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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Patrycji tach

pt.: “Molecularly imprinted polymers in chemical sensors
electrochemically recognizing chosen toxins using a 'gate effect’”
g

Pani mgr Patrycja tach wykonata prace doktorskg pod kierunkiem prof. dr hab. Wiodzimierza
Kutnera (jako promotora) i dr Macieja Cieplaka (jako promotora pomocniczego). Tematem pracy sa
polimery wdrukowane molekularnie (MIP) i ich zastosowane do budowy czujnikow
elektrochemicznych do selektywnego, ilosciowego oznaczania elektrochemicznego trzech analitéw-
toksyn (substancji uznawanych za potencjalnie szkodliwe dla zdrowia cztowieka) czyli: N-nitrozo-L-
proliny (w miesie), p-synefryny (w suplemencie quasi-medycznym) i glifosatu (herbicydu). Praca ta
miesci sie w nurcie zainteresowan i wieloletnich badan prowadzonych w grupie prof. Kutnera. Grupa
ta, wspotpracujaca z innymi renomowanymi zespotami, w tym kierowanymi przez prof. F. D’Souze
(USA) i prof. S. Piletsky’ego (UK), cieszy sie uznaniem i rozpoznawalnym na $wiecie autorytetem w
dziedzinie swojej aktywnosci.

Stanowito to solidng podstawe do powstania pracy doktorskiej na wysokim poziomie. A takg jest
rozprawa Pani magister Patrycji tach.

Tematyka badan przedstawionych w rozprawie odpowiada na i adresuje wiele wyzwan wspotczesnej
technologii chemosensoréw (chemoczujnikéw) i ich zastosowania w rzeczywistych uktadach
detekcji. Na metapoziomie motywacja tej pracy ma swoje zrédto w oczekiwaniach spotecznych na
Swiecie. Najogdlniej méwigc, w trosce o dobrostan ekosystemu. Wspétczesne wyzwania chemii
analitycznej wyznacza w konsekwencji, w znaczacej mierze, dbatosé¢ o zdrowie cztowieka i jego
otoczenia. Realizuje sie ona w masowych badaniach ptynéw fizjologicznych cztowieka oraz jakosci
wod i zasobdw wodnych w Srodowisku cztowieka; w stosownie utozonej priorytetyzacji na liscie
substancji oznaczanych (analitéw). Te anality odnajdujemy tatwo w szacie analizy klinicznej (tu:
podstawowe elektrolity i metabolity we krwi) i $Srodowiskowej (tu: wody naturalne i pitne), gdzie
oznaczenia sg czesto wykonywane za pomocg czujnikéw elektrochemicznych, np. elektrod
jonoselektywnych. Dominujgcy obecnie modut wykorzystania sensoréw to oznaczanie bezposérednie
analitu w probce (direct measurement), bez jej rozcieficzania. Ma on charakter rutynowej, wysoce
zautomatyzowanej analizy - obwarowanej $wiatowymi regulacjami, normami i metodami
referencyjnymi - wykonywanej w akredytowanych laboratoriach szpitalnych czy uzdatniania i
kontroli jakosci wod. Dos¢ powiedzied, ze samo tylko zapotrzebowanie na oznaczanie elektrolitéw
we krwi (Na*, K*i ClI') wymaga uzycia analizatoréw wykonujacych ich analize z szybkoscig do ok. 1000
oznaczen na godzine (méwimy tu o module random access analysis).

Toksyny s3 rzadko oznaczane w takich modutach zaméwien. Ich pomiar wykonywany jest na ogét w
specjalistycznych laboratoriach. Ale pojawiajg sie i tu nowe tendencje. Dotyczy to np.
zautomatyzowanego pomiaru srodkéw dopingujacych podczas zawoddéw sportowych (w moczu).
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Rysuje sie wiec perspektywa ciggtego uzycia czujnikéw, w domenach chemii bliskiej toksykologii,
bromatologii czy epidemiologii. Ostatnio mamy tez do czynienia z rozwojem metod uzytkowych typu
analizy dyskretniej (zindywidualizowanej czy domowej} z uzyciem bioczujnikéw. Jak np.
elektrochemiczny pomiar glukozy we krwi, w tym pomiar nieinwazyjny, transdermalny, np. w pocie.
W nich uzywa sie zintegrowanych czujnikdw i zminiaturyzowanych czujnikow ze statym kontaktem
(solid contact), pracujgcych w nanoobjetosciach prébki, w uktadach mikroprzeptywowych
pozwalajgcych na przygotowanie prébki do pomiaru i jego wykonanie (kondycjonowanie,
rozcieAczenie, separacje, kalibracje, algorytmiczne wsparcie sygnatu itp.) bez interwencj
uzytkownika.

