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Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Celuloza bakteryjna to niezwykly hydrokoloidowy egzopolisacharyd o wyjatkowych
wiasciwodeiach fizyko-chemicznych i mechanicznych. Polimer ten jest obecnie wykorzystywany jako
substytut celulozy roslinnej, m.in. w medycynie i w przemyéle spozywezym, ale moze stuzy¢ takze jako
wszechstronny prekursor do otrzymywania nowych kompozytowych biomateriatéw funkcjonalnych do
zastosowania w przemy$le biotechnologicznym, kosmetycznym i farmaceutycznym. Jednak pewnym
ograniczeniem takiego rozwigzania jest koszt produkeji celulozy i konieczno$¢ modyfikacji jej struktury
celem wprowadzenia odpowiednich grup chemicznych poszerzajgcych mozliwosci dalszej funkcjonalizacji
biopolimeru. Do funkcjonalizacji celulozy powszechnie wykorzystuje si¢ metody chemiczne i fizyczne,
ktdre jak wiadomo nie sg selektywne, nierzadko wymagajg uzycia szkodliwych dla srodowiska zwigzkow
chemicznych i agresywnych warunkéw reakcji (ponadto negatywnie wplywajg na cytotoksycznosdc¢ i
immunogennos¢ otrzymanego materialu).

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Kaczmarek odpowiada na rosngce
zaintetesowanie, jakim cieszy si¢ dziedzina tzw. ,zielonych polimeréw”. Zakres tematu pracy znacznie
wykracza poza technologie produkeji celulozy mikrobiologicznej wkraczajge w obszar badan nad poprawg
i poszerzeniem wladciwosci uzytkowych tego polimeru. Badania nad fagodnymi, specyficznymi i
przyjaznymi dla srodowiska metodami enzymatycznej obrébki biopolimerdw, prowadzone sg od kilkunastu

lat, lecz ich wydajno$é i efektywnos$é jest niezadawalajgca, zaé liczba uzytecznych tu enzymow jest
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ograniczona do kilku biatek z klasy hydrolaz i oksydoreduktaz. Wsr6éd tych ostatnich znajdujg sig,
polisacharydowe monooksygenazy (LPMO), zdolne do oksydacyjnego rozszezepienia wigzan B-1.4-
glikozydowych polisacharydéw. Jednak, ze wzgledu na fakt, Zze badania nad tymi enzymami rozpoczgly sig
relatywnie niedawno, praktyczne implikacje ich uzycia w procesie biotransformacji celulozy bakteryjnej sa
mato poznane. To stanowito motywacje dla Doktorantki do podjgcia badan, ktére w mojej ocenie mozna
zaliczy¢ do nowatorskich i znajdujgcych si¢ w czoléwee kluczowych zagadnien wspdlczesnej
biotechnologii, i nie tylko, gdyz wytwarzanie cennych biopolimeréw i biokompozytéw z naturalnych
zasobdw to goracy temat, ktory szybko ewoluuje w naukach o polimerach organicznych. Cieszy réwniez
to, ze badania nad otrzymywaniem celulozy bakteryjnej, zainicjowane na tym Wydziale przez zesp6t prof.

Stanislawa Bieleckiego sg kontynuowane i rozwijane z sukcesem w Polsce przez mlodsze pokolenia.

