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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Sylwii Baluty

pt. ,Wytwarzanie biosensorow warstwowych, modyfikowanych strukturami o
charakterze pétprzewodnikowym”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska, wykonana pod kierunkiem dr hab. inz.
Joanny Cabaj, profesor Politechniki Wroctawskiej, dotyczy zaprojektowania, konstrukcji i testowania
nowych, selektywnych biosensoréw warstwowych, modyfikowanych strukturami o charakterze
potprzewodnikowym, do oznaczania neuroprzekaznikow.

Praca doktorska mgr inz. Sylwii Baluty porusza bardzo wazne i aktualne zagadnienia, zaréwno
z punktu widzenia naukowego jak i praktycznego. Jednym z priorytetéw w strategii skutecznego
leczenia pacjentéow i poprawy jakosci ich zycia, jest opracowanie szybkich, selektywnych
i wiarygodnych metod diagnostycznych. W ten trend doskonale wpisuje sie tematyka zwigzana z
projektowaniem i konstrukcjg coraz to lepszych biosensoréw. O istotnosci tej dziedziny badan
Swiadczy ciagle rosnaca liczba publikacji i patentéw. Celem wszystkich dazen jest opracowanie jak
najmniejszych, bardzo czutych, tatwych w obstudze i przystepnych cenowo urzgdzen, majgcych
zastosowanie przede wszystkim w szybkim diagnozowaniu pacjentéw, rdwniez na odlegtos¢. Coraz
bardziej popularne stajg sie okreslenia Lab-on-a-Chip czy Point -of-care testing.

Rozprawa doktorska liczy 177 stron, jest napisana poprawnie, z zachowaniem prawidtowych
proporcji poszczegdlnych rozdziatéw. Nalezy podkreslic, ze cytowanych jest az 385 pozycji
literaturowych, w duzej czesci opublikowanych w ostatnich 10 latach, co swiadczy o bardzo dobrym
rozeznaniu w tematyce i przygotowaniu Doktorantki do podjecia badan w tej dziedzinie. Szeroki
zakres opisanych badan, udokumentowanych odpowiednimi wykresami, tabelami oraz analizg
wynikéw i konkretnymi wnioskami, potwierdzajg natomiast duzy naktad pracy oraz
umiejetnosci mgr inz. Sylwii Baluty. Nalezy podkresli¢, ze rozprawa jest interdyscyplinarna
i obejmuje wiele obszaréw chemii: elektrochemie, chemie analityczng, chemie polimeréw oraz
biochemie, ale takze zawiera elementy optyki czy elektroniki. Mozna tu jeszcze doda¢ diagnostyke
medyczng (bioczujniki s3 dedykowane do oznaczania neuroprzekaznikow).

Na poczatku rozprawy, w rozdziale ,,Wprowadzenie i cele badawcze pracy”, Autorka opisata
krétko duze znaczenie biosensoréw, potwierdzone zakwalifikowaniem ich do priorytetowych
technologii, majgcych kluczowy wptyw ma rozwdéj gospodarczy kraju. Wskazata réwniez, ze brak jest
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obecnie na rynku urzadzen mierzacych szybko i w prosty sposéb poziom neuroprzekaznikéw w
ptynach ustrojowych cztowieka. Po krotkim wstepie Doktorantka przedstawita najwazniejsze
zatozenia, zakres i cel pracy doktorskiej.

Nastepny rozdziat , Przeglad literatury” (34 strony) zawiera najwazniejsze informacje na temat
typéw, budowy i dziatania biosensordw, szczegdlnie enzymatycznych. Przedstawione zostaty
rowniez dane dotyczace samych enzymdw i metod ich immobilizacji. O ile dyskusja dotyczaca
biosensoréw jest wyczerpujgca, o tyle pewien niedosyt budzi krétkie i ogdlne omodwienie
stosowanych enzymoéw, ktdre sg przeciez kluczowym elementem opracowywanych uktadéw.
Przydatoby sie troche wiecej informacji np. w postaci schematow, przedstawiajgcych budowe miejsc
aktywnych poszczegélnych enzymdw oraz mechanizmy katalizowanych przez nie reakcji. Autorka
niektore z tych zagadnied omawia pdzniej w rozdziale poswieconym dyskusji wynikéw. Czesc¢
literaturowa obejmuje takzie omodwienie typéw i roli neuroprzekaznikdw w prawidtowym
funkcjonowaniu organizmu ludzkiego, a takze mozliwe zaburzenia zwigzane ze zmianami ich
stezenia. Ze wzgledu na to, ze analiza tych zwigzkéw jest integralng czescig pracy, moim zdaniem
troche szerzej powinny byé omodwione, opisane juz w literaturze, elektrochemiczne metody
oznaczania neuroprzekaznikdéw. Zdaje sobie jednak sprawe. ze przy tak szerokim zakresie badan, nie
wszystko mozna przedstawi¢ szczegétowo, dlatego mimo drobnych uwag uwazam, ze przeglad
literatury stanowi bardzo dobry wstep do czesci badawcze;j.

