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Recenzja Rozprawy Doktorskiej mgr Eweliny Seta-Wiaderek

pt: ,Hybrydowe uktady bioelektrokatalityczne do redukcji dwutlenku wegla”

Rozprawa doktorska mgr Sety-Wiaderek opisuje badania nad wykorzystaniem biofilmu bakteryjnego
wytworzonego z gatunku Yersinia enterocolitica i uktadow hybrydowych na nim opartych do modyfikacji
powierzchni elektrod oraz ich zastosowania do procesu elektrokatalitycznej redukcji dwutlenku wegla. W
ostatnich latach elektrochemicy coraz czesciej siegaja po mikroorganizmy, aby wykorzystac¢ zawarte w nich
m.in. biatka do konstrukcji ogniw paliwowych, baterii lub przygotowania warstwy receptorowej na
elektrodzie. Praca wykonana zostata w Pracowni Elektroanalizy i Elektrokatalizy Chemicznej Zaktadu Chemii
Nieorganicznej i Analitycznej pod kierunkiem prof. dr hab. Pawta Kuleszy.

Przedstawiona do recenzji praca jest opracowaniem w typowym uktadzie z podziatem na czes¢ literaturowa
oraz wyniki wtasne. Przeglad literatury rozpoczyna szczegdtowy opis tworzenia biofilmu bakteryjnego
poprzez proces adsorpcji bakterii na podtozu, konsolidacji oraz kolonizacji. Ma on tréjwymiarowg strukture,
ktora zapewnia przeptyw sktadnikéw odzywczych, a za jego stabilizacje odpowiedzialna jest
zewnatrzczasteczkowa macierz polimeryczna. Ta tréjwymiarowa struktura, sktadniki bton komarkowych
bakterii oraz zewnatrzczgsteczkowa macierz polimeryczna wymienione sg przez Autorke jako elementy
konieczne w kontekscie przydatnosci biofilméw do modyfikacji powierzchni elektrod. Nastepnie omdwiona
zostata szczegétowo Gram-ujemna bakteria Yersinia enterocolitica. Autorka zwrdcita szczegdlng uwage na
sktadniki wchodzace w sktad $ciany komdrkowej i biatka regulatorowe oraz ich role w tworzeniu biofilmu.
Odpornosc¢ w szerokim zakresie temperatur oraz pH zostaty zas przez nig wytypowane jako najistotniejsze
czynniki uzasadniajgce wykorzystanie tej bakterii do badan elektrochemicznych. Kolejny rozdziat pracy
poswiecony zostat hybrydowym uktadom bioelektrochemicznym na bazie mikroorganizméw zdolnych do
wymiany elektronu z powierzchnig elektrody; w szczegdlnosci zas mikrobiologicznym ogniwom
paliwowym, ktore wykorzystujg biomase do pozyskiwania energii elektrycznej. Ponadto mikroorganizmy
stosowane sg do proceséw odsalania wody, czy redukcji dwutlenku wegla. Do$¢ nieoczekiwanie w
przegladzie literaturowym autocytowana jest praca [141], jako przyktad zastosowania mikroorganizméw
do redukcji dwutlenku wegla. Zawartos¢ merytoryczna tej publikacji jest czescia wynikéw wtasnych
przedstawionych w rozdziale 10 ,Biofilm bakteryjny oraz polianilina, jako alternatywna matryca dla
nanoczastek platyny: wzmocnienie elektroredukcji dwutlenku wegla”. W przegladzie literaturowym

