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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr PAULINY ERWARDT
pt. "Tlenek grafenu jako substancja aktywna
oraz nosnik substancji aktywnych”
zrealizowanej pod kierunkiem
Promotora Dr. hab. Marka Wisniewskiego, Prof. UMK
i Promotor pomocniczej Dr hab. Katarzyny Roszek, Prof. UMK

Recenzja zostata opracowana na podstawie decyzji
Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Wydziatu Chemii UMK oraz
zlecenia Pani Dziekan Prof. dr hab. Iwony takomskiej
z dnia 16 grudnia 2021 r.

Od ponad 20 latach nanomateriaty weglowe takie jak fullereny,
nanorurki weglowe, grafen, tlenek grafenu i inne nanoformy wegla sg
intensywnie badane w kontekscie wykorzystania ich w wielu

obszarach takich jak magazynowanie energii, nanokompozyty
Konstrukcyjne, Kkataliza a takze medycyna. Wcigz jednak otwarte

pozostajg pytania odnosnie ich wptywu na zdrowie i $rodowisko.

Pani mgr Paulina Erwardt w swojej pracy doktorskiej podjeta
si¢ scharakteryzowania wiasciwosci fizykochemicznych tlenku
grafenu, ktore sq wazne z punktu widzenia zastosowan medycznych.

Praca doktorska pani mgr Pauliny Erwardt to cykl
jednotematyczny pieciu artykutdw, przy czym cztery z nich zostaty
juz opublikowane w recenzowanych, prestizowych czasopismach
anglojezycznych (Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, Methods in
Enzymology, Materials Science and Engineering C, Materials), a piaty



jest obecnie na etapie recenzji w czasopismie The Journal of Physical
Chemistry C; wszystkie czasopisma sg umieszczone na liscie Journal
Citation Report i maja przyznany wspotczynnik ,impact factor”
(w zakresie od 1,862 do 4,959; catkowity IF = 17,303). Tematem
przewodnim powyzszych prac sg badania doktdrantki nad tlenkiem
grafenu i modyfikacjga jego wiasciwosci a takze opracowanie metod
pozwalajacych na charakteryzacje jego wiasciwosci, np. rozwiniecia
powierzchni, ktére jest decydujace, jesli chodzi o adsorpcje
czasteczek bioaktywnych i ich wiasciwosci biokatalityczne.

Tytut pracy doktorskiej mgr Pauliny Erwardt "“Tlenek grafenu
jako substancja aktywna oraz nosnik substancji aktywnych” dobrze
oddaje tresé rozprawy i zostat wiasciwie sformutowany.

Wszystkie artykuly zostalty wydane w latach 2018-2021;
w trzech pracach doktorantka jest pierwsza autorka, a dodatkowo
w jednej pracy jest autorka korespondencyjng. Zgodnie
z o$wiadczeniami doktorantki i wszystkich wspoétautorow powyzszych
prac, jej udziat obejmowat zwykle przeprowadzenie przegladu
literaturowego (4 prace), wspotopracowanie koncepcji pracy
(4 prace), przygotowanie wstepnej wersji manuskryptu (wszytkie
prace), przeprowadzenie wiekszosci eksperymentéw w tym synteze
tlenku grafenu, analize, weryfikacje i wspdlinterpretacje wynikow.
Mozna wiec uznac, ze udziat mgr Pauliny Erwardt w powyzszych
pieciu pracach byt dominujacy.

Oprécz zatgczonych pieciu artykutéw, zredagowanych w jezyku
angielskim, streszczenia w jezyku polskimi i angielskim, oswiadczer
wszystkich ~ wspodtautorow,  zestawienia  dorobku  naukowego
doktorantki (artykuty, komunikaty konferencyjne, granty, nagrody
i wyréznienia, staze zagraniczne, patent, kursy i szkolenia oraz opis
dziatalnosci organizacyjnej i popularyzatorskiej), dysertacja zawiera
krétkie wprowadzenie (5 stron), cel pracy (1 strona), listg publikacji
oraz omodwienie probleméw badawczych i publikacji wchodzacych
w skiad rozprawy doktorskiej (22 strony) - stanowigce studium

literaturowe i odniesienie do badan prowadzonych w ramach



artykutow wskazanych w cyklu publikacji oraz wczesniejszych prac
doktorantki. Na koncu tego rozdziatu umieszczono spis 61 pozycji
literaturowych.

