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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Kamili Spychalskiej
pt. ,,Konstruowanie uktadéw biosensorowych modyfikowanych strukturami
potprzewodnikowymi”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Kamili Spychalskiej
pt. ,Konstruowanie uktadéw biosensorowych modyfikowanych  strukturami
potprzewodnikowymi’ zostata wykonana w Katedrze Inzynierii i Modelowania
Materiatbw Zaawansowanych na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej.
Promotorem pracy jest dr hab. inz. Joanna Cabaj, zatrudniona na stanowisku

profesora Uczelni.

Strona redakcyjna

Rozprawa napisana jest w jezyku polskim i obejmuje tgcznie 149 stron. Praca ma
charakter klasycznej pracy doktorskiej z podziatem na dwie czesci: teoretyczng
(rozdziaty 1-6) i badawczg (rozdziaty 7-9). Poprzedzaja je uzyteczny dla czytajgcego
wykaz najwazniejszych skrotow stosowanych w dysertacji, spis tre$ci oraz
wprowadzenie nakreslajgce zakres tematyczny pracy, zdefiniowanie celu, a nastepnie
poszczegoinych etapow pracy.

W rozdziale 1.1 czesci teoretycznej doktorantka definiuje podstawowe pojecia
funkcjonujgce w obszarze sensoréw chemicznych i ich parametry pracy wazne z
analitycznego punktu widzenia, a nastepnie przedstawia przyktady zastosowania
biosensorow w diagnostyce klinicznej, przemysle spozywczym oraz ochronie
srodowiska i rolnictwie. Nastepnie pobieznie opisuje elementy biologiczne stosowane
w warstwach receptorowych biosensoréw (rozdz. 1.2), metody immobilizacji enzymoéw
na podtozach statych (rozdz. 3), techniki elektrochemiczne (rozdz. 4). Kolejne dwa
rozdziaty, nawigzujgce bezposrednio do zakresu badawczego przedtozonej do oceny
pracy, dotyczg polimeréw przewodzacych i ich zastosowania w biosensorach
elektrochemicznych (rozdz. 5) oraz gtéwnego obiektu badan - 17B-estradiolu
nalezacego do grupy zwigzkow endokrynnie czynnych (rozdz. 6).



W czesci badawczej przedstawiona zostata stosowana aparatura i odczynniki oraz
opisana metodyka przeprowadzonych prac do$wiadczalnych (rozdz. 7), zas rozdziat 8
zawiera wyniki badan, z podziatem na: okreslenie warunkow pracy immobilizowanych
enzymow, charakterystyke elektrochemiczng 17B-estradiolu, elektrod platynowych
zmodyfikowanych warstwami opracowanych filméw polimerowych oraz badania
wiasciwosci otrzymywanych na ich bazie biosensoréw czutych na 17B-estradiol. Te
czeS¢ zamyka wazny dla pracy rozdziat 9 zawierajgcy sformufowane przez
doktorantke wnioski.

Dopetnieniem rozprawy sa. podsumowanie, spis publikacji cytowanych w
dysertacji, a takze dorobek naukowy doktorantki. Catos¢ zamykajg wykazy
schematow (rysunkoéw) i tabel zawartych w pracy.

Na podkreslenie zastuguje staranna szata graficzna pracy.

Wartosé merytoryczna i uzytkowa

Praca doktorska mgr inz. Kamili Spychalskiej wpisuje sie w obszar najnowszych
trendébw badawczych ukierunkowanych na projektowanie biosensordw o0
udoskonalonych parametrach pracy. Takich, ktore umozliwiatyby opracowanie
szybkich, doktadnych i precyzyjnych metod analitycznych bez wstepnego,
czasochtonnego etapu przygotowania probki analitycznej. Przedmiotem przedtozonej
do oceny dysertacji sg =zagadnienia zwigzane z odpowiednia modyfikacjg
przetwornikow elektrochemicznych (elektrod platynowych) warstwami prowadzacymi
do uzyskania biosensorow elektrochemicznych z bezposrednim przeniesieniem

elektronéw (DET).

