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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR PAWEA SWITA
pt. ,BADANIE I ELIMINACJA EFEKTOW INTERFERENCYJNYCH
Z ZASTOSOWANIEM INNOWACYJIJNYCH METOD KALIBRACYJNYCH”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Pawla Swita pt. ,.Badanie
i eliminacja efektéw interferencyjnych 2z zastosowanjem innowacyjnych metod
kalibracyjnych” wykonana zostata w Zakladzie Chemii Analitycznej na Wydziale Chemii UJ
pod kierunkiem prof. dr hab. Pawta Koscielniaka. Jest ona kontynuacjg prac badawczych
prowadzonych w zespole Pana Profesora, ktéry jako jeden z nielicznych w kraju, tak
doglebnie i to zardwno od- strony teoretycznej jak i praktycznej zajmuje sit; problemami
kalibracji w analizie chemicznej. Doktorant za cele swoich badan przyjat doskonalenie metod
kalibracji wczesniej opraco.wanych w zespole oraz opracowanie nowych, oryginalnych
rozwia,iaﬁ, ktore pozwola na wykrywanie, eliminowanie badz minimalizowanie efektow
interferencyjnych, co w konsekwencji prowadzi do osiagnigcia lepszej dokiadnosci metod
analitycznych. Doktorant przeprowadzil badania teoretyczne oraz modelowal rézne sytuacie
analityczne, ktére pozniej weryfikowat badaniami eksperymentalnymi. Badania te dotyczyly
zintegrowanej metody kalibracyjnej (ICM), uwogélnionej strategii kalibracyjnej (GCS),
uogdlnionej strategii kalibracyjnej w wersji dwuskladnikowej(2C-GCS), metody dodatku
wzorca punktu H w wersji chemicznej (C-HPSAM) oraz polaczenia zintegrowanej metody
kalibracyjnej i metody dodatkéw wzorca punktu H (ICM/HPSAM).

Rozprawa ma klasyczny uklad i zostata podzielona na cz¢$¢ literaturows i badania wilasne.
Calo$¢ sklada sie z 17 rozdzialéw poprzedzonych streszczeniem w jezyku polskim
i angielskim. Pierwszy z nich stanowi wstep, a kolejnych osiem (rozdz. 2 - 9) to przeglad
literatury bedgey wprowadzeniem do zagadnien, ktére byly przedmiotem przeprowadzonych
badaf. W rozdziatach 10 i 11 doktorant przedstawia cel, plan badan oraz ich metodyke.
Kolejne rozdzialy (12-16) poswigcone sa oméwieniu wynikéw badat zwigzanych
z zaproponowanymi procedurami kalibracyjoymi - sa to badania teoretyczne i modelowe,
potwierdzane nastepnie praktycznie z wykorzystaniem ukladéw przeplywowych,

skonstruowanych przez doktoranta, do ich realizacji. Recenzowana rozprawg zamyka



podsumowanie wraz z wnioskami oraz spis tabel, rysunkéw i cytowanej literatury. Calosé
zostala przedstawiona na 197 stronach tekstu ilustrowanego licznymi tabelami (27)
i rysunkami (82). W przegladzie literatury autor odwohuje sie do 71 prac naukowych, wéréd
ktérych 24 to prace zespolu prof. P. Kodcielniaka. Swiadczy to o ogromnym wkiadzie tego

zespotu w rozwdj tej, tak waznej dla analizy chemicznej, problematyki badawczej.

