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Rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Damiana Dabrowskiego
,Z.astosowanie nowoczesnych metod rozdzielania sprzezonych ze spektrometria mas do
identyfikacji barwnikoéw organicznych”
wykonanej pod kierunkiem

Promotora: dr hab. inz. Katarzyny Lech

Prace¢ doktorskga przygotowano w Katedrze Chemii Analitycznej, Wydzialu Chemicznego,

Politechniki Warszawskiej.

Podstawa sporzadzenia recenzji

Podstawg formalng sporzadzenia recenzji jest Uchwata Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Chemiczne, Politechniki Warszawskiej z dnia 04.07.2023

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr inz. Damiana Dabrowskiego powstata
w dziedzinie naukowej Nauki Sciste i Przyrodnicze, w dyscyplinie Nauki Chemiczne. Praca
dotyczy bardzo waznego i aktualnego problemu naukowego, jakim jest rozdziat i identyfikacja
barwnikow organicznych roéznego pochodzenia, nalezacych do réznych grup zwiazkow

barwnych. Rozwdj tego typu badan jest szczegoélnie istotny z punktu widzenia oznaczen
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barwnikow stosowanych historycznie, do barwienia zabytkowych tkanin, w obrazach, czy
innych barwnych obiektach historycznych. Przeprowadzenie identyfikacji barwnikdéw
znajdujacych sie w obiekcie historycznym jest kluczowym etapem procesu planowania prac
konserwatorskich. Dzieki tej wiedzy konserwatorzy moga odpowiednio zabezpieczy¢ rdzne
czgsci obiektow, np. przed etapem oczyszczania na mokro. Zaproponowana metoda
analityczna, ktora moze by¢ wykorzystywana do identyfikacji barwnikdw organicznych, oparta
jest w gléwnej mierze na chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas. W pracy
wyraznie zaznaczono, iz w celu wykonania oznaczenia barwnikow zastosowanych do
barwienia obiektow historycznych nalezy pobra¢ probe z obiektu, w zwigzku z tym jest to
metoda niszczaca. Jednak w ramach realizacji badan do pracy doktorskiej poszukiwano
rozwigzan dotyczacych ukladu pomiarowego, ktory pozwolityby na zminimalizowanie ilo$ci
prébki, potrzebnej do przeprowadzenia analizy barwnikéw. Dazono do opracowania metody
analitycznej charakteryzujacej si¢ jak najwyzsza czuloscia, przy wykorzystaniu jak
najmniejszej ilos¢ badanego materiatu. W tym celu wykorzystano nowoczesne rozwigzania
analityczne bazujace na réznych wariantach wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) potaczonej z detekcja tandemowej spektrometrii mas, z jonizacja poprzez
elektrorozpraszanie (ESI MS/MS). W szczeg6lno$ci zoptymalizowano: parametry analizy
wykonywanej w uktadzie pomiarowym kapilarna wysokosprawna chromatografia cieczowa w
potaczeniu z tandemowa spektrometrig mas, z jonizacja poprzez elektrorozpraszanie (WHPLC-
DAD-ESI MS/MS), w celu przeprowadzenia rozdzialu i identyfikacji barwnikow
alkaloidowych; parametry analizy wykonywanej w uktadzie nanoprzeptywowy Chip-Cube-
HPLC, sktadajacy si¢ z dwoch kolumn, zat¢zajacej i analitycznej, W potaczeniu z tandemowa
spektrometrig mas, z jonizacja poprzez elektrorozpraszanie (HPLC Chip-Cube ESI MS/MS) do
rozdzialu i identyfikacji mieszaniny barwnikow syntetycznych; parametry analizy
wykonywane] w ukltadzie wysokosprawna chromatografia cieczcowa w polaczeniu z
spektrofotemetria UV-Vis i tandemowa spektrometria mas, z jonizacja poprzez
elektrorozpraszanie (HPLC-UV-Vis ESI MS/MS) do rozdziatu i identyfikacji mieszaniny
barwnikéw naturalnych i barwnikéw z grupy apokarotenoidéw. Metody pomiarowe rozwinieto

z wykorzystaniem wzorcowych zwigzkéw barwigcych oraz barwnikéw pozyskanych
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wlasnorecznie ze zrodet ro$linnych. Opracowane metody umozliwiajg rozdzielenie i
identyfikacj¢ barwnikoéw organicznych przynaleznych do réznych grup chemicznych, przy

znaczacym ograniczeniu objetos¢ badanych roztworéw do minimum.

