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Recenzja pracy doktorskiej pt.
,Opracowanie i zastosowanie opartej na liniowej zaleznosci Sterna-Volmera nowej metody
rozdzielania widm fluorescencji uktadéw tréjsktadnikowych”
autorstwa pana mgra L.ukasza Witka

Juz od wczesnych poczatkéw, intensywnemu rozwojowi chemii sprzyjata silna
potrzeba otrzymywania zwigzkéw o unikalnych wiasnoéciach wynikajgca z konieczno$ci
zaspokajania biezgcych potrzeb cywilizacyjnych. Dopiero pbZniej, oprdécz zywego
zainteresowania utylitarnymi aspektami syntezy nieorganicznej i organicznej, chemicy
dostrzegli konieczno$¢ badania sktadu probek i uktadow, kierujac swg uwage rowniez
na poznawanie okreslonych proceséw. Niewatpliwie, chemia analityczna, dostarczajgca
odpowiednich narzedzi i metod, utatwia poznawanie sktadu ztozonych prébek i daje
odpowiedz na temat ich sktadu jakoS$ciowego i ilodciowego. Z kolei pozyskana w toku
postepowania analitycznego informacja jest kluczowa dla pelnego zrozumienia
zachodzacych zjawisk. Dzi$, nawet przecigtnemu obywatelows, trudno wyobrazi¢ sobie
$wiat bez pozytywnego oblicza chemii, tzn. ogromnych mozliwosci jakie daje synteza
nowych zwigzkow, a takze bez narzedzi i metod wspomagajgcych oznaczanie skfadu
chemicznego prébek. Niniejsza praca doktorska, taczy w sobie oba watki - syntezg
i analize. W moim subiektywnym z racji chemometrycznych zainteresowan odczuciu
szczegblnie interesujgcy w pracy pana mgra fukasza Witka jest motyw analityczny -
préba poznania sktadu badanego przez niego unikalnego tréjsktadnikowego uktadu.
Nalezy zwr6ci¢ uwage, ze pomimo szerokiej dostepnosci wielu technik analitycznych,
w tym réznorodnych metod chromatograficznych, ustalanie komponentéw chemicznych
prébek w przypadku niektérych mieszanin zwigzkow nadal pozostaje problematyczne,
aw niektérych przypadkach nawet niemozliwe. Stad, pomocne s3 réznego rodzaju
metody chemometryczne, ktore utatwiajg pozyskanie istotnej chemicznie informacji
czesto pomimo znikomej rozdzielczosci danej techniki analitycznej. Znakomitym
przyktadem jest wykorzystanie wielokanatowych detektoréw w  chromatografii,
fluorescencyjnych widm wzbudzenia-emisji, aby pozyskiwa¢ komplementarne
informacje, cho¢ w moim przekonaniu wcigz niedostateczne. W szczego6lnosci, na uwage
zastuguja tzw. metody rozdzielania krzywych (z ang. curve resolution), ktére wspieraja
dekompozycje informacji zawartej w danych eksperymentalnych do odpowiednich
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profili spektralnych i stezeniowych poszczegélnych komponentéw mieszaniny/ukfadu.
Prace w tym obszarze, zapoczatkowane w szczegdlno$ci przez prof. Kowalskiego, prof.
Massarta, prof. Kvalheima, prof. Taulera, czy dra Vandeginste, si¢gaja wczesnych
poczatkéw chemometrii. Niewatpliwie, przyczynity sie¢ one do jej popularyzacji.
Opracowane m.in. przez nich metody stanowig duze wsparcie dla chemikéw analitykow,
a takze, jak stato sie i w tym przypadku, sa inspiracjg do tworzenia nowych i zarazem
doskonalszych metod.

