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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Pawla Malinowskiego
»Charakterystyka i zastosowanie wybranych materiatéw polimerowych
w bioczujnikach z detekcja elektrochemiczna lub spektroskopowy”

Sensory chemiczne i biosensory sg urzadzeniami analitycznymi intensywnie
rozwijanymi z powodu duzego zapotrzebowania na proste i szybkie metody pomiarowe
przydatne w analizie klinicznej i biologicznej, ochronie $rodowiska czy przemystowej kontroli
procesowej. Opracowanie selektywnych sensoréw wymaga przede wszystkim ustalenia
odpowiedniego skiadu warstwy receptorowej, decydujgcej o ich parametrach pracy. Diatego
prowadzone od lat badania w tej dziedzinie obejmujg poszukiwanie selektywnych warstw z
zastosowaniem nowych receptoréw rozpoznajgcych wybrane anality oraz materiatow
polimerowych, zapewniajgcych prawidiowe dziatanie czujnikobw. Waznym zagadnieniem jest
takze miniaturyzacjia sensoréw, ze wzgledu na mozliwos¢ analizy prébek o matych
objetosciach, wymagania kompatybilnosci z miniaturowymi systemami analizy chemicznej
oraz czynnikami ekonomicznymi decydujgcymi o minimalizacji kosztéw wytworzenia samych
sensorow, jak i obnizeniu kosztéw jednostkowej analizy.

Tematyka rozprawy dokiorskiej mgr Pawia Malinowskiego ,Charakterystyka i
zastosowanie wybranych materialéw polimerowych w bioczujnikach z detekcjg elektro-
chemiczng lub spektroskopows”, wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa
Maksymiuka, wpisuje sie w przedstawione powyzej kierunki badawcze. Autor przedstawit
wyniki przeprowadzonych badan nad opracowaniem warstw receptorowych oraz planarnych
(bio)sensoréw elektrochemicznych i optycznych z wykorzystaniem materiatéw polimerowych
(przewodzgce warstwy polianiliny, mikrosfery poliakrylanowe) oraz kropek kwantowych.
Realizacja zalozonych celéw prac badawczych moze byé¢ istotna z punktu widzenia
konstrukcji prostych i tanich sensoréw/biosensoréw a zwiaszcza jednorazowych testéw
paskowych z detekcjg elektrochemiczng lub optyczng. Problematyka rozprawy miesci sie w
obszarze badain nad nowoczesnymi (bio)sensorami elektrochemicznymi, rozwijanym od
wielu lat w Pracowni Elektroanalizy Chemicznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego, z wynikami o znaczacej pozycji w literaturze Swiatowe.



Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata zredagowana w jezyku polskim, ma
tradycyjny ukiad i sklada sie z 8 rozdziatéw. Pierwsze rozdziaty pracy, poprzedzone krotkim
wstepem, przedstawiajg przeglad literaturowy wprowadzajgcy czytelnika w zagadnienia
poruszane w dalszej czesci rozprawy. Kolejne rozdziaty to czes¢ eksperymentalna — opis
konstrukcji badanych ukiadéw oraz oméwienie rezultatéw badarn wiasnych Autora,
uzyskanych dla kolejnych warstw receptorowych sensoréw elektrochemicznych i optycznych.
Rozprawe koriczy krotki rozdziat podsumowuijgcy otrzymane wyniki i przedstawiajacy ogélne
whioski. Praca obejmuje 205 stron maszynopisu z 115 rysunkami oraz 7 tabelami: w tekscie
znajdujg sie 232 odnosniki do literatury, zebrane na koricu rozprawy. Uktad zaréwno czesci
literaturowej jak i eksperymentalnej jest logiczny, cho¢ nie do korica przejrzysty (tytuty
niektérych rozdziatéw i podrozdziatéw nie zawsze oddajg dobrze ich zawartosé); ponadto
bledy edytorskie, stylistyczne czy skréty myslowe pogarszajg czytelnos¢ pracy.

