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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Pani mgr Pauliny Blazalek
zatytulowanej

»Elektroforeza kapilarna zwiazkow aktywnych biologicznie z

wykorzystaniem zate¢zania w ukladzie pomiarowym”

Oznaczanie $ladowych ilosci substancji w réznych matrycach z wysoka precyzja i
dokladnoscig stanowi stale wyzwanie dla chemikéw analitykéw. Szczegdlne zainteresowanie
budzi opracowanie efektywnych metod oznaczania zwiazkéw aktywnych biologicznie, w
roznorodnych, skomplikowanych matrycach biologicznych, Obecnosé tego typu zwigzkdw w
organizmie cziowieka, dostarczanych w produktach spozywczych, wywiera bowiem istotny
wplyw na jego sprawnos$¢ psychofizyczna. Dlatego tez oznaczanie zawartosci tych zwiazkow
w zywnosci i suplementach diety dostarcza waznych informacji na temat ich mozliwego
zastosowania. Natomiast monitorowanie niektdrych metabolitéw w plynach fizjologicznych
jest wazne z punktu widzenia diagnostyki medycznej. Do oznaczania substancji biologicznie
czynnych stosuje sie wiele metod. Najczgéciej sa to metody chromatograficzne, takie jak
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) i chromatografia gazowa (GC) z réznymi
detcktorami. Niestety pierwsza z nich nic pozwala na analiz¢ mieszanin zawierajacych
zaréwno substancje hydrofilowe, jak i hydrofobowe, a metoda GC pozwala na jedynie na
analize zwiazkéw lotaych. Dlatego tez w ostatnich latach coraz to wigcej uwagi poswigcea sig
badaniu mozliwodci wykorzystania technik elektromigracyjnych, w tym elektroforezy
kapilarnej (CE) do oznaczania tych zwiazkéw w réznych matrycach. Elektroforeza kapilarna
posiada bowiem wiele zalet, takich jak wysoka selektywnos$¢, dobra rozdzielczose,
niewielkich zuzycie prébki i odezynnikéw, stosowanie wody jako podstawowego

rozpuszczalnika, krétkie czasy analizy, mozliwo$¢ miniaturyzacji i zastosowania réznych



detektorow oraz niski koszt eksploatacji. Ponadto, wykorzystujac jedna z technik CE,
micelarng elektrokinetyczng chromatografi¢ kapilarng (MECC), mozliwe jest zastosowanie
te] metody dla mieszanin substancji réznigcych sie hydrofilowosceig i tadunkiem lub jego
brakiem. Wada tej metody jest wysoka warto$é granicy wykrywalnosci wynikajaca z
niewielkiej objetosci probki oraz krotka droga 6ptycznq podczas detekcji. Dlatego tez
poszukuje si¢ sposobéw zatgzania analitbw w ukladzie pomiarowym pozwalajacych na
obnizenie granic wykrywalnosci i oznaczalnosci.

Recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Blazalek dotyczy zatem
okredlenia mozliwosci wykorzystania technik zatezania wybranych analitéw w ukladzie

pomiarowym elektroforezy kapilarnej w celu ich oznaczania w prébkach o skomplikowanym

skladzie.

Rozprawa mgr Pauliny Blazalek napisana zostala w klasycznym ukladzie rozdzialéw i
zawiera wszystkie elementy cechujace bardzo dobrze przygotowana i napisang rozprawe
doktorska. Przedstawiona do oceny praca sklada si¢ z pieciu zasadniczych czesci, czesci
literaturowej, celu pracy, czgsci doswiadczalnej, omdwienia i dyskusji wynikéw oraz
podsumowania i1 wnioskdéw. Ponadto zawiera wykaz skr6téw 1 symboli, krétkie
wprowadzenie, streszczenia, bibliografie (237 pozycji literaturowych), wykazy tabel i
rysunkéw i dorobek naukowy Autorki. Czg$¢ literaturowa pracy otwicra omdwienie
wybranych metod zat¢zania analitbw w kapilarze, ze szczegblnym uwzglednieniem metod
zatgzanla z wykorzystaniem mechanizméw kapilarnej elektroforczy strefowej oraz zasad
micelarnej chromatografii elektrokinetycznej (MEKC). Nastgpnie Autorka przedstawia
charakterystyki wybranych probek biologicznych (krew, mocz, §lina) oraz analitdéw begdacych
przedmiotem opracowanych procedur oznaczania. Omawia takie anality jak formy witaminy
Bg, apigenina, s6l sodowa kwasu 2-merkaptoetanosulfonowego i tiolakton homocysteiny.
Tresci zawarte w tej czgdcl rozprawy podane sa we wlasciwych proporcjach i sa zgodne z
zakresem podjetych badai. Zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak i edytorskim ta
czes¢ pracy $wiadezy o trafnym doborze tresci i nie budzi zastrzezen. Czgé¢ literaturowa

poparta jest wieloma aktualnymi i dobrze dobranymi cytacjami z literatury.