Pan mgr tukasz Witek zrealizowat badania do swojej pracy doktorskiej na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Zespole Badan Fotochemicznych
i Luminescencyjnych pod kierunkiem pana dra hab. Andrzeja Turka. Przedmiotem pracy
doktorskiej jest zagadnienie rozdzielania ztozonych profili widmowych i stezeniowych.
W trakcie doktoratu pan mgr tukasz Witek opracowal nowy algorytm rozdzielania
widm fluorescencyjnych, ktérego efektywne dziatanie wykazat badajac uktad ztozony
7 trzech dominujacych konformeréw trans-1,2-di(2-antrylo)etenu. Nalezy nadmienic, ze
rozdziat mieszaniny tychze konformeréw metodami fizyko-chemicznymi jest
niemozliwy, natomiast ich widma elektronowe da si¢ skutecznie wyodrebnié. Wyniki
uzyskane za pomoca zaproponowanej metody zostaty poréwnane z wynikami
otrzymanymi stosujgc klasyczne metody rozdzielania ztozonych profili widmowych
i stezeniowych. Autor dowiod}, ze Jego metoda pozwala uzyskac lepsze widma czystych
sktadnikéw niz te, ktére zostaty skonstruowane za pomoca klasycznych metod.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska, napisana w jezyku polskim,
sktada sie z szeéciu gtdwnych rozdziatéw, a takze trzech dodatkowych czesci, ktore
obejmuja spis literatury (199 pozycji), uzupetnienia oraz wykaz osiggnie¢ autora pracy.
Lacznie, praca doktorska obejmuje 130 stron. Uktad pracy doktorskiej i jej edycja nie
budza moich zastrzezen. Nalezy zwrdci¢ uwage na staranng edycje tekstu, spdjng
nomenklature, przejrzysto$¢ réwnan i tadng szate graficzng. Ponadto, przedstawiane
w pracy liczne barwne ilustracje bardzo pomagajg w zrozumieniu prezentowanych
tresci i wynikéw. Sg one czytelne, a podpisy osi i inne informacje na nich przedstawione
wyrazne. Mozna takze odnie$¢ wrazenie, ze autor dotozyt wszelkich staran aby w Jego
badaniach zostata uwzgledniona aktualna wiedza i dotychczas znane metody. W swojej
pracy doktorskiej swobodnie powotuje si¢ na liczne doniesienia literaturowe. Ich dobo6r
jest niezwykle trafny, a zbior pozycji literatury obejmuje wszystkie historycznie istotne
prace, wprowadzajgce czytelnika w kluczowe zagadnienia zwigzane z wyodrebnianiem
profili spektralnych czystych sktadnikow.

W pierwszym rozdziale pracy doktorskiej autor przedstawia cel prowadzonych przez
siebie wramach doktoratu badan. Nadrzednym Jego zamierzeniem jest opracowanie
nowych scenariuszy podej$¢ do rozdzielania widm wygaszanej fluorescencji dla
wybranego tréjsktadnikowego uktadu. W szczegblno$ci  zamierza rozszerzyC
stosowalno$¢ istniejacego podejécia rozdzielania widm wygaszanej fluorescencji dla
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dwusktadnikowych uktadéw uwzgledniajacego zaleznosc Sterna-Volmera do uktadow
zawierajgcych trzy fluorofory.