Szczegbfowe oméwienie rozprawy doktorskiej

Rozprawe doktorska rozpoczyna krétki wstep, w kidrym Doktorant przedstawit obszar
swoich zainteresowarn badawczych oraz zakres prac badawczych, ktére byly realizowane w
ramach przewodu. W czeéci literaturowej (rozdziaty 1-5), przedstawione zostaty zagadnienia
istotne z punktu widzenia prowadzonych badan. Doktorant omowit przede wszystkim
podstawy dziatania czujnikéw chemicznych (gtéwnie bioczujnikéw optycznych i elekiro-
chemicznych) oraz scharakteryzowat otrzymywanie, wtasciwosci i zastosowanie polimerdw
przewodzgcych (polianiliny) w konstrukcji w sensoréw potencjometrycznych. W kolejnym
rozdziale scharakteryzowane zostaty enzymy; ze wzgledu na temat rozprawy, Autor skupit
uwage na dwoéch, stosowanych dalej w pracach badawczych, enzymach: ureazie oraz
fosfatazie alkalicznej. Dalej oméwiono zwiezle otrzymywanie i wtasciwosci fizykochemiczne
kolejnych materiatéw (mikrosfery poliakrylanowe, kropki kwantowe) wykorzystanych przez
Autora, jako matryce optycznie czutych warstw receptorowych.

Czes¢ doswiadczalng pracy doktorskiej rozpoczyna rozdziat 6 i 7, w ktérych Doktorant
zebrat stosowane odczynniki/aparature i oméwit krétko techniki instrumentalne stosowane w
badaniach (potencjometrie, woltamperometrie cykliczng i elektrochemiczng spekiroskopie
impedancyjng oraz spektrofotometrie UV-Vis i spektrofluorymetrie). W kolejnym, obszernym
rozdziale 8 przedstawione zostaty wyniki badan wiasnych, poswiecone kolejnym etapom
planowanych prac badawczych. W pierwszej kolejnosci Autor omowit procedure wytwarzania
sensoréw planarnych typu all-plastic (umozliwiajgcych prace w trybie elektrochemicznym i
optycznym) z wykorzystaniem polimeru przewodzacego — polianiliny — nanoszonej w prosty
sposéb w postaci zawiesiny na folie poliestrowa. Poréwnane zostaly przy tym wiasciwosci
elektrochemiczne i optyczne tak otrzymanych warstw z polianiling elektropolimeryzowana.
Wyniki badan potwierdzitly mozliwosé wykorzystania polianiliny, jako warstwy receptorowej



sensoréw elekirochemicznych i optycznych czutych na: pH, amoniak oraz kationy metali
(podkredli¢ nalezy, ze w przypadku czujnikéw potencjometrycznych, przewodzaca warstwa
polianiliny umozliwiata takze wyprowadzenie sygnatu elekirycznego). Zdecydowanie bardziej
interesujgca byta modyfikacja planarnych elektrod polianilinowych dodatkowa warstwag
octanu celulozy zawierajacg enzym — ureaze, pod katem uzyskania bioczujnikéw mocznika
(pracujgcych w obydwu trybach). Po optymalizacji pojemnosci buforowej roztworu uzytego w
trakcie pomiaréw, przygotowane biosensory wykazywaly liniowa zaleznosé syghatu od
logarytmu stezenia mocznika w zakresie fizjologicznego poziomu tego zwigzku w osoczu
krwi. Te wtasnie wyniki w moim przekonaniu stanowig najwazniejsze, oryginalne osiggniecie
Doktoranta.

Waznym etapem prac badawczych byto opracowanie warstw receptorowych polianiliny
z unieruchomiong fizycznie fosfatazg alkaliczng (putapkowang w octanie celulozy), ktore
wykazywaty czuto$¢ na jony monofluorofosforanowe w szerokim zakresie stezen. Czulo$é
warstw polianilinowych na pH wykorzystano dalej w analizie aktywnosci fosfatazy alkalicznej
w roziworze metodg potencjometryczng i spekirofotometryczng. W rozdziale 8 opisano takze
probe zastosowania innych materiatow polimerowych — mikrosfer poliakrylanowych — jako
warstw receptorowych czutych na mocznik (po dowigzaniu pochodnej fluoresceiny i ureazy).
Uzyskane mikrosfery umozliwiaty spektrofluorymetryczne oznaczanie mocznika w zakresie
stezen 10° - 10* M (pomiary w ptytkach 96-dotkowych). Nalezy réwniez dodag, ze w pracy
doktorskiej zasygnalizowano modyfikacje nanoczgstek — kropek kwantowych CdSe/ZnS za
pomocy ureazy (réwniez pod katem analizy ilosciowej mocznika).

Rozprawe doktorskg koriczy rozdziat poswigcony podsumowaniu uzyskanych wynikow
prac eksperymentalnych.

Ocena merytoryczna rozprawy dokftorskiej

Przechodzac do oceny merytorycznej nalezy stwierdzi¢, ze tematyka pracy doktorskiej
jest ciekawa i wazna z punktu widzenia konstrukgji tanich i prostych biosensoréw, ktore
mogg by¢ przydatne w analizie klinicznej i Srodowiskowej. Z uwagi jednak na obowigzek
krytycznego podejscia do ocenianej pracy, chciatbym przedstawi¢ ponizej uwagi ogolne i
szczegblowe dotyczgce poszczegéinych CzeSci rozprawy.