We wprowadzeniu doktorantka zarysowuje powody, ktdre przyczynity sie do
podjecia badan, formutuje hipotezy wskazujgce na istotne znaczenie otrzymanych
wynikow z punktu widzenia analiz Srodowiskowych, a nastepnie przedstawia kolejne
etapy pracy, ktére miatyby doprowadzi¢ do opracowania analitycznie uzytecznego
biosensora do wykrywania 17B-estradiolu. Ten zgrabnie napisany tekst zapowiada
ciekawa i dobrze zaplanowana prace.

Czes$¢ teoretyczna, wsparta 182 odnosnikami literaturowymi zawiera
zagadnienia ogolne, ktére mozna znalez¢ w ogélnodostepnych podrecznikach
akademickich (rozdz. 1-4; 37 stron), jak i te zwigzane bezposrednio z planowanymi
badaniami (rozdz. 5,6; zaledwie 14 stron zilustrowanych kilkoma wybranymi
przyktadami biosensoréw). Tu oczekiwa¢ by mozna szerszego, krytycznego
przegladu prac dotyczgcych biosensorow lll generacji, jak rowniez rdéznego typu
sensorow do wykrywania/oznaczania zwigzkow z grupy EDC. Takie omowienie
stanowitoby baze do dyskusji uzyskanych przez doktorantke.

Metodyka pracy, rozpoczynajgca cze$¢ badawcza, zostata opisana w staranny
sposdb, umozliwiajacy odtworzenie eksperymentdéw. Nie zauwazytam tu istotnych
uchybien. Same badania zostaty starannie zaplanowane, poczynajgc od wyboru
odpowiednich monomerdéw | opracowania warunkow umozliwiajacych osadzenie w
kontrolowany sposob cienkich filméw polimerowych na elektrodzie platynowej, po
modyfikacje czasteczkami receptorow (enzymow i przeciwciat) i ostatecznie
przeprowadzenie badan okreslajgcych parametry pracy otrzymanych biosensoréw.

W celu uzyskania podiozy polimerowych o najlepszych wtasciwosciach
przewodzgcych, a jednoczesnie umozliwiajgcych efektywng immobilizacje sktadnikow



biologicznych (receptoréw), doktorantka opracowata procedury polimeryzacji
wyjsciowych heterocyklicznych uktadéw sprzezonych. Do badan doktorantka
zastosowata monomery (pochodne ditienosilolu, benzotiadiazolu oraz pirydyny)
zsyntezowane w macierzystej jednostce. Czy na podstawie wykonanych badan mozna
porownac efektywnosé dziatania (przenoszenia elektronéw) otrzymywanych filmow
polimerowych, a takze wskazac i uzasadni¢ najlepszy w tej grupie?

Jako modelowy analit doktorantka wybrata 17B-estradiol (skrot stosowany w pracy
E2). Aby udowodni¢ przydatno$¢ tak zmodyfikowanych elektrod w konstrukcji
biosensoréw do wykrywania E2, mgr K. Spychalska funkcjonalizowata je odpowiednio
poprzez immobilizacje wytypowanych enzymow (tyrozynazy, lakazy oraz peroksydazy
chrzanowej). Sprawdzita tez mozliwo$¢ zastosowania w warstwie receptorowe;
przeciwciat monoklonalnych Anty-E2-Ab. Jak wynika z Tabeli 6 na str. 69, doktorantka
przebadata 10 wariantébw modyfikacji elektrody pracujacej, natomiast w dysertac;ji
bardziej szczegotowo opisata te 4 (rozdziat 8.4; str. 94-118), ktorych parametry uznata
za najlepsze. Poniewaz kazda z tych modyfikowanych elektrod zawierata warstwe
przewodzaca otrzymang z innego monomeru i byta funkcjonalizowana innym
bioreceptorem, nasuwa sie pytanie: czym podyktowany byt dobor takiej pary?
Mechanizmem dziatania/rozpoznawania molekularnego? Procesami  wymiany

elektronow? A moze byt przypadkowy?

