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Recenzja rozprawy doktorskiej

Magister inz. Agnieszki Jedrychowskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Jedrychowskiej
p.t. ,Badania aktywnosci biokatalizatoréw unieruchomionych w zorganizowanych
warstwach do zastosowan w konstruowaniu bioczujnikéw” zostata wykonana na
Woydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem prof. dr hab. Jadwigi
Sofoducho.

Rozwdj gospodarki i przemystu przynosi ogromne zapotrzebowanie na state
monitorowanie naszego otoczenia i sprawdzanie, czy nie sg wytwarzane w nadmiarze
substancje szkodzgce srodowisku i cztowiekowi. Recenzowana praca dotyczy bardzo
aktualnej tematyki — czujnikbw do analizy zwigzkéw fenolowych. Ich
rozpowszechnienie w srodowisku cztowieka i czesto toksyczny charakter wymagaja
czutych i selektywnych metod oznaczania. Metod jest wiele, ale rzadko moga by¢
stosowane in situ. Do tego typu pomiaréw najlepiej nadajg sie wtasnie metody
wykorzystujgce czujniki. Biosensory sg interesujgcg alternatywg w oznaczaniu waznych
bioanalitow, takze ze wzgledu na niski koszt jednostkowy analizy, krétszy czas analizy i
mozliwosci miniaturyzacji. Z drugiej strony opracowanie biosensora o pozgadanych
parametrach uzytkowych nie jest tatwe i witasciwie jedynym naprawde handlowo
rozpowszechnionym na swiecie analizatorem tego typu jest czujnik glukozy. Prognozy
Global Market Insights dla rynku biosensoréw na 2024r. to 29.6mld USD, co dobrze
podsumowuje wage tej tematyki i zacheca do jej podejmowania. Zainteresowanie
doktorantki biosensorami do oznaczania zwigzkéw fenolowych miesci sie wiec, jak

widaé, w gtéwnych trendach wspotczesnej chemii analityczne;j.



Uktad pracy doktorskiej mgr Jedrychowskiej jest klasyczny: Wstep, Przeglad
literatury (23 strony); Metodyka badan (10 stron); Wyniki i dyskusja (70 stron); Wnioski
i Podsumowanie, a na koncu Literatura (214 pozycji) i omdéwienie wiasnego dorobku
naukowego.

We wstepie, mgr Agnieszka Jedrychowska uzasadnia wybdr tematyki pracy
doktorskiej i okresla jej cele. Czujniki zwigzkdw fenolowych planuje konstruowac
wykorzystujgc katalizatory biologiczne - enzymy z grupy oksydoreduktaz, a nacisk w
pracy kfadzie na istotnie najwazniejszy problem — jak optymalnie zwigzaé¢ enzym z
podtozem przewodzgcym. Gtéwnym celem pracy jest znalezienie odpowiednich
uktadéw organicznych o charakterze pétprzewodnikowym i opracowanie sposobu ich
osadzenia w formie cienkiej warstwy, petnigcej role facznika enzymu z elektrodg i
jednoczesnie zapewniajgcego swobodny przeptyw elektronéw. Do realizacji tego
zadania Autorka wykorzystata szereg metod: tzw. spin-coating, metode Langmuira —
Blodgett i elektropolimeryzcje. Skomplikowanym zadaniem byto tez zwigzanie enzymu
z matrycy, gdyz kazdy z gamy badanych zwigzkéw heterocyklicznych posiadat inne
wiasciwosci, budowe i fadunek i w celu stabilnego zwigzania enzymu nalezato wybrac
odpowiednig metode: adsorpcji fizycznej czy chemicznej, wigzania kowalencyjnego, a
czasem elektroosadzania. Jest wiec w tej pracy, wiele watkéw, wymagajgcych od
doktorantki duzych zdolnosci eksperymentalnych i jednoczesnie innowacyjnego
spojrzenia na uktad wybrany do badan.

W przegladzie literaturowym Pani mgr Jedrychowska wyczerpujgco przedstawita
budowe biosensoréw enzymatycznych, parametry je charakteryzujgce, enzymy, ktore
stosuje sie jako katalizatory oraz mechanizmy transportu elektronéw w warstwach
enzymatycznych. Omawiajgc mechanizm DET — bezposredniego transportu elektronéw
warto byto juz tutaj poswieci¢ wiecej uwagi drugiemu mechanizmowi, czyli MET —
mediowanemu transportowi elektronowemu, gdyz jego zastosowania s3g jeszcze
obecnie duzo szersze, a uzyskiwane prady katalityczne wyzsze. Doktorantka powraca
do nich szerzej w rozdziale poswieconym warstwom przewodzgcym w biosensorach.
Autorka podkreslita niezwyktg odporno$é tyrozynazy, jako biokatalizatora, na
temperature oraz pH i rozpuszczalniki organiczne, co zwykle skfania do wykorzystania
tego enzymu w czujnikach. Mniej popularna jest lakaza, ktéra jest takze przedmiotem

zainteresowania Doktorantki.



