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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Valentiny Grippo

pt: ,,New materials for immobilization of redox enzymes on electrodes for application in biofuel cells”

Badania do przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej Valentiny Grippo pt: ,,New
materials for immobilization of redox enzymes on electrodes for application in biofuel cells”
wykonane zostaty w Pracowni Teorii i Zastosowai Elektrod na Wydziale Chemii Uniwersytetu

Warszawskiego. Funkeje promotora tej pracy peini Pani prof. dr hab. Renata Bilewicz.

Zastosowanie katalizaloréw pochodzenia naturalnego, w tym przede wszystkim enzymow,
zwigzane jest nierozerwalnie z rozwojem biotechnologii przemystowej. Nalezy podkreslié, ze od
ponad pieédziesieciu lat mozemy réwniez zaobserwowaé nieustajacy ,romans” enzyméw z
elektrochemia, czy to w kontekscie konstrukeji bioczujnikéw czy tez bioogniw. Z uwagi na bardzo
szybki wzrost zuzycia energii na §wiecie w wyniku rozwoju technologicznego i gospodarczego, a
takze coraz wieksza $wiadomosé ekologiczna obserwuje sie coraz szersze zainteresowanie
»czystymi”, w tym elektrochemicznymi czy tez bioelektrochemicznymi Zrédtami energii, kKtére moga
wykorzystywaé jako paliwo m.in. odpady przemystu przetworczego, w tym przede wszystkim
spozywczego. W kontekscie bioczujnikéw elektrochemicznych oraz biogniw paliwowych szczegélna
uwaga skupiona jest na takiej konstrukeji elektrod oraz wyborze Lakich enzyméw by mozliwe byto
bezpodrednie przeniesienie elektronu z enzymu na elekirode lub odwrotnie. Rownoczesnie,
niewatpliwie istotnym zagadnieniem, nieroztacznie zwigzanym 2z zastosowaniem enzymow w
bioelektrokatalizie jest ich skuteczne unieruchomienie na powierzchni elektrod, w taki sposéb, aby
zachowac¢ ich strukture i co najwazniejsze, i w duzej mierze ze struktury wynikajace, wysoka
aktywnosé katalityczna. Sledzac literature naukowa mozna zauwazy( nieustajace zainteresowanie
badaczy nowymi metodami immobilizacji enzymoéw, kiére zapewnié¢ maja ich coraz dtuzsze oraz
skuteczne funkcjonowanie, a w kontekscie bioogniw paliwowych jak najwieksza moc. Przedtozona mi

do recenzji praca doktorska dotyczy badan nad wykorzystaniem (rzech enzymow z klasy
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oksydoreduktaz tj. dehydrogenazy celobiozowej (CDH), dehydrogenazy fruktozowej (FDH) oraz
oksydazy bilirubinowej (BOD) w konstrukeji elektrod bicogniwa paliwowego z zastosowaniem
réznych metod immobilizacji, w tym wykorzystujac fazy kubiczne oraz réznie modyfikowane

nanorurki weglowe, co nalezy podkreslié, znakomicie wpisuje si¢ w aktualne trendy badawcze.

Ocena uktadu, jezyka oraz opracowania redakcyjnego rozprawy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma klasyczny uktad i sktada sig ze 130 stron tekstu
wzbogaconego o 60 rysunkoéw i schematéw oraz 6 tabel. Rozpoczyna sie ona klarownym
przedstawieniem celu pracy oraz krétkim wprowadzeniem w tematyke podejmowanych badan, po
czym nastepuje cze$¢ literaturowa. Czes$¢ literaturowa przedstawia czytelnikowi najwazniejsze
zagadnienia zwigzane 7 zastosowaniem enzyméw jako katalizatoréw, metody immobilizacji
enzymow, a nastepnie charakterystyke faz ciektokrystalicznych i ich uktadéw z enzymami. W dalszej
czgsci Doktorantka opisuje bezposrednie i mediowane przeniesienie elektronu miedzy enzymem i
elektrodg i w tym kontekscie podaje réwniez informacje na temat whasnogci elektrochemicznych
dehydrogenazy celobiozowej, dehydrogenazy fruktozowej oraz oksydazy bilirubinowej. Rozdziat ten
wienczy fragment dotyczgcy biosensoréw oraz bioogniw paliwowych oraz krétka charakterystyka
stosowanych technik badawczych.