Wstep teoretyczny, ktéry zostal zmieszczony w drugim rozdziale pracy doktorskiej,
rozpoczyna prezentacja metod analizy gtéwnych sktadowych (PCA) oraz analizy
czynnikowej (FA). Sa to dwie prawdopodobnie najbardziej znane i powszechnie
stosowane metody dekomponujgce wielowymiarowe dane eksperymentalne. Pozwalaja
one uzyska¢ informacje na temat zalezno$ci pomiedzy obiektami i pomigdzy zmiennymi
tworzacymi zbior danych, poprzez tzw. ukryte zmienne tworzace model. W tym miejscu
nalezy nadmieni¢, ze wielowymiarowe dane eksperymentalne, oprécz uzytecznej
chemicznie informacji zawieraja réwniez pewng zbedng cze$é. Stad, zagadnienie
eliminacji tej drugiej jest niezwykle wazne. Zazwyczaj, pozadany efekt uzyskuje sig
poprzez uwazng redukcjg wymiarowos$ci danych. Jesli zabieg powiedzie sig, wowczas,
interpretacja struktury danych staje sig zdecydowanie tatwiejsza. W najbardzie]
prostym  wariancie, redukcja wymiarowosci ~ wielowymiarowych danych
eksperymentalnych moze ograniczy¢ sig do wyboru spoéréd dostepnych zmiennych
tylko niektérych, tzn. tych, ktore oddajq istote badanego fenomenu. Druga mozliwo$¢
redukcji wymiarowo$ci danych uwzglednia konstrukcje zbioru kilku ukrytych
zmiennych, ktére efektywnie opisujg dane. Spos6b ich tworzenia determinuje obrana
funkcja celu. Warto zasygnalizowac, ze ta grupa podejé¢ to tzw. metody projekcji.
Dekomponujg one dane eksperymentalne, charakteryzowane przez macierz danych, do
dwéch macierzy ukrytych zmiennych. Pierwsza z nich opisuje zaleznodci pomigdzy
prébkami (obiektami) natomiast druga oddaje zalezno$ci pomiedzy zmiennymi. Liczba
ukrytych zmiennych okresla kompleksowo$¢ modelu izarazem $wiadczy o stopniu
stozonoéci badanego zjawiska. Rzad macierzy danych, ktory jest Sci$le okreSlonym
pojeciem matematycznym i mowi o liczbie niezaleznych zmiennych, w przypadku
danych eksperymentalnych jest zazwyczaj daleki od faktycznej liczby chemicznych
sltadnikéw uktadu. Mozna zatem powiedzie¢, ze informacja na temat tzw. czystych
sktadnikéw, pozyskana na drodze dekompozycji danych jest dla chemika kluczowa, gdyz
pozwala zrozumiec¢ istotg i dynamike zachodzacych w badanym uktadzie procesow.
Wiaénie dlatego, autor skupit si¢ na przedstawieniu dwéch klasycznych technik
dekompozycji dwuwymiarowych danych - PCA i FA, ktére w przypadku spetnienia
prawa Lamberta-Beera, umozliwiaja konstrukcje zbioru kilku profili stezeniowych
sktadnikéw i odpowiadajacych im widm. Aczkolwiek metody PCA i FA sg znakomitym
przyktadem modeli dekompozycyjnych, to w kontekscie konstrukcji profili spektralnych
maja one powazne ograniczenie. Niestety nie gwarantujg one swym uzytkownikom
otrzymania rzeczywistych profili stezeniowych i spektralnych z powodu mozliwej
swobody rotacji rozwigzan. W ostatnich latach opracowano rézne metody, ktore
utatwiaja konstrukeje rzeczywistych profili stezeniowych i spektralnych. Wérdd nich sa
takie metody jak analiza czynnikowa iteracyjnej transformacji namiarowej, metody
wykorzystujgce analize rzedu podmacierzy (np. analiza ewoluujgcych czynnikow),
metody bazujace na anihilacji rzedu macierzy czy metoda skorelowanych danych
spektralnych. W podrozdziale 2.2 autor, w sposéb bardziej szczegétowy, omawia




poszczegOlne grupy metod rozdzielania krzywych wielu zmiennych. Wprowadza ich
podzial na metody samo-modelowania, metody twardego modelowania oraz metody
wielo-macierzowe. Zwraca réwniez uwage na relatywnie duzg popularno$¢ metody
naprzemiennych najmniejszych kwadratow (ALS), ktérej najwigkszg zaleta jest
mozliwo$¢ implementacji réznego rodzaju warunkow wplywajgcych na konstruowane
profile. W toku procedury iteracyjnej na konstruowane profile mozna narzuci¢ takie
warunki jak nieujemno$¢, selektywno$¢ obszarow, obszary o zerowych wartoSciach,
unimodalnoé¢ oraz domkniecie stezeniowe. W odréznieniu od metod samo-
modelowania, w przypadku tzw. ‘twardych’ modeli profile stezeniowe i spektralne sg
konstruowane poprzez optymalizacje zdefiniowanej funkcji bledu wyprowadzonej dla
okreélonego rownania fizyko-chemicznego. W szczegblnosci, tego typu metody znajdujg
zastosowanie w przypadku badania uktadow, ktore mozna opisa¢ relatywnie prostymi
reakcjami chemicznymi. Z kolei tzw. metody wielo-macierzowe bazuja na konstrukcji
profili stezeniowych i spektralnych dla zbioru kilku macierzy danych. W zalezno$ci od
zawartoéci informacyjnej tychze macierzy, mozna wyrézni¢ podejécie uogélnionej
anihilacji rzedu macierzy (GRAFA) czy réwnolegly analize czynnikowg (PARAFAC).
W kolejnych sekcjach pracy autor blizej om6wit oba podejscia.

Rozdziat trzeci pracy doktorskiej bardziej szczegbtowo zapoznaje czytelnika ze
zjawiskami fluorescencji i fosforescencji, zachodzacymi w wyniku aktu absorpcji
kwantéw promieniowania przez czasteczki. Autor charakteryzuje rowniez czas zycia
fluorescencji jako jeden z istotnych parametréw oraz zjawisko wygaszania fluorescencji.
W kontekécie prowadzonych badan, definiuje i charakteryzuje liniowg zaleznos¢
intensywnosci fluorescencji od stezenia wygaszacza opisang roéwnaniem Sterna-
Volmera. Ponadto, zwraca uwage na role temperatury jako parametru wplywajacego na
warto$¢ statej Sterna-Volmera.

