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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Malgorzaty Wielgus pod tytulem 
„Eksperymentalne badania dwufotonowych widm absorpcyjnych molekul w roztworach: 

solwatochromizm dwufotonowy'", 
wykonanej w Zakladzie Chemii Fizycznej i Kwantowej 

Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej 
pod kierunkiem prof. dr. hab. inz. Wojciecha Bartkowiaka. 

Recenzowana praca, choc miesci si? zaledwie na 130 stronach (+ 27 stron 
zal^cznikow i spisu cytowanej literatury) i napisana jest poprawnym j?zykiem, wymagala 
bardzo duzej uwagi przy czytaniu, bowiem zawiera ogrom informacji, tak teoretycznych, jak i 
eksperymentalnych. 

Uklad pracy jest typowy: cz?sc teoretyczna - 30%, metodologia - 8%, badania wlasne 
- 32%. Reszt? stanowi% wst?p, spis oznaczeh, wykazy tabel i rysunkow takze charakterystyka 
wykorzystywanych rozpuszczalnikow. Spis literatury, adekwatny do planowanych badan, 
obejmuje 346 pozycji z lat 1878 (pierwsze wzmianki o solwatochromii) do 2015 (badanie 
absorpcji dwufotonowej). Szata graficzna jest przejrzysta, rysunki czytelne. 

Nie trzeba nikogo przekonywac, ze zagadnienia oddzialywania promieniowania 
elektromagnetycznego z materia ŝ  nie tylko wazne z punktu widzenia poznawczego, ale maj^ 
wplyw na wszelkie procesy zyciowe a stopien ich celowego wykorzystania przez ludzi 
decyduje o jakosci zycia i warunkuje poziom rozwoju cywilizacyjnego. Ogolnie dost?pne 
zrodlo tego promieniowania, to Slohce, b?dqce w wielu kulturach uwazane za Boga. 

Celem pracy mgr inz. Malgorzaty Wielgus bylo przeprowadzenie wlasnych badah 
wybranych barwnikow o udokumentowanym solwatochromizmie, pod k^tem absorpcji 
swiatlatypujednofotonowego (nazywanego w pracy absorpcjqliniow^) i wielofotonowego, w 
zamierzeniu dwufotonowego przy jednoczesnym zbadaniu wplywu na te procesy zmian 
stosowanych rozpuszczalnikow, uwidoczniaj^cych solwatochromizm badanych obiektow. 

Praktycznym dalekosi?znym celem prowadzonych badah moze bye nowy wariant 
fotodynamicznej metody leczenia niektorych schorzen. Dotychczasowe metody opieraj^ si? 
na stosowaniu odpowiednio dobranej dlugosci fall swiatla (przestrajane lasery) wzbudzaj^cej 
do stanu trypletowego barwnika kumuluj^cego si? w obszarze chorobowo zmienionym (np. 
guzie nowotworowym). Barwnikami takimi najcz?sciej pochodne porfiryny 
(hematoporfiryna i jej chemicznie modyfikowane pochodne), zas problem polega na tym, jak 
pomi?dzy silnymi pasmami absorpcyjnymi hemoglobin (z krwi t?tniczej i zylnej) przemycic 
promieniowanie absorbowane gl6wnie lub jedynie przez terapeutyczny barwnik - np. 
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porfiryn?. Taki barwnik wzbudzony w krotkim czasie przechodzi ze stanu singletowego w 
trypletowi i wowczas kontaktuj^c si? z naturalnym tlenem (tlenem trypletowym) w wyniku 
procesu zwanego anihilacj^_ trypletow generuje niezwykle aktywny i biotoksyczny tlen 
singletowy, usmiercaj^cy swoje otoczenie, zatem i guz nowotworowy. Tak jest w idei, jednak 
w praktyce terapeutyczna pochodna porfiryny jest obecna takze w zdrowych cz?sciach 
organizmu, zas cz?stotliwosc dobranego promieniowania nie eliminuje w petni jego absorpcji 
przez hemoglobiny. Po tym nieco przydlugim wywodzie, chc? podkreslic, ze zastosowaniu 
chwytu, jakim jest absorpcja dwufotonowa, moze pomoc w skutecznej walce z niektorymi 
nowotworami, a to jest wazki argument za docenieniem pracy przedstawionej przez Autork?, 
nie pomijaj^c jej calego aspektu poznawczego. 