CzeS¢ eksperymentalna w sposéb zwiezly przedstawia opis stosowanych odczynnikéw oraz
wigkszosci urzadzen i zastosowanych procedur. W bardziej szczegétowy sposéb Autorka omawia
przygotowanie roztworéw enzyméw do immobilizacji na elektrodach stosowanych w
eksperymentach oraz synteze nanoczgstek ztota i modyfikacje nanorurek weglowych. Dziwié moze
umiejscowienie metodyki, procedur i odezynnikow zastosowanych do krystalizacji FDH w czesci
obejmujgcej rezultaty badan (str. 67), podczas gdy czesé eksperymentalna formalnie koniczy sie na
stronie 54.

Kolejna czedé¢ pracy omawia wyniki przeprowadzonych przez Doktorantke badan i zawiera
cztery podrozdzialy dotyczgce kolejno: i) badan elektrochemicznych stosowanych enzymow
zaadsorbowanych na elektrodach 7 uzyciem nanorurek weglowych, ii) krystalizacji FDH, iii)
charakterystyki elektrochemicznej enzymow immobilizowanych w fazie kubicznej oraz iv) badan
skonstruowanych bioogniw i bioogniw hybrydowych.

Prace zamykaja: czed¢ zawierajgca uwagi koncowe i perspektywy wykorzystania badanych
uktadéw w przysziosci, podsumowanie oraz doéé obszerny, bo zawierajycy 171 pozycji, spis cytowanej
literatury.

Praca napisana jest dodé poprawnym i w wiekszosci zrozumiatym jezykiem a ilo§é literéwek
oraz biedéw jezykowych nie jest znaczgca. Niestety na kilku stronach niniejszej rozprawy mozna
zauwazy¢ powtérzenia znaczgcej czedcei tekstu, ma to miejsce miedzy innymi na stronie 4 (te same 4
linijki tekstu pojawiajy si¢ w dwéch miejscach) oraz stronach 65 i 66 (6 doktadnie tych samych linijek).

Autorka w sposéb stosunkowo dowolny zapisuje te same jednostki (raz w postaci utamka, kiedy
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indziej w potedze -1 np. cm?/s - str. 22 vs. cm®s™ - strona dalej). Dziwié moze réwniez umiejscowienie
numeru odnosnika literaturowego w tytule podrozdziatu (4.3.3) zaréwno w spisie tresci, jak i dalszej
czesci pracy doktorskiej.

Jakos¢ niektérych rysunkow jest wyjatkowo staba (np. rysunek 3), co szezegoblnie dziwi w
przypadku ilustracji wtasnych wynikéw (rys. 20 i 21), lub teZ rysunki sa zbyt mate (np. rysunek 15 lub
56a). Na rysunku 39 trudno odnaleié kwadrat, a odchylenia standardowe dla znacznikéw w postaci
szarych kétek nie s3 widoczne. Niedociggnieciem redakeyjnym jest tez fakl, iz podpis rysunku znalazt
si¢ na innej stronie niz sam rysunek (dotyczy rysunku 3 i 39). Ponadlo cz¢$¢ podpisdw rysunkéw jest

zakonczona kropka, a cze§é nie (np. rys. 5 vs. rys. 8).
Ocena merytoryczna rozprawy

