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RECENZJA
rozprawy doktorskiej

Pani Magister Elwiry Koko

pt.

“Badanie pierwiastkéw toksycznych i fizjologicznych w ziotach.

Procedury analityczne, zaleznosci, analiza specjacyjna olowiu i kadmu”

Przedtozona do oceny dysertacja zostata wykonana przez Panig Magister Elwire Koko
na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, pod kierunkiem Pani
Prof. dr hab. Danuty Baralkiewicz.

Podstawa do wydania opinii jest pismo Pana Dziekana Wydziatu Chemii Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu Prof. dr. hab. Macieja Kubickiego (L. dz
WCH/390/KZ/2023).

Monitorowanie i oznaczanie zanieczyszczen w probkach srodowiskowych i zywnosci
ma kluczowe znaczenie ze wzgledu na ich szkodliwy wptyw nie tylko na ludzi, ale takze na
ekosystemy. W przypadku zanieczyszczen nieorganicznych procedury analityczne obejmujg
czesto jedynie okreslenie catkowite] zawartosci pierwiastkow. Jednakze, gdy toksycznosé
analitow silnie zalezy od ich formy chemicznej, nalezy przeprowadzi¢ réwniez analize
specjacyjna. W zwigzku z tym, opracowanie nowych metodyk i zastosowanie skutecznych

technik analitycznych (réwniez sprzezonych) w celu rozdzielenia i oznaczania pierwiastkow



oraz ich form specjacyjnych, wystepujacych czesto na poziomach sladowych, jest niezwykle
istotne.

Pani Magister Elwira Koko podjeta si¢ trudu opracowania nowych procedur
analitycznych oznaczania catkowitej zawartosci trzynastu pierwiastkow w probkach zidt oraz
w ekstraktach ziolowych. Wykonata rowniez analize specjacyjng kadmu i olowiu (Cd*, Pb*" i
(CH3)3Pb") z zastosowanemu techniki sprzezonej: wysokosprawna chromatografia cieczowa -
spektrometria mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprzezonej z oktopolowa komora
reakcyjng (HPLC/ICP-DRC-MS).

Recenzowana praca, przygotowana w formie monografii, posiada 206 stron
maszynopisu, wraz z tabelami (38), rycinami (60) i spisem literatury. Na opracowanie
literaturowe przeznaczono 68 stron. Koncepcja pracy jest ustawiona wedtug nastepujgcego
uktadu: 1) Wstep; 2) Czesc literaturowa; 3) Cel pracy; 4) Czgs$¢ eksperymentalna, zawierajgca
omdwienie wynikéw, podsumowanie wraz z wnioskami oraz spis cytowanej literatury.
Uzupelnienie stanowi wykaz dorobku naukowego wraz z zyciorysem Autorki rozprawy oraz
lista stosowanych skrotéw. Praca zostala zredagowana starannie, napisana poprawnym
jezykiem i przystepnie. Przedstawia omawiang problematyke w odniesieniu do odpowiednio
dobranego pi$miennictwa krajowego i zagranicznego; obejmuje szeroki zakres badan
eksperymentalnych.

Autorka w czesei przegladowej w kompetentny, wyczerpujacy i interesujacy sposob
dokonala przegladu literaturowego. Te czg$é pracy podzielono na kilka podrozdziatow, w
ktérych opisano zrédla i znaczenie pierwiastkow w zywnosci, rodzaje zywnosci, specjacje,
zanieczyszczenie Srodowiska, biotransformacje pierwiastkow toksycznych w organizmach
zywych (wraz z ich wzajemnymi korelacjami), przeciwdziatanie zatruciom i ich leczenie oraz
uregulowania prawne dotyczgce pierwiastkéw toksycznych w zywnosci. W kolejnych
rozdzialach Doktorantka skupila sie na oméwieniu stosowanych procedur analitycznych. Na
poczatek opisala etap przygotowania probek do analizy, wymieniajac systemy mineralizacji
stosowane do rozkladu prébek zywnoéci i dokonujgc ich charakterystyki. Nastepnie
wymienione zostaly techniki analitycznej spektrometrii atomowej (absorpcyjnej - AAS oraz
optycznej emisyjnej - ICP OES), a takze spektrometrii mas (ICP-MS) i neutronowej analizy
aktywacyjnej (INAA), umozliwiajace oznaczanie pierwiastkéw w materiale roslinnym.
Kolejny rozdzial poswigcono zagadnieniom zwigzanym z analiza specjacyjng. Podkreslono
znaczenie odpowiedniego przeprowadzenie probki do roztworu, ktére nie doprowadzi do
przeksztalcenia form pierwiastkéw obecnych w prébce w inne, zakldcajae tym samym wyniki

