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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Marty Krawczyk-Walach
pt.: ,,Chromatografia cieczowa w oznaczaniu zwigzkow siarki w probkach biologicznych”
wykonanej w Katedrze Chemii Srodowiska, Wydziatu Chemii Uniwersytetu £.ddzkiego
pod kierunkiem dr hab. Grazyny Chwatko, prof. nadzw. UL

Siarka jest jednym z podstawowych makroelementow niezbednych do biosyntezy
szeregu metabolitow oraz innych waznych sktadnikéw komérkowych organizmow zywych.
Wchodzi w sktad centrow aktywnych wielu enzymow, bierze réwniez udziat w tworzeniu
struktury drugo- i trzeciorzedowej biatek. Sposrdéd wszystkich zwiazkéw siarki obecnych
w organizmie niewatpliwie najwigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ aminokwasy tiolowe.
Zwiazki te, powiazane wzajemnie w szlaku metabolicznym cysteino-metioniny, biora udziat
w  wigkszosci waznych przemian biochemicznych organizmu. Ich podwyzszone stgzenia
w tkankach i ptynach ustrojowych cztowieka powiazano z patogeneza wielu choréb i z tego
powodu moga stanowi¢ swego rodzaju biomarker stanu zdrowotnego organizmu. Ostatnio
zwrocono baczna uwage na siarkowodor, ktory przez wiele lat byt uznawany za zwiazek
toksyczny. Pojawiajace sig¢ coraz liczniejsze prace naukowe pokazaly, ze zwiazek ten jest
bardzo istotny w funkcjonowaniu organizmu, a jego rola wcale nie jest taka niekorzystna jak

si¢ poczatkowo wydawato. Siarkowodor wykazuje zarowno negatywny jak i pozytywny



wplyw na funkcjonowanie organizmu cztowieka, jednak jego rola nie zostata jeszcze w petni
wyjasniona i wymaga dalszych badan. Zbadanie roli siarkowodoru oraz powiazanych z nim
siarki sulfanowej i siarki kwasowo-labilnej w organizmie jest mozliwe tylko przy
zastosowaniu odpowiednio czutych i precyzyjnych metod analitycznych. W t¢ wiasnie
niezwykle aktualna tematyke badawcza wpisuje si¢ recenzowana praca doktorska mgr Marty
Krawczyk-Walach, wykonana pod kierunkiem Pani Profesor Grazyny Chwatko, ktdrej celem
byto opracowanie nowych chromatograficznych metod oznaczania siarki sulfanowej, siarki
kwasowo-labilnej i tiosiarczanéw w probkach biologicznych (roslinach i moczu cztowieka).
Podjecie przez Doktorantke takiej tematyki uwazam za uzasadnione. Tego typu badania sa
intensywnie prowadzone na $wiecie, a praca doktorska stanowi istotne ich rozwinigcie
i uzupetnienie.

Praca liczy 174 strony, 55 rysunkow, 20 tabel i 93 pozycje literaturowe. Cytowane
publikacje pochodza w wigkszosci z ostatnich dziesigciu lat, co wskazuje, ze temat pracy
dotyczy bardzo aktualnych zagadnien. Rozprawa podzielona jest na dwie gtéwne czesci —
czes¢ literaturowa, poprzedzona wykazem stosowanych skrotow i symboli  oraz
dwustronicowym wstepem, i czes¢ eksperymentalna. Czes¢ literaturowa zostata podzielona na
dwa rozdziaty. W pierwszym Autorka opisala metabolizm siarkowodoru i jego role
w organizmie wprowadzajac czytelnika w to trudne zagadnienie. W rozdziale drugim
Doktorantka opisata obecnie stosowane metody oznaczania siarkowodoru i dokonata ich
krytycznej analizy. Dotychczas opisane metody pozwalaja oznacza¢ poziom H,S w Kkrwi,
osoczu oraz tkankach zwierzecych, i sa do siebie dos¢ podobne — w zdecydowanej wigkszosci
opieraja si¢ na reakcji z monobromobimanami. Podoba mi si¢ bardzo zamieszczona
w rozdziale obszerna tabela (Tabela 1), ktora porzadkuje aktualny stan wiedzy na ten temat
i pokazuje ewolucje metod oznaczania H,S w ostatnich latach.

Czes¢ eksperymentalna pracy doktorskiej mgr Marty Krawczyk-Walach, zawarta na
stronach 53-145, podzielona jest na 5 rozdziatow. Uklad czgsci doswiadczalnej jest typowy
dla dysertacji w dziedzinie nauk scistych i nie budzi zadnych zastrzezen. Czes¢ ta sktada sig
z rozdziatdw poswieconych kolejno: stosowanym odczynnikom, roztworom i aparaturze,
stosowanym procedurom oznaczania siarkowodoru i jego form w prdébkach roslinnych
i moczu cztowieka, oraz trzech rozdziatow, w ktorych przedstawione sa szczeg6towe wyniki
dotyczace opracowania procedur oznaczania form siarkowodoru w tkankach roslinnych,

oznaczania tiosiarczanow w probkach warzyw krzyzowych i wreszcie okreslenia korelacji



pomiegdzy r6znymi formami siarki w moczu os6b na diecie bogatej w warzywa krzyzowe.
Wsérod oznaczanych zwiazkéw znalazty sie siarka sulfanowa, siarka kwasowo-labilna,
tiosiarczany, cysteina, homocysteina, cysteinyloglicyna i tiolakton homocysteiny. Cato$¢
konczy dyskusja wynikow oraz wnioski koncowe.