Cel i hipotezy badawcze

Na poczatku rozprawy Doktorant zdefiniowat cel pracy, ktorym byto: opracowanie procedur
analitycznych, ktore mogg by¢ zastosowane do identyfikacji organicznych barwnikéw
pochodzenia naturalnego i syntetycznego, przy wykorzystaniu wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) w potaczeniu z tandemowym spektrometrem mas, z jonizacja poprzez
elektrorozpraszanie (ESI MS). Kolejnym celem przedstawionym w pracy byla ocena
mozliwo$¢  zastosowania roznorodnych kombinacji  uktadow chromatograficznych:
analitycznego,  mikroprzeplywowego ukladu kapilarnego 1 nanoprzeplywowego
zminiaturyzowanego uktadu lab-on-chip potaczonych z tym samym detektorem, do rozdziatu i
identyfikacji réznych grup barwnikdéw organicznych. Przyjete cele korespondujg z tytutem

rozprawy i jej trescig. W pracy nie odnaleziono hipotez badawczych.

Struktura pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 122 stron. Wyr6zniono w niej: streszczenie,
wprowadzenie, a nastgpnie dwie gltoéwne czgéci literaturowg i do$wiadczalng, wnioski,
literature, i zatgczniki. Cze$¢ doswiadczalna stanowi jest bardziej rozbudowana, w poréwnaniu
do czesci literaturowej, I obejmuje materialty i metodyke badawcza, a takze omodwienie
wynikow. Bibliografia obejmuje 115 pozycji, w tym publikacje naukowe (polsko- i
obcojezyczne), a takze odwotania do stron internetowych. Wigkszo$¢ cytowanych pozycji
zostata wydana przed 2011 rokiem. Odwotania do pozycji przedstawionych w bibliografii maja
uzasadnienie wynikajace z tre$ci rozprawy i sg dobrane prawidlowo. Sposdb numeracji
cytowanych pozycji literaturowych jest zgodny ze stylistyka stosowang w literaturze naukowe;.

Uwage zwraca jednak fakt, iz na stronie 23 cytowanie do rysunku ma numeracje¢ [113], podczas
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gdy w tresci, na tej samej stronie, numeracja cytowan konczy si¢ na pozycjach [30-32]. W pracy
znajduje si¢ 18 tabel, 30 rysunkéw oraz 1 zatgcznik. Uktad pracy jest logiczny i typowy dla
tego typu opracowan badawczo-naukowych.

