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Lublin, 17 sierpnia 2017 r.
OCENA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Jedrychowskiej

pt. ,,Badania aktywnoSci biokatalizatoréw unieruchomionych w zorganizowanych
warstwach do zastosowan w konstruowaniu bioczujnikéw”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr inz. Agnieszki Jedrychowskiej
zostala wykonana w Zakladzie Chemii Medycznej i Mikrobiologii Wydzialu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Jadwigi Soloducho. Zespot
naukowy pod kierunkiem Pani Profesor od wielu lat z sukcesem zajmuje si¢ synteza
zwigzkow organicznych o elektronowym przewodnictwie 1 potencjale aplikacyjnym, gtéwnie
do zastosowan w urzadzeniach diagnostycznych, tak wigc z zaciekawieniem zapoznatam si¢ z
obecng dysertacja. Tematyka badawcza ocenianej pracy doktorskiej dotyczyta wytwarzania
warstwowych uktadéw sensorowych z wykorzystaniem enzyméw z klasy oksydoreduktaz
oraz ich uzycie w konstrukcjach bioczujnikowych, potencjalnie do wykorzystania w

wykrywaniu zwiazkéw fenolowych np. stanowigcych zanieczyszczenia wody.

Dysertacja doktorska jest bardzo obszerna — przedstawiony do recenzji wydruk
rozprawy stanowi bowiem 149 stron. Zawiera ona typowy dla rozpraw doktorskich podziat na
czedei: Wstep 1 cele pracy, Przeglad literaturowy, Metodyke badan, Wyniki i dyskusje,
Whnioski, Podsumowanie, Literature oraz Dorobek naukowy Doktorantki. Zamieszczony w

niej rowniez zostal Wykaz najwazniejszych skrotéw stosowanych w dysertacji.

Na wstepie Doktorantka uzasadnita wiasne cele badawcze w kontekscie postepujacej
degradacji srodowiska z powodu wytwarzania licznych zwigzkéw toksycznych jako
produktéw ubocznych proceséw technologicznych. Zwrécila Ona uwage na koniecznosé
zwickszenia efektywnosci jego ochrony poprzez wprowadzanie nowoczesnych technik
detekcyjnych jako systemow kontrolujacych poziom zanieczyszczen. Doktorantka przede
wszystkim zaznaczyla wage zwigzkéw fenolowych pojawiajacych sie w  Sciekach

przemystowych i ciekach wodnych, ktérych dziatanie na organizm ludzki jest toksyczne. W
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tym aspekcie cel badawczy pracy doktorskiej — opracowanie metod pozwalajacych na
wykrywanie tych zwiazkoéw nawet w ilosciach $ladowych — jest uzasadniony i niezwykle
aktualny. Jednoczesnie Doktorantka zaproponowala rozwigzania korzystniejsze pod
wzgledem ceny i czasochtonno$ci w stosunku do istniejacych metod, a mianowicie
wytworzenie biosensoréw zawierajacych w  warstwach naniesionych na elektrody
unieruchomione enzymy, ktorych naturalnymi substratami sa zwigzki fenolowe. Aby
przekona¢ czytelnika o zasadnosci zaproponowanych rozwigzan mgr inz. Agnieszka
Jedrychowska zamiescita przeglad pismiennictwa dokonany przez Nig na podstawie
aktualnych artykuléw naukowych z interesujacego Ja zakresu tematycznego, opublikowanych
przez ofrodki $wiatowe. Dotyczyt on przede wszystkim wiadomosci na temat biosensoréw
enzymatycznych i enzymoéw przydatnych do ich budowy ze wzgledu na ich specyficznos¢
substratowg i selektywnos$é oraz zdolno$¢ do przenoszenia elektronéw, co jest istotne dla
zapewnienia dobrego przewodnictwa w ukladzie centrum aktywne enzymu — powierzchnia
elektrody. Doktorantka pewna czes$¢ wstepu poswigcita systemom detekeji w biosensorach, w
szczegblnosci charakterystyce biosensoréw elektrochemicznych i optycznych oraz ich
zastosowaniu praktycznym. W omawianej czesci przegladu pismiennictwa znaleZ¢ mozna
scharakteryzowanie warstw przewodzacych sensora pod wzgledem unieruchamiania biatka
enzymatycznego, jak rowniez usprawnienia dziatania calego urzadzenia. Wazna w kontekscie
zalozonego celu badawczego jest cze$¢ wstepu, poswigcona immobilizacji enzyméw w
warstwach przewodzacychi technikom metodycznym do analizy warstw na elektrodach,
ktora to czeéé wprowadza czytelnika w zagadnienia badawcze doktoratu. Czes¢ przegladowa
dysertacji wskazuje, ze Doktorantka dysponuje aktualng wiedza z interesujacego Jg zakresu
badawczego i oceniam ja pozytywnie.

