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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. inz. Ernesta Pujszo pt.: ,,Analiza niskorozdzielczych widm mas
zwiazkow metaloorganicznych metodami chemometrycznymi”, wykonanej na Wydziale
Technologii Chemicznej, Politechniki Poznanskiej pod kierownictwem promotora dr hab.
Jacka A. Szymury, prof. nadzw. UTP

Tematyka pracy doktorskiej mgr. inz. Ernesta Pujszo dotyczy spektrometrii mas, MS,
jako metody analitycznej, w aspekcie dziatan zmierzajacych do zwigkszenia jej informatywnos$ci
zwigzanej z identyfikacja zwigzkéw chemicznych oraz wyjasnieniem ich struktury. Metoda MS,
ze wzgledu na bardzo wysoka czulos¢ przyrzadu (pg), jest powszechnie wykorzystywana do
wykrywania obecnos$ci ultrasladowych ilosci zwiazkéw chemicznych. Do licznych zastosowan
MS naleza badania identyfikacji zwigzkéw chemicznych, ustalenia ich struktury, sktadu
pierwiastkowego lub izotopowego. Ponadto, nalezy wskazaé¢ takie obszary zastosowan jak:
proteomika, kontrola jakos$ci zywnoS$ci, badania w zakresie toksykologii 1 ochrony Srodowiska

oraz badania antydopingowe.

Zgromadzone widma mas dla wybranych klas zwiazkow organicznych umozliwity poznanie
og6lnych praw fragmentacji jonéw i sformutowanie (McLafferty, 1963) regut rozpadu, co
znaczaco przyczynito si¢ do wyjasniania struktury wielu zwigzkéw chemicznych, glownie
organicznych. Rozw¢j komputerow i szybkie  powickszanie ich pamigci i zdolnosci
obliczeniowych oraz zwigzane z tym mozliwos$ci zapisu i gromadzenia ogromnej ilosci danych,
zastapily reczne procedury analizy widm i spowodowaly wyrazny wzrost wykorzystania
cyfrowych bibliotek, w ktorych zgromadzono ogromng ilo$¢ (kilkaset tysiecy) referencyjnych
widm mas. Wiekszo$¢ z tych kolekcji zawiera widma niskiej rozdzielczosci (LR - low
resolution) wykonane technikg jonizacji strumieniem elektronow (EI - electron ionization).
Stuza one jako wzorce, z ktorymi pordwnuje si¢ widma mas substancji nieznanych celem ich
identyfikacji. Ponadto, co nalezy podkresli¢, stanowig one cenne zbiory danych dla wielu metod

chemometrycznych, ktorych wykorzystanie umozliwia ustalenie budowy zwigzku chemicznego
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W oparciu o rozpoznane w nim fragmenty struktury, tj. podstruktury, ktére nie zawsze oznaczaja
grupy funkcyjne. Metody te sg szczegdlnie pomocne wowczas, gdy widmo badanego zwigzku
nie wystepuje w dostepnych bibliotekach danych.

Przedmiotem rozprawy doktorskiej mgr. inz. Ernesta Pujszo jest analiza
niskorozdzielczych widm mas, wykonanych technikg jonizacji strumieniem elektronéw (EI), za
pomoca polaczonych metod chemometrycznych i obejmuje organiczne pochodne trzech
wieloizotopowych metali Sn, Fe oraz Ni. Autora rozprawy dokonujagc wyboru do analizy
chemometrycznej widm mas zwigzkow organicznych tych trzech metali kierowal w gtownej
mierze zréznicowaniem ich profili izotopowych. Mianowicie cyna wykazuje najbogatszy profil z
10 trwatymi izotopami, zelazo ma ubogi profil, tzn. (4 trwale izotopy) przypominajacy wegiel,
podczas gdy nikiel — $rednio liczny profil z 5 trwatymi izotopami. Autor wskazuje tez inne
argumenty na dokonany wybor, tj. wysoka aktywno$¢ biologiczng i duze znaczenie zwigzkow
tych metali w gospodarce cztowieka oraz mozliwos¢ ich uzycia w analityce srodowiskowej
realizowanej z uzyciem spektrometrii mas.