Dla kazdego z wariantow zostata zbadana zaleznos$¢ natezenia pradu od
stezenia E2 i na tej podstawie wyznaczone podstawowe parametry pracy sensora,
takie jak czutos¢, LOD, LOQ, zakres odpowiedzi prostoliniowej. Dodatkowo
okreslona zostata selektywnos$¢ tych uktadéw w odniesieniu do potencjalnych
interferentéw. W jednym przypadku doktorantka podjeta tez prébe oceny trwatoéci w
czasie. Co z pozostatymi parametrami uzytkowymi wymienionymi na str. 7/8 w czesci
teoretycznej? Rozdziat 8.4, w ktérym zaprezentowane zostaly te wyniki badan
przypomina raczej niestarannie prowadzony dziennik laboratoryjny, a w nim btedy i
treéci budzgce pytania/watpliwosci, ktére sformutowatam ponizej w sekcji uwagi
szczegobtowe.

Warto$ciowa czescig dysertacji jest rozdziat 9 ,Wnioski”, w ktorym doktorantka
podjeta dyskusje i ocene (nieco zbyt optymistyczng) uzyskanych wynikéw,
zestawiajgc je w tabeli 16 na str. 129.

Po przeanalizowaniu catosci dysertacji nie mam fundamentalnych zastrzezen do
strony merytorycznej dysertacji, ale réznego typu uchybienia rzutujg ostatecznie na
jej jakos¢é. Odniostam wrazenie, ze zabrakfo czasu i/lub determinacji by dokonaé
sczytania catej pracy, dokonania starannej korekty i usuniecia licznych powtorzen, a
takze waznego z punktu widzenia analityka elementu badan zwigzanych z
oznaczaniem wybranego analitu (E2) w prébkach naturalnych wody, a nie tylko
roztworach syntetycznych przygotowanych w laboratorium.

Uwagi i pytania szczegdfowe:

Tabele z wynikami i rysunki w cafej pracy
Generalnie we wszystkich tabelach podajgcych dane liczbowe charakteryzujgce
prace sensorow, przy ocenie statystycznej brakuje informacji o liczbie wykonanych
powtdrzen. Z jakg doktadnoscig odczytywane byly warto$ci mierzonego pradu? lle
miejsc znaczgcych jest dopuszczalnych w podawaniu wyliczanych wartosci

liczbowych?



Str.3: Juz w pierwszym akapicie na 3 str. pojawia sie konkluzja: ,Zastosowanie do
modyfikacji przetwornika zwigzkéw heterocyklicznych nie tylko zwigkszyfo
selektywnos¢ konstruowanego czujnika, ale rowniez wpfyneto na obnizenie
granicy wykrywalnosci. ......... W efekcie uzyskiwane sg krotsze czasy reakcji oraz
lepsza czufoS¢ uktadu.” Jezeli to cytat z literatury, to brakuje odnosnika. Jezeli to
wniosek z badan wtasnych - nalezatoby poda¢ miejsce w czesci doswiadczalnej,
gdzie nalezy szuka¢ wynikéw potwierdzajgcych.

Str.7: brak definicji pojecia ,odwracalnos¢”;

Tabela 1, str. 15:
Puste miejsca w kolumnie ,Ograniczenia”. Czyzby cate komérki, fagi, aptamery i

mimetyki przeciwciat byly pozbawione ograniczen. Prosze o ustosunkowanie si¢
do mojego pytania podczas obrony.

Ostatnie zdanie na str. 25:
Prosze o doprecyzowanie o analizie jakich ,zmian fizykochemicznych powstafych

podczas tworzenia sie kompleksu” Ag-Ab jest tutaj mowa?

Tabela 6 str. 69:
Dla biosensora w pozycji 4 stezenie E2 odpowiadajace LOD jest o rzad wielkosci

wieksze niz najnizsze stezenie podane dla zakresu liniowej odpowiedzi. Jak nalezy
to rozumiec?

Str. 70-72
Jest ogdlnie wiadomo, ze kazdy enzym wykazuje maksimum aktywnoéci w pewnym

optymalnym zakresie danego parametru (np. pH, temperatura). Doktorantka
sprawdzita wprawdzie wplyw powyzszych parametrow na aktywno$¢ badanych
enzymow, ale w dwodch przypadkach na krzywych nie pojawia sie maksimum. Rodzi
sie pytanie o przebieg zaleznosci ponizej pH = 6,8 (Schemat 22A) oraz powyzej
temperatury 45 °C (Schemat 23B). Ponadto, skad pewno$é, iz na wykresie 23A
maksimum przypada przy 37 °C, a nie np. przy 36 °C. Zadajac te pytania chciatabym
uczuli¢ doktorantke by wyznaczajgc przebieg zaleznosci zageszczac¢ punkty
pomiarowe w poblizu oczekiwanego maksimum, a jezeli takowe nie wystepuje —
rozszerzy¢ zakres badanego parametru. Nalezy réwniez pamieta¢, by unikaé
wyboru srodowiska reakcyjnego na zboczu krzywej, gdyz nawet najmniejsze
zmiany kontrolowanego parametru mogg powodowac znaczgce btedy pomiarowe.