A stad juz krok do celu rozprawy Pani mgr tach opisanego przez Autorke rozprawy jako:
»opracowanie niezawodnych, szybkich, prostych i tanich procedur analitycznych do oznaczania
substancji toksycznych {...) z uzyciem polimeréw wdrukowanych molekularnie, mogacych sprostaé
temu wezwaniu”,

Piekno tejrozprawy polega na niezwykle rzetelnym i kompetentnym ukazaniu punktow wyjsciowych
tego wyzwania i w konsekwencji drogi jaka jest do przebycia w celu jego realizacji. Podkre$lmy, drogi
materiatowej, fizykochemicznej, elektroanalitycznej i metrologicznej, pokazanej - krok po korku - na
przyktadzie coraz bardziej konsekwentnie gromadzonego know-how obejmujgcego konstruowanie,
wytwarzanie i testowanie czujnikow do selektywnego, ilosciowego oznaczania elektrochemicznego
trzech analitow-toksyn (substancji uznawanych za potencjalnie szkodliwe dla zdrowia cztowieka) w
roznych matrycach, czyli: N-nitrozo-L-proliny w miesie, p-synefryny w suplemencie quasi-
medycznym i glifosatu (herbicydu) w wodach naturalnych.

Na uwage zastuguje znaczacy dorobek Doktorantki obejmujacy sze$¢ publikacji w
miedzynarodowych czasopismach chemicznych o wysokiej reputaciji. W czterech z nich Doktorantka
jest pierwszym autorem. | to ma znaczenie, poniewaz materiat z tych publikacji jest istotng osnowg
catej rozprawy. Rozprawa jest bardzo starannie przygotowana pod wzgledem edytorskim. Strone
techniczng i edytorska pracy oceniam bardzo wysoko.