Czwarty rozdziat pracy doktorskiej autor poséwigcit nowemu algorytmowi rozdzielania
widm uktadéow trojsktadnikowych. Jego propozycja faczy w sobie podejscie PCA
wzbogacone o optymalizacje funkcji btedu dla réwnania Sterna-Volmera, ktére zostato
rozszerzone do badania uktadéw o trzech fluoroforach. Swoj pomyst autor zaczerpnat
zartykulu Lawton’a i Sylwestre’a z 1971 roku, ktérzy wprowadzili podejscie
dedykowane analizie uktadow dwusktadnikowych oparte o ideg¢ samo-modelowania.
Ciekawym aspektem omawianym w tejze publikacji jest mozliwo$¢ ustalenia przedziatu
mozliwych rozwigzan, tzn. mozliwych widm pojedynczych sktadnikéw. W przypadku
dwusktadniowego uktadu, rozwiazania znajduja sig¢ na linii prostej w dwuwymiarowej
przestrzeni zdefiniowanej przez dwa wektory whasne. W podrozdziale 4.2 autor pracy
doktorskiej opisuje sposéb symulacji uktadu trzech fluoroforéw poprzez zmiang
wartoéci ich stalych wygaszania, a takze dobor ré6znych stezen wygaszacza.
Odpowiednio zmieniajgc wspomniane parametry, autor skonstruowal macierz danych.
Zawiera ona symulowane widma uktadu wraz z homoscedastycznym szumem na
poziomie 0,1% w stosunku do maksymalnej intensywno$ci wszystkich symulowanych
widm. W czeéci 4.2.1 autor wyprowadza funkcje celu dla uktadéw trojsktadnikowych
uwzgledniajaca liniowe réwnanie Sterna-Volmera. Omawia konstrukcje plaszczyzny
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normalizacyjnej, ktéra jest zdefiniowana przez trzy wektory wiasne wedle réwnania
412. Zgodnie z teorig, na plaszczyZnie normalizacyjnej znajdziemy punkty
odpowiadajgce widmom uktadu tréjsktadnikowego. Ponadto, ich mozliwe potozenie na
plaszczyznie faktycznie jest ograniczone do pola trojkata, w ktorego wierzchotkach
znajdziemy widma czystych sktadnikéw, natomiast na bokach widma uktadow
dwusktadnikowych, a w jego wnetrzu punkty odpowiadajgce widmom uktadow
tréjsktadnikowych. Utamek spektralny danego sktadnika mozna ustali¢ na podstawie
stosunku odpowiednich p6l powierzchni tréjkatéw, ktére oblicza si¢ w oparciu
o metode wyznacznikéw. Autor wyprowadza nastepnie funkcje celu, przyjmujacy
ostateczng postaé okre$long réwnaniem 4.18. Aby uproéci¢ dalsze obliczenia, autor
zdecydowat sie uzy¢ widma réznicowe, ktére uwzgledniajg wktady dwoch sktadnikow.
W celu oznaczenia w wielosktadnikowej mieszaninie pojedynczego analitu, mozna
wykorzystaé metode anihilacji rzedu macierzy (RAFA). Nazwa w petni oddaje sposob jej
dziatania. Wymaga ona rejestracji macierzy widm dla badanego uktadu opisanego np.
poprzez macierz widm wzbudzenia-emisji, a takze macierzy charakteryzujgcej roztwoér
wzorcowy, tzn. zawierajacy tylko analit o znanym stezeniu. Rozszerzeniem tego
podejécia do przypadku, w ktérym uzywa si¢ jednocze$nie kilku standardow, jest
uogblniona metoda anihilacji rzedu macierzy (GRAM). Autor nadmienia, ze odpowiednio
przygotowane uktady, dla ktérych w obu macierzach jest ta sama liczba sktadnikow
pozwala konstruowa¢ macierz widm réznicowych, bez danego sktadnika.
W prowadzonych badaniach, autor skonstruowat dwie macierze. Pierwsza zawiera
widma fluorescencji zmierzone dla uktadu bez wygaszacza, a druga widma rejestrowane
w sytuacji, gdy w uktadzie jest obecny wygaszacz. Odpowiednie macierze resztkowe dla
poszczegdlnych trzech fluoroforéw opisano za pomocg rownan 4.27 a-c. W zalezno$ci od
doboru wartoéci parametru tau, mozliwa jest anihilacja wktadu jednego ze sktadnikow,
a co za tym idzie modyfikacja macierzy widm réznicowych. W podrozdziale 4.3 autor
koncentruje sie na przedstawieniu sposobu wyznaczania wartoci intensywno$ci
parametru tau. Pierwszy z nich, tzw. niebezpo$redni, pozwala estymowaé wartosc¢
parametru tau na podstawie analizy zmian wartoSci wilasnych macierzy wariancji-
kowariancji widm réznicowych, zdefiniowanych réwnaniem 4.22. W szczegdlnosci,
interpretuje sie przebieg zalezno$ci logarytmu naturalnego trzeciej warto$ci wiasnej od
wartoéci parametru tau. Przyktadowe krzywe zmian parametru tau, obrazujace zaniki
fluorescencji dla okreSlonych szeSciu stezenn wygaszacza, przestawia rysunek 4.8.
Charakterystyczne minima odpowiadajg optymalnej warto$ci tau. Drugi sposéb
wyznaczenia optymalnych wartodci parametru tau, tzw. bezposredni, bazuje na
sposobie zaproponowanych przez Lorber’a poprzez rozwigzanie zagadnienia wiasnego,
ktére okreéla réwnanie 4.30. Nalezy réwniez nadmienié, ze ta modyfikacja, w sposéb
znaczacy, pozwolita wyeliminowaé niedogodnoSci przypisywanie metodzie RAFA.
Ponadto, autor pracy sygnalizuje, ze wyznaczone za pomocy posredniego
i niebezposredniego podejécia wartosci parametru tau zasadniczo nie rdznig si¢ od
siebie. Estymowane warto$ci parametru tau mozna nastepnie wykorzystac do obliczenia
wartoéci statych Sterna-Volmera dla kazdego ze skiadnikow uktadu. Nastepnie,
w dalszej czeéci pracy doktorskiej przedstawiono idee konstrukeji funkcji btedu dla