W rozdziale ,,Metodyka badan” (17 stron) Doktorantka jeszcze raz wymienita poszczegdine
etapy badan, po czym podata wykaz stosowanych odczynnikéw oraz aparature i metodyke badan.
Analizujgc poszczegdlne procedury, od przygotowania i modyfikacji elektrod wytypowanymi
polimerami przewodzacymi lub grafenowymi kropkami kwantowymi, poprzez immobilizacje
enzyméw, az do konstrukcji kompletnych systeméw biosensorow optycznych badz
elektrochemicznych, mozna fatwo stwierdzi¢ jak szeroki byt zakres prac badawczych
przeprowadzonych przez Doktorantke i jak wielu umiejetnosci wymagat.

Rozdziat ,Wyniki i dyskusja” (71 stron) zawiera wnikliwg analize uzyskanych w kolejnych
etapach rezultatdw. Rozpoczyna go tabelaryczne zestawienie 15 zaprojektowanych systemoéw
detekcyjnych. W kolejnych podrozdziatach omoéwione zostaty wyniki badan nad otrzymaniem
wybranych siedmiu biosensoréw warstwowych. W pierwszej czesci, do otrzymania chemoczutych
uktadéw, Doktorantka zastosowata 3 pochodne krzemoorganiczne zawierajgce sprzezone uktady
heteroaromatyczne oraz sprzezony uktad zawierajgcy pierscienie tiofenu i pirydyne, jednoczesnie
dobrze uzasadniajac swoj wybér. W wyniku polimeryzacji elektrochemicznej, otrzymata stabilne
warstwy polimerowe na elektrodach platynowej, ztotej oraz platynowej zatopionej w ceramice
wspotwypalanej niskotemperaturowo (LTCC). Powierzchnie tak otrzymanych warstw polimerowych
zostaty dobrze scharakteryzowane (AFM, SEM), a ich stabilno$¢ potwierdzona za pomoca
woltamperometrii cyklicznej. Na otrzymanych nos$nikach adsorpcyjnie osadzony zostat jeden z
enzymow: lakaza z Cerrena unicolor, peroksydaza chrzanowa lub tyrozynaza. Enzymy dodatkowo
zostaty zsieciowane aldehydem glutarowym. Kolejne badania dotyczyty zastosowania otrzymanych
przez Doktorantke grafenowych kropek kwantowych do konstrukcji bioczujnikéw.
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Poszczegdlne biosensory elektrochemiczne zostaty przetestowane w analizie serotoniny,
dopaminy i adrenaliny, z wykorzystaniem woltamperometrii cyklicznej, chronoamperometrii oraz
woltamperometrii pulsowej rdznicowej. Doktorantka otrzymata obiecujace wyniki, w postaci
liniowych zaleznosci natezenia pradu od stezenia badanego zwigzku w stosunkowo szerokim
zakresie, a granica wykrywalnosci analitu (LOD) byfa najczesciej nizsza od wielu opisywanych w
literaturze czujnikdw. Jak Autorka stusznie zauwazyta, w przypadku serotoniny i dopaminy wartosci
oznaczanych stezen byty jednak znacznie wyzsze niz te wystepujace w osoczu zdrowych osdb, ale
mimo to otrzymane biosensory mogtyby by¢ uzyteczne w analizie tych zwigzkéw u oséb chorych, u
ktorych  stezenie poszczegélnych neuroprzekainikow znacznie wzrasta. Przydatnosc
skonstruowanych czujnikow zostata takize potwierdzona w analizie probek zawierajgcych
mieszanine wielu zwigzkéw, mogacych powodowac zaburzenie prawidtowego odczytu, w tym w
probkach syntetycznego moczu. Doktorantka okreslita zaréwno indywidualny wptyw zwigzkéw
takich jak: kwas askorbinowy, kwas moczowy, cysteina, jak rowniez ich mieszaniny. We wszystkich
przypadkach otrzymata bardzo dobre wartosci odzysku i udowodnita niewielki wptyw zwigzkéw
interferujgcych na oznaczenia dopaminy, serotoniny czy adrenaliny.