W nastepnej czesci Doktorantka opisata metodyke badan wiasnych, w tym: techniki
przygotowania i modyfikacji warstw na wykonanie podtozy, sposoby immobilizacji enzymow
i okreslania ich aktywnosci oraz opis pomiaréw za pomoca modeli bioczujnikéw optycznych.
W celu otrzymania matryc Doktorantka wykorzystala specyficzne metody wytwarzania
filméw molekularnych takie jak: technike Langmuira-Schaefera, elektropolimeryzacje,
powlekanie obrotowe. Ta czg$§é pracy jest skonstruowana poprawnie i dla lepszego

zrozumienia wzbogacona jest w schematy ilustrujace zastosowane metody.
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Obszerng czegs¢ dysertacji stanowig wyniki i dyskusja. Doktorantka do modyfikacji
podlozy (elektrody platynowe, szklo) wykorzystata az 37 zwigzkéw heterocyklicznych, w
zwiazku z tym czg$¢ doswiadczalna doktoratu byla niezwykle pracochtonna. Badane zwigzki
mialy charakter polprzewodnikowy i byly to: alkilo-arylowe pochodne karbazolu,
difenyloaminy i akrydonu, selenowe pochodne karbazolu i bis(tiofeno)pirydyny, alkilo-
karbazolowe pochodne akrydonu i fenotiazyny, uktady heterocykliczne na bazie
tetrafenylosilanu i chemicznie syntezowane polimery przewodzace. Wszystkie zwigzki
wykorzystane w pracy doktorskiej byty zsyntezowane przez zespol naukowy pod kierunkiem
prof. J. Soloducho. Aby wykaza¢ przydatnos¢ wymienionych zwigzkéw do wytworzenia
matryc sensorycznych Doktorantka unieruchamiata na modyfikowanych podlozach enzymy z
klasy oksydoreduktaz: lakaze 1 tyrozynazg, a nastgpnie oceniala ich aktywnos¢ katalityczng
oraz stabilno$¢ operacyjng. W pracy doktorskiej zostatla rowniez wydzielona czesé
aplikacyjna badan, a dotyczyta ona wytworzenia modelu optycznego biosensora przydatnego

do oznaczania ilosciowego zwiazkow fenolowych w roztworach wodnych.

W ocenie ogo6lnej pracy niewatpliwie mozna podkresli¢, ze praca jest koncepcyjnie
interesujgca 1 wykonawczo dobra. Autorka kompleksowo przebadata pod katem przydatnosci
na warstwy bioczujnikowe bardzo duzg liczbe zwigzkow (wymienione powyzej), czyli
wlasciwie dokonala tzw. skriningu puli zwigzkow z punktu widzenia ich pdzniejszych badan
aplikacyjnych. Na podstawie uzyskanych przez Doktorantke rezultatow mozna bedzie
prowadzi¢ w przysztosci bardziej zaawansowane prace. Przeprowadzone przez panig mgr inz.
Agnieszke Jedrychowska badania, sg istotne w chemii materialowej 1 biotechnologii
uzytkowej, zwlaszcza detekcyjnej, czy diagnostycznej. Niektére z badanych zwigzkow
heterocyklicznych beda mogly by¢ wykorzystane do konstruowania biosensordw o
korzystnych cechach takich jak: mozliwo$¢ doboru zwiazku przydatnego jako matryca na
powierzchni elektrody w zaleznosci od rodzaju enzymu oksydo-redukcyjnego, doboru rodzaju
metody wytworzenia cienkiej warstwy na elektrodach uzalezniony od cech zwigzku (zdolnos¢
lub nie do polimeryzacji), stabilnosci odpowiedzi sensora w kontakcie z substratami 1i
utrzymanie w czasie odpowiedniego poziomu aktywnosci enzymoéw po immobilizacji, czasu
zycia biosensora i tzw. jego trwatosci. Bardzo wazne pod wzgledem uzytkowym sg tez

badania dotyczace sposobu wytwarzania elektrod enzymatycznych do wykrywania zwigzkow
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fenolowych toksycznych dla srodowiska. Doktorantka uzyskala ogromng ilos¢ wynikow 1
duza wiedze o badanych zwigzkach, ale miala tez, w zwigzku z tym, ogromny problem z

wybraniem kilku (np. 2-4) zwiazkéw najbardziej przydatnych aplikacyjnie.