Formalny opis rozprawy

Oceniana rozprawa doktorska liczy facznie 174 strony. Autorka podzielita dysertacjg na 6 gléwnych czesci,
w ramach ktérych wydzielita 11 podrozdziatloéw. Praca zawiera streszczenie w j. polskim i angielskim,
wykaz stosowanych skrotéw i symboli. Czg$é ,Wstep literaturowy” poprzedzony jest dwustronicowym
Wprowadzeniem, zawiera najwazniejsze informacje wprowadzajace w problematyke badawcza podjetg w
rozprawie. W liczgcej 34 stron .,Czesci doswiadczalney” zawarto facznie Cel i zakres pracy oraz opis
Materialéw i Metod badawezych podzielonych na 9 gléwnych podrozdziatéw. Trzystronicowy opis Celu i
zakresu pracy zilustrowano dodatkowo schematem etapéw badan realizowanych w doktoracie. W dalszej
czedei omowiono Wyniki bada#h (47 stron) oraz przeprowadzono oddzielnie Dyskusjg liczacg 19 stron.
Prace koficzg: majgce charakter podsumowania Wnioski koricowe, opis dorobku naukowego Doktorantki,
Bibliografia (zawierajaca 246 pozycji literaturowych). Uklad, struktura podzialu tresci, kolejnosé
rozdziatéw pracy sq poprawne i typowe dla pracy eksperymentalnej. Tutaj nie mam istotnych uwag, z

wyjatkiem jednej — Doktorantka mogta zamiescié Bibliograti¢ przed opisem swojego Dorobku naukowego.

Ocena merytoryczna rozprawy

Praca jest przejrzysta, napisana poprawnym jezykiem naukowym, rzeczowo przedstawione sg zagadnienia
teoretyczne, cel, jak i wyniki badan.

Wstep literaturowy jest intersujacy, oparty na aktualnych zagadnieniach i $cisle zwigzany z tematykg
pracy. Zawiera wszystkie potrzebne informacje, ktére sa niezbgdne dla zrozumienia omawianego tematu
oraz wiladciwe] interpretacji otrzymanych rezultatéw. Autorka przedstawila liczne argumenty
przemawiajgce za podjeciem badan. Lektura Wstepu nie pozostawia watpliwodei co do rozleglej wiedzy
Doktorantki. Z drugiej strony, zabrakto mi klarownego podkreslenia co wymaga jeszeze dopracowania jesli
chodzi o poprawe finalnych parametréw funkcjonalnych biomateriatow i jakie wyzwania stoja przed

naukowcami w dziedzinie chemicznej i enzymatycznej modyfikacji celulozy ro$linnej i bakteryjnej.
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Cho¢ Wstep literaturowy czyta si¢ z zainteresowaniem, nie jestem przekonany co do zasadnosci
dokonanego w podrozdziale 2 (,Funkcjonalizacja bakteryjnej nanocelulozy™) podziatu enzymatycznej
modyfikacji ocelulozy na metody bezposrednie i metody posrednie. Te drugie dotycza immobilizacji
enzyméw na powierzchni celulozy jako matrycy do unieruchamiania biatek, a nie modyfikacji
enzymatycznej w chemicznym rozumieniu tego stowa. Dyskusyjne sg takze niektore stwierdzenia, jak np.
to o wysokiej reaktywnosci chemicznej celulozy (str. 23).
Cel badaii jest przedstawiony logicznie i adekwatnie do zawartosci rozprawy, zawiera ponadio zwigzly
opis zakresu pracy oraz schematyczne przedstawienie pigeiu gtéwnych etapéw doswiadezen. Jako glowny
cel pracy Doktorantka postawila sobie ,ukierunkowang enzymatyczng modyfikacje bakteryjnej celulozy,
prowadzgcqg do funkcjonalizacji tego mikrobiologicznie syntezowanego materiaks”. Dodatkowym celem
byto przeprowadzenie charakterystyki strukturalnej i morfologicznej zmodyfikowanego przy uzyciu LPMO
biomateriatu, a takze ,weryfikacja jego potencialu aplikacyjnego jako skutecznego nosnika do
unieruchamiania enzyméw” w konteksécie wykorzystania takiego biokompozytu w nowatorskich systemach
przechowywania produktéw spozywczych, czy do zastosowati medycznych. Pomimo szeroko
sformutowanego celu badan, zawiera on informacje, ktore nie zostaly jednak doprecyzowane, np. co
Doktorantka miala doktadnie na myéli piszac o ukierunkowanej modyfikacji i funkcjonalizacji celulozy? Z
kolei informacjg, o tym, ze dobierata i opracowywala ,,mefode kwantyfikacji stopnia utlenienia BNC”
traktuj¢ jako niefortunne sformutowanie, gdyz stosowata tylko jedna metodg z kwasem bicinchoninowym.
Muterialy i Metody budawcze
Opis zastosowanych technik i metod badawczych pozwala na odtworzenie przeprowadzonych
doswiadczen. Wszystkie dane eksperymentalne zostaty poddane szeroko zakrojonej analizie statystycznej,
co uwiarygadnia informacje zawarte we wnioskach rozprawy doktorskiej.
Doktorantka wykorzystala w swojej pracy spektroskopie absorpcyjng UV-Vis, spektroskopie w
podczerwieni z transformacjg Fouriera (ATR-FTIR), skaningowg mikroskopie elektronows (SEM) i
dyfraktometrie rentgenowskg (XRD). Wybrane metody pozwolily na zobrazowanie topografii powierzchni
utlenionego biopolimeru, okre$lenie zmian powstatych w strukturze morfologicznej wibkien celulozowych,
i oceng stopnia jej krystalicznosei BNC, jednak moim zdaniem nie do kofica pomogly w identyfikacji
charakterystycznych grup funkcyjnych powstalych po reakcji utlenienia celulozy. Moze w wyniku
dokladniejszej analizy widm FTIR po dekonwolucji pasm, otrzymano by wigcej dowoddw
potwierdzajacych obecnoéé utlenionych grup w celulozie. Na uwage zasluguje bardzo przystgpny opis
przeprowadzonego modelowania i optymalizacji enzymatycznego utleniania celulozy z wykorzystaniem
metodologii powierzchni odpowiedzi (w skrécie znanej jako RSM) oraz zwigzta charakterystyka uzytych
technik mikroskopowych i spektroskopowych, utatwiajaca analiz¢ otrzymanych wynikow.

