Prof. dr hab. Jolanta Bryjak Wroctaw, 24.08.2023
Profesor emerytowany

Wydziat Chemiczny

Politechnika Wroctawska

Recenzja
rozprawy doktorskicj mgr inz. Moniki Kaczmarek, zatytutowancj

»Enzymatyczna funkcjonalizacja bakteryjnej nanocelulozy”,

zrealizowanej pod opiekg dr hab. inz. Anety Biatkowskiej i dr inz. Karoliny Ludwickiej z

Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki F.odzkiej.

Bakteryjna nanoceluloza to material wielofunkeyjny, o strukturze tréjwymiarowego zelu,
produkowany przez mikroorganizmy, a dzigki swoim wiasciwo$ciom posiada juz istnicjace
zastosowania oraz wskazuje sig ciggle na nowe obszary wykorzystania. Wérod réznych galezi
przemyshu, zainteresowanych bionanocelulozg, nalezy wymieni¢: produkcje komponentow
do zywnosci, otrzymywanie opakowan do produktéw spozywczych, — otrzymywanie
materialow opatrunkowych i stosowanych w inzynierii tkankowej, przemyst papierniczy,
tekstylny i elektroniczny. Potencjat aplikacyjny tego materiatu jest ograniczany problemami
zwigzanymi ze zwigkszaniem skali produkeji, gdyz bakterie wytwarzajace blony celulozowe
wymagajg stosowania specyficznych bioreaktorow oraz zmudnej optymalizacji produkcji.
Tematyka otrzymywania bionanocelulozy jest jednym 2z obszaréw badawczych,
realizowanych w Instytucie Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej PE od wielu lat.
Poniewaz miatam przyjemnos¢ by¢ recenzentkg rozprawy doktorskiej, dotyczace;
modyfikowania wlasciwosci bakteryjnej nanocelulozy poprzez inzynierig roztworéw, a takze
doboru warunkéw procesowych, nie cheiatabym si¢ w kolejnej recenzji powtarzaé. Pragne
jedynie podkredlié, Ze logiczng kontynuacjg tego nurtu badan jest funkcjonalizacja
otrzymywanych blon, umozliwiajaca poszerzenie wachlarza istniejacych i potencjalnych
zastosowan bakteryjnej celulozy. Dlatego uznaj¢ przedstawiong do recenzji rozprawe
doktorskg mgr inz. Moniki Kaczmarek za tematycznie i naukowo aktualng i o duzym
potencjale aplikacyjnym w obszarze tworzenia nowatorskich systeméw pakowania i
przechowywania produktow spozywezych.

Gtowny cel ocenianej dysertacji dotyczy efektywnej enzymatycznej funkcjonalizacji
bton nanocelulozowych, produkowanych przez Komagataeibacter xylinus E26. Zastosowano

w tym celu utlenianie celulozy lityczng polisacharydowg monooksygenaza (LPMO),



relatywnie nowym enzymem, komercyjnie niedostgpnym. Uzyskany zmodyfikowany
material  zostat scharakteryzowany od strony morfologicznej, strukturalnej i
fizykochemicznej, a jego mozliwosci praktycznego zastosowania testowano immobilizujac
modelowy enzym — lizozym — majgcy ugruntowang pozycj¢ w technologiach przemystu
spozywczego, w tym w pakowaniu i przechowywaniu produktow spozywczych.

Przedstawione opracowanie zostato przygotowane w klasycznej formie, czyli sktada
si¢ ze Wstepu (26 stron), przedstawienia materialow 1 stosowanych metod badawczych (41
stron), opisu uzyskanych wynikoéw (46 stron), dyskusji (18 stron) oraz wnioskow (3 strony).
Na uwage zwraca fakt, Ze mgr inz. Monika Kaczmarek napisata dysertacje w trudniejszej
formule uniwersyteckiej, w ktorej dyskusja jest oddzielona od czgsci przedstawiajgcej
wyniki, a udzial Wstgpu nie przekracza zwyczajowego progu 20% w stosunku do cato$ci
dysertacji. Calos¢ opracowania zostala poprzedzona dwujezycznymi streszczeniami z
wykazem stosowanych skrotow, opatrzona spisem 246 pozycji cytowanej literatury 1
zestawieniem dorobku naukowego. Rozprawa jest napisana poprawna polszczyzna,
przejrzyscie 1 z bardzo dobrg jako$cig prezentacji wynikéw w formie tabel 1 wykresow. Z
drobnych uchybien nalezy wymieni¢ nie zawsze prawidlowa interpunkcje i zdarzajace si¢
kalki jezykowe, ktorych najwiecej znalazlo si¢ na stronie 38 (np.: ,.elastyczny linker”, ,,N-
terminalna domena™). Brakuje rowniez petnej informacji przy 108 odno$niku literaturowym.

