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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Michata Kizlinga
z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego

Rozprawa doktorska mgr Michata Kizlinga “Designing enzymatic fuel cel
based on pseudocapacitive materials” dotyczy, jak mozna sgdzi¢ na postawie tytutu,
konstrukcji enzymatycznych bioogniw paliwowych z wykorzystaniem materiatow
pseudopojemnosciowych”. Od razu nasuwa sie pytanie, a c6z to za materiaty? Co
wiecej, uwazna lektura rozprawy wskazuje, ze temu zagadnieniu poswiecony jest
tylko jeden, przyznajmy finatowy, z pieciu rozdziatéw czesci zatytutowanej czesci
,Results and discussion”. Niemniej nalezy podkres$li¢, ze pozostate rozdziaty
rozprawy zostaly poswiecone innym, réwnie interesujgcym zagadnieniom
dotyczacym katod i anod bioogniw paliwowych oraz mechanizmom procesow na nich
przebiegajgcych. Nic w tym dziwnego, poniewaz badania zostaty wykonane pod
kierunkiem prof. dr. hab. Renaty Bilewicz, specjalistki w tym obszarze, kidry nadal
znajduje sie w centrum uwagi licznych grup badawczych. Cho¢ chyba ostatnio
entuzjazm badaczy zajmujgcych sie bioogniwami paliwowymi i zagadnieniami z nimi
zwigzanymi nieco ostabt, ale nadal wiele sie dzieje. Na pewno zagadnienia, ktorymi
zajgt sie Doktorant nalezg do najbardziej aktualnych, mowigc kolokwialnie sg na
topie. Drugim promotorem rozprawy jest prof. dr hab. Jerzy Rogalski biochemik,
specjalista od enzyméw, ktérego udziat w tego typu badaniach jest nieoceniony, o

czym mogtem sie kiedys przekonac.
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Uktad rozprawy jest w miare standardowy. Na samym poczatku Autor w
krétkim wstepie opisuje celowo$¢ badan nad bioogniwami paliwowymi wskazujgc ich
zalety i wady. Podkresla wage ostatnich prac dotyczacych elektrod modyfikowanych
kilkoma enzymami i wskazuje koniecznos¢ usprawnienia tych bioogniw paliwowych,
ktdrych paliwem jest powszechnie dostepna sacharoza oraz przedstawia cel swojegj
pracy. Jako antidotum na niskg moc takich ogniw proponuje ich integracje z
superkondensatorami co ma umozliwi¢ generowanie duzej mocy w postaci pulséw. Z
catkiem sporej palety enzymoéw wybiera dehydrogenaze fruktozowa i glukozowa oraz
inwertaze i mutarotaze. Te enzymy badz ich kombinacja (kaskada enzymatyczna)
majg zosta¢ wykorzystane do utleniania w bioogniwie takich paliw jak fruktoza,
glukoza czy wspomniana wcze$niej sacharoza. Natomiast jako katalizator redukgji
tlenu mgr Kizling proponuje powszechnie stosowang lakaze. Zgodnie z propozycja
Doktoranta ten zestaw enzymdéw ma zapewni¢ wydajg prace bioogniwa paliwowego
sprzezonego z superkondesatorem celulozowo-pirolowym. Opis zawarty we wstepie
daje pewne pojecie o zamiarach Doktoranta, cho¢ wolatbym, zeby cel badan zostat
podany wprost. Za to na koncu tego rozdziatu pojawia sie juz jeden z

najwazniejszych wynikow!

W czesci literaturowej Autor opisuje podstawowe zagadnienia zwigzane z
bioogniwami paliwowymi. Mamy tu ich opis termodynamiczny ogniw paliwowych,
probe dyskusji czy enzymy s3 dobrymi katalizatorami podpartg opisem
termodynamiki i kinetyki reakcji enzymatycznych, opis trzech sposobow wymiany
elektronow pomiedzy elektrodg i enzymami, gdzie Dokiorant stusznie wyréznia
nanomateriaty jako przenosniki elektronu, przeglad sposobdw immobilizacji enzymow
oraz krétki opis kaskad enzymatycznych. Nastepnie Doktorant dos¢ szczegoétowo
omowit enzymy oraz materialy wykorzystane do modyfikacji elektrod. Przeglad ten
pozwala dobrze zrozumie¢ ich dobér i wprowadza do czesci rozprawy zawierajgcej

wyniki ich dyskusje.

