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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Natalii Rybkowskiej-Kucharczyk zatytutowanej
.Optoelektroniczne detektory fotometryczne do oznaczania jonow zelaza w przeplywowych

systemach analitycznych” wykonanej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy opracowania i przetesiowamia W warunkach
przeplywowych optoelektronicznych detektor6w fotometrycznych bazujgcych na sparowanych
diodach LED. Detekiory te dedykowane byly do oznaczania jonéw zelaza z wykorzystaniem
réznych chromogenéw. Swoja prace doktorska mgr Natalia Rybkowska-Kucharczyk
przygotowywata pod opicka naukowa Pana prof. dr hab. Roberta Konckiego oraz Pana dr
Kamila Strzelaka.

Techniki przeptywowe, rozwijane od lat 70-tych XX wieku, sg nadal atrakcyjoym
narzedziem w wielu obszarach analizy chemicznej, w szczegblnosei w analizach rutynowych.
Najnowsze rozwigzania techniczne opracowywane s3 m.in. dzieki wykorzystaniu
elekironicznie sterowanych elementéw takich, jak mikropompy oraz wiclodrozne zawory
sterowane za pomocg elekiromagnesow. Techniki przeplywowe oparte na zastosowaniu tych
clementéw sa rozwijane intensywnie od lat 90-tych XX wieku. Mikropompy i zawory
elekiromagnetyczne, nazywane przez mgr Rybkowska-Kucharczyk z angielska
,solenoidowymi”, stosowane s3 w technikach przeptywowych typu MPFS (ang. Multi Pumping
Flow System) oraz w multikomutacyjnej analizie przeplywowej (ang. Multicommutation Flow
Analysis, MCFA). Do$¢ typowym juz w tej chwili rozwiazaniem jest faczenie mikropomp i
zaworéw w sieé sprzezonych ze sobg elementow, kidre mozna programowat, jak robila to
Doktorantka. Pozwala to m.in. na miniaturyzacj¢ calego systemu przeplywowego. Mozna tez

ograniczyé ilosé wprowadzanych do systemu odczynnikéw, gdyz nie jest konieczny ciagly



przeplyw cieczy. Zalety te mgr N. Rybkowska-Kucharczyk w trakcie prowadzonych badaii
skutecznie wykorzystywala.

Do pomiaru absorbancji Autorka wykorzystywala system sparowanych diod LED (ang.
paired emission-detection diodes, PEDD). Jedna z diod LED byla Zrédlem niemal
monochromatycznego §wiatla, dzieki czemu nie bylo konieczne stosowanie skomplikowanego
ukladu optycznego z monochromatorem, jak to ma miejsce w przypadku klasycznych
spektrofotometréw. Druga z diod LED pelnita funkcje fotodiody o waskim pasmie czutosei
spektralnej. Zastosowania analityczne ukladéw PEDD s3 znane od kilkunastu lat. Dzigki nim
mozna obnizyé koszty analiz oraz zminiaturyzowaé i znacznie uprosci¢ uklad detekcyjny,
uzyskujagc modut dedykowany do konkretnego oznaczenia. Podsumowujac, tematyka
badawcza podjeta W omawianej pracy wpisuje si¢ doskonale w nurt wspolczesnej chemii
analitycznej.

Przedstawiona do recenzji praca jest spéjna tematycznie a wyniki badah bedace podstawa
pracy doktorskiej zostaty opublikowane w czolowych czasopismach zwigzanych z chemig
analityczng i znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (Analytica Chimica Acta;
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis; Sensors and Actuators B: Chemical).
Swiadezy to o nowatorskim charakterze prowadzonych badan i wysokim poziomie naukowym.
Do rozprawy dolaczony zostat spis wszystkich prac naukowych doktorantki, na kidry skiadaja
si¢ w sumie 3 wartoSciowe publikacje w czasopismach recenzowanych (wysoki sumaryczny
1F2020=17,953) oraz 1 rozdzial w ksigzce o zasi¢gu miedzynarodowym. Na uwage zastuguje
fakt, ze znaczaca wickszo$¢ tego dorobku zwigzana jest bezposrednio z tematem pracy
doktorskiej. W dwoch publikacjach mgr N. Rybkowska-Kucharczyk wystepuje jako pierwszy
autor, a w jednej, dodatkowo, jako autor korespondencyjny.

