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pt. Badanie i eliminacja efektow interferencyjnych z zastosowaniem
innowacyjnych metod kalibracyjnych

Kazdego dnia na $wiecie wykonywana jest ogromna liczba analiz, ktdrych wyniki sg podstawg decyzji
dotyczacych zycia i zdrowia cztowieka, stanu $rodowiska naturalnego, bezpieczeristwa i efektywnosci
produkgcji. Prawidtowoéé podejmowanych decyzji zalezy od miarodajnosci wynikéw analitycznych. Co
wigcej, obecne, wysokie oczekiwania w stosunku do chemii analitycznej z catg pewnoscig wkrotce
stang sie niewystarczajgce, poniewaz nastgpuje gwalttowny wzrost produkcji nowych substancji
chemicznych, pojawiaja sie lub s3 ujawniane nowe zagroZenia, zwigksza sie konieczno$é
wykonywania oznaczen w ztoZonych materiatach i na coraz nizszych poziomach zawartosci analitow.

Aby sprosta istniejgcym i weigz zwiekszajgcym sie wymaganiom konieczne jest opracowywanie i
rozwijanie nowych narzedzi. Wiekszo$¢ metod analitycznych to metody wzgledne, dlatego duze
znaczenie majg stosowane metody kalibracji analitycznej. W trend rozwijania nowych narzedzi
kalibracyjnych wpisuje sie rozprawa doktorska Pana magistra Pawta Swita, zatytutowana Badanie i
eliminacja efektéw interferencyjnych z zastosowaniem innowacyjnych metod kalibracyjnych. Praca
zostata wykonana w Zespole Analitycznych Technik Przeptywowych Zaktadu Chemii Analitycznej
Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie pod opiekg Promotora, prof. dr hab. Pawla Koscielniaka,
oraz Promotora pomocniczego, dr Marcina Wieczorka. Opracowywanie | rozwéj zaawansowanych
metod kalibracyjnych to jeden z wiodacych kierunkéw prac naukowych realizowanych w zespole
Promotora pracy, co od lat znajduje uznanie w nauce swiatowej.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska zostata przedstawiona w formie jednolitego tekstu, mimo
wczesniejszego opublikowania wynikéw w czasopismach naukowych. Praca liczy 197 stron, zawiera
27 tabel i jest zilustrowana 82-oma rysunkami. Wiasciwa rozprawa jest poprzedzona streszczeniami
w jezyku polskim i angielskim, za ktérymi zamiesgczono Spis tresci.

Czesc literaturowa (47 stron) rozpoczyna Wstep, w ktérym przestawiono uzasadnienie i koncepcje
pracy. W kolejnych rozdziatach Kalibracja analityczna i Efekty interferencyjne wprowadzono definicje
podstawowych pojeé uzywanych w rozprawie oraz ogélny podziat interferencji. Nastepny rozdziat
poswiecony jest tradycyjnym metodom kalibracyinym. Oddzielne rozdziaty poswigcono metodom
kalibracyjnym badanym w ocenianej pracy, opracowanym w zespole Promotora doktoratu. Czes¢
literaturows koriczy rozdziat Inne podejscia kalibracyjne.

Druga czeé¢ pracy, zatytutowana Badania wihasne liczy 120 stron. Zaczynajg jg rozdziaty wstepne Cel
badari | Metodyka badar. Wiasciwa cze$¢ doswiadczalna rozprawy to 5 rozdziatéw (o numerach 12-
16). Poszczegdlne rozdziaty poswiecone s3 poszczegbinym problemom badawczym, opisanym w juz
opublikowanych pracach Doktoranta (rozdzialy 12-15) lub w pracy zaakceptowanej do druku (rozdziat
16). Kazdy z wymienionych 5-ciu rozdziatldw sklada sie z podrozdziatéw przedstawiajgcych badania
modelowe lub badania teoretyczne i modelowe, baze doswiadczalng i uklad pomiarowy, wyniki i
dyskusje oraz podsumowanie i wnioski. Kazdorazowo badania rozpoczynajg analizy prébek
syntetycznych (proste roztwory wzorcéw), a kolejny etap to badania probek rzeczywistych.
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Rozdziat 12 jest poswigcony zintegrowanej metodzie kalibracyjnej, ICM, ktora zostata zastosowana
do oznaczania selenu technika HG-AFS {publikacja: M. Wieczorek, P. Koscielniak, P. Swit, K.
Marszatek, Anal. Methods, 6, 2014, 9276). Specjalnie opracowany multikomutacyjny uktad
przeptywowy byt wstepnie sprawdzony na przyktadzie oznaczen chromu technikg
spektrofometryczng UV/VIS. Selen oznaczano w prébkach syntetycznych nie zawierajgcych
interferentéw, w probkach syntetycznych zawierajacych miedz, i probkach rzeczywistych o réinej
matrycy.

