ude

UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
WYDZIAL CHEMII

ul. Gronostajowa 2, 30-387 KRAKOW
tel. (12) 686-24-11; fax: (12) 633-22-32

Krakéw, 4 stycznia 2019 r.

Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Marty Fiedoruk-Pogrebniak
pt. ,,Przeplywowe detektory optoelektroniczne do oznaczania jonéw fosforanowych i ich

zastosowania analityczne”

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Marty Fiedoruk-Pogrebniak nalezy do
prac z zakresu chemii analitycznej. Autorka podj¢ta w niej tematyke analizy przeptywowej, a w
szczegbOlnosci  problemy  zastosowania analitycznych uktadow przeptywowych z detekcja
optoelektroniczng do oznaczania jonow fosforanowych i wykorzystania tego typu uktadow w praktyce
analitycznej.

Gwaltowny postep technologiczny notowany w ostatnich dziesi¢cioleciach przyczynit si¢ do
powstania nowoczesnych, w petni zautomatyzowanych — cho¢ zwykle rozmiarowo duzych i zwykle
bardzo kosztownych — analitycznych instrumentow pomiarowych, dzigki ktérym pomiar sygnatu dla
oznaczanej substancji stat si¢ procesem szybkim, precyzyjnym i dokladnym. W tej sytuacji wstepne
etapy przygotowania probki do pomiaru pozostaly czasochtonnymi i zmudnymi zabiegami
laboratoryjnymi, decydujacymi o rzetelnosci, sprawnosci 1 kosztochtonnosci wykonywanych analiz.
W celu instrumentalnego usprawnienia tych zabiegéw kilkadziesiat lat temu zaproponowano techniki
przeptywowe, polegajace na transporcie probki do aparatu pomiarowego w formie strumienia cieczy i
ustalaniu jej warunkow fizykochemicznych w trakcie tego transportu. Z biegiem Czasu opracowano
szereg roznych technik przeptywowego traktowania probki przed pomiarem, a w miare uzyskiwania
dowodow na to, ze takie postepowanie moze pozwoli¢ dodatkowo na poprawg parametrow
analitycznych stosowanych metod, analiza przeptywowa stala si¢ osobna dziedzing chemii
analitycznej.

Dzisiaj analiza przeplywowa rozwija si¢ glownie pod wzgledem instrumentalnym w kierunku,
ktory mozna ogodlnie okresli¢ jako sprzyjajacy regutom tzw. ,.zielonej chemii analitycznej”. Chodzi
przede wszystkim o konstruowanie takich ukladéw przeplywowych, ktore przy zachowaniu peinej

rzetelno$ci uzyskiwanych wynikoéw analitycznych zapewniaja male zuzycie odczynnikow i probek, a



takze sg stosunkowo tanie i niewielkie rozmiarowo, umozliwiajac powszechne ich wykorzystanie w
dowolnych warunkach (np. dla celow analizy klinicznej i $rodowiskowej). Tendencja ta wymaga nie
tylko doskonalenia w tym kierunku rozmaitych narzedzi technik przygotowania probki do pomiaru,
ale rowniez odpowiedniej modyfikacji urzadzen pomiarowych (detekcyjnych) w strone ich
miniaturyzacji oraz zmniejszania kosztow wytwarzania i uzytkowania.

W ten nurt nowoczesnego rozwoju analizy przeptywowej znakomicie wpisujg si¢ prace naukowe
prowadzone w zespole badawczym Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego kierowanym
przez prof. dr hab. Roberta Konckiego, a praca doktorska cztonka tego zespotu — Pani mgr Marty
Fiedoruk-Pogrebniak — jest bardzo dobrym przyktadem wysitkow naukowych ten wilasnie nurt
reprezentujacych. Tematyke tej pracy uwazam zatem za aktualng i wazng zarowno z naukowego, jak i
aplikacyjnego punktu widzenia.

Praca doktorska liczy 144 strony i jest podzielona zasadniczo na dwie czesci: cze$¢ literaturows i
doswiadczalng. W trakcie redakcji pracy Autorka korzystata ze 189 pozycji literaturowych, na ktore
ztozylty sie ksiazki monograficzne i artykuly zamieszczone w fachowych czasopismach naukowych.

