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Trudno dzi§ przeceni¢ role, jaka odegraty techniki fluorescencyjne w rozwoju badan
w obszarze fizyki molekularnej 1 biofizyki. Niejako standardem staty si¢ pomiary intensywnosci
luminescencji, procesOw jej gaszenia, czasu zaniku fluorescencji, wielkosci efektu
solwatochromowego, anizotropii oraz zaniku anizotropii luminescencji, czy tez zjawiska
bezpromienistego (forsterowskiego) transferu energii. Nowa era badan dotyczaca tej tematyki
przynalezy na pewno do detekcji sygnatow prowadzonej na poziomie pojedynczych czasteczek
oraz analiz obrazéw mikroskopowych z rozdzielczoscig znacznie przekraczajacg 100 nm, a wiec
zdecydowanie ponizej wielkos$ci wyznaczonej potowa dtugosci fali promieniowania stosowanego
do obrazowania obiektow. Postep we wspomnianych zagadnieniach nie bytby jednak mozliwy bez
pelnego zrozumienia zjawisk fotofizycznych. Za szczegdlnie interesujace, Pan mgr Dzmitryi
Ushakou uznal wewnatrzczasteczkowe przeniesienie protonu w stanie wzbudzonym (ang. Excited
State Intramolecular Proton Transfer, ESIPT) prowadzace do powstania dwoch form tej same;j

czasteczki: podstawowej i tautomerycznej. Cykl badan wykonanych oraz zaprezentowanych przez
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Doktoranta w ramach Jego rozprawy doktorskiej dotyczyt m. in. opisu teoretycznego tego
zjawiska w aspekcie okre§lenia tzw. czynnika odwracalnosci procesu ESIPT oraz
doswiadczalnego wyznaczenia tej wartosci dla czasteczek 3-hydroksyflawonu (3-HF) oraz
4’- N,N-dimetyloamino-3-hydroksyflawonu (DMA3HF). Wobec faktu, iz czgsteczki te posiadaja
znaczny potencjat technologiczny jako sondy fluorescencyjne, przedtozona praca jest
opracowaniem nie tylko interesujacym, ale réwniez waznym. W mojej ocenie wartos¢
merytoryczna osiggni¢¢ badawczych jest wysoka, zardwno z poznawczego, jak i aplikacyjnego
punktu widzenia.

Praca zostala wykonana w Zakladzie Fizyki Instytutu Nauk Scistych i Technicznych
Akademii Pomorskiej w Stupsku, pod kierunkiem prof. dr. hab. Vladimira Tomina, uznanego

specjalisty w obszarze spektroskopii molekularne;.

Rozprawe doktorskg stanowi znakomicie napisane opracowanie, ktdre oparto na pigciu
oryginalnych, dwuautorskich artykulach, opublikowanych w indeksowanych czasopismach
o zasiggu migdzynarodowym, w ktorych (sadzac po o$wiadczeniu Autora, zamieszczonym na
koncu rozprawy) udziat Doktoranta mozna uznaé za istotny. Prace charakteryzuja si¢ duzymi
wartosciami oddziatlywania tzw. impact factor (Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy (IF 2.931), w ktorej Doktorant jest pierwszym w kolejno$ci autorem,
dwie prace w Journal of Luminescence (IF 2.693), jedna w Polymer Testing (IF 2.943) oraz
Journal of Applied Spectroscopy (IF 0.675), w ktorych jest On drugim w kolejnosci. W ogdlnosci,
Doktorant jest autorem 9 publikacji naukowych powstatych w latach 2011-2019.

Praca doktorska zostata zredagowana w jezyku angielskim na 136 stronach maszynopisu,
podzielonego na pig¢ rozdzialow, poprzedzonych spisem tresci oraz wykazem uzytych skrotow
1 oznaczen. Rozprawe rozpoczyna Streszczenie (przygotowane zgodnie z wymogami formalnymi
w jezyku polskim i angielskim), ktore pozwala na zapoznanie si¢ z tematyka badawcza podjeta
przez Doktoranta. Co ciekawe, Autor nie zdecydowal si¢ na wyodrebnienie osobnego
podrozdziatu zawierajacego cel badan, ale nakresla go osobno dla kazdego rozdziatu w czgsdci
Streszczenie lub czgsciowo we wstepie do kazdego z podrozdzialdéw. Oprocz wspomnianego,

