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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Malgorzaty Wielgus pod tytulem
~Eksperymentalne badania dwufotonowych widm absorpcyjnych molekut w roztworach:
solwatochromizm dwufotonowy”,
wykonanej w Zaktadzie Chemii Fizycznej i Kwantowej
Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej
pod kierunkiem prof. dr. hab. inz. Wojciecha Bartkowiaka.

Recenzowana praca, cho¢ miesci si¢ zaledwie na 130 stronach (+ 27 stron
zalacznikow 1 spisu cytowanej literatury) i napisana jest poprawnym j¢zykiem, wymagata
bardzo duzej uwagi przy czytaniu, bowiem zawiera ogrom informacji, tak teoretycznych, jak i
eksperymentalnych.

Uktad pracy jest typowy: czgs¢ teoretyczna - 30%, metodologia - 8%, badania wlasne
— 32%. Reszte stanowig wstep, spis oznaczen, wykazy tabel 1 rysunkow takze charakterystyka
wykorzystywanych rozpuszczalnikéw. 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 przekonywaé, ze zagadnienia oddzialywania promieniowania
elektromagnetycznego z materig sa nie tylko wazne z punktu widzenia poznawczego, ale maja
wplyw na wszelkie procesy zyciowe a stopien ich celowego wykorzystania przez ludzi
decyduje o jakosci zycia i warunkuje poziom rozwoju cywilizacyjnego. Ogoélnie dostgpne
zrodto tego promieniowania, to Stonce, bedace w wielu kulturach uwazane za Boga.

Celem pracy mgr inz. Malgorzaty Wielgus bylo przeprowadzenie wilasnych badan
wybranych barwnikéw o udokumentowanym solwatochromizmie, pod katem absorpcji
$wiatla typu jednofotonowego (nazywanego w pracy absorpcja liniowa) i wielofotonowego, w
zamierzeniu dwufotonowego przy jednoczesnym zbadaniu wplywu na te procesy zmian
stosowanych rozpuszczalnikow, uwidoczniajacych solwatochromizm badanych obiektow.

Praktycznym dalekosigznym celem prowadzonych badan moze by¢ nowy wariant
fotodynamicznej metody leczenia niektérych schorzen. Dotychczasowe metody opierajq si¢
na stosowaniu odpowiednio dobranej dtugosci fali §wiatta (przestrajane lasery) wzbudzajacej
do stanu trypletowego barwnika kumulujacego si¢ w obszarze chorobowo zmienionym (np.
guzie nowotworowym). Barwnikami takimi sa najczgsciej pochodne porfiryny
(hematoporfiryna i jej chemicznie modyfikowane pochodne), zas problem polega na tym, jak
pomiedzy silnymi pasmami absorpcyjnymi hemoglobin (z krwi tgtniczej i zylnej) przemycié¢
promieniowanie absorbowane glownie lub jedynie przez terapeutyczny barwnik — np.



porfiryng. Taki barwnik wzbudzony w krétkim czasie przechodzi ze stanu singletowego w
trypletowi i wowczas kontaktujac si¢ z naturalnym tlenem (tlenem trypletowym) w wyniku
procesu zwanego anihilacja trypletow generuje niezwykle aktywny i biotoksyczny tlen
singletowy, usmiercajacy swoje otoczenie, zatem i guz nowotworowy. Tak jest w idei, jednak
w praktyce terapeutyczna pochodna porfiryny jest obecna takze w zdrowych czg$ciach
organizmu, za$ czgstotliwo$¢ dobranego promieniowania nie eliminuje w pelni jego absorpcji
przez hemoglobiny. Po tym nieco przydlugim wywodzie, chcg podkresli¢, ze zastosowaniu
chwytu, jakim jest absorpcja dwufotonowa, moze poméc w skutecznej walce z niektorymi
nowotworami, a to jest wazki argument za docenieniem pracy przedstawionej przez Autorke,
nie pomijajac jej catego aspektu poznawczego.