Autorka duzo uwagi poswieca mechanizmom przeniesienia tadunku pomiedzy mikroorganizmem a
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powierzchnig elektrody, podkreslajac role biofilmu i zewnatrzczasteczkowej macierzy polimerycznej w tych
procesach. W kolejnym rozdziale przybliza czytelnikowi proces elektrokatalitycznej redukcji dwutlenku
wegla. Szczegdtowo przedstawia rownania reakcji elektrodowych wraz z produktami powstajgcymi przy
okreslonym potencjale, dyskutuje rowniez wptyw pH i rodzaju rozpuszczalnika na rodzaj powstajgcych
produktéw. Dodatkowo wspomina o konkurencyjnej reakcji wydzielania wodoru i przyjetej konwencji
przedstawiania gestosci pradu netto uzyskanej dla redukcji dwutlenku wegla jako réznicy pomiedzy
krzywymi dla danej elektrody zarejestrowanymi w odtlenionym elektrolicie i nasyconym dwutlenkiem
wegla. Nastepnie Autorka skrupulatnie opisuje wybrane metaliczne katalizatory procesu redukcji
dwutlenku wegla wraz z mechanizmami, podkreslajac zardwno zalety, jak i wady tych materiatéw. Koricowa
cze$¢ przedstawia uktady oparte o aktywne katalitycznie biofilmy bakteryjne, ktore zostaty wykorzystane
do produkcji weglowych zwigzkéw chemicznych na drodze redukcji dwutlenku wegla.

W mojej opinii czes¢ literaturowa jest dobrze napisana, podkresla wszystkie poznane aspekty istotne z
punktu widzenia niniejszej rozprawy, czyli zastosowania biofilmu bakteryjnego do modyfikacji powierzchni
elektrod i badania procesu elektrokatalitycznej redukcji dwutlenku wegla w uktadach hybrydowych z
nanoczastkami metali. Duza liczba schematdéw przedstawiony w pracy czynig jg bardzo czytelng. Ponadto
Autorka dokonata rzetelnego przegladu literaturowego.

W rozdziale poswieconym stosowanym metodom Autorka zwiezle opisata techniki elektrochemiczne,
optyczne i spektroskopowe. Do tej czesci mam kilka drobnych uwag. Opisujac rownanie 2 Autorka nie
podata wartosci réznic potencjatéw dla procesu odwracalnego i przyktadowych wartosci dla proceséw
nieodwracalnych. Podsumowata jedynie, ze ,Rdznica potencjatéw pikow jest wieksza dla proceséw
nieodwracalnych.”, jesli wieksza to od jakiej wartosci. O ile zgadzam sie ze stwierdzeniem zawartym na
stronie 106, ze fluorescencja jest zjawiskiem szybkim, to nie moge sie zgodzi¢ z Autorka ze wskazanym
przedziatem czaséw zaniku emisji fluorescencji. W pracach naukowych nalezy unika¢ takze skrétéw
myslowych tj. ,,... fluorofory tracg swojg zdolnos$¢ do fluorescencji po oswietleniu” i wskaza¢ przyczyne
zmian wtasciwosci optycznych molekut.

Na poczatku czesci eksperymentalnej zestawione zostaty informacje o warunkach hodowli bakterii,
przygotowania bioflimu bakteryjnego i materiatach uzytych do wytworzenia uktadéw hybrydowych.
Dodatkowo opisano przygotowanie probek do analiz mikroskopowych oraz warunki eksperymentalne
stosowane w doswiadczeniach elektrochemicznych. W opisie przygotowania ,tuszu” na bazie
wielosciennych nanorurek weglowych zabrakto jednostki przy naktadanej objetosci ,,31 n” oraz informacji
skad wzieta sie taka nietypowa objetos¢? W rozdziale tym nie znalaztam informacji na temat uzytego
barwnika do obrazowania za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej oraz opisu wybarwiania biofilmu

bakteryjnego, uzywanego mikroskopu, w tym zrddta wzbudzenia, filtréw i detektora. Dodatkowo nie
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znalaztam procedury zabezpieczania biofilmu bakteryjnego Nafionem do badan elektrochemicznych.

Opis badan wtasnych rozpoczyna analiza obrazéw skaningowej mikroskopii elektronowej biofilmu Yersinia
enterocolotica na powierzchni elektrody z wegla szklistego po 48 h hodowli. Zgodnie z danymi
literaturowymi obserwowana jest trojwymiarowa struktura biofilmu. Na podstawie tych obrazow zostata
oszacowana réwniez grubos¢ biofilmu, ktéra wynosita od kilku do ok 20pum. W tym miejscu nasuwa mi sie
pytanie, czy SEM to adekwatna metoda wyznaczania grubosci biofilmow bakteryjnych, ktére s3 uwodnione,
a przygotowanie probki do obrazowania nastepuje poprzez kilkustopniowe jej odwadnianie? Czy nie lepiej
byto zastosowac mikroskopie optyczng do oceny grubosci biofilmu? W catej rozprawie nie znalaztam takze
informacji czy 48h hodowla biofilmu prowadzi do powstawania powtarzalnych warstw?