dwusktadnikowych  réznicowych  widm  fluorescencji, ktorg  wyprowadzono
z przeksztatcenia liniowego rownania Sterna-Volmera docelowo okre$lajac jej postac dla
zmodyfikowanego réwnania Sterna-Volmera (réwnanie 4.44). W podrozdziale 4.2.8
autor opisal wptyw réznych czynnikéw na jako$¢ uzyskanych profili spektralnych. Byty
to rézne stezenia wygaszacza, rozne warto$ci statych Sterna-Volmera, a takze dwie
rézne amplitudy homoscedastycznego szumu. Przeprowadzone obliczenia wskazujg, ze
w przypadku matych wzglednych réznic i relatywnie niskich warto$ci statych Sterna-
Volmera skonstruowane widma, zdaniem autora, znacznie réznig sie od widm
oczekiwanych. Jako potencjalny powod tego stanu rzeczy podaje zbyt mate
zréznicowanie wkladéw poszczegélnych sktadnikéw. Stosowane widma roéznicowe
zostaty obliczone zgodnie z réwnaniem 4.22 oraz poprzez uwzglednienie czynnika
skalujacego tau, zmieniajacego sie w przedziale od zera do jeden. Autor twierdzi, ze
przeprowadzone przez niego obliczenia dla réznych warto$ci parametru tau nie
wykazuja istotnych réznic pomiedzy profilami spektralnymi otrzymanymi na podstawie
zbioru widm réznicowych konstruowanych na dwa rézne sposoby. W podrozdziale 4.2.9
przedstawiono sposéb wyznaczania widma trzeciego sktadnika, w sytuacji gdy sg znane
widma dwéch pozostatych. Jednakze, to zagadnienie okazato sig trudne do rozwigzania
na drodze optymalizacji funkcji btedu opisanej réwnaniem 4.18. Przyczyny tego stanu
rzeczy autor upatruje w relatywnie duzej liczbie parametréow. Natomiast, w przypadku
gdy znane sa widma dwoéch sktadnikow uktadu, mozna w tatwiejszy sposéb wyznaczy¢
widmo trzeciego na drodze optymalizacji funkeji btedéw dla uktadu o dwdch
sktadnikach opisanych réwnaniami 4.45 a oraz b. Wynikiem ich optymalizacji sg tzw.
$ciezki optymalizacyjne, a poszukiwane rozwigzanie znajduje sie w punkcie ich
przeciecia. Uzyskane rozwiazania, czego dowodza odtworzone widma dla sktadnikéw A
i C, sa bardzo zblizone do symulowanych widm czystych sktadnikéw. W przypadku
odtwarzania widma sktadnika B zadowalajgcego wyniku nie uzyskano. Autor ttumaczy
to jako$cig widma sktadnika C. W podrozdziale 4.2.10 autor przedstawit doktadny opis
wyznaczania wierzchotkéw trojkata lezacego w ptaszczyznie normalizacyjnej. Na
podstawie widm réznicowych fluorescencji, widma czystych sktadnikéw uktadu mozna
wyodrebni¢ poprzez ponowne uzycie metody anihilacji rz¢du macierzy, co autor opisat
w podrozdziale 4.2.11. Dotychczas prowadzona w pracy doktorskiej dyskusja
uwzgledniata wyniki uzyskane dla symulowanych uktadéw tréjsktadnikowych,
jednoczesnie dowodzac na ich podstawie uzytecznoéé¢ proponowanej metody. Stad,
w kolejnej czesci pracy autor poddaje analizie drugi modelowy uktad, ale utworzony
przez rzeczywiste widma. Zawiera on trzy fluorofory takie jak 9-cyjanoantracen (CNA),
9-chloro-10-cyjanoantracen (CICNA) i 9,10-dicyjanoantracen (DCNA) w metanolu.
Wygaszanie ich fluorescencji przeprowadzono za pomoca bromku litu. W badaniach
wykorzystano sze$¢ roztwordw o réznym stezeniu wygaszacza w zakresie od 0 do
0,023 mol-dm-3 i statym stezeniu fluoroforow réwnym 10-6 mol-dm3. Macierze widm
wzbudzenia-emisji zarejestrowano wzbudzajgc fluorescencjg uktadu promieniowaniem
elektromagnetycznym o dtugosci fal 365, 368, 371, 374 i 377 nm. Uzyskane widma
zostaly nastepie skorygowane poprzez usuniecie tta (widma zarejestrowane dla
metanolu w tych samych warunkach pomiarowych). Dodatkowo, skorygowano widma
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eliminujac  drugorzedowy efekt filtra wewngtrznego. Wyznaczono — warto$ci
intensywno$ci parametru tau oraz stale Sterna-Volmera dla poszczeg6lnych
fluoroforéw. W kolejnych krokach metody, poprzez optymalizacj¢ odpowiednio
dobranej funkcji btedu autor skonstruowat widma dla kazdego z dwoch sktadnikow. Jak
zauwaza, w przypadku danej pary nie roznig sie one od siebie w sposob istotny.
Wyznaczenie widma trzeciego sktadnika uktadu rzeczywistego przeprowadzono
w oparciu o procedure analizy éciezek optymalizacyjnych. Zgodnie z zestawionymi na
Rys. 4.22 b parami widm (widmo czystego sktadnika i widmo uzyskane proponowang
metodg), mozna stwierdzi¢, ze wykazujg on duza zgodnoé¢ w przypadku CNA i CICNA.
7 kolei ksztalt réinicowego widma fluorescencji widma czystego sktadnika DCNA
zasadniczo jest zbiezny z ksztaltem odpowiadajacego mu widma estymowanego
proponowang metodg, aczkolwiek w niewielkim zakresie warto$ci intensywnosci s3
ujemne. Nastgpnie, proponowane podejécie zostaje porownane z trzema klasycznymi
metodami: MCR-ALS, twardy model oraz PARAFAC. W przypadku profili spektralnych
konstruowanych metodg MCR-ALS, w zaleznoéci od przyjetych profili startowych,
uzyskano widma o roznej zbieznoéci. Obrazuja to widma przedstawione na Rys. 4.23 a
oraz b. W przypadku twardego modelowania niestety nie udato sig rozdzieli¢ uktadu
i uzyska¢ widma trzech fluoroforéw. Natomiast widma skonstruowane za pomocq
metody PARAFAC byly w duzym stopniu zbiezne z widmami czystych sktadnikéw. Na
kohcu rozdziatu, w cze§ci 4.3.2.4 autor podsumowuje otrzymane wyniki.
7 przedstawionego opisu mozna odnieé¢ wrazenie, ze preferowang metoda jest model
PARAFAC, gdyz nie wymaga dodatkowych parametréw charakteryzujacych badany
uktad. Poréwnanie proponowanej metody i podejscia PARAFAC wskazuje na duza
zbieznoéé pomiedzy wynikami.