Doktorantka wybiera biosensory elektrochemiczne i optyczne wsréd réznych
metod detekcji oddziatywania enzymu i analitu. Najwiecej uwagi poswieca czujnikom
amperometrycznym. Ostatnio sporo uwagi poswieca sie tez metodom impedancyjnym
oraz piezoelektrycznym. Autorka podaje bezposrednie i posrednie metody, ale tylko w
kontekscie sensoréow optycznych, ktére uwaza za szczegdlnie interesujaca alternatywe
w detekcji analitéw. Podajac wybrane przyktady stosowanych biosensoréow
enzymatycznych logicznie dzieli je wedtug obszaréw zastosowan: medycyny, ochrony
Srodowiska i przemystu spozywczego. Nie omawia doktadniej medycznie najbardziej
sie rozwijajgcych glukometréw, a tam wtasnie postep w dziedzinie jest najwyrazniejszy,
wrecz skokowy, jesli rozwazac sposoby detekcji, ilos¢ i rodzaj ptynu ustrojowego oraz
sposdb umieszczenia czujnika. W rozdziale 2.2 Doktorantka dyskutuje juz bardziej
szczegbtowo rdzne warstwy przewodzgce, sposoby ich naktadania na podioza oraz
mechanizmy przekazywania tadunku w biosensorach roznych generacji. Materiat
przedstawiony jest przejrzyscie, brakuje mi tylko wypunktowania nie tylko zalet, ale i
wad poszczegdlnych podejs¢ np. faktu, ze sensory drugiej generacji mogg tracic¢
mediator w czasie pracy lub, ze sensory trzeciej generacji majg zwykle gorszg czutos¢ i
prady katalityczne sg zawsze nizsze niz w przypadku procesow mediowanych. Z kolei
polimeryzacji czasem towarzyszy utrata natywnej struktury biatka i czeSciowa utrata
aktywnosci enzymdw, a adsorpcyjne wigzanie enzymu moze nie by¢ zbyt trwate, za$
kowalencyjne - mato wydajne. Nie s3 wolne od tego typu probleméw omawiane
warstwy Langmuira—Blodgett, czy Schaefera; czesto wystepujg trudnosci w stabilnym
umocowaniu rozpuszczalnego w wodzie enzymu, co szczegdlnie wida¢ przy dtuzszym
uzywaniu sensora. Omowienie metod badania cienkich warstw w tej czesci pracy jest
krétkie. Metode refleksyjno-absorpcyjng nazwatabym odbiciowo-absorpcyjng, gdyz, z
po polsku rozumiang refleksjg, nie ma ona wiele wspdlnego.

W rozdziale 3 mgr. Jedrychowska omawia odczynniki, aparature, metody
przygotowania i modyfikacji podtéz szklanych, z tlenku indowo-cynowego i
platynowych. Opis jest klarowny jedynie brakuje czasem wyjasnienia, co oznacza skrot
lub metoda obdarzona nazwiskiem np. ITO, czy roztwdr Irayamy. Nie kazdy czytajgcy
prace jest przeciez takim specjalista w dziedzinie, jak Autorka pracy doktorskiej.
Ciekawa jest modyfikacja metody Langmuira-Schaefera uzywana do naktadania warstw

monomolekularnych z pomocg pompy i rurki, umozliwiajgca pokrycie od razu catej



powierzchni podtoza. Jedynie rysunek wyjasniajacy te modyfikacje metody L-S nie jest
jasny, bo ptytka, na ktérg przenosi sie warstwe musi by¢ chyba na wysokosci barier,
inaczej przy obnizaniu poziomu cieczy warstwa ulegtaby destrukcji. Zaktadam, ze
bariery sg sztywno umieszczone, jak to zwykle ma miejsce w instrumentach L-B.
Wyprébuje sama te metode w trudnych przypadkach!