Niskorozdzielcze widma MS zwigzkéw organicznych charakteryzuja si¢ Sstosunkowo
prostym charakterem ze wzgledu na obecno$¢ pierwiastkow takich jak: C, H, O, N, S, ktore maja
dwa naturalne izotopy 0 znaczacych udziatach procentowych, przy czym jeden z nich stanowi
form¢ dominujacg. Natomiast w przypadku widm pochodnych metaloorganicznych metody ich
analizy staja si¢ znacznie bardziej skomplikowane. Ich ztozony obraz jest wynikiem
wystgpowania licznych sygnatow od wieloizotopowych metali, a ponadto komplikuja go
interferencje pochodzace od produktow roéznych reakcji nastgpczych, w gldwnej mierze
hydrogenacji i dehydrogenacji, zachodzacych w komorze jonizacyjnej spektrometru.
Obserwowane widma maja zatem zlozone, trudne do analizy pasma, bedace wynikiem
naktadania si¢ sygnatow pasm prostych, pochodzacych od dwoch lub wigcej jonow. Wiasnie
trudnosci dotyczace wyjasniania skomplikowanych zaleznosci pomiedzy struktura zwigzku a
jego widmem, problemy podobienstwa widm oraz brak ogolnych regul opisujacych procesy
fragmentacji zwigzkow metaloorganicznych, a takze ciagle stosunkowo skromna ich
reprezentacja w bazach danych widm mas stanowig gtowne przeszkody na drodze do
opracowania efektywnych metod analizy tych widm. Z tego wzgledu zagadnienia obejmujace
poszukiwanie korelacji w relacji widmo — struktura oraz opracowanie schematow fragmentacji
zwiagzkow metaloorganicznych, w odniesieniu do licznych serii widm, jest waznym zadaniem

badawczym.
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Mgr. inz. Ernest Pujszo podjat w tym zakresie wyzwanie badawcze w ramach swojej
dysertacji doktorskiej, w nadziei uzyskania wielu cennych informacji utatwiajacych ustalanie
struktur nieznanych zwigzkow chemicznych. Zasadniczym celem studiéw byto zweryfikowanie
odpowiedzi na pytanie: czy uzycie odpowiedniej kombinacji metod chemometrycznych (juz
istniejacych) do analizy serii widm mas organicznych pochodnych metali pozwala na

rozroznienie wsrod nich grup o tych samych podstrukturach oraz dokonanie ich klasyfikacji?

Recenzowana praca doktorska jest napisana wedlug typowego schematu 1 zawiera spis tresci,
cel i zakres pracy oraz dobrze ,,zbilansowang” czg¢$¢ teoretyczng, zawierajaca charakterystyke
widm mas El (rozdz. 3), omodwienie pochodnych organicznych wybranych metali
wieloizotopowych wraz ze wskazaniem ich aktywnosci biologicznej i zastosowan (rozdz. 4).
Bardzo wazny jest rozdziat 5, ktory przedstawia i charakteryzuje metody chemometryczne uzyte
w pracy do analizy widm mas badanych zwigzkéw. W dalszej, zasadniczej czeSci rozprawy
Autor dokonuje analizy widm mas EI zwiazkéw metaloorganicznych polaczonymi metodami
chemometrycznymi a nastepnie przedstawia wnioski, prawidlowo zestawiony spis cytowanej
literatury (148 pozycji), spisy tabel i rysunkoéw oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim.
Cato$¢ materiatu dysertacji zamieszczona jest na 123 stronach, z zachowaniem wtasciwych
proporcji pomiedzy poszczegélnymi czgsciami rozprawy. W rozdziale 4, Doktorant
charakteryzujac widma mas omawia m.in. procesy fragmentacyjne, rodzaje widm mas
uwzgledniajac ich rozdzielczo$¢, biblioteki widm oraz interpretacj¢ widm mas zwigzkow
organicznych metaloorganicznych. Wyjasnia rowniez dekonwolucje interferencji izobarycznych
w widmach mas oraz eliminacje interferencji jonow M-nH w pasmach niskorozdzielczych widm
mas. W rozdziale 5 omawia kolejno metody chemometryczne stosowane gtownie do analizy
widm mas zwigzkow organicznych, ktoére Autor pracy wykorzystat do realizacji wytyczonego
celu. Krotko przedstawia takie metody jak: (i) analiza sktadu pasm widmowych dla jednego
pasma (BCA - band composition analysis) wraz z uwzglednieniem teoretycznych podstaw tej
procedury oraz przyktadowymi obliczeniami realizowanymi przez algorytm BCA w procesie
dekonwolucji widma zwigzku metaloorganicznego, (ii) program MassFeatGen — stuzacy do
wyznaczania cech spektralnych obliczonych dla calego widma mas, (iii) analiz¢ gléwnych
sktadowych (PCA - principal component analysis) oraz (iv) analiza wigzkowa (CA - cluster

