e UNIWERSYTET ] [WCh

WARSZAWSKI WydznalChemn

Uniwersytet WarszawsKki

Wydziat Chemii

Warszawa, 25.10.2017

Prof. dr hab. Agata Michalska-Maksymiuk
Wydziat Chemii

Uniwersytet Warszawski

Pasteural, 02-093 Warszawa
agatam(@chem.uw.edu.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej ,,Submikronowe materialy hybrydowe oparte na
funkcjonalizowanych tyming polimerach syntetycznych i naturalnych”
Pani mgr Agnieszki Gut

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ,,Submikronowe materiaty hybrydowe oparte na
funkcjonalizowanych tyming polimerach syntetycznych i naturalnych” Pani mgr Agnieszki Gut
zostala przygotowana w grupie prof. dr hab. Krzysztofa Szczubiatki, w grupie badawczej
majacej ogromne doswiadczenie i sukcesy w badaniu polimerdéw syntetycznych i naturalnych
potencjalnie uzytecznych w réznych zastosowaniach, w tym takze biomedycznych i
analitycznych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma tradycyjny uktad, podzielona zostala na dwie
gldwne czesci: przeglad literatury (czes$¢ teoretyczna) i opis wynikow badan whasnych (czes¢
doswiadczalna). Ponadto w rozprawie zawarto wprowadzenie zawierajgce cel pracy oraz
podsumowanie i wnioski, jak réwniez spis cytowanej literatury, jak to okreslono ,,waznych”
skrotow i spis rysunkow.

Za glowny cel Autorka postawila sobie ,,wykorzystanie polimeréw syntetycznych i
zmodyfikowanych polimeréw naturalnych podstawionych grupami tyminy do otrzymania
materialoéw hybrydowych o korzystnych w aspekcie aplikacyjnym wiasciwosciach”. Zatozony
cel rozprawy w moim przekonaniu zostal osiggniety — w rozprawie zbadano polimery
podstawione grupami tyminiowymi i ich oddzialywanie z jonami rteci(Il), a takze z
pochodnymi adeniny, uzyskano materiaty o korzystnych wtasciwosciach, co dobitnie pokazuje
ostatni rozdzial czesci rozprawy dotyczacej badan wilasnych opisujagcy nowe sensory

fluorymetryczne.
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W czesci literaturowej Autorka opisata w dos$¢ ogdlny sposob klasyfikacje i wlasciwosci
polimer6w. W zaprezentowanym ogélnym opisie razi pomieszanie cech polimeréw (np.
.zalezno$¢ ich masy i dyspersyjnosci od zrodla pochodzenia, immunogennos¢ oraz
koniecznos¢ ich izolacji z czesto skomplikowanych matryc biologicznych™, str. 26.).

Opis polimeréw naturalnych i syntetycznych zawarty w rozprawie jest niezwykle lakoniczny —
obejmuje (z rysunkami) niewiele ponad szes¢ stron. W tak szczuplej objetosci tekstu wiele
informacji podanych jest w formie hasel bez glebszego (w mojej opinii) przemyslenia i
usystematyzowania podawanych informacji.

W moim przekonaniu warto$¢ pracy znacznie by podniosto przedyskutowanie wiasciwosci
protolitycznych poliallioaminy; szczego6lnie iz Autorka podkresla wykorzystanie tego polimeru
do otrzymywania struktur polielektrolitowych metoda warstwa po warstwie, czy wymienia
wykorzystanie tego zwigzku do otrzymywania komplekséw polielektrolitowych z kwasem
poliakrylowym. Te zastosowania, jak i inne wymienione wymagaja obecnosci polimeru w
roztworze w okreslonej formie, a wiec zachowania odpowiednich warunkéw pH, a pomocne
moze by¢ uwzglednienie pKa grup aminowych w polimerze. Ponadto na Rysunku 1 Autorka
przedstawita wzor chlorowodorku poliallioaminy, a w czesci rozprawy poswigconej badaniom
wlasnym na Rysunku 26 zobrazowano kompleks jonéw rteci(Il) z  ugrupowaniami
tyminowymi dowigzanymi do poliallioaminy, sugerujac posrednio ze reakcje protolityczne
polimeru odgrywaja role w oddzialywaniach opisywanych w rozprawie. Wydaje sig, ze
rozwazania te (razem z dyskusjg wplywu pH na wiasciwosci tyminy) pomogltyby wyjasni¢
roznice w obserwowanej zaleznosci sygnatu od zmian logarytmu st¢zenia analitu dla kropek
kwantowych modyfikowanych polialliolaming podstawiona grupami tyminowymi w réznych
pH — Rysunek 48.