Poszczegblne etapy badan i eksperymenty przedstawione w dysertacji zostaly zaplanowane logicznie,
3
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uwazam, ze badania byty ambitne oraz zostaly prawidiowo i konsekwentnie przeprowadzone. Do tej czesci
mam tylko kilka pytan i uwag o charakterze rekomendacji.
W podrozdziale 6.3 opisujgcym kinetyke wigzania enzymu LPMO z BNC zabraklo odnosnika do krzywej
wysycenia enzym-substrat oraz informacji, ze oznaczenia wolnego enzymu wykonywano w réznych
odstepach czasowych. Te informacje pojawiajg si¢ dopiero w podrozdziale 6.5 dotyczgcym utleniania BNC
przez LPMO, co moim zdaniem zaburza nieco porzadek przekazywanych treéci. Tytul podrozdziatu 6.4
wLityezna polisacharydowa monooksygenaza” jest niejasno i zbyt ogdlnie sformutowany, ponadto na
podstawie opisu stwierdzam, ze powinien by¢ umieszezony w caloéei przed podrozdziatem .,6.3. Badanie
kinetyki wigzania LPMQO-BNC”. Z kolei podrozdzial ,,Badanie zdolnosci absorpeji barwnika” bardziej
pasowatby do podrozdziatu poswigconego ,,Ocenie potencjalu aplikacyjnego utlenionej BNC”,
W celu uzupelnienia informacji zawartych w tej cz¢sei dysertacji prosze Doktorantke o odpowiedz na kilka
pytan:

1. Z uwagi na mechanizm dziatania LPMO wskazujacy na oksydatywne rozszczepienie wigzaf
glikozydowych, chciatbym zapytaé, czy oprécz oceny stopnia utlenienia, byta brana pod uwage
ocena stopnia depolimeryzacji celulozy po obrébce enzymatycznej? Czy byt okreslany spadek
masy po dziataniu LPMO?

