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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Eweliny Sochy
pt. ,Przewodzace materialy kompozytowe na bazie poli(3,4-

etylenodioksytiofenu) z immobilizowana oksydaza glukozowsg”

Praca doktorska magister Eweliny Sochy zostala zrealizowana W Katedrze Chemii
Nieorganicznej 1 Analitycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu f.6dzkiego, pod
kierunkiem prof. UL dr hab. Stawomiry Skrzypek oraz promotora pomocniczego dr.
Pawla Krzyczmonika. Recenzowana rozprawa dotyczy badaf majacych na celu
otrzymania biosensorow clektrochemicznych czutych na glukozg opartych na modyfikacji
clektrod platynowych i zlotych za pomocy poli(3,4-etylenodioksytiofenu) z
immobilizowana oksydazg glukozowg.

Tematyka pracy wybranej przez magister Eweling Sochg jest bardzo waZna i
wpisuje si¢ nurt sainteresowan wielu dziedzin glownie zwigzanych z medycyna, ale
rowniez biotechnologia, czy tez przemystem spoZywczym. Dokiadnoé¢ i szybkosé
okreélenia poziomu glukozy jest szczegllnie istotne W przypadku oséb chorych na
cukrzyce. W zwigzku z tym istnieje ciagie zapotrzebowanie na nowe rozwigzania
umozliwiajace oznpaczanie tego cukru prostego, majace na celu obnizenie granicy
wykrywalnosci, zwickszenie zakresu liniowosci, zmniejszenie interferencji zwiazanych z

matryca probki, miniaturyzacje, zmniejszenie kosztow itp. Obecnie jednym z najbardziej
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popularnych sposobéw oznaczania glukozy sa procedury wykorzystujace sensory.
Swiadczy o tym chociazby rosngca z roku na rok liczba artykuléw naukowych
poéwigconych tej tematyce. Opierajac sie na danych zebranych przez ISI Web of
Knowledge w 2002 roku opublikowano niewiele ponad 300 artykulow opisujacych
sensory glukozy, podczas gdy w roku 2011 byto juz ich prawie 800. Nie dziwi wige fakt,
7e ta tematyka zainteresowata si¢ rowniez Doktorantka. Rozprawa doktorska magister
Eweliny Sochy zostala przedstawiona w formie oprawionego maszynopisu obejmujgcego
180 stron, do ktérego dodane zostaly kopie czterech artykutow, ktorych wspodlautorem
jest Doktorantka. Spis literaturowy zawiera 154 pozycje i na podkreslenie zastuguje fakt,
7e zaprezentowano je wraz z podaniem tytutu kazdego cytowanego artykulu, co
wymagato od Doktorantki wigkszego nakladu pracy, lecz dzigki temu rozprawa zyskata
na wartodci. Bardzo uzyteczny jest dodany do pracy wykaz uzywanych skrotow.
Struktura pracy jest tradycyjna i sktada si¢ z dwoch czedci: teoretycznej i doswiadczalnej.
W czesci pierwszej, ktora sklada sig z 8 rozdziaiéw, po wstepie, nastepuje wprowadzenie
literaturowe przedstawione na 53 stronach.

Wstep literaturowy jest scisle zwigzany z tematyka prowadzonych badan
eksperymentalnych. Na poczatku Doktorantka opisuje polimery przewodzace, ze
szczegdlnym uwzglednieniem poli(3,4-etylenodioksytiofenu). Kolejny z rozdzialow
poswiccony jest sensorom chemicznym i biosensorom, ich klasyfikacji, zastosowaniu
oraz sposobom immobilizacji enzyméw w biosensorach. Bardzo zwiezle i logicznie
Doktorantka podaje najwazniejsze informacje o oksydazie glukozowej i glukozie, ktdre
wykorzystuje w swoich pomiarach. Nastgpnie opisane sg biosensory glukozy wraz z
pordwnaniem najwaznicjszych parametrow dla wybranych, opracowanych na przestrzeni
lat amperometrycznych biosensorow glukozy wykorzystujacych oksydaze glukozowa
jako enzym. W kazdym przypadku autorka wyjasnita, w jaki sposob unieruchamiany byi
enzym. Na konicc czesci teoretycznej Doktorantka przedstawia chemiczne |
enzymatyczne metody oznaczania stgzenia glukozy oraz najwazniejsze informacje o
metodach pomiarowych zastosowanych w niniejszej rozprawie. Uwazam, ze podane