Rozdziat 13 dotyczy uogélnionej strategii kalibracyinej GCS, zastosowanej do oznaczania wapnia
technika FAAS (publikacja: M. Wieczorek, P. Koscielniak, P. Swit, J. Paluch, J. Kozak, Talanta, 133,
2015, 21). Dla celéw tego zadania zostat opracowany specjalny uktad przeplywowy zbudowany z
mikropomp solenoidowych. Prébkami rzeczywistymi, w kitdrych oznaczano waph byly produkty
mleczne. Jednym z wariantéw analitycznych byly oznaczenia z niewielkim dodatkiem buforu
uwalniajgcego, lantanu.

Uogdlniona strategie kalibracyjng w wersji dwuskiadnikowej 2C-GCS (rozdziat 14} zastosowano do
jednoczesnego oznaczania dwdéch analitéw, paracetamolu i kofeiny, techniky spektrofotometrii
UV/VIS (publikacja: P. Chocholous, M. Wieczorek, P. Swit, J. Kozak, P. Solich, P. Koscielniak, Anal. Let.,
50, 2017, 617). Réwniez tutaj zbudowano specjainy uklad przeplywowy. Uktad ten umoiliwiat
automatyczne otrzymywanie 10-ciu roztwordéw koniecznych do wykonania oznaczenia. Silny efekt
interferencyjny powodowany przez paracetamol w oznaczeniach kofeiny zostat wyeliminowany w
strategii 2G-GCS, natomiast powodowat znaczne zawyzenie wynikéw analiz w prostszych wariantach
kalibracyjnych.

Interesujgcym rozwigzaniem Kkalibracyjnym, ze wzgledu na mozliwos¢ eliminacji interferenciji
addytywnych, jest metoda dodatkéw wzorca punktu H. Metodg te zastosowano w nietypowym
wariancie, C-HPSAM (chemicznym), do oznaczania kwasu askorbinowego (rozdziat 15.3) oraz
kwasowosci catkowitej win (rozdziat 15.4). Podstawg metody jest wykonywanie oznaczen w
warunkach zmiennego pH, przy zatozeniu statoéci efektu interferencyjnego we wszystkich warunkach
i zmiennoéci (jak najwiekszej) sygnatu analitu w tych warunkach. W obu badanych przypadkach
analitycznych stosowano specjalnie zbudowany ukitad przeptywowo-wstrzykowy i technike
spektrofotometrii UV/VIS. Wyniki badari opublikowano (M. Wieczorek, S. Rengevicova, P. Swit, A.
Woiniakiewicz, J. Kozak, P. Koscielniak, Talanta, 170, 2017, 165-172}.

Ostatni wariant kalibracji {rozdziat 16) jest wariantem najbardziej zaawansowanym i najbardziej
skutecznym. Jest to potaczenie zintegrowanej metody kalibracyjnej i metody dodatkéw wzorca
punktu H, ICM/HPSAM. Metode te badano na przykiadzie oznaczania wapnia w obecnosci magnezu
technika spektrofotometrii UV/VIS. Zadaniem metody ICM/HPSAM jest jednoczesnie eliminacja
efektow interferencyjnych o charakterze multiplikatywnym i addytywnym. Praca zostata wykonana w
ramach wspétpracy miedzynarodowej, jako wynik pobytu Doktoranta w Hiszpanii, ktéry jest tutaj
pierwszym autorem publikacji {P. Swit, J. Verdu-Andres, M. Wieczorek, J. Kozak, P. Koscielniak, P.
Campins-Falco, zaakceptowane do druku w Analytical Letters). Wart odnotowania jest fakt, ze
jednym ze wspdtautoréw publikacji jest prof. Campis-Falco, wspdétautorka pierwszej pracy na $wiecie
poswieconej metodzie HPSAM {opublikowanej w 1988 w czasopismie Analyst).