W trzeciej czesci rozprawy znajdziemy opis stosowanych technik
elektrochemicznych i nieelektrochemicznych. Jak wielu innych badaczy zajmujgcych
sie wiasciwos$ciami elektrochemicznymi enzyméw Doktorant wyrdznia woltametrie
warstwy biatka oraz jej hydrodynamiczng odmiane. O ile nie jestem przekonany co
do traktowania jej jako osobnej techniki to trzeba przyznaé, ze w ciggu 30 lat
nagromadzono sporg wiedze dotyczaca interpretacji takich woltamogramow i jej

wybrane aspekty przedstawia Doktorant. Podrozdziat dotyczacy wirujgcej elektrody
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dyskowej mgr Kizling zilustrowat pochodzgcym z literatury  rysunkiem
elektrochemicznego szkia powiekszajgcego, ,widzgcego” elektrode modyfikowang
enzymami system opornikoéw, kondensatoréw etc. Moim zdaniem taki petny sposéb

,widzenia” mozna uzyskac tylko elektrochemiczng spektroskopig impedancyjng.

W Czeséci czwartej zatytutowanej ,Experimental” Autor jasno opisuje uzywane
odczynniki i przyrzady.

Czeé¢ pigta ,Results and Discussion” jest z natury swojej najobszerniejsza.
Doktorant rozpoczyna od opisu badan wiasciwosci elektrody modyfikowane;
wielosciennymi nanorurkami weglowymi, dehydrogenazg glukozowo-fruktozowg i w
niektérych przypadkach naftochinonowg pochodng pirenu. Co prawda stwierdzenie,
ze na woltamogramie zamieszczonym na rysunku 41A mozna zauwazy¢ ,four well
defined and respective redox peaks” jest przesadg. Niemniej na pewno Autorowi
udato sie bez zadnych watpliwosci te procesy zidentyfikowac. Za pomoca zaleznosci
od pH, przyporzadkowat je reakcjom poszczegélnych elementow enzymu co nie jest
trywialne. W  roztworze fruktozy elektrody te  wykazujg aktywnosc
bioelektrokatalityczng, ktorej maksimum wypada w pH 6, a obecnos¢ mediatora na
nia istotnie nie wptywa. Ciekawe dlaczego? Badania kinetyki tych reakcji wymagaja
eksperymentéw na wirujgcej elektrodzie dyskowej i takie badania Doktorant
przeprowadzit. Na ich podstawie wyznaczyt parametry kinetyczne reakgji, ktore dla
reakcji z mediatorem i bez niewiele sie réznig. Autor sugeruje, ze w obecnosci
mediatora $ciezka przeniesienia elektronu do elektrody poprzez czesci hemowe
zostaje wytgczona. Elektron jest przenoszony przez FAD i mediator. Ta hipoteza

moze by¢ trafna tylko pozostaje pytanie dlaczego tak sie dzieje.

Nastepnie Doktorant opisuje prébe narzucenia korzystnej orientacji enzymu na
powierzchni elektrody poprzez i€j modyfikacje nanoczgstkami
superparamagnetyczego tlenku zelaza. Jak sie¢ okazato pomyst byt dobry bo taka
modyfikacja zwieksza gesto$¢ pradu zwigzanego z reakcjg katalityczng i obniza
potencjat poczatkowy. Niestety zabrakto $lepej préby z elekirodg modyfikowang
samymi nanoczgstkami, ktére tez moga generowac sygnat elektrochemiczny
zwigzany z reakcjg redoks i ewentualnie dziata¢ jako katalizator. Ponadto przydatoby
sie dokiadniejsze niz w rozprawie wyjasnienie efektu pola magnetycznego na
potencjat utleniania fruktozy (str. 104). Wydaje mi sie tez ze na analize kinetyczng
moze mieé wplyw ewentualna desorpcja enzymu, a nie stabilnos¢ enzymu jako