Po pierwsze — dobér i uktad zagadnien oméwionych w czesci literaturowej uwazam za
trafny i czytelny. Autor przedstawit jednak w kazdym rozdziale jedynie opis kilku wybranych
przykitadow: stosowanych materiatow, opracowanych warstw receptorowych oraz sensoréw
bez krytycznej dyskusii tj. podkreslenia wad/zalet, ograniczen/probleméw w proponowanych
rozwigzaniach/podejsciach. Ponadto, zabrakio mi podsumowania przegladu literaturowego,
ktére wskazywaloby na stan wiedzy w danej dziedzinie i ktére uzasadniatoby celowo$é

podjetych prac badawczych w ramach przewodu. Mam takze pewne zastrzezenia do



samego wstepu, w ktérym Autor nie okreslit precyzyjnie celu rozprawy i nie sformutowat, co
stanowi¢ bedzie oryginalne podejécie (nowosé naukowa) w rozwigzaniu danego problemu
naukowego (tj. nowe materialy, tryb pomiaru potencjometryczny i spektroskopowy, czy moze
nowe architektury sensoréw i ich poréwnanie). Uwagi szczegétowe do czesci literaturowej
przedstawitem ponizej:

1. Rozdziat 1.4. — problematyka biosensoréw ujeta dos¢ wyrywkowo i niespéjnie (np. w
czesci 1.4.2. Bioczujniki optyczne..., Autor opisuje dziatanie czujnikéw optycznych),

2. Rozdziat 2.4. — Autor przedstawit wykorzystanie polimeréw przewodzacych, jako
warstw receptorowych sensoréw potencjometrycznych zapominajac o waznej roli, jakg
moga petni¢ w sensorach na stalym podiozu (all-solid-state), jako warstwy przejsciowe
(solid-contact),

3. Rozdziat 3.2. — zabrakio doprecyzowania, jaka jest rola polimeréw przewodzgcych (np.
polipirolu, polianiliny) w opisanych konstrukcjach biosensoréw (matryca membranowa,
warstwa przewodzgca czy warstwa receptorowa?),

4. Rozdziat 3.3. — opisane zostaly przyktadowe metody oznaczania aktywnosci fosfatazy
alkalicznej, brak natomiast wzmianki o zastosowaniu ALP w konstrukgiji bioczujnikow,

5. Rozdziat 4 — nomenklatura — mikrosfery polimerowe modyfikowane odpowiednimi
chromoforamiffluoroforami nie stanowig sensoréw chemicznych (chromojonofor nie jest
takze czujnikiem chemicznym); ponadto w czesci tej dosé lakonicznie opisany jest
spos6b modyfikacji/uczulania mikrosfer a zupetnie brakuje informacji, czy mikrosfery
polimerowe s3g stosowane w konstrukcji sensoréw chemicznych.

Zaprezentowany w czesci doswiadczalnej materiat (opis badan, dyskusja wynikow i
sformutowane wnioski) daja podstawe do stwierdzenia, ze eksperymenty zostaly wtasciwie
przeprowadzone, co doprowadzito Autora do realizacji celow rozprawy. Jednak w niektérych
przypadkach pomiary nie zostaty dobrze zaplanowane a uzyskane wyniki nie sg kompletne
(np. parametry pracy (bio)czujnikéw nie zostaly w sposéb systematyczny wyznaczone); w
przypadku warstw receptorowych wykorzystujgcych kropki  kwantowe, przedstawione
eksperymenty sg bardzo ograniczone i wrecz wyrywkowe (z tego wzgledu uwazam, ze ten
watek mogtby byé pominiety w rozprawie, ktéra ograniczataby sie wtedy do badan wytacznie
materiatow polimerowych). Ponizej, uwagi szczegotowe do czesci doswiadczalnej:

1. Uwazam, Ze termin ,czujnik jednorazowego uzytku” nie jest poprawny, gdyz czujniki z
zatozenia s3 urzgdzeniami wielokrotnego uzytku (proponuje w tym przypadku termin
sjednorazowy test paskowy”),

2. Rozdziat 8.1. — tak jak napisatem powyzej, wg mojej opinii kropki kwantowe CdSe/ZnS
ze zwigzanym powierzchniowo enzymem a takze mikrosfery poliakrylanowe modyfiko-



wane fluoresceing i enzymem umieszczone w ptytce 96-dotkowej nie sg czujnikami (sa
to jedynie warstwy receptorowe),

