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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Renaty Wojnarowskiej-Nowak pod tytulem:
wBionanokompleksy nanoczgstek zlota z enzymami — zastosowanie w biosensorach”
wykonanej pod kierunkiem prof. dra. hab. Eugeniusza Szeregija

Przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Renaty Wojnarowskiej-Nowak
zostala przygotowana pod kierunkiem naukowym prof. dra. hab. Eugeniusza Szeregija. Na
podstawie podzigkowan umieszczonych w rozprawie mozna stwierdzi¢, ze praca ta zostata
wykonana w Instytucie Metalurgii i Inzynierii Materialowej im. Aleksandra Krupkowskiego
Polskiej Akademii Nauk, Uniwersytecie Rzeszowskim oraz w Jackson State University. Celem
pracy doktorskiej mgr Renaty Wojnarowskiej-Nowak byla optymalizacja sposobu
otrzymywania nanokompleksdw w postaci nanoczastek zlota, na ktérych efektywnie
unieruchomiono oksydaze cholesterolowa. Oksydaza cholesterolowa jest waznym enzymem
analitycznym wykorzystywanym mig¢dzy innymi w oznaczaniu cholesterolu. Uwazam, ze mgr
Wojnarowska-Nowak wybrala bardzo ciekawy temat do swoich badan i ze jej praca dobrze
wpisuje si¢ w nowoczesny nurt badan dotyczacy syntezy nowych biomaterialéw, ktory
prowadzony jest w wielu laboratoriach na $wiecie. Analizowany problem jest niewatpliwie
ciekawy z naukowego punktu widzenia, warto jednak rowniez podkresli¢, ze uzyskane wyniki
moga okaza¢ si¢ takze przydatne dla grup zajmujacych si¢ praktycznymi zastosowaniami
oksydazy cholesterolowej do konstrukcji réznego rodzaju sensoréw enzymatycznych.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska liczy 129 stron i zawiera 146
odsylaczy literaturowych. Rozprawa ma uktad klasyczny. W pierwszej kolejnosci zostato
umieszczone streszczenie, ktdre dobrze oddaje tres¢ dysertacji. Szkoda tylko, ze ograniczono
si¢ jedynie do polskiej wersji streszczenia nie umieszczajac réwniez wersji w jezyku
angielskim. W nastgpnym rozdziale opisano mechanizm wzmocnienia w powierzchniowo
wzmocnionym rozpraszaniu ramanowskim (SERS), przedstawiono sposoby tworzenia
bionanokompleksow oraz opisano biosensory oparte na nanomateriatach, objasniajac takze
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podstawowe zasady ich funkcjonowania. Rozdzial ten zostal przygotowany w sposéb bardzo
ciekawy 1 przeczytalem go z ogromnym zainteresowaniem. Do tego rozdzialu mam tylko
nastgpujace niewielkie uwagi. Wedlug mnie nienajlepszym rozwigzaniem bylo zastosowanie
we wzorze przedstawionym na rysunku 1.3 (strona 14) innych symboli do oznaczenia nat¢zenia
pola elektrycznego niz symbole wykorzystywane w tekscie. Nie do konca zgadzam si¢ rowniez
ze stwierdzeniem ze strony 15, ze ,,szacuje sig, Ze mechanizm elektromagnetyczny prowadzi do
wzmocnienia sygnatu ramanowskiego na poziomie 10'°-10"" [12].” W moim odczuciu takie
stwierdzenie sugeruje, ze Srednia wartos¢ elektromagnetycznego wspdtczynnika wzmocnienia
SERS ma wlasnie warto$é¢ rzedu 10'°-10", za§ w rzeczywistosci tak duze wspolczynniki
wzmochnienia obserwuje si¢ jedynie na pewnych szczegdlnie aktywnych miejscach na
podiozach do pomiaréw SERS, przy usrednionych wspolczynnikach wzmocnienia SERS o
okoto 3, 4 rzedy wielkosci mniejszych. Wspominajac o spektroskopii ramanowskiej (patrz
strona 16) ,,bazuje na spektroskopii rozproszenia ramanowskiego, w ktorej badane sq przejscia
pomiedzy poziomami oscylacyjnymi lub rotacyjnymi czgsteczki [24]” warto byloby réwniez
doda¢ informacje, ze przy pomocy spektroskopii ramanowskiej mozna rowniez bada¢ przejscia
pomigdzy poziomami elektronowymi. Stwierdzenie ze strony 17, ze ,,warunkiem koniecznym
dla zajscia efektu Ramana jest zmiana polaryzowalnosci w trakcie drgania normalnego
czgsteczki” trzeba uscisli¢ — bede wdzigezny jesli mgr Wojnarowska-Nowak zrobi to w trakcie
obrony swojej pracy doktorskiej. Nie do kofica zgadzam si¢ rdwniez z innym stwierdzeniem ze
strony 17, ze ,,pod wzgledem wykorzystywanych materiatow najczesciej przygotowywane sq
podloza ze zlota lub srebra, rzadziej z miedzi i platyny (ze wzgledu na tatwos¢ utleniania ich
powierzchni)”. Platyna jest raczej bardzo odporna na utlenianie, tak wigc to, ze platyna jest
rzeczYwiécie nieczesto wykorzystywana jako material do pomiarow SERS wigze si¢ z tym, ze
na nanoustrukturyzowanej platynie osiaga si¢ relatywnie male wspdtczynniki wzmocnienia
widma SERS.