Cze$¢ literaturowa

Cze$¢ literaturowa dysertacji obejmuje trzy rozdziaty. Przed ta cze$cig Doktorant zamie$cit w
pracy Wprowadzenie, ktére obejmuje krotki wstep oraz cel pracy. W pierwszym rozdziale
czesci literaturowej Doktorant podat definicje barwnikow, pozwalajaca odrozni¢ je od
pigmentéw. Nastepnie przedstawia podziat barwnikow ze wzgledu na Zrédto pochodzenia,
kolor, form¢ wykorzystania barwnika do farbowania tkanin. W kolejnej czgsci prezentuje
charakterystyke wybranych grup naturalnych zwigzkéw barwiacych, konczac rozdziat opisem
barwnikow syntetycznych. W rozdziale 2, cz¢$ci literaturowej, Doktorant przedstawia techniki
analityczne stosowane do identyfikacji barwnikéw znajdujacych si¢ w obiektach
historycznych. Opisuje techniki pomiarowe oparte na oddzialywaniu promieniowania
elektromagnetycznego z obiektem oraz, w osobnym podrozdziale, wysokosprawng
chromatografie cieczowa. Doktorant przedstawia w tresci tego podrozdziatu gtdwnie techniki
pomiarowe, ktore byly przez Niego wykorzystywane do prowadzenia badan, tj.: HPLC,
chromatografia cieczowa mikro- i nano-przeptywowa, uktad Chip-Cube (lab-on-chip). W
ostatnim podrozdziale opisuje technike spektrometria mas z uwzglednieniem ré6znych metod
jonizacji pod ci$nieniem atmosferycznym, w tym ESI, oraz tandemowg SM. Cze$¢ literaturowa
zamyka krotki rozdziat 3, w ktorym scharakteryzowano wybrane wielkos$ci statystyczne
stosowane do opracowania wynikow uzyskanych z analizy chromatograficznej. Czesé¢
literaturowa opracowana zostata w oparciu o bogatg literature, co $wiadczy o dobrej znajomosci
tematyki. Nalezy zatem uzna¢ wybor tematu pracy przez Doktoranta za w petni uzasadniony z
naukowego (poznawczego) punktu widzenia, jak i biorac pod uwage mozliwosci aplikacyjne
opisanych metod, z ktérymi Doktorant jest dobrze zaznajomiony. Zastrzezenia do tej czeSci

pracy zostang podsumowane w Uwagach.
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Czes¢ doswiadczalna

Cze$¢ doswiadczalna sktada si¢ z o$miu podrozdziatéw, z czego cztery pierwsze mozna uznac
ogllnie za czg¢$¢ zazwyczaj nazywang materialy i metody, natomiast w czterech pozostatych
podrozdziatach opisano metodyke badan oraz wyniki i ich analizg. Jest to rozbudowana czg¢sé¢
pracy (od str. 47 do 109). Material badawczy i zastosowane metody zostaty omoOwione bardzo
doktadnie. W trzecim rozdziale Doktorant opisuje szczegdtowo przygotowanie roztwOrow
wzorcowych: (i) barwnikéw naturalnych, (ii) barwnikéw syntetycznych, (iii) barwnikow
naturalnych z grupy apokarotenoidéw oraz (iv) barwnikdw naturalnych alkaloidowych, ktore
Doktorant pozyskat wlasnorecznie, przygotowujac ekstrakty z roslin. Dodatkowo barwniki te
zostaly wykorzystane do zabarwienia wilokien jedwabiu i welny, a nastepnie zostaly
wyekstrahowane z widkien i poddane analizie chromatograficznej. W kolejnym podrozdziale,
czwartym, Doktorant opisuje ,,Parametry aparaturowe”. Dane prezentowane w czterech
tabelach przedstawiaja parametry pracy zestawOw pomiarowych, upraszczajac LC-MS, w
trakcie rozdzialu i analizy czterech, opisanych powyzej grup barwnikow. W tym miejscu
Doktorant daje do zrozumienia czytelnikowi, iz kazda z czterech wspomnianych grup
barwnikow bedzie poddana analizie w innym zestawie pomiarowym, bez uzasadnienia swojej
decyzji. Barwniki naturalne oraz barwniki z grupy apokarotenoidow byly analizowane w
uktadzie HPLC-UV-Vis-ESI MS/MS, przy czym zastosowano o obu przypadkach inne
kolumny i inne parametry analizy. Barwniki alkaloidowe poddano analizie w uktadzie uHPLC-
DAD-ESI MS/MS, natomiast barwniki syntetyczne zanalizowano w uktadzie HPLC-Chip-
Cube-ESI MS/MS. W kolejnych czterech podrozdziatach Doktorant opisatl analize
chromatograficzna, przeprowadzong w opisanych powyzej czterech uktadach — dobranych do
danej grupy barwnikow, wedlug schematu: optymalizacja parametrow rozdziatlu, optymalizacja
parametrow jonizacji i analizy w spektrometrze mas, wyniki analizy zebrane w tabeli,
podsumowanie. Wyniki optymalizacji oraz analizy barwnikéw przedstawiono w nastepujacych
po sobie podrozdzialach w kolejnosci: barwniki alkaloidowe (w tym réwniez analiza
ekstraktow z roslin i ekstraktow z wiokien barwionych ekstraktami roslinnymi), barwniki
naturalne, barwniki z grupy apokarotenoidow, barwniki syntetyczne. Dla wszystkich czterech