w czesci opisowej kazdego Introduction, w sposob zwigzty 1 klarowny mgr Ushakou wprowadza



w aktualny stan wiedzy 1 otwarte problemy badawcze dotyczace rozwazanego zjawiska
fizycznego. Rozdzial 1 zawiera analiz¢ teoretyczng kinetyki procesu ESIPT, oparta
na uproszczonym modelu czterech stanow elektronowych (po dwa, dla czasteczki w formie
podstawowej 1 tautomerycznej). Teoria zjawiska wprowadzana jest w sposob systematyczny
poprzez przejrzyste 1 przemys$lane grafiki. Doktorant rozwaza tu model przyjety za Kasha z roku
1986. Okresla w nim notacje stalych szybkosci, liczbe obsadzen pozioméw elektronowych oraz
tzw. czynnik odwracalnos$ci czasteczki z formy tautomerycznej do podstawowej. W rozdziale tym,
wyjasnia réwniez pochodzenie charakterystycznego, dwupasmowego widma emisji. Cho¢
informacje nie sg nowe, same w sobie bardzo ciekawe i traktowane jako wstep do wlasciwego
problemu. Autor wyraza przekonanie, ze ESIPT moze stuzy¢ jako model do zrozumienia
kolejnych krokow ,,ciemnych” reakcji przenoszenia protonow, ktore sg udziatem wielu zjawisk

chemicznych 1 biochemicznych.

W rozdziale drugim Doktorant opisuje struktur¢ chemiczng 3-HF i DMA3HF oraz obecny
stan wiedzy na temat czasteczek w kontek$cie ich potencjalnego zastosowania jako sond
fluorescencyjnych. W oparciu o publikacj¢ Lazzaroni 1 wsp. (zamieszczong w bibliografii pod
numerem 13) odnosi si¢ do wydajnosci procesu ESIPT w funkcji polarnosci uzytego
rozpuszczalnika. Wyprowadza tez analogiczng (nieco zmodyfikowang dla wyznaczanych
parametréw optycznych) posta¢ zaleznosci Arrheniusa, ktorg wykorzystuje dalej do wyznaczenia
warto$ci energii aktywacji pomigdzy poziomami energetycznymi wspomnianych czasteczek
w ich formach podstawowej 1 tautomerycznej. W tym celu, przeprowadza eksperymenty
zalezno$ci intensywnos$ci emisji fluorescencji pochodnych flawonu od temperatury, uzywajac
dwoch rozpuszczalnikoéw: acetonitrylu 1 octanu etylu. W uzasadnionych przypadkach
przekrywania si¢ pasm emisji stosuje analiz¢ dekompozycji widm. Dbatos¢ mgr. Ushakou
o dokladne dopasowanie danych doswiadczalnych wybrang funkcja asymetryczng skutkuje
prostoliniowym uszeregowaniem punktoéw na wykresie Arrheniusa, a tym samym, doktadnym
wyznaczeniem energii aktywacji. Uzyskane wyniki komentowane sg dalej w konteksScie
odwracalnosci procesu ESIPT. Mgr Ushakou dowodzi, ze dwa rzedy wielko$ci rdéznicy pomiedzy
wyznaczonymi energiami aktywacji uprawdopodobniajg bardziej odwracalnos¢ ESIPT

dla czasteczki DMA3HF niz 3-HF.