Rozprawa jest napisana z duza znajomoscia tematu, w sposob zwiezly i systematyczny.
Zredagowana zosiata w jezyku polskim i obejmuje w sumie 132 strony tekstu, wliczajac w to
m.in. obszerny przeglad literatury (tacznie 204 pozycje). Uklad pracy jest typowy. Na poczatku
praca zawiera krétkie, jednostronicowe wprowadzenie. Nastgpne 38 stron, podzielonych na 5
rozdzialéw, to omoOwienie aktualnego stanu wiedzy zwigzanego Zz prowadzonymi przez
doktorantke badaniami naukowymi. Poszczegélne rozdzialy sa napisane z duza znajomoscia
tematu i w sposéb przejrzysty. Jedyne czego mi tu brakuje, to moze nieco innego wywazenia
objetosciowego rozdziatéw. W moim odczuciu, wiecej uwagi nalezalo poswieci¢ analizie
przeptywowej (rozdziat 5; 6 stron w tym 5 rysunkéw i 2 tabele), a nieco mniej opisowi
znaczenia zelaza w organizmie ludzkim (rozdziat 2; w sumie 17 stron). W czesci literaturowej

nie brak tez drobnych potknigé, jak np. nieprawidlowo zapisane réwnanie reakcji (4) na str. 25.

2



Niemniej nalezy podkreslié, ze znalazly si¢ tu wszystkie niezbedne do zrozumienia tematu
informacje. Podgzanie za tekstem ulatwiaja bardzo estetycznie i staranmie przygotowane
rysunki (w sumie 19). Roznego rodzaju dane liczbowe s3 w spos6b syntetyczny zebrane i
przedstawione w tabelach (w sumie 7).

Tresé pierwszych rozdzialow, kiére mozna by nazwaé ,.czescig literaturows” jest spojna z
czedcig zawierajgcg opis badan wlasnych Autorki (rozdzialy 6-14, w sumie 72 strony).
Sprecyzowany zostal tu cel i zakres badan, opisano stosowane techniki pomiarowe. Kolejne
rozdzialy to systematyczny i szczegGlowy opis aparatury, akcesoriéw i odczynnik6w oraz
badan wstepnych zwigzanych z optymalizacja uktadéw przeplywowych od strony chemicznej
oraz aparaturowej. W sumie skonstruowano i przetestowano cztery, do$¢ mocno rOéznigee sie
od siebie systemy przeplywowe dedykowane do oznaczen jonow zelaza:

e pierwszy z nich stuzyl w zasadzie tylko do optymalizacji warunk6w pomiarowych i byt
wykorzystywany do oznaczen jonéw zelaza w roztworach wzorcowych (Rys. 32,
rozdziat 10);

o drugi system (Rys. 45) stosowany byt do oznaczania jonéw zelaza w preparatach
farmaceutycznych (rozdziat 11);

o tirzeci (Rys. 51) to doéé ztozony system dedykowany do analizy zawarto$ci jonow zelaza
w surowicy krwi (rozdziat 12);

o czwarty (Rys. 58), najbardziej skomplikowany, zostat opracowany z my$lg o badaniach

specjacji zelaza w materiale biologicznym.

I tu nasuwa si¢ szereg pytan i komentarzy zwigzanych przede wszystkim z optymalizacja tych
systemow:

1. Dlaczego optymalizacja ukladéw przeptywowych wykonana zostata tylko dla pierwszego,
najprostszego  systemu? Dlaczego nie optymalizowano pozostalych ukladow
dedykowanych do oznaczen w prébkach rzeczywistych?