Czgsc literaturowa niniejszej rozprawy do$é dobrze wprowadza czytelnika w tematyke badan
prowadzonych przez Doktorantke. Wsezystkie podrozdzialy tej czgdci pracy, dodatkowo bogato
ilustrowane, pomagaja czytelnikowi w uzyskaniu wiedzy mogacej stuzy¢ za podstawe w zrozumieniu
zatozen pracy oraz przedstawionych wynikéw badan i wyciggni¢tych wnioskéw. Wystarczajaco
szeroko przedstawione zostaty zagadnienia zwiazane z pochodzeniem, budowa i dziataniem
enzyméw, w tym w szczegdlnosci oksydoreduktiaz wykorzystywanych w badaniach tj. CDH, FDH i
BOD. Dos¢ szczegbtowo oméwione zoslaly rzagadnienia zwiazane v przeniesieniem elekironu z
enzymu do elektrody/lub odwrotnie zaréwno w przypadku zastosowania mediatoréw, jak i
mechanizmu bezposredniego transferu. Autorka przedslawita réwniez informacje na temat
biosensoréw, w tym w szczegélnosci elektrochemicznych bioczujnikéw glukozy z podziatem na
generacje, co nierozerwalnie zwigzane jest z praktycznym zaslosowaniem oksydoreduktaz. Dosé
skromnie wyglada natomiast rozdziat dotyczacy bioogniw enzymatycznych. W kontekscie tematyki
recenzowanej pracy zagadnienie to powinno zostaé potrakiowane szerzej i oméwione bardziej
szczeg6towo (oméwienie zajmuje 1 strone pracy). Autorka korczy czg$8¢ lileraturowa omawiajac
podstawowe techniki badawcze zastosowane przy wykonywaniu badai do niniejszej pracy.
Przedstawia tez najwazniejsze paramelry pozwalajace na ewaluacje dziatania ogniw oraz bioogniw i
niewatpliwie jest to istotna czg$¢ niniejszej pracy. Czesé literaturowa powstata w oparciu o 133 prace
zrodtowe w duzej mierze opublikowane w XXI wieku, co dowodzi aktualnogci przedstawionej
tematyki, a takze dobrego rozeznania Autorki w literaturze temaluw.

Czgsc¢ eksperymentalna, opisujaca zastosowane odczynniki, urzadzenia i metodyke pracy, jest
do$¢ krotka, zawiera si¢ bowiem na 8 stronach, z czego 2 dotycza modylikacji nanorurek weglowych
przeprowadzonej na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej, co Doktlorantka wyraznie
zaznaczyta. Mozna odnie$¢ wrazenie, ze w niektérych aspektach opis stosowanych procedur jest dos§é
enigmatyczny i szersze ich oméwienie skutkowatoby lepszym zrozumieniem wynikow
przeprowadzonych eksperymentéw, o czym szerzej napisze dalej. W szczegoOlnoéci dziwi opis

przygotowania roztworow enzymow tytutowany jako opis przygotowanie elekirod.
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Kolejna czed¢ pracy doktorskie] dotyczy przedstawienia i oméwienia wynikow
przeprowadzonych eksperymentéw. Rozdrziat 5.1 poswigcony jest badaniom elektrochemicznym
bioelektrod otrzymanych poprzez adsorpcje  dehydrogenazy celobiozowej, dehydrogenazy
fruktozowej lub oksydazy bilirubinowej na elektrodach weglowych wykorzystujac réwniez rézne
nanoczgstki do modyfikacji wybranych elektrod. Doktorantka w sposéb poprawny przypisata
obserwowane na woltamogramach sygnaty poszczegblnym procesom  elektrodowym réznych
kofaktoréw czy tez domen testowanych enzymow. W przypadku badan nad BOD doktorantka
przetestowata mozliwodé zastosowania techniki ,layer by layer” dodatkowo wykorzystujac
zsyntezowane nanoczastki ztota i w ten sposéb osiggajac najlepsza jak dotad opisang gestosé pradu
redukcji tlenu dla bioelektrody modyfikowanej BOD, ktéra wyniosta 650 +39 pA-cm W poréwnaniu
z do$¢ szczegbtowo oméwionymi wynikami dla CDH i BOD podrozdziat posdwiecony FDH prezentuje
sie¢ wyjatkowo skromnie, aczkolwiek na podstawie bardzo niewielu eksperymentéw wykorzystujac
elektrody sitodrukowane Doktorantka twierdz, ze najlepszym modyfikatorem powierzchni
zastosowanych elektrod jest grafen. Moim zdaniem na podstawie tak niewielu badan nie mozna
wysnu¢ tak daleko idacych wnioskéw, aczkolwiek w kontekscie tego enzymu Autorka wspiera sie
doniesieniami literaturowymi. W zwigzku z tym pojawia sie pytanie: czy badania FDH na innych
elektrodach np. z wegla szklislego nie stanowity zadnej nowosci naukowej i dlatego Autorka ich nie
przeprowadzita?