analizy. Nastepnie Autorka wskazala na konieczno$¢ stosowania technik sprzezonych
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(taczonych), pozwalajgcych na rozdzielenie oznaczanych skladnikéw, a nastgpnie na ich
detekcje. Opis uzupetniono Tabelg numer 15, prezentujaca opracowane metodyki oznaczania
kadmu i otowiu w réznego rodzaju probkach srodowiskowych i zywnosci z uwzglednieniem
sposobu przygotowania materiatu badanego do analizy i zastosowanej techniki taczone;.
Przeprowadzong analize danych literaturowych oceniam bardzo wysoko. Autorka cytuje
wlasciwe dane bibliograficzne, obejmujace aktualne i istotne pozycje zwigzane z omawiang
problematyka.

Cze$¢ eksperymentalng poprzedza ,,Cel pracy”, w ktorym Autorka jasno sformutowata
zakres prac ktorym bylo: oznaczenie catkowitej zawartosci pierwiastkow fizjologicznych,
obojetnych 1 wywotujacych efekty toksyczne w probkach zidt pochodzenia chinskiego, a
takze oznaczenia trzech form specjacyjnych: Cd*, Pb* i (CH3):Pb'. Cel gléwny zostat
poszerzony o badania zaleznosci miedzy pierwiastkami (dziatanie antagonistyczne lub
synergistyczne) z zastosowaniem metod chemometrycznych.

Na kolejnych stronach Doktorantka przedstawita spis stosowanej aparatury 1
odczynnikow. Materiat badawczy stanowity, handlowo dostepne, mieszanki zi6l, herbaty oraz
czescei ziok: korzenie, klacza, todygi, owoce i liscie. Probki poddano mineralizacji na mokro w
systemie zamknietym z ogrzewaniem mikrofalowym w celu oznaczenia catkowitej zawartosci
trzynastu pierwiastkéw. Oznaczanie przeprowadzono w dwoch seriach za pomocg
spektrometru mas z jonizacjg w plazmie indukcyjnie sprzezonej wyposazanego w oktopolowa
komore reakcyjng (ICP-ORS-MS) w trybie standardowym (Se i Cd) oraz helowym (Pb, Ba,
Sr, As, Cu, Zn, Ni, Co, Mn, V i Mg).

Probki korzeni poddano procedurze ekstrakcji w wodzie demineralizowanej w celu
przeprowadzenia analizy specjacyjnej w przesaczu oraz do okreslenia catkowitej zawartosci
pierwiastkow (przesgcz z dodatkiem kwasu azotowego V). Kalibracj¢ przeprowadzono
metodg krzywej wzorcowej, a dodatkowo wprowadzano roztwdr rodu, petnigcego role wzorca
wewnetrznego.

Przeprowadzono walidacje¢ zaproponowanej procedury analitycznej. W tym celu wyznaczono
granice wykrywalnosci i oznaczalnodci, zakres roboczy, precyzje i poprawno$é. Spojnosé
pomiarowg zapewniono, stosujac trzy, odpowiednio dopasowane pod wzgledem matrycy,
certyfikowane materialy odniesienia o najwyzszej jakosci metrologicznej: mieszanka zidt
polskich (Mixed Polish Herbs, INCT-MPH-2), liscie jabloni (Apple Leaves, 1515 NIST,
USA) oraz liscie szpinaku (Spinach Leaves, 1570A NIST, USA).