Dobér Zrédel literaturowych 1 uklad tresci omawianych w czescei literaturowej uwazam za
bardzo trafny. Doktorant kolejno przybliza czytelnikowi zagadnienia bezposrednio zwigzane
z badaniami przeprowadzonymi w ramach rozprawy. Zaczyna od przytoczenia definicji
kalibracji analitycznej wskazujac na jej miejsce i rol¢ w procesie analitycznym. Nastepnie
wymienia rodzaje efektow interferencyjnych omawiajac ich wpltyw na dokladno$é wyniku
analitycznego. Wskazuje przy tym na mozliwosci wyeliminowania ich wplywn poprzez
zastosowanije odpowiedniej procedury kalibracyjnej. Najwazniejsze w tej czesci rozprawy sg
rozdzialy 5 - 8, w ktérych doktorant oméwil szczegélowo trzy procedury kalibracyjne, kiére
s3 podstawa wszystkich badaf przeprowadzonych przez doktoranta: zintegrowang metode
kalibracyjnq, uogblniong strategi¢ kalibracyjng oraz metode dodatku wzorca punktu H.
Ostatni rozdziai czgsel literaturowej to oméwienie trzech innych procedur kalibracyjnych,
ktére pojawily sie w literaturze naukowej w ostatnich latach. Uwazam, ze dobér i zakres
zagadnienn omdwionych w czesci literaturowej jest wystarczajacy na potrzeby niniejszej
rozprawy. _

W rozdziatach (12-16) przedstawione s wyniki badan i ich interpretacja. Kazdy z tych
rozdzialéw poswiecony jest kolejnej procedurze kalibracyjnej i ma podobny uklad: najpierw
doktorant przedstawia przyjete zatozenia, nastepnie przystgpuje do opisu badan teoretycznych
i modelowych polegajacych na wyprowadzeniu odpowiednich wzoréw i ich interpretacji,
dalej opisuje baze doéwiadczalnq niezbgdng do przeprowadzenia wybranych oznaczen
z zastosowaniem badanej procedury kalibracyjnej, opisuje uklad przeptywowy pozwalajacy
na sprawne jgj przeprowadzenie, przedstawia wyniki oznaczef, przeprowadza ich doglebng
analiz¢ konfrontujac z badaniami modelowymi i konczy podsumowaniem oraz wnioskami.
Rozdzialy te zawieraja liczne tabele i rysunki i w sposdb bardzo przejrzysty i logiczny
ilustrujg kolejne etapy badar,

Pierwsza czg$¢ badan wiasnych dotyczyla zintegrowane] metody kalibracyjnej w wersji
metody wzajemnych rozcieficzen, opisanej dokladnie w rozdziale 5, w czgsci literaturowe;
rozprawy. W metodzie tej rejestruje si¢ siedem sygnatéw, dla odpowiednio sporzadzonych
roztworéw probki i wzorca, ktore sa podstawa utworzenia wykreséw kalibracyjnych. Na ich
podstawie wyznacza si¢ i oblicza zestaw szés’ciu stg¢zen pozornych uzyskanych na drodze
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interpolacyjnej, pot-ekstrapolacyjnej oraz ekstrapolacyjnej, ktore sa oszacowaniem stgzenia
analitu w probee. Ze wzgledu na rézny sposéb ich obliczania s3 one obarczone w réznym
stopniu bledem przypadkowym, co nie pozwala na statystyczne ich poréwnanie. Dlatego, aby
takie poréwnanie bylo mozliwe, doktorant w badaniach modelowych wprowadzil do rownati
opisujacych bledy przypadkowe, ktérymi obarczone sg stgZemia pozorne wyzmaczone na
drodze pot-ekstrapolacyjnej i ekstrapolacyjnej, odpowiednie wspétczynniki korekcyjne.
Rozwazania modelowe pozwolity doktorantowi na zaproponowanie schematu postepowania
przy ocenie statystycznej stezef pozornych, ktéry zastosowano nastgpnie i potwierdzono jego
uzytecznosé w badaniach doswiadczalnych.

