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Recenzja rozprawy doktorskiej

Magister Sylwii Baluty

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Sylwii Baluty p.t. ,,Wytwarzanie biosensorow
warstwowych modyfikowanych strukturami o charakterze potprzewodnikowym” zostata wykonana na
Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej, pod kierunkiem dr hab. Joanny Cabaj, profesor
uczelni.

Praca doktorska dotyczy wykorzystania enzymow jako elementéw rozpoznania substancji o
znaczeniu biologicznym oraz przygotowania platform sensorowych do szybkich oznaczen zwigzkow
decydujacych o zdrowiu cztowieka. Jest to tematyka aktualna i wazna w czasach intensywnego rozwoju
metod diagnozowania chordb, zarowno w miejscach opieki nad pacjentem, jak i w domu. Grupa
analitow bedacych przedmiotem badan w pracy doktorskiej sa neuroprzekazniki, substancje
odpowiedzialne za podstawowe mechanizmy przekazywania sygnatow miedzy komorkami. Zaburzenia
ich poziomu w organizmie prowadza do wielu schorzen neurodegeneracyjnych. Warto§ciowych
uktadéw do kompleksowej analizy w tej dziedzinie oczekuje diagnostyka kliniczna i jest to ciaggle
powazne wyzwanie dla chemikow analitykow i konstruktorow urzadzen analitycznych. Zadania
postawione doktorantce sa wiec ambitne i wymagaly od niej powaznego zaangazowania W prace
badawcze i konstrukcyjne.

W czgsci wstepnej rozprawy, mgr Sylwia Baluta wprowadza czytelnika w tematyke badawcza
pracy oraz jej etapy, prowadzace do otrzymania uktadu biosensorowego: modyfikacje zwigzkiem
potprzewodnikowym podtoza, w celu zwigzania mechanicznego i elektrycznego enzymow,
unieruchomienie biatek z grupy oksydoreduktaz, oceng ich aktywnosci po osadzeniu na elektrodzie, a
nastepnie testowanie przydatnosci sensora do oznaczania wybranych neuroprzekaznikéw w probkach
syntetycznych i ptynach biologicznych.

Woprowadzenie literaturowe (34 strony) obejmuje przeglad podiéz wykorzystywanych w
biosensorach i metod unieruchamiania biokatalizatorow, a takze rodzajow detekcji w czujnikach
enzymatycznych. Autorka tlumaczy parametry biosensorow, pojecia takie jak ich selektywnosc,

stabilnos¢, czutos¢, liniowos¢, czas odpowiedzi, trwatosé. Rezygnuje z definiowania powtarzalnosci
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sensora i pojecia jego ,.ekonomicznosci”, cho¢ moze i te wyjasnienia by sie przydaty. Autorka
charakteryzuje takze grupe neuroprzekaznikéw, ich funkcje oraz wiasciwosci red-oks.

W rozdziale 3 mgr Baluta podaje uzywane odczynniki i materiaty oraz procedury przygotowania
warstw sensorowych, a takze stosowane techniki badawcze. Swoje badania przedstawia na 70 stronach,
w 5 podrozdziatach, a na koncu pracy zamieszcza obszerny rozdziat ,,Wnioski”, podzielony na 3 czgsci
(,,Charakterystyka warstw receptorowych”; ,,Charakterystyka biosensoréw” i ,,Poréwnanie uktadow
biosensorowych”) oraz Podsumowanie. Przedyskutowata w nich warto$¢ i znaczenie otrzymanych
wynikow. Bogata ,,Bibliografia” obejmuje 385 publikacji naukowych. Autorka ma w dorobku 11
oryginalnych publikacji naukowych z listy filadelfijskiej i w 7 jest pierwszym autorem. Jest takze
wspotautorka 5 publikacji bez IF oraz jednej pracy monograficznej. Odkrycia i konstrukcje doktorantki
byty przedmiotem 5 patentow i 6 zgloszen patentowych. Jest to niewatpliwie znaczny dorobek naukowy.

W rozdziale ,,Przeglad Literatury” Autorka opisuje cele konstrukcji biosensorow, typowe podtoza
i enzymy oraz sposoby wigzania materiatu biologicznego z podtozem przewodzacym. Omawia rodzaje
detekcji w biosensorach, koncentrujgc sie na czujnikach elektrochemicznych i optycznych, a w rozdziale
2.1.1.5 zastanawia si¢ nad przyszto$cig biosensorow w kontekscie spersonalizowanej opieki zdrowotnej
czy szybkich testow w punktach opieki i poza laboratorium diagnostycznym. Zwraca uwage na role
neuroprzekaznikow w prawidtowym funkcjonowaniu organizmu ludzkiego i opisuje funkcje
poszczegblnych przedstawicieli tej grupy zwigzkow. Cze$¢ literaturowa jest przedstawiona
wyczerpujgco i poparta licznymi odno$nikami literaturowymi.

