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Prof. nadzw. dr hab. Stawomira Skrzypek L6dz, 27.10.2016
Zaktad Elekiroanalizy i Elektrochemii

Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej

Wydziat Chemii UL,

1.6dz, ul. Tamka 12

e-mail: skrzypek@uni.lodz.pl

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Marty Radomskiej
pt. ,Projektowanie i charakterystyka fizykochemiczna hybrydowych ukiadéw

do utleniania glukozy”

Praca doktorska magister Marty Radomskiej zostala zrealizowana w Pracowni
Elekiroanalizy Chemicznej Zakladu Chemii Nieorganiczne] i Analityczne] na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, pod kierunkiem prof. dr hab. Pawla Kuleszy.
Recenzowana rozprawa dotyczy badaii majgcych na celu otrzymanie biosensoréw
elektrochemicznych glukozy opartych na zintegrowanych ukladach kompozytowych
z mediatorem i w procesie bezposdredniego przeniesienia elektronu.

Poszukiwanie i opracowanie efektywnie dzialajacego ukladu z wykorzystaniem
biokatalizatora oraz odpowiedniego mediatora do utleniania glukozy jest waznym
zagadnieniem w technologii ogniw paliwowych i bioczujnikéw. Potencjalnym zastosowaniem
bicogniw paliwowych moze by¢ zasilanie implantowanych urzgdzeh biomedycznych, sposréd
wielu dostgpnych paliw glukoza jest najczeéciej wykorzystywana ze wzgledu na ogdlng
dostepnos¢ oraz obecno$¢ we krwi. Z tego punktu widzenia, tematyka podjetej pracy
doktorskiej jest bardzo aktualna i wazna, dobrze wpisuje si¢ w trendy $wiatowych badan.
Swiadczy o tym chociazby rosnaca z roku na rok liczba artykutéw naukowych po$wicconych

tej tematyce. Nie dziwi wiece fakt, ze t3 tematyka zainteresowata si¢ rowniez Doktorantka.

Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej
ul.Tamka 12, 91-403 £0dz, tel. (+48) (42) 635-58-04, fax (+48) (42) 635-57-96
http:/fwww.chemia.uni.lodz.pl, e-mail: chemogin@chemia.uni.lodz.pl
Kierownik Katedry: dr hab. Stawomira Skezypek
tel. (+48) (42) 635-57-85, e-mail: skrzypek@uni.lodz.pl



2
==
D
=
®
=
3
T
LR
o

e P

S mypw%  Uniwersytet

; £ODZKI
LA X Rirag LO""'&

WYDZIAL. CHEMII
%%Mc“@x* Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej

Rozprawa doktorska magister Marty Radomskiej zostala przedstawiona w formie
oprawionego maszynopisu obejmujacego 156 stron, rozpoczyna ja spis tredci, a koficzy spis
literaturowy zawierajacy 197 pozycji. Bardzo uzyteczny jest dodany na kofcu pracy wykaz
uzywanych skrétéw. Struktura pracy jest tradycyjna i sklada si¢ z dwoéch czesei: teoretycznej
i dos$wiadczalnej. W czedci pierwszej, po wsicpie, nastgpuje wprowadzenie literaturowe
przedstawione na 54 stronach.

Czeéé literaturowa jest $ci§le zwiazana 2z tematyka prowadzonych badan
eksperymentalnych i stanowi swego rodzaju kompendium na temat biosensora giukozy.
Na poczgtku Doktorantka opisuje bioogniwa paliwowe z uwzglednieniem podzialu
na mikobiologiczne ogniwa paliwowe i enzymatyczne ogniwa paliwowe. W tym rozdziale
przedstawia tez wykorzystanie modelowego enzymu - oksydazy glukozowej do utleniania
glukozy. Enzym ten bedzie wykorzystywany przez mgr Radomska w czesei eksperymentalne;.
Z tego tez powodu Autorka wchodzi w zagadnienia elektrochemiczne dotyczace procesu
przeniesienia elektronu miedzy enzymem a powierzchnig elektrody. Za cenne uwazam
zwrdcenie uwagi na implantowane enzymatyczne bioogniwa paliwowe, pokazujace gleboki
sens podejmowanych badan. Przedmiotem opisu s3 takze sensory na bazie elementu
biologicznego z uwzglednieniem biosensoréw do oznaczania glukozy. Ze wzgledu na fakt
wykorzystywania w swojej pracy nanorurek weglowych, w czesci teoretycznej przedstawione
s3 metody ich wytwarzania, wlasciwodci fizykochemiczne, a przede wszystkim zastosowanie
nanorurck weglowych w bioelektrokatalizie. Wykorzystanie nanorurek weglowych oraz innych
nanomaterialow do konstrukeji elektrod enzymatycznych stalo sic popularne. Wazne miejsce
w pracy zajmuje takze przedstawienie informacji na temat poli(3,4-etylenodioksytiofenu)
(PEDOT), polimeru bedacego skladnikiem wytwarzanych przez Doktorantke warstw. Ponadto
zostaly takze opisane podstawy teoretyczne metod elektrochemicznych, w tym
woltamperometrycznych, chronocamperometrycznych, chronokulometrycznych jak i podstawy
w obrazowaniu TEM (transmisyjnym elekiroskopem elekironowym), SEM (skaningowym
mikroskopem elektronowym), AFM (mikroskopem sit atomowych) oraz FTIR (spekiroskopii
w poczerwieni z transformacja Fouriera).