2. Zastanawiam si¢ dlaczego nie okre$lono wstepnie optymalnego pH i temp. dla dzialania litycznej
monooksygenazy NeLPMO9C w procesie utleniania otrzymywanych w tej pracy materiatow
celulozowych, tylko arbitralnie przyjeto wartosci (pH 6, temp. 30°C) na podstawie danych
literaturowych. Czy badania takie zostaly juz przeprowadzone wezeéniej w ramach wspdlpracy z
ofrodkiem zagranicznym? Jak nalezy rozumieé w tym kontekécie zawartg na str. 55 informacje ,,Na
podstawie obszernej analizy literatury przedmiotu oraz szeregu przeprowadzonych eksperymentéw
wstepnych opracowano nowatorskq rveakcje enzymatycznego, oksydacyjnego rozszczepiania
opornych, nierozpuszczalnych blon biocelulozy™?

3. W mojej opinii wplyw wartoéci pH $rodowiska powinien by¢ takze uwzgledniony w badaniach
dotyczgcych efektywnodéé immobilizacji lizozymu na celulozie bakteryjnej.

4. W jakiej formie uzywano substrat celulozowy do reakcji enzymatycznego utleniania i do badania
kinetyki wigzania enzymu LPMO? Czy miat on forme¢ zawiesiny koloidalnej, kawatkéw czy
skrawkéw blon? Przed suszeniem przeprowadzono homogenizacje materialu, czy zatem po
liofilizacji substrat stosowano w postaci proszku? Prosze o wyjasnienie tych kwestii.

5. Ponadto dlaczego do reakeji utlenienia i hydrolizy enzymatycznej zastosowano ponad dwukrotnie
wigkszg dawke celulozy merceryzowanej w pordwnaniu do celulozy natywnej (BNC)?

6. Reakcje utlenienia celulozy prowadzono w dwdch wariantach z uzyciem tlenu czasteczkowego i

nadtlenku wodoru. W jaki sposéb dostarczano tlen do ukladu reakcyjnego i czy usuwano lub
4
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ograniczano jego dostep przed dozowaniem H02?

7. Prosze o wyjasnienie na jakiej podstawie zatozono, ze stezenie cukrow redukujgcych odpowiada
liczbie wygenerowanych miejsc utleniefi po oksydacyjnym rozszezepieniu wigzan glikozydowych
przez enzym LPMO? Czy metoda, ktéra wykorzystano w pracy do oznaczenia stopnia utlenienia
celulozy. uwzglednia wszystkie migjsca redukujgce lacznie z oligomerami nierozpuszezalnymi w
wodzie, czy tylko uwolnione jednostki cukrowe rozpuszezalne w wodzie?

8. Jakg warto$¢ maksymalnego stezenia glukozy (jako 100% konwersji BC) przyjeto do obliczania
stopnia degradacji materiatléw celulozowych (str. 66)?

Wyniki

Pierwsza cze$¢ tego rozdzialu dotyczy badan nad doborem metody wstepnej obrobki celulozy bakteryjnej.
Sposrdd réznych form celulozy do dalszych badai wybrano celuloze wysuszong metodg liofilizacji. Jednak
tutaj chcialbym aby Doktorantka wyjasnita dlaczego nie zdecydowata sig na homogenat celulozy, ktory
zaréwno w tescie na wigzanie enzymu LPMO, jak pod wzgledem liczby wygenerowanych miejsc utlenien
okazat sig¢ lepszy od celulozy liofilizowanej. Widag, ze Doktorantka miata z tym pewien dylemat, poniewaz
na str. 78 podaje dwa sprzeczne stwierdzenia na temat najwigkszej podatnoscei na enzymatyczne utlenienie
obu form celulozy. Jesli zalezalo jej na zachowaniu odpowiedniej tréjwymiarowej struktury
nanofibrylarnej, to czy nie mogla zliofilizowa¢ réwniez homogenatu celulozy? Poza tym proszg o
potwierdzenie, czy do do$wiadczen optymalizacyjnych reakeji utleniania celulozy uzywano liofilizatu
BNC - nie jest to jasno napisane. Modelowanie i optymalizacje warunkéw enzymatycznego utleniania
BNC przeprowadzono przy uzyciu metody RSM. Zoptymalizowano stezenie H20», czas trwania reakcji
utlenienia i iloéé enzymu LPMO. Okre§lone matematycznie optymalne warunki tego procesu zostaly
zweryfikowane badaniami eksperymentalnymi. Prognozowana warto$¢ liczby miejsc utlenien byla prawie
identyczna z wartoécig otrzymang eksperymentalnie, co potwierdza wiarygodnosé opracowanego modelu
matematycznego. T¢ cz¢s¢ badan uwazam za bardzo wartosciows, niemniej jednak uwzglednienie innych
czynnikéw (np. temperatury) na etapie selekcji zmiennych istotnych statystycznie, jeszcze bardziej
podniostoby warto$¢ aplikacyjng wynikéw pracy. Na wykresach 5 zabraklo odpowiednich oznaczei
istotnosci statystycznej, ktére ulatwilyby zrozumienie podstawy péZniejszego wyznaczenia zakresow
zmiennoéci badanych parametréw wejsciowych.