Autorka we wprowadzeniu, w nieco lakoniczny, ale
wystarczajacy sposob nakreslita najwazniejsze zagadnienia dotyczace
tlenku grafenu, istotne z punktu widzenia jej dysertacji. Najpierw
wymienita metody otrzymywania tlenku grafenu, poczgawszy od
historycznej metody Brodiego opublikowanej w 1859 r., jej
modyfikacji dokonanej w roku 1898 przez Straudermeiera i kolejnych
modyfikacji dokonanych przez Hummersa i Offermana
a opublikowanych w 1958 r. Nastepnie przedstawita opisane
w literaturze mechanizmy powstawania tlenku grafenu i wplywu
metody otrzymywania na jego budowe chemiczng, rodzaj grup
funkcyjnych i ostatecznie na wiasciwosci, takie jak np. stabilnosc
koloidalna i rozwiniecie powierzchni. Doktorantka zwrdcita uwage, ze
w literaturze nie ma jednoznacznie uznawanej przez srodowisko
naukowe metody wyznaczania rozwiniecia powierzchni tlenku
grafenu. Wykazata, ze metody bazujace na izotermach adsorpcji
gazéw obojetnych takich jak N, lub Ar dostarczajq danych, ktére sg
zanizone, w porownaniu do badan prowadzonych w fazie ciektej. Jest
to szczegolnie wazne, jesli planuje sie wykorzystanie tlenku grafenu
jako adsorbentu biomolekut w celach biokatalitycznych.

Kolejne zagadnienie, ktore jak wykazata doktorantka, nie jest

do konca wyiasnione w pismiennictwie. dotvczy takieao doboru
metody otrzymywania, aby jak najlepiej kontrolowa¢ zardwno

wielkos¢ ptatkéw tlenku grafenu, jaki i rodzaj oraz stezenie grup
funkcyjnych na jego powierzchni. Ma to istotny wpltyw na
cytozgodnosé tlenku grafenu.

Nastepnie kandydatka do stopnia doktora przedstawita cel
rozprawy doktorskiej, z ktérego wynika, ze skupita sie w niej na
pigciu obszarach obejmujacych: 1) immobilizacje enzymoéw, 2)
adsorpcje roéznych zwigzkéw na tlenku grafenu, 3) opracowanie
metody wyznaczania rozwiniecia powierzchni tlenku grafenu
w cieczach, 4) okreslenie mechanizmu oddziatywania lizozymu



z tlenkiem grafenu i 5) opracowanie metody otrzymywania tlenku
grafenu o zdefiniowanej wielkosci ptatkéw, co ma szczegoine
znaczenie w jego zastosowaniach biomedycznych. Tematyka ta jest
kolejno referowana w artykutach bedacych podstawa dysertacji.

Wprowadzenie zostato wiasciwie zredagowane i $wiadczy
otym, ze doktorantka zna najwazniejsze pozycje dotyczace
omawianej tematyki. Nie ustrzegta sie jednak pewnych niefortunnych
sformutowan, ktére przytaczam z obowigzku recenzentki: 1) autorka
piszac nazwiska obcokrajowcow zawsze uzywa na koncu apostrofu,
jednak apostrof jest wymagany dla oznaczenia koncéwki, gdy jakas
czeéé wyrazu podstawowego nie jest wymawiana (np. jesli nazwisko
konczy sie na spétgtoske np. Staudenmaier to w dopetniaczu piszemy
Staudenmaiera, a nie Staudenmaier'a - patrz str. 6, czy Chena a nie
Chen’a - patrz str. 8); 2) autorka uzywa terminu ,pole powierzchni
tlenku grafenu”, jednak bardziej odpowiednim terminem bytoby
,rozwiniecie powierzchni” lub "powierzchnia wiasciwa” (patrz strona
9); 3) autorka uzyta az dwa razy idiomu, ktéry - przynajmniej
w moim przypadku wywotat usmiech na twarzy - mianowicie, ze
Jtlenek grafenu stat sig czarnym koniem chemii materiatow
weglowych”. I ostatnie pytanie, jakie sig¢ nasuwa: czy w kontekscie

uzytym na str. 9 powinno uzywac sie terminu ,roztwér wodny tlenku
grarenu” czy ,zawiesina tlenku grarenu”?r Chnciatfabym prosic, aby

w czasie publicznej obrony doktorantka odniosta si¢ do tego
ostatniego punktu i zdefiniowata, co rozumie pod pojeciami: roztwor,
koloid i zawiesina.