takiego, co moim zdaniem wynika z tekstu (str. 104).
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Aby zwiekszy¢ przewodnictwo elektryczne warstwy pokrywajgcej elektrode
Autor wprowadza do niej nanoczastki ztota i pochodng tiolowg mediatora. Metodg
wagi kwarcowej kontroluje adsorpcje enzymu, tylko nie wiem na czym opiera
stwierdzenie o uformowaniu sie jego monowarstwy (str. 111). Ponownie Doktorant
identyfikuje procesy redoks skfadnikébw enzymu i ponownie nie wykonuje Slepej
proby. A cze$¢ tadunku elektrycznego zwigzana z uktadem pikéw przy potencjale ok.
0.1 V moze pochodzi¢ od procesu redoks nanoczastek tym bardziej, ze pik katodowy
jest rozszczepiony. Na podstawie m. in. analizy kinetycznej Doktorant proponuje m.
in. rozréznienie stabego i silnego bezmediatorowego przeniesienia elekironu w
nieobecnosci i obecnosci pola magnetycznego (Fig. 62). To ciekawa koncepcja.
Poréwnanie tego schematu ze schematem pokazujgcym strukture elektrody bez
nanoczgstek ztota wskazuje, ze w obecnosci nanoczgstek ztota enzym nie adsorbuje

sie na nanoczastkach tienku zelaza. Pytanie dlaczego?

Nastepnie Doktorant opisuje badania elektrod modyfikowanych warstwg tioli i
lakazg. Na poczatku Autor podjat sie zadania jak pisze okreslenia orientacji enzymu
na powierzchni monowarstwy tioli osadzonej na elektrodzie ztotej. Zidentyfikowat
obecno$¢ czagsteczek lakazy na powierzchni metodg skaningowej mikroskopii
tunelowej, a nastepnie oszacowat site jego oddziatywan z powierzchnig metoda
spektroskopii st atomowych na pojedynczej czasteczce, uwzgledniajgc
stochastyczng nature procesu w nanoskali, wnioskujgc o specyficznych
oddziatywaniach tylko w przypadku naftochinonowej pochodnej tiolu. Nastepnie
potwierdzit adsorpcje enzymu bardziej tradycyjnymi metodami takimi jak mikrowaga
kwarcowe i spektroskopia impedancyjna. Troche zaskakujacy jest tylko wynik analizy
dwoéch sposérod trzech widm impedancyjnych przedstawionych na rys. 71A z
wykorzystaniem elementu  Warburga skoro  nachylenie cze$ci widma
zarejestrowanego przy niskich czestotliwosciach dla elektrody modyfikowanej 4-
aminotiofenolem nie wynosi 0.5. Niestety brak statystyki dopasowania nie pozwala
oceni¢ jego prawidtowosci.

| w przypadku tych elektrod Doktorantowi udato sie zarejestrowac sygnat
zwigzany z procesem redoks lakazy, konkretnie T1, a takze stwierdzi¢ je aktywnosc
katalityczng. Na podstawie roznicy aktywnosci katalitycznej, wielkosci sygnatu redoks
Doktorant wnioskuje o orientacji lakazy wymuszonej oddziatywaniem ,hydrofobowej

kieszeni” i grupy naftochinonowe;.
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Ostatni rozdziat rozprawy dotyczy biosuperkondensatora zbudowanego z
wykorzystaniem kompozytu celulozowo-polipirolowego i wykorzystania kaskady
enzymow do anodowego utleniania sacharozy. Kaskada ta sktada sie z trzech
enzymow dehydrogenazy fruktozowej i glukozowej oraz inwertazy i mutarotazy.
Autor dokonuje charakterystyki anody i katody tego urzadzenie, z wykorzystaniem
wirujacej elektrody dyskowej. Tylko w obecnosci tych czterech enzymow udato sie
uzyskac (jak sie domyslam bez mieszania?) imponujgcg gestosé prgdu anodowego
prawie 2 mA cm2. Pytanie jak diugo? Z kolei enzymem redukujgcym tlen jest lakaza,

ale gestos¢ pradu i stabilnos¢ tej elektrody nie jest znana.

Jak mozna sie domysla¢, bo niestety Autor nie zamiescit jasnego schematu
(Fig. 77), te dwie elektrody skfadajg sie na proponowane zrédto pradu majgce byc¢
tytutowym efektem rozprawy. Co wiecej Doktorant nie zamiescit schematu obwodu,
w ktérych mierzyt jego parametry, do ktérego sie odnosi w tekscie, np. na str. 153.
Mojej konfuzji dopetnia fakt, ze eksperymenty byly robione w warunkach
przeptywowych. Pytanie dlaczego i jak na ich wyniki wptywa szybkos¢ przeptywu.
Niewatpliwie, jak sam Doktorant to podkreélit (Fig. 89), proponowane urzadzenie

miesci sie wsréd dobrych superkondensatoréw.