grup barwnikéw Doktorant uzyskat krzywe kalibracyjne, na podstawie wynikow analizy
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przeprowadzonej dla przygotowanych zestawdw roztworéw wzorcowych. Zaprezentowane
wyniki poddano wnikliwej analizie statystycznej, wyznaczajac dla kazdego badanego barwnika
granic¢ oznaczalnosci oraz granicg wykrywalnos$ci. Doktorant wykazat si¢ duza dojrzatoscia
naukowa planujac doswiadczenia, ktore wymagaly catosciowego spojrzenia na problem
badawczy. Nalezy roéwniez doceni¢ ilos¢ pomiarow, ktore zostaly wykonane, zarOwno na etapie

optymalizacji parametréw analizy, jak i w trakcie wlasciwych badan.

WhioskKi

Praca zakonczona jest rozdziatem Wnioski, ktory jest bardzo zwiezty i mato szczegdtowy.
Doktorant zaznacza, iz zastosowanie nowoczesnych ukladow opartych na zestawie
chromatografia cieczowa — tandemowa spektrometria mas pozwala na opracowanie
wysokoczutych metod analitycznych wykorzystywanych do rozdziatu 1 identyfikacji
barwnikow organicznych, nadal jednak nie uzasadnia, dlaczego cztery grupy barwnikoéw byty
analizowane w czterech roznych ukladach pomiarowych. Doktorant zwrdcit uwage na
wszystkie uzyskane w trakcie badan wyniki. Whnioski zostaty podzielone na cztery czesci, co
zdecydowanie pozytywnie wplywa na przejrzystos¢ tekstu. Konkluzjg doktoratu jest
potwierdzenie, iz zastosowanie w analizie barwnikéw organicznych uktadéow mikro- i
nano-przeptywowych umozliwia zmniejszenie iloSci materiatu pobieranego do badan, bez

obnizenia jakosci uzyskiwanych wynikow.

Uwagi do pracy

Oceniana dysertacja zostata przygotowana z dbaloScig 0 poprawnos¢ jezykowa i strone
redakcyjng, w pracy wystepuja jednak bledy zwigzane z przestawieniem liter badz
niewlasciwymi koncéwkami poszczegdlnych wyrazow, bledy interpunkcyjne czy niefortunne

sformutowania.

W pracy nie zostala przedstawiona hipoteza badawcza. Wyniki badan uzyskane przez

Doktoranta pozwolitby potwierdzi¢ lub obali¢ postawiong hipoteze. Tytul pracy sugeruje
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czytelnikowi, iz zapozna si¢ z wieloma metodami rozdziatu, tymczasem praca dotyczy tylko
chromatografii cieczowej. W rozdziale 2.1 Doktorant przedstawia charakterystyke
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, przy czym czytelnik zostaje poinformowany tylko
o dwoch elementach uktadu pomiarowego o pompie i zaworze z pg¢tlami dozujgcymi. Brak
syntetycznego opisu budowy catego aparatu, brak informacji o kolumnach. W czgsci
doswiadczalnej uwage zwraca fakt, iz opis aparatury, odczynnikow etc. zajmuje az 5 stron, jest
to zdecydowanie zbyt dtugi spis. W rozdziale 4 czytelnikowi zostaje przedstawiona informacja,
iz badane bedg 4 grupy barwnikow organicznych, przy czym kazda z grup zostanie poddana
analizie w innym uktadzie pomiarowym, bez wyraznego uzasadnienia, dlaczego akurat dana
grupa barwnikéw bedzie poddana analizie w wybranym dla niej uktadzie pomiarowym, a nie
w innym. Poza tym, nie znajac dalszej czgsci pracy, czytelnik zastanawia si¢, dlaczego wlasnie
taki, a nie inny, zestaw parametrow analizy zostal przyjety, w celu przeprowadzenia badan
danej grupy barwnikéw organicznych w danym uktadzie. Dopiero po przeczytaniu rozdziatow
5 — 8 czytelnik posiada wiedz¢ o przeprowadzeniu optymalizacji parametrow analizy. W
przypadkach, gdy byta stosowana kolumna chromatograficzna, brak informacji o temperaturze
w jakiej nastgpowal rozdziat. Przy opisach optymalizacji parametréw rozdzialu, jonizacji 1
analizy w MS brakuje macierzy parametrow, ktore byly poddawane optymalizacji, znacznie
utatwitoby to czytanie pracy. Opisy wynikow procesu optymalizacji na stronie 64 oraz 79, w