Rozdzial piaty pracy doktorskiej zawiera informacje na temat whasnosci fotofizycznych
trans-1,2-di(2-antrylo)etenu i procedur wieloetapowej syntezy tego zwiazku. Autor
opisuje zagadnienie dynamicznej réwnowagi w roztworach na przyktadzie trans-1-
fenylo-2-(2-antrylo)etenu. Przywotuje takze zasade NEER. W kolejnym podrozdziale
zostata szczegétowo opisana procedura wieloetapowej syntezy trans-1,2-di(2-
antrylo)etenu, ktérej Kolejne reakcje przedstawiono na Schemacie 5.1. Autor
szczegbtowo opisuje metodyke otrzymywania produktéw posrednich, ktore s3
niezbedne do syntezy docelowego zwigzku. Aby wyznaczy¢ charakterystyczne wiasno$ci
czasteczek wykorzystano obliczenia kwantowo-mechaniczne, ktérych celem byto
poznanie geometrii oraz wzglednych warto$ci energii poszczegblnych rotamerow.
Obliczenia przeprowadzono w programie Gaussian09. Nastepnie, autor skupit si¢ na
rozdzieleniu widm wygaszanej fluorescencji mieszaniny konformerow trans-1,2-di(2-
antrylo)etenu. Sa to zwigzki, ktore w zaleznodci od dtugosci fali wzbudzajacej wykazuja
odmienng fluorescencje. Przygotowano serie roztworéw zawierajgcych réine
zawartoéci wygaszacza fluorescencji, ktérym byt fumaronitryl. Badany zwigzek
rozpuszczono w toluenie. Z probek usunieto tlen, przepuszczajac przez przygotowane
prébki argon. Po uzyskaniu widm fluorescencji i absorpcji dokonano korekcji widm
odejmujac tto pochodzace od rozpuszczalnika. Wykorzystanie réznych kryteriéw aby
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oszacowaé liczbe czynnikéw gtéwnych pozwolito wykaza¢, ze badany uktad jest
faktycznie trojsktadnikowy. Nastepnie, wykorzystano opracowang metode w celu
wyznaczenia widm poszczeg6lnych sktadnikéw ukladu jednoczes$nie poréwnujac
uzyskane widma do widm Konstruowanych alternatywnymi podejSciami (GRAM,
PARAFAC, twarde modelowanie i MCR-ALS). Wyniki przedstawione w podrozdziale
5.3.5, ktére opisujg czasy zycia fluorescencji poszczegélnych konformerdw, wskazuja, Ze
najdtuzszym czasem zycia fluorescencji charakteryzuje sie rotamer o strukturze
rozciggnietej w kierunku wigzania podwojnego.