Kolejna czescia pracy jest rozdziat 5.2 zatytulowany ,Préba krystalizacji FDH 'in meso”.
Oprécz zaskakujgco umiejscowienia opisu metodyki krystalizacji i braku komentarzy do wielu
wykreséw w tej czeéci pracy, nie rozumiem takie dlaczego Autorka poswiecita w rozprawie
doktorskiej tak duzo uwagi eksperymentom nie prowadzacym do zadnych interesujacych rezultatéw
ani wnioskéw. Rozdziat 5.2 stanowi prawie 20% czgscl opisujacej wyniki doktoratu. Czy badania te
byly, az tak kluczowe? Jakie modylikacje w zastosowanych metodach nalezy przeprowadzic, aby
uzyskaé krysztat(y) biatka?

Rozdziat 5.3 dotyczy charakteryzacji testowanych enzymoéw w fazach kubicznych i wykazania
przewag takiej immobilizacji nad prosta adsorpcja. Najwigksza czeéé tego rozdziatu skupia sie na
wszechstronnych badaniach CDH zaréwno pod katem mediowanego (stosujac rézne mediatory), jak i
bezmediatorowego przeniesienia elekironu. Autorka opisuje inleresujace eksperymenty shuzace
zwiekszeniu stabilno$ci i wydajnosdci katalitycznej tego enzymu, co dzieki zastosowanie faz
kubicznych udaje sie uzyskaé. Szczegllnie ciekawe i warlosciowe badania Autorka przeprowadzita
wykorzystujac bioelektrode modylikowana nanorurkami weglowymi z dowigzanym mediatorem
DCPIP. Zdecydowanie krétssy fragment Lego rozdziatu dotyczy badait BOD w fazie kubicznej. Autorka
zbadata i opisata uktad, w ktérym enzym l{en w potaczeniu z nanorurkami weglowymi i
nanoczastkami ztota (opisany w podrozdziale 5.1.2) immobilizowany byt dodatkowo w fazie kubicznej.
Zabieg ten pozwolit zdecydowanie polepszy¢ stabilno$é enzymu w czasie i nawet po tygodniu od

przygotowania enzym na takiej bioelektrodzie zachowat ponad 70% aktywnosci. W rozdziale tym nie



ma przedstawionych badan bioelektrod z FDH w fazie kubicznej. Czy podyktowane byto to nieudana
krystalizacja FDH?

W rozdziale 5.4 Autorka opisuje ewaluacje skonstruowanych bioogniw i hybrydowych
bioogniw przede wszystkim pod katem ich mocy i napiecia obwodu olwartego. Co wazne, wskazuje
réwniez na kolejne przewagi immobilizacji enzyméw w [azie kubicznej w przypadku zastosowania
uktadéw przeptywowych. W takim przypadku wybrany rodzaj immobilizacji ogranicza wymywanie
enzymu z powierzchni bioelektrody.

