical Procedures: Text and

Methodology i potwierdzita, ze uzyskane wyniki spetniajg wymogi obu regulacji.

W ostatnim etapie prac badawczych Doktorantka wykazata aplikacyjnos$é opracowanych
metod do analizy stezenia jonéw siarczkowych w moczu ludzkim oraz tkance watroby kurze;.
Wykonata oznaczenia dla prébek moczu 20 zdrowych ochotnikéw (13 kobiet w wieku od 23 do

67 lat, 7 mezczyzn w wieku od 25 do 70 lat) oraz 30 prébek tkanki watroby kurze;.

Przeprowadzone badania naukowe pozwolity mgr Frankiewicz zrealizowac¢ wszystkie
zatozone cele. Doktorantka wykazata, ze sole 2,4,6-trifenylopirylu sg specyficznymi odczynnikami
derywatyzujgcymi, ktére umozliwiajg analizy jondw siarczkowych metodg HPLC/DAD. Ustalita
optymalne warunki prowadzenia procesu derywatyzacji. Wykazata, ze pochodne s3 trwate.
Opracowata metode chromatograficznego rozdzielenia, w warunkach izokratycznych,
pochodnych od nadmiaru odczynnikéw derywatyzujgcych w krétkim czasie (10 min.), co zapewni
duzg przepustowosc dla oznaczen. Wykazata, ze metody charakteryzujg sie dobrymi parametrami
walidacyjnym w tym niskim limitem oznczania iloSciowego i duzym zakresem liniowosci. Metode
wykorzystata do oznaczenia stezenia siarczkdw w moczu oraz w tkance watroby kurzej. Wykazata,
ze nie ma réznicy w wyniku oznaczenia pomiedzy analizami przeprowadzonym z zastoswoanie
wodorosiarczanu(VI) oraz chloranu(VIIl) 2,4,6-trifenylopirylu. Opracowane metody analityczne
mogg zostaé wdrozone do pomiaréw stezenia siarczkdw w prébkach biologicznych w

laboratoriach toksykologicznych.

W mojej ocenie mgr Frankiewicz prawidtowo zaplanowata i przeprowadzita badania,

ktdére pozwolity Jej zrealizowaé zatozony cel.

Doktorantka w swojej dysertacji nie ustrzegta sie pewnych niescistosci, mato precyzyjnych

wyrazen, bteddw stylistyczny oraz wyrazen zargonowych, ktére wymagajg korekty zanim praca



lub jej czesci zostang opublikowane. Ponizej wymienie tylko te fragmenty i miejsca w pracy, na

ktore chciatabym zwrécié szczegélnie uwage Doktorantce.

Nie jest jasne dlaczego Dokrotantka wybrata jako matryce biologiczne ludzki mocz i kurzg

watrobe do swoich badan? Jakie byty przestanki dla tego wyboru? (str. 8)
,Srodki przeciwrakowe” (str. 11) - powinno by¢ , $rodki przeciwnowotworowe”

»,Zapewnia trwato$¢ solg piryliowym” (str. 11) - powinno by¢ ,zapewnia trwato$¢ solom

piryliowym”

W rozdziale 2.2 Doktorantka zawarta duzo informacji z réznych obszaréw. Wskazane bytoby

wyodrebnienie podrozdziatéw, aby utatwic czytelnikowi odbiér tresci.
Tytuty tabel umieszcza sie przed tabela.

Tylko cyfry i liczby porzadkowe pisze sie z kropka. Nie stawia sie kropki po cyfrach i liczbach
gtéwnych.

»W wiekszosci zwigzkach chemicznych jg posiadajgcych” (str. 25) - powinno byé , w wiekszosci

zwigzkow ja posiadajgcych”

»Na podstawie $wiatowej literatury techniki spektroskopowe [35, 83], chromatograficzne [84-88]
oraz elektrochemiczne [89-91] sg najczesciej wykorzystywane do detekcji i oznaczania stezenia

aniondéw siarczkowych” (str. 25) - zdanie wymaga korekty stylistyczne;.

»W oparciu o artykut T. Ubuka i in. [113] mozna oznaczy¢ zawartos¢ siarkowodoru
w prébkach homogenatu miesnia sercowego” (str. 31) - powinno by¢ ,w oparciu o procedure

przedstawiong w artykule ....”

,Na podstawie pracy naukowej (Z. Rembisz i in.) [125] mozna oznaczy¢ zawarto$é jondw
siarczkowych w prébkach wéd zrédlanych z polskich uzdrowisk Busko Zdrdj i Uniejow” (str. 33) —
powinno byc,,w oparciu o procedury przedstawione w artykule ....”. Czy ta procedura nie pozwala

oznaczac¢ zawartossci jondw siarczkowych w wodach innych niz zrédlane z polskich uzdrowisk?

,Opracowane metody analityczne posiadajg charakter rutynowy” (str. 110) - Nowo opracowane
metody nie sg metodami rutynowymi, mogg sie takimi dopiero sta¢, gdy zostang wprowadzone
do oznaczen rutynowych i bedg wykorzystywane rutynowo do analizy prébek w laboratorium,

ktore te metody wdrozyto.



Czy w tabelach parametrow walidacyjnych oraz wynikdw oznaczen Doktorantka prawidtowo
podaje jako jednostke nmol? Prosze o weryfikacje czy wartosci sg raportowane jako liczba moli
analitu wprowadzona na kolumne czy jako stezenie analitu. Na przyktad na stronie 95 zakresy
liniowosci krzywych sg podawane jako 20-1500 nmol oraz 10-500 nmol, a we wnioskach na

stronie 110 jako 20-1500 nmol/I i 10-500 nmol/l. Uwag niniejsza dotyczy tekstu catej pracy.

Podsumowujgc, Doktorantka trafnie zidentyfikowata waziny problem badawczy,
klarownie go przedstawita i poprawnie sformutowata cel badawczy. Wtasciwie dobrata metody
badawcze i zaplanowata eksperymenty, ktére pozwolity Jej opracowaé, zwalidowad i
zademonstrowac¢ uzyteczno$¢ nowych metod chromatograficznych do oznaczania jonéw
siarczkowych, w ktérych jako odczynniki derywatyzacyjne wykorzystata sole piryliowe -
wodorosiarczan(VI) 2,4,6-trifenylopirylu oraz chloran(VIl) 4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-
difenylopirylu. Ponadto mgr Frankiewicz wykazata sie umiejetnoscia analizy i interpretacji danych
oraz przeprowadzenia dyskusji naukowej. Praca doktorska wymaga jednakze uwaznej korekty

jednostek przy parametrach walidacyjnych metod oraz wynikéw oznaczen.

Biorgc pod uwage wszystkie powyzsze fakty i argumenty stwierdzam, ze rozprawa
doktorska mgr Wiktorii Frankiewicz pt. ,,Wykorzystanie soli piryliowych do oznaczania jonéw
siarczkowych w wybranych matrycach biologicznych za pomocg techniki HPLC/DAD”
przygotowana pod opieka promotorska dr. hab. Roberta Zakrzewskiego spetnia wszystkie
kryteria stawiane rozprawom doktorskim, zgodnie z Ustawg z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst jednolity: Dz. U. z 2022 r. poz. 574 z pdzn. zm. i wnosze do
Komisji Uniwersytetu tédzkiego do Spraw Stopni Naukowych w Dyscyplinie Nauki Chemiczne o

dopuszczenie Autorki do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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