2. W jaki spos6b wyznaczano widmo emisyjne (dla diody-emiter) oraz widmo absorpcyjne,
czyli czutodé spekiralng (dla diody-detektor)?

3. Czy nie obserwowano probleméw z powtarzalno$cia wynikoéw zwigzang z pojawianiem
si¢ W systemie przeptywowym pecherzykow gazu?

4. Jaka byta optymalna szybko$é przeplywu? Zwiazana jest ona z parametrami pracy samych
mikropomp (tzn. czgstotliwoscia ,,wsirzyknigE™), ale tez z takimi parametrami jak

nominalna objeto$é mikropomp. W pracy nie podano tych parametrow.



5. Dlaczego nie wykorzystywano mikropomp jako dozownikéw cieczy, czyli czego$ na
ksztatt ,,przeptywowych mikropipet™? Jest to dos¢ powszechnie stosowana praktyka.

6. Czy optymalizacja oznaczen zwigzana z doborem odpowiedniego stgzenia reagentow (tzw.
optymalizacja ,,chemiczna™) wykonywana byla tylko w warunkach stacjonarnych? Czy w
jaki$ sposéb wzigto pod uwage fakt, ze w systemach przeplywowych nastepuje dyspersja
tych roztwor6w?

7. W jaki sposéb wszystkie mikropompy i zawory elekiromagnetyczne byly ze soba
zsynchronizowane w czasie? Zazwyczaj w publikacjach opisuje si¢ sekwencje pracy tych
elementow.

8. Czy sprawdzano wplyw lepkosdei roztworéw na ich szybkos¢ transportowania w
systemach przeptywowych. Wydaje si¢, ze w przypadku transportu cieczy o tak duzych
lepkosciach jak surowica potrzebna jest modyfikacja pracy mikropompy.

Jednym z celéw pracy bylo sprawdzenie i zademonstrowanie uzytecznosei prakiycznej
opracowanych systeméw. Ostanie rozdzialy rozprawy dotycza oznaczen zelaza w probkach
rzeczywistych. W tym celu zastosowano te uklady do analizy probek farmaceutycznych
(rozdziat 11) i kiinicznych (rozdzial 12) oraz do wyznaczania parametréw klinicznych
zwigzanych z metabolizmem zelaza (rozdziat 13). W moim mniemaniu, najwickszych
mankamentem pracy jest malo precyzyjna ocena opisywanych systemo6w przeptywowych pod
wzgledem ich parametr6w anmalitycznych, tzn. walidacja tych metod. W rozdziale 11
poréwnywana i komentowana jest co prawda czulo§¢ metod (na podstawie nachylenia
wykreséw kalibracyjnych) oraz powtarzalnosé wynikéw. Brakuje mi jednak dyskusji zwigzanej
z brakiem liniowosci w przypadku czesci wykreséw kalibracyjnych (kalibracja z
wykorzystaniem ferenu s). Poza tym wykresy wzorcowe czgsto przedstawiane s3 W pracy bez
poprowadzenia regresji liniowej (np. Rys. 25, 26, 28, 52), na zasadzie Iaczenia punkiu z
punktem, mimo, ze na ich podstawic pordwnywane sg czutoéci metod! Nie dla wszystkich
systeméw oszacowano takie parametry jak granica wykrywalnosci i oznaczalnosci, precyzja i
dokladno$é. W przypadku oznaczeh probek rzeczywistych z wykorzystaniem preparatow
farmaceutycznych poréwnano co prawda uzyskane wyniki do wynikéw otrzymanych metoda
referencyjna (Rys. 48), ale nie dokonano zadnej oceny statystycznej tej zbieznosci (np. test t-
Studenta). Nieco lepiej wyglada to w rozdziatach 12 13, ale generalnie wykorzystanie metod
statystycznych w analizie i ocenie otrzymanych wynikéw stoi w pracy na dos¢ niskim

poziomie.