Prace koriczy rozdziat (17-ty) Podsumowanie i wnioski koricowe, za ktorym zamieszczono kolejno: Spis
tabel, Spis rysunkow i Literature.

Struktura i uktad pracy s3 logiczne. Praca przygotowana jest na dobrym poziomie edytorskim i
napisana na ogot poprawnym jezykiem. Zauwazone potkniecia i pomyfk: zostang wymienione w
dalszej czesci Recenzji. Przydatny bytby wykaz akronimow.



Za najwazniejsze osiggniecia ocenianej pracy doktorskiej uwazam:

- zaproponowanie i wyprébowanie oryginalnych ukladéw przeplywowych, ktore pozwalajg na
automatyczne przygotowywanie wielu roztwordw potrzebnych do wykonania analiz wedtug
zaawansowanych strategii kalibracji,

-wykonanie obliczen (badania teoretyczne) i symulacji (badania modelowe), ktére doprowadzity do
zaproponowania stosunkowo prostego sposobu wyznaczania wynikow analiz (obliczenia w programie
Exel) z zastosowaniem zaawansowanych strategii kalibracyjnych,

- wykonanie badan 5-ciu zaawansowanych strategii kalibracyjnych z zastosowaniem probek
rzeczywistych.

W ocenianej pracy doktorskiej zostaty zaproponowane nowe narzedzia, ktére, zgodnie z zatozeniami
Autora, moga byé bardzo pomocne w pracy laboratoryjnej. Nie rekomendowatabym stosowania
zaawansowanych metod kalibracyjnych w sytuacjach, w ktérych to nie jest konieczne. Na przyktad, w
odréinieniu od Autora pracy zdecydowanie pozostatabym przy korygowaniu interferenciji
chemicznych w FAAS poprzez stosowanie odpowiednich buforéw, wszedzie tam, gdzie takie bufory
zostaty opracowane i sg skuteczne. Natomiast, przy opracowywaniu i walidacji nowych metod
analitycznych zdarzajg sie sytuacje ograniczonej mozliwosci weryfikacji doktadnosci i poprawnosci
analiz. Tak jest w wielu przypadkach analiz materiatéw nietypowych czy analiz w przemysle, gdzie
badaniu trudnych ukiadéw towarzyszy catkowity brak certyfikowanych materiatéw odniesienia czy
badait biegtoéci. Mozliwosé diagnostyki interferencji i ich eliminacji jest tu bardzo cenna. inny
potencjalny zakres zastosowari zaawansowanych metod kalibracyjnych to badania w sytuacjach
wysokich wymagan dokladnosci analizy, na przykiad przy opracowywaniu materiatéw odniesienia.

Autor we Wstepie oraz Podsumowaniu i wnioskach bardzo surowo ocenia jako$¢ pracy w
faboratoriach, cytujac przy tym tylko jedng pozycje literaturows i to z 1988 roku. Od tego czasu wraz
z rozwojem systemu akredytacji na pewno praktyka laboratoryjna ulegta znacznej poprawie. Nie
mozemy pisaé, Zze ,wystepuja bledy w stosowaniu najpopularniejszych metod kalibracyjnych”.
Prawdopodobnie w zdecydowanej wiekszoséci przypadkow metody kalibracyine sg stosowane
wiasciwie (zgodnie z zatozeniami), chociaz moga by¢ nieskuteczne. Natomiast zgadzam sig, ze wsréd
wielu dziatarn walidacyjnych wcigz zbyt mata uwaga jest przykladana do badania
dokfadnosci/poprawnosci, co dotyczy nie tylko pracy laboratoridw, ale takze publikacji naukowych.

Autor ocenit poprzednio stosowane zawansowane metody kalibracyine jako zbyt skomplikowane pod
wzgledem przygotowania, pomiaru i interpretacji. Nie jest wystarczajaco i ilosciowo wykazane, co
wnoszg metody zaproponowane w rozprawie chociazby z punktu widzenia czasu analizy, ilosci
adczynnikow.