Nastepna procedura kalibracyjna, ktéra zajgt sie doktorant byla uogodlniona strategia
kalibracyjna (GCS) polegajaca na rejestrowaniu sygnatéw analitycznych dla stopniowo
rozcieficzanych roztworéw, przygotowywanych zgodnie z zasadg zintegrowanej metody
kalibracyjnej. W tym przypadku badania modelowe polegaly na wykorzystaniu do opisu
szedciu rejestrowanych sygnatéw analitycznych ogélnego wzoru okreslajacego ich zaleznos¢
od stezenia analitu i uwzgledniajacego obecnosé interferentéw w rozwazanej probce. Wzor
ten uwzgledniat takze charakter funkcyjny, jaki moze przybieraé wykres kalibracyjny i1 rézny
charakter efektu interferencyjnego. Postugujge si¢ tym modelem obliczano zestawy szesciu
wartosci stezen pozomych na kazdym etapie rozcieficzenia badajac jednoczeénie, w jakim
stopniu daza one w miar¢ postepu rozcieficzania do oczekiwanej wartosei stezenia analitu.
Badania modelowe zostaly przedstawione w postaci 15 wykreséw pokazujacych bardzo
przejrzyscie zmienno$é stezei pozornych wyznaczanych na drodze interpolacyjnej
i ekstrapolacyjnej dla réznych zatozonych sytuacji analitycznych — przy zatozeniu zaréwno
liniowej jak i nieliniowej zaleznodci sygnatu od stezenia w nieobecnosci interferencji oraz od
obecnosci rozmaitych efektéw interferencyjnych: addytywnych, —multiplikatywnych,
zaleznych hiperbolicznie od stezenia interferentéw i liniowo lub hiperbolicznie od stezenia
analitu.

W badaniach modelowych zwigzanych z zintegrowang metodgq kalibracji doktorant
wprowadzit wspotczynniki korekcji bledéw przypadkowych stezer: pozornych uzyskanych na
drodze pét-ekstrapolacyjnej i ekstrapolacyjnej po to, aby mozliwe bylo statystyczne
poréwnanie wszystkich oszacowan wyniku analitycznego. Czy poréwnanie statystyczne stgzen
pozornych w uogdlnionej strategii kalibracyjnej (GCS) i innych metodach kalibracji,
w ktérych uzyskuje sie je interpolacyjnie, pét-ekstrapolacyjnie i ekstrapolacyjnie nie wymaga

takze wprowadzenia analogicznych wspotczynnikdw korekcji?



Na str. 116 tego rozdzialu we wnioskach doktorant napisal: , W przypadkach watpliwych
nalezy procedurg GCS powtdrzyé w bardziej sprzyjajgcych warunkach doswiadczalnych...” -
Jjak te warunki ustalié?

W kolejnym etapie badaf doktorant zmodyfikowal uogélniong strategie kalibracyjna
(GCS) do jednoczesnego oznaczania dwéch skladnikéw (2C-GCS). Ta strategia wymaga
przygotowania 10 roztworéw zawierajacych cztery sktadniki: prébke, wzorce skladnikow A
i B oraz rozcieficzalnik, ktdre wystgpuja w roztworach kalibracyjnych w réznych
kombinacjach, zgodnie ze strategia GCS. Dla kazdego sporzadzonego roztworu rejestruje sie
sygnat analityczny w dwdch réznych warunkach, np. przy dwéch dhgosciach fali,
charakterystycznych dla obu oznaczanych skladnikéw. Zmierzone sygnaly pozwalaja na
skonstruowanie o$miu dwupunktowych wykreséw kalibracyjnych dla kazdej dhugosei fali, na
podstawie ktérych wyznacza si¢ serie dwunastu stgzefi pozornych bedacych oszacowaniami
st¢zenia skladnikéw A i B w prébee (po 4 oszacowania ekstrapolacyjne, pot-ekstrapolacyijne
i interpolacyjne). Podobnie jak w metodzie GCS przeprowadza sie proces stopniowego
rozcieficzania roztworéw kalibracyjnych wyznaczajac dla kolejnych jego stopni stezenia
pozorme, poddawane nastgpnie ocenie statystycznej i interpretowane podobnie jak w metodzie
GCS. Zakladajac w badaniach modelowych, ze drugi skiadnik jest. odpowiedzialny za
addytywny efekt interferencyjny doktorant wykazat, analizujac wzory opisujgce poszcezegdlne
sygnaly, ze metoda kalibracji w wersji 2C-GCS moze by¢ skuteczna w jego eliminacii.