W czesci literaturowej (44 strony) Doktorantka najpierw ogolnie zapoznala czytelnika z wybrang
problematyka badawcza i1 uzasadnita podjecie zaplanowanych badan, a nastepnie zajela sig gldéwnymi
aspektami zwigzanymi z tematyka jej pracy: przedstawita i scharakteryzowata przedmiot badan,
zebrata i oméwita metody oznaczania jonow fosforanowych, a osobny rozdziat po§wiecita budowie i
dziataniu detektorow optoelektronicznych. Cato$¢ jest napisana w stosunkowo zwigzly ale
interesujacy sposob, $wiadczacy o duzym zainteresowaniu Autorki wybrang tematyka i o jej duzej
wiedzy w tym zakresie. Szczegdlnie dobre wrazenie robi dokonany przeglad literaturowy procedur
oznaczania jonow fosforanowych, uwzgledniajgcy rozmaite metody i techniki analityczne. Szkoda
moze tylko, ze Autorka nie odniosta si¢ w tej czeSci do normatywnych przepiséw analitycznych
dotyczacych oznaczania fosforanéw technikami analizy wstrzykowej (PN-EN ISO 15681-1:2006) i
ciaglej (PN-EN ISO 15681-2:2006), ktore cho¢ dotycza analizy wod, to jako stosunkowo nieliczne
sposrod norm ISO polecajg i zalecajg wykorzystanie trybu przeptywowego w laboratoriach analiz
rutynowych i seryjnych. Bytoby réwniez, moim zdaniem, wskazane, by ze wzglgdu na réznorodnos¢
form chemicznych i rzedowosci fosforanéw zaznaczy¢ na samym poczatku, ze praca dotyczy w
zasadzie oznaczania jonéw fosforanowych cho¢ analit jest czesto okreslany w tek$cie inaczej (tj. jako
,fosforany” czy ,,ortofosforany”).

Cze$¢ doswiadczalna (nazwana przez Autorke ,,Badania wlasne”) ma tradycyjny uklad: sktada sig
z opisu celu i planu badan, zebranej bazy odczynnikowej i aparaturowej, a nastgpnie z szesciu
rozdziatow przedstawiajacych przebieg kolejnych badan, z ktérych kazde stanowi odrgbng catosé. Na
koniec Autorka dokonata krotkiego podsumowania wynikéw swoich prac do$wiadczalnych.
Wszystkie badania zostaly wykonane za pomoca ukladow przeptywowych z zainstalowanymi
sparowanymi diodami elektroluminescencyjnymi petnigcymi role zaré6wno emitera, jak i detektora

promieniowania. Urzadzenia te, oryginalnie skonstruowane w laboratorium Autorki, pozwalaly na



wykonywanie oznaczen fotometrycznych i fluorymetrycznych. Skonstruowane uktady analityczne
pracowaly na zasadzie réznych technik przeptywowych: multikomutacyjnej (z udziatem pomp i
zaworow solenoidowych), wstrzykowo-przeptywowej, wstrzykowo-sekwencyjnej i mikrofluidycznej
typu Lab-on Paper.

Za cel badan Doktorantka postawita ,,opracowanie optoelektronicznego detektora typu PEDD
dedykowanego do oznaczania jonow fosforanowych oraz jego wykorzystanie w roznych systemach
przeptywowych do analizy wielu zréznicowanych probek”. Cel ten zostal w pelni zrealizowany.
Skonstruowany detektor (o zroznicowanych, odpowiednio ustalonych szczegotach konstrukcyjnych),
w duzej mierze oryginalny i prototypowy, zostal bowiem wszechstronnie przetestowany w
rozmaitych, pomystowo skonstruowanych uktadach przeptywowych, a ich uzytecznos$¢ i walory
analityczne sprawdzono na przyktadzie analiz o duzym znaczeniu z punktu widzenia ochrony
srodowiska i zdrowia, a mianowicie dotyczacych oznaczania jonow fosforanowych w probkach
zywno$ci (sokow i napojow), surowicy krwi (w celu wyznaczania aktywnos$ci fosfatazy alkalicznej),
ptynie podializacyjnym (w celu monitorowania zabiegéw hemodialitycznych) oraz w probkach gleb.
Co wigcej, wykazano mozliwos¢ wykorzystania tego typu detektora do jednoczesnego oznaczania
jonow fosforanowych i wapniowych w surowicy Krwi.