Uwagi koricowe i perspeklywy wykorzystania badanych uktadéw w przysztosci, a takze
podsumowanie dobrze porzadkuja wyciagniete przez Doktorantke¢ wnioski, podkreslaja zalety

zastosowanych rozwiazan i wskazuja najwazniejsze osiagni¢cia niniejszej pracy doktorskiej.

Nalezy podkresli¢, iz jedna z rél recenzenta jest obowigzek wytknigcia Autorce niedociagnieé
pracy. Dlatego tez sumiennie wywiazuje sie z tego obowigzku i poniZej wymieniam swoje
szczegbtowe uwagi do niniejszej rozprawy i pytania do jej Autorki (do oméwienia w czasie publicznej
obrony):

e Str. 4: Co Autorka w odniesieniu do enzymow rozumie jako: ... without being
consumed themselves"? Moim zdaniem taka konstrukcja moze sugerowaé
istnienie biologicznego/chemicznego ,kanibalizmu”, ktéry chyba jednak nie bywa
obserwowany.

e Str. 6: Bltedem jest stwierdzenie, 7e: ,biatka katalizujg przeniesienie elektronu
poprzez redukcje lub utlenienie substratu..” enzymy katalizujg reakcje
chemiczne.

* Str. 9: Dlaczego jako jeden z akceploréw elekironu, posréd barwnikéw, Autorka
wymienia potas?

e Str. 10. Autorka pisze o budowie BOD, podajac informacje o liczbie i sekwenciji
aminokwas6w piszjc: ,,..DNA sequence...”.

* Str. 10 i inne: Autorka piszac o miedziowych kolaklorach BOD czasami podaje
informacjg, Ze to jony, czasami, ze atomy, dlaczego?

* Str.12: Czy prawda jest, Ze aby unieruchomié enzym potrzebna jest powierzchnia
przewodzgca?

* Str.12113: Ostatnie zdanie rozpoczynajace sie na stronie 12 jest niejasne i sprawia
wrazenie dziwnego potaczenia dwéch osobnych zdan.

e Str. 14: "..polymers, hydrogels, self-assembled monolayers..” to nie metody
immobilizacji. Co w ogéle oznacza stwierdzenie: “Lo immobilize enzymes through
direct and mediated electron transfer”?

* 5tr.15: Co to s3: “Osmium polymers” nazwane rowniez ,Os-redox polymers”? Czy

to ich poprawne nazwy?



Str. 17: Czy stwierdzenie, Ze: "monoolein...is often used as food emulsion” jest
poprawne?

Str. 27: Zdanie: ,Another important requirement...proteins on metal surfaces” jest
niezrozumiate.

Str. 28: Dlaczego Autorka w kontekscie MET i DET pisze tylko o elektrodach
melalicznych, a nie wspomina o weglowych, ktére sama zreszta potem stosuje?
Czy w kontakcie z elektrodami weglowymi enzymy rowniez moga ulegaé
denaturacji?

Str. 28: Piszgc o roli mediatora, stwierdzenie, ze mediator oddziatuje z elektroda
jest biedem, gdyz Autorce chodzi przede wszystkim o proces elektrodowy
(utlenienie lub redukcje).

Str. 34: Podana definicja biosensora rozpoczynajjca sie od stéw ,In other words...”
jest tak naprawdg definicja sensora chemicznego, a nie biosensora. Co wyrodznia
biosensory?

Str. 34: Autorka nie dod¢ wyraznie zaznaczyla, ze méwienie o biosensorach
pierwszej, drugiej i Llrzeciej generacji zarezerwowane jest do biosensoréw
elektrochemicznych (w tym przede wszystkim biosensoréw glukozy).
Oksydoredukiazy mozna réwniez wykorzystaé w pofaczeniu np. =z
przetwornikami optycznymii wtedy trudno méwié o generacjach.

Str. 36: Czy glukoza na ma centrum aktywne? Tak napisata Autorka.