analysis). Rozdziat obejmuje analiz¢ widm mas EI zwigzkéw metaloorganicznych pochodnych
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organicznych wymienionych wczesniej metali: cyny, zelaza i niklu, wykazujacych zréznicowane
profile wieloizotopowe, potaczonymi metodami chemometrycznymi.

Mgr inz. Ernest Pujszo przedstawil jasno zdefiniowany plan badan, polegajacy na
wykonaniu kolejnych, logicznie zaprojektowanych zadan. Na poczatku Doktorant wykonat
analize serii widm dla pochodnych trimetylocyny za pomocg potaczonych metod MassFeatGen —
PCA. Nastepnie, powtorzyl chemometryczng analiz¢ tych samych widm stosujgc polgczone
metody BCA — PCA — CA. Kolejny etapu planu badan obejmowatl analiz¢ zestawu widm
pochodnych organicznych zelaza, wytypowany ze wzgledu na podobienstwo profilu
izotopowego tego metalu do profilu wegla; obydwa te pierwiastki w widmie mas wykazuja
obecno$¢ jednego z izotopéw o dominujgcym udziale. Nastepnie widma te poddat analizie za
pomocg metod MassFeatGen — PCA stosowanych dotychczas wylacznie do zwigzkow typowo
organicznych, zmieniajac wartosci liczbowe w parametrach cech spektralnych zdefiniowanych w
MassFeatGen. W ostatnim etapie przeprowadzitl analize¢ oddzielnie dwoch serii widm

organicznych pochodnych niklu, stosujac kombinacje metod BCA — PCA — CA.

Praca doktorska mgr. inz. Ernesta Pujszo jest opracowaniem teoretycznym. Przeprowadzona
chemometryczna analiza niskorozdzielczych widm mas EI pochodnych organicznych
wieloizotopowych metali Sn, Fe oraz Ni umozliwita mgr. inz. Pujszo zrealizowanie zatozonego celu
badawczego. Wykonane badania obejmowaty analiz¢ polegajaca na wykorzystaniu cech widmowych
umozliwiajacych dokonanie klasyfikacji zwiazkéw metaloorganicznych. Autor rozprawy uzyskat
interesujace Wyniki, niektore z nich maja znamiona nowosci naukowej. Do najwazniejszych nalezy
zaliczy¢:

1. Zidentyfikowanie obecnosci wspolnych podstruktur w  kilku seriach zwigzkéw

metaloorganicznych dla zbadanych widma z uzyciem réznych kombinacji potaczonych

metod chemometrycznych.

2. Wpykazanie, ze kombinacja metod chemometrycznych BCA — PCA — CA stanowi optymalne
podejscie umozliwiajace skuteczng klasyfikacje zwigzkéw metaloorganicznych metali

wykazujacych bogate i zréznicowane profile izotopowe, tj. Ni i Sn.