W czesci drugicj mgr Paulina Blazalek sformulowata cel pracy, ktdrym bylo

okredlenie mozliwosci wykorzystania technik zatgzania wybranych analitéw w ukladzie




pomiarowym, w kontekscie ich oznaczania w zilozonych matrycach biologicznych.

Przedstawita rowniez cele szczegolowe niezbgdne do zrealizowania zalozonego celu pracy.

W pierwszym rozdziale czgéei doswiadczalne] Autorka omawia stosowang aparature,
wykorzystywane w badaniach odczynniki i materialy oraz opisuje stosowane procedury
analityczne. Nastgpnie charakteryzuje metodyki badawcze do oznaczania wybranych form
witaminy B w preparatach farmaceutycznych, apigeniny w ekstraktach roslinnych, soli
sodowej kwasu 2-merkaptoetanosulfonowego w osoczu i tiolaktonu homocysteiny w moczu
cztowicka. Omawiajac uzyskane wyniki (czgs¢ ,,Wyniki i Dyskusja™) Doktorantka w
pierwszej kolejno$ci przedstawita wyniki badan dotyczacych optymalizacji warunkow
oznaczania pirydoksyny (PN) wraz z wynikami walidacji i uzycia do prébek preparatéw
farmaceutycznych. Wykazata, ze zastosowanie metody zatgzania on-line, z wykorzystaniem
techniki MEKC pozwala na okoto 20-krotne obniZenie granicy oznaczalno$ci w poréwnaniu z
klasyczng metoda elektroforezy strefowej (CE) oraz ze zaproponowana procedura moze by¢é
uzytecznym narzedziem do oznaczania PN w preparatach farmaceutycznych,
konkurencyjnym w stosunku do tradycyjnych metod chromatograficznych i
spktrofotometrycznych. Nastepnie omawia wyniki uzyskane w opracowanej procedurze
oznaczania apigeniny (API) oraz uzycia tej metody do oznaczania tej substancji w prébkach
ziol. Wykazata, ze opracowana metoda z uzyciem fazy pseudostacjonarnej w postaci miceli
SDS pozwala na szybkie, w czasie ponizej 10 minut, oznaczenie API w prébkach wybranych
zi6l. Po czym omawia wyniki oznaczania soli sodowej kwasu 2-merkaptoetanosulfonowego
w osoczu. W tym przypadku polaczenie techniki CE oraz modyfikacji chemicznej
(derywatyzacji), za pomoca tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylolepidyniowego, bezposrednio
w kapilarze pozwolilo na szybkie, dokladne i powtarzalne oznaczanie tej substancji w
probkach osocza na poziomie stgzei do 0,5 pmol/L w ciagu 6 minut. Wreszcie omawia
opracowang po raz pierwszy metode oznaczania homocysteiny (Hey) i jej tiolaktonu (HTL)
za pomoca CE z wykorzystaniem metody zatezania za pomoca wprowadzania probki ze
wzmocnieniem pola i zmiatania w MEKC. Opracowana metoda zostala z powodzeniem
zastosowana do oznaczania HTL w prébkach moczu czlowieka. Ponadto dia wszystkich
opracowanych metod przedstawita mechanizmy zat¢Zania analizowanych zwiazkéow w
kapilarze praz przeprowadzila ich walidacjg. Po czym, oprécz podsumowania i wnioskéw,
krétkich streszczen, spisu literatury i wykazu tabel 1 rysunkow, przedstawia dorobek naukowy
i uzyskane nagrody i stypendia. Przedstawiony w dokumentacji dorobek naukowy to 5



publikacji z tzw. Listy Filadelfijskiej i 1 wyslana do redakeji, 3 inne publikacje, w tym 1 w
materiatach  konferencyjnych, 9 ustnych wystapien konferencyjnych i 18 plakaty
prezentowane na roéznej rangi konferencjach naukowych. Brala réwniez udzial w kilku
projektach badawczych, w tym w jednym finansowanym przez NCN oraz 6 szkoleniach.
Recenzent jest pod wrazeniem tak warto$ciowego dorobku Doktorantki osiagnigtego w
krétkim przeciez czasie studiéw doktoranckich. Dorobek ten zostat doceniony, czego efektem
byto uzyskanie kilka stypendiéw projakosciowych i jednej nagrody zespolowej picrwszego

stopnia Rektora Uniwersytetu Lodzkiego.
Za najwazniejsze dokonania Doktorantki nalezy uznaé:

- opracowanie nowych procedur oznaczania zwiazkéw biologicznie aktywnych w réznych
matrycach z wykorzystaniem metod zatgzania on-line, pozwalajacych na zastosowanie

taniego i prostego w obshudze detektora UV-VIS;

- wykazanie, Zze opracowane procedury analityczne pozwalaja na uzyskanie
satysfakcjonujacych wartosei LOD i LOQ;

- wykazanie, Ze techniki zatezania substancji w uktadzie pomiarowym moga byé taczone, co

upraszcza procedurg oznaczania i pozwala na uzyskanie bardziej powtarzalnych wynikéw;

- wykazanie, Ze opracowane procedury stanowiq doskonala alternatywe dla metod
chromatograficznych, réwniez w przypadku probek o skomplikowanych matrycach, takich

jak osocze, mocz, czy homogenaty tkanek roslinnych.