W opisie materiatdow podano oryginalne pétprzewodniki: organiczne, zsyntezowane w zespole
profesor Jadwigi Sotoducho oraz nanoczastki grafenowe wykonane i scharakteryzowane w zespole prof.
Artura Podhorodeckiego. W opisie pochodzenia enzymoéw nie wskazano rodzaju peroksydazy
chrzanowej uzytej w badaniach, ani procedur oczyszczania zakupionych biatek. Opis
wykorzystywanych w pracy materiatow i metody modyfikacji elektrod jest szczegdtowy i gdzie mozna
zilustrowany schematami — pozwala to zrozumie¢ wszystkie procedury uzyte w pracy oraz uktady do
badan optycznych i elektrochemicznych. Pomocne sa schematy uktadow mikroprzeptywowych. Liczba
uktadéw sensorowych uzytych do detekcji wybranych neuroprzekaznikow jest imponujaca, siedem
uktadow ,,najlepszych” pod wzgledem parametréw pracy wybrano do opisu w czesci ,,Wyniki i
dyskusja”. Ten wybor nie jest dla mnie catkowicie jasny, poniewaz patrzac na publikacje, inne uktady
z tabeli 6 moglyby by¢ rownie lub nawet, pod pewnymi wzgledami, bardziej nowatorskie. Lepiej byto
moze dla przejrzystosci pracy ograniczy¢ sie wiec W opisie procedur tylko do tych materiatéw, ktore

zostaly ujete potem w czesci wynikowej pracy.
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W rozdziale 4.1 Autorka przedstawita optymalne warunki pracy stosowanych enzymow—
oksydoreduktaz. Podano zakresy pH oraz temperatur odpowiadajace ich najwyzszej aktywnosci. Dziwi
mnie trochg, ze pomiaré6w aktywnos$ci enzymow nie planowano prowadzi¢ w obszarze temperatur
optymalnym dla danego biatka, co umozliwialoby poréwnanie z innymi pracami i enzymami
nieunieruchomionymi na stalym podtozu. Takie poroéwnania sg zawsze bardzo interesujace i
warto§ciowe w pracy.

W rozdziale 4.2 Autorka opisata zwiazki stosowane do przygotowania elektrod warstwowych, ze
szczegdlng uwaga traktujac ciekawa grupe pochodnych krzemoorganicznych z fragmentami
tiofenowymi. Monomery poddawano elektropolimeryzacji na podtozach ze ztota lub platyny. Rosngce
prady pikéw w kolejnych cyklach chronowoltamperometrii cyklicznej dowodza postepu reakcji, ale nie
podano w jaki sposob okreslano ,,ilosciowg polimeryzacje monomerdéw na elektrodach”. Nie podano tez
jakim reakcjom przypisuje si¢ obecne na woltamogramach piki utleniania i dlaczego obraz jest
odmienny dla polimeru 14 i 15. Przyczyna zastapienia siarki selenem w zwiazku 15 takze nie zostata
wyjas$niona. Czy to poprawito wiasciwosci warstwy?

Obrazy SEM i TEM uwidaczniajg topografi¢ warstw i porowato$¢ powierzchni, sprzyjajaca
dalszej modyfikacji enzymami. Nie do kofica rozumiem, dlaczego do unieruchamiania lakazy uzyto
uktadu z polimerem 14, a do peroksydazy chrzanowej polimeru 15, zamiast stosowa¢ ten sam enzym
dla poréwnania dwu polimerow, lub dwu polimeréw dla poréwnania efektywnos$ci jednego enzymu.
Sposob przygotowania obu warstw bioreceptorowych budzi uznanie, gdyz zapewnia przewodnictwo
warstw, z jednoczesng swobodg orientacji czasteczek enzymu, a usieciowanie aldehydem glutarowym
stabilizuje enzymy na elektrodzie.