We wezesnych latach 80. minionego wieku pojawilo si¢ entuzjastycznie przyjete nowe
zrodto promieniowania - przestrajany laser oparty na krysztale szafiru domieszkowanego
tytanem. Wczesniej stosowano malo stabilne przestrajane lasery barwnikowe, w ktorych
najczesciej znajdowaly si¢ klopotliwe w pracy roztwory. Prace z wykorzystaniem tego
nowego, bardzo wydajnego i trwatego zrédta doprowadzity do rozwoju metod impulsowych o
nieznanej wczesniej dtugosci impulsu, mieszczacej si¢ w obszarze femtosekund. Ten nowy
typ ,.lampy blyskowej” lub ,,stroboskopu” umozliwil obserwacj¢ podstawowych elementéw
reakcji chemicznych, zachowania pojedynczych atoméw a nawet ,sfotografowania”
elektronu, czego dokonano na poczatku 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 nastgpil lawinowy rozwdj badan w obszarze
krotkich domen czasowych. Jedynym problemem bylo zdobycie srodkéw na zakup i
uruchomienie instalacji z przestrajanymi laserami femtosekundowymi lub jeszcze szybszymi.

Autorka, jako obiekty badan wybrata trzy dobrze znane i badane barwniki: p-
nitroaniling (pNA), 4-dimetyloamino-4’-nitrostilben (DANS) oraz betaing Dimrotha-
Reichardta (B30). Dla kazdego z nich wykonata badania absorpcji jedno i dwufotonowej w
seriach wybranych rozpuszczalnikow. Wyznaczyla maksima energii przejscia a takze
intensywnosci absorpcji (maksimum przekroju czynnego, zintegrowany wspoiczynnik
ekstynkc;ji a takze jego silg¢ oscylatora).

Pomiarow dokonywala w instalacji typu Z-scan, zawierajacej laser
subpikosekundowy, wzmacniacz parametryczny (element przestrajajacy i skracajacy impulsy
lasera), oslabiacz wiazki, zestaw luster, plytki $wiatlodzielace, detektory promieniowania,
soczewki i szczeliny (pinhole). Idea pomiaru polegata na umiejscowieniu roztworu barwnika
w miejscu zogniskowania wiazki lasera, co zapewnialo mozliwos$¢ uzyskania dowolnie
krotkich odstepow czasowych pomigdzy kolejnymi fotonami padajacego w wybrany element
przestrzeni zawierajacy barwnik. Jezeli odstgp czasowy jest poréwnywalny z czasem
absorpcji (oddziatywania) pojedynczego fotonu (co wynika z jego dlugosci fali), to obiekt
moze zaabsorbowac oba, przy czym energia fotondw moze si¢ podwoi¢ i wzbudzi¢ przejscie
elektronowe dostepne dla absorpcji jednofotonowej fali dwukrotnie krotsze;j.

To, co teraz napisatem, jest krotkim podsumowaniem teorii kwantowych, ktorych
rozbudowany opis i dyskusje przedstawita Autorka w recenzowanej pracy. Do tej czgsci pracy
nie bede si¢ ustosunkowywal szczegétowo, ale dostrzegtem, Ze teoria przedstawiona jest
wyrywkowo, koncowe réwnania pojawiaja si¢ w formie gotowej, zas nie wszystkie
oznaczenia sa wyjasnione, a czasem tym samym symbolem oznaczono rézne terminy, jak
wspotczynnik pola lokalnego i grubos¢ warstwy (str. 68).
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W czgsci przegladowej Autorka zebrala informacje o wielu zbadanych juz
barwnikach. Na stronach 49 i 53 znajdujg si¢ migdzy innymi wzory barwnikow 4 i 27, w
ktorych wielokrotno$¢ podstruktury wynosi ,,n”. Poniewaz sa to konkretne zbadane zwiazki
(opisane w tabeli 2 — str. 37 i 40) nalezy poda¢, ile ta krotno$¢ w kazdym z przypadkow
wyniosta. Autorka przedstawita takze zrédla wykorzystywanych empirycznych skal
} polarnosci rozpuszczalnikéw. Jedna ze struktur na rys. 7 str. 31 nie jest adekwatna do opisu.