We wczesnych latach 80. minionego wieku pojawiio si? entuzjastycznie przyj?te nowe 
zrodlo promieniowania - przestrajany laser oparty na krysztale szafiru domieszkowanego 
tytanem. Wczesniej stosowano malo stabilne przestrajane lasery barwnikowe, w ktorych 
najcz?sciej znajdowaly si? klopotliwe w pracy roztwory. Prace z wykorzystaniem tego 
nowego, bardzo wydajnego i trwalego zrodla doprowadzily do rozwoju metod impulsowych o 
nieznanej wczesniej dlugosci impulsu, mieszcz^cej si? w obszarze femtosekund. Ten nowy 
typ „lampy blyskowej" lub „stroboskopu" umozliwil obserwacj? podstawowych elementow 
reakcji chemicznych, zachowania pojedynczych atomow a nawet „sfotografowania" 
elektronu, czego dokonano na pocz^tku 2008 r. w Uniwersytecie w Lund, jednak juz w 
attosekundowej domenie czasowej, rozwijanej od 2006 roku. Od czasu przyznania w 1999 r. 
nagrody Nobla profesorowi Achmedowi Zewail nast^il lawinowy rozwoj badan w obszarze 
krotkich domen czasowych. Jedynym problemem bylo zdobycie srodkow na zakup i 
uruchomienie instalacji z przestrajanymi laserami femtosekundowymi lub jeszcze szybszymi. 

Autorka, jako obiekty badan wybrala trzy dobrze znane i badane barwniki: p-
nitroanilin? (pNA), 4-dimetyloamino-4'-nitrostilben (DANS) oraz betain? Dimrotha-
Reichardta (B30). Dla kazdego z nich wykonala badania absorpcji jedno i dwufotonowej w 
seriach wybranych rozpuszczalnikow. Wyznaczyla maksima energii przejscia a takze 
intensywnosci absorpcji (maksimum przekroju czynnego, zintegrowany wspolczynnik 
ekstynkcji a takze jego sil? oscylatora). 

Pomiarow dokonywala w instalacji typu Z-scan, zawieraj^cej laser 
subpikosekundowy, wzmacniacz parametryczny (element przestrajaj^cy i skracaj^cy impulsy 
lasera), oslabiacz wi^zki, zestaw luster, plytki swiatlodziel^ce, detektory promieniowania, 
soczewki i szczeliny (pinhole). Idea pomiaru polegala na umiejscowieniu roztworu barwnika 
w miejscu zogniskowania wi^zki lasera, co zapewnialo mozliwosc uzyskania dowolnie 
krotkich odst?p6w czasowych pomi?dzy kolejnymi fotonami padaj^cego w wybrany element 
przestrzeni zawieraj^cy barwnik. Jezeli odst?p czasowy jest porownywalny z czasem 
absorpcji (oddzialywania) pojedynczego fotonu (co wynika z jego dlugosci fall), to obiekt 
moze zaabsorbowac oba, przy czym energia fotonow moze si? podwoic i wzbudzic przejscie 
elektronowe dost?pne dla absorpcji jednofotonowej fall dwukrotnie krotszej. 

To, CO teraz napisalem, jest krotkim podsumowaniem teorii kwantowych, ktorych 
rozbudowany opis i dyskusj? przedstawila Autorka w recenzowanej pracy. Do tej cz?sci pracy 
nie b?d? si? ustosunkowywal szczegotowo, ale dostrzeglem, ze teoria przedstawiona jest 
wyrywkowo, koncowe rownania pojawiaj^ si? w formie gotowej, zas nie wszystkie 
oznaczenia ŝ  wyjasnione, a czasem tym samym symbolem oznaczono rozne terminy, jak 
wspolczynnik pola lokalnego i grubosc warstwy (str. 68). 
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W cz?sci przegl^dowej Autorka zebrala informacje o wielu zbadanych juz 
barwnikach. Na stronach 49 i 53 znajduj^ si? mi?dzy innymi wzory barwnikow 4 i 27, w 
ktorych wielokrotnosc podstruktury wynosi „n". Poniewaz ŝ  to konkretne zbadane zwi^zki 
(opisane w tabeli 2 - str. 37 i 40) nalezy podac, ile ta krotnosc w kazdym z przypadkow 
wyniosla. Autorka przedstawila takze zrodla wykorzystywanych empirycznych skal 
polamosci rozpuszczalnikow. Jedna ze struktur na rys. 7 str. 31 nie jest adekwatna do opisu. 

