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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Marty Krawczyk-Walach
pt ,,CHROMATOGRAFIA CIECZOWA W OZNACZANIU ZWIAZKOW SIARKI' W
PROBKACH BIOLOGICZNYCH”

Rozprawa doktorska mgr Marty Krawczyk Walach napisana pod kierunkiem prof. dr hab.
Grazyny Chwatko dotyczy oznaczania réinych zwigzkdéw siarki, a szczegdlnie siarkowodoru
w prébkach biologicznych. Problematyka podjeta w ramach pracy doktorskiej jest istotna, gdyz
w ostatnich latach coraz wiecej uwagi poswieca sie w literaturze naukowej roli siarkowodoru jako
neuromodulatora i wigze sie jego nieprawidtowg synteze i metabolizm z chorobami takimi jak np.
choroba Alzhaimera. Siarkowodoér jest zwigzkiem, ktéry wywiera duzy wptyw na funkcjonowanie
organizméw zywych w tym i organizmu cztowieka. Reguluje on napiecie miesni gtadkich, wptywa na
regulacje ci$nienia krwi, zapobiega rozwojowi miazdzycy, chroni neurony przed stresem
oksydacyjnym, wspomaga gojenie sie ran oraz petni funkcje ochronng w uktadzie pokarmowym.
Zainteresowanie naukowcow tematyka siarkowodoru oraz jego wptywem na funkcjonowanie
organizmu cztowieka wymaga opracowywanie nowych, mniej skomplikowanych metod okreslania
stezenia tego zwigzku w tkankach, z zachowaniem wysokiej precyzji i doktadnosci wykonywanych
pomiaréw, a ktdre jednoczesnie bedg charakteryzowaty sie niskimi granicami oznaczalnosci.

Recenzowana rozprawa zostata przedstawiona na 174 stronach i sktada sie z czesci
literaturowej (47 stron), wyraznie zdefiniowanego celu pracy, czesci eksperymentalnej zawierajgcej
wyniki badan wtasnych wraz z ich interpretacjg (91 stron). Koncowa cze$s¢ manuskryptu zawiera
whnioski (5 stron) i zbidr cytowanej literatury - 93 pozycje. W rozprawie zostat umieszczony, na
poczatku, wykaz niektdorych stosowanych skrétéw. Na koncu znajdujg sie streszczenia rozprawy
w jezyku polskim i angielskim, spis Tabel i Rysunkdow oraz dorobek naukowy Doktorantki. Praca
zawiera 20 Tabel i 55 rysunkéw. Umieszczenie wykazu skrétdw na poczatku pracy byto bardzo
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dobrym pomystem i utatwiato zrozumienie tekstu, jednakze szkoda, ze Autorka nie umiescita obok
skrotow mniej znanych zwigzkédw chemicznych ich wzoréw strukturalnych. O ile postugiwanie sie
w tekscie skrétami nazw enzymow jest uzasadnione to uzywanie wytgcznie skrétéw zamiast nazw
zwigzkéw chemicznych dla czytelnika jest dos¢ meczace i sprawia wrazenie postugiwania sie
zargonowym jezykiem.

Autorka postawita sobie za cel opracowanie nowych metod oznaczania siarkowodoru i jego
pochodnych z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg UV-VIS oraz
z detekcjg fluorescencyjna. Opracowane metody Doktorantka zwalidowata i wykorzystata do
oznaczania powyzszych zwigzkéw w prébkach roslinnych oraz w moczu grupy wolontariuszy.
Tematyka pracy podjeta przez p. mgr Marte Krawczyk-Walach jest aktualna i otrzymane wyniki
powinny mie¢ duze znaczeniu praktyczne, zwtaszcza, ze brak jest danych literaturowych oznaczania
roznych form siarkowodoru w roslinach..

W pierwszym rozdziale czesci literaturowej rozprawy Doktorantka scharakteryzowata
najwazniejsze biologicznie aktywne zwigzki siarki, omoéwita biosynteze i metabolizm siarkowodoru.
Jest to niezwykle ciekawy rozdziat napisany ze znajomoscig proceséw biochemicznych. Jednakze
zabrakto mi w tej czesdci pracy chocby pobieznego omdwienie toksycznego dziatania egzogennego
siarkowodoru, zwtaszcza, ze mimo nowych prac, wcigz istnieje wiele kontrowersji co do mechanizmu
dziatania siarkowodoru na organizm cztowieka.