Z powodzeniem oznaczono calkowitg zawarto$¢ pierwiastkow w materiale roslinnym. Anality

podzielono na trzy grupy: majgce dziatanie toksyczne nawet w niewielkich ilosciach (As, Cd,

3



Pb i Ni), pierwiastki korzystne fizjologicznie (Mg, V, Mn, Co, Cu, Zn i Se), aktywujgce
procesy metaboliczne, ale rowniez w wysokich ilosciach mogace by¢ szkodliwe zardéwno dla
cztowieka, jak i roslin, oraz pierwiastki obojetne (Sr, Ba), ktore sg nieszkodliwe lub stabo
toksyczne.

Wykazano wysoki poziom zawartosci arsenu i kadmu - w 30% probek byta wyzsza niz 0,25
mg kg As, a w przypadku kadmu w 20% probek przekraczala wartosé 0,25 mg kg™

Wysoka ilos¢ niklu zauwazono w probkach herbat (zielonej 1 czerwonej), natomiast w zadne;j
prébee nie przekroczona zostata dopuszezalna maksymalna zawartosé ofowiu (10 mg kg™'s.m.
wg WHO).

Nastepnie przeprowadzono analize pierwiastkowa w probkach korzeni (dwie partie zakupione
w 2020 1 2021 roku), ze szczegélnym uwzglednieniem skiadnikéw toksycznych,
kumulujgcych si¢ w tej czesci rosliny. Uzyskane wyniki mieszczg si¢ w zakresach podanych
w danych literaturowych.

Autorka przeprowadzila réwniez badania wzajemnej zaleznosci oznaczanych sktadnikow w
ziotach, mieszankach =zi6l, herbatach oraz korzeniach zidl. Zastosowanie metod
statystycznych (analiza zmiennych kanonicznych 1 efektéw interakcji, analiza regresji
wielokrotnej) pozwolila na wskazanie korelacji miedzy pierwiastkami (dziatanie
synergistyczne badz antagonistyczne) z uwzglednieniem partii prébek. Wykazano istotne
zalezno$ci miedzy pierwiastkami we wszystkich korzeniach: Mg z Sr; V z Pb, Asi Ba; Mn z
Pb; Fez As1Ba; CozNiiSr, CuzPb, CdiAs; Zn z Pb, Cd, Asi Ba.

W kolejnym etapie prac wykonano analiz¢ specjacyjna kadmu i otfowiu (Cd**, Pb*" i
(CH3);Pb") w dziesieciu probkach korzeni ziél, w ktérych uprzednio okreslono calkowita
zawarto$¢ analitow. W tym celu przeprowadzono ekstrakcje w warunkach typowych dla
przygotowania naparéw ziotlowych przez konsumentéw (woda podgrzana do temp 100°C).
Przed przystapieniem do pomiaréw zoptymalizowano szereg parametrow wpltywajacych na
prace spektrometru mas (polozenie palnika plazmowego, moc wyladowania, przeptyw gazu
nosnego/plazmowego (argon) oraz reakcyjnego w komorze DRC (tlen), napigcie na
soczewkach ogniskujacych jony, napiecie pradu statego kwadrupola w komorze reakcyjnej), a
takze na jakos$¢ rozdzialu chromatograficznego: dobor kolumny i sktadu fazy ruchomej
(rodzaj eluenta, pH, szybkos¢ przeptywu).

Przeprowadzono walidacj¢ opracowanej procedury analitycznej z zastosowaniem techniki
taczonej HPLC-ICP-DRC-MS. W tym celu oszacowano rozdzielczos¢ sygnalow
chromatograficznych, liniowos¢ krzywych kalibracyjnych, granice wykrywalnosei i

oznaczalnosci, precyzje i odzysku dodanych analitow.