W kolejnych podrozdziatach przedstawione zostaty wyniki uzyskane w badaniach biosensoréw

optycznych. Doktorantka sprawdzita najpierw mozliwos¢ wygaszania fluorescencji grafenowych
kropek kwantowych przez polidopamine (poli-DA) oraz udowodnita zalezno$¢ intensywnosci
fluorescencji od stezenia poli-DA, stosujac przeptywowy czujnik optyczny. Autorka okreslita
najbardziej korzystne warunki oznaczania dopaminy, badajac wptyw takich czynnikow jak pH,
natezenie przeptywu czy substancje interferujgce. Moim zdaniem dyskusja na temat mechanizmu
polimeryzacji dopaminy bytaby znacznie bardziej czytelna, gdyby Doktorantka umiescita schematy
reakcji zachodzgcych w badanych warunkach. W kolejnych badaniach okreslita najbardziej korzystne
warunki oznaczania adrenaliny metodg fluorescencyjng, gdzie wykorzystata zdolnos$¢ tego zwigzku
do tworzenia barwnego kompleksu z jonami zelaza(ll) oraz wzbudzenie kompleksu odpowiednig
diodg LED. Granica wykrywalnosci analitu byta w tym przypadku duzo nizsza niz w przypadku uzycia
biosensoréw enzymatycznych.
W rozdziale ,,Wnioski” Autorka podsumowata najwazniejsze rezultaty uzyskane w trakcie realizacji
postawionego na poczatku celu oraz wnikliwie omdwita wynikajgce z nich wnioski. Istotne jest tutaj
porownanie otrzymanych uktadéw oraz wskazanie mozliwosci ich zastosowania. Doktorantka
wskazata rowniez szereg artykutow, gdzie opublikowata poszczegélne wyniki. Prace koriczy krétkie,
ogdlne podsumowanie.

Strona merytoryczna pracy nie budzi zastrzezen, jednak przy tak obszernym dokumencie
nieuniknione sg pewne niedopatrzenia czy btedy edytorskie i jezykowe, ktére w niewielkim stopniu
wptywajg na mojg ostateczng, wysoka ocene pracy. Z obowigzku recenzenta podaje wybrane uwagi
oraz niescistosci, ktére zauwazytam podczas analizy rozprawy:

1.Ze wzgledu na to, ze wiekszo$s¢ omawianych wynikow zostata juz opublikowana, szkoda, ze
Autorka nie podata odnosnikéw do tych artykutow w tekscie, a szczegdlnie na schematach, tym
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bardziej, ze umieszczone w pracy doktorskiej schematy i rysunki czesto sg identyczne z tymi w
publikacjach. S3 to wprawdzie publikacje w systemie Open access i takie dziatanie jest uprawnione,
jednak mimo wszystko powinny by¢ podane zrédta.

2. Str.25. W pozycji literaturowej [77] nie znalaztam informacji o zastosowaniu grafenowych kropek
kwantowych. Artykut dotyczyt zastosowania pochodnej dihydroksyfenoksazyny jako substratu
peroksydazy chrzanowej, do oznaczania nadtlenku wodoru, uwalnianego przez aktywowane ludzkie
leukocyty. Niezbyt poprawne jest wiec zdanie: ,Przyktadem dziatania GQDs jako syntetycznego
enzymu o wiasciwosciach peroksydazy jest monitorowanie H,O, uwalnianego przez ludzkie
leukocyty, ktéry w nadmiarze moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek, przestawiony przez
Mohanty’ego i wspotpracownikdéw [77]”.

3. 5tr.29. Ogdlne stwierdzenie: ,Dowiedziono, ze enzymy przechowywane w buforze wykazujg
aktywnos¢ katalityczng od 8 do 48 h, czas ich dziatania mozna natomiast wydtuzy¢ poprzez
unieruchomienie na podfozu statym” nie do konca jest prawdziwe. Bez sprecyzowania jakich
enzymow to dotyczy, w jakich buforach oraz podania konkretnych warunkéw takie stwierdzenie nie
ma sensu.

4.Str. 56 i 66 Przydatby sie bardziej doktadny opis metody oznaczania aktywnosci badanych
enzymow (co doktadnie analizowano, jakie reakcje zachodzity). OkresSlenie, ze za jednostke
aktywnosci enzymu przyjeto zmiane absorbancji o 0,001/min niezbyt precyzyjnie oddaje to co
rzeczywiscie dzieje sie w badanym uktadzie. To samo dotyczy opisu na str. 66.