Metody unieruchamiania biokatalizatoréw na podtozach statych omdwione sa
bardzo przejrzyscie, podobnie jak pomiary aktywnosci metoda spektrofotometryczng i
elektrochemiczng. Szczegétowo przedstawiono tez modele bioczujnika optycznego.

Dyskusja wynikéw eksperymentalnych uporzadkowana jest logicznie - wedtug
grup zwigzkéw wykorzystanych do polimeryzacji. Jedynie woltamogramy cykliczne
budzg mojg watpliwos¢ — powinno sie je zaczyna¢ od potencjatu, przy ktérym nie
zachodzi zaden proces elektrodowy, czyli mierzony prad jest zerowy. Tymczasem, na
schemacie 16 zaréwno ABTS jak i hydrochinon przy potencjale poczatkowym
(odpowiednio +1.1V i +0.8V) ulegajg juz utlenieniu i nie kontrolujemy ilosci produktu
utworzonego przy elektrodzie. Znacznie lepsza kontrole datby wybdr potencjatu
poczgtkowego odpowiednio -0.2 oraz -0.3V — wtedy startowano by z zerowej wartosci
pradu. W podpisach rysunkéw np. 19 i 20 warto podawaé stezenia substratéw reakcji
w roztworze.

Rzetelnie przeprowadzone badania pozwolity wybraé kopolimer 6 i lakaze, jako
modyfikatory sensora aminofenolu i katecholu, natomiast dla fenolu byt to uktad
niewtasciwy. Bardzo podobato mi sie réwnolegte badanie aktywnosci enzymow
unieruchomionych na powierzchni elektrod metodg spektrofotometryczng, czesto
prostszg od metody elektrochemicznej. Szczegdlnie w przypadku elektroosadzania
enzymoéw na warstwie polimeru, kiedy witasciwie trudno powiedzieé, co sie dzieje z
samym enzymem po przytozeniu do elektrody potencjatu. Metoda EDS wydaje sie tez
lepsza, niz metoda wzrostu grubosci warstwy na potwierdzenie unieruchomienia
enzymu, gdyz jak widac¢ z obrazéw SEM czy AFM, nie jest to warstwa jednorodna.
Pewnie lepsza bytaby metoda mikrowagi kwarcowej — wtedy oceniano by przyrost
masy na elektrodzie. Metoda spin-coating prowadzgce do grubszych warstw niz
Langmuira — Blodgett byty korzystniejsze z punktu widzenia trwatosci pokryé. Dla
tyrozynazy, interesujagcym podktadem polimerowym byly odpowiednie pochodne

selenowe. Piki woltametryczne widoczne na schematach 53 i 54 sg prawdopodobnie



zwigzane z katecholem i DOP3, a nie z samg tyrozynazg — nalezato dotgczyc
elektrochemie biatka bez tych substratow przed uznaniem, ze mierzac potencjaty
pikdbw uzyskujemy potencjat formalny enzymu (str. 76). Sensor wykorzystujgcy
tyrozynaze i polimer 10 okazat sie bardzo korzystnym do oznaczania katecholu i zostat
opisany w publikacji w Electroanalysis. Powdd, dla ktérego selenofenowe pochodne sg
wyraznie lepsze od innych wart jest szerszego komentarza w pracy. Nie rozumiem, co
Autorka ma na mysli piszac, w czesci poswieconej pomiarom elektrochemicznym, o
tworzeniu sie i wzroscie szerokich pasm o nizszym potencjale (ostatnie linie na stronie
81). W owocnych badaniach sensoréw wykorzystujgcych pochodne akrydonu i lakaze
Cerrena unicolor pomylono chyba potencjaty formalne enzymu z potencjatem pary
chinon/hydrochinon. Potencjat formalny enzymu uzyskamy tylko w pomiarze
elektrochemicznym bez obecnosci hydrochinonu — w obecnosci chinonu obserwujemy
elektrochemie pary chinon/hydrochinon, ktéra zresztg moze petnic role mediatora dla
tego enzymu. Wtedy proces elektrodowy opisuje sie przy potencjale mediatora, a nie
formalnym enzymu, (ktéry zwykle jest bardziej dodatni). Zreszty, Autorka sama to
stwierdza prowadzac eksperyment bez mediatora, ale z tlenem i ta samg lakazg —
proces przebiega przy potencjale 0.5V, nie ma chinondw, a potencjat jest wtasnie
bardzo bliski potencjatowi formalnemu samej lakazy.