W kolejnej czedcei pracy Pani mgr Monika Kaczmarek dobrata stezenie NaOH do merceryzacji celulozy i
przeprowadzila analize wplywu tego procesu na wydajno$é¢ utlenienia, morfologi¢ powierzchni, rozklad
érednicy widkien i wielkosci poréw, oraz stopien krystalicznodei w biomateriale, Wyniki zestawila dla
natywnej i utlenionej celulozy. W dalszej kolejnosci dokonata oceny podatnosci tych materiatéw na
degradacje w glebie i hydrolize enzymatyczng przy uzyciu preparatu celulolitycznego.

Poréwnujgc warto$ci indekséw krystalicznosci wydaje sie, ze 20% stgzenie NaOH byloby lepszym
5



- 'umcs

wyborem do alkalicznej obrébki celulozy niz stezenie 15%. Wprawdzie, jak stusznie zauwaza Doktorantka,
zbytnie obkurczenia si¢ materiatu traktowanego 20% NaOH moze prowadzié¢ ,,do nadmiernego zbicia
(upakowania) materiatu, mogqcego ograniczy¢ dostgpno$é enzymow do jego powierzchni”, jednak sadzg,
ze problem ten mozna bylo sprébowac rozwigzac poprzez poddanie celulozy pgeznieniu w odpowiednim
roztworze wodnym przed uzyciem jej do kolejnych zastosowail.

Co do uwag krytycznych, trudno zgodzié si¢ ze stwierdzeniem, ze .,analiza organoleptyczna™ natywnych i
merceryzowanych celuloz ,umozliwita okreslenie zmian zaistnialych w strukturze BNC na skutek jej
obrobki alkalicznej”. Pozwolita ona raczej poréwnaé zmiany w wygladzie i ksztalcie, co przedstawia Rys.
20. Doktorantka wykazala, Zze merceryzacja bakteryjnej celulozy umozliwia czterokrotne zwigkszenie jej
enzymatycznego utlenienia. Warto byloby sprawdzié, czy podczas samego procesu merceryzacji nie
dochodzi do czgsciowego generowania miejsc utlenien w celulozie i jej czgsciowej depolimeryzacji —
wskazujg na to pewne podobiefistwa zmian na widmach FTIR celulozy utleniane] enzymatycznie i

! wskazujacy na rozerwanie

traktowanej NaOH (np. spadek intensywnos$ci pasm w obszarze 1160 cm’
wigzan C-O-C B-1,4-glikozydowych). Jesli wyniki te nie byly jeszcze publikowane w naukowych
czasopismach, zalecalbym zweryfikowanie niektérych wnioskéw dotyczacych analiz ATR-FTIR;
zwlaszcza tych wynikow, ktére daty podstawy do wyliczen indekséw krystalicznodei i potwierdzenia
obecnoéci odpowiednich grup funkeyjnych w utlenionej i/lub merceryzowanej celulozie. Warto przyjrze¢
sie jeszeze raz intensywnodciom i przesunieciom pasm w zakresach charakterystycznych liczb falowych po
natozeniu poczatkow linii bazowych i wykonaniu dekonwolucji widm. Obecnie trudno jest jednoznacznie
stwierdzi¢, czy zmiany w intensywnosci niektérych pasm wynikajg z czgsciowej depolimeryzacji celulozy i
jednoczesnego tworzenia si¢ utlenionych miejsc. Przyktadowo na widmie FTIR (Rys. 23) niewidoczny jest
wzrost sygnatu przy liczbie falowej 3240 cm™, po enzymatycznym utlenieniu celulozy (natywnej i
merceryzowanej).