Rozdziat drugi wstepu poswiecony jest metodom oznaczania siarkowodoru, w ktérym
Doktorantka potozyta gtdwny nacisk na oznaczenia z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej. Jednak zabrakto mi w tej czesci oméwienia choéby bardzo skrétowo innych
metod takich jak chromatografia gazowa, chromatografia jonowa z detekcjg amperometryczng,
polarografia itp. Te metody pozwalajg w wielu przypadkach obnizy¢é granice oznaczalnosci
w stosunku do HPLC.

Autorka bardzo szczegétowo omédwita metody przygotowania prébek w kazdej z opisanych
metod literaturowych. Jest to zrozumiate, gdyz opracowane przez nig metody z zatozenia powinny
by¢ poréwnywane z metodami literaturowymi, jednakze podawania szybkosci obrotéw wirdwki czy
objetosci uzytych odczynnikdow jest w mojej opinii zupetnie niepotrzebne. Zabrakto mi bardziej
krytycznego podejscia do omawianych metod i préby porédwnania tych metod ze sobg. W Tabeli 1
Autorka przedstawita rézne opisane juz w literaturze metody chromatograficzne wykorzystywane do
oznaczania siarkowodoru i jego pochodnych, ale zabrato informacji o granicach wykrywalnosci tych
metod.
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Na Rysunkach 4 i 5 Doktorantka podaje zgodnie z danymi literaturowymi reakcje z btednie
napisanym niezdysocjowanym kwasem bromowodorowym, ktéry przeciez w tych warunkach
wystepuje w postaci catkowicie zdysocjowanej. Takie btedy nie powinny sie zdarza¢ w pracach
opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowy, a Autorka rozprawy powinna tego typu
btedy smiato skrytykowac.

W czesci eksperymentalnej w rozdziale 3 Doktorantka podata bardzo szczegdétowe
informacje dotyczace przygotowania roztworéw. O ile informacje o trwatosci poszczegdlnych
roztworéw sg bardzo istotne to opis jaka powinna by¢ odwazka aby przygotowaé roztwor o stezeniu
100 pumoli/L w rozprawie doktorskiej jest zupetnie zbedny.

W rozdziale 4 rozprawy Doktorantka przedstawita bardzo szczegétowe opisy i schematy
przygotowania prébek do analizy chromatograficznej. Poniewaz sg to metody opracowane przez
Autorke to podanie wszystkich informacji jest bardzo istotne. Na stronie 64 pojawia sie opis
przygotowania do analizy warzyw krzyzowych. Szkoda, ze w czesci literaturowej nie opisata
Doktorantka dlaczego zamierza analizowac warzywa krzyzowe i jakie byty kryteria wyboru warzyw do
analizy. Informacje co to sg warzywa krzyzowe umiescita Autorka dopiero na stronie 105.

Rozdziat 5 poswiecony jest wynikom badann wtasnych . Poprzedzony jest on krotkim
wstepem, ktéry w moim odczuciu jest powtdrzeniem juz wczesniej opisanych informacji z czesci
literaturowej i z géry podsumowaniem osiggnie¢ Doktorantki. Na Rys 14 Autorka umiesScita wzory
trisiarczku  dibenzylu, trisiarczku dimetylu, tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliny,
tiochinolonu ktére wedtug mnie warto byto umiesci¢ na poczatku pracy przy wykazie skrotéw.
Zaprezentowanie tych wzorow dopiero na str. 82, gdy skrdoty nazw tych zwigzkéw pojawiajg sie
znacznie wczesniej w rozprawie jest zdecydowanie spdznione, chociaz dobrze, ze wzory te w ogéle
sie pojawiajg. W dalszej czesci tego rozdziatu Doktorantka przedstawia wyniki przeprowadzonych
eksperymentdw. Autorka przeprowadzita optymalizacje reakcji derywatyzacji.  Wyniki
eksperymentdw sg podsumowane pod kazdym rysunkiem. Jednak moje ogromne zadziwienie
wzbudzit fakt doboru pH srodowiska reakcji otrzymywania tiochinolanu. Z przedstawionych przez
Autorke danych eksperymentalnych wyniki, ze reakcje te powinno sie prowadzi¢ w pH 4, ale
Doktorantka uznata, ze skoro w literaturze we wszystkich znanych jej pracach reakcja prowadzona
jest w pH 2 to i ona bedzie wprowadzita reakcje w takim srodowisku. Takie podejscie jest dla mnie
niezrozumiate, oznacza brak zaufania do wtasnych wynikéw i w zasadzie catkowicie przekresla sens
przeprowadzonych badan, ktérych wyniki Doktorantka przedstawita na Rys. 28. Krytyczne podejscie
do wtasnych wynikéw jest cenng cechg mtodego naukowca, gle przekreslanie wynikéw witasnych
badan tylko dlatego, ze sg inne od danych literaturowych jest niewtasciwe, zwtaszcza, ze
w zacytowanym przyktadzie Doktorantka swiadomie wybrata zdecydowanie gorsze warunki.
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Poréwnujgc parametry krzywych kalibracji dla siarki sulfanowej przygotowanych
w matrycach jakimi byty roztwor tiosiarczanu sodu, ekstrakt z kalarepy oraz mocz widaé bardzo duze
réznice w wartosciach wspétczynnikach nachylenia odpowiednich krzywych. Jednakze wartosci granic
wykrywalnosci wyznaczone na podstawie tych krzywych sg najnizsze dla krzywej kalibracyjnej, ktéra
ma najnizszg wartos$¢ wspodtczynnika nachylenia, co jest sprzeczne z zasadami walidacji.