Podsumowujac czes¢ literaturows mozna stwierdzi€, ze podane informacje sg bardzo

przydatne, umiejetnie przyblizaja czytelnikowi problematyke rozprawy doktorskiej i stanowig
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dobre wprowadzenie do jej czefci eksperymentainej. Odpowiednio zebrana bibliografia
dowodzi dobrej znajomosci przedmiotu badan. Nie mam réwniez zastrzezen do logiki
i sposobu narracji wprowadzenia do rozprawy. Redakcja pracy jest bardzo staranna, na uwage
zashuguja pogladowe rysunki w kolorze.

Czeé¢ doswiadczalna pracy zostala zawarta w rozdziatach (z podrozdziatami),
dotyczacych Dbioelektrokatalitycznego utleniania glukozy na zintegrowanych ukladach
kompozytowych z mediatorem (rozdziat 7) i w procesie bezposredniego przeniesienia
elektronu (rozdziat 8), logicznie nawigzujgc do podzialu przedstawionego w czeéei
literaturowej. Tematyka pracy eksperymentalnej obejmuje opis przygotowania, szeroka
charakterystyke fizykochemiczng, a takze ocen¢ przydainosci analitycznej ukladéw
kompozytowych z trwale unieruchomiong oksydaza glukozowg (GOx).

Badania eksperymentalne Autorka rozpoczela od wykorzystania siarczanu
N-metylofenazyny (NMP) jako mediatora redoks w procesie utleniania glukozy w ukladzie
zlozonym z modyfikowanych kwasem 4-pirol-1-yl-benzoesowym nanorurek weglowych
(CNT/PyBA) i oksydazy glukozowej na elektrodzie z wegla szklistego. Doktorantka
po kolejnych natozeniach (nakropleniach, elektropolimeryzacji) warstw przeprowadzata ich
charakterystyke elekirochemiczng (woltamperometria cykliczna), mikroskopows, a takze
badata trwalod¢ uzyskanych warstw. Na kolejnych etapach budowy sensora Doktorantka takze
wykonywala charakterystyke elekirochemiczng (woltamperometria cykliczna), mikroskopows
uzyskanych warstw, badala ich trwatosé. Podrozdzialy pracy $wiadczg o rzetelnym podejsciu
mgr Rutkowskiej do eksperymentu. Dokiorantka stwierdzila, ze w przypadku wyzej
wymienionego mediatora wazna jest kolejno$é polozenia komponeniéw i zdiagnozowala, ze
np. hybrydowy uklad w procesie utleniania glukozy CNT/PyBA_GOx NMP jest lepszy niz
CNT/PyBA_NMP_GOx. Nie bez znaczenia bylo réwniez koficowe zastosowanie Nafionu.
Aby okresli¢ dynamike transportu ladunku w ukladach wykorzystala technike
chronokulometryczng, za$ aby zbada¢ kinetyke elektrokatalitycznego utleniania glukozy dia
w/w ukladu zlozonego zastosowalta chronoamperometrie.

Analogiczny komplet badah Autorka przeprowadzila w stosunku do zaprojektowanego
ukladu wykorzystujacego w matrycy polimer przewodzacy PEDOT z nanorurkami weglowymi
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modyfikowanymi jak poprzednio kwasem 4-pirol-1-yl-benzoesowym. Doktorantka dowiodta,
ze wprowadzenie PEDOT-u do warstwy hybrydowej powoduje wzrost mechanicznej trwalosei
oraz polepszenie dystrybucji ladunku w obrgbie ukladu bioelektrokatalitycznego.
Domieszkowanie w/w nanorurkami weglowymi poprawia porowato$é matrycy i potencjalnie
moze zapobiega¢ desorpcji katalizatora z uktadu. Dokiorantka uzyskata potwierdzajace wyniki
wykorzystujac matryce CNT/PyBA/PEDOT w zintegrowanym ukladzie z nakraplanymi raz
jeszcze modyfikowanymi nanorurkami weglowymi, mediatorem tetratiafulwalenem (TTF)
oraz biokatalizatorem — oksydazg glukozowg. Zauwazyla, ze w takim ukladzie poprawia si¢
ogoblna aktywno$¢ katalityczna elektroutleniania glukozy, a takze nastgpuje stabilizacja calego
ukladu.