W dalszej czesci Doktorantka prezentuje wyniki prac nad zdolnoscia celulozy do adsorpeji barwnika
(Czerwieni Kongo), immobilizacji lizozymu i nastgpnie ocenia whasciwosei uzytkowe biokompozytow:
aktywnos¢ hydrolityczng, przeciwdrobnoustrojows i antyoksydacyjng. Wartym odnotowania osiggnieciem
tej pracy jest wykazanie, ze utlenienie celulozy bakteryjnej przyczynia si¢ do istotnego wzrostu wydajnosci
immobilizacji lizozymu w pordwnaniu z celulozg niezmodyfikowang. Duze znaczenie praktyczne ma
wyzsza stabilno$é enzymu zwigzanego z utleniong celulozg niz enzymu w stanie wolnym, co z nawigzks
kompensuje spadek jego aktywnosci hydrolitycznej po procesie immobilizacji. Na uwage zaslugujg
réwniez wyniki pokazujgce, ze taki kompozyt charakteryzuje si¢ wyzsza aktywnodcig przeciwbakteryjng i
antyoksydacyjng w poréwnaniu do celulozy natywnej i enzymu w stanie wolnym. W tym miejscu
prositbym o doprecyzowanie, czy ilo$¢ wolnego enzymu (0,1 mg/ml) uzytego do oznaczenia aktywnosci

przeciwbakteryjnej i do okreslenia wlasciwosci antyoksydacyjnych opowiadata ilosci biatka zwigzanego
6
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na noénikach celulozowych, czy odnosila si¢ do ich aktywnosci katalitycznej? Ponadto cheialbym
skierowaé do Doktorantki inne pytania i prosi¢ o ustosunkowanie sie do nastgpujacych uwag:

9. Tytul podrozdzialu 11 sugeruje, ze immobilizacje lizozymu prowadzono tylko na utlenionej
celulozie, jednak wykres 14 przedstawia rowniez dane dla natywnej (nieutlenionej) celulozy, W
zwigzku z tym prosz¢ o doprecyzowanie, dla ktorej celulozy (utlenionej czy natywnej)
przedstawiono wyniki na wykresie 13 pokazujgcym wplyw stgzenia enzymu, czasu i temperatury
na wydajnos$¢ immobilizacji lizozymu?

10. Jak Doktorantka zinterpretowataby ubytek suchej masy celulozy po obrébee alkalicznej (Tab. 12)
oraz obserwowany spadek jej biodegradowalnosci (Wykres 9) i zdolnosci adsorpeyjnej (Wykres
11) po merceryzacji, pomimo wzrostu amorficznosci materialu po tym procesie?

11. Czy kontrolowano w jaki§ sposéb desorpcje lizozymu z matrycy celulozowej w trakcie
przeprowadzania testow aktywnosci antybakteryjnej?

12. Na podstawie jakich zmian dyfraktometrycznych stwierdzono, ze po merceryzacji nastapila, cytuje
“calkowita konwersja polimorficzna celulozy I'w celulozg II"?

13.Na str. 111 stwierdzenie, ze obnizenie temperatury do 15°C ,powodowato spadek ilosci
unieruchomionego lizozymu do nawel 20%" jest sprzeczne z wynikami przedstawionymi na
wykresie 13 a.

W podsumowaniu mojej opinii o tej cze$ei pracy stwierdzam, ze jest ona bardzo dobrze przygotowana,
czyta si¢ ja z zainteresowaniem, niepotrzebnie tylko powtarzane sg szezegblowe informacje zawarte
wezesniej w Materialach 1 Metodach badawczych.