3. Rozdziat 8.2. — Autor zatozyt poréwnanie wiasciwosci elektrochemicznych i optycznych
warstw zawiesiny polianiliny z typowymi warstwami polianiliny otrzymywanymi na
drodze elektropolimeryzacji, tymczasem w rozdziale tym odnalez¢ mozna jedynie krotki
komentarz dotyczacy poréwnania odpowiedzi pradowych,

4. Rozdziat 8.2.1. - z czego wynikajg réznice w ksztatcie krzywych kalibracji na pH
elektrod z wegla szklistego z naniesiong warstwg polianiliny (patrz rysunki 67 i 69)?,

5. Rozdziat 8.3 (str. 143-144) — nie zgadzam sie z interpretacjg wynikéw prezentowanych
na rys. 77 tj. wyjaénienia réznej czutosci odpowiedzi czujnikéw z warstwg PANI dla
dwoch zakreséw stezern amoniaku (odpowiedZz sensora przy rozcieficzaniu NHs
sugeruje mechanizm stopniowego deprotonowania polimeru w calym zakresie stezen);
ponadto mylone s3 tutaj pojecia ,powtarzalno$é” i ,odtwarzalnose” sensoréw,

6. Rozdziat 8.5.1. — jaka jest powtarzalnoéé oraz odtwarzalnosé opracowanych prostych
biosensoréw mocznika z warstwa polianiliny, stanowigcych najwazniejsze osiggniecie
w pracy?,

7. Rozdziat 8.5.2. i 8.5.3. — jaka jest zaleta spektrofluorymetrycznych metod oznaczania
mocznika w plytkach 96-dotkowych z zastosowaniem mikrosfer poliakrylanowych
modyfikowanych fluoresceing i enzymem Ilub kropek kwantowych CdSe/ZnS ze
zwigzanym powierzchniowo enzymem, w stosunku do klasycznych metod analizy
mocznika prowadzonych z enzymem w roziworze?

8. Rozdziat 8.6.2. — trudno jest na podstawie rysunkéw 110 i 111 wykresli¢ jakagkolwiek
krzywg kalibracji czujnika (w czasie eksperymentu sygnat badanych czujnikéw nie
stabilizowat sig),

9. Rozdziat 8.7. i 8.8. — w analizie aktywnosci ALP wykorzystywany jest czujnik pH z
warstwa polianiliny — jaka jest jednak zaleta takiej metody pomiarowej w poréwnaniu
do podobnego eksperymentu, w ktérym detekcja zmian pH bylaby prowadzona za
pomoca komercyjnej elektrody pH?; ponadto, w tytutach tych rozdziatéw zastgpitbym
~zawartos¢ ALP” wyrazeniem ,aktywno$é ALP”.

W konicowym rozdziale rozprawy Autor przedstawit podsumowanie wynikéw prac
badawczych prowadzonych w trakcie doktoratu. W czeéci tej brakuje moim zdaniem nieco
pogiebionej dyskusji i krytycznej analizy otrzymanych wynikéw, ktore umozliwityby np.
sformutowanie wnioskéw wskazujgcych perspektywy dalszych badar aplikacyjnych w tym
kierunku.



Podsumowanie recenzji

Pomimo moich krytycznych uwag przedstawionych powyzej, prace doktorskg Pawta
Malinowskiego oceniam pozytywnie. Na podkresienie zastuguja w szczegdlnosci wyniki
badan potwierdzajgce mozliwosé konstrukji elektrochemicznych/optycznych biosensoréw
na stalym podiozu (tzw. all-p/astic) lub jednorazowych testow paskowych z zastosowaniem
warstw polimeru przewodzacego — polianiliny. Zaletg takich urzgdzen bylyby niewatpliwie
niski koszt oraz bardzo prosta metoda ich wytwarzania przy zachowaniu zadowalajacych
parametrow pracy.

Podsumowujac uwazam, ze zalozenia prac badawczych zostaly zrealizowane przez
mgr Pawla Malinowskiego a jego praca doktorska stanowi w duzej czesci nowos¢ naukowa
w dziedzinie projektowania warstw receptorowych biosensoréw. Przedstawione wyniki badan
o charakterze poznawczym i aplikacyjnym zostaty opublikowane w postaci dwéch artykutow
w czasopismach z listy filadelfijskiego Instytutu Informacji Naukowej. Na tej podstawie
stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia kryteria okredlone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65 poz. 595 ze zm. w Dz. U. z 2005 r. Nr 164 poz. 1365) i wnosze o jej
przyjecie i dopuszczenie do publicznej obrony.
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