W rozdziale 4.2.2 do tworzenia warstwy polimerowej wykorzystano monomery zawierajace takze
tiofen, ale dodatkowo, grupe aromatyczng - pierscien pirydynowy nadajacy monomerowi lepsze
wlasciwosci elektronoakceptorowe. Proces elektropolimeryzacji prowadzono w tym przypadku przy
mniej dodatnich potencjatach (dol1.4V) ale uzyskana warstwa wykazywata znaczng trwato$¢ i ten
polimer wykorzystano do tworzenia warstw sensorowych do oznaczania adrenaliny, z lakazg lub
tyrozynaza jako biokatalizatorami.

Zupehie innym materialem potprzewodnikowym byly grafenowe kropki kwantowe, ktorymi
Autorka pokrywata elektrode z wegla szklistego. Stabilno$¢ pokrycia lakaza takiego podtoza osiggano
takze przez sieciowanie enzymu aldehydem glutarowym. Widaé, ze ta metoda ,,poprawiania”
wlasciwosci elektrod z fizycznie adsorbowanymi enzymami, sprawdza sie dla roéznych podtéz

elektrodowych i jest dobrg alternatywa dla nafionu, powszechnie uzywanego do stabilizowania warstw
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z enzymami na elektrodach. Autorka uzyskata potwierdzenie przez konkretne pasma na widmach IR, ze
lakaza taczyta sie przede wszystkim z kropkami kwantowymi obecnymi na elektrodzie.

W rozdziale 4.4 mgr Baluta opisata zastosowanie przygotowanych uktadéw biosensorowych do
oznaczania neuroprzekaznikow. W przedstawionym mechanizmie utleniania serotoniny w obecno$ci
lakazy produkt 8 nie jest pochodng chinonowg tylko ketonowg (brakuje drugiego tlenu). Dalsze reakcje
chemiczne tego produktu z udziatem wody istotnie prowadza do utworzenia pochodnej
hydrochinonowej, ktora utlenia si¢ dalej do pochodnej chinonowej, ale na schemacie 43 tego nie
pokazano. Bezpos$rednie przeniesienie elektronu migdzy elektroda pokryta lakaza i serotoning prowadzi
do wyksztatcenia sie fali utleniania serotoniny o wysokos$ci rosnacej wraz ze stezeniem analitu. Nie
zinterpretowano jednak sygnatu redukcji przy potencjale -0.1V — odpowiada on wiasnie redukcji
chinonowej formy utworzonej w wyniku ostatecznej reakcji katalitycznej. Autorka wykorzystata
liniowg zalezno$¢ pomiedzy stgzeniem neurotransmitera i natgzeniem pradu utleniania jako metode
oznaczania serotoniny, uzyskujac lepsza granice detekcji i Szybszy proces utleniania niz na elektrodach
weglowych pokrytych nanowldoknami weglowymi, a w dodatku dobrg czuto$é zaprojektowanego
biosensora.

Do oznaczania dopaminy Autorka wykorzystata peroksydaze chrzanows, a nie lakaze dla ktorej
tez mogtaby by¢ substratem. Uzyskata znaczace podwyzszenie pradu utleniania w pordwnaniu z
utlenianiem dopaminy na niepokrytej elektrodzie ztotej i dogodne warunki analizy, szczegélnie przy
zastosowaniu roznicowej pulsowej woltametrii. Sensor miat wyrazng przewagg nad innymi opisanymi
w literaturze, co pokazano w tabeli 8. Nie przeszkadzaty typowe interferenty w oznaczaniu dopaminy:
kwas askorbinowy i moczowy. Wydaje si¢ jednak, ze roznica w stezeniach dopaminy i askorbinianow
w prawdziwych ptynach ustrojowych jest wyzsza, niz w pokazanych oznaczeniach w roztworach
syntetycznych.

Do lakazy, mgr Baluta powrocita, opracowujgc Nowa metode oznaczania adrenaliny przy uzyciu
elektrod dekorowanych grafenowymi kropkami kwantowymi. Niestety, nie wida¢ na krzywej dla samej
elektrody pokrytej lakazg, bezmediatorowego procesu przeniesienia elektronu pomig¢dzy lakazg a
elektroda. Zastosowanie rownania Randlesa — Sevéika do wyznaczenia wspélczynnika dyfuzji w
procesie elektrodowym bardzo odbiegajacym od odwracalnosci (schemat 56) i w dodatku uznanym za
elektrokatalityczny budzi moj sprzeciw. Natomiast analityczne wykorzystanie sensora opisano bardzo
profesjonalnie i wydaje si¢ Ono obiecujace jako element urzadzen diagnostycznych.