2

formie: ,Pozostale parametry nie mialy znaczacego wplywu...” oraz ,W przypadku
pozostatych parametrow nie zauwazono duzych réznic.”, sa zbyt duzym uproszczeniem. Za
pierwszy duzy brak w pracy mozna uznaé fakt, iz w czg¢$ci doswiadczalnej Doktorant nie
poréwnat w zaden sposéb uzyskanych przez siebie wynikéw z wynikami przedstawionymi w
literaturze, z osiggnigciami innych naukowcow. Odniesienia do literatury mozna odnalez¢
jedynie w czesci teoretycznej. Drugim elementem, ktdrego brakuje w pracy to przeprowadzenie
analizy oraz przedstawienie wynikéw badan barwnikoéw wyekstrahowanych z rzeczywistych,
barwionych, zabytkowych witokien naturalnych. Badania takie bylyby znakomitym
zwienczeniem pracy. Inne drobne btedy w pracy to, np. zapis, iz ,,...obecnie ponad 90% analiz
z uzyciem HPLC...,, podczas gdy dane pochodza z publikacji wydanej w 2009 roku, lub brak

konsekwencji w kolejno$ci cytowan, o czym juz wspomniano powyzej.
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Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana magistra inzyniera Daniela Dgbrowskiego
pt. ,,Zastosowanie nowoczesnych metod rozdzielania sprz¢zonych ze spektrometrig mas do
identyfikacji barwnikow organicznych" miesci si¢ w naukach Scistych i Przyrodniczych, w
dyscyplinie Nauki Chemiczne. Autor wykazuje wyrazne umiejetnosci w korzystaniu z
dotychczasowego dorobku nauki w zakresie prowadzonych przez Niego badan. Czgsc
doswiadczalna pracy zostata zaplanowana poprawnie, wskazujac na umiejetnosé
samodzielnego planowania i prowadzenia badan, przy wykorzystaniu wtasciwie dobranych
metod badawczych. Zatozony cel pracy zostal osiagnigty, cho¢ brak wynikow badan
przeprowadzonych na rzeczywistych prébkach historycznych. Nalezy podkresli¢ niewatpliwie
duzy wktad pracy w przeprowadzenie tak licznych badan. Pod wzgledem merytorycznym prace
oceniam prace wysoko, cho¢ w czeSci doswiadczalnej brak porownania wynikow uzyskanych
przez Doktoranta z danymi literaturowymi. Dysertacja napisana zostata poprawnym jezykiem,

typowym dla prac o charakterze naukowym.

Po zapoznaniu si¢ z przedstawiong do oceny pracg doktorska mgr inz. Daniela Dabrowskiego
stwierdzam, ze spetnia ona wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim, okre§lone w
art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 poz. 1789) w zwiazku z art. 179 Ustawy z
dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce

(Dz.U. 2018 poz. 1669 z pdzn. zm.)

Wobec powyzszych faktow wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Pana mgr inz. Daniela Dabrowskiego

do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Signed by /
Podpisano przez:
Tomasz
Sawoszczuk
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