W cz?sci dotycz^cej stosowanej procedury, na str. 64 mowa jest o ewaluacji 
prowadzonej przy pomocy plytki kwarcowej o grubosci 4.66 mm. Jezeli nie byla ona 
wykonana ze szkla kwarcowego, a krysztalu nalezy podac orientacj? plaszczyzny ci?cia w 
stosunku do jego osi. 

Metoda wyznaczania sily oscylatora na podstawie widma wymaga calkowania pasma 
absorpcji w funkcji liczby falowej. Najpierw pasmo nalezy wydzielic, znajduj^c dla niego 
odpowiedni^ krzyw^ estymuj^c^. Gdy widmo przedstawiane jest w funkcji dlugosci fall, a 
tylko takie prezentowane ŝ  w pracy, nie uda si? dopasowac parametrow fvmkcji Gaussa, 
zatem i dokladniejsze catkowanie zawiedzie. Jak zatem calkowano? 

Przy badaniach DANS zastosowano chloroform, dichlorometan i DMSO. Dwa z 
wymienionych ŝ  niewdzi?cznymi rozpuszczalnikami: chloroform niestabilizowany 
alkoholem odszczepia chlorowodor, zas DMSO jest ekstremalnie higroskopijny. Zast?puj^c 
zwykly chloroform deuterowanym, ktory dzi?ki izotopowemu efektowi I-rz?du jest 
praktycznie trwaly, posiada tez bardzo zblizon^ polamosc, unikni?toby potencjalnych 
artefaktow. Jak pracowano zatem z wymienionymi rozpuszczalnikami? 

Wplywy rozpuszczalnikow na polozenie (liczba falowa maksimum) i intensywnosc 
(dziesi?tny molowy wspolczynnik ekstynkcji) najnizej energetycznego pasma DANS w 
funkcji polamosci z dobr̂ ^ dokladnosci^ opisano rownaniem czteroparametrowym, 
zwieraj^cym parametry kwasowy SA, zasadowy SB, polaryzowalnosciowy SP oraz 
dipolamosciowy SdP. Dla prezentacji skutecznosci estymacji tym rownaniem brakuje 
wykresu. Najprosciej byloby przedstawic wartosc doswiadczaln^ w funkcji wartosci 
estymowanej. Przeprowadzona na str. 81-82 a takze 90-91 dyskusja wplywu parametrow 
polamosci rozpuszczalnikow jest niepoprawna. W przypadku parametru o bardzo malej 
zmiennosci odpowiedni wspolczyrmik regresji moze przyj^c duze wartosci, co wcale nie 
oznacza dominuj^cego wplywu okreslonej cechy rozpuszczalnika na badan^ wielkosc. 
Prawidlowa dyskusja powirma bye poprzedzona normalizacj^ danego parametm do jego 
zmiennosci (pierwiastek z wariancji), lub poprzez pomnozenie uzyskanych w pracy 
wspolczyrmikow regresji przez pierwiastek z wariancji. Dopiero po sprowadzeniu 
wspolczynnikow regresji do „wsp61nego mianownika" w podany wyzej sposob mozliwa jest 
dyskusja maj^ca sens fizyczny. Wartosc parametm znormalizowan^ do pierwiastka z 
wariancji dla kazdego rozpuszczalnika mozna wyliczyc ze wzom 

/?i,norm =(Pi-Pave)/[^(Pi-Pave)^]'/2 

gdzie p\a wybrany parametr /-tego rozpuszczalnika, pave - srednî ^ arytmetyczn^^ tego 
parametru dla wszystkich rozpuszczalnikow, zas indeks / zmienia si? od 1 do ostatniego 
numem rozpuszczalnika. Takie operacje normalizacyjne nie maj^ wplywu na jakosc 
uzyskanych korelacji i ich ocen? statystyczn^ (wspolczyrmik korelacji, odchylenie 
standardowe). Nie mog? zatem uznac proponowanej przez Autork? interpretacji wynikow i 
wyplywaj^cych z niej wnioskow. Autorka sama odkryla, ze pojedyncza korelacja (rys. 83d) i 



wieloparametrowa (rownanie 51, str. 90) prowadz^ do sprzecznych wnioskow, bo i musz^ z 
powodow opisanych po wyzej. Ta sama wada pojawia si? na str. 106-107 przy „rozlozeniu na 
czynniki pierwsze" ET(30) i dalszej dyskusji. 