Nastgpng metoda kalibracji zaproponowang przez doktoranta jest chemiczna metoda
dodatku wzorca punktu H (C-HPSAM), wzorowana na metodzie dodatku wzorca punktu H
(HPSAM) opisanej w literaturze i polegajacej na wykonaniu kalibracji metods dodatku
wzorca w dwoch réznych warunkach instrumentalnych (np. przy dwoéch dhugosciach faIi).l
W wersji doktoranta kalibracje takg przeprowadza sie w réznych warunkach chemicznych
(np. przy réznych wartosciach pH). Otrzymuje si¢ wtedy dwa wykresy kalibracyjne o réznym
nachyleniu przecinajace sig, po ich ekstrapolacji do zerowej wartodci sygnatu analitycznego,
w punkcie H, co pozwala na oszacowanie wyniku analitycznego wolnego od efektu
interferencyjnego o charakterze addytywnym. Badania modelowe w tej czesci pracy polegaty
na wyprowadzeniu wzoréw pozwalajacych na obliczenie stezenia analitu i wartosci efektu
addytywnego. Wydaje sig, ze najwickszym problemem w szerszym stosowaniu procedury
kalibracyjnej C-HPSAM moze byé znalezienie warunkéw spelniajgcych jej zalozemia
w odniesieniu_ do danej metody analitycznej. Czy mozna zatem powiedzieé, ze jest to

procedura o duzej uniwersalnosci?



Za najwicksze swoje osiggniecie doktorant uwaza polaczenie zintegrowanej metody
kalibracyjnej (ICM) z metodg dodatkéw wzorca punktu H (HPSAM) w pojedyncza procedure
kalibracying (ICM/HPSAM). Ten spos6b postgpowania pozwala na wykrycie i eliminacje
efektow interferencyjnych o charakterze multiplikatywnym i addytywnym w jednej
procedurze kalibracyjnej. W badaniach teoretycznych doktorant oméwil wykresy kalibracyjne
otrzymywane w tej procedurze i opisat za pomocg odpowiednich wzoréw zestaw oszacowanl
wynikéw analitycznych oraz bledy powodowane wystgpowaniem efektéw interferencyjnych.
Badania modelowe dotyczyly symulacjii wystgpowania efektéw interferencyjnych
w kontekscie oceny dokladnosci wynikéw analitycznych uzyskiwang ta metodg kalibracji.

W badaniach do$wiadczalnych doktorant weryfikowat wnioski wynikajace z badan
teoretycznych i modelowych, a korzystajac z najnowszych rozwigzah aparaturowych
2 zakresu technik przeplywowych konstruowal uktady przeplywowe pozwalajace na
przygotowanie odpowiedniego, dla danej metody Kkalibracji, zestawu roztworéw
kalibracyjnych. Uklady te laczyl nastgpnie z ukladami pomiarowymi do oznaczania

wybranych analitéw, co pozwalalo na wyznaczenie wykreséw kalibracyjnych i oznaczenie
badanego skladnika.