Str. 36: Autorka twierdzi, ze pétogniwa ogniwa paliwowego oddzielone s3
membrang jonoselektywng (co najmniej dwukrotnie)! Czy to prawda? Jaka jest
réznica migdzy membranami jonoselektywnymi a membranami stosowanymi w
ogniwach paliwowych?

Str. 37: Stwierdzenie, ze: , When biological materials are used, such cells become
biofuel cells..” jest zbyt lakoniczne. Brakuje tu stwierdzenia jaky funkcje maja
petnic te materiaty pochodzenia biologicznego

Str. 37: Co miata na my$li Autorka piszac: ,Because of the big availability of
carbohydrates in nature, they are generally used in wastewater treatment”?

Str. 37: Jaka jest réznica miedzy specyficznoscia a selektywnoscia enzymoéw,
skoro Autorka wymienia je obok siebie?

Str. 38: Autorka piszgc generalnie o woltamperometrii, choé w rozdziale o
woltamperomelrii cyklicznej, do§é niefortunnie podaje informacje, ze potencjat
zmieniany jest liniowo w czasie. Ta informacja nie jest prawdziwa dla wszystkich
technik wollamperometrycznych, a takie mozna odnieéé wrazenie czytajqc ten

fragment.



Str. 39: Legenda wykresu 13 jest niezrozumiata. Co oznacza stwierdzenie:
»Enzymatic reaction cyclic voltammetry”?

Str. 39: Dlaczego Autorka piszjc o przebiegu krzywych woltamperometrycznych
i procesach przyczyniajacych sie do powstawania charakterystycznych sygnatéw
uzywa stowa ,charges” zamiast ,electrons”,

Str. 44: Do czego odnosi sie ostatnie zdanie w rozdziale 3.37? W szczegolnodei nie
rozumiem stwierdzenia o wyzszej aktywnosci w tagodnych warunkach
(wzgledem czego Autorka poréwnuje te aktywnodé?).

Str. 46: Autorka podata bledny wzér hexaammineruthenium(ll) chloride.

Str. 49: Dlaczego w przypadku FDH Autorka nie podata (nie zbadata) aktywnogci
enzymu? Aktywnos§é podana jesl zaréwno dla CDH, jak i dla BOD (zapisanej tu
jako BOd).

Str. 49 i dalej: Autorka uzywa przypadkowej ilosci cyfr znaczacych np. w

odniesieniu do pH. Czy pH 7 oznacza 7,0, c7y tez moze 7,47

Str. 51: Dlaczego w opisie syntezy nanoczastek ztola dla jednego z odczynnikéw
podano stezenie molowe, dla innego liczbg moli, a dla kolejnego tylko objetosé?
Ponadto Autorka Zle zapisata liczbe Stocka dla xwiazku ztota (po spacji).

Str. 56: Nie rozumiem w jaki sposéb gladkosé powierzchni elektrody z wegla
szklistego skorelowana jest przewodno$cia? Czy Autorce chodzito o
zwiekszenie powierzchni elekirochemicznej elektrody? Ponadto w pracy nie
przedstawiono informacji wg jakiego klucza Autorka dobierata rodzaj
zastosowanych nanorurek weglowych. Czy dobierane byty one przypadkowo, czy
ze wzgledu na stosowany enzym, czy lez moze podioze i dlaczego?

Str. 60: Dlaczego w przypadku badania whasciwosci katalitycznych BOD nie
podano ilodci enzymu naniesionego na elekirode (tak jak zrobiono to w
przypadku CDH)? Takiej informacji nie ma lez w czeSci eksperymentalnej.
Znajduje sig ona natomiast na stronie 61 w opisie kolejnych badan. Czy wezesniej
zastosowano taka sama ilo§é?

Str. 62: Autorka nie podata informacji dla jakiej elektrody z trzech testowanych
zaprezentowano krzywa (a) na wykresie 25. Moim zdaniem nalezato pokazaé trzy
krzywe dla wszystkich testowanych elekirod w warunkach beztlenowych.
Autorka nie podata w tym przypadku szybkosci skanowania (w przypadku
wigkszosci wykreséw taka informacja jest podana).