W dalszej czesci pracy, po rozdziale 2. Cele i zatozenia
rozprawy doktorskiej i rozdziale 3 Publikacje wchodzace w skiad
rozprawy doktorskiej jest rozdziat 4 Problemy badawcze i omdwienie
publikacji wchodzacych w skfad rozprawy doktorskiej. Takie
umiejscowienie ostatniego rozdziatu wskazywatoby, ze teraz nastapi
opis tego, co znajduje sie w artykutach wchodzacych w sktad
doktoratu.



Jednak podrozdziat 4.1 Wykazanie zdolnosci promienio-
chronnych GO i zaproponowanie mechanizmu dziatania przeciw-
sfonecznego dotyczy artykutu doktorantki, ktéry opisywat jej wyniki
uzyskane w trakcie pracy magisterskiej i moim zdaniem powinien
znalez¢ sie w czesci literaturowej pracy, przed rozdziatem 2.
Podobnie, kolejny rozdziat 4.2. Immobilizacja wybranych enzymoéw na
okreslenie wpiywu interakcji GO-enzym na strukture biatka
i aktywnos¢ katalityczng przedstawia wiele wynikéw doktorantki z jej
pracy magisterskiej. Zdaniem moim w tym podrozdziale powinny
znalez¢ sie jedynie wyniki zwigzane z jej doktoratem. Kolejne dwa
podrozdziaty: 4.3 Opracowanie skutecznej metody pomiaru pola
powierzchni wifasciwej GO i 4.4. Opracowanie nowej metody
dostosowania wielkosci oraz wifasciwosci GO do potrzeb
nanomedycyny dotycza juz wynikow obejmujacych prace doktorskg
kandydatki. Prezentujg one najwazniejsze osiggniecia doktorantki,
bedace podstawg do przyznania jej stopnia doktora.

W pracy D1 (Carbonaceous nanomaterials-mediated defense
against oxidative stress, Mini-Reviews in Medicinal Chemistry 2020,
20, 294-307) przedstawiony zostal przeglad literatury na temat
wilasciwosci antyoksydacyjnych nanomateriatéw weglowych takich jak
fulereny i ich pochodne, nanorurki weglowe, kropki kwantowe i tlenek
grafenu. Opisano tez hipotetyczne mechanizmy, ktére stojg za tym

procesem oraz potencialne biomedyczne zastosowanie
nanomateriatéow weglowych.

W pracy D2 (Chemical and biochemical approach to make
a perfect biocatalytic system on carbonaceous matrices, Methods in
Enzymology 2018, 609, 221-245) doktorantka badata immobilizacje
katalazy na tlenku grafenu i wykazata, ze taki uklad enzym-podtoze
jest bardziej stabilny w podwyzszonych temperaturach a takze
w czasie wielokrotnego uzytkowania. Doktorantka na podstawie
wynikéw badan FTIR stwierdzita, ze w wyniku immobilizacji dochodzi
do niewielkich zmian konformacyjnych w zaadsorbowanej katalazie.
Nie stwierdzono spadku aktywnosci katalitycznej tego enzymu,



a wrecz przeciwnie - jej wzrost. Czy doktorantka mogtaby
skomentowac, czym mozna wytlumaczy¢ taki wynik, skoro zwykle
w wyniku immobilizacji dochodzi do spadku aktywnosci enzymow?

W pracy D3 (Novel biocatalytic systems for maintaining the
nucleotide balance based on adenylate kinase immobilised on carbon
nanostructures, Materials Science and Engineering C 2018, 88, 130-
139) doktorantka wykorzystata rozne nanoformy wegla (tlenek
grafenu, weglowe kropki kwantowe, nanocebulki weglowe) do
immobilizacji rekombinowanej kinazy adenylanowej i oceniata jej
wiasciwosci katalityczne. Jednak, co nalezy podkreslic, wczesniej
dokonata drobiazgowej analizy budowy badanych nosnikéw za
pomoca wysokorozdzielczej mikroskopii elektronowej, spektroskopii
Ramana, UV-vis oraz FTIR, a nastepnie ocenita ich cytotoksycznosc
z wykorzystaniem komorek z linii CHO. W dalszej czesci badan
ocenita stabilno$é¢ potgczen enzym-nanomateriat weglowy oraz
aktywnos¢ enzymatyczng ukifadu. Podobnie jak w przypadku katalazy,
i tutaj stwierdzono, ze unieruchomienie kinazy adenylanowej na
no$nikach weglowych istotnie zwieksza aktywnos¢ tego enzymu. Jak
wykazaty uzyskane wyniki badan in vitro szczegodlnie przydatny do
tego celu okazat sie tlenek grafenu.