W podpisach Schematow 22C i 23B brakuje podania, odpowiednio, temperatury
oraz pH dla ktérych prowadzono pomiary aktywnosci enzymow

Schemat 33, str. 83: Oba rysunki A i B zbyt mate, nieczytelne, niemozliwe do
interpretaciji.

Schemat 47 na str. 95 - Btedny podpis osi X

Schemat 48 na str. 96:
W ostatnim zdaniu na tej stronie napisano, cytuje: ,Na podstawie otrzymanych

wynikow DPV, na schemacie 48 zobrazowano odpowiedzZ liniowg biosensora wobec
szerokiego zakresu stezen E2 (0,2 — 200 uM) z bardzo dobrym wspoéfczynnikiem
liniowym (R?=0,99)”. Chciatabym prosi¢ doktorantke o dokonanie matego
przeliczenia wartosci log(C): 0,8 i 2,0 zamieszczonych na wykresie 48 na osi X na
wartosci stezenia. Czy nie zaszla tu jakas pomytka? Dlaczego nie zastosowano
funkciji linowej I=f(c) przy interpretacji wynikow?

Tabela 7, str. 97:



Parametry analityczne ukiadu przedstawione w Tabeli 7, w zestawieniu ze
schematem 48, zmuszajag do zadania kilku pytan, na ktére nie znalaztam odpowiedzi
w przedtozonej dysertacji (lub je przeoczytam).

Na czym polega réznica pomiedzy wartosciami ,Nachylenia krzywej regresji” a
,Czutoscig”? Co sie kryje pod pojeciem ,Przeciecie’? Jakie sg miana wartosci
podanych w kolumnach 4-87? Z jaka doktadnoscia mierzono wartosci prgdowe?

W jaki sposob okreslano powierzchnie aktywng elektrod? Czy powierzchnia ta
ulegata zmianie po kilku cyklach regeneracji? Jak zmieniaty sie parametry
analityczne uktadu w czasie (ile cykli regeneracyjnych z uzyciem moze ,przezyc¢”

sensor)?

Schemat 49 na str. 98:
Legenda — btagd w opisie 1-szej kolumny. Powinno by¢ E2, a nie E3.
W podpisie brakuje informacji dla jakiego stezenia dodanego interferenta otrzymano
wyniki przedstawione na zaprezentowanym wykresie.

Schemat 51, str. 101 oraz Schemat 53 str. 103:
Analizujgc przebieg woltamperograméw CV na rys. 51 przyszio mi do gtowy
przewrotne pytanie — czy konieczne jest dodawanie tyrozyny by uzyskac selektywny
i czuty sensor do oznaczania E2? Czy doktorantka wykonata badania poréwnawcze
(np. krzywa kalibracji, selektywnosc¢) dla uktadow Pt-E i Pt-E/bisEDOTDTSI,
analogiczne do przeprowadzonych dla Pt-E/bisEDOTDTSIi/Tyr? Jezeli tak, to co

daje kolejna modyfikacja elektrody Pt-E?

Str. 102-103:
Skad wniosek, ze zakres prostoliniowej odpowiedzi zaczyna sie od wartosci 0,5 uM?

Przeciez najmniejsza zastosowana w eksperymentach wartos¢ stezenia E2 to 5 uM.

Schemat 54, str. 104:
Mam watpliwosci czy, cytuje: ,Poszczegbine zwigzki interferujgce zmieniajg warto$é
odczytu Srednio o 10,9%.” Czy nie zdziwito doktorantki to, ze sygnat maleje i to
maleje jednostajnie w czasie? Jaki bytby charakter przebiegu zmian pradu, gdyby
odwroci¢ kolejnos¢ dodawanych interferentéw (np. zaczynajac od AA, a koriczac na

UA)?