Prace doswiadczalne Doktorantka przedstawila w sposob klarowny, logiczny i systematyczny, i
wykonala je starannie, na ogoét przy zachowaniu wszystkich zasad poprawnego opracowywania metod
analitycznych. W kazdym przypadku uzasadniata cel wykonywanych badan, przedstawiala budowg i
parametry stosowanego uktadu instrumentalnego, opisywala przebieg etapéw optymalizacji i
walidacji, a opracowang metod¢ sprawdzata najpierw w analizie probek modelowych, a nastgpnie
stosowala do analizy probek rzeczywistych. Otrzymane wyniki omawiata i podsumowywata. Opisane
badania do$wiadczalne stanowig nie tylko najbardziej istotng, ale tez bardzo interesujgcg i pouczajaca
czg$¢ rozprawy.

Na podstawie tych wszechstronnych i starannych badan Autorka udowodnita, ze detektory
optoelektroniczne moga wspolpracowa¢ z rozmaitymi uktadami przeptywowymi, pozwalajac na
wykonywanie analiz réznorodnych probek o ztozonym skladzie i osiggania wynikow o
satysfakcjonujacych parametrach analitycznych. Opracowane uktady charakteryzuja si¢ niewielkim
kosztem wytworzenia i uzytkowania, tatwo$cig obstugi i mechanizacji, mozliwoscia peinej kontroli
komputerowej i stosunkowo niewielkim zuzyciem odczynnikow i probek. Dodatkowym ich walorem
jest niewielki rozmiar, co utatwia ich uzytkowanie w warunkach szpitalnych i polowych.

Rozprawa w catosci ma duzg warto$¢ naukowa, a na t¢ oceng wplywaja w szczego6lnosci
nastepujace aspekty:

— Jak wspomniano, praca dotyczy bardzo waznej i interesujacej tematyki badawczej, co udato sie
Autorce nie tyko dostrzec, ale przede wszystkim udowodni¢ i udokumentowaé zarowno studiami

literaturowymi, jak i przebiegiem badan i ich wynikami.



— Whykonane badania maja w duzej mierze charakter nowatorski i charakteryzuja si¢ sporymi
walorami naukowymi. Nie przedstawiam szczegétowe] analizy naukowych aspektow pracy,
poniewaz najlepszym dowodem jej wartosci pod tym wzgledem jest jej czeSciowe opublikowanie
W postaci artykutow naukowych w renomowanych czasopismach analitycznych z tzw. listy
filadelfijskiej (Talanta, Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Sensors and Actuators).

— Whykonane badania maja bardzo szeroki zakres w odniesieniu zaré6wno do szerokiej gamy
réznorodnych uktadéw przeptywowych, jak i obszaréw analitycznego ich wykorzystania.

— Niektore prace badawcze zostaly wykonane i opisane ze szczegoélnie duza staranno$cig i
skrupulatnosciag. W szczegdlnosci dotyczy badan nad systemem przeplywowym do oznaczania
jonéw fosforanowych w probkach gleb (rozdz. 11) i nad systemem mikrolitycznym do oznaczania
jondow fosforanowych i wapniowych (rozdz. 12). Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze koncepcja
potaczenia detektora optoelektronicznego z uktadem mikrofluidycznycm typu Lab-on-Paper nie
pojawita si¢ wezesniej w literaturze naukowej.

— Na osobne podkreslenie zastuguje wykazywane przez Autorke podejscie do oceny doktadnos$ci
opracowanych metod analitycznych, rzadko spotykane w podobnych analitycznych pracach
naukowych. Ot6z na ogdt doktadnosé sprawdza na podstawie porownania otrzymanych wynikow z
wynikami uzyskanymi innymi metodami opartymi na odmiennych zasadach. W nielicznych tylko
przypadkach wykorzystuje do tego celu powszechnie ostatnio stosowana metode odzysku, ale
uzyskane wtedy wyniki interpretuje poprawnie unikajac putapek wynikajacych z zasady tej
metody.