W rozdziale sz6stym autor przedstawit podsumowanie swoich badan i ptyngce z nich
wnioski. Ogdlnie mozna powiedzie¢, ze wytyczony cel nadrzedny i cele poSrednie
zostaty przez autora osiggniete. Zaproponowane podej$cie mozna stosowac do uktadow
trojsktadnikowych, ktérych fluorofory wykazuja wzglednie duze réznice w statych
Sterna-Volmera, a poziom szumu jest relatywnie maty. MoZe by¢ postrzegane jako
alternatywne podejécie w stosunku do metod MCR-ALS, PARAFAC i twardego
modelowania. Dodatkowo, autorowi udato sie skutecznie przeprowadzi¢ synteze trans-
1,2-di(2-antrylo)etenu, ktora ze wzgledu na liczbe etapéw i produktéw posrednich byta
duzym wyzwaniem. Zaproponowane podejscie, zastosowane do rozdzielenia widm
rotamerdw trans-1,2-di(2-antrylo)etenu, niestety nie pozwolito uzyska¢ oczekiwanych
widm czystych sktadnikéw, w odréznieniu od wynikéw uzyskanych metodg GRAM
i PARAFAC.

7 powodu petnionej roli recenzenta, ponizej zamieszczam kilka szczegétowych uwag
dotyczacych tre$ci i wynikéw badan przedstawionych w pracy doktorskiej, W tym
miejscu chciatem zaznaczy¢, Ze nie majg one wplywu na moj bardzo pozytywny odbior
tematyki pracy i w zadnej mierze nie podwazajg zasadno$ci przeprowadzonych badan.