Str. 63 i dalej: W tekscie pracy nie ma odniesienia do wykresdw 26, 28, 30, 31, 33,
34, 35, 36, 41, 49 oraz tabeli 6, co jest duzym uchybieniem.



Str. 64. Na podstawie ilu pomiaréw wyznaczono gestoéé pradu i jej odchylenie
standardowe dla elektrod modyfikowanych BOD metoda LbL? Taka informacja
nie znajduje sie w pracy.

Str. 78 i 79: Pomimo opisu na stronie 78 i legendy wykresu 37 Autorka nie
przedstawita wynikéw eksperymentéw woltamperometrycznych w buforze o
pH 3,6. Ponadto na wykresie mozna znalezé krzywe otrzymane w eksperymencie
w buforze o pH 7,8, podczas gdy w tekicie opisujacym rezultaty eksperymentu
jest mowa o pH 7,5.

Str. 80: Ponownie trudno sie zorientowaé w jakim pH prowadzone byty
eksperymenty. Czy dla lepszego poréwnania nie nalezato zbadaé charakterystyki
elektrody z CDH w buforze MOPS nie zawierajacym ani jonéw wapnia, ani
magnezu oraz zawierajagcym jony magnezu i w ten sposéb wyeliminowaé
potencjalny wptyw anionéw na dziatanie enzymu?

Str. 81: W opisie badan stabilnoéci faz kubicznych oraz na wykresie 39 nie
wspomniano dla ilu elektrod kazdego typu prowadzono badania. Jak obliczono
odchylenia standardowe?

Str. 83: Informacje zawarte w opisie wynikéw dotyczacych badania w czasie
elektrod z CDH immobilizowang w fazie kubicznej nie sa spéjne z wykresem 41.
Czy drugi eksperyment przeprowadzono po 8 czy 28 dniach?

Str. 84: Noszgcy znamiona informacji czysto literaturowej akapit dotyczacy
zmiany wartoéci wspétczynnika dyluzji mediatoréw na skutek putapkowania w
fazie kubicznej jest moim zdaniem umieszczony na stronie 84 przypadkowo.
Dlaczego Autorka umiescita te informacje w tym miejscu pracy, skoro w zaden
spos6b nie koresponduja z zawierajacym oméwienie wynikéw akapitem
poprzedzajacym ani akapitem nastepujacym po nim?

Str. 84: Dlaczego znajac ograniczenia rozpuszczalnoéci DCPIP w fazie kubicznej
Autorka nie zaplanowata eksperymentu z tozsamym, jak w fazie kubicznej,
stezeniem DCPIP w fazie wodnej, tylko testowata prébki o wyzszym stezeniu
tego mediatora?

Str. 85: Zamiast odniesienia do wynikéw badan przedstawionych na wylkresie 44
Autorka powinna przywotaé wykres 43.

Str. 85 i dalsze: Autorka nie zdefiniowata oznaczen al, a2, ¢l i c2 znajdujacych sie
na wykresie 44. Dlaczego tylko w przypadku legendy wykresu 44 i kolejnych
Autorka podata geometryczng powierzchnie elektrody pracujacej wskazujac na te
warto$¢ jako podstawe obliczenia gestosci pradu? W jaki zatem spos6b Autorka

obliczata gestodé prydu w przypadku innych, wezeéniej opisanych elektrod?



e Str. 88: Dlaczego legenda wykresu 45 mowi o ,slow scan rate cyclic
voltammogram” skoro w przypadku innych analiz z ta sama szybkoscia
skanowania (1 mV-s”, a jest ich wiele, choéby (e przedstawione na wykresie 44)
tak ich nie okreslata?

® Str. 91, 92: W legendach wykreséw 48 i 49 Autorka nie podata pH roztworu
buforowego (co czynita do tej pory zawsze).