We wprowadzeniu Autorka nawigzuje do faktu, iz bakteryjna nanoceluloza zazwyczaj
jest funkcjonalizowana metodami chemicznymi lub fizycznymi, ktére sa ekonomicznie
uzasadnione, ale nieoboje¢tne dla $rodowiska. Wprowadzanie grup funkcyjnych mozna tez
przeprowadzaé enzymatycznie; szczegélnie czgsto stosuje si¢ lakaze z mediatorami (np.:
TEMPO), lipazy czy heksokinazy. Najnowsza grupg enzymoéw sa lityczne
polisacharadrydowe monooksygenazy i ich zastosowanie do wprowadzania grup funkcyjnych
w strukture blon sg przedmiotem rozprawy doktorskiej. Stad tez wynika uktad przegladu
literaturowego: od przedstawienia informacji o otrzymywaniu bakteryjnej nanocelulozy,
poprzez opis stanu wiedzy na temat jej modyfikacji i mozliwych zastosowan, po budowg i
dzialanie litycznej polisacharydowej monooksygenazy. Jest to cz¢$¢ bardzo starannie
opracowana i bezposrednio zwigzana z gléwnym celem badan.

Czgs¢ eksperymentalng rozpoczyna przedstawienie celu i zakresu wykonanych badan,
przektadajgc teoric na konkretne zadania badawcze, takie jak: wybor formy blony
nanocelulozowej do dalszej funkcjonalizacji, etap funkcjonalizacji i scharakteryzowanie

uzyskanego preparatu, immobilizacja lizozymu na otrzymanym materiale oraz, wienczace



dzieto, zbadanie wiasciwosci  katalitycznych preparatu enzym-nosnik i wykonanie
wybranych testow funkcjonalnych.

Obszerny zakres badan, o charakterze przekrojowym, znalazl odzwierciedlenie na 41
stronach rozdziatu o materiatach 1 stosowanych metodach. Informacje podane w tej czgsci sa
kompletne i umozliwiajg samodzielne odtworzenie wszystkich eksperymentow 1 obliczen.
Zwraca uwage bardzo dobre opracowanie statystyczne wynikow oraz dobor odpowiednich
metod analitycznych i obliczeniowych do poszczegolnych zadan Nie rozumiem tylko,
dlaczego enzymatyczne utlenianie prowadzono z 1.5 mg blony natywnej 1 3,2 mg
merceryzowanej (str. 53), co zmienia stosunek enzymu do ,,substratu” i moze mie¢ wplyw na
uzyskane wyniki.

Przedstawienie rezultatow eksperymentow Doktorantka rozpoczeta od wyboru formy
bionanocelulozy do dalszych badan (homogenat, mokre btony i po suszeniu proézniowym lub
liofilizacji). Jakkolwiek sorpcja LPMO i ilo$¢ wygenerowanych miejsc utlenien nie
oferowaly ewidentnego wskazania na btony liofilizowane, to w polaczeniu z informacjg o
zachowaniu przez nie pierwotnej struktury przestrzennej i tatwo$¢ przechowywania, jest to
wybor uzasadniony. W dalszym etapie mgr inz. Monika Kaczmarek przedstawita obszerny 1
wyczerpujgey rozdzial dotyczacy rzeczywistej optymalizacji enzymatycznego utleniania
liofilizowanej blony z wykorzystaniem metodologii powierzchni odpowiedzi, z
cksperymentami zaprojektowanymi zgodnie z centralnym planem kompozycyjnym, a
uzyskane wyniki postuzyty do dobrania empirycznego modelu matematycznego. W efekcie
Autorka uzyskata dane wyjsciowe, pozwalajgce zmaksymalizowa¢ ilo§¢ miejsc utlenien i co
zostalo zwalidowane 1 z sukcesem zweryfikowane eksperymentalnie. Moim zdaniem jest to
szczegoOlnie istotny element ocenianej dysertacji.