Zastosowane w pracy, i przedstawione w rozdziale 4, procedury przygotowania
probek do analizy sktadaty si¢ z kilku etapow: homogenizacji, redukcji z uzyciem
chlorowodorku  tris(2-karboksyetylo)fosfiny ~ (TCEP), derywatyzacji z  uzyciem
tetrafluoroboranu  2-chloro-1-metylochinoliniowego (CMQT), deproteinizacji i analizy
chromatograficznej. Bardzo dobrym pomystem Doktorantki byto przedstawienie stosowanych
procedur w postaci zamieszczonych na rysunkach 6-13 schematéw, ktore pozwalaja
czytelnikowi w tatwy sposob przesledzi¢ poszczegdlne etapy przygotowania probki.

W rozdziale 5 Doktorantka zamiescita wyniki dotyczace optymalizacji procedur
oznaczania form siarkowodoru — siarki sulfanowej i siarki kwasowo-labilnej, w prébkach
roslinnych, w tym dobdr warunkdéw prowadzenia redukcji i derywatyzacji. Autorka stosuje
poczatkowo dwa reduktory: ditiotreitol (DTT) i chlorowodorek tris(2-karboksyetylo)fosfiny
(TCEP), i po przeprowadzonych eksperymentach wykazuje nieprzydatnos¢ tego pierwszego
do oznaczania siarki sulfanowej. W tym miejscu rodzi si¢ pytanie dlaczego Autorka nie
sprawdzita innych stosowanych powszechnie reduktoréw, np. borowodorku sodu? Jest on
bardzo skutecznym i szybkim w dziataniu reduktorem, powszechnie stosowanym i dobrze
opisanym w literaturze, m.in. w licznych publikacjach Pani Profesor Grazyny Chwatko.
Zastosowany w pracy chlorowodorek tris(2-karboksyetylo)fosfiny spetniat swoja role, dlatego
tez moje pytanie o NaBH, nalezy traktowac nie jako zarzut a jako zwykta ciekawos¢ badacza.
Pytanie budzi réwniez dobor srodowiska reakcji. Skoro siarka sulfanowa jest uwalnia z H,S
w $rodowisku zasadowym a siarka kwasowo-labilna w kwasnym, to czy konieczne byto
prowadzenie badan optymalizacyjnych w tak szerokim zakresie pH (od 2 0 12)?

Opracowane przez Doktorantke metody, po ich wczesniejszej kalibracji i walidacji,
zostaty zastosowane do oznaczenia obu form siarkowodoru w warzywach i owocach. Nalezy
tutaj podkresli¢, ze obie opracowane przez Doktorantke metody oznaczania siarki sulfanowej
i siarki kwasowo-labilnej w prébkach roslinnych sa pierwszymi wykorzystujacymi technike
HPLC z detekcja UV-Vis, co jest niezaprzeczalnie duzym osiagnieciem i po raz kolejny
potwierdza aktualnos¢ tematyki podjetej przez Pania magister. Uzyskane wyniki powinny,

moim zadaniem, zosta¢ jak najszybciej opublikowane.



Rozdziat 6 zawiera opis metody oznaczania tiosiarczanow w warzywach krzyzowych
opartej na reakcji derywatyzacji TS za pomoca CMQT a nastepnie oznaczeniu
chromatograficznym powstatej pochodnej. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze i w tym
przypadku opracowana przez Doktorantke metoda jest pierwsza chromatograficzng metoda
oznaczania tiosiarczandw w warzyw krzyzowych, ktéra wykorzystuje technikg HPLC
z detekcja UV-Vis.