W czesci dotyczacej 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 poda¢ orientacj¢ plaszczyzny cigcia w
stosunku do jego osi.

Metoda wyznaczania sily oscylatora na podstawie widma wymaga catkowania pasma
absorpcji w funkcji liczby falowej. Najpierw pasmo nalezy wydzieli¢, znajdujac dla niego
odpowiednig krzywa estymujaca. Gdy widmo przedstawiane jest w funkcji dlugosci fali, a
tylko takie prezentowane sa w pracy, nie uda si¢ dopasowa¢ parametrow funkcji Gaussa,
zatem i doktadniejsze catkowanie zawiedzie. Jak zatem catkowano?

Przy badaniach DANS zastosowano chloroform, dichlorometan i DMSO. Dwa z
wymienionych sa niewdzigcznymi rozpuszczalnikami: chloroform niestabilizowany
alkoholem odszczepia chlorowodor, za§ DMSO jest ekstremalnie higroskopijny. Zastgpujac
zwykly chloroform deuterowanym, ktéry dzigki izotopowemu efektowi I-rzedu jest
praktycznie trwaly, posiada tez bardzo zblizong polarnos¢, uniknig¢toby potencjalnych
artefaktow. Jak pracowano zatem z wymienionymi rozpuszczalnikami?

Wplywy rozpuszczalnikow na potozenie (liczba falowa maksimum) i intensywnosc¢
(dziesietny molowy wspotczynnik ekstynkcji) najnizej energetycznego pasma DANS w
funkcji polarnosci z dobra dokladnoscia opisano réwnaniem czteroparametrowym,
zwierajacym parametry kwasowy SA, zasadowy SB, polaryzowalnosciowy SP oraz
dipolarnosciowy SdP. Dla prezentacji skutecznosci estymacji tym réwnaniem brakuje
wykresu. Najpro$ciej byloby przedstawi¢ warto$¢ doswiadczalng w funkcji wartosci
estymowanej. Przeprowadzona na str. 81-82 a takze 90-91 dyskusja wpltywu parametrow
polarnosci rozpuszczalnikow jest niepoprawna. W przypadku parametru o bardzo malej
zmiennosci odpowiedni wspolczynnik regresji moze przyja¢ duze wartosci, co wcale nie
oznacza dominujacego wplywu okreslonej cechy rozpuszczalnika na badang wielkos¢.
Prawidlowa dyskusja powinna by¢ poprzedzona normalizacja danego parametru do jego
zmiennosci (pierwiastek z wariancji), lub poprzez pomnozenie uzyskanych w pracy
wspolczynnikéw regresji przez pierwiastek z wariancji. Dopiero po sprowadzeniu
wspotezynnikow regresji do ,,wspélnego mianownika” w podany wyzej sposéb mozliwa jest
dyskusja majaca sens fizyczny. Wartos¢ parametru znormalizowana do pierwiastka z
wariancji dla kazdego rozpuszczalnika mozna wyliczy¢ ze wzoru
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gdzie p; oznacza wybrany parametr i-tego rozpuszczalnika, pave — Srednig arytmetyczng tego
parametru dla wszystkich rozpuszczalnikéw, za$ indeks i zmienia si¢ od 1 do ostatniego
numeru rozpuszczalnika. Takie operacje normalizacyjne nie maja wplywu na jakos¢
uzyskanych korelacji i ich oceng¢ statystyczng (wspdlczynnik korelacji, odchylenie
standardowe). Nie moge zatem uznaé proponowanej przez Autorke interpretacji wynikow i
wyplywajacych z niej wnioskéw. Autorka sama odkryta, ze pojedyncza korelacja (rys. 83d) i



-

wieloparametrowa (réwnanie 51, str. 90) prowadza do sprzecznych wnioskow, bo i musza, z
powodow opisanych powyzej. Ta sama wada pojawia si¢ na str. 106-107 przy ,.roztozeniu na
czynniki pierwsze” E1(30) 1 dalszej dyskusji.