Str. 108:
Jakie maja by¢ stezenia HRP i H2Q wytypowane jako najlepsze do dalszych badan
— rzedu mM (tekst) czy pM (wykresy na Schemacie 57A i B)?

Schemat 58, str. 110:
Co wyrazajg wartosci liczbowe na osi X wykresu na rysunku 58C? Jak nalezy

rozumiec¢ podpis tej osi: logc [uM]?

Str. 113:
Czy wyniki pomiarow wykonywanych raz w tygodniu, podczas gdy w miedzyczasie
sensor przechowywany jest w ,odpowiednich warunkach”, moga by¢ podstawag
okreslenia jego czasu zycia (ang. lifetime)? Jaka byta temperatura podczas
przechowywania, a jaka podczas pomiarow? Jak zmienitby sie ten czas, gdyby
sensory bytyby uzywane do pomiaréw kilka godzin dziennie?

Str. 124 i 126:
- drugie zdanie od doftu na str. 126, cytuje: ,Analiza elektrochemiczna probki

farmaceutycznej wykazata bardzo dobrg wartos¢ odzysku w wysokosci 2,43% ........
Trudno bytoby taki wynik uzna¢ za potwierdzenie skutecznosci metody analityczne;.



Podobny btad autorka popetnita na koncu drugiego akapitu przepisujgc wartosci RSD
a nie odzysku z tabeli 8 i 12.

Doktorantka nie ustrzegta sie tez stosowania kalki z jezyka angielskiego i skrétow
myslowych, co w wielu wypadkach wypacza znaczenie uzywanych terminow.
Przyktadowo:

= e wzgledem elektrody odniesienia nasyconej 4M KCI.” pojawia sie

wielokrotnie w tekscie;
- ,Biosensory jako interdyscyplinarne urzgdzenia analityczne”;
— ,Polimery (lub zwigzki) pdéfprzewodzgce”;
- ,..wzrosto zapotrzebowanie na inZzynierskie technologie wykrywania glukozy, ..”;
- ,Konstrukcja opierata sie na wielosciennych nanorurkach....”;
- kontakcie......... poprzez parowanie zasad analogowych,...”;
- ,Biosensory to potezne narzedzia diagnostyczne,......
- ... liniowa krzywa kalibracji’,
— ... pik utlenienia H>Q praktycznie znika na zmodyfikowanej elektrodzie,....”;

- ,.... analiza zywotnosci zbudowanego systemu.”.

Uwazam jednak, ze mgr inz. Kamila Spychalska podjeta sie trudnych i
czasochtonnych zadan badawczych i dobrze sie z nich wywigzata. Doktorantka
przedstawita warto$ciowe wyniki, wnoszace nowe informacje poszerzajgce wiedze
zarowno w odniesieniu do konstrukcji biosensoréw z bezposrednim przeniesieniem
elektronéw, jak réwniez zaproponowata rozwigzania prowadzace do uzyskania
biosensoréw o parametrach pracy wskazujgcych na potencjalne mozliwos¢ ich
praktycznego zastosowania.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze przedstawione w dysertacji wyniki zostaty juz
czesciowo opublikowane w formie 2 artykutow i patentu, w ktérych doktorantka jest
pierwszym autorem. Co istotne, prace te ukazaty sie w recenzowanych czasopismach
(RSC Advances o IF: 3,36 oraz Journal of Electrochemical Science o IF: 1,765).
Ponadto, doktorantka jest takze wspétautorem 7 innych publikacji, 2 patentow i 4
zgtoszen patentowych i posiada bogaty dorobek konferencyjny obejmujgcy udziat w
14 wystgpieniach na konferencjach (gtéwnie polskich). Aktywnie uczestniczyta w zyciu
spotecznosci akademickiej. Jest laureatkg kilku nagréd i wyroznien.

Podsumowujac:

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca zawiera szereg bardzo
warto$ciowych wynikéw i spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone
w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz.U. z 2017 r. poz. 1789 z p&Zniejszymi
zmianami). Jednoczes$nie wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne w
Politechnice Wroctawskiej o przyjecie rozprawy i dopuszczenie do publicznej obrony.

Z powazaniem,

/é M&Qr\,@ﬂ&&/