Autorka zbadata takze przydatnosc¢ tetrafenylosilanu, a takze ztozonych uktadéow
zawierajgcych w czasteczce polimeru fragment donorowy i akceptorowy potgczone
tiofenem, zawsze konczgc badania powstatego sensora obrazowaniem topografii
metodg SEM/AFM oraz badajgc zmiany aktywnosci unieruchomionego enzymu w
czasie metodg spektrofotometryczng w obecnosci ABTS. Pochodne akrydonu
Doktorantka wykorzystata do tworzenia warstw Langmuira i probowata w
unieruchomié¢ na nich réznymi metodami lakaze. Naniesienie na uporzgdkowang
warstwe przy wysokim ci$nieniu dato efekt najlepszy, jednakze nie mozna uchroni¢ sie
w ten sposéb od desorpcji enzymu i metoda przegrywata z innymi sposobami
konstrukcji sensora. Prace konczy opis modelu bioczujnika optycznego z
wykorzystaniem najlepszych, zdaniem Autorki warstw polimerowych. Pod wzgledem
czasu odpowiedzi i czutosci, bioczujniki tego typu najlepiej nadawaty sie do pracy w

uktadach przeptywowych..



Whnioski z pracy opisane sg w formie 8 punktéw na 10 stronach, ale sg raczej zbyt
dtugim streszczeniem catej pracy i brakuje wniosku najwazniejszego, ktory z czujnikéw i
dlaczego zdaniem Autorki jest najlepszy i godny polecenia analitykom. Ktéry z
modyfikatoréw podtoza o charakterze pétprzewodnikowym jest najkorzystniejszy i jaka
metoda unieruchomienia enzymu na modyfikatorze okazata sie metoda godng
polecenia w praktycznych zastosowaniach sensora. Nie przedyskutowano tez waloréw
wybranego czujnika w pordéwnaniu z innymi opisanymi w literaturze dla zwigzkdéw
fenolowych. Z pewnoscia bardzo obiecujgce s3 zaproponowane sensory optyczne
pracujgce w przeptywie. Wykorzystano je na razie do oznaczania ABTS, ale z pewnoscig
warte sg wyprobowania w rzeczywistych pomiarach fenoli w prébkach wadd
Srodowiskowych

Drobne uwagi:

1. Stowo ,zimmobilizaowana” czesto powtarzajgce sie w pracy warto zastgpié

stowem ,,unieruchomiona”

2. W przypadku pikéw woltametrycznych nie uzywamy pojecia intensywnosé

piku (str. 59) tylko prad piku.

3. Zamiast przytaczania biokatalizatora do macierzy stosowatabym raczej pojecie

przytgczania do matrycy, lub do warstwy polimeru.

Podsumowujgc prace doktorskg pani mgr Agnieszkl Jedrychowskiej uwazam, ze
jest to wartosciowy wkiad w dziedzinie czujnikdéw, wykorzystujgcych warstwy
polimerowe i enzymy, jako katalizatory utleniania zwigzkéw fenolowych. Imponujgcy
jest rozmiar wykonanej pracy mierzony bogactwem przebadanych zwigzkéw,
testowanych jako modyfikatory elektrod oraz rzetelnie prowadzonymi badaniami
optymalnego sposobu unieruchomienia obu enzymdéw. Obiecujgcy jest takze

zaproponowany czujnik optyczny do pracy w warunkach przeptywowych.

Mgr Agnieszka Jedrychowska jest wspoétautorka 11 publikacji naukowych w tym 7
prac posiada wspétczynnik IF, wszystkie prace zostaty opublikowane w bardzo dobrych
czasopismach naukowych. Jest wspotautorka 9 patentdw orz 2 zgtoszen patentowych.
Doktorantka przedstawiata wyniki swoich badan w 21 komunikatach konferencyjnych

Jest tez kierownikiem projektu NCN Preludium. Caty dorobek naukowy, praca



doktorska, dziatalnos¢ naukowa, uzyskane nagrody i stypendia potwierdzajg, ze jest to

wyrdzniajacy sie mtody, ale juz ze sporym doswiadczeniem, pracownik naukowy.

W oparciu o przeprowadzong analize rozprawy stwierdzam, ze praca mgr inz.
Agnieszki Jedrychowskiej spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim przez Ustawe
o stopniach naukowych i tytule naukowym i wnioskuje o dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wktad doktorantki w rozwdj czujnikow
elektrochemicznych oraz optycznych wykorzystujgcych enzymy uwazam za znaczacy i

dlatego wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.

Renata Bilewicz