Poniewaz w pracy nie ma czasami wyraznego podziatu na czgs¢ literaturowa i badania
wlasne, zatem przy omawianiu badan poszczegélnych barwnikéw przytaczana jest jej
krytyczna analiza. Na str. 87 znalaztem wzmiank¢ o badaniu pNA w nadkrytycznej wodzie i
nadkrytycznych alkoholach, ktora moéwi o zaobserwowanym przesunigciu batochromowym.
Trzeba jednak zwroci¢ uwage na temperaturg, w ktorej musiano dokona¢ pomiarow. Dla
wody to ponad 374 °C. Jak zatem wygladalo obsadzenie stanow oscylacyjnych? Jaka jest
stabilno$¢ chemiczna w tych warunkach badanych obiektow? Te 1 by¢ moze inne elementy
powinna Autorka wyeksponowa¢ w swoim tekscie.

Przy doborze rozpuszczalnikow dla pNA znalaztem informacjg, ze z powodu stabej
rozpuszczalnosci nalezato wykluczy¢é chloroform i dichlorometan. Proste oszacowanie
wykonane dla 1 mm warstwy i hipotetycznie wysokiej, acz mozliwej do zmierzenia
absorbancji 6, wskazuja, ze badany roztwor powinien zawiera¢ okoto 0.5g pNA w litrze, co
jest realne. Nie rozumiem zatem podanej argumentacji.

W dalszej czesci natknalem si¢ na dyskusj¢ o polarnosci weglanu propylenu.
Dysponujac barwnikami wykorzystywanymi w tworzeniu skal polarnosci mozna samemu
okresli¢ polarnos¢ TEGO SWOJEGO weglanu. Pisz¢ to duzymi literami, poniewaz ponad
99% dostepnych rozpuszczalnikow zawiera zmienne ilosci domieszek i nie powinno to
nikogo dziwi¢. Nawet dostepna na rynku via Aldrich betaina Dimrotha-Reichardta zawiera
jedynie 90% barwnika, za$ pochodzacy z tego samego zrddla fiolet krystaliczny ma
deklarowana czysto$¢ 95%. Autorka przy kazdym 2z uzywanych barwnikéw czy
rozpuszczalnikéw umieszczata informacjg, ze nie prowadzila Zadnych dodatkowych
oczyszczen. Z tego powodu w wynikach moga pojawi¢ si¢ artefakty.

Na str. 117 znajduje si¢ dyskusja dotyczaca mozliwosci asocjacji fioletu
krystalicznego z powierzchnig kuwety. To jest bardzo czgste zjawisko, wystgpuje prawie
zawsze, cho¢ widoczne jest gldwnie przy bardzo rozcienczonych roztworach niektorych
zwigzkow (szybki spadek stezenia) lub przy bardzo cienkich warstwach (ilos¢ na $ciankach
jest porownywalna z iloscia w roztworze pomigdzy nimi). W poblizu $cianki roztwor
przestaje by¢ anizotropowy, zatem wszelkie wartosci wyznaczone dla ukladoéw
anizotropowych zaczynaja si¢ r6zni¢ od mierzonych w tych odmiennych warunkach. Wobec
tego, czy opisane na str. 122 dodatkowe pasmo absorpcyjne fioletu krystalicznego,
zlokalizowane przy 560 nm nie ma takiej przyczyny? Szukanie bledu w wadzie kuwety
zupelnie mnie nie przekonuje. Ponadto na str. 120, rys. 120 Autorka przedstawita widma
fluorescencyjne fioletu krystalicznego zmierzone w kilku rozpuszczalnikach i przy r6znych
stezeniach. Zaskakuje fakt obserwacji fluorescencji przy krotszych falach (ok. 450 nm) niz
glowne pasmo absorpcyjne (ok. 600 nm). Normalna fluorescencja odbywa si¢ pomigdzy
stanami S; a Sy, i prowadzi do emisji dlugofalowej. Z jakiego poziomu startuje tutaj? W
opisie rysunku nie znalaztem informacji o dlugosci fali wzbudzenia. Znane sa liczne
przypadki podobnych zachowan, np. w azulenie i jego heteroanalogach, ale nie w barwnikach
trifenylometanowych. Gdyby jednak dopusci¢, ze wykorzystywany w badaniach fiolet
krystaliczny zawieral dwusél, zatem bylaby szansa, aby ten zotty+niebieski skiadnik byt
zrodtem obserwowanej niebieskiej emisji. Taka dwusél (CVH X)) moglaby istnie¢, jako
domieszka lub tworzyé sie¢ w roztworze w reakcji wymiany np. z domieszka wody wg
rownan:
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CV+H,0=CVOH +HX
-~ CV+HX=CVH'X