Podobnie opisujac (znéw bardzo zwiezle i ogdlnikowo) wilasciwoscei chitozanu Autorka
napisata: ,,Ze wzgledu na duzg zawartos¢ ulegajacych protonowaniu grup aminowych, chitozan
charakteryzuje si¢ dobrg rozpuszczalnoscia w roztworach kwasoéw”, str. 28. Tworzenie
dyspersji podobnie jak w przypadku poliallioaminy zwigzane jest z protonowaniem polimeru,
szkoda ze Autorka nie odniosta si¢ do wartosci stalych chemicznych charakteryzujacych ten
proces.

Bardzo prosze o wyjasnienie w trakcie obrony zdania ,Modyfikacja chemiczna chitozanu
polegajaca na szczepieniu polianiling prowadzi do poprawy wlasciwosci mechanicznych oraz

adhezyjnosci chitozanu oraz nadaje mu zdolnos¢ przewodzenia pradu elektrycznego™, str 29.




Biorgc pod uwage wilasciwosci polianiliny niezwykle istotne wydaje si¢ doprecyzowanie
warunkow w jakich mozna obserwowaé¢ ewentualne zwigkszenie przewodnictwa chitozanu
zwigzanego obecnoscig w kompozycie polianiliny (stosunek obu polimerdéw, forma polianiliny
— zredukowana czy utleniona i w jakim stopniu).

Kolejnym polimerem naturalnym wspomnianym pokrotce w rozprawie jest heparyna. W moim
przekonaniu, szczegdlnie biorgc pod uwage doswiadczenie badawcze i zainteresowania
naukowe Promotora i zespotu, w ktorym Autora realizowata swoje badania, szkoda ze opis ten
zawezony zostal tylko do kilku informacji o charakterze raczej popularnonaukowym.

Rozdzial 2.2 w rozprawie zostal dotyczy opisu techniki drukowania molekularnego. W krétkim
opisie Autorka przedstawila ogé6lng idee¢ otrzymywania polimeréw zawierajacych wneki
odpowiadajgce wykorzystanym zwigzkom szablonowym. Rowniez ten rozdziatl jest lakoniczny
i ogdlnikowy. Prositabym o wyjasnienie czy termin drukowanie molekularne odnosi si¢ tylko
do sieciowania gotowych polimeréw po zwigzaniu czasteczki szablonowej, czy tez mozliwe
jest budowanie polimeru z monomeréow z rownoczesnym oddzialywaniem z czgsteczka
szablonowa.

W kolejnym podrozdziale Doktorantka opisala fotodimeryzacje grup tyminowych w
polimerach i zastosowanie tego procesu do tworzenia receptorow czasteczek adeniny i jej
pochodnych. Nie jest dla mnie jasne sformutowanie dotyczace polimeréow z grupami
tyminowymi ..ich adsorpcyjne dziatanie opiera si¢ na fakcie, ze pomiedzy czasteczka tyminy a
adeniny powstajg dwa wigzania wodorowe, dzigki ktorym polimery funkcjonalizowane
grupami tyminowymi posiadajg zdolno$¢ kompleksowania adeniny” — kompleksowanie a
tworzenie wigzan wodorowych to rézne procesy.

Informacje dotyczace fotodimeryzacji tyminy przedstawione na Rysunku 7 wskazuja, ze proces
dimeryzacji tyminy jest odwracalny, jednak efekt ten nie zostal przedyskutowany w tekscie —
czy tylko dziatanie promieniowania o dtugosci fali ok. 250 nm moze odwroci¢ dimeryzcje
tyminy? Czy inne czynniki chemiczne mogg réwniez wplywaé na ten proces?