3. Sformutowanie wniosku, w oparciu o sluszne zatozenie uwzgledniajace duze podobienstwo
profili izotopowych Zelaza i wegla, ze kombinacja metod MassFeatGen — PCA, stosowana
dotychczas dla widm mas zwigzkéw typowo organicznych. Metodyka ta okazata si¢ tez

skuteczna w przypadku badania widm mas organicznych pochodnych Zelaza.
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. Wykazanie, ze PCA jest bardzo czula na jako$¢ danych wejsciowych, co oznacza zasadno$¢
przeprowadzania wstepnej weryfikacji jakosci widm w serii badawczej. Dla zrealizowania
tego celu korzystne jest opracowanie nowej metody chemometrycznej opartej na analizie

profili izotopowych.

. Wykorzystanie polgczonych metod chemometrycznych moze by¢ uzyteczne przy ocenie
jakosci widm pochodzacych z réznych bibliotek danych. Autor rozprawy wykazat to na

przyktadzie analizy widm dla pochodnych organicznych zelaza.

. Wizualna ocena grupowania si¢ punktow odpowiadajagcych widmom zwigzkéw tej samej
klasy na wykresach PCA jest w niektorych przypadkach niepelna i moze prowadzi¢ do
blednych wnioskéw. Autor rozprawy stusznie zaleca w takich przypadkach wykonanie

dendrogramu hierarchicznego z uzyciem analizy wigzkowej CA.

. Wykazanie potrzeby ciagtego uzupetniania baz danych o widma kolejnych pochodnych

metaloorganicznych. Takie dziatania umozliwiaja coraz skuteczniejsza klasyfikacje juz

istniejacych oraz nowych grup tych zwigzkow w oparciu o ich widma MS.

W tym miejscu chciatbym poczyni¢ kilka uwag, gtownie o charakterze dyskusyjnym,
oraz pytan. Spodziewam si¢, ze mgr inz. Ernest Pujszo odniesie si¢ do nich podczas obrony.
1. Uzycie metod chemometrycznych w zastosowaniach analitycznych MS  oprocz
wymienionych juz zalet charakteryzuje si¢ pewnymi ograniczeniami 1 utrudnieniami.
Przyczyna ich jest fakt, ze podstawowy material badawczy do niniejszej pracy stanowity
referencyjne widma mas pochodnych cyny, zelaza i niklu zgromadzone i skatalogowane w
renomowanych bibliotekach (bazach widm) w postaci cyfrowej National Institute of
Standards and Technology (NIST02 oraz NISTO08). Bazy widm zawieraja niekiedy wyniki
nadmiernie uproszczone o jakosci niewystarczajacej do prawidlowej klasyfikacji i sa
nieprzydatne do celow chemometrycznej analizy niskorozdzielczych widm mas El pochodnych
organicznych wieloizotopowych metali. Metody chemometryczne umozliwiaja wyeliminowac
szereg btedow w widmach, uwzglednionych w wartosciach indeksu jakosci, bedacych wynikiem
wadliwej kalibracji spektrometru mas lub nieprawidtowego zapisu danych. Pozwalaja wskaza¢ na
wystepowanie uszkodzen sygnatow powstalych w nastepstwie btedéw popetnianych w
procesie rejestracji 1 konwersji widm oraz potwierdzi¢, ze przyczyng wystepowania punktow
odbiegajacych wyraznie od skupisk oznaczonych na wykresach PCA sa bledne wartosci

intensywnos$ci wzglednych sygnatow w analizowanym widmie mas. Zdaniem recenzenta w
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takich przypadkach wtasciwa weryfikacja widm zwigzana bytaby z konieczno$cig wspotpracy
z laboratorium dysponujacym spektrometrem mas oraz wykonywaniem widm
doswiadczalnych. Zdaje sobie jednak sprawe, ze ten bardzo pomocny fakt zwickszatby
jednoczesnie praco- €zaso- i kosztochtonno$¢ badan.

2. Relacja pomigdzy widmami wysokiej i niskiej rozdzielczosci podczas uzycia metod
chemometrycznych do analizy widm mas organicznych pochodnych metali moze wptywac na
uzyskiwang informatywnos$¢ analityczng, tj. na rozréznienie wsrod grup o takich samych
podstrukturach (i na dokonanie ich klasyfikacji). W jaki sposob?

