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Recenzja pracy doktorskiej mgr Natalii tucji Miliszkiewicz

pod tytutem: "Kalibracja oznaczen technikq spektrometrii mas z mikroprobkowaniem laserowym

i jonizacjq w plazmie sprzezonej indukcyjnie (LA-ICP-MS)”

Przedtozona do recenzji praca doktorska mgr Natalii tucji Miliszkiewicz "Kafibracjo oznaczen technikq
spektrometrii mas z mikroprébkowaniem loserowym i jonizacjq w plazmie sprzezonej indukcyjnie (LA-ICP-MS, )
zostata wykonana w Grupie Analitycznej Spektrometrii Atomowej w Zaktadzie Chemii Analitycznej na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie pod opiekg promotora dr hab. Stanistawa Walasa, prof. UL

Promotorem pomochiczym bytfa dr Anna Talk.

Recenzowana rozprawa doktorska porusza zagadnienia kalibracji wielopierwiastkowych oznaczen
prowadzonych z zastosowaniem intensywnie rozwijanej metody instrumentalnej, wykorzystujacej
oddziatywanie energii wigzki promieniowania laserowego na etapie pobierania mikro-ilosci materiatu probki
ciata statego do analiz ICP-MS, Zakres badari opisanych przez mgr Natalie tucje Miliszkiewicz zostat
rozbudowany o zagadnienia dotyczace mozliwosci prowadzenia oznaczen stosunkdw izotopowych Sr
(87Sr/25Sr) w kosciach ludzkich. W tekscie znajduja sie opisy literaturowe oraz opisy wiasnych prac

~ eksperymentalnych, uwzgledniajace problematyke przygotowania wzorcow, stabilnosc rejestrowanych
sygnatdw, dyskusje jednorodnosci nie tylko wzorcéw, ale takze analizowanych prébek. Doktorantka
szczegétowo zaprezentowata interferencje spektralne, ktére nalezy bral pod uwage, aby wypik]
prowadzonych oznaczen ilociowych moina bylo uznaé za precyzyjne | doktadne, a caty proces dziatan

analitycznych — za profesjonalnie opisany i udokumentowany.

Opracowanie szczegStowych procedur analitycznych, podczas ktorych nowoczesne metody
instrumentalne znajdujg zastosowanie w badaniach niejednorodnych probek ciat statych, a wyniki
prowadzonych oznaczen stanowia cenne Zrédio informacji dla naukowcdw z roznych dziedzin nauki {tu:
biologii, medycyny, archeologii..} zaliczy¢ mozna do obszarow badawczych o wysokim stopniu
skomplikowania. Moim zdaniem to ogdlne stwierdzenie dotyczy wszystkich interdyscyplinarnych badan
prowadzonych na pograniczu kitku dziedzin nauki. Dziatania analityczne, podejmowane w celu zarejestrowania
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sygnatéw przeliczanych potem na konkretne dane ilociowe, stanowig 0§ wszelkich proceséw whnioskowania
dla dziedzin wspdtuczestniczacych w takich badaniach i dlatego wszelkie scenariusze analityczne musza by¢
opracowane jak najbardziej detalicznie, a mozliwe #rédia bledéw poznane i przedyskutowane w
najdrobniejszych szczegétach. Od momentu wprowadzenia metody LA-ICP-MS do laboratoriow wiadomo, ze
brak dopasowania sktadu chemicznego dostepnych wzorcow ciat statych do sktadu chemicznego badanych
prébek moze prowadzi¢ do przektamania ostatecznych wynikdw ilosciowych. Zagadnienie to stanowi cel
dominujacej wiekszosci badan podstawowych i eksperymentow prowadzo'rfi/ch z zastosowaniem metody LA-

ICP-MS i jemu poswiecona jest recenzowana praca.