informacje sg bardzo przydatne, umiejetnic przyblizaja czytelnikowi problematyke




rozprawy doktorskiej i stanowia dobre wprowadzenie do jej czesci eksperymentalne;.
Podsumowujac  cze$é literaturows, mozna stwierdzi¢, ze odpowiednio zebrana
bibliografia dowodzi dobrej znajomosci przedmiotu badaf. Nie mam réwniez zastrzezen
do logiki i sposobu narracji wprowadzenia do rozprawy. Redakcja pracy jest staranna i
dobrze si¢ ja czyta.

Z obowigzku recenzenta muszg jednak zauwazyé, ze Autorka nie ustrzegla sie
pewnych drobnych niedociagniec:
- I tak, w podpisach do wigkszosci rysunkéw prezentowanych w czgsci teoretycznej
(doktadnie w 37 z 45) brakuje odnosnikéw literaturowych. A w wiekszosci przypadkow
jak mozna si¢ domysla¢ np. zdjecia naukowcéw, schematy reakcji, sg to dane
zaczerpniete z literatury.
- str. 26. Autorka pisze ,Sensory i biosensory pozwalajg zabezpieczy¢ produkty
spozywcze...” Moim zdaniem jest to zbyt duzy skrét mys$lowy i zamiast ,.zabezpieczyé”
powinno by¢ np. , kontrolowaé”,
- zdarzajg si¢ tez drobne literéwki, np. str. 55 ,,okreslona jest réwnanie...” zamiast
wokreslona jest réwnaniem...”, |, differentia” zamiast wdifferential”. Ale takie drobne
bledy sg nie do uniknigcia przy tak obszernym materiale.
- Odnosniki literaturowe na kosacu zdania raz podawane sg po kropce koficzacej zdanie, a

raz przed. Moim zdaniem powinno to byé ujednolicone.

W czesci doswiadezalne] mozna wyr6znié dwa gléwne zadania, ktére stanowig
podstawe przedstawionej rozprawy doktorskiej:
1) Otrzymanie biosensora glukozy z wykorzystaniem polimeru przewodzgcego oraz
oksydazy glukozy jako enzymu stosujge Jako podioze elektrode platynowq.
2) Otrzymanie biosensora glukozy typu plaster miodu z wykorzystaniem polimeru
przewodzgcego oraz oksydazy glukozy jako enzymu stosujge jako podioze elektrode ziotq.
W przypadku pierwszego zadania Autorka dokladnie opisuje w jaki sposob
przygotowywala powierzchnie elektrody platynowej oraz nastepnie jej modyfikacje z

wykorzystaniem kompozytu na bazie EDOT-u z kwasem poliakrylowym {ub EDOT-u z
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kwasem antranilowym. W ten sposéb otrzymata dwie rézne elekirody, ktére w pracy
nazwane zostaly biosensorem A i B. Kolejnym krokiem byla immobilizacja na
powierzchni tych modyfikowanych elektrod oksydazy glukozy. Na podstawie danych
literaturowych Doktorantka opracowata wilasng procedure immobilizacji enzymu, ktéra
opisata w rozdziale 6. W celu uzyskania biosensoréw o jak najlepszych parametrach
Doktorantka dokonala optymalizacji szeregu parametrow takich jak: rodzaj kompozytu
modyfikujgcego, grubos¢ warstwy kompozytu, dobor czynnika domieszkujacego
kompozyt. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw Autorka jako zwigzek
domieszkujgcy wybrata roztwor soli litowej kwasu poli(4-styrenosulfonoweg) i dokladnie
zbadala wplyw jego stezenia na prace biosensora. Kolejnym krokiem bylo zbadanie
czynnikéw warunkujacych unieruchomienie oksydazy glukozowej na powierzchni
zmodyfikowanej elektrody. W tym celu zbadany zostal wplyw stezenia chlorowodorku
N-(3-dimetyloaminopropylo)-N-etylokarboimidu oraz stezenia oksydazy glukozy. Na
koniec Doktorantka zbadala stabilnos¢ i trwalo$¢ otrzymanych w zoptymalizowanych
warunkach biosensoréw oraz wyznaczyla ich krzywe wzorcowe oznaczania glukozy.
Zardwno biosensor A jak i B zostaly zbadane pod katem wykorzystania ich jako
sensordw 11 III generacji. W przypadku zastosowania opracowanych biosensorow A i B
Jako sensoréw III generacji Autorka uzyskata niezadawalajgce wyniki i eksperymentalnie
potwierdzita, ze opracowane przez nia elektrody sg odpowiednie do pracy jako sensory I
generacji.