Kolejny rozdzial czesci literaturowej rozprawy dotyczy ,rteci”, a rozpoczyna go opis
wlasciwosci tego pierwiastka. W tym rozdziale, szczegdlnie biorgc pod uwage wyniki
eksperymentalne przedstawione w dalszej czgsci rozprawy, moim zdaniem bardzo brakuje w
pracy informacji o chemii rtgci — szczeg6lnie o chemii jonow rteci(Il) — tworzeniu kompleksow,
zaleznos$ci rozpuszczalnosci zwigzkéw rteci(Il) od pH, powigzanej z tymi zagadnieniami
toksycznosci rteci(Il), rteci(I) w potaczeniach ograniczanych i nieorganicznych. Wydaje si¢

rdwniez, iz obecnie istotnym zrddlem zanieczyszczenia rtgcig sg procesy oczyszczania i




wydobycia zlota, ze udzial tych procesow jest znacznie bardziej istotny niz np. zastosowanie
rteci w stomatologii.

W kolejnym rozdziale; ,,Charakterystyka kompleksow rte¢ — DNA 1i rtg¢ — tymina” Autorka
przedstawita ogdlne trendy badania oddzialywan jondéw metali cigzkich z DNA oraz
przedstawita rys historyczny badan oddziatywan kationow rteci(Il) z tyming. Recenzentce —
jako chemikowi analitykowi — przeszkadza bardzo w tym opisie, ale i w innych miejscach
pracy, uzywanie terminu ,,rte¢” zamiennie z ,.,jonami rteci”’ i niepodawanie stopnia utlenienia.
Jak rozumiem intencjg Autorki bylo opisanie przede wszystkim rteci(Il) i jej oddziatywan z
DNA czy tyming (np. ,,Proces fotosensybilizowanej przez rte¢ dimeryzacji tyminy...”, str. 31).
Autorka poréwnuje kompleksy tworzone przez tyming z jonami rteci(Il) i adening piszac:
,Kompleksy THTC sg bardziej stabilne niz pary adenina-tymina w DNA...”, str. 30 —mysle ze
bardziej trafne bytloby odwotanie si¢ do komplekséw tworzonych w tych samych warunkach —
tj. oddzialywan tymina — Hg?*- tymina i adenina-tymina (w roztworze, lub w DNA, ale
konsekwentnie w tym samym srodowisku), i poparcie swojej tezy wartosciami odpowiednich

statych charakteryzujacych te procesy, jesli stale te sa dostepne.
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W kolejnym podrozdziale Autorka opisuje ,,Uktady sensorowe do oznaczania jonow Hg
pomijajac niezrecznos$é stylistyczng (czym sg ,,uktady sensorowe™?), w tej czesci pracy
wymieniono metody analityczne stosowane do oznaczania st¢zenia rteci(Il) — eksponujac
przede wszystkim metody fluorymetryczne, a w szczegoélnosci wykorzystujace elementy
biologiczne do detekeji analitu. Z punktu widzenia analityka takie zestawienie jest trudne do
zaakceptowania, poniewaz poréwnywane metody dotycza roznych form chemicznych rteci(Il)
obecnej w probce (np. ICP MS i ASV), maja rozne podstawy fizykochemiczne — a zatem
ogoblne (bez szczegdtowej dyskusji) porownywanie czutosci i selektywnosci tych metod jest w
moim przekonaniu ryzykowne. W tej czesci rozprawy Autorka wymienila takze szereg metod
fluorymetrycznych proponowanych do zastosowania w oznaczaniu st¢zenia jonow rteci(Il),
jednak nie podata zakresow stezen analitu w jakich majg one zastosowanie. Podanie tych
informacji utatwitoby ocene zalet analitycznej fluorymetrycznej metody oznaczania jondw rteci
(I) opisanej przez Autorke w czesci doswiadczalnej.

W ogoélnosci czgs¢ literaturowa rozprawy daje pewien poglad na problematyke poruszana w
pracy, jednak pozostawia tez uczucie niedosytu z uwagi na raczej opisowy niz odwotujacy sie
do stalych chemicznych charakter, i mam wrazenie, przypadkowos¢ niektérych podawanych

informacji.