Nalezy jednak podkresli¢, ze przeprowadzone dyskusje wynikéw, mimo, ze czgsto
lakoniczne, w wickszosci sg poprawne. Jedyng uwaga jaka mozna by mieé na tym etapie, to
brak dokladniejszego poréwnania opracowanych metod z podobnymi metodami
przeplywowymi opisanymi w literaturze. Mozna bylo to zrobi¢ np. w postaci tabeli, co mam
nadzieje Autorka uczyni w trakcie obrony pracy dokitorskiej.

Jezyk rozprawy, zarébwno pod wzgledem gramatyczoym, stylistycznym jak i
merytorycznym jest dobry, nie liczac drobnych potknig¢ i przejezyczefi (op. ~przyklady
oznaczeh... w Klinicysice”, sir. 46; czy ,na elektrode narzucany jest potencjal”, str. 33;
_oddzielnym badaniem bylo sprawdzenic mozliwosci zastosowanie systemu PEDD-MCFA
jako monitora” (?), sir. 94; ,.sygnat ulegat stabilizacji- sygnal byl stacjonarny”, str. 108). Trzeba
jednak podkreslié, ze bledy edycyine i literowe s3 nieliczne, co $wiadczy o duzej starannosci w
przygotowaniu omawianej rozprawy. Powyzsze uwagi i watpliwosci w zaden sposéb nie
umniejszaja mojej oceny caloksztaltu rozprawy, kiéra uwazam za bardzo warto$ciowa i
oceniam wysoko.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa jest oryginalnym
rozwigzaniem problemu naukowego zwigzanego z nowatorskimi rozwigzaniami stosowanymi
w analizie przeptywowej, co stanowi bardzo interesujacy i warto$ciowy wklad w rozwoj
wspolczesnej chemii analitycznej. Pani mgr Natalia Rybkowska-Kucharczyk wykazala si¢ duza
og6lng wiedzg teoretyczng W zakresie dyscypliny Nauki Chemiczne oraz umiejetnosciami
samodzielnego prowadzenia pracy badawczej. Oceniajgc pozytywnie recenzowang prace
stwierdzam, ze spelnia ona zar6wno warunki ustawowe okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14
marca 2003 . o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pozn. zmianami) jak i zwyczajowe wymagania stawiane pracom
doktorskim. W zwigzku z tym wnoszg O przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Natalii
Rybkowskiej-Kucharczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Whiesek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

Jako recenzentka rozprawy doktorskiej mgr Natalii Rybkowskiej-Kucharczyk na temat
,.Optoelektroniczne detektory fotometryczne do oznaczania jonéw zelaza w przeplywowych
systemach analitycznych”, wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Roberta Konckiego oraz dr
Kamila Strzelaka, wnosz¢ o wyréznienie tej rozprawy.

Uzasadnienie:

Tematyka badawcza pracy doktorskiej mgr Naitalii Rybkowskiej-Kucharczyk stanowi wazng
czedé $wiatowych badan nad opracowywaniem nowoczesnych, zautomatyzowanych systemow
analitycznych mogacych mie¢ wykorzystanie m.in. w diagnostyce medycznej. Szczegblnie
wartosciowa jest cze$é pracy zwigzapa z sysiemem do badania specjacji zelaza w surowicy
krwi. Opracowane procedury i nowatorski system analityczny, dajgcy mozliwosé wyznaczania
parametréw metabolizmu zelaza, ma szereg zalet i moim zdaniem duzy potencjat aplikacyjny.
Wyniki dotyczace tych badafi opublikowane zostaly w Analytica Chimica Acta (IF2020=6,558),

jednym z czotowych czasopism z zakresu chemii analityczne):

Strzelak, K., Rybkowska, N., Wisniewska, A., Koncki, R., Photometric flow analysis for

biomedical investigations of iron/transferrin speciation in human serum. Anal. Chim. Acta

(2017), 995, 43-51.
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