Doktorantka w celu sprawdzenia praktycznego zastosowania opracowanych przez
nig biosensoréw sprawdzita wplyw kwasu askorbinowego jako potencjalnego interferenta
oraz przeprowadzita oznaczanie glukozy w produktach pochodzenia naturalnego, takich
jak sok jabtkowy, napdj winogronowy, napoj energetyczay i miod.

W przypadku drugiego zadania, ktére bylo celem tej pracy, Autorka doktadnie
opisuje w jaki sposéb przygotowala biosensor typu plaster miodu na bazie elektrody
ziote). W tym celu, podobnie jak w przypadku pierwszego zadania, opisany zostal sposéb
przygotowania powierzchni elektrody zlotej, w jaki sposoéb nakladana byla matryca

polistyrenowa umozliwiajaca uzyskanie struktury plastra miodu oraz warunki
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modyfikacji kompozytem przewodzacym. Dokiorantka opisala charakterystyke zaréwno
parametréw fizycznych jak i chemicznych otrzymanych warstw mikrostrukturalnych.
Niestety, przeprowadzone pomiary si¢zenia glukozy z uzyciem biosensoréw typu plaster
miodu nie przyniosty satysfakcjonujgcych rezultatow i jak napisala sama Doktorantka
biosensory te wymagaja dalszej optymalizacji, w celu poprawy ich funkcjonowania.
Mimo niezadawalajagcych w pelni wynikéw nalezy doceni¢ wkiad pracy jaki wlozyla
Doktorantka w opracowanie otrzymania biosensoréw typu plaster miodu. Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka sama sprecyzowala z czym zwigzane byly
problemy dla tego typu otrzymanych przez nig biosensoréw, co $wiadczy, ze jest
obiecujacym mlodym naukowcem potrafigcym krytycznie podejsé do otrzymanych
wynikow.

Podsumowujgc przedstawiony do oceny dorobek doswiadezalny cheiatabym
podkreslié, ze przeprowadzone przez Doktorantke badania wymagaly bardzo
specjalistycznej i szerokiej wiedzy oraz zastosowania roznych metod pomiarowych takich
jak elektroliza statopradowa, chronowoltamperometria cykliczna, woltamperometria
puisowa réznicowa, spektrofotometria UV-VIS czy tez mikroskopia sit atomowych.
Swiadczy to o bardzo dobrych podstawach naukowych, wszechstronnosci i NowoczZesnym
podejsciu Doktorantki do postawionego problemu naukowego. Doktorantce udato si¢
wykonaé¢ zamierzone cele i zakonczyé $W0jg prace niewgtpliwymi osiagnieciami.

Z obowigzkuy recenzenta musz¢ jednak zauwazyé, ze Autorka prezentujgc swoje
badania w czesci doswiadczalnej nie ustrzegta si¢ pewnych drobnych niedociggnieé:

1} Brak informacji, na podstawie jakich danych literaturowych Doktorantka
przeprowadzita test aktywnosci enzymu unieruchomionego na powicrzehni clektrody
(rozdziat 6.2).

2) Moim zdaniem nie bylo potrzeby powtarzania tych samych rysunkow (Rys. 25, 26, 29
i 30), ktére byly juz zaprezentowane w czgsci teoretyczne;.