Dyskusja

Dyskusje przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej pani mgr Kaczmarek oceniam jednoznacznie
pozytywnie. Odnosi ona uzyskane wyniki do istniejgcego stanu wiedzy. Praktyczne konsekwencje
zastosowania wynikéw badan zostaly dobrze przedstawione we Wrioskach. Mdj szacunek budzi klarowna
konfrontacja osiggnie¢ pracy Doktorantki z wynikami innych grup badawczych, W tabeli zestawiono
wydajnoéci reakcji enzymatycznego utlenienia réznych substratéw celulozowych katalizowanych przez
lityczne polisacharydowe monooksygenazy, co znacznie ulatwia §ledzenie i poréwnywanie danych. Szkoda
tylko, ze w tekécie nie wspomniano, ze cze$¢ substratéw jest pochodzenia roslinnego. Mozna byto na tej
podstawie uzupelnié dyskusje o wskazanie zalet stosowania celulozy bakteryjnej w procesie oksydatywnej
modyfikacji polisacharyddw i/lub ograniczen przeprowadzonych przez Doktorantke badan.

Dyskusja wynikow jest niezbgdnym elementem kazdego tekstu naukowego, nie jest tatwo jg przygotowac
jesli badania, takie jak te opisane w niniejszej dysertacji, majg charakter interdyscyplinarny. W tej czgdci, z
recenzenckiego punku widzenia, cheialbym zwr6ci¢ uwage na inne watki, ktore mogly by¢ uwzglednione

w dyskusji:
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- zabraklo uzasadnienia wyzszej opornodei celulozy merceryzowanej na degradacje glebows i hydrolize
enzymatyczng w pordwnaniu do natywnej BNC; to zaskakujace gdyz wzrost liczby obszarow
amortficznych powinien prowadzi¢ do zwigkszenia podatnosci takiego materiatu na degradacie.
- kolejna kwestia to gorsze zdolnosci adsorpeyjne celulozy merceryzowanej (w wigzaniu barwnika i
enzymu LPMQ) w poréwnaniu z natywng BNC; by¢é moze wtérne uwodnienie zbitej struktury wibkien
tego materialu poprawitoby te wiasciwosei, skoro jak wykazata Doktorantka, uwodnione probki wigzaty
lepiej enzym LPMO niz zliofilizowana, sucha celuloza.
- roznice w zdolnosci sorpeyjnej (barwnika i enzyméw) materialéw celulozowych merceryzowanych i
natywnych oraz ich utlenionych odpowiednikédw mozna bylto odnie$¢ do réznic w oznaczonej porowatosei
tych materialow. uwzgledniajgc takze stopient ich uwodnienia i retencje wody.
- choé prawdg jest, ze cytuje ,jednym z wazniejszych czynnikow determinujgcych maksymalng zdolnosé
wigzania (Bmax), (...) jest wielko$é powierzchni wlasciwej substratu” to jednak nie mozna tego stwierdzi¢
na podstawie danych zawartych w Tabeli 21.
- nie zgodze si¢ ze stwierdzeniem zawartym w ostatnim akapicie dyskusji, ze ,.Przedkladana dysertacia
dokiorska dostarczyta wielu informacji na temat specyficzno$ci dziatania litycznej polisacharydowef
monooksygenazy, NeLPMOIC”
Z czystej ciekawosei cheialbym zapytaé o ekonomike procesu modyfikacji celulozy. Jaka jest opinia
Doktorantki na temat oplacalnosci enzymatycznej metody jej funkejonalizacji w poréwnaniu z metodami

chemicznymi? Czy znane sg moze jakie§ opracowania przedstawiajgce poréwnanie kosztow obu metod?