W przypadku zintegrowanej metody kalibracyinej (ICM) zostal zaprojektowany nowy
multikomutacyjny uktad przeplywowy sterowany komputerowo, umozliwiajacy sprawne
przygotowanie niezbednych w tej metodzie roztworéw kalibracyjnych. Uklad ten zostal
nastepnie sprawdzony w spektrofotometrycznym oznaczaniu chrom(IIll) i oznaczaniu selenu
technika atomowej spektrometrii fluorescencyjnej z generowaniem wodorkéw. W obu
przypadkach uklad do generowania roztworéw kalibracyjnych Iaczono bezposrednio
z odpowiednim ukladem detekcyjnym. W tak skonstruowanych ukladach pomiarowych
oznaczano chrom i selen w prébkach syntetycznych a takze selen w obecnosci miedzi, jako
interferenta oraz w probkach naturalnych: w tabletkach selenu drozdzowego, witaminie E,
napoju energetycznym wzbogaconym w ‘selen, wodach termalnych. Otrzymane wyniki
oznaczeft oraz sposéb ich interpretacji wypracowany w badaniach modelowych potwierdzity
skuteczno$¢é dziatania zintegrowanej metody kalibracyjnej i poprawnos¢ dziatania
zbudowanego do jej realizacji uktadu przeptywowego.

Do realizacji uogdlnionej strategii kalibracji (GCS) doktorant skonstruowal sterowany
komputerowo uklad przeptywowy zbudowany z mikropomp solenoidowych, tréjdroznych
zaworéw elektromagnetycznych i pompy perystaltycznej. Istotnym elementem tego ukiadu
bylo specjalnie skonstruowane naczynko zapewniajgce efektywne mieszanie roztworéw

kalibracyjnych. Uktad ten po polgczeniu ze spektrometrem absorpcji atomowe] zastosowano



do oznaczania wapnia w probkach syntetycznych bez interferenta, w certyfikowanym
materiale odniesienia mleka w proszku, w prébkach mleka w proszku Bebilon oraz
w probkach sera ,oscypek™ Uzyskane wyniki oznaczen wykazaly skuteczno§é dzialania
ukladu przeptywowego przeznaczonego do sporzadzania roztworéw kalibracyjnych oraz
potwierdzily zalozenie, ze zastosowanie metody GCS z reguly pozwala na uzyskanie
wynikéw dokladniejszych niz w przypadku zastosowania tradycyjnego postepowania
kalibracyjnego.

Do praktycznej realizacji metody 2C-GCS zastosowano sterowany komputerowo uklad
przeplywowy wykorzystujaey technike sekwencyjnej analizy przeplywowej (SIA). Na
przykladzie spektrofotometrycznego oznaczania kofeiny i paracetamolu wykazano, ze
stosujac kalibracjg metodg 2C-GCS mozna wyeliminowaé efekt interferencyjny o charakterze
addytywnym, co jest rdwnoznaczne z mozliwoscia oznaczenia obu analitéw{ jednoczesnie,
Przydatnosé tej nﬁetody kalibracji sprawdzono takze oznaczajac kofeing i paracetamol
w probkach rzeczywistych - w trzech réznych preparatach farmaceutycznych. Jednoczesdnie
otrzymane wyniki oznaczefi poréwnano z wynikami otrzymanymi z wykorzystaniem
kalibracji innym metodami: GCS, SSM i SAM.

Skutecznos¢ kalibracji z  zastosowaniem procedury C-HPSAM  sprawdzono
w  spektrofotometrycznych oznaczeniach kwasu askorbinowego, na podstawie pomiaru
absorbancji kompleksu Fe(Il)-o-fenantrolina, oraz kwasowodci catkowitej win. Kwas
askorbinowy oznaczano w prébkach syntetycznych, syntetycznych z dodatkiem barwnika
Spozywezego oraz w napojach i syropach. Kalibracje zgodng z procedurg C-HPSAM
wykonano w ukladzie przeplywowym stosujac technike¢ wstrzykowo-sekwencyjna
z wykorzystaniem modutu Lab-on-valve (LOV). Kwasowosé catkowita win oznaczono takze
spektrofotometrycznie, jednak w odmiennym  wstrzykowo-przeplywowym  ukladzie
pomiarowym sterowanym komputerowo. W odniesieniu do przeprowadzonych oznaczen
potwierdzily si¢ zalozone w badaniach modelowych korzysci plyngce z zastosowania tej
procedury kalibracyjnej. Do przeprowadzenia procedury kalibracji metodq C-HPSAM
w przykladowych oznaczeniach zastosowano dwa réine uklady przeplywowe, w ktérych
sporzqdzano roztwory kalibracyjne - czy zastosowanie tej procedury w réznych metodach
analifycznych bedzie wymagalo kazdorazowo skonstruowania innego instrumenty do jej
realizacji?