Niestety, praca nie jest wolna od pewnych bledéw i uchybien merytorycznych. Najpowazniejszy
zarzut sprowadza si¢ do niepelnej walidacji metod opracowanych przez Autorke, a w szczegdlnosci do
braku — w wigkszosci przypadkow - jasnych, liczbowych danych dotyczacych powtarzalnosci i
odtwarzalnosci wynikéw analitycznych otrzymywanych tymi metodami. Przedziaty ufnosci
zaznaczone na wykresach kalibracyjnych (tyko zreszta w niektorych przypadkach) sa jedynie
namiastka tego typu informacji. Utrudnia to dokonanie pelnej oceny rzetelnosci omawianych metod, a
w pewnych przypadkach moze budzi¢ pewne watpliwosci w tym wzgledzie. Aby nie byé
gotostownym, wystarczy przywotla¢ procedure analizy dwusktadnikowej w ukladzie przeptywowym
stuzacym do diagnostyki fosfatemii i kalcemii: niektére wyniki oznaczania wapnia w probkach
rzeczywistych sg tak bliskie granicy oznaczalnosci tego pierwiastka (po uwzglednieniu 40-stokrotnego
rozcienczenia probek), ze przy duzych odchyleniach przypadkowych pojedyncze rezultaty otrzymanej
dla danej probki mogg traci¢ sens analityczny.

Zwienczeniem pracy nad kazdg nowg procedurg analityczng sg wyniki otrzymane po jej
zastosowaniu do analizy probek rzeczywistych. Wyniki takie nalezy zawsze przedyskutowac i ocenic,
a tego typu podejscia brakuje w pracy w niektorych przypadkach. I tak, wyniki oznaczania jonow
fosforanowych w sokach i napojach otrzymane w pomiarach fotometrycznych zostaly jedynie

przedstawione w korelacji z wynikami fluorymetrycznymi (str. 55), cho¢ z pewnos$cig interesujacy



bylby poglad Autorki np. na zrdéznicowane ich stg¢zenia w roéznych probkach. Brak jest tez
jakiejkolwiek dyskusji wynikéw analiz probek surowicy krwi pod katem wyznaczania aktywnos$ci
fosfatazy alkalicznej (str. 95). Jest to o tyle razace, ze gdzie indziej (np. przypadku oznaczania jonow
fosforanowych w probkach gleb) Autorka wykazuje duzo wigksza staranno$¢ pod tym wzgledem.

Osobny, powazny zarzut Stanowi brak wnioskéw wypltywajacych z przeprowadzonych badan.
Podrozdziaty ,,Posumowanie” umieszczone po kazdych badaniach i koncowy rozdziat pod tym samym
tytulem zawieraja jedynie szczatkowe elementy wnioskowania. Brak jest przede wszystkim duzo
bardziej doglebnej oceny kazdej opracowanej metody, podkreslenia nie tylko zalet, ale rowniez wad i
ograniczen oraz propozycji ich usuniecia. W koficowym rozdziale z pewnos$cig nalezalo poréwnac
opracowane podejscia analityczne i zastanowi¢ sie, jak na ich ogdlng oceng wplywa uzycie detektora
optoelektronicznego (w konfrontacji z uzyciem innego detektora). Dobrze bytoby rowniez przeczytaé,
jakie jest zdanie Autorki o mozliwo$ciach i perspektywach rozwoju przeptywowych metod
analitycznych z zastosowaniem zastosowanego detektora. Whnioski to zawsze ten fragment pracy
naukowej, ktory w najwigkszym stopniu odkrywa osobista, autorska oceng uzyskanych wynikow, a
takze znaczenia wykonanych badan i mozliwosci ich wykorzystania. Szkoda wigc, ze takiego
tworczego odniesienia nie znalaztem w pracy Autorki.

Praca jest zredagowana starannie. Zamieszczone rysunki i tabele sa dos¢ czytelne (cho¢ rysunki
moglyby by¢ troche wigksze), opatrzone na 0ogot wyczerpujacymi podpisami. Autorka postuguje si¢ na
ogo6t tadnym i klarownym jezykiem, bez uzywania zwrotow anglojezycznych i zargonowych, stosujac
z reguly — co jest szczegolnie wazne 1 godne podkreslenia — poprawng nomenklature analityczng.
Spore moje zastrzezenia budzg jednak pewne niepoprawne nawyki Autorki, ktoére choé sg teraz
widoczne w wielu pracach przedstawicieli ,,mtodego pokolenia”, to jednak ich wystgpowanie w tej
pracy jest dla mnie zaskoczeniem. Chodzi mi przede wszystkim o nagminne, wrecz dla mnie
niezrozumiate 1 w ogromnej wigkszosci przypadkéw nieuzasadnione (wynikajace zapewne z
nauczania szkolnego) stosowanie przez Autorke lacznika ,oraz” zamiast ,,i”. Razace jest rowniez
niemal wylaczne stosowanie okreslen ,,nizszy” i ,,wyzszy” zamiast ,,mniejszy” i ,,wiekszy” w stosunku
do réznych wielkosci (np. str. 98), a w szczegdlnosci do stezenia substancji (np. str. 21, 76, 97).