W trakcie czytania dysertacji nasunely mi si¢ uwagi zwigzane z brakami lub

niescistosciami o charakterze merytorycznym i redakcyjno-edytorskim. Sa one nastepujace:

- W opisie metod i analizie otrzymanych wynikéw znalazty si¢ rezultaty, ktére zostaly
juz opublikowane przez autorke dysertacji. Zabraklo jednak tej informacji w podpisach do
tabel i schematow, jak rowniez nie zamieszczono tych publikacji w spisie pismiennictwa.
Doktorantka dopiero w czesci 5 dysertacji pt. ,,Wnioski” zamiescila dane dotyczace wlasnego
dorobku publikacyjnego wykorzystanego w pracy. Wg recenzenta, dla jasnosci pracy,
korzystniej bylo takie informacje zamiesci¢c w dysertacji bezposrednio w miejscach

wykorzystania tych opublikowanych rezultatéw badawczych.

- W czesci 3. Metodyka badan, 3.1. Odczynniki, Doktorantka wymienita preparaty
enzymatyczne, ktore wykorzystala w badaniach, ale nie podata nomenklatury
miedzynarodowej klasyfikacji biochemicznej i charakterystyki tych preparatow np.
aktywnosci catkowitej oraz aktywnosci specyficznej enzymow (aktywnosci przeliczanej na
iloé¢ bialtka), charakterystyki dotyczacej np. optimum pH i temperatury dla dzialania
wybranych enzymow. 7 pewnoscig wymienione dane sa zawarte w ulotkach dolaczonych do
firmowych preparatow (tyrozynazy z Agaricus bisporus i lakazy z Trametes versicolor),
natomiast tej wiedzy nie mamy w przypadku wykorzystania preparatow nie firmowych.
Zgodnie z wiedza zawarta w dysertacji preparat lakazy z Cerrena unicolor byl otrzymany w
Zakladzie Chemii Bioorganicznej PW (izolacja i oczyszczenie) i charakterystyka tego
preparatu, uwazam, powinna by¢ takze zamieszczona w pracy. Ponadto, aby skutecznie
poréwnywaé odpowiedzi unieruchomionych enzyméw na réznych powierzchniach stalych
wobec substratéw i potem wybiera¢ spoérod nich najlepsza forme czy typ, powinnismy miec¢
rowniez wiedze o poréwnywalnych ilosciach zimmobilizowanego enzymu na badanych
powierzchniach.

- W czgéci 4 dysertacji (Wyniki i dyskusja) w opisach rezultatow wlasnych (tekst,

schematy, rysunki i tabele) uzyskanych z udzialem lakazy Doktorantka nie podaje zrédia
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enzymu (inaczej ,,producenta” zastosowanego enzymu), czyli w tym przypadku brakuje
nazwy rodzajowej grzyba, a jednak jest to wymagane w przypadku réznego pochodzenia
preparatu, poniewaz lakazy otrzymane z réznych szczepéw grzybowych nie sg jednakowe
pod wzgledem wlasciwosci 1 budowy. Wiemy np., ze lakaza z Trametes versicolor jest
enzymem indukowalnym, a lakaza z Cerrena unicolor forma konstytutywng i sa one
podobne, co do sekwencji, w 60%, a wiec mogg wystepowaé roznice w statych kinetycznych
obu form, czy w ilosci izoenzymow. Dlatego tez w badaniach poréwnawczych wazne jest
podawanie zrodta pochodzenia enzymu wykorzystywanego do immobilizacji.

- Czym nalezy wytlumaczy¢ stosowane roznych substratow do oznaczania aktywnosci
enzyméw w metodach spektrofotometrycznej i1 woltamperometrii cyklicznej, a nie tych
samych, co wydaje si¢ stuszne w badaniach poréwnawczych? Dlaczego w eksperymentach
opartych na elektrochemicznych pomiarach aktywnosci enzymow uzywane sg zamiennie dwa
typy elektrod odniesienia: kalomelowa lub chlorosrebrowa? Nie jestem ekspertem w
dziedzinie elektrochemii i postawione pytania sg moze niezbyt fortunne, ale wydaje mi si¢, ze
w eksperymentach korzystnie jest wykorzystywa¢ jak najmniej zmiennych, wtedy uzyskany

wynik jest bardziej przydatny w ocenie korzysci.

- Mam pewien niedosyt po zapoznaniu si¢ z cz¢$cig 5 pracy pt. ,,Wnioski”. Ta
koncowa cze$¢ dysertacji jest wg. mnie raczej szerokim podsumowaniem wynikdéw, a
wlasciwe wnioski nie zostaly przez Doktorantke sformutowane. Trochg rozumiem problemy
Doktorantki z utworzeniem takich wnioskéw. Wynikajg one z pewnoscia z podjgcia si¢
przetestowania duzej liczby zwigzkow i kilku rodzajéw powlok oraz wykorzystaniem 3
enzyméw oksydo-redukcyjnych. Jednak, wg mnie, Autorka dysertacji powinna po analizie
rezultatdow pokusi¢ si¢ raczej o sformulowanie wnioskow ogoélnych, a nie umieszczaé
szczegolowego streszczenia wynikow, ktore 1 tak si¢ znalazlo w czgsci 6 pracy pt.