W rozdziale trzecim mgr Ushakou rozwaza odwracalnos¢ procesu ESIPT w kontekscie
spektroskopii czasowo-rozdzielczej. Dokonuje opisu kinetycznego reakcji ESIPT na podstawie
analizy teoretycznej zawierajacej sze$¢ statych szybkos$ci mozliwych reakcji w stanie
wzbudzonym. Zauwaza, ze granica stosunku intensywnosci pochodzacej od form podstawowe;j
1 tautomerycznej (przy t—x) bedzie dazy¢ do zera w przypadku proceséw nieodwracalnych
transferu protonu lub charakteryzowaé si¢ wartoscig niezerowg w przypadku proceséw
odwracalnych. Nakresla On dalej teoretyczne przebiegi spodziewanych zanikdéw intensywnosci
emisji proceséw odwracalnych i nieodwracalnych wewnatrzczasteczkowego transferu protonu
1 zestawia je w kolejnym podrozdziale z danymi dos$wiadczalnymi uzyskanymi przy uzyciu
kamery smugowej dla 3-HF oraz DMA3HF. Dla pierwszej z nich, Autor obserwuje zmiany
rozktadu intensywnosci fluorescencji pasm zlokalizowanych przy 410 nm i 530 nm, a przy uzyciu
rozktadu dwu-eksponencjalnego dopasowuje zaniki intensywnos$ci fluorescencji form
podstawowej 1 tautomerycznej. Analogiczne badania przeprowadza dla DMA3HF dla pasm
zlokalizowanych przy 480 nm i1 575 nm, przypisanych odpowiednio formie podstawowe;]
1 tautomerycznej czasteczki. Poprzez analize wartosci dla uzyskanych wynikéw mgr Ushakou
dowodzi stuszno$ci swoich rozwazan teoretycznych i ponownie potwierdza wtasnosci badanych

czasteczek dotyczace odwracalnosci zachodzacego w nich procesu ESIPT.

Kolejny rozdziat poswigcony zostal badaniom nad kompleksowaniem jondéw metali
z czasteczkami, dla ktorych zachodzi ESIPT. Spodziewano si¢, ze wigzanie si¢ czasteczki bedacej
w stanie podstawowym z jonem metalu, bedzie w nastgpstwie blokowalo przekaz protonu.
Doktorant wyprowadzil réwnanie na stosunek intensywnos$ci pochodzacej od sumy intensywnosci
form czasteczki w stanie podstawowym oraz zwigzane] z jonem metalu, odniesionej
do intensywno$ci emisji formy tautomerycznej. Rozwazal przypadki postaci tego stosunku
dla odwracalnego i nieodwracalnego procesu ESIPT. Przeprowadzil obliczenia kwantowo-
mechaniczne przy uzyciu programu Gaussian 09, ktére umozliwity mu znalezienie formy wigzania
si¢ metalu z 3-HF. Mgr Ushakou z dobrym skutkiem konfrontowat rowniez potozenie
wyliczonych wartos$ci energii dla stanéw elektronowych, z doswiadczalnymi widmami absorpcji,
co dowodzito o poprawnosci doboru metody obliczeniowej. W przypadku 3-HF, ktory

charakteryzowat si¢ nieodwracalno$cia procesu przekazu protonu, Doktorant obserwowat wzrost



intensywnosci krotkofalowego maksimum emisji w funkcji stezenia jondéw litu, przy znikome;j
zmianie intensywnos$ci pasma dtugofalowego. Analiza czasowo-rozdzielcza zastosowana dla tych
pasm, potwierdzita przewidywania teoretyczne zalaczone we wstepie. Zaobserwowano, ze jezeli
czas zycia stanu wzbudzonego charakteryzujacy kompleks z metalem jest dtuzszy niz formy
tautomerycznej, to stosunek intensywnosci pasm krotko- 1 dlugofalowego rosnie wraz z czasem.
Teoretycznie rozwazano takze przypadki i ich wplyw na stosunek kinetyczny, kiedy te czasy zycia
sa pordéwnywalne oraz kiedy czas zycia fluorescencji dla formy tautomerycznej jest wigkszy niz

czas zarejestrowany dla kompleksu z metalem.

W rozdziale pigtym mgr Ushakou podjat si¢ zadania praktycznego zastosowania badanego
przez siebie procesu ESIPT do kontroli fotoindukowanej polimeryzacji akrylanu. Zaproponowana
metoda bazowata na pomiarze wydajnosci fluorescencji w czasie tego procesu. Nalezy docenié
duzy potencjal i wygode eksperymentalng zaproponowanej metody, z uwagi na mozliwosé

monitorowania réznorodnych procesow przy duzym przesunigciu Stokesowskim.

Integralng czgscia pracy sa tzw. appendix, dodatki w ktorych Autor zawart doktadny opis
procedury przeprowadzonych eksperymentéw, pozwalajacych na dokladne odtworzenie
doswiadczen. Jak moglem dowiedzie¢ si¢ z rozdzialu poswigconemu podzickowaniom,
do$wiadczenia te byly wykonane w innych niz macierzysty osrodkach naukowych. Swiadczy
to o otwartosci Doktoranta na zawieranie wspotpracy naukowych majacych na celu realizacje

postawionych sobie celow badawczych.