Stosowanie zaproponowanych metod wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem wprowadzenia
zanieczyszczen, wystepowania efektéw pamieciowych. Metody obejmujace rozciericzanie probek
majg ograniczone zastosowanie w analizie $ladowej. Te zagadnienia nie byty dyskutowane ani nawet
wspomniane w rozprawie.

Brak syntetycznej oceny i zarysowania perspektyw, do jakich technik analitycznych mogg by¢
wykorzystane przebadane metody kalibracyjne.

Wydaje sie, Ze droga do upowszechnienia zaawansowanych metod kalibracyjnych jest diuga i
powinna prowadzi¢ przez kolejne badania trudnych ukfadéw analitycznych. Podczas analiz probek
rzeczywistych mozemy, bowiem, mie¢ do czynienia z nakladaniem sie efektow interferencyjnych o
réznym charakterze i nakladaniem sie efektéw pochodzacych od wielu interferentow. Jest tutaj wiele
miejsca na kolejne innowacje.
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Uwagi ogolne do Czesci literaturowej

Autor w rozprawie odnosi sie do 71 pozycji literaturowych, z czego 68% to prace opublikowane od
2000 roku, a 38% to prace opublikowane od roku 2010, co $wiadczy o aktualnosci tematyki. Sposrod
cytowanych pozycji 27 {38%} to prace wykonane w zespole Promotora. Chociaz jest zrozumiate, ze
najwicksza uwaga musiata by¢ poswiecona metodom kalibracji badanym i rozwijanym przez
Doktoranta, rozdziat Inne podejicia kalibracyjne mogtby by¢ bardziej rozbudowany (np. o bardziej
szczegblowe przedstawienie badar prof. L. Pszonickiego). Najlepiej opracowana jest czesc
literaturowa dotyczgca metody dodatku wzorca punktu H.

Autor zamiescit w wykazie literatury swoje opublikowane prace, ktérych materiat wchodzi w zakres
rozprawy. Ponadto cytuje te prace w czesci literaturowej, co jest nieprawidiowe i utrudnia oceng
oryginalnego charakteru pracy.

W czedéci literaturowej przydatoby sie zestawienie/zestawienia tabelaryczne, na przykiad
charakteryzujace zakres zastosowar danego podejicia kalibracyjnego.

Uwagi ogdlne do Czesci doswiadczalnej

W pracy nie sa podane kryteria wyboru poszczegdlnych przypadkéw analitycznych. Interferencje
moglyby byé dokfadniej omoéwione, wraz z podaniem odpowiedniej literatury, dotyczjcej
poszczegblnych technik analitycznych. Na przyktad w oznaczeniach Ca metodg FAAS nie wiadomo,
dlaczego matryca produktéw mlecznych zaniza wyniki i jak jest rola lantanu.

Mankamentem pracy jest podawanie liczb ze zbyt duzg, z punktu widzenia niepewnosci pomiaru,
liczbg cyfr znaczacych.

Duze watpliwoéci budzi analiza statystyczna. Autor w wielu oznaczeniach oceniajac dokladno$é
wyniku nie podaje/oszacowuje niepewnosci wartosci odniesienia. Taka sytuacja dotyczy nawet
certyfikowanego materiatu odniesienia. Niepewno$¢ wartosci odniesienia zostala wyznaczona
(certyfikat jest fatwo dostepny), ale nie zostata przywotana w pracy doktorskiej. Nie sg podane
przedziaty ufnosci wynikéw oznaczerh. Wyliczanie bledéw wzglednych nie jest tu wystarczajace.
Decyzia o zgodnosci wynikéw powinna by¢ podejmowana w oparciu o wyznaczone wartosci
parametréw stosowanych testéw. Testy F-Snedecora i t-Studenta zostaly wprawdzie oméwione w
rozdz. 11-tym Metodyka badar (i to zbyt szczegdtowo), ale nie byly konsekwentnie stosowane. Przy
pordwnywaniu wynikéw nie zawsze wiadomo, czy sg to wyniki pojedynczych pomiaréw danego
roztworu czy tez wyniki pomiaréw réwnolegle przygotowanych roztworow.