Moim zdaniem temat pracy doktorskiej pani mgr Natalii tucji Miliszkiewicz dotyczy aktualnie palgcych
problemdéw zwigzanych z zastosowaniem coraz bardziej popularnej metody instrumentalnej, ktorej zalety s3
powszechnie doceniane, ale dopiero gtebokie zrozumienie jej ograniczen pozwala na poprawne wykorzystanie
w badaniach ciat statych. Jednym z takich kluczowych zagadnienr jest opracowanie szczegétowych procedur
kalibracyjnych dla oznaczen iloéciowych prowadzonych z zastosowaniem spekirometrii mas w ukfadzie LA-
[CP-MS.

Tematyka pracy doktorskiej mgr Natalii tucji Miliszkiewicz wyrasta z tematyki rozwijanej w grupie
badawcze] Analitycznej Spektrometrii Atomowej. Optymalizacja warunkéw oznaczeri i ich walidacja w
badaniach zwigzanych z zastosowaniem metod spektrometrii atomowe] w analizie pierwiastkowej réznych
materiatéw jest wymieniana wsrdd gtéwnych nurtéw zainteresowar naukowych tego zespotu, podobnie jak
kalibracja metody LA-ICP-MS oraz oznaczanie i mapowanie rozmieszczenia wybranych pierwiastkow w
nigjednorodnych prébkach ciat statych. Dlatego dziatalno$¢ naukowa Pani mgr Natalii tucji Miliszkiewicz tak
dobrze wpisuje sie w nurt badan prowadzonych w tej grupie naukowej, na Wydziale Chemii Uniwersytetu

Jagiellonskiego.

Struktura recenzowanej pracy doktorskiej jest klasyczna, z zachowaniem tradycyjnego podziatu na
czedé teoretyczng (4 rozdziaty, 74 strony) i eksperymentaing (4 rozdziaty + podsumowanie, 89 stron). Pracy
towarzyszy hbogata bibliografia obejmujaca 305 pozycji literaturowych. Praca zakoriczona zostata
streszczeniami w jezyku polskim i angielskim oraz zyciorysem naukowym Doktorantki, z ktérego wynika; e
jest ona wspétautorka 5 publikacji (w tym jednej popularno-naukowej} i wspétautorka jednego rozdziatu w
monografii poswiecone] analizie przeplywowej. Lista wystapiert konferencyjnych obejmuje 4 wystapienia na
konferencjach krajowych i 4 na konferencjach miedzynarodowych. Ponadto, pani mgr Natalia tucja
Miliszkiewicz brata udziat w projektach naukowych, w ktérych petnita role giéwnego wykonawcy i
uczestniczyta w szeregu dodatkowych aktywnosci szkoleniowych i popularyzatorskich. W 2016 r. otrzymata
nagrode' za najlepszy plakat na konferencji European Symposium on Atomic Spectrometry ESAS 2016,

przyznang przez Hungarian Spectrochemical Association.
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W czedci teoretycznej pracy znajduje sie szeroki opis metody LA-ICP-MS uwzgledniajacy jej rozwoj od
momentu wydania pierwszej publikacji na ten temat. Chciatabym podkresli¢, ie w czesci literaturowej
Doktorantka réwnolegle poprowadzita watki opisu rozwoju aparaturowego i metodologicznego, pokazujac w
jaki sposéb znajomoséé i zrozumienie fizykochemicznych proceséw obecnych na kazdym etapie prowadzenia
analizy z zastosowaniem metody LA-ICP-MS odciskata swoj slad na zmiennosci proponowanych scenariuszy
badawczych. Wybrane, przykladowe, opisy badar poprzedzone zostaty dyskusjg wybranych podejéé
kalibracyjnych. Wéréd klasycznych podejsé do tego zagadnienia, znajdzier%y takze podrozdziat poswiecony
metodzie rozcienczen izotopowych, ktéra pojawia sie jako jedno z najbardzie] atrakcyjnych narzedai
analitycznych w  ostatnich latach i nadal stosowana jest jedynie w niewielkiej grupie, wysoko

wyspecjalizowanych laboratoridw.