Tak jak wspomniatam wczesniej brak jest podstawowych informacji do analizy map fluorescenc;ji
przedstawionych na Fot. E2, tj. zastosowany barwnik, dtugos¢ fali wzbudzenia, czas akwizycji, czy rodzaj
detektora oraz skali.

Do wstepnej charakterystyki elektrochemicznej uzyskanego biofilmu bakteryjnego Autorka wykorzystuje
proces redukcji tlenu. Na podstawie analizy krzywych przedstawionych na rysunku E1 wycigga wniosek, ze
w natlenionym roztworze obserwowana jest na elektrodzie redukcja tlenu przy potencjale -0,15V,
natomiast proces ten nie zachodzi w odtlenionym roztworze. W tym miejscu brak jest krzywych
zarejestrowanych w wyzej wymienionych warunkach na niemodyfikowanej elektrodzie z wegla szklistego.
W pracy znajduje sie jedynie informacja, ze w odnosniku 143 ,Dla porédwnania, na czystej elektrodzie z
wegla szklistego w $rodowisku obojetnym omawiany proces przebiega ze znacznie wiekszym
nadpotencjatem, gdzie poczatek redukcji obserwowany jest zazwyczaj ponizej -0,6 V [143].” Niestety w
cytowanej pracy krzywa ta rédwniez nie zostata przedstawiona. Proces redukcji tlenu zachodzi na
niemodyfikowanej powierzchni elektrody z wegla szklistego i zalezy od pH (np. J Solid State Electrochem
(2005) 9: 601-608), dlatego uwazam, ze pominiecie tej krzywej w rozprawie doktorskiej jest btedem
metodologicznym, a wyciggniety wniosek, ze ,W badaniu potwierdzona zostata aktywnos$¢ katalityczna
stosowanego w pracy szczepu Ye9 w kierunku redukgji tlenu (Rys. E1).” jest trudny do weryfikacji. Za bardzo
cenny uwazam zas$ informacje, ze za aktywnos¢ elektrokatalityczng biofilmu Yersinia enterocolotica mogga
by¢ odpowiedzialne biatka Fur i OmpR, odpowiedzialne za kontrole pobierania jonéw zelaza (+3) do
komorki bakteryjnej. Nie ukrywam, ze umieszczenie tej informacji w celu pracy obok szerokiego zakresu
odpornosci tego gatunku na zmiane temperatury i pH wzmocnitoby argument wyboru tej bakterii.
Podrozdziat 8.2.2. rozpoczyna zdanie ,Wainym zagadnieniem w projektowaniu systemoéw
elektrokatalitycznych jest powtarzalnosé otrzymywanych wynikéw i trwatosé badanej warstwy”, niestety
Autorka nie przedstawia w nim wynikéw dla kilku elektrod przygotowanych w ten sam sposéb, co

pozwolitoby okresli¢ powtarzalnos¢ otrzymywanego biofilmu bakteryjnego i jego aktywnos¢ katalityczna.
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Z przeprowadzonych pomiaréw dla tego samego biofilmu po 14 dniach, dowiadujemy sie, ze uktad nie
ulega degradacji. W tym miejscu poprositabym Autorke o wyjasnienie jak nalezy intepretowaé wyniki
badania mikrobiologicznego, z ktérego wynika, ze w biofilmie procent zyjgcych bakterii wynosi tylko 0,11%
(wyniki z tabeli E1).