1) Pomimo duzej staranno$ci i uwagi, niestety autorowi pracy doktorskiej nie udato sie
uniknaé kilku drobnych niedociaggnie¢ gramatycznych. Na przyktad, na stronie 18
,wymaga zarejestrowani dwéch macierzy danych” czy na stronie 69 ,przedstawiono
szkic algorytm”.

2) Strona 18: dla jednej z metod autor definiuje akronim GRAFA, a w dalszej czeci
pracy réowniez uzywa dla tej samej metody akronimu GRAM. Pomimo, ze
w literaturze metoda okre$lana jest dwoma akronimami, w pracy jest to zbgdne
i wprowadza niesp6jnosc.

3) Strona 38: co doktadnie oznacza zapis pierwszej sumy i indeks lambda?

4) Strona 54: autor uzywa sformutowania ,znaczne odstepstwa”. Na jakiej obiektywne;
podstawie do takiego whasnie wniosku mozna doj$¢? Ponadto, co prawda podaje on
powdd tychze odstepstw, aczkolwiek zastanawiam sie dlaczego w przypadku
symulowanych uktadéw nie przebadat zakresu stosowalnosci, a jedynie ograniczyt
sie do stwierdzenia: ,Jednak w praktyce ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalnos¢
osiagniecie wymaganych duzych stezen wygaszacza fluorescencji moze okazac sig
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niewykonalne.”. Bardziej systematyczna i krytyczna ocena wptywu parametrow na
podstawie wynikéw uzupetnionych o dodatkowe symulacje bytaby wskazana.

5) Strona 54: w mojej ocenie brakuje obiektywnej charakterystyki iloSciowe;
skonstruowanych profili spektralnych. Jest to mozliwe, gdyz dla symulowanego
uktadu o znanych widmach czystych sktadnikéw relatywnie tatwo mozna oszacowac
warto$¢ btedu odtworzenia profili przez dang metode.

6) Podrozdziat 4.3.2.11 4.3.2.3: brakuje informacji czy podczas konstrukcji widm wzigto
pod uwage dodatkowe zatozenia.

7) Dlaczego, dopiero w przypadku metody PARAFAC autor zdecydowat sie zamieScic
uzyskane wyniki w formie tabelarycznej, w ktorej scharakteryzowat konstruowane -
modele za pomoca parametru LOF? Moim zdaniem, dla zachowania symetrii
prezentacji wynikéw, parametr LOF powinien zosta¢ obliczony w kazdym
omawianym przypadku.

8) Strona 75: dlaczego autor uwaza, ze zaproponowane podejscie i metoda PARAFAC sg
‘komplementarne’? Mam wrazenie, ze w tej sytuacji
okreéleniem jest uzycie terminu ‘metody alternatywne’.

znacznie trafniejszym

Podsumowanie:

Pan mgr Lukasz Witek w swoim dorobku naukowym ma pie¢ publikacji, ktore
ukazaly sie w recenzowanych czasopismach. W jednej z nich, w ktérej wprowadza
oryginalng metode, bedacg przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej, jest pierwszym
autorem. Wszystkie artykuty zostaty zamieszczone w czasopismach z tzw. listy
filadelfijskiej. Ponadto, bral udziat w konferencjach o zasiggu krajowym, na ktérych
przedstawit jeden komunikat ustny i dwa plakaty.

Po zapoznaniu sie z praca doktorskg pana mgra Lukasza Witka, a w szczego6lnoSci
po dokonaniu analizy jej tresci, koncepciji, sposobu prowadzenia przez niego badan
i uzyskanych w ramach pracy doktorskiej wynikéw, twierdze, ze praca przedstawia
oryginalne rozwigzanie problemu badawczego. Ponadto, badania zostaty wzbogacone
o nietrywialny element - synteze trans-1,2-di(2-antrylo)etenu. Dodatkowym cennym
efektem sa opracowane w kodzie Matlab wybrane procedury obliczeniowe, w tym nowa
metoda i udostepnienie kodéw w pracy. Jestem przekonany, ze pan mgr tukasz Witek
posiada solidng wiedze teoretyczng, umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan
naukowych i stosowne umiejetnoSci w dyscyplinie. Moja ocena merytoryczna pracy
doktorskiej jest bardzo wysoka.

Niniejszym stwierdzam, ze praca doktorska pana mgra tukasza Witka speinia
wymagania okreslone w Art. 13. Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. z 2003 r., nr 65
poz. 595 z p6zniejszymi zmianami). Zarazem, wnioskuje do Rady Wydziatu Chemicznego
Uniwersytetu Jagielloniskiego o dopuszczenie autora do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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