Doktorantka wykorzystata opracowane metody do oznaczenia wybranych zwigzkéw siarki
w moczu 27 wolontariuszy spozywajgcych warzywa krzyzowe. Jest to ogromnie ciekawy materiat
badawczy. W analizie tak duzej liczby wynikédw zabrakto mi wykorzystania metod statystycznych do
opracowania otrzymanych wynikow. Doktorantka zgromadzita ogromny materiat badawczy
i wykorzystanie np. analizy gtéwnych sktadowych mogtoby pomdc w zrozumieniu otrzymanych
wynikéw. Autorka podjeta co prawda préby takiej analizy, poréwnujac stezenia réznych form siarki
ale jest ona w moim odczuciu niekompletna i wiele danych nie zostato uwzglednionych.

O ile w czesci literaturowej Doktorantka opisata wyniki literaturowe z wszelkimi, czesto
niepotrzebnymi detalami, o tyle wyniki badan wtasnych zaprezentowane zostaty bardzo skrétowo
gtéwnie w Tabelach i na rysunkach. Brak dyskusji otrzymanych wynikéw z danymi literaturowymi,
poza jednym przypadkiem opisanym powyzej, obniza ogdlng wartos¢ pracy. Szkoda bo widaé, ze Mgr
Marta Krawczyk-Walach przeprowadzita bardzo wiele pomiaréw, ktére pozwolity jej na opracowanie
nowych metod i zrealizowanie gtéwnego celu rozprawy. W pracy zabrakto mi skonfrontowania
wlasnych metod z zaprezentowanymi istniejgcymi metodami literaturowymi i wyraZnego
podkreslenia zalet opracowanych przez Doktorantke metod derywatyzacji.

Rolg recenzenta jest rowniez ocena jezyka rozprawy. Rozprawa doktorska pani Mgr
Krawczyk Walach napisana jest w wiekszosci poprawnym jezykiem, jednak zdarzajg sie pewne
lapsusy jezykowe ktorych nalezy unika¢ w przysztosci.np.

str 8 Skrét SRM oznacza monitorowanie wybranej reakcji fragmentacji a nie selektywne
monitorowanie reakcji

str 45 ,,widmo masowe” zamiast widmo mas
str.46 ,,wysoce fluorescencyjny tioeter” zamiast tioeter wykazujgcy fluorescencje

Podsumowujac chciatabym podkresli¢, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
p. mgr Marty Krawczyk-Walach zawiera wiele nowosci naukowych, czego najlepszym dowodem sg
dwie publikacje naukowe w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym z IF. Szczegélnie chciatabym
podkresli¢ cenne wyniki dotyczgce stezenia rdinych form siarki, ktére Doktorantka uzyskata
analizujgc wybrane warzywa. Wyniki te powinny by¢ jak najszybciej opublikowane, zwtaszcza, ze jak
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do tej pory w literaturze naukowej brak jest takich danych. Przedstawione wczesniej krytyczne uwagi
i zastrzezenia pozwolg, mam nadzieje, unikaé Autorce w przysztosci podobnych niedociggniet.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa p.. mgr Marty Krawczyk-
Walach spetnia wymagania ustawowe stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe
o Stopniach i Tytutach Naukowych i wnosze o dopuszczenie Autorki do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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