Najwiekszym mankamentem pracy jest sposob opisu analizy statystycznej w przypadku metody IMC,
a szczegoinie préba wyliczenia wspdtczynnikéw korygujacych bledy przypadkowe. Natura btedow
przypadkowych, losowych, powoduje, Zze nie mogg byc skorygowane przez wspdiczynniki czy
poprawki,

Biorac pod uwage poszczegéine strategie kalibracyjne sposdb przedstawiania wynikow nigdzie nie
jest catkowicie satysfakcjonujacy, jednak obserwuje sie¢ pewng ewolucje w dobrym kierunku i w
ostatnich rozdziatach doswiadczalnych (metody HPSAM i HCM/HPSAM) analiza statystyczna jest
najlepiej wykonana, a przedzialy ufnosci przedstawione.

W kilku przypadkach stosowano metody odniesienia, jednak nie ma informacji, na jakiej podstawie te
metody zostaly wybrane. Czy 53 jakie$ zalecenia, wymagania urzedowe, zapisy norm
przedmiotowych, gdzie procedury odniesienia sg wskazane/opisane? Na przyktad przy testowaniu
metody C-HPSAM na przykladzie oznaczeri kwasu askorbinowego metodg odniesienia jest
elektroforeza kapilarna, ktora nie zostata blizej okreélona {(nawet brak odniesienia do literatury), a
niepewnosc oznaczen jest dla niej bardzo duza (str. 150}.



Uwagi szczegotowe

s W pozycjach literaturowych numer 20 i 26 mylnie podano zakres stron.

» Czasami brak konsekwencji w stosowaniu symboli, na przykiad rozcieficzainik jest oznaczany literg
,D” lub literg ,,C”, efekt interferencyjny multiplikatywny jest oznaczany literg ,,I” lub jako ,ME”.

¢ W schematach przedstawiajacych skiad roztwordow kalibracyjnych konsekwentnie bytoby
zamieszczaé, dodatkowo, rozpuszczalnik ,D”. Natomiast w przypadku metod z odnosnikiem
{wzorcem) wewnetrznym konieczne jest badanie rozcieniczalnika z dodatkiem odnosnika {wzorca)
wewnetrznego (w metodach z wzorcem wewnetrznym wszystkie roztwory pomiarowe powinny
zawiera¢ wzorzec wewnegtrzny), co nie jest uwzglednione na rys. 4.7 ze str. 28.

¢ Nie jest jednoznaczne, co oznacza doktadnie oznacza symbol ,k”. Podane okreslenie ,krotnosc”
jest mylace. Z danych zamieszczonych w pracy wynika, ze k przyjmuje wartosci 1 lub ponizej jednosci,
czyli jest w rzeczywistosci odwrotnoscig ,krotnosci”.

e Autor przedstawia rysunki, ktére sg réwniez zamieszczone w jego publikacjach. Najbardziej
prawidlowe bytoby kazdorazowe cytowanie odnoénika {np. jak na rys. 12.6, str. 83).

e Na str. 36, w pierwszej linijce ostatniego akapitu jest pomytkowy zapis. Metoda rozcieficzen nie
moie byé zastosowana, jesli efekt interferencyjny nie zalely od stosunku steZenia analitu i
interferenta.

e Str. 44, w czeéci eksperymentalnej pracy okreslenie ICM jest mylone z CDM. Wedtug informacii
podanej w czesci literaturowej (rozdz. 5) strategia ICM dotyczy badania 4-ech roztwordw (opis na str.
38), natomiast metoda CDM, bedaca zmodyfikowanym wariantem metody CDM, dotyczy badania 6-
ciu roztworéw (str. 40). W czesci literaturowej okreslenie ICM odnosi si¢ do wariantu 6-cCio-
roztworowego kalibracii.

e W przypadku testowania metody HPSAM na przyktadzie kwasowosci win nie zostala
przedstawiona definicja badanej kwasowosci. Nie wiadomo, czy uprawnione jest odparowywanie
ditlenku wegla przed analiza, co zmienia kwasowos¢.

s W pracy pojawiajg sie nieprecyzyjne okreélenia; na przyklad, ,wysoki stopien czystosci
analityczne]”.