Poniewaz w pracy nie ma czasami wyraznego podzialu na cz?sc literaturow^ i badania 
wlasne, zatem przy omawianiu badan poszczegolnych barwnikow przytaczana jest jej 
krytyczna analiza. Na str. 87 znalazlem wzmiank? o badaniu pNA w nadkrytycznej wodzie i 
nadkrytycznych alkoholach, ktora mowi o zaobserwowanym przesuni?ciu batochromowym. 
Trzeba jednak zwrocic uwag? na temperatur?, w ktorej musiano dokonac pomiarow. Dla 
wody to ponad 374 °C. Jak zatem wygl^dalo obsadzenie standw oscylacyjnych? Jaka jest 
stabilnosc chemiczna w tych warunkach badanych obiektow? Te i bye moze inne elementy 
powirma Autorka wyeksponowac w swoim tekscie. 

Przy doborze rozpuszczalnikow dla pNA znalazlem informacj?, ze z powodu slabej 
rozpuszczalnosci nalezalo wykluczyc chloroform i dichlorometan. Proste oszacowanie 
wykonane dla 1 mm warstwy i hipotetycznie wysokiej, acz mozliwej do zmierzenia 
absorbancji 6, wskazuj^ ze badany roztwor powinien zawierac okolo 0.5g pNA w litrze, co 
jest realne. Nie rozumiem zatem podanej argumentacji. 

W dalszej cz?sci natkn^lem si? na dyskusj? o polamosci w?glanu propylenu. 
Dysponuj^c barwnikami wykorzystywanymi w tworzeniu skal polamosci mozna samemu 
okreslic polamosc TEGO SWOJEGO w?glanu. Pisz? to duzymi literami, poniewaz ponad 
99% dost?pnych rozpuszczalnikow zawiera zmienne ilosci domieszek i nie powinno to 
nikogo dziwic. Nawet dost?pna na rynku via Aldrich betaina Dimrotha-Reichardta zawiera 
jedynie 90% barwnika, zas pochodz^cy z tego samego zrodla fiolet krystaliczny ma 
deklarowan^ czystosc 95%. Autorka przy kazdym z uzywanych barwnikow czy 
rozpuszczalnikow umieszczala informacj?, ze nie prowadzila zadnych dodatkowych 
oczyszczeh. Z tego powodu w wynikach mog^pojawic si? artefakty. 

Na str. 117 znajduje si? dyskusja dotycz^ca mozliwosci asocjacji fioletu 
krystalicznego z powierzchni^ kuwety. To jest bardzo cz?ste zjawisko, wyst?puje prawie 
zawsze, choc widoczne jest glownie przy bardzo rozciehczonych roztworach niektorych 
zwi^zkow (szybki spadek st?zenia) lub przy bardzo cienkich warstwach (ilosc na sciankach 
jest porownywalna z ilosci^ w roztworze pomi?dzy nimi). W poblizu scianki roztwor 
przestaje bye anizotropowy, zatem wszelkie wartosci wyznaczone dla ukladow 
anizotropowych zaczynaj% si? roznic od mierzonych w tych odmiennych wamnkach. Wobec 
tego, czy opisane na str. 122 dodatkowe pasmo absorpcyjne fioletu krystalicznego, 
zlokalizowane przy 560 rmi nie ma takiej przyczyny? Szukanie bl?du w wadzie kuwety 
zupeinie mnie nie przekonuje. Ponadto na str. 120, rys. 120 Autorka przedstawila widma 
fluorescencyjne fioletu krystalicznego zmierzone w kilku rozpuszczalnikach i przy roznych 
st?zeniach. Zaskakuje fakt obserwacji fluorescencji przy krotszych falach (ok. 450 nm) niz 
glowne pasmo absorpcyjne (ok. 600 nm). Normalna fluorescencja odbywa si? pomi?dzy 
stanami Si a So, i prowadzi do emisji dlugofalowej. Z jakiego poziomu startuje tutaj? W 
opisie rysunku nie znalazlem informacji o dlugosci fall wzbudzenia. Znane ŝ  liczne 
przypadki podobnych zachowah, np. w azulenie i jego heteroanalogach, ale nie w barwnikach 
trifenylometanowych. Gdyby jednak dopuscic, ze wykorzystywany w badaniach fiolet 
krystaliczny zawieral dwusol, zatem bylaby szansa, aby ten zolty+niebieski skladnik byl 
zrodlem obserwowanej niebieskiej emisji. Taka dwusol (CVH"^X") moglaby istniec, jako 
domieszka lub tworzyc si? w roztworze w reakcji wymiany np. z domieszk^^ wody wg 
rownah: 
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CV+H20=CV0H +HX 
-^-^ CV+HX=CVH^X" 