Mozliwosci procedury kalibracyjnej ICM/HPSAM zostaly sprawdzone i potwierdzone
w spektrofotometrycznym oznaczaniu wapnia na podstawie reakcji z Arsenazo III w probkach
syntetycznych oraz w prébkach wéd mineralnych, W oznaczeniu tym roztwory kalibracyjne
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przygotowywano manualnie. Dlaczego nie zastosowano w tym przypadku usprawnienia
w postaci podobrych do poprzednio stosowanych ukladow przeplywowych? Nasuwa sig takze
pytanie zwiqzane z duzq réznorodnosciq zaprojektowanych przez doktoranta ukladdw
przeplywowych.  Sposéb przygotowywania rozitworéw kalibracyjnych w poszczegolnych
procedurach proponowanych przez doktoranta jest bardzo podobny - czy mozliwe jest zatem
zbudowanie uniwersalnego uktadu przeptywowego, wspolnego dia wszystkich procedur, ktory
mozma byloby dolgczaé do uktadow analitycznych do oznaczana réinych anal itow?

W trakcie czytania pracy zauwaiylem takze pewne niescistosci w tekscie: str. 1 08 — na
rysunku 13.16 nie zaznaczono zaworu Vi, str. 112 — wynik koricowy w tabeli 13.2 zostat
policzony jako Srednia z czterech stgzert (cs, ¢4, ¢s, Co), a nie z szesciu, Jjak podano w tekscie;
str. 111 — w tekscie podano, ze blgd wzgledny nie przekracza 0,5%, co nie jest zgodne
z danymi podanymi w tabeli 13.2; str. 118 - na rysunku 14.2 zamieniono sygnal Ra(l1)
z sygnatem Rs(h;) oraz sygnal Rs(ds) z sygnatem Ro(ds). Dostrzeglem rowniez nieliczne
potkniecia jezykowe, ale nie mialy one wigkszego wplywu na mojq oceng rozprawy.

Podsumowujac - przedstawiona do recenzji rozprawe doktorskg oceniam bardzo wyscko.
Zostala przygotowana starannie edytorsko, technicznie i poprawnie j¢zykowo. Opisane
w rozprawie badania zostaly bardzo dobrze zaplanowane i poprawnie wykonane pod
wzgledem metodycznym, a zalozone cele osiagnigto. Opracowane procedury kalibracyjne
i sposoby ich realizacji sa oryginalne i jak wykazal doktorant przewyzszajg czgsto pod
wzgledem doktadnosci uzyskiwanych wynikéw tradycyjne metody kalibracyjne, powinny
wiec znalezé zastosowanie w praktyce laboratoryjnej - $wiadcza o tym liczne przyklady
oznaczeh analityczaych, ktore doktorant przeprowadzit w trakcie swoich badan., Na uwage
zasluguja takze osiagniecia publikacyjne doktoranta, zwiazane z przeprowadzonymi
w ramach rozprawy badaniami. Jest on wspdlautorem czterech prac opublikowanych
w wiodgcych migdzynarodowych czasoi)ismach analitycznych takich, jak Analytical
Methods, Talanta i Analytical Letters. Wskazuje to na wazno$¢é podthych badan i ich
nowatorsko$é. Stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie rozprawa mgr Pawla Swita spelnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r., (Dz. Ustaw Nr
65, poz. 595 z pézniejszymi zmianami) i wnioskuje do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu

Jagiellonskiego o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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