5. Str. 74. Bardzo oszczedny jest opis procesu immobilizacji enzymoéw. Autorka podaje jedynie, ze
odpowiednie roztwory, zawierajgce enzymy (2 mg/mL) naniesiono kroplami na powierzchnie. W
zwigzku z tym mam pytanie: czy oznaczano ile enzymu rzeczywiscie osadzono na powierzchni
modyfikowanej elektrody? Czy badano jaka jest powtarzalnos¢ immobilizacji? W pracy nie ma
informacji ile razy powtarzano eksperymenty i jakich metod statystycznych uzyto w obliczeniach.

6. Str.100 — Niezbyt jasne jest zdanie: ,Elektrochemiczne utlenianie zwigzkéw fenolowych czy
aminowych, jak w przypadku neuroprzekaznikdéw, jest sprzezone z jednorodnymi reakcjami
chemicznymi”.

7. Str. 101 schemat 51 A — czy na pewno oznaczenia linii odpowiadajg poszczegdlnym stezeniom
dopaminy? Wydaje sie by¢ na odwrot.

8. Pod schematami czesto brakuje warunkéw, w jakich prowadzono eksperymenty oraz stezen
poszczegdlnych sktadnikéw mieszanin reakcyjnych (np. str. 104, 111, 122; schematy 53, 58, 70).

9. str.119, schemat 68 — tytut A: zgodnie z wykresem jest to raczej zalezno$¢ intensywnosci
fluorescencji od stezenia dopaminy, a nie odwrotnie.
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10. str. 120. Brak warunkéw, w jakich oznaczano stezenie dopaminy przy uzyciu czujnika optycznego
z zewnetrzng elektrodg, na ktérej osadzono lakaze. O ile konwencjonalna polimeryzacja dopaminy
wymaga Srodowiska zasadowego (w pracy to bufor o pH 10), o tyle ta katalizowana lakazg nie moze
by¢ prowadzona w takich warunkach, ze wzgledu na aktywnos¢ enzymu (optimum pH 4,6-5,4). Taka
informacja powinna wiec by¢ podana.

11. W rozdziale “Wnioski” (str. 145) podane sg informacje na temat dtugoterminowej stabilnosci
otrzymanych nosnikéw w kolejnych cyklach reakcyjnych, jednak nie znalaztam opisu takich badan w
omoéwieniu wynikéw.

Wybrane btedy, w tym edytorskie i skroty myslowe (nie wymagajgce komentarza Doktorantki):

a. Str. 8. TBA-TFB tetrafluoroboran tetrabutyloamoniowy (w pracy jest: tetrabutyloamonowy)

b. Str. 22. Tabela 2: wiersz 2 — chyba chodzito o polianiline a nie polialanine; wiersz 4 raczej powinno
by¢ poli(3,4-etylenodioksytiofen); wiersz 5 — raczej to kopolimer trzech wymienionych monomeroéw;
dodatkowo, wedtug cytowanej w pracy literatury, jednym z monomerdéw byt N-heptylo-3,6-bis(2-
tiofeno)karbazol, wiec podana w tabeli nazwa jest nieprecyzyjna.

c. Str. 23. ,,...granica wykrywalnosci uktadu wynosita 0,93 uM, prace systemu badano w zakresie
stezen 2,0-60 puM” — brak informacji jakiego zwigzku dotyczyly te dane (Autorka wspomniata
wczesniej o pochodnych fenolowych, natomiast w cytowanym artykule dane te dotyczyty
konkretnie hydrochinonu).

d. Str. 28. Schemat 6. Dla struktur konkretnych enzymoéw wzietych z bazy PDB, powinno sie podawa¢é
kod identyfikacyjny PDB.

e. Str.31-32 rozdziat 2.1.1.3.2. Informacje dotyczace immobilizacji s3 ogdlne, niezbyt precyzyjne
i troche chaotyczne.

f.Str.35 A. alantoiny nie alaintoiny; B. nazwa fosforan (V) 2,2-dichlorowinylu-dimetylu
nieprawidtowa;

g.str.36.  ,.rozpuszczalny w  wodzie sprzezony polimer na bazie szkieletu
poli(fenylenoetynylenowego) otoczonego anionem grupy sulfonowej PPSEO3,, — zgodnie ze wzorem
podanym w artykule [163], polimer PPESO; zawiera w swojej strukturze grupy sulfopropoksylowe,
wiec nie mozna powiedzied, ze jest otoczony anionami; takze btad w skrdcie polimeru.

h. Str 48. w tabeli 5 zwigzek nr 11: w nazwie jest N-heksylo-, a we wzorze N-nonylo-

i. Str. 53. —wyttumaczenie wyboru TBA-TFB niezbyt jasne —, TBA-TFB jest bardziej wrazliwy na efekty
parowania jonéw niz weglowodory, ze wzgledu na wyzszg elektroujemnosé tlenu nad weglem i w
konsekwencji wyzszy fadunek przenoszony przez dwa atomy tlenu w dianionie. Z tego powodu
pochodne fenolu .....".