Zastosowanie fazy ruchomej (pH 4,4) o skiadzie 40 mmol L' EDTA, 20 mmol L' TMAH,
10 mmol L' kwasu szczawiowego pozwolilo na rozdzielenie oznaczanych skladnikow w
jednym cyklu pomiarowym, w krotkim czasie (ponizej 2 minut), z dobrg czulodcig i przy
niskim zuzyciu odczynnikow.

Opracowang i zwalidowang metodyke zastosowano do oznaczania form specjacyjnych kadmu
i olowiu. We wszystkich badanych probkach uzyskano jedynie sygnaly analityczne
pochodzace od Cd*" (zawartosci w zakresie 3,3£0,7 - 1089 ug kg s.m.) i Pb*" (zawartoscei
w zakresie 5,1+1,1 - 23,4+1,9 ug kg™' s.m.), a nie stwierdzono obecnosci (CHz):Pb". Srednie
udziaty zawartosci oznaczonych form specjacyjnych wyniosty 59% dla kadmu i 59% dla
olowiu.

Metodyka badan przedstawiona przez Autorke nie budzi moich zastrzezen.
Opracowanie procedur analitycznych bylo przeprowadzone konsekwentnie, logicznie i w
petni zgodne z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej. Rezultaty prac przedstawione sa w
sposob czytelny, wskakujac na bardzo dobra znajomoscia omawianej tematyki i umiejetnosé
stosowania metod statystycznych.

Wyniki prezentowane w kolejnych rozdziatach czesci eksperymentalnej, w postaci szeregu
tabel i wykresow, zostaly za kazdym razem wnikliwie omowione i skonfrontowane z
dostepnymi danymi literaturowymi. Pani Magister nie ograniczyta si¢ jedynie do opracowania
procedur analitycznych i zastosowania odpowiedniego instrumentarium analitycznego (w tym
techniki faczonej), co juz stanowi duze wyzwanie, ale takze opisala zrédla pierwiastkow
toksycznych w badanym materiale, mozliwo$¢ i miejsca ich kumulacji, a takze sposob

wchianiania w organizmie ludzkim.

Do obowigzkéw recenzenta nalezy rowniez odnalezienie w pracy niedoktadnosci,
btednych czy dyskusyjnych sformutowan oraz btedéw literowych. Praca zostala zredagowana
starannie i poza nielicznymi drobnymi bledami edytorskimi, ktore nie wplywaja na odbiér
pracy, nie zauwazylem wiekszych uchybien.

Mam jednak kilka uwag, pytan oraz watpliwosci, ktére przedstawiam ponizej:

- w calej pracy, wielokrotnie pojawia sie sformutowanie ,,0znaczanie ilosciowe”;

- Autorka stosuje zapis skrétu techniki ICP-OES, sugerujacy, ze jest to technika taczona
(sprzezona);

- w rozdziale ,,Metody pozyskiwania skladnikéw aktywnych roslin” przedstawiono procedury
W sposOb utrudniajacy zrozumienie, czy stuza one do celéw spozywczych czy

laboratoryjnych (analitycznych);