Na str. 123 opisane jest doswiadczenie z uzyciem cigzkiej wody, bowiem, jak
napisano H,O silnie absorbuje w obszarze koniecznym dla eksperymentu dwufotonowego.
Uzyskana warto$¢ przekroju czynnego jest dwukrotnie mniejsza od uzyskanego dla trzech
innych rozpuszczalnikow (WP, DMF i DMSO). Moim zdaniem problem lezy w zawartosci
H,0 i HOD w D,0. Dostgpna cigzka woda 0 100% czystosci izotopowej D naprawdg zawiera
od 0.004 — 0.04 % atomowego wodoru, co 0znacza stezenie lekkiej lub ,,obciazonej” (HOD)
wody 0.11 do 2.2 mol/L. Z punktu widzenia spektrometrii UV-VIS sa to bardzo duze stgzenia
i w nich upatruje 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, mezczyzna?). Ten typ zmiennej solwatochromii wykazuje
wigkszo$¢ merocyjanin, w tym dziesiatki zbadanych i opisanych przez moj zespdt (model
VBHB), nie cytowany w pracy.

Za najbardziej intrygujace dokonanie naukowe uwazam odkrycie w warunkach
eksperymentu dwufotonowego nowego pasma krétkofalowego betainy Dimrotha-Reichardta
lezacego ok. 970 nm (str. 108-109) oraz sugestig, ze wynika ono ze wzbudzenia startujacego z
_ciemnego” stanu. To zagadnienie wymaga glebszych badan (manipulacja czasem trwania
impulséw lasera itp.) i moze duzo wnieéé do naszej wiedzy o strukturach elektronowych
barwnikow.

W pracy sa liczne bledy edytorskie, szczegolnie dotyczace nazewnictwa zwigzkoéw
chemicznych. Jeden z nich jest na str. 101. Jest to niezreczne thumaczenie z angielskiego. Na
str. 29 znalaztem bardzo sympatyczny neologizm ,.uprotonowanie” zamiast sprotonowanie.
Na str. 20 znajduje si¢ angielskojezyczne zdanie przypisywane Arystotelesowi. Nie
przypuszczatem, ze to On stworzyl podwaliny tego jezyka. 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 maja
one zadnego wptywu na moja wysoka oceng recenzowanej pracy.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Malgorzaty Wielgus, zgodnie z
rozporzadzeniem MNiSW z dnia 15 stycznia 2004 (Dz.U. z 2004 r. nr 15 poz. 128 z
pdzniejszymi zmianami) oraz art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0 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 okre§lonym przez wyzej
wymienione ustawy. Whioskuj¢ zatem o przyjecie i dopuszczenie Pani mgr inz.
Malgorzaty Wielgus do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac ponadto pod uwagg ogrom pracy Pani mgr inz. Matgorzaty Wielgus, tak
eksperymentalnej, jak i wymagajacej zaangazowania intelektu, a takze wspoélautorstwa co
najmniej trzech publikacji o wysokich notowaniach i wielokrotnie juz cytowanych wnoszg o
wyrdznienie tej pracy.
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