Cze$¢ doswiadczalna rozprawy — opis wynikow badan wilasnych Doktorantki zostata
podzielona na trzy zasadnicze rozdziaty poswigcone odrebnym zagadnieniom. Kazdy z tych
rozdzialow zawiera odrebny spis odczynnikéw, aparatury i procedur eksperymentalnych. Ukfad
ten jest w pewnym stopniu uzasadniony tym, ze w czesci rozprawy poswieconej badaniom
wiasnym poruszane s3 r6zne zagadnienia, jednak takie ujecie spowodowato powtarzanie czesci
informacji. W poszczegoélnych rozdziatach powtarzaja si¢ np. informacje o przygotowaniu
buforow fosforanowych(V) — pewna niedogodno$cia z punktu widzenia czytelnika jest
koniecznos¢ (w pewnych przypadkach) samodzielnego obliczenia stezenia buforu stosowanego
w eksperymentach. Szkoda réwniez, ze Autorka nie podata czy sprawdzata pH otrzymanych
roztwor6w buforowych —np. w $wietle obliczen roztwér NaxHPO4 powinien wykazywaé pH
bliskie 9.8 a nie 9 (str. 48, 70), a mieszanina roztworéw o tym samym stezeniu molowym
Na;HPO4 1 KH2PO4 w stosunku 420 ml do 80 ml powinna wykazywa¢ pH 7.9 a nie 7,7 (str.
81) —tak wiec proszg o wyjasnienie skad wynikaja rozbieznosci.

Pierwszy z rozdzialéw czesci poswigconej badaniom wiasnym dotyczy otrzymywania
fotodrukowanych adsorbentéw pochodnych adenozyny. W czesci eksperymentalnej tego
rozdziatu Autorka podaje opis syntez polimeréw przeprowadzonych w grupie profesora Shin-
Ichi Yusa w Japonii, ktére Doktorantka wykorzystywata w badaniach oraz opis syntezy
chitozanu i heparyny podstawionych tyming. Polimery te byly wykorzystywane do
modyfikowania powierzchni krzemionki, a nastepnie sieciowane w obecnosci czasteczki
szablonowej, wymywanej po procesie sieciowania. Jednak z podanych informacji nie wynika,
czy polimery te otrzymata Doktorantka w Japonii, czy tez korzystala z polimeréw
przygotowanych przez osoby trzecie.

W rozdziale tym istotng role odgrywato rowniez okreslanie stezenia pochodnych adeniny w
roztworach wykorzystywanych do badan adsorpcji — oznaczane z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Opis metody oznaczenia chromatograficznego jest
jednak bardzo lakoniczny. By¢ moze wynika to z faktu, iz w tym zakresie Autorka
wspolpracowala z innymi osobami, czy tez korzystata z gotowych procedur opracowanych do
innych celéw, nie jest to jednak jasne w $wietle podanych w rozprawie informacji.

W opisie pomiaréw zdolnosci adsorpeyjnych kilkakrotnie w tekscie powtarza si¢ odniesienie
do stanu réownowagi adsorpcji (str. 57/ 58). Czy rzeczywiscie w badanych prébkach ustalal si¢
stan rownowagi, czy bylo to stwierdzone eksperymentalnie czy tez przyjeto zalozenie, iz w

danych warunkach stan taki sie ustala?




Wyniki badan zmian stezenia badanych pochodnych adeniny przedstawiono na rysunkach i
oméwiono w tekscie. Poréwnanie danych przedstawionych na rysunkach utrudnia
zastosowanie roznej skali na osi rzednych oraz zmiana kolejnosci prezentowanych uktadow na
poszczegolnych rysunkach, nie mniej jednak widoczne sa pewne réznice pomiedzy badanymi
polimerami. Przedstawiony opis uzyskanych wynikow jest raczej natury jakosciowej
(.....zupelne nie adsorbuje...”, .,...wyraznie wiekszg zdolno$cig adsorpcyjng...”) cho¢ wydaje
sie, ze mozliwe bylyby wyciagniecie rowniez pewnych wnioskéw ilosciowych, ktore
podkreslityby lepsze zdolnosci adsorpcyjne polimeréw naturalnych (chitozan/ heparyna)
modyfikowanych tyming w poréwnaniu do polimeréw syntetycznych.