Praca jest napisana dobrym angielskim i bardzo dobrze sie jg czyta mimo ze
Autor omawia kazde zagadnienie szczegdtowo. Umieszczenie wnioskow po
omowieniu kazdego zagadnienia pomaga w S$ledzeniu rozprawy. Edycja jest
staranna, zauwazytem tylko dwie literéwki. Jedynie na str. 96 brakuje jednostek
statych szybkosci reakcji katalitycznych. Uzycie okreslenia ,hydrodynamic electrode”
(str. 68) zmusito mnie do zastanowienia jak elektroda moze byé sama z siebie
hydrodynamiczna? Ponadto na str. 94 wystepuje pojecie ,elektrokinetics” co wydaje
sie zbyt duzym skrétem. Grafika jest tez staranna i czytelna. Co prawda w wersji
papierowej niektére wykresy sg naprawde mate, ale ich $ledzenie w wersji
elektronicznej nie stanowi problemu. Jedynie na widmach impedancyjnych brakuje
zaznaczonych czestotliwosci (Fig. 71,88) a podpis Fig. 77 dos¢ istotnego w dyskusji
jest nieadekwatny do przedstawionego schematu. Natomiast zaskakuje brak
zaznaczenia bteddw oszacowania potencjatéw redoks. Zwazywszy, ze na niektérych
woltamogramach piki nie sg dobrze wyksztatcone analiza bteddw jest niezbedna,
chociazby do oszacowania btedu czesto wykorzystywanej w dyskusji przez

Doktoranta zaleznosci potencjatu redoks od pH.

www.ichf.edu.pl




Najwazniejsze jednak jest to, ze w rozprawie, do ktérej za pomoca licznych
metod eksperymentalnych uzyskano duzg liczbe waznych wynikéw, a ich dyskusja
przeprowadzona zostata w sposéb obszerny i dogtebny. Jest to dzi§ niestety rzadko
spotykane w rozprawach. Doktorant wykorzystuje prawie wszystkie zebrane przez
siebie informacje, a takze dane literaturowe, aby zrozumie¢ badany uktad i co wiecej
probuje przewidzie¢ jakie znaczenie majg uzyskane przez niego wyniki. To
zdecydowanie wyroznia te rozprawe sposréd ponad dwudziestu, ktore miatem okazje
recenzowaé. Moim zdaniem napisat jg catkiem dojrzaty badacz i juz z tego powodu

zastuguje na wyréznienie.

O doswiadczeniu badawczym Dokioranta $wiadczy wspotautorstwo 11
publikacji w bardzo dobrych czasopismach elektrochemicznych i katalitycznych. W
dziewieciu z nich jest pierwszym autorem. W czterech, w tym jednym artykule
przeglagdowym, zostata opublikowana cze$é materiatu opisanego w recenzowane;
rozprawie. Nalezy sie spodziewa¢ kolejnych publikacji, poniewaz wiele z wynikow
otrzymanych przez Doktoranta stanowi godng uwagi nowo$¢ naukowg. Nalezg do
nich wyznaczenie potencjatébw redoks dehydrogenazy fruktozowej, udana préba
sterowania reakcjg biolelektrokatalityczng przy pomocy polem magnetycznym,
zidentyfikowanie typu oddziatywan lakazy z monowarstwg tioli metodg single
molecule force spectroscopy oraz konstrukcja enzymatycznego zrédta pradu
napedzanego sacharoza. Jest to moim zdaniem kolejny argument za wyrdznieniem
rozprawy

Uwazam, ze rozprawa doktorska “Designing enzymatic fuel cel based on
pseudocapacitive materials.” spetnia wymagania ustawowe i wnosze o dopuszczenie
mgr Michata Kizlinga do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Z powoddw, ktére
opisatem wyzej wnioskuje takze do Rady Wydziatu Chemii UW o wyroznienie

rozprawy.

MMM =

www.ichf.edu.pl