3. Sktad wieloizotopowego jonu wywiera wplyw na ksztalt pasma jonu masowego, w jakich
przypadkach jest on istotny?

4. Sposob upraszczania widma masowego w celu dokonania wyboru (eliminacji) sygnatow
istotnych dla poprawnosci interpretacji ma zapewne wpltyw na ujawnianie cech widmowych.
Do jakich uogolnien prowadza zdobyte przez Autora w tym zakresie doswiadczenia?

5. Relacje pomi¢dzy rozdzielczoscia a doktadnoscig lokalizacji sygnalu w widmie masowym
skutkuje efektami obliczeniowymi. Jak mozna je scharakteryzowac?

6. Co sadzi Autor o mozliwosci wilgczenia analizy czynnikowej, zwlaszcza wspomagane;j
komputerowo (computer assisted target factor analysis), do wykonywanych obliczen w

kontekscie utatwienia analizy widm MS w obszarze badan obejmujacym dysertacje?

Chciatbym z uznaniem stwierdzi¢, ze niniejsza rozprawa doktorska jest interesujaca, napisana
niezwykle starannie, bardzo dobrym stylem i profesjonalnym jezykiem. Nie znalaztem w niej
niemal zadnych uchybien jezykowych. Jedyne moje uwagi dotycza: ulubionego sformutowania
Autora: ,,multiizotowopowy” zamiast “wieloizotopowy” oraz uzytego dwukrotnie niezrgcznego
zwrotu (str. 95, 96): ,, ...atom N potaczony jest z dwoma weglami oraz fosforami”.. zamiast

»--.atom N potaczony jest dwoma atomami wegla oraz atomami fosforu”

Poczynione uwagi, zaréwno krytyczne jak i dyskusyjne nie zmieniaja jednak mojej
pozytywnej opinii o wartosci naukowej rozprawy doktorskiej mgr. inz. Ernesta Pujszo. Jego
rozprawa wskazuje kierunek mozliwosci rozwoju nowych procedur chemometrycznej analizy
widm mas organicznych pochodnych wieloizotopowych metali i niewatpliwie przyczynia si¢ do

ich rozwoju. Wczesniej juz wskazatem na jej elementy nowosci naukowe;.
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W swoich badaniach Autor rozprawy trafnie wykorzystywat liczne, zwlaszcza
fundamentalne prace badawcze Varmuzy, adekwatne do zakresu badan zrddia literaturowe,
konfrontujac otrzymane wyniki z danymi innych autoréw. Dzigki umiejetnej i wnikliwej dyskusji
uzyskanych wynikow, osiggnat cel pracy poparty prawidlowymi wnioskami. Pragne dodaé, ze
fragmenty pracy doktorskiej s3 juz przedmiotem dwoch wydanych drukiem wspdlnych
publikacji w czasopismach 0 zasiegu ogdlnopolskim oraz trzech komunikatow prezentowanych
na konferencjach mi¢dzynarodowych. Mgr inz. Ernest Pujszo jest we wszystkich przypadkach

pierwszym wspotautorem.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiong do recenzji dysertacje doktorska mgr. inz.
Ernesta Pujszo oceniam pozytywnie. Uprzejmie informuje Wysoka Rad¢ Wydziatu Technologii
Chemicznej, Politechniki Poznanskiej, ze spetnia ona wszelkie wymogi Stawiane rozprawom
doktorskim (okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14.03.2003r. “O stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. nr 65/03, poz. 595)
1 w rozporzadzeniu Ministra Edukacji Narodowej i Sportu z dnia 15.01.2004r. (Dz. U. nr 15/04,
poz. 128) oraz rozporzadzeniu Ministra Edukacji i Nauki z dnia 15.12.2005r. (Dz. U. nr 252/05,
poz. 2125) ,,W sprawie szczegdlowego trybu prowadzenia czynno$ci w przewodach doktorskim
1 habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytulu profesora”) i z wnosz¢ o dopuszczenie

mgr. inz. Ernesta Pujszo do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