W kolejnym kroku przeprowadzone zostaty badania wtasciwosci elektrochemicznych bioflimu Yersinia
enterocolotica na elektrodzie z wegla szklistego w odtlenionym elektrolicie i po wysyceniu go dwutlenkiem
wegla. W tym przypadku ponownie zabrakto krzywych odniesienia zarejestrowanych na niemodyfikowanej
powierzchni elektrody z wegla szklistego w tych samych warunkach eksperymentalnych, gdyz proces
redukcji dwutlenku wegla zachodzi na takiej elektrodzie (np. J. Electroanal. Chem. 421 (1997) 1-4).
Dodatkowo, Autorka najpierw wysnuwa whnioski, nastepnie zas opisuje ksztatt krzywych i réznice pomiedzy
roztworem odtlenionym i wysyconym dwutlenkiem wegla. O ile w czesci literaturowej znajdziemy obszerne
wyjasnienia dotyczgce reakcji konkurencyjnej do redukcji dwutlenku wegla, a mianowicie redukcji wodoru,
w tym miejscu zastosowany jest ogromny skrét myslowy, ktéry czyni ten fragment mato zrozumiaty, a jest
on kluczowy dla catej rozprawy. Czy w tym przypadku woddr wykorzystany jest do konwersji dwutlenku
wegla? Poprositabym tez o komentarz, na jakiej podstawie Autorka wnioskuje, ze za niewielkg aktywnos¢
katalityczng odpowiedzialne ,moze by¢ rozrzedzenie centréw aktywnych katalitycznie w stosunku do catej
objetosci matrycy biologicznej.”

W kolejnych rozdziatach opisane zostaty uktady hybrydowe, w ktérych biofilm Yersinia enterocolotica
postuzyt jako matryca do unieruchamiania nanoczgstek palladu, platyny i bimetalicznych nanoczastek
platyny i rutenu w celu uzyskania wydajnego systemu do redukcji dwutlenku wegla. Dla wszystkich uktadow
Autorka prezentuje w pierwszej kolejnosci elektrody GC modyfikowane nanoczgstami i poréownuje je
nastepnie z uktadami, w ktérych s3 one umieszczone na biofilmie bakteryjnym. W tej czesci pracy
znajdziemy systematyczny i wyczerpujacy opis procesdw zachodzacych na poszczegdlnych elektrodach. Z
analizy krzywych wynika, ze obecnos¢ biofilmu na powierzchni elektrody wptywa na uzyskanie wiekszych
gestosci pradu reakcji redukcji dwutlenku wegla. Niestety do tej czes¢ mam réwniez kilka uwag. Autorka
konsekwentnie najpierw podaje wnioski, a nastepnie ttumaczy przebieg krzywych i zachodzace procesy.
Nie zgadzam sie réwniez z Autorkg, ze pik redukcji dwutlenku wegla w przypadku nanoczastek palladu na
biofilmie jest lepiej wyksztatcony w poréwnaniu, gdy sg one unieruchomione na niemodyfikowane;j
elektrodzie; rézni je tylko gestos¢ pradu i potozenie maksimum piku. Aby zwiekszy¢é porowatosé
powierzchni elektrody z wegla szklistego Autorka modyfikuje te powierzchnie ,,modelowym polimerem”.
W pracy nie podano grubosci otrzymywanych warstw polimerowych oraz nie przedstawiono krzywej
redukcji dwutlenku wegla dla takiego uktadu bez nanoczastek w celu wykluczenia, ze sam polimer moze

by¢ katalizatorem tej reakcji. Dlaczego nie wyznaczono praddéw ,netto” dla uktadéw z nanoczgstkami
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platyny? Na koniec tego rozdziatu zabrakto podsumowania i merytorycznej informacji dlaczego to
nanoczastki platyny zostaty wybrane do dalszych badan poza ogdlnym stwierdzeniem, ze ,wzbudzity
szczegOlne zainteresowanie i stanowity argument do prowadzenia dalszych badan”.

Systematyczne badania wptywu poszczegdlnych sktadnikéw uktadu hybrydowego ztozonego z elektrody z
wegla szklistego modyfikowanego warstwg polianiliny, biofilmu bakteryjnego, wielosciennymi
nanorurkami weglowymi i nanoczastkami platyny wskazujg, ze otrzymywane gestosci pradu redukgji
dwutlenku wegla sg najwyisze dla takiej wielowarstwowej struktury w poréwnaniu do uktadow
czgstkowych. Swiadcza o tym wartosci gestosci uzyskanego pradu dla poszczegdinych uktadéw, ktdre
zestawiono w tabeli E2. Szczeg6towa analiza poszczegdlnych krokéw modyfikacji powierzchni elektrody
dowodzi, ze obecnos¢ biofilmu bakteryjnego przyczynia sie do otrzymania wiekszych gestosci pradu dla
reakcji redukcji dwutlenku wegla poprzez zahamowanie reakcji wydzielania wodoru. Ku mojemu
zaskoczeniu, w tej czesci pracy Autorka nie zaznaczyta, ze prezentowane wyniki zostaty juz opublikowane i
sg cytowane jako referencja 141.