Wychodzac z zalozenia, ze ilo$¢ wygenerowanych enzymatycznie miejsc utlenien
powinien zaleze¢ od stopnia krystaliczno$ci, Doktorantka udowodnita, ze zliofilizowane
blony, po uprzedniej merceryzacji, charakteryzuje nizszy indeks krystalicznosci, ale tez
nizsze warto$ci wiazania LPMO z powierzchnig materiatu. Co ciekawe, mimo zmniejszonej
sorpcji enzymu, ilo$¢ wygenerowanych miejsc utlenien byla 4-krotnie wigksza. Stad,
stusznie, dalsze badania objety zastosowanie blon niemodyfikowanych i merceryzowanych
przed liofilizacja. Dotyczyly one oceny morfologii powierzchni (SEM), charakterystyki
wprowadzonych grup funkcyjnych (FTIR-ATR), stopnia krystaliczno$ci (XRD), degradacji
w glebie gkowej, podatnosci na hydrolize z udziatem enzyméw celulolitycznych oraz
zdolnosci do adsorpcji  Czerwieni Kongo. Uwzgledniajgc wiasciwosci uzytkowe

merceryzowanych blon Autorka zauwazyla, ze charakteryzujg si¢ mniejsza podatnoscia na




biodegradacj¢ i enzymatyczng hydrolize oraz stabszg sorpcja barwnika. (Drobna uwaga.
Ustawiajgc na Wykresie 10 ten sam zakres na osi czasu, lepiej byloby wida¢ uzyskane
roznice w szybko$ci degradacji.). Stad dalsze badania prowadzono z membrang natywna,
poddang liofilizacji i enzymatycznemu utlenieniu.

W ostatnim etapie badan Doktorantka przeprowadzila szereg eksperymentow,
pozwalajacych oszacowa¢ mozliwosci aplikacyjne otrzymanego preparatu nanocelulozy, z
posrednim wskazaniem na nowatorskie systemy pakowania i przechowywania zywnosci. W
tym celu zajeta si¢ immobilizacja adsorpcyjng lizozymu na sfunkcjonalizowanych i
natywnych blonach, rozpoczynajac od dobrania warunkéw wigzania, a nastepnie potwierdzita
zwigzanic enzymu analizag FTIR-ATR. Nastgpnie wyznaczyla parametry roéwnania
Michaclisa-Menten i zbadata stabilno$¢ w warunkach przechowywania badanych preparatow.
Autorka wykazata, ze efektywnos¢ immobilizacji jest znaczgco wigksza dla utlenionych bton,
niz w przypadku bton natywnych, ale przy poréwnywalnej aktywnosci hydrolitycznej i
stabilnodci. Do tej czgsci mam kolejng uwage. Parametry kinetyczne immobilizowanych
enzymow nie s3 tozsame z parametrami enzymow natywnych, gdyz te pierwsze, z definicji,
zawierajg takie zjawiska jak opory dyfuzyjne i wspolezynniki podziatu, a co zostato przez
Autork¢ znaczone w Dyskusji. Dawniej zalecano, aby te réznice podkre§laé w indeksie
dolnym jako wartosci efektywne lub pozorne (ang.: effective, apparent; eff, app). Poza tym
linearyzacja wskazuje, Ze moze mie¢ miejsce inhibicja substratem, co warto sprawdzic.

Najciekawszym clementem ocenianej rozprawy sg testy funkcjonalne, ktore objety
badania nad aktywnoscig przeciwbakteryjng i antyoksydacyjna. W tych przypadkach
zasadno$¢ zastosowania enzymatycznego utlenienia blon jest bardzo dobrze wyrazona.
Cytujgc Autorke: ,Niniejsze badania wskazuja zatem na mozliwoéé zastosowania kompozytow
oxBNC-LYS w przemysle spozywezym, jako aktywne opakowania lub wktadki dodawane do
produktéw  spozywczych, majagce =za zadanie hamowanie wzrostu niepozadanych
mikroorganizméw ...” oraz ... moglyby przedhizy¢ okres przydatnosci do spozycia
zapakowanej zywnosci poprzez zapobicganie i/lub spowalnianic niepozgdanym procesom
utleniania lipidow i biatek.”

Dyskusje wynikéw oceniam jako wykonang profesjonalnie, wnikliwie i nie mam zadnych
zastrzezen. Jest to zdecydowanie najlepszy i najciekawszy element opracowania.

Czgs¢ eksperymentalng koniczg wnioski, do$é nieszcze$liwie poszatkowane na
poszcezegllne etapy badan, jakby nie mialy powiazan. W dodatku znaczna ich czesé to
obserwacje, a nie wnioski, gdyz generujg pytania ,dlaczego?”’ i pozostawiajg je bez

odpowiedzi. Dla przyldadu: ,,Obrobka termiczna bakteryjnej celulozy doprowadza do