Na podkreslenie zastuguje wysoki poziom edytorski rozprawy. Moglbym zaproponowac

Autorowi jedynie nieliczne poprawki:

1. Str. 13, drugi wiersz od gory, ,,they play” w miejsce ,,they plays”
2. Wyniki analiz do$wiadczalnych przedstawione na rys. 2.2.2, 2.2.6, 3.4.1
(wstawka), 4.2.2.5 oraz 5.2.4, pomimo widocznej tendencji, powinny by¢

opatrzone warto$ciami odchylen od wartosci srednich.



Wyniki zaprezentowane w rozprawie dostarczaja niewatpliwie interesujacych informacji
o wilasnosciach pochodnych flawonoli 1 wydajnosci procesu ESIPT w ich obrebie,

ale jednocze$nie nasuwajg pewne pytania:

1. Zmiany konformacyjne czasteczek w stanie wzbudzonym moga wplywac na przesunigcie
réwnowagi dla procesu ESIPT. Czy byly one brane pod uwage przez Autora przy
rozpisywaniu kinetyki reakcji i czy uznaje je za zaniedbywalne dla rozwazanych
czasteczek?

2. Jak mozna dowiedzie¢ si¢ z lektury rozprawy, flawonole odgrywaja duza role jako
fotoprotektory nici DNA przed szkodliwymi wiasno$ciami swiatta UV. Jakie wlasnos$ci
predestynujg te czasteczki do wspomnianej roli, skoro w ich widmie absorpcji
obserwowane jest minimum przy ok. 260 nm (ktore jednoczes$nie przypada na maksimum
absorpcji DNA)?

3. Jak bardzo w opinii Doktoranta wigzania wodorowe tworzone z czasteczkami
rozpuszczalnika moga wplywa¢ na kinetyke obserwowanych reakcji odwracalnosci
procesu ESIPT?

4. Widmo absorpcji 3-HF w obecnosci LiCl zaprezentowane na rys. 4.2.1.2 posiada
niezerowg absorbancj¢ przy ok. 400 nm, w przeciwienstwie do widma tej samej
czasteczki bez dodatku jondéw. Co wedtug Autora moze by¢ zrédtem wzrostu absorbancji
w tym obszarze spektralnym? Czy obserwowanego efektu nie nalezatoby uwzgledni¢

w zapisanej kinetyce procesow?

Podsumowujac, chciatbym stwierdzi¢, iz pan mgr Dzmitryi Ushakou przedstawil bardzo
wartosciowa rozprawe¢ doktorska, opierajaca si¢ na wynikach precyzyjnie zaplanowanych oraz
przeprowadzonych rozwazan teoretycznych i eksperymentow. Badania te wymagaly swobodnego
poruszania si¢ w ramach wielu podej$¢ metodologicznych. Rozprawa doktorska opiera
si¢ na oryginalnych wynikach prac oraz analiz, ogtoszonych w pieciu artykutach, opublikowanych
w renomowanych migdzynarodowych czasopismach specjalistycznych, dowodzac dojrzatosci
naukowej Doktoranta. W mojej opinii oceniana rozprawa spelnia podstawowe wymagania

stawiane w postepowaniach doktorskich oraz warunki okre§lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca



2003 r. o stopniach naukowych i tytule oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z2014 r.
poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249 i 1767). Uprzejmie wnosz¢ o dopuszczenie mgr. Dzmitryi
Ushakou do dalszych etapéw postepowania doktorskiego, w szczeg6lnosci do publicznej obrony.

Majac na uwadze warto$¢ merytoryczng 1 naukowa badan przeprowadzonych przez
mgr. Ushakou, wnosz¢ rowniez do Rady Dyscypliny Nauk Fizycznych Uniwersytetu Gdanskiego
o rozwazenie mozliwo$ci uznania przedmiotowej rozprawy doktorskiej za wyrdzniajaca.

Gratuluj¢ Doktorantowi oraz Panu Promotorowi tak cennych rezultatow.