W kolejnym rozdziale mgr Wojnarowska-Nowak w jasny sposob opisuje jaki problem
badawczy zamierza rozwigza¢. Do tego rozdzialu mam tylko jedng drobng uwage, ze podajac
warto$¢ typowego przekroju czynnego na rozpraszanie ramanowskie (10-3° cm?) warto byloby
wspomnieé, ze podana warto$¢ dotyczy przekroju czynnego dla pojedynczej molekuty. W
trzecim rozdziale dotyczacym technologii wytwarzania bionanokomplekséw i opisu metod ich
charakterystyki zaczyna si¢ juz pojawia¢ opis eksperymentéw wykonanych przez mgr
Wojnarowskg-Nowak. Wedlug mnie opis procedur eksperymentach oraz aparatury badawcze;j
wykorzystywanej do pomiaréw jest wyczerpujacy i na podstawie dostarczonych danych bedzie
mozna bez problemu powtdérzy¢é przedstawione eksperymenty. Roéwniez kolejne czeSci
dysertacji, w ktorych opisano uzyskane wyniki, to jest opis wiasciwosci strukturalnych i
biochemicznych uzyskanych komplekséw oraz analiza ich widm FTIR i SERS sg napisane w
sposob przejrzysty. W tej czesci pracy znajdujg si¢ réwniez symulacje rozktadu pola
elektrycznego wokotl nanoczastek zlota, na ktore pada fala elektromagnetyczna.

Gléwnym osiaggnieciem przedlozonej mi do recenzji rozprawy doktorskiej jest bardziej
szczegolowe okreslenie sposobu, w jaki najlepiej jest uzyska¢ kompozyt nanoczastki zlota -
oksydaza cholesterolowa, ktory bedzie mial jak najlepsze wiasciwosci do wybranych
zastosowan praktycznych. Pokazano, ze wskazane jest zastosowanie warstwy lacznikowej
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otrzymanej z podstawionego alkanotiolu o relatywnie dlugim tancuchu weglowym. Oczywiscie
dojscie do tego wniosku zostalo poprzedzone zbadaniem wielu innych uktadow i wymagato
wykonania duzej liczby eksperymentow. Jak wspomniano powyzej, obserwacja ta moze okazad¢
si¢ istotna dla badaczy zajmujacych si¢ praktyczng konstrukcjg sensoréw wykorzystujacych
oksydazg cholesterolowa. Reasumujgc, wyniki uzyskane przez mgr Renate Wojnarowska-
Nowak sg ciekawe, dobrze udokumentowane, tak wigc, wartos¢ merytoryczng tej rozprawy
doktorskiej oceniam wysoko.

Do czgsci doktoratu, w ktérej] mgr Renata Wojnarowska-Nowak przedstawia wyniki
wlasnych eksperymentéw mam tylko dwa pytanie i jedng drobng uwage. Na stronie 60 Autorka
napisala: ,,Zmiana czestotliwosci plazmonowej bionanokomplekséw w odniesieniu do nagich
nanoczgstek jest rowniez wynikiem obecnosci dodatkowej otoczki na powierzchni nanoczgstek.
Skutkiem tego jest przeniesienie czesci elektronow z AuNP na ligand [116], co oznacza
zmniejszenie koncentracji elektronow w macierzy AuNP, a zarazem zmniejszenie czgstotliwosci
plazmonowej zgodnie z wyrazeniem 1.1”. Czy przy wyjasnianiu przyczyn przesunig¢cia pasma
plazmonowego ku wigkszym dlugoscig fali nie nalezaloby réwniez uwzgledni¢ zmiany
przenikalnosci elektrycznej otoczenia nanoczastek plazmonicznych wywotanej adsorpcjg
biatka?