ograniczenia dostgpnosci jej powierzchni dla dziatania enzymow.” Tu nie wiadomo, jaki typ
obrébki termicznej i co moze by¢ przyczyng. Kolejny wniosek: ,,Mechaniczna dezintegracja
(homogenizacja) BNC pozwala na osiagni¢cie najwigkszej wydajnosci enzymatycznego
utleniania tego biomaterialu.”, a w domys$le pozostaje wigksza dostepnosé wiokien
celulozowych dla enzymu. Zaskakuje tez brak wniosku wynikajacego z obliczen z
wykorzystaniem modelu izotermy sorpcji Langmuira, zastosowanie ktorego uwazam za duza
zaletg tego etapu. Pominigte zostaty tez wyniki dotyczace wydajnosci oksydacji wszystkich
badanych form materialu. W obu przypadkach homogenat posiadal znacznie lepsze
wilasciwosci od liofilizowanych blon. Nie jest to w ewidentnej sprzeczno$ci z bardzo dobrze
sformutowanym wnioskiem ostatnim (w tej grupie). Mam nadzieje, ze wigkszos¢ stwierdzen
faktow zostanie zamieniona na wnioski o charakterze bardziej ogélnym w publikacji, ktora
powinna powsta¢ na bazie uzyskanych wynikdéw, po potaczeniu z optymalizacjg warunkow
enzymatycznego utleniania. I tu duze zaskoczenie; Autorka zastosowala nowoczesng
technike optymalizacyjna, ale we wnioskach nie ma o tym informacji. W tej sytuacji, z
samych stwierdzen i wnioskéw, wynika metoda prob i bledow. W sumie ten rozdziat
wskazuje na duze umiejetnosci Doktorantki w obszarze analizy, natomiast umiejetnosci
syntezy 1 formulowania wnioskow nalezy udoskonali¢.

Podsumowujac recenzjg cheiatabym zaznaczy¢, ze, poza powyzszymi uwagami, nie
mam zadnych powazniejszych zastrzezen. Calosciowo praca zawiera wiele interesujgcych
wynikow, w badaniach wykorzystano bogata palete metod analitycznych, optymalizacje
procesu utleniania i eksperymentalng weryfikacj¢ potencjatu aplikacyjnego. Za najwazniejsze
osiggnigcie doktorantki uwazam wykazanie, ze otrzymane blony, po enzymatycznym
sfunkcjonalizowaniu i1 zaadsorbowaniu lizozymu, moga stanowi¢ element opakowania,
przedtuzajgcy trwato$¢ zywnosci i to na dwa sposoby: hamowanie wzrostu mikroorganizmow
i spowolnienie utleniania lipidow i biatek. Zatem cel naukowy rozprawy, polegajacy na
udowodnieniu, ze blony nanocelulozowe moga efektywnie zostaé sfunkcjonalizowane

lityczng polisacharydowa monooksygenaza, zostat w pelni osiggniety.

Whioski koncowe

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorskg oraz z dwoma publikacjami, ktére powstaty
w czasie jej realizacji, stwierdzam, ze dysertacja mgr inz. Moniki Kaczmarek, zatytutowana
,»Enzymatyczna funkcjonalizacja bakteryjnej nanocelulozy” speinia z nadmiarem wymagania
stawiane przez Ustawg¢ o szkolnictwie wyzszym i1 nauce z dn. 20 lipca 2018 r. oraz

zwyczajowe kryteria, stawiane rozprawom doktorskim. Wnioskuje zatem o jej przyjecie i



dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postepowania przed Radg ds. Stopni
Naukowych w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia zywnosci i
zywienia Politechniki Lodzkiej. Jednoczesnie, uwzgledniajac rozleglosé prowadzonych
badan cksperymentalnych oraz uzyskane wyniki o charakterze naukowym i aplikacyjnym,

wnioskuje o wyréznienie dysertaci.
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Whiosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

Dysertacja mgr inz. Moniki Kaczmarek, zatytutowana ,,Enzymatyczna funkcjonalizacja
bakteryjnej nanocelulozy”, dotyczy wykorzystania mato poznanej litycznej polisacharadowej
monooksygenazy do wiaczania w struktur¢ nanocelulozy reaktywnych ugrupowan
chemicznych, pozwalajacych na jej dalsze funkcjonalizacje i poszerzajagce mozliwosci
aplikacyjne materiatu podstawowego. Tematyka sama w sobic jest aktualna i poszerza wiedze
na temat otrzymywania wielofunkcyjnych materiatéw. Na podkreslenie zashuguje fakt, ze
Doktorantka otrzymywata membrany nanocelulozowe, wykonata serie modyfikacji oraz ich
podstawowg charakterystyke strukturalng i funkcjonalng na poszczegélnych etapach badan i
wykorzystata nowoczesne metody planowania eksperymentow. Nalezy rowniez dodaé, ze w
jej dorobku naukowym znajdujg si¢ warto§ciowe dwie publikacje. Dlatego uwazam, ze
rozprawa doktorska mgr inz. Moniki Kaczmarek spelnia z nadmiarem wymogi stawiane tego

typu dysertacjom.