Ponadto mgr Radomska zaprojektowala i przygotowala zintegrowany uklad
kompozytowy do bioelekirokatalitycznego utleniania glukozy w procesie bezposéredniego
przeniesienia elektronu z centrum aktywnego enzymu do powierzchni elektrody. Tym razem
wykorzystala niemodyfikowane nanorurki weglowe i elektroosadzone nanoczgstki palladu
i tlenku palladu na elekirodzie z wegla szklistego. Przeprowadzila charakterystyke
woltamperometyczna i mikroskopowa uzyskanej warstwy CNT Pd/PdO_GOx, oznaczyla
glukoze na warstwie traktujac ja jako biosensor 111 generacji. Moim zdaniem, uzyskane wyniki
liniowego zakresu stezen — mimo wysokich warto$ci stgzen: sg interesujgce.
Podsumowujac przedstawiony do oceny dorobek dos$wiadczalny chcialabym jeszcze raz
podkreslié, ze przeprowadzone przez Doktorantke badania wymagaly bardzo specjalistycznej
i szerokiej wiedzy oraz zastosowania réznych metod pomiarowych (woltamperometria.
chronoamperometria, chronokulometria, transmisyjna elekiroskopia elektronowa, skaningowa
mikroskopia elektronowa, mikroskopia sil atomowych spekiroskopia w poczerwieni
z transformacjg Fouriera). Swiadczy to o bardzo dobrych podstawach nankowych,
wszechstronnosci i nowoczesnym podejscin  Doktorantki do postawionege problemu
naukowego. Doktoranice udato si¢ zrealizowaé zamierzony cel - zaprojektowanie,
przygotowanie i scharakteryzowanie efektywnie dziatajgcego ukladu biokatalitycznego
- i zakoficzy¢ swojg prace niewaipliwymi osiggnieciami.

Z obowiazku recenzenta musze jednak zauwazyé, ze Autorka prezentujgc swoje

badania w czeSci doswiadczalnej nie ustrzegla sie pewnych drobnych niedociggnieé,
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po przeczytaniu pracy pojawia si¢ kilka pytan odnosnie sposobu prezentacji czy dyskusji
wynikéw, ki6re mogg by¢ z pewnosciag wyjasnione w trakcie publicznej obrony:

1) Rys.29i 30 (str 70 i 71) przedstawiaja woltamperogramy cykliczne elektrochemicznej
polimeryzacji mediatora siarczanu N-metylofenazyny. Z jakim mechanizinem
elektrodowym zwigzane sg rejestrowane sygnaly? Moéwigc o réznicy potencjaléw
pomiedzy pikiem utlenienia i redukcji AE dobrze byloby podaé elekironowosé
zachodzacego procesu redox.

Takze w przypadkach innych woltamperograméw cyklicznych zarejestrowanych
w buforze fosforanowym o pH 7.0 na modyfikowanych elektrodach (np. Rys. 65 czy
92) dobrze byloby zasugerowaé, od czego pochodza przedstawiane sygnaly.

2) Badanie trwalosci warstwy NMP (str 72) — cenniejsze byloby okreslenie, przez jaki
czas elektroda zachowuje staly sygnal z okredlong dokladnoscig (np. £ 5%). Podobnie
jest z badaniem trwalosci kolejnych warstw. Przy poréwnywaniu pikéw
woltamperometrycznych, mozna uzyé parametréw ilosciowych, np. podaé wartosci
pradéw lub ladunku dla danych pikéw i okresli¢ w % o ile zmalat prad lub tadunek
po okreslonym czasie. Ulatwiloby to poréwnywanie sygnaléw rejesirowanych
po kolejnych etapach. Ponadio, moim zdaniem wyjasniajac obnizenie sygnalu przy
badaniu trwalodci warstwy (str. 78) trafniej byloby pisaé o ,,degradacji polimeru” niz
o ,,wyciekaniu mediatora”.

3) W rozdziale 7.24.2 ,Bioelektirokatalityczne utlenianiu glukozy na warstwie

CNT/PyBA_GOx_NMP”, na str 92 pojawia si¢ okreSlenie ,.segmenty”. Czy jest to
nazwa cykli w woltamoperometrii cyklicznej?
W tym samym rozdziale, na str.94 Doktorantka przytacza wyznaczong stalg
Michaelisa-Menten 1éwng 20 mM piszac, ze uklad odznacza si¢ wysokim
powinowactwem do glukozy. Réwnoczesnie na str. 40 w czeéci teoretycznej stala
Michaelisa-Menten réwna 2.7 oM takze $wiadezy o dobrej aktywnosci
bioelekirokatalitycznej unieruchomionej oksydazy glukozy. Jaki rzad wielkosci tej
stalej swiadczy, wiec o dobrej aktywnoSci czujnika wzgledem glukozy?