Za bardzo interesujacy uwazam rozdziat poswiecony perspektywom i kierunkom rozwoju metody LA-
ICP-MS, w ktérym Doktorantka zaprezentowata swoje zdanie na temat tego, jakie obecnie sa najczesciej
proponowane rozwiazania aparaturowe, jakie sposoby prowadzenia badan pozwalajg juz teraz znakomicie
wykorzystywac potencjat tej nowoczesnej metody i czego jeszcze mozemy oczekiwaé w najblizszych latach.
Swoje badania ulokowata w najbardziej obiecujacym kierunku rozwoju metody LA-ICP-MS, wskazujac na
rosnace z kazdym rokiem znaczenie aplikacyjne tej metody w badaniach biQmedycznych, zwigzanych z

mapowaniem rozmieszczenia wybranych pierwiastkéw w prébkach biologicznych.

Opis badan: na stronie 73 wymienione zostaly dwa cele badar opisanych w pracy doktorskiej mgr
Natalii tucji Miliszkiewicz. Moim zdaniem cel pierwszy, czyli zoptymalizowanie parametréw pracy ukfadu LA-
ICP-(TOF)MS, jest wprawdzie istotny z punktu widzenia poprawnosci analitycznej, jednak mozna go uznaé
raczej za etap wstepny prawdziwego dziatania naukowego, zmierzajacego do opracowania metodyki
kalibracyjnej z wykorzystaniem wzorcéw o dopasowanej matrycy do matrycy prébek szczurzych tkanek mozgu
i ludzkich kosci.

Poszczegdlne kroki optymalizacji warunkéw pracy ukfadu pomiarowego zostaty przeprowadzone
prawidtowo, Doktorantka opisata szczegdtowo kolejnodc dziatan i udokumentowata zmienng czufosé
pomiardw, wywolang zmianami optymalizowanych parametrow, wéréd ktérych uwzglednita miedzy innymi:

- ograniczenie objetosci wewnetrznej komory do ablacji laserowej za pomocg specjalngj, dedykowénej
naktadki;

- zmiane gazu noénego z argonu na hel;

- dobér parametréw pracy lasera oraz ustawienia spektrometru mas.

Ostateczna optymalizacja warunkéw pomiarowych zakofczona zostata w wyniku wykorzystania planu
kompozycyjnego, wigczajac wybrane zmienne zaleine. Propozycja optymalizacji warunkéw pomiaru z
wykorzystaniem metod planowania eksperymentu, przy mozliwoéci wyboru tak ograniczonych wartosci
poszczegolnych parametréw pracy lasera i spektrometru mas nie jest dla mnie jasna. Bede wdzigczna za
komentarz tej kwestii i poréwnanie ewentualnych rdinic, jakie mogly sie pojawi¢, gdyby wyboru
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poszczegdlnych parametrow dokonaé wprost z danych umieszczonych na wykresach: 4A14B (str.104}, 8A 1 8B
(str.109), 9 (str.111) oraz wykresu 10A i 10B (str.113}.

Tabela 17 (str.112) zawiera informacje na temat parametru, ktérego wartosci dostepne sg pomiarowi
aparaturowemu. Doktorantka zdecydowata sie na przeprowadzenie obliczer kontrolnych, ktorych wynik nie
odbiega znaczaco od wartosci zmierzonych. Sadze, ze mozna bylo krétko wspomnied o tym fakcie bez
tabelaryzowania uzyskanych informacji numerycznych, tym bardziej, ze sama Autorka zauwaza (str. 111)
iluzoryczng przydatnosé tego parametru podczas swiadomej kontroli warunkow ablacji. Wartos¢ podawanego
parametru wynika z doboru energii wigzki lasera doprowadzonej n:a powierzchnie prébki w obszarze o
zdefiniowane] $rednicy, a zatem stanowi warto$é wtorng wzgledem tych parametrow, na ktére moze mie
rzeczywisty wptyw osoba prowadzaca mikroprébkowanie. Celowo unikatam do tej pory nazwy tego
parametru, ktéry pojawia sie wielokrotnie w recenzowanej pracy jako ,fluencja”, gdyz moim zdaniem lepiej
bytoby stosowad w tych miejscach termin: ,gestoici energii”. Zdaje sobie sprawe z tego, Ze dyskusja na temat
wielu terminéw stosowanych w chemii analitycznej ma szeroki zasieg i nie zawsze mozliwe jest osiagnigcie
kompromisu, lub ugody w kwestii poprawnosci wszystkich kontrowersyjnych okreslen, jakich potrzebujemy
do opisu prowadzonych dziatari naukowych. Pozwole sobie jednak zwrdci¢ uwage na kilka takich kontrowersji
jezykowych, ktére byty dla mnie, jako recenzenta, drainigce: ,abundacja” zamiast ,naturalnej zowartosci
pierwiastka w przyrodzie”; ,saturacja” dla okredlenia ,nasycenia” {sygnatu); ,dotowanie” probek, jako ich
wzbogacenie” w wybrany pierwiastek, lub choéby ,materialy referencyjne” zamiast ,materiatéw odniesienia”
albo ,dystrybucja” zamiast ,rozmieszczenia” pierwiastkdw w badanej tkance. Sg to jednak kwestie jgzykowe,
ktére w zadnym stopniu nie zmniejszajg pozytywnej oceny ogdlnego wydiwieku naukowego recenzowane;