Pierwszy rozdziat zatytutowany ,Wstep" w sposdb konsekwentny i precyzyjny naprowadza
czytelnika na cele badawcze realizowane w rozprawie. Autorka odwotujgc sie do 351 pozycji
literaturowych wykazuje umiejetnos¢ odczytania ze zrozumieniem materiatéw zrédtowych czynigc
to w sposob $wiadczacy o jej wiarygodnosci jako badacza petnego pasji badawczej oraz checi i
umiejetnosci jej przekazania. | tak, charakteryzuje polimer wdrukowany molekularnie (MIP) jako
materiat selektywnie rozpoznajacy analit (neutralng czasteczke), pokazuje rozne sposoby
formowania MIP, zastosowan - w tym do konstrukcji czujnikéw chemicznych. Nastepnie Autorka
przybliza sie wprost do tematyki rozprawy omawiajgc zastosowanie MIP-6w w roznych technikach
analitycznych w oznaczaniu toksyn (np. w zywnosci) i w szczegblnosci, implementacje budzace
nadzieje na skoordynowanie zalet czujnikéw elektrochemicznych z wykorzystaniem MIP jako
elementu molekularnego rozpoznania analitu. Omowione sg prace wskazujgce na mozliwosé
zastosowania roznych technik analitycznych z pewnym naciskiem na zastosowanie
woltamperometrii pulsowej roznicowej (DPV), woltamperometrii cyklicznej (CV), elektrochemicznej
spektroskopii impedancyjnej (EIS) i potencjometrii. W przegladzie Autorka przedstawia prace z
literatury podnoszgce problem miejsca i efektu rozpoznania, nazwanego ,gate effect”, i jego wptyw
na prad faradajowski pochodzacy od pary redoks w roztworze wywotany procesem wigzania analitu
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ze strukturg MIP. Efekt ten byt opisany przez Yoshimi i wsp6tpracownikéw juz w 2001 roku w pracy
opisujgcej oznaczanie teofiliny. Efektowi temu Autorka poswieca wiele uwagi cytujgc publikacje
manifestujgce wiasciwosci MIP-6w, w réinych konfiguracjach chemicznych, uzytych technik
pomiarowych elektrochemicznych i pozalektrochemicznych, wskazujgce na wspoétzaleznosci
dynamiczne (kinetyczne i transportowe) oraz strukturalne MIP-6w, manifestowane przez wptyw na
prad probnika redoks. Wykazuje, ze wptyw na sygnat moze mie¢ takze przewodnictwo elektryczne
polimeru uzytego do budowy warstwy MIP, a takie efekt elektryczny rozpoznania analitu w
miejscach jego oddziatywania z MIP. Zwraca tez uwage na wpltyw substancji przeszkadzajacych
obecnych w roztworze czy niepozgdanych wptywow np. adsorpcji w nowopowstatych w wyniku
ekstrakcji czasteczek szablonu porach w polimerze, czyli wptywéw, ktére obok obecnosci
probnikowej zewngtrznej pary redoks, wprowadzajg znaczne ograniczenie stosowalnosci metody
wykorzystujgcej MIP w pomiarach bezposrednich oraz in vivo. Przeprowadzajac konsekwentnie
analize literatury Autorka dochodzi do doniesien, ktérych istota zasadza sie na wprowadzeniu
zewnetrznego probnika redoks do elementu rozpoznajgcego chemoczujnika, aby wykazywat ,,samo-
raportowanie” (self-reporting). Podaje przyktady realizacji tego wprowadzenia w immunosensorach
i aptamerach. W kolejnym etapie dochodzi do omdwienia doniesienn literaturowych o
unieruchomieniu ukfadéw redoks w sensorach wykorzystujgcych ferrocen kowalencyjnie
wprowadzony do przestrzeni wdruku przez kopolimeryzacje monomeréw winyloferrocenu i
metakrylenu etylenowego w obecnosci benzo(a)pyrenu czy bisfenolu jako szablonu wdrukowania i
struktury umieszczonej na podtozu zmodyfikowanej pasty weglowej. Przeglad konczy sie jakby
(niewypowiedziang) zachetg do dalszej lektury rozprawy. Obejmuje ona bowiem procedury
wnoszace elementy nowosci w stosunku do przedstawionego przegladu literaturowego.

Cze$C€ 2 rozprawy zestawia opis odczynnikow uzywanych w pracy doswiadczalnej, procedury i
instrumentacje stosowane do przygotowania czujnikéw MIP. Jest to przejrzysty i pomocny materiat.
Lista odczynnikbw wyodrebnia anality, monomery funkcyjne i sieciujgce, substancje
przeszkadzajagce oraz odczynniki pomocnicze. Procedury opracowania chemosensoréw i
analitycznego ich uzycia (w tym obliczeniowe z uzyciem oprogramowania Gaussian i Sybyl
adresujgce poszukiwanie optymalnych nisz energetycznych i przestrzennych w typowanych do
uzycia kompleksach pre-polimeryzacyjnych monomeréw funkcyjnych, pochodnych tiofenu czy
metakrylanu oraz odpowiednich szablonéw) sa podane z wystarczajgcg przejrzystoéciag umozliwiajac
dostep do warsztatu Doktorantki, wtasny oglad czytelnika i ewentualne podjecie badan.

Ponadto Autorka przedstawia opis technik i metod doswiadczalnych stosowanych w badaniach
witasnych. Nie sadze, ze bez ich zrozumienia mogtaby podja¢ opis jaki dotart na biurko recenzenta.
Ale na pewno daje ona sygnat sobie i $wiatu, ze dobrze rozumie narzedzia, ktére stosowata i z jakim
zakresem stosowalnosci. Tym bardziej, ze do potwierdzania mechanizmu dziatania warstwy MIP-u,
w szczegolnosci efektywnosci wyekstrahowania szablonéw, morfologii osadzanych warstw i
charakteryzacji elektrochemicznej zaangazowane byto wiele metod i technik badawczych, w tym
spektroskopowych (np. XPS, EDX, PM-IRRAS, SPR), mikroskopowych (np. AFM) i elektrochemicznych
(np. DPV, CV, EIS), mikroskopii elektronowej (SEM), czy mikrograwimetrii piezoelektrycznej z
wykorzystaniem EQCM i QCM.