¢ Niezrecznosci jezykowe: zamiast ,bable powietrza”, mozna powiedzie¢ ,pecherzyki powietrza”.

¢ Na str. 53 wymienione sy metody elektroanalityczne, a nie ma stosownego odnosnika
literaturowego (odnosnikéwy).

¢ Na str. 58 pojawia sie okreslenie ,analitéw oddziatywujacych wzajemnie na siebie”; nie jest to
najlepsze sformutowanie w stosunku do interferencji addytywnych.

e Na str. 62 pojawia sie okredlenie ,przeprowadzone analizy charakteryzujg sig krétkim czasem i
moga byé z powodzeniem zaadoptowane” — nie sprawdzono, dlatego lepsza ostroinosc w
prognozach.

* Str. 68 Informacja, ze ,Poréwnanie stezen moze by¢ tylko wykonane, jesli nie ma podstaw do
odrzucenia hipotezy zerowej” (chodzi tu o jednorodno$¢ wariancji i test F-Snedecora) jest prawdziwa
tylko w odniesieniu do testu t-Studenta. Natomiast jesli wariancje s3 niejednorodne moze by
zastosowany inny test np. C-Cochrana i Coxa lub Aspina i Welcha.

» Na str. 69 brak odnosnika literaturowego dotyczacego metody Hahna.

e Str. 80 i generalnie rozdziat 12.2: nie ma tu informacji o stopniu utlenienia selenu, a to jest bardzo
wazne w metodzie generowania wodorkéw (tylko Se na stopniu utlenienie IV ulega efektywnej
redukcji).

e Rozdz. 12.2.1, nazwy: ,azotan(lll) chromu”, ,azotan chromu (H))” sg niewlasciwe
(prawdopodobnie chodzi o ,,azotan(V}) chromu (111)”).

e Str. 81 ,azotan chromu oznaczano przy..”, nieprecyzyjne okreslenie, oznaczano ,chrom”, a nie
»azotan chromu”

e Str. 88, po zdaniu ,Swiadczy to o braku wystepowania inteferencji...” nastepuje zdanie ,Niewielkie
bledy przypadkowe i systematyczne wskazuja na poprawne skonstruowanie..” Czy biedy
systematyczne 53, czy ich nie ma?
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e Str. 91, nieprecyzyjne okreslenia ,akceptowalna doktadnosc”, ,wyniki zblizone do siebie”; nie jest
to ocena oparta o statystyke.

o Str. 102, nieprecyzyjne okreslenie: ,moga przyjmowac wytacznie wigksze wartosci od tej wartosci
{...), ale teZ wieksze lub mniejsze od niej {...)".

o Badania prébek win, str. 157: nie moina utleni¢ SO; do H,SO, (prawdopodobnie chodzi o S w
postaci SO, a nie S0,). ‘

Mimo wymienionych w Recenzji mankamentéw uwazam, ze rozprawa doktorska przedstawiona do
oceny zawiera oryginalne rozwigzania probleméw naukowych, a Doktorant wykazat wiedzg
teoretyczng i umiejetnoéé samodzielnego prowadzenia prac badawczych. Wyniki badan
zamieszczone w rozprawie zostaly opublikowane w wiodacych czasopismach analitycznych, a faczny
wspotczynnik oddziatywania (Impact Factor, IF) 5-ciu publikacji jest wysoki i wynosi 12.067 (135
punktéw wedfug listy MNISZW). Ponadto Doktorant jest wspétautorem dwdch innych publikacji w
czasopismach z Listy Filadelfijskiej {faczny IF 1.914, 40 punktéw wedtug listy MNISZW), wspotautorem
pieciu rozdziatéw w ksigzkowych pracach zbiorowych w jezyku poiskim i wspéfautorem okoto 40-tu
wystapien na konferencjach krajowych i miedzynarodowych.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana magistra Pawla Swita spetnia wymagania stawiane pracom
doktorskim, okreslone w art. 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i

tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. z 2003 r., nr 65 poz. 595 z pézniejszymi
zmianami), dlatego wnosze o dopuszczenie jej Autora do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Zofis VOu&lGU'ska-’

dr hab. Zofia Kowalewska, prof. PW

Plock, 20 listopada 2017