,Podsumowanie wynikow”.

Pod wzgledem edytorskim praca jest przygotowana starannie, cho¢ wkradly si¢
nieliczne bledy stylistyczne i literowe lub inne. Wymienie¢ tylko niektdre:

- na str. 102 pracy, w tabeli 13 zbiorczo przedstawiajacej parametry uzytkowe
biosensoréw lakazowych wyznaczonych przy uzyciu katecholu, znalazly sie pewne

niescistosci dotyczace wynikow zakresu liniowego oraz LOD zacytowanych z pracy M. Guo i

3
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wsp. (Sci. Technol. Mater. 2014, 15, Table 2) — wymienione wartosci w obu zrédlach réznig
sic. W dysertacji podany zakres to 1,0 — 100 uM a LOD = 29 uM , a w pracy zrodlowej
odpowiednio 0,39 — 8,98 i 0,31. Jednoczesnie w tej samej tabeli Autorka umiescila dane
dotyczace parametréw uzytkowych biosensora wlasnego z powotaniem na pracg J. Cabaj i
wsp. (Int. J. Electrochem. Sci. 2016, 11, Table 1), jednak podane wartosci LOD biosensora
lakazowego w obu Zrédiach réznig si¢ wielkoscig (w pracy doktorskiej to 0,4 uM, a w
publikacji 0,04 uM).

- na schematach przedstawiajacych aktywno$¢ immobilizowanych enzymow na
powierzchni elektrody, na osiach OX nie podano jednostek cykli pomiarowych: (nr schematu:

28,33, 38,41, 49, 58, 59, 62, 72, 74, 78, 89, 90, 91, 93, 95, 96, 97, 101, 103, 106, 112).

Podczas zapoznawania si¢ z pracg doktorska nasunety mi si¢ drobne uwagi edytorskie,
ktdre nie majg wpltywu na jej ogélng ocene. Uwazam, ze korzystniej dla czytelnika jest, gdy
wykorzystane piSmiennictwo cytowane jest w teks$cie za pomoca nazwisk autoréw, a nie
numerdw przypisanych zgodnie z kolejnoscig wystepowania. Rowniez korzystniej jest, gdy w
spisie pismiennictwa prace podawane sa w kolejnosci alfabetycznej wg. nazwiska pierwszego
autora. Pelne tytuly prac obok tytutdw czasopism tez bylyby pozadane. Ponadto, uzywatabym
w tytule rozdzialu zamiast stowa , Literatura” (pozostawmy ten termin dla literatury pigknej)
stowo ,,Pismiennictwo”, ktdre jest bardziej adekwatne dla prac eksperymentalnych.

Wymienione przeze mnie uwagi nie zmieniajg mojej bardzo dobrej opinii o pracy

doktorskiej mgr inz. Agnieszki Jedrychowskie;j.

Podsumowujgc: stwierdzam, ze Pani mgr inz. Agnieszka Jedrychowska zrealizowata
postawione cele badawcze, a praca wpisuje si¢ w aktualny nurt badan dotyczacych ochrony
srodowiska i zawiera istotne elementy nowosci naukowej. Przedstawiona do oceny praca
doktorska wykazuje, ze Doktorantka posiada doswiadczenie i umiejg¢tnosci prowadzenia
badan elektrochemicznych na warstwach polimerowych do zastosowan w biosensoryce.
Jednoczesnie chce podkresli¢, ze wyniki wykorzystane w rozprawie doktorskiej zostaly
opublikowane w 11 czasopismach z listy JCR o lacznym wspotczynniku IF = 21,087 oraz
opatentowane (9 patentow, 2 zgloszenia patentowe) i zaprezentowane na licznych

miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych. Na wyrdznienie zastuguje tez
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fakt, iz Pani mgr inz. Agnieszka Jedrychowska w trakcie realizacji pracy doktorskiej byla
kierownikiem grantu NCN Preludium, dotyczacego charakterystyki biokatalizatorow
immobilizowanych w pélprzewodnikowych warstwach ukladow heterocyklicznych i ktory

zakonczyt si¢ w kwietniu 2017 r.

Po analizie dokumentacji z przekonaniem stwierdzam, ze Rozprawa doktorska Pani
mgr inz. Agnieszki J¢drychowskiej spelnia, wedlug mojej opinii, wymogi ustawy z dnia
14 marca 2003 r (dz. U. Nr. 65, poz. 595 z 16 kwietnia 2003 r z pozniejszymi zmianami)
»O stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” i w zwigzku
z tym wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Chemii Politechniki Wroclawskiej o dopuszezenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Doceniajagc wktad pracy Doktorantki i dokonania udokumentowane publikacjami,

patentami i zgloszeniami patentowymi wnioskuje¢ takze o wyroznienie rozprawy.
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