3) Tabela 9, str. 88. Czy badane byly nizsze i wyzsze str—;Zénia glukozy niz podane w
tabeli? A jezeli tak, to warto byloby napisa¢, czy dla wyzszych wartosci stezen glukozy

prad pikow rost, malal, czy tez nie ulegat zmianie.
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4) Str. 89, pierwsza linijka. Zamiast rys. 66 powinno by¢ rys. 63.
5) Brak informacji w czesci doswiadczalnej, ktére pomiary zostaly juz opublikowane.
Moim zdaniem powinny by¢ odpowiednie odnosniki literaturowe. Dotyczy to zaréwno
informacji tekstowych, jak i rysunkdw, ktdre zostaly juz opublikowane np. rys. 51, 52,
54, 65, 66, 71, 72 sa zamieszczone w pracy Bioelectrochemistry 101 (2015) 8-13.
6) W rozdziale 8.7 Autorka stwicrdza, ze biosensory sg stabilne i trwale przez 30 dni.
Jednak to nie wynika z danych podanych w tabeli 17, w ktorej podane sa informacje na
temat dziatania biosensora po 21 dniach a nastepnic po 102. Nie wiadomo jakie byly
parametry w okresie pomiedzy 21 a 102 dniem. Na jakiej wigc podstawie Doktorantka
okreslita stabilnos¢ i trwatosé na okres 30 dni ?
7) Dane przedstawione w Tabeli 25 (stezeniu 0.03 mol L' glukozy odpowiada natezenie
pradu 10,84 £ 0,75 pA) nie sg zgodne z rys. 79, na ktérym dla stezenia glukozy 0.03
mol L' natezenie pradu jest ponizej 10 pA.
8) W rozdziale 10 Doktorantka opisuje badania dotyczace wplywu kwasu askorbinowego
na oznaczanie glukozy. Moim zdaniem z korzyscig dla pracy byloby réwniez zbadanie
innych interferentdw, ktdre czesto sg obecne w matrycy prébek zawierajacych glukoze
np. kwas moczowy, mocznik, cholesterol, NaCl. Mozna by bylo mie¢ wtedy wigcej
informacji na temat potencjalnego, praktycznego wykorzystania opracowanych
biosensoréw dla réznych probek naturainych.
8) W rozdziale 13.2 Autorka opisuje sposdb nakladania matrycy polistyrenowej ale brak
informacji na jakiej podstawie wybrane zostaly stezenia stosowanych odczynnikow,
temperatura i czas poszczegolnych etapow.
9) W rozdziale 13.4 podane sa powierzchnie zmodyfikowanych elektrod i o ile sg one
wicksze w poréwnaniu do elektrod niezmodyfikowanych, jednak brak informacji w jaki
sposdb byly one wyznaczane.
10) W spisie publikacji (str. 177) Doktorantka podaje 5 opublikowanych artykutow, zag
do pracy dolaczone sa kopie tylko 4.

Mimo poczynionych uwag prace oceniam bardzo pozytywnie, a mgr Ewelina

Socha datl si¢ poznaé jako do§wiadczony eksperymentator, umiejacy wybra¢ odpowiednia
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metode badawcza, zaprojektowaé doswiadczenie i wyciagnac z otrzymanych rezultatdw
prawidlowe wnioski. Nalezy podkresli¢, Ze recenzowana praca wnosi nowe elementy do
preznie rozwijajacego si¢ dzialu nauvki jakim sa biosensory glukozy. Uwazam, Zze
realizacja zamierzonych celow zakonczyla si¢ sukcesem, co $wiadczy o dobrych
podstawach naukowych, wszechstronnosei i nowoczesnym podejsciu Doktorantki do
stawianych problemow naukowych.

Z pelnym przckonaniem stwierdzam, ze rozprawa zatytulowana Przewodzace
materialy kompozytowe na bazie poli(3,4-etylenodioksytiofenu) z immobilizowang
oksydaza glukozows”, spelnia wymagania merytoryczne i formalne Ustawy o Stopniach i
Tytule Naukowym stawiane pracom doktorskim. Wnioskuje o dopuszczenie mgr.

Eweliny Sochy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Malgorzata Graba