Jako recenzenta ciekawi mnie, czy przedstawione wyniki byty uzyskane w jednym pomiarze,
czy tez sa srednig wynikoéw kilku pomiardw — a jesli tak, to jakie byly rozrzuty wynikow
pomiedzy poszczegélnymi pomiarami? Czy Autorka prowadzita badania kontrolne dla sfer
krzemionkowych niemodyfikowanych polimerami — czy w takim przypadku zachodzi (moze
niespecyficzna) adsorpcja (np. w porach materiatu krzemionkowego)?

Ocena rozdziatu dotyczacego poréwnania selektywnosci otrzymanych materialéw utrudnia
podobnie jak poprzednio styl prezentacji otrzymanych wynikow. Jest to szczegélnie widoczne
np. na Rysunku 19 — gdzie trzy osie rzednych maja rozna skale od zera do 0,2; 10 1 6. Patrzac
na wyniki przedstawione na trzech wykresach na w/w rysunku trudno poréwnac¢ selektywnos¢
opisywanych ukladéw — w moim przekonaniu stwierdzenie ,,w przypadku wszystkich
badanych materialéw niedrukowanych, stwierdzono ich znacznie silniejsza zdolnosc
adsorpcyjna w stosunku do czasteczek 2°-dA” (str. 64) nie jest uprawomocnione na podstawie
przedstawionych danych.

Podobne uwagi dotyczace skali odnosza si¢ rowniez do Rysunku 20 — dobranie innej skali osi
Y na rysunku A (i tak kazdy z wykresoéw ma inny zakres osi rzgdnych) pozwolitoby na lepsze
poréwnanie selektywnosci. Dodatkowym utrudnieniem w ocenie wynikéw zaprezentowanych
na Rysunkach 21 i 22 jest niezgodno$é symboli stosowanych w opisie i przedstawionych na
rysunkach.

Za istotna warto$¢ naukowg tej czesci rozprawy uwazam wykazanie, ze mikroczastki
krzemionki modyfikowane fotodrukowanymi polimerami naturalnymi modyfikowanymi, tak
aby zawieraly grupy tyminowe, charakteryzuja si¢ znaczng zdolnoscig do adsorpcji
pochodnych adenozyny. Pewien niedosyt pozostawia jednak brak nawet proby przyblizonego

wyjasnienia uzyskanych wynikow.




W kolejnym rozdziale Autorka rozprawy badata oddziatywanie jonow rteci(Il) z polimerami
syntetycznymi podstawionymi grupami tyminowymi. Do badan wybrano polimer w znacznym
stopniu podstawiony grupami tyminowymi, jednak w rozprawie nie znalaztam informacji o
tym, jak badano stopien podstawienia grupami tyminowymi.

W tej czeSci rozprawy znaczng cze$¢ badan prowadzono w roztworach buforu
fosforanowego(V) o pH 9 lub wodzie ,,w obecnosci jonéw Hg>* o stezeniu c=10"* M. Jak
rozumiem podane stezenie jonoéw rteci(Il) to stezenie catkowite (inaczej zwane analitycznym),
tak wigc powstaje pytanie czy w obu badanych roztworach stezenie wolnych jonow rteci(Il)
bylo podobne? Czy oddzialywanie modyfikowanego polimeru z jonami rteci(II) jest zalezne od
stezenia calkowitego czy stezenia wolnych jondéw rteci(Il)? Jaki jest mechanizm
obserwowanego wplywu zmiany wartosci pH na reakcje fotodimeryzacji, jakg role odgrywaé
moze tutaj protonowanie poliallioaminy, a jakg wptyw pH na oddzialywanie jonéw rteci(Il) z
tyming, czy zmiang st¢zenia wolnych jonow rteci(Il) w roztworze. W moim przekonaniu
odpowiedz — choéby czgsciowa na powyzsze pytania — pozwolitaby lepiej doceni¢ niewatpliwie
wazne z punktu widzenia naukowe informacje przedstawione w tej czesci rozprawy. W
przedstawionych wynikach zabrakto moim zdaniem rowniez zaprezentowania zmian absorbcji
dla naswietlanego polimeru w nieobecnosci jonow rteci(Il) w probcee.