j. Str. 67. Schemat 21 - Zaleznos$¢ aktywnosci enzymu od pH dotyczy konkretnych warunkdéw
i substratéw, nalezatoby je podac w opisie pod schematem.

k. Str. 74. schemat 27: stabo widoczne oznaczenia

. Str. 73, 104 i 114 — btedy edytorskie: ,, Charakterystyka szorstkosci powierzchni wyraznie wskazuje
na mozliwo$¢ swobodnego osadzania sie czgstek enzymu (moze jego rozmiar tu warto podaé)” — nie
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podano rozmiaru; ”...0znaczano stezenia serotoniny nr i dopaminy nr w préobkach rzeczywistych...”
oraz ,....mechanizm wykrywania dopaminy nr...”"— pewnie Autorka miata zamiar doda¢ odpowiednie
numery.

m. Str.94 schemat 46 — trudno rozrdéznic linie sygnatéw odpowiadajgce poszczegdlnym stezeniom
serotoniny.

n. Str.119. tekst i schemat 68 B; niefortunne okreslenia typu ,prosta liniowosci” czy ,krzywa
liniowa” na okreslenie prostej.

0. str. 127. Tytut schematu 77 “Odpowiedz czujnika (intensywnos¢ fluorescencji) od czasu, wobec
réznych zaleznosci przygotowania barwnika” jest niezbyt precyzyjny.

p. Drobne btedy w spisie literatury, np. poz. 78 powinno by¢: Materials 2019, 12(13), 2189; poz. 127.
Katz nie Kata; poz.222. powinno by¢ Molecules, 2019, 24, 2259.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera wiele cennych wynikéw
badain dotyczacych konstrukcji nowych biosensoréw warstwowych, zawierajgcych podfoza o
charakterze pétprzewodnikowym, do oznaczania waznych neuroprzekaznikow. Doktorantka
wykazata sie duzymi umiejetnosciami w wykorzystaniu i analizie danych literaturowych, planowaniu
doswiadczen, ich realizacji oraz formutowaniu wnioskdw. Na podkreslenie zastuguje ilosé
opracowanych biosensoréow warstwowych - elektrochemicznych i optycznych (15) oraz okreslenie
aktywnodci i selektywnosci 7 z nich, w monitorowaniu wybranych neurotransmiteréw. Swiadczy to
o ogromnym nakfadzie pracy wiozonej w realizacje zatozonego na poczatku celu oraz o dojrzatosci
naukowej Doktorantki. Niezwykle imponujacy jest dorobek naukowy mgr inz. Sylwii Baluty, na ktory
sktada sie az jedenascie publikacji z listy JCR, o tgcznym IF 29,005 oraz pie¢ w czasopismach spoza
listy filadelfijskiej (w tym 3 punktowane przez MNiSW; tgcznie 80 punktéw). Doktorantka jest
rowniez wspotautorka 5 patentdw, 6 zgtoszen patentowych oraz 1 monografii. Swoje wyniki Autorka
prezentowata na 26 konferencjach (w tym 9 wystgpien). Doktorantka uzyskata réwniez 2 granty na
udziat w konferencjach miedzynarodowych i byta recenzentka artykutéw naukowych. Dtuga jest
takze lista uzyskanych przez Doktorantke nagréd i wyrdznien (14), w tym stypendium Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego za wybitne osiggniecia w dziedzinie nauk chemicznych.

Uwazam, ze rozprawa doktorska pt. ,Wytwarzanie biosensorow warstwowych,
modyfikowanych strukturami o charakterze pétprzewodnikowym” spetnia wszystkie wymogi
merytoryczne i formalne okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki, w zwigzku z czym wnosze do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne, Politechniki Wroctawskiej o przyjecie rozprawy
i dopuszczenie mgr inz. Sylwii Baluty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whiosek o wyrdznienie:

Biorgc pod uwage wartos¢ merytoryczng pracy potwierdzong tak licznymi publikacjami,
patentami i zgtoszeniami patentowymi, zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Chemiczne, Politechniki Wroctawskiej z prosbg o wyréinienie przedstawionej mi rozprawy
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doktorskiej. Za duze osiggniecie uwazam opracowanie krok po kroku 7 nowych, obiecujacych
biosensorow warstwowych, zawierajagcych polimery poétprzewodzace, ich doktadng
charakterystyke i zastosowanie w analizie neuroprzekaznikéw.
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