- str. 157 Autorka pisze, ze zastosowano ,.cyklonowg komore mgielng z koncentrycznym
atomizerem”. Opisany uklad nie stuzy do atomizacji (wytworzenia ,,wolnych” atomow), lecz
do przeksztalcenia probki cieklej w aerozol;
- czy w procedurze przygotowania prébek, opisanej na str. 93, uzyskano catkowity
mineralizacje materialu  ro$linnego? Nie podano warto$ci mocy promieniowania
mikrofalowego;
- jaka metode optymalizacji zastosowano do ustalenia parametrow wptywajacych na
efektywnos$¢ rozdziatu chromatograficznego i prace spektrometru?
- str. 173- nazwa techniki konwersji analitow ,.generacja wodorkéw” powinna by¢ zastgpiona
sformutowaniem ,,generowanie wodorkéw”. Jednak w przypadku oznaczania kadmu w formie
gazowej, najtrafniejsza byltaby nazwa ,,chemiczne generowanie par”™;
- jaka byta rola w opracowanej metodyce dwoch certyfikowanych materialéw odniesienia:
SLRS-6 River Water oraz TM-27.3 fortified diluted lake Ontario water?
- granice wykrywalno$ci i oznaczalno$ci umieszczone w tabelach mozna byto dodatkowo
wyrazi¢ w przeliczeniu na mase, co utatwitoby odniesienie do wynikow oznaczen;
- jaki wplyw na wybrang szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej ma koniecznos¢ zapewnienia
efektywnej pracy rozpylacza (Tabela 18 oraz 35 i Rysunek 54)?
- nie przeprowadzono dyskusji dotyczacej wptywu zastosowanych odczynnikow, zwlaszcza w
stosowanej technice sprzezonej na warto$¢ sygnatu analitycznego Slepej probki;
- nie omoéwiono réwniez efektow pamieciowych, ktore moga odgrywaé istotna role przy
niskich przeptywach roztworéw (ponizej 1 mL min™);
- zapis wynikdw z r6zng liczbg cyfr znaczacych, np. tabele nr 21 1 33;
- niekonsekwentny zapis jednostek: litr pisany wielka litera, a czasami matg, np. rysunek 59
oraz str. 181.

Powyzsze uwagi w zadnym stopniu nie umniejszaja wysokiego poziomu

merytorycznego dysertacji, a jedynie maja stanowi¢ przyczynek do dyskusji.

Pani Elwira Koko jest wspotautorka trzech prac naukowych, zwigzanych tematycznie
z problematyka podjeta w recenzowanej dysertacji, opublikowanych w czasopismach Journal
of Elementology (w 2020 roku), Scientific Reports (w 2021 roku) i Talanta Open (w 2022
roku). Pelila réwniez role wykonawcy w projekcie Narodowego Centrum Nauki OPUS-13.
Dorobek uzupelniajg: wielokrotny udziat w konferencjach krajowych i zagranicznych,

ukonczone szkolenia i kursy w kraju i zagranicg, odbyte staze oraz przyznane nagrody



(stypendium naukowe Rektora UAM, nagroda za prezentacje konferencyjna i nagroda
zespotowa przyznana przez Rektora UAM za osiggniecia naukowe).

Podsumowujgc, moge jednoznacznie stwierdzié, ze efekty prac badawczych
zaprezentowane w przedlozonej dysertacji, stanowiag istotny wkiad w rozwdj chemii
analitycznej poprzez opracowanie nowych metodyk z zastosowaniem nowoczesnego
instrumentarium analitycznego (w tym technik sprze¢zonych). Nalezy takze podkresli¢, ze
wyznaczony cel pracy zastal w pehlni zrealizowany.

Uwazam, ze rozprawa pt.. “Badanie pierwiastkow toksycznych i fizjologicznych w
ziotach. Procedury analityczne, zaleznosci, analiza specjacyjna otowiu i kadmu”
przedstawiona przez Pania Mgr Elwire Koko spelnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim okre§lone w Ustawie z 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce. Stanowi bowiem, oryginalne rozwigzanie zagadnienia naukowego oraz wykazuje
niezbedng og6lng wiedze teoretyczng Autorki i umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze zastuguje w pelni na dopuszczenie
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage poziom skomplikowania podjetego problemu
analitycznego, szeroki zakres prac doswiadczalnych i obliczeniowych wykonanych przez
Doktorantke, uzyskane wyniki oraz fakt iz zostaly juz opublikowane, chciatbym wystapic¢ z

wnioskiem o wyrdznienie recenzowanej pracy.

Poznan, 6 grudnia 2023 roku