Na str. 123 opisane jest doswiadczenie z uzyciem ci?zkiej wody, bowiem, jak 
napisano H2O silnie absorbuje w obszarze koniecznym dla eksperymentu dwufotonowego. 
Uzyskana wartosc przekroju czynnego jest dwukrotnie mniejsza od uzyskanego dla trzech 
innych rozpuszczalnikow (WP, DMF i DMSO). Moim zdaniem problem lezy w zawartosci 
H2O i HOD w D2O. DostQpna ci?zka woda o 100% czystosci izotopowej D naprawd? zawiera 
od 0.004 - 0.04 % atomowego wodoru, co oznacza st?zenie lekkiej lub „obci^zonej" (HOD) 
wody 0.11 do 2.2 mol/L. Z punktu widzenia spektrometrii UV-VIS sq. to bardzo duze st?zenia 
i w nich upatruj? wyniku zaznaczonego na czerwono w tabeli 18. 

Na str. 26 i 27 opisany jest tzw. inverted solvatochromism i odniesiony do betainy 
Leslie G. Brooker (kobieta, m?zczyzna?). Ten typ zmiennej solwatochromii wykazuje 
wi?kszosc merocyjanin, w tym dziesi^tki zbadanych i opisanych przez moj zespol (model 
VBHB), nie cytowany w pracy. 

Za najbardziej intryguj^ce dokonanie naukowe uwazam odkrycie w warunkach 
eksperymentu dwufotonowego nowego pasma krotkofalowego betainy Dimrotha-Reichardta 
leẑ ĉego ok. 970 nm (str. 108-109) oraz sugesti?, ze wynika ono ze wzbudzenia startuj^cego z 
„ciemnego" stanu. To zagadnienie wymaga gl?bszych badah (manipulacja czasem trwania 
impulsow lasera itp.) i moze duzo wniesc do naszej wiedzy o strukturach elektronowych 
barwnikow. 

W pracy s^ liczne bl?dy edytorskie, szczegolnie dotycz^ce nazewnictwa zwi^zkow 
chemicznych. Jeden z nich jest na str. 101. Jest to niezr?czne tlumaczenie z angielskiego. Na 
str. 29 znalazlem bardzo sympatyczny neologizm „uprotonowanie" zamiast sprotonowanie. 
Na str. 20 znajduje si? angielskoj?zyczne zdanie przypisywane Arystotelesowi. Nie 
przypuszczalem, ze to On stworzyl podwaliny tego j?zyka. Drobnych pomylek jest jeszcze 
kilka (str. 70 - brak znaku minus w strukturze, nazwanie izomerow geometrycznych cis i 
trans - konformerami, str. 72 - miano wspolczynnika ekstynkcji molowej, itp.), ale nie maj% 
one zadnego wplywu na mojqwysok^ocen? recenzowanej pracy. 

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Malgorzaty Wielgus, zgodnie z 
rozporz^dzeniem MNiSW z dnia 15 stycznia 2004 (Dz.U. z 2004 r. nr 15 poz. 128 z 
pozniejszymi zmianami) oraz art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule 
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r., nr 65 poz.595 z 
pozniejszymi zmianami) w pelni odpowiada wymogom okreslonym przez wyzej 
wymienione ustawy. Wnioskuj^ zatem 0 przyj^cie i dopuszczenie Pani mgr inz. 
Malgorzaty Wielgus do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

Bior^c ponadto pod uwag? ogrom pracy Pani mgr inz. Malgorzaty Wielgus, tak 
eksperymentalnej, jak i wymagaj^cej zaangazowania intelektu, a takze wspolautorstwa co 
najmniej trzech publikacji o wysokich notowaniach i wielokrotnie juz cytowanych wnosz? 0 
wyroznienie tej pracy. 
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