Inne uchybienia jezykowe majg raczej charakter przypadkowy i dotycza mniej lub bardziej
blednych okreslen i pojec, np: ,,ilo$¢” (zamiast ,,liczba”) w odniesieniu do probek (str. 8) czy atomow
(str. 21), ,k. oddechowa” i ,k. metaboliczna” (str. 10) zamiast peilnych nazw, ,analityka
Klinicystyczna” (w tytule podrozdzialu na str. 14) zamiast ,analityka kliniczna”, ,,0znaczona
zawarto$¢ fosforandw” (str. 36) zamiast ,,wyznaczona zawarto$¢ fosforanow”, ,,moment czasowy”
(str. 67) zamiast po prostu ,,moment”. Ponadto:

— zdanie rozpoczynajace rozdziat 3. jest powtorzone kilka wierszy nizej,

— ostatnie zdanie na str. 80 jest jezykowo catkowicie dla mnie niezrozumiate,



— podpisy pod rysunkami 47 i 53, 48 i 54 oraz 49 i 55 sa — wbrew regutom poprawnej pracy
naukowej — identyczne, a powinny informowac, ze odnosza si¢ do oznaczen z detekcja
odpowiednio fotometryczng i fluorymetryczna,

— Zza niepoprawne uwazam okreslenie ,,0znaczanie aktywnosci fosfatazy alkalicznej” (m.in. w tytule
rozdz. 10) poniewaz z definicji termin ,,0znaczanie” odnosi si¢ do ,ilosciowego okreslania
zawartosci danego sktadnika w badanej probce” (Stownik chemii analitycznej, WNT, Warszawa
1984, str. 104), a aktywnos$¢ nie jest sktadnikiem probki lecz wlasciwoscia fizykochemiczng
enzymu; lepiej wigc w tym przypadku mowi¢ o ,,wyznaczaniu aktywnosci fosfatazy alkalicznej”
poprzez ,,oznaczanie jonow fosforanowych”,

— nie podoba mi si¢ réwniez dos¢ czesto uzywane przez Autorke okreslenie ,,przebieg kalibracji”,
pod ktorym rozumie ona nie tyle — jak mozna byloby przypuszcza¢ — przebieg calego postepowania
kalibracyjnego, ale jedynie obraz sygnalow analitycznych otrzymanych dla okre$lonej serii
roztwordéw wzorcowych,

— na str. 49 Autorka pisze, ze ,reakcja powstawania biekitu molibdenowego ma charakter
kinetyczny” - zachodzi pytanie, czy jakakolwiek reakcja chemiczna moze nie mie¢ takiego
charakteru.

Jak na tak obszerng prace wymienionych uchybien nie jest wiele, a niektore sa zapewne
dyskusyjne i moze nawet nie warto byloby je wymienia¢, gdyby nie to, ze — jak wiem z wlasnego
doswiadczenia — zwrocenie uwagi na tego typu btedy wlasnie w rozprawie doktorskiej powoduje, ze
autor dobrze je zapamietuje i unika w dalszej karierze zawodowe;j.

Pomimo wszystkich uwag krytycznych uwazam, ze ze wzglgdu na walory naukowe i inne wyzej
wymienione aspekty rozprawa jest bardzo warto$ciowa i niewatpliwe zastluguje na pozytywng oceng.
Swiadczy ona o duzej pracowitosci i samodzielno$ci badawczej Autorki oraz o swobodzie poruszania
si¢ — tak w sensie teoretycznym, jak i praktycznym — w roznorodnych, niejednokrotnie specyficznych i
trudnych zagadnieniach analitycznych.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska Pani mgr Marty Fiedoruk-Pogrebniak spetnia
wymagania stawiane pracom doktorskim (ustawa a dnia 14 marca 2003 r., Dz. Ustaw Nr 65, poz. 595)

i stawiam wniosek o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Peor oo

Prof. dr hab. Pawel Koscielniak