* Str.92: Autorka odnoszac sie do opisu wynikéw pomylita wykresy (51 zamiast 50),

* Str. 93: Dlaczego eksperyment dotyczacy charaktleryzacji elektrochemiczne;
elektrody z CDH immobilozowany w fazie kubicznej w roztworze glukozy
przebiegat w buforze PBS z dodatkiem soli magnezu, skoro opisane wczesniej
eksperymenty w roztworze laktozy przeprowadzano w buforze MOPS =z
dodatkiemn soli wapnia. Co wazne, na stronie 80 Autorka wykazata, ze wigkszy
ggsto$¢ pradu obserwuje sie dla elektrod 7z CDH w przypadku buforu PBS z
dodatkiem soli magnezu, dlaczego wigc w kolejnych eksperymentach (ktérych
wyniki przedstawiono na wykresach 41-49) Autorka stosowala MOPS z
dodatkiem soli wapnia?

® Str. 94: W zdaniu rozpoczynjacym sie od , This implies...” zgubiona zostata logika
wypowiedzi. Zdanie sugeruje, ze poprawa dziatania BOD wynika 7z powierzchni
elektrody z wegla szklistego.

® Str. 96: Dlaczego badania dotyczace okreélenia optymalnego pH dziatania BOD
pokazano w pracy tak pézno? W tym miejscu stwierdzono, Ze najwiekszg
aktywnos¢ obserwuje sie w pH 6 (6,0?), dlaczego wige eksperymenty opisane na
stronach 60-65 przeprowadzano w pH 7,07 Moge na tej podstawie domniemywaé,
ze konstrukcja dysertacji jest podyktowang nie logika a chronologig. Czy tak jest?

* Str. 111: Wartos¢ OCV przedstawiona na lej stronie (540 mV), rézni sie od tej

podanej/pokazanej na stronie 99, dlaczego?

Podsumowujac, nalezy stwierdzié, ze recenzowana rozprawa doktorska zawiera znaczny
aspekt praktyczny i pomimo niedociagnieé¢ redakeyjnych i merylorycznych stanowi wkiad w
poszerzanie wiedzy na temat wiagciwosci elektrochemicznych oksydoreduktaz oraz ich
wykorzystania praktycznego w konstrukeji bioogniw. Aulorka przetestowata szereg ukladow
enzym/mediator, a takze badata mozliwosé niemediowanego (ransferu elektronu stosujac rézne
metody immobilizacji enzyméw, i tak dobierajac warunki, aby w etapie koficowym otrzymaé
bioogniwa o jak najwiekszej mocy i napigciu obwodu otwartego. Ponadto Autorka wykazata dobra
kompatybilnoéé¢ badanych enzyméw z fazami kubicznymi i wskazata na znaczaco wieksza trwatosé i

stabilnosé bioelektrod z enzymami immobilizowanymi w Len sposab.



Wg bazy Scopus wyniki badan przeprowadzonych przez Doktorantke i opisanych w ramach
recenzowanej rozprawy zostaty opublikowane w 2 artykutach z listy JCR w dobrych czasopismach
elektrochemicznych i bioelektrochemicznych. Badania te zostaly przeprowadzone w pewnym
zakresie w ramach wspélpracy (réwniez miedzynarodowej), co niewgtpliwie zastuguje na
podkreslenie i stowa uznania w dzisiejszych czasach, kiedy wspétpraca jest jednym z najwazniejszych

két zamachowych nauki i postepu.

Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Valentiny Grippo spetnia
warunki stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o stopniach naukowych i tytule naukowym
w zakresie sztuki 7 dn. 14 marca 2003 roku (wraz 7 pozniejszymi poprawkami) podanymi w Ustawie
"Prawo o szkolnictwie wyzszym” i wnioskuje do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego

o dopuszczenie Doktorantki do publicznej dyskusji nad rozprawy.

dr hab. inz. Mariusz Pietrzak
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