Za bardzo wartosciowy uwazam pomyst wprowadzenia kompleksu rutenu do biofilmu bakteryjnego
poprzez dodatek tego sktadnika do pozywki, w ktorej prowadzony byt wzrost warstwy. Tak jak we
wszystkich poprzednich uktadach brak jest krzywych odniesienia na elektrodzie z wegla szklistego w
wybranych elektrolitach w warunkach odtlenionych i po nasyceniu dwutlenkiem wegla. Przy wyliczaniu
stezenia ilosci centréw aktywnych na powierzchni elektrody Autorka odnosi sie do wartosci otrzymanych
w ,,warunkach absolutnych”, poprositabym o wyjasnienie tego pojecia.

Nastepnie Autorka przechodzi do badan elektrochemicznych elektrod modyfikowanych biofilmem
bakteryjnym bez i zawierajagcym kompleks rutenu. Czy rysunek E3 i E25A przedstawiajg te same krzywe?
Czy biofilmy prezentowane na rys E 25 byly zabezpieczane Nafionem, jesli nie to dlaczego? Dodatek do
pozywki kompleksu rutenu nie wptywa na wzrost biofilmu bakteryjnego, zas jego obecnos¢ powoduje, ze
gestos¢ pradu na elektrodzie wzrasta niemal trzykrotnie dla badanej reakcji redukcji dwutlenku wegla.
Modyfikacja biofilmu bakteryjnego nanoczgstkami rutenu réwniez prowadzi do wzrostu gestosci prgdu w
poréwnaniu do elektrody bez biofilmu. W pracy jest pewna niekonsekwencja, gdyz dopiero w kolejnym
kroku przedstawione sg analizy majgce na celu weryfikacje, czy kompleks rutenu zostat wprowadzony do
biofilmu bakteryjnego. Z poréwnania zdje¢ SEM znajdujacych sie na Fot. E9 Autorka wycigga wniosek, ze
subtelne réznice pomiedzy biofilmami hodowanym bez i z kompleksem rutenu mogg Swiadczy¢ o
inkorporacji tego zwigzku. Wedtug mnie na tej podstawie nie mozna tego ocenic. Nie potwierdza tego
rowniez mikroanaliza rentgenowska. Nie moge sie z godzi¢ z Autorkg, ze z pordwnania obrazéw mikroskopii
sit atomowych mozna wyciggna¢ wniosek o obecnosci rutenu w biofilmie hodowanym w pozywce z

dodatkiem kompleksu tego pierwiastka. W pracy zaprezentowane sg pojedyncze zdjecia, brak jest
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informacji o ilosci wykonanych obrazéow i statystycznej analizy danych wysokosci biofilmow bez i z
dodatkiem kompleksu. Bez watpienia zas obecnos¢ rutenu w strukturze biofilmu bakteryjnego potwierdzita
analiza z wykorzystaniem spektrometrii mas. Dtugotrwate badania wskazuja na wymywanie rutenu z
warstwy, czy efekt ten zostatby zredukowany, gdyby elektroda zabezpieczona zostata Nafionem, tak jak to
miato miejsce we wszystkich wczesniejszych przypadkach?

Ostatni rozdziat czesci eksperymentalnej opisuje badania wtasciwosci uktaddw ztozonych z tlenku miedzi(l)
stabilizowanych biofilmem bakteryjnym bez i z dodatkiem kompleksu rutenu pod katem zastosowania do
procesu elektrokatalitycznej i fotoelektrochemicznej redukcji dwutlenku wegla. Na podstawie otrzymanych
wynikéw mozna stwierdzi¢, ze obecnosé biofilmu zabezpiecza warstwe tlenku miedzi(l) przed degradacja,
ale sprzyja zachodzeniu konkurencyjnej reakcji wydzielania wodoru.