Uwagi krytyczne:

1. Wyjasnienia wymagaja dosy¢é duze wartoéci SD uzyskane dla wynikéw analiz PN w
niektorych preparatach farmaceutycznych wynoszace od 11 do 18% (Tabela 6)

2. Wobec przedstawionych w Tabeli 8 wartosci SD (dla liSci rozmarynu, tymianku, szatwii,
czy lubczyku), wynoszace w kilku przypadkach od 38% do nawet 57%, mam powazne
watpliwosci dotyczace stwierdzenia: ,,Uzyskane rezultaty wskazujg, Zze opracowana metoda
moze z powodzeniem by¢é wykorzystywana do oznaczania API w probkach roslinnych.”.

Wymaga to wyjasénienia.




3. Stwierdzenie, ze ,,...wraz z wydluzajacym si¢ czasem eksploatacji kapilary, zmienia si¢
rozmieszczenie fadunkéw na jej wewnetrznej Scianie, co jest zwiazane z zachodzaca
hydroliza i/lub adsorpcja jonéw.” wymaga wyjasnienia lub udowodnienia. Trudno bowiem
doszuka¢ si¢ w pracy bezposrednich dowodéw na takie stwierdzenie.

Pomimo tego, Ze rozprawa jest napisana bardzo dobrze cheiatbym zwrécié uwage na

bledy redakcyjne i literowe, ktdrych czesé przedstawiam ponizej:

str. 4: w spisie tredci 3.1.3 powinno by¢ ,,...aplikacja...”

str. 30, 124 1 146: powinno by¢ ,,...za pomocaq...”,

str. 39, w Tabeli 3: powinno byé: ,,...Kationy... ” ;

str. 82 i 84: niezrgczne sformulowanie: ,,...odczynnika par jonowych...”

str. 90: powinno by¢: ,,...okofo 20-krotne...”

str. 94: niezr¢czne sformutowanie: ,,Badano wplyw diugosci prowadzonej ekstrakcji... ”
str. 148: powinno byé ,, ...skadingd...”

str. 152 powinno by< ,, ... umozliwialyby... ” i dalej ,, elektroforeza kapilarna”

Te usterki redakcyjne i drobne bledy literowe, a jest ich naprawde niewiele nie
utrudniajg jednak zrozumienia tekstu i nie wplywaja na mojg wysoka oceng recenzowanej

TOZPrawy.

Podsumowujac chciatbym stwierdzi¢, Ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska reprezentuje wysoki poziom badan i zawiera wicle elementéw nowosci naukowej.
Zakres badan, zawarte w niej wyniki doswiadczalne, sposdb interpretacji oraz wnioskowania
wskazuja, ze mgr Paulina Blazalek wykazata umiejgtnosé samodzielnego prowadzenia badan
naukowych 1 wniosla istotny wklad w rozwdj badafn nad opracowaniem procedur
analitycznych do oznaczania zwiazkéw biologicznie aktywnych, a szczegdlnie mozliwosci
zastosowania elekiroforezy kapilarnej 1 wykorzystania zatezania w ukladzie pomiarowym. Po
zapoznaniu si¢ z rozprawg mgr Pauliny Blazalek stwierdzam, Zze przedstawiona rozprawa
spelnia wszelkie wymagania stawiane w Ustawie o fytule naukowym i stopniach
naukowych rozprawom doktorskim i wnosze o jej dopuszczenie do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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Biorac pod uwage fakt, ze jest to praca nowatorska, dojrzata, bedaca dorobkiem
przemyslen i systematycznych badari oraz jej wysoki poziom naukowy, poparty publikacjami
w czasopismach o cyrkulacji migdzynarodowej, wnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej
mgr Pauliny Blazalek. Autorka wykazala bowiem, ze metoda oznaczania zwigzkéw
biologicznie czynnych za pomocq elektroforezy kapilarnej z wykorzystaniem zatgzania w
ukladzie pomiarowym stanowi doskonaty alternatywe dla metod chromatograficznych,
rowniez w przypadku prébek o skomplikowanych matrycach, takich jak osocze, mocz, czy

homogenaty tkanek ro$linnych.