W rozdziale 7, stanowiacym niejako ukoronowanie catej pracy, Doktorantka podjeta
si¢ bardzo trudnej i ambitnej proby okreslenia korelacji pomiedzy réznymi formami siarki
w moczu 0séb stosujacych diete bogata w warzywa krzyzowe. Ws$rod oznaczanych zwiazkow
znalazly sie: siarka sulfanowa, siarka kwasowo-labilna, tiosiarczany, cysteina, homocysteina,
cysteinyloglicyna i tiolakton homocysteiny. Stezenia tych analitbw w moczu zostaty
wyrazone w przeliczeniu na kreatyning (mmol analitu na mol Crn), co pozwolito skorygowac
btedy zwiazane z nadmiernym rozcienczeniem lub zatezeniem moczu i rbwnoczesnie uniknaé
jego bardzo ktopotliwej zbiorki dobowej. W eksperymencie wzigli udziat ochotnicy, ktérzy
wyrazili che¢ na wprowadzenie do swojego codziennego jadtospisu co najmniej 200 ¢
warzyw krzyzowych przez okres 3 tygodni. W tym miejscu uwazam, ze warto bytoby
zamiesci¢ w pracy trochg wigcej informacji dotyczacych stosowanej diety. Analizujac
zamieszczone w tabeli 6 wyniki, mozna by si¢ spodziewac, ze inaczej na zawartos¢ zwiazkdéw
siarki w moczu bedzie wptywaé spozywanie 200 g kalarepy o0 najnizszej zawartosci
tiosiarczandw (7,64 nmol/g), a inaczej 200 g kapusty wioskiej zawierajacej az 1110 nmol/g
TS. Otrzymane przez Doktorantke rezultaty badan sa bardzo interesujace i wskazuja, ze
wzbogacenie codziennej diety o porcje warzyw krzyzowych moze wplywaé na wzrost
poziomu tiosiarczanow, siarki sulfanowej oraz siarki kwasowo-labilnej wydalanych wraz
z moczem. Stezenia tych trzech form siarki sa ze soba wzajemnie powiazane przy wysokich
wartosciach wspoétczynnikdw korelacji. Rowniez obecnos¢ aminokwaséw tiolowych w moczu
(Hcy, Cys i Cys-Gly) jest ze soba skorelowana. Autorka wyciaga wnioski, ze wszystkie
oznaczane zwiazki siarki, oprocz tiolaktonu homocysteiny, sa ze soba powiazane, i ze czgs$é
zwiazkdéw zawierajacych ten pierwiastek jest kumulowana i usuwana z organizmu
w pozniejszym czasie. Wyniki te bez watpienia stanowia cenne zrodto wiedzy na temat

wptywu odzywiania na metabolizm zwiazkdw siarki i sa duzym osiagnigciem Doktorantki.



Czes¢ eksperymentalna konczy si¢ obszernym podsumowaniem i wnioskami
koncowymi, ktore sa naturalnym zakonczeniem bardzo dobrej, kompetentnej dyskusji.
Whioski sa wiarygodne i w petni sie z nimi zgadzam.

Podsumowujac, generalnie cata rozprawa doktorska napisana jest bardzo dobrym
i komunikatywnym jezykiem, strona edytorska rowniez nie budzi zadnych zastrzezen.
Wszystkie eksperymenty zostaty starannie zaplanowane i prawidtowo przeprowadzone, co
swiadczy o duzej dojrzatosci naukowej Doktorantki. Cala prace oceniam wysoko.
Z obowiazku recenzenta musze jednak zamiesci¢ parg uwag krytycznych. Niestety Autorka
nie ustrzegta sie kilku nieprawidtowych terminéw, wtretdw obcojezycznych i tzw. zargonu
laboratoryjnego, np.:

- ,elektrorozpylanie” — powinno by¢: ,,elektrorozpraszanie”;

- ,organizm ludzki” — powinno by¢: ,,organizm cztowieka”;

- ,ekstrakcja nadkrytyczna” — powinno by¢: ,ekstrakcja za pomoca plynu w stanie
nadkrytycznym?;

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

- ,nawazki” — powinno by¢: ,,odwazki”;

- ,,0bjetos¢ probki wprowadzonej na kolumne” — powinno by¢: ,,wprowadzonej do kolumny”.
Nie podobaja mi si¢ rowniez stosowane przez Autorke w pracy sformutowania: ,,0znaczanie
w tkankach roslinnych”, czy ,,0znaczanie w tkankach warzyw”. Tkanki roslinne wedtug
kryterium pochodzenia i budowy dzieli si¢ na tkanki twdrcze (merystemy) oraz tkanki state.
Z kolei biorac pod uwage petnione przez nie funkcje, wyrdznia si¢ tkanke okrywajaca,
zasadnicza (migkkiszowa), wzmacniajaca i przewodzaca. Autorka oznaczata zwiazki siarki
w catych, jadanych czgsciach warzyw (np. lisciach, korzeniu, todydze) bez ,,rozbierania” ich
na poszczegolne tkanki. Dlatego tez dla mnie, jako po czesci biologa, te sformutowania sa
troche razace.

Jest oczywiste, ze powyzsze, drobne uwagi nie maja istotnego wplywu na oceng
wartosci merytorycznej catej rozprawy. Stwierdzam, ze praca doktorska mgr Marty
Krawczyk-Walach posiada wiele elementéw nowosci naukowej. Przedstawiona w pracy
metodyka badan nie budzi zastrzezen, a sposéb prezentacji wynikow jest jasny i czytelny, zas
ich interpretacja pokazuje, ze Doktorantka potrafi logicznie i kompetentnie analizowaé
uzyskane wyniki. Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska

mgr Marty Krawczyk-Walach spetnia wszelkie wymagania stawiane ustawowo rozprawom



doktorskim i w zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu
F.6dzkiego z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Marty Krawczyk-Walach

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