W pracy D4 (Determination of graphene oxide adsorption

space by lysozyme uptake - mechanistic studies, The Journal of
Physical Chemistry C, przesiane do czasopisma 30 wrzesnia Z0Zz1,

obecnie w recenzjach) autorka opracowata oryginalng metode
wyznaczania powierzchni wiasciwej tlenku grafenu za pomocg
adsorpcji lizozymu - a wiec biatka o malej masie czasteczkowej
i stabilnej sztywnej strukturze. W metodzie tej wykorzystata zakres
stezel adsorbatu, ktéry odpowiada tworzeniu sig monowarstwy
lizozymu na powierzchni tlenku grafenu. Dokonujac analizy za
pomocg spektroskopii w podczerwieni, oceniajac Wwygaszanie
fluorescencji lizozymu w wyniku adsorpcji oraz modelujac
oddzialywania w badanym uktadzie: biatko - rozpuszczalnik - tlenek
grafenu, dostarczyla przekonujacych dowoddéw, ze zaproponowana

przez nig metodyka wyznaczania powierzchni wlasciwej tlenku



grafenu jest odpowiednia. Czy doktorantka mogtaby wypowiedzie¢
sie, na jakim etapie jest teraz jej praca - moze juz zostata
zaakceptowana do publikacji?

W pracy D5 (A new approach to obtaining nano-sized
graphene oxide for biomedical applications, Materials 2021, 14, 1327)
doktorantka zaproponowata metode rozbijania wiekszych ptatkow
tlenku grafenu na mniejsze. Stwierdzita, ze odpowiedni czas
oddzialywania ultradzwiekbw na zawiesine tlenku grafenu
w mieszaninie wody i dimetylosulfotlenku pozwala na otrzymanie
nanoczgstek grafenu o rozmiarze ok. 250 nm, co wykazano za
pomocg badan DLS. Tak przygotowane nanoczastki cechowata
mniejsza cytotoksycznos¢ niz w kontakcie z niemodyfikowanym
tlenkiem grafenu. Chciatabym zaprosi¢ doktorantke do dyskusiji
naukowej w czasie obrony jej doktoratu i poprosi¢ o wypowiedz
dotyczacq potencjalnej cytotoksycznosci nanomateriatdw weglowych
oraz mechanizméw i zjawisk, jakie za tym mogq stac. W trakcie
studiowania wynikow tej pracy nasuneto mi sie jeszcze jedno pytanie:
dlaczego doktorantka pisze, ze otrzymany materiat cechuje sie tg
samg budowg chemiczng powierzchni jak materiat niemodyfikowany
skoro badania EDX i FTIR wykazaly obecnos¢ zwigzkow siarki prébce?
Czy doktorantka mogtaby zaproponowac jakie grupy funkcyjne
mogtyby powstawa¢ na tlenku grafenu w wyniku oddziatywania
z dimetylosulfotlenkiem?

Nie mam istotnych uwaa krytycznych do pracy doktorskiei pani
mgr Pauliny Erwardt. Przytoczone pytania i sugestie albo sg natury

redakcyjnej albo stanowig zaproszenie do dyskusji naukowej i nie
majg wptywu na mojg wysokg ocene recenzowanej pracy.

Na podkreslenie zastuguje tez, ze oprdcz pieciu prac bedacych
podstawg dysertacji doktorskiej kandydatka do stopnia doktora jest
wspotautorkg 14 innych artykutdow z bazy JCR, 3 spoza bazy JCR
a takZze zgtoszenia patentowego. Ponadto zaprezentowata wyniki
swoich badan w postaci 2 komunikatéw ustnych i 3 plakatowych.
Badania doktorantki byty finansowane z projektow NCN OPUS



i PRELUDIUM. Tak wiec, zardwno zakres prowadzonych badan
i osiggniete wymierne efekty Swiadczg, ze pani mgr Paulina Erwardt
moze pochwali¢ sie bardzo dobrym dorobkiem, jak na ten etap

rozwoju naukowego.

Uwazam, ze dysertacja doktorska pani mgr Pauliny Erwardt
stanowiaca cykl jednotematyczny pieciu artykutow pt. "Tlenek
grafenu jako substancja aktywna oraz nosnik substancji aktywnych”
speinia wymagania stawiane rozprawom doktorskim w dyscyplinie
nauki chemiczne w mys$l obowigzujgcej Ustawy Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2020 r. poz.85 z pézn. zm). W zwigzku
z tym wnosze o jej przyjecie oraz dopuszczenie pani mgr Pauliny
Erwardt do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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