4) Na Rys. 59 (str 97) Autorka przedstawia zmiany sygnalu woltamperometrycznego
glukozy na zmodyfikowanej elektrodzie CNT/PyBA_GOx NMP po 30 i 60 dniach.
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6)

7

8)

Czy badano zmiany sygnalu po jednym czy kilku dniach? Czy wiadomo jak dlugo
sygnat byl staly?

Rys.62 (str.100), przedstawia obrazowania modyfikowanej elekirody z wegla szklistego
wykonane za pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego. Szkoda, ze nie
podano danych dotyczacych parametru Rq czy przekrojéw powierzehni. Dostarczylyby
one bardziej konkretnych informacji o porowatosci czy ziarnistodci badanych struktur.
W Paragrafie 7.3.1 (na sir 101) przedstawione s3 widma spektroskopowe FTIR
potwierdzajagce  obecno$¢  bazowego polimeru PEDOT w  kompozycie
CNT/PyBA/PEDOT. Moim zdaniem, w tym wypadku wazniejsze byloby wykazanie
obecnosci nanorurek weglowych modyfikowanych kwasem 4-pirol-1-yl-benzoesowym.
Czy Autorka dokonala oceny statystycznej (nachylenie prostej, wyraz wolny, RSD, R?
) wynikoéw zaleznosci gestosci pradowej od stezenia glukozy? Krzywe kalibracyjne
(Rys.105 czy 110) przedstawiajace te zaleznosci nie posiadajg np. slupkéw bledow.
Doktorantka w trakcie badafi stwierdzila, ze w procesie bioelektrokatalitycznego
utleniania glukozy lepsze wyniki uzyskuje si¢ na warstwie CNT/PyBA_ GOx_NMP niz
CNT/PyBA_NMP_GOx. Przechodzac do badan z tetratiafulwalenem Autorka zbadala
tylko  warstwe CNT/PyBA/PEDOT CNT/PyBA _TTF GOx. Dilaczego nie
przeprowadzita badaf warstwy CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_GOx_TTF? Ponadto
brak jest charakterystyki warstwy CNT/PyBA/PEDOT _CNT/PyBA TTF

Drobne niedociggniecia

Str. 29 — skréty PQQ i GDH, brak ich w spisie na str. 145

Str. 39, 40 — autorka uzywa wyrazen ,,limit detekcji”, zamiast ,,granica wykrywalnosci”
Str. 66 — ,,do badania wykorzystywano tipy o grubosci..”, wykorzystano raczej sondy
AFM, w opisie techniki AFM powinno byé podane w jakim trybie wykonywano
obrazowanie.

Str. 70 — wyrazenie ,.elekirode cyklizowano” na okreslenie cyklicznego przemiatania

potencjatem jest swoistym zargonem.
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Str 85 — Autorka piszac o bioelektrokatalitycznym utlenianiu glukozy na warstwie
CNT/PyBA_GOx NMP zauwaza ,catkowity zanik pradu katodowego”. Moim
zdaniem prad katodowy jest rejestrowany, brak jest uksztaltowanego piku katodowego.
Str 103 zdanie ,,Réznica pomigdzy potencjatami pikéw utlenienia i redukeji wynosi 65
mV. Warto$¢ ta jest bliska wartosci zerowej, Swiadczacej o odwracalnosci procesOw
redoks typu powierzchniowego” jest niejasne (trudno jest uznaé 65mV réznicy

potencjaléw jako wartos$¢ bliska zeru).

Mimo poczynionych uwag, kidre oczywiécie majg charakter dyskusyjny, prace oceniam
pozytywnie, a mgr Marta Radomska dala si¢ poznaé, jako doswiadczony eksperymentator,
umiejgcy wybra¢ odpowiednia metode badawcza, zaprojektowaé dos§wiadczenie i wyciggnaé
z otrzymanych rezultatéw prawidlowe wnioski. Nalezy podkre§li¢, ze recenzowana praca
wnosi nowe elementy do pregznie rozwijajgcego sie dziatu nauki, jakim s3 uklady
biokatalityczne do utleniania glukozy.

Z peloym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa zatytulowana ,Projektowanie
i charakierystyka fizykochemiczna hybrydowych ukladéw do utleniania glukozy™ spelnia
wymagania merytoryczne i formalne Ustawy o Stopniach i Tytule Naukowym stawiane
pracom doktorskim. Wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr. Marty Radomskiej do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego

T S
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