Koncowy rozdziat w pracy przedstawia streszczenie kazdego z rozdziatdw prowadzonych badan, a prace
koricza dwa wnioski. Pierwszy, ze biofilm bakteryjny Yersinia enterocolotica ,,sam z siebie moze stanowic
matryce katalityczng ze wzgledu na obecnos$¢ w jego przestrzeni réznych enzymdw”, co moim zdaniem nie
zostato przekonywujgco udowodnione w pracy, ze wzgledu na brak zamieszczenia na woltamperogramach
krzywych dla niemodyfikowanej elektrody z wegla szklistego. Drugi wniosek to, ze biofilm bakteryjny moze
by¢ wykorzystywany do unieruchamiania w nim katalitycznie aktywnych nanoczastek metali i komplekséw
organometalicznych.

Po wnikliwej analizie wszystkich zaprezentowanych sposobdw modyfikacji elektrod nasuwa sie pytanie, czy
w zaproponowanym tytule rozprawy doktorskiej nie jest naduzyciem zastosowanie zwrotu ,uktady
bioelektrokatalityczne”, gdyz jak sama Autorka podkresla we wnioskach o ile Yersinia enterocolotica tworzy
biofilm, ktéry jest dobrym podtozem do osadzania nanoczgstek metalicznych uzytych w procesie
elektrokatalitycznym redukcji dwutlenku wegla, to poza uktadem z suplementowanym organometalicznym
kompleksem rutenu nie wykazuje on wtasnosci katalitycznych wobec wspomnianej reakcji. Poprosze o
komentarz.

W pracy w kilku miejscach wykorzystano niepoprawng terminologie zapozyczong z innych dziatéw, jak na

przyktad: wzmocnienie, wygaszanie pikow, analiza diagnostyczna.

Podsumowanie

Po zapoznaniu sie z czescig literaturowa niniejszej rozprawy doktorskiej mozna mieé pewnos¢, ze
Autorka posiada bardzo dobre przygotowanie merytoryczne do prowadzonych przez siebie badan. W moim
odczuciu rozprawa doktorska powinna stanowi¢ spdjny dokument, w ktérym w odrdznieniu od publikacji,
nie mozna pomijaé¢ pomiaréw prob referencyjnych lub odwotywac sie do danych z publikacji wykonanych

w innych warunkach eksperymentalnych, zwtaszcza w przypadku omawiania uktadéw, w ktérych przy
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podobnych  potencjatach zachodzg reakcje konkurencyjne. Tylko pordwnanie krzywych
woltamperometrycznych dla niemodyfikowanej elektrody i w obecnosci katalizatora moze wskazywaé na
zajscie procesu bioelektrokatalitycznego i pozwala na wysuniecie poprawnych wnioskéw. Niemniej jednak
W pracy zaprezentowano nowe rozwigzanie polegajgce na wytworzeniu biofilmu bakteryjnego Yersinia
enterocolotica i zastosowaniu go jako matrycy do unieruchamiania nanoczastek metali katalizujgcych
proces redukcji dwutlenku wegla na elektrodzie z wegla szklistego. Wykazano, ze obecnos¢ tego biofilmu
hamuje konkurencyjny proces redukcji wodoru, ktéry zachodzi w podobnym zakresie potencjatow. Jest to
takze najlepiej zaprezentowana i przeanalizowana cze$¢ pracy. Czes¢ uzyskanych w niniejszej pracy
wynikéw zostata opublikowana w pracy, ktéra ukazata sie w Australian Journal of Chemistry w 2016 roku.
W zwigzku z powyzszym, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Eweliny Sety-Wiaderek pt. ,Hybrydowe
uktady bioelektrokatalityczne do redukcji dwutlenku wegla” spetnia warunki okreslone w ustawie z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
Nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami). Na tej podstawie wnioskuje o dopuszczenie mgr Eweliny Sety-

Wiaderek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ww‘/—fa' cnsson

Joanna Niedziétka-Jénsson
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