W Czesci 3 przedstawione sg, w sposéb nieco rozszerzony w stosunku do informacji zawartych w Jej
publikacjach, dokonania Autorki w konstruowaniu czujnikéw MIP do oznaczania trzech wybranych




analitow, tj. Pro-NO (1), SYN (2} i GLY (3). Przedstawia Ona nie tylko jak rozwijaty sie jej badania, ale
dostarcza tez solidng podstawe do ich oceny dzieki powtdrzeniu podejscia badawczego. | tak, we
wszystkich trzech przypadkach uwaga badawcza skupiona jest na efekcie bramki. Wykonywana jest
wstepna analiza trwatosci komplekséw pre-polimeryzacyjnych, ktéra umozliwia oszacowanie
prawdopodobiefistwa sukcesu w dostosowywaniu chemizmu efektu bramki do danego analitu. We
wszystkich badaniach Autorka osadza warstwy MIP-6w na podtozach przewodzacych za pomoca
polimeryzacji potencjodynamicznej. Podobny jest tez we wszystkich chemoczujnikach (zasadniczy)
wybor odczytu sygnatu z uzyciem woltamperometrii pulsowej réznicowej (DPV) i odniesienie go - w
szczegblnosci maksimum pradu - do warstwy MIP po usunieciu szablonu analitu czy wprowadzeniu
substytutu szkieletu. Stosowanie réinych metod analitycznych $wiadczy o efektywnosci tej
procedury. We wszystkich przypadkach uzywana jest podobna procedura analityczna okreslenia
czutodci, parametrow charakterystycznych czujnika, takich jak wspétczynniki selektywnodci,
wspotczynniki wdrukowania (IF), parametréw izoterm Langmuira-Freundlicha, czy krzywych
kalibracji. Wreszcie ten sam sposéb dokumentowania analitycznego, przez podanie stezeniowego
zakresu liniowosci dynamicznej, granicy wykrywalnosci, zmierzonej selektywnosci, czasu
przydatnosci do oznaczen i odzysku w stosunku do roztworéw o znanych stezeniach, np. podanych
przez producenta preparatu.

Naukowo intrygujgca jest dobrze widoczna - dzieki wyzej podanym wspélnym cechom - réinica
opisana w tych trzech przypadkach, (czujniki 1-3). Jest nig wykorzystanie monomeru, w postaci
tiofenowej pochodnej ferrocenu, umozliwiajgcego jednoczesne przeniesienie tego prébnika redoks
z roztworu do warstwy MIP i jej sieciowanie (czujnik 2). Dzigki temu otwiera sie zupetnie nowa
perspektywa badawcza i praktyczna w sensoryce z uzyciem MIP. Moina tez bylo poréwnaé
zachowanie sie tego ukfadu z konwencjonalnym, z prébnikiem redoks w roztworze (str. 147) a
wykonane poréwnanie parametréw analitycznych jest korzystne dla czujnika ,samoraportujacego”.
W nastepnym etapie Doktorantka opisata czujnik do oznaczania glyfosatu (czujnik 3), w ktérym jako
jednostke rozpoznajgcg wykorzystano ferrocen kowalencyjnie wbudowany do elektrochemicznie
aktywnych nanodrobin (MIP NP) unieruchomionych na powierzchni elektrod podtoza (drukowana
elektroda platynowa). Analiza prébki wody wislanej wykazata, iz ten ,samoraportujacy” czujnik
moze by¢ stosowany do oznaczenia herbicydu w tym naturalnym wodnym $rodowisku.