Podobnie jak w poprzednim rozdziale, pelne docenienie prezentowanych wynikéw utrudnia
pewna niefrasobliwos$¢ w ich przedstawianiu — tym razem recenzent ma do czynienia z réznymi
skalami na osi X, oceny nie utatwia rowniez brak informacji o srodowisku reakcji w podpisie
rysunkow, cho¢ informacje te mozna znalez¢ w tekscie. W opisie badan wpltywu sily jonowej
na fotodimeryzacje tyminy w obecnosci jonow rteci(I) nie znalaztam informacji o pH
badanych roztwordow.

Przy opisie badan zmiany wielkosci s$rednicy dynamicznej drobin poliallioaminy
modyfikowanej tyming w wyniku oddziatywan z jonami rteci(Il) zabraklo moim zdaniem
bardzo waznej informacji o czasie oddziatywan jonéw metalu z polimerem.

Ostatni rozdzial czgsci poswigconej opisowi wynikow badan wiasnych dotyczy wykorzystania
kropek kwantowych optaszczonych poliallioaming modyfikowang tyming do oznaczania jonow
rteci(Il) w roztworach wodnych. Opracowanie uktadu, w ktérym zmiana emisji, przy wzroscie
intensywnosci fluorescencji obserwowanym dla wzrostu st¢zenia analitu, czulego na zmiany
stezenia jonow rteci(Il) w niskich stezeniach jest moim zdaniem bardzo istotnym wynikiem

uzyskanym w trakcie prowadzenia badan przedstawionych w rozprawie.




Nie mniej jednak jako recenzent chcialam dowiedzie¢ si¢ w jakich warunkach rejestrowano
widma emisji kropek kwantowych przedstawione na Rysunkach 41 i 43 — w tym ostatnim
przypadku w nieobecnosci polimeru — z czego wynikaja rozbieznosci w potozeniu maksimum
piku emisji? Czy nieoptaszczone polimerem kropki kwantowe reagowaly zmiang emisji na
zmiane stezenia rteci(Il) w roztworze, w warunkach analogicznych (pH) jak stosowane dla
czastek oplaszczonych poliallioaming podstawiong tyming?

Na Rysunkach 43 i 44 i w poswieconych im fragmentach tekstu zabraklo informacji o pH
roztworéw w jakich prowadzono opisane badania. Informacja ta wydaje sig istotna dla oceny,
jakie bylo stezenie wolnych jonow rteci(Il) w badanych roztworach. Ponadto jak wykazano w
dalszej czesci opisywanego rozdziatu, pH roztworu wplyw istotnie na zaleznos¢ emisji od
zmian stezenia jonow rteci(Il). W tej, moim zdaniem bardzo istotnej z naukowego punktu
widzenia czesci rozprawy, zabraklo wyjasnienia obserwowanego wptywu pH na zaleznosci
emisji od zmian stezenia jondw rteci(ll).

Podsumowujac cze$é rozprawy poswiecong badaniom wiasnym nalezy podkreslic, ze
Doktorantka wykazala si¢ bieglosci3 w postugiwaniu si¢ réznymi technikami
eksperymentalnymi i uzyskata szereg wynikow istotnych z punktu naukowego. Wyniki badan
wlasnych ujete w rozprawie zostaly postuzyly do przygotowania dwoéch publikacji
zamieszczonych w prestizowych czasopismach. Ponadto wyniki uzyskane w  trakcie
przygotowywania rozprawy doktorskiej postuzyty do przygotowania zgtoszenia patentowego.
W moim przekonaniu jest to istotny dorobek biorac pod uwage czas, w jakim zostal osiggnigty
i r6znorodnos¢ realizowanych zagadnien badawczych.

Podsumowujac przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska w moim przekonaniu
spelnia wszystkie wymagania wynikajace z Ustawy o Stopniach i Tytule Naukowym oraz
o Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki i w zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego o dopuszczenie pani mgr Agnieszki Gut

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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