Inng ciekawa propozycja w pracy sg biosensory optyczne, rowniez wykorzystujace matryce

tetrafenylosilanowe, co Autorka przedstawita na przyktadzie oznaczania dopaminy. Fluorescencyjnym
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markerem do wykrywania analitu byly opisane wczesniej grafenowe kropki kwantowe, dla ktorych
obserwowano wygaszanie fluorescencji w wyniki adsorpcji spolimeryzowanych produktow utleniania
dopaminy. To jest oryginalne podejscie, a pokrycie nanokropek polimerem dopachinononowym
stwierdzano nie tylko poprzez wygaszanie fluorescencji, ale takze metoda AFM, gdyz powierzchnia
kropek ulegata po pokryciu powigkszeniu. Przejrzyscie opisano przeptywowy model czujnika
optycznego, stosowane bioelektrody i metody wyznaczania stezenia analitu z wykorzystaniem rownania
Sterna — Volmera. Problem moze tu wigzaé si¢ z oznaczaniem wigkszych stgzen analitu i wida¢ to na
Schemacie 69, chociaz tego w pracy Autorka nie dyskutowata. Okreslita optymalne warunki oznaczenia
i dolng granice detekcji oraz selektywnosc.

Zasada dziatania innego, zaprojektowanego w pracy, optycznego biosensorowego uktadu do
oznaczania adrenaliny polegata na wykorzystaniu tworzenia si¢ barwnego kompleksu z jonami Zelaza.
Diode LED uzywano do naswietlenia kompleksu i wywotania fluorescencji. Intensywno$¢ fluorescencji
jest dla uktadéw enzymatycznych zwykle nizsza i sensor oparty na samym barwniku z zelazem wydaje
si¢ bardziej korzystny — ma lepsze granice detekcji. Czujniki enzymatyczne zapewniaja jednak wedtug
Autorki lepszg selektywnos¢. Autorka wykazata ich przydatnos¢ na wielu przyktadach, porownujac tez
proponowane w pracy uktady z innymi biosensorami dostepnymi w literaturze. Podkreslajac zalety nie
uchylata si¢ od uwag krytycznych, co nalezy specjalnie podkreslic.

Moje drobne uwagi krytyczne dotycza gtéwnie btedow jezykowych, czy w nazewnictwie:
Nazwiska Randlesa — Sevéika zapisane s z trzema bledami w wielu miejscach pracy, a w opisie
rownania 2 nie podano w jakich jednostkach otrzymuje si¢ prad piku ( i og6lnie nie musi to by¢ prad
redukcji wiec ,,C” nie jest w zapisie konieczne).

Trochg jest w pracy zdan niezbyt udanych z punktu widzenia jezyka polskiego np. na stronie 88: ,,...prad
generowany jest przez transfer pomigdzy analitem a powierzchnig elektrody...”

lub ,.transfer elektronéw miedzy czgsteczka docelows, a kolektorem pradu”.

Potencjat utleniania pétfalowego to prawdopodobnie potencjat potfali utleniania (str.96).
»Wyznaczono parametr wspotczynnika dyfuzji” to po prostu chyba wyznaczenie wartosci
wspotczynnika dyfuzji.

,,CV-skany” to tez raczej slang i lepiej pisaé ,,woltamogramy” lub ,,woltamperogramy cykliczne”

Podsumowujgec, mgr. Sylwia Baluta dokonata rzetelnego przegladu roéznych materiatéw
potprzewodzacych (8 typéw) i metoda elektrochemiczna polimeryzowata je na podtozach

elektrodowych. Wiazagc z nimi odpowiednie enzymy przygotowata szereg biosensorow
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elektrochemicznych i optycznych, rozszerzajac mozliwosci detekcji waznej medycznie grupy
zwiazkow. Wykonala bardzo obszerng prace eksperymentalng, stanowigca warto$ciowy wklad w
dziedzinie projektowania materiatbw sensorowych i platform analitycznych zawierajacych
oksydoreduktazy jako biokatalizatory. W oparciu o przeprowadzong analiz¢ rozprawy stwierdzam, ze
spetnia ona wszystkie wymagania stawiane przez Ustawe o Tytule i Stopniach Naukowych z dnia 14
marca 2003r. (Dz U. z 2003, Nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) oraz Rozporzadzenie Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegdélowego trybu i warunkow przeprowadzenia
czynnosci w przewodach doktorskich z dnia 26 wrzesnia 2016r., a takze zwyczajowe kryteria stawiane

rozprawom doktorskim. Wnioskuje o przyjecie pracy i dopuszczenie Pani mgr Sylwii Baluty do

gim

Renata Bilewicz

dalszych etapow przewodu doktorskiego.