Podjecie si¢ umieszczenia wewnetrznego prébnika redoks otwiera dalsze wyzwania badawcze.
Dotyczy to mechanizmu przeniesienia tadunku. Doktorantka opisata go we wnioskach koricowych
(str. 212 i wczedniej na str. 147) postulujac, ze zalezy ,prawdopodobnie od zmniejszenia sie
przewodnictwa rodnika kationowego (polaronu) wraz ze wzrostem stezenia analitu” (SYN). Aby
uprawdopodobni¢ ten mechanizm trzeba na pewno kontynuowaé te badania. Co jednak waine,
podobny problem jest od lat przedmiotem badan na gruncie pokrewnej klasy czujnikéw
elektrochemicznych - elektrod jonoselektywnych ze statym kontaktem (SC-ISEs) wytworzonym za
pomocy polimeréw przewodzacych, np. pochodnych tiofenu i membrang zawierajgca neutralny
ligand wychwytujacy analit. Tam konkurencja jondw i strumienie jonéw oraz efekt elektryczny
wywotany rézng ruchliwoscig jonéw i rozdzieleniem fadunku przebiega wedtug mechanizmu
podobnego do sugerowanego w pracy Doktorantki. Zalety mechanizmu bezpragdowego i pradowego
dziatania tych chemoczujnikéw s identyfikowane praktycznie i interpretowane teoretycznie natyle,
Ze mozliwe jest zastosowanie nawet modelowania odwrotnego. Znajgc wiec wyniki tej o okoto 20



lat starszej dziedziny, wydaje sig, iz istnieje uzasadniona nadzieja na dalszy postep w technologii
czujnikéw MIP i w wiekszym stopniu rozstrzygajace zbadanie zarysowanego zamystu Autorki.

Podobna uwaga dotyczy zastosowan praktycznych. Na poczatku recenzji przywotatem szerokie
zastosowania elektrod jonoselektywnych. Sg one podparte ogdlng teorig fizykochemiczng sygnatu
w domenach czasu i przestrzeni dla struktur o dowolnej geometrii otwarte] na wybér
sfunkcjonalizowania chemicznego umozliwiajaca optymalizacje wtasnosci i automatyczng kontrole
dziatania, posiadajgce zoptymalizowane i masowe zastosowanie {w milionach oznaczen rocznie),
regulowane przez rekomendacje, w tym metody referencyjne, miedzynarodowych komitetdw (typu
amerykanskiego FDA). Przedstawiona rozprawa zapowiada uiycie sensoréw MIP w praktyce. Co
wiecej i tym samym, pokazuje jaki ogrom badan i czynnosci wdrozeniowych, rynkowych i wrecz
cywilizacyjnych czeka na realizacje.

Podsumowujgc stwierdzam, ze tematyka pracy jest nader aktualna i wnosi duzy wkiad do wiedzy
dotyczacej wspétczesnych wymagan fizykochemii stosowane], nauki o materiatach i analizy
chemicznej. Rozprawa jest napisana przejrzyicie, w systematyczny i przemyélany sposob, bez
bteddéw edytorskich.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Patrycji tach z nawiazkg spetnia wymagania zwyczajowe i
formalne stawiane pracom doktorskim, okreslone ustawg o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki, art. 13 ust. 1 z dnia 14 marca
2003 r. wraz z péiniejszymi uzupeifnieniami, i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Fizycznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o dopuszczenie Pani magister do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Dodatkowo, ze wzgledu na:

* istotny wkiad do wiedzy dotyczacej konstruowania czujnikéw z polimerem wdrukowanym
molekularnie

* wytworzenie oryginalnej i zaawansowanej metodologii badan mechanizmu dziatania
czujnikdw przez odniesienie sig do tzw.” efektu bramki”

® osiggnigcie znaczgcych analitycznie parametrow i waloréw aplikacyjnych, pozwalajacych na
istotny rozwdj pomiaréw dyskretnych odnoszacych sie do toksyn obecnych czy
wprowadzanych do iywnosci i $rodowiska

* zarysowanie perspektywy nowych rozwigzad technologicznych w  dziedzinie
chemoczujnikéw MIP przez kowalencyjne wprowadzenie wewnetrznego prébnika redoks

» opublikowanie szesciu publikacji w czasopismach o bardzo wysokim wspétezynniku wplywu
(impact factor), w tym czterech z nazwiskiem Doktorantki jako pierwszej Autorki, o pokaZnej
liczbie cytowan (29, 20, 17, 1 wg Google Scholar)

whioskuje o wyréZnienie rozprawy.
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