rozprawy doktorskiej.

Praca doktorska pani mgr Natalii tucji Miliszkiewicz zawiera opis szeregu podjetych systematycznych
dziatari analitycznych, z ktérych wynika wniosek o koniecznoéei umiarkowanego optymizmu wobec mozliwosci
prowadzenia dokfadnych i precyzyjnych oznaczen stosunkéw izotopowych St (8Sr/*%Sr) w kosciach ludzkich
metoda LA-ICP-MS w ukfadzie wykorzystywanym podczas opisanych badar. Natomiast prowadzone w ramach
realizowanej pracy doktorskiej badania pozwolity na zaproponowanie nowatorskiego sposobu kalibragji dla
dwéch wybranych pierwiastkéw Mg i Zn, ktdrych zawartosci stanowity cel badan tkanek mozgow szczurzych.
Doktorantka sprawdzita wptyw sposobu utrwalania i przechowywania wzorcow na ich jednorodnoéc‘ i
przydatnoéé w badaniach iloiciowych prowadzonych metoda LA-ICP-MS. Te czgsc pracy oceniam jako
najbardziej wartosciowa i posiadajaca wysoki potencjat aplikacyjny dla dalszych badan biologicznych. Jako
rekomendowang procedure do takich badar Doktorantka wskazafa przygotowanie wzorcow na bazie tkanek
liofilizowanych i podata zalecenie podobnego przygotowania probek do analiz. Zaprezentowane w Tabeli 30
wyniki walidacji procedury oznaczania Mg i Zn w tkance mézgowej szczura metodg LA-ICP-MS pozwalajg na
pozytywna ocene zaproponowanego scenariusza badania tkankowych preparatow, ktory zostat wykorzystany
podczas badan opisanych w dalszej czesci pracy doktorskiej. Srednie zawartosci Mg i Zn oznaczone w
wybranych prébkach tkanek szczuréw analizowane byly w postaci mineralizatow metoda ICP-MS, lub w
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postaci preparatéw tkankowych - metodg LA-ICP-MS. Wyniki tych oznaczen nie réinily sie znaczaco, natomiast
mapowanie rozmieszczenia dwdéch, wybranych pierwiastkéw (Mg, Zn} pozwolito na poréwnanie jednorodnosci
prébek tkanek mézgu pobranych ze zwierzat z dwdch réznych grup eksperymentu biologicznego.

Pomimo pewnych uwag (gtéwnie dotyczacych poprawek jezykowych i edytorskich), pozytywnie oceniam
prace doktorska pani mgr Natalii tucji Miliszkiewicz pod tytutem "Kalibracja oznaczert technikq spektrometrii mas
z mikroprébkowaniem laserowym i jonizacig w plazmie sprzezonej indukcyjnie (LA-ICP-MS)” i stwierdzam, ze
przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z
péZn. zm.). Dlatego przedktadam wniosek do Rady Naukowej Wydziat Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego w
Krakowie o dopuszczenie mgr Natalii tucji Miliszkiewicz do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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