Na stronie 58 Autorka napisata, ze Rysunek 4.5 przedstawia ,,wynik pomiaru absorpcji
optycznej w zakresie widzialnym dla wytworzonych AuNPs”. Czy w tym przypadku nie
nalezatoby jednak napisa¢, ze rysunek ten przedstawia wynik pomiaru ekstynkcji zolu
nanoczastek ztota?

Moja wspomniana powyzej uwaga krytyczna, od razu chce jednak podkresli¢, ze nie
kwestionujgca poprawnosci okreslenia struktury tworzonych komplekséw, dotyczy przypisania
pasma przy 528 cm~! w widmie FTIR do drgan wigzania Au-S (patrz strony 68 i 69). Magister
Wojnarowska-Nowak oparta to przypisanie na pozycji literaturowej 119 (A. Thamri i
wspoltpracownicy, Sci. Rep., 2016, 6, 35130). Rzeczywiscie, w pozycji 119 proponuje si¢
nawet, ze pasmo od drgania rozciagajacego Au—S pojawia sie az przy 760 cm™!, ale wedtug
mnie nie jest to wielkos$¢ akceptowana przez znaczacg czes¢ specjalistéw. W moim odczuciu o
wiele bardziej wiarygodne sg badania, w ktérych liczba falowa pasma przypisywanego temu
drganiu jest ustalona jako mniej wigcej jedna trzecia / polowa wartosci podanej przez mgr
Wojnarowska-Nowak (na przyktad patrz B. Varnholt i wspoélpracownicy, J. Phys. Chem. C,
2014, 118, 9604-9611).

Po koniec przedlozonej mi do recenzji rozprawy doktorskiej znajduje si¢ rozdzial
,wnioski koncowe”, w ktérym, w sposob syntetyczny mgr Wojnarowska-Nowak pokrotce
przedstawita najistotniejsze z uzyskanych wynikdw. Po tym rozdziale umieszczone spis
rysunkow, spis tabel oraz spis cytowanej literatury.

Praca napisana jest ladnym, przystgpnym jezykiem. Redakcja pracy jest relatywnie
staranna, znalaztem jedynie kilka literowek takich jak: ,,zdolnosci generowanie rezonansu” czy
tez ,,bedzie moglo by¢ wykorzystywany” (oba przyklady ze strony 30), ,,wykorzystujgc fale
elektromagnetyczna” (strona 64), ,,pozostate pasm” (strona 77), ,widma ..... posiada silne
pasma” (strona 86), ,,potwierdzily obecnos¢ licznych pasma” (strona 94), ,.z wykorzystanie
dwoch roznych dlugosci fali” (strona 104). W niektorych przypadkach zrobienie literowki
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skutkowalo utworzeniem wyrazu o innym znaczeniu, na przyklad, na stronie 66 wspomina si¢
o likierach zamiast linkerach, za$ na stronie 31 zamiast wyrazu ,,fworzq” jest wyraz ,twarzg”.

W podpisach do rysunkéw 6.4 1 6.5 (patrz strona 93) brakuje zaznaczenia, ktora czes¢
podpisu odnosi si¢ do widma oznaczonego na wykresie literg (c).

Warto rowniez wspomnie¢ o tym, ze w pewnych czgsciach recenzowanego doktoratu
jako separator dziesietny jest prawidtowo uzywany przecinek, w innych za$ miejscach jest
blednie wykorzystywana kropka (na przyktad na stronach 85 i 86). W niektorych przypadkach
nawet na jednej stronie wystepuja oba sposoby zapisu separatora dziesi¢tnego, ma to miejsce
na stronie 36, 39 czy tez 41.

Wszystkie wymienione powyzej drobne uchybienia nie wplywajg jednak na moja
wysoka ocene przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej. Nie mam watpliwosci, ze
przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego oraz potwierdza ogdlng wiedzg teoretyczng kandydatki w zakresie chemii, tak wigc,
przedstawiona rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 22016 1. poz. 8821 1311). W zwigzku z powyzszym wnoszg o dopuszczenie mgr
Renaty Wojnarowskiej-Nowak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

A e e,

dr hab. Andrzej Kudelski, prof. ucz.