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Rozprawa doktorska zostala przygotowana starannie pod wzgledem edytorskim, jest napisana zrozumialym
jezykiem. Doktorantka swobodnie i poprawnie postuguje sie terminologig naukowa w przedmiotowym
zakresie. Tabele, ryciny i wykresy sg czytelne, chociaz przy niektérych rysunkach (szczegdlnie
przedstawiajgcych widma FTIR), Autorka mogta zadba¢ o dodanie stosownych powigkszen pozwalajgcych
na ocene badanych zmian przez czytelnika (np. dotyczy to pasm przypisanych do regionéw krystalicznych
i amorficznych w czgsteczee celulozy).

W trakcie lektury dysertacji natkngtem sig na nieliczne blgdy o charakterze edytorskim i stylistyczoym.
Mozna mie¢ pewne zastrzeZenia co do niektdrych sformutowan i wyrazen w rozprawie. Z recenzenckiego
obowigzku przytocze kilka przykladdw:

- jednym z razagcych bleddéw pracy jest uzywanie stowa ilo§¢ zamiast liczba w odniesieniu do iniejse
utlenierr” jako obiektow policzalnych;

- nieprawidlowe moim zdaniem sg sformulowania, takie jak eksprymacja genu (powinno byé ekspresja
genu). czy spolszczenie grafting polimerowy, ktéry w istocie odnosi si¢ do modyfikacji powierzchni

czgstek tancuchami polimerowymi; 8
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- na str. 17, uzyto skrétu ESP a powinno byé EPS;
- na str. 30 jest ,.do hydrofobizacja™;
- W Tabeli 2 na str. 36 pojawia sig termin ,,sukcynylowana BNC”
- uzycie okreslenia ,.stanu spoczynkowego Cu(ll)” w kontekscie redukeji miedzi z 11 stopnia na I stopien
utlenienia jest nieprawidtowe;
- brak odnognika do Rys. 13 w tekécie;
- na stronie 45, widnieje zapis ,.(2,5-<10% (aep) aktywnego biatka enzymatycznego)”, ktory jest niejasny;
- w sekeji przygotowania form substratu, Doktorantka wyszczegolnita homogenat, blony mokre, suche i
liofilizowane; zwracam uwage, ze blony po liofilizacji takze mozna uznaé za ,suche”.
- w Tabeli 3 (str. 54) blednie podany jest numer podpunktu, jest ,,2.2.1.5” a powinno by¢ 5.5;
- w kontekécie omawiania wigzania si¢ enzymu do materialu celulozowego, bardziej wlasciwe byloby
okreslenie powinowactwo niz ,.dostgprosé enzymow do jego powierzchni™;
- na slabe wigzanie si¢ enzymu z membranami wskazuje nie ,nizsza” lecz wyzsza ,warto§é stalef
dysocjacyi” (str. 123);
- wedlug mnie ,skrining czynnikéw istotnych statystycznie” jest niewlasciwym okre$leniem, poniewaz w

badaniu istotno$ci parametréw wejéciowych uzyto a priori tylko trzech parametréw.

Pomimo pewnych uchybien oraz moich krytycznych uwag, ktore majg przede wszystkim charakter
polemiczny i nie pomniejszajg bardzo duzej wartosci poznawezej i aplikacyjnej pracy, uwazam, ze
rozprawa doktorska przygotowana przez mgr inz. Monike Kaczmarek prezentuje bardzo dobry poziom
merytoryczny i naukowy. Zostala prawidlowo zaplanowana i konsekwentnie zrealizowana. Stanowi
oryginalne rozwigzanie podjetego problemu naukowego i wnosi oryginalny wklad do wiedzy o
biomateriatach funkcjonalnych. W mojej opinii, wyniki zaprezentowane w rozprawie doktorskiej sg
przekonywujgce i $wiadczg o rzetelnym i doktadnym przeprowadzeniu zaplanowanych badan, kt6re
umozliwily osiggnigcie celu pracy. Podkreslié nalezy szeroki zakres wykonanych eksperymentéw, ktéry
wskazuje na ogrom pracy wilozonej w przeprowadzenie: biosyntezy celulozy, jej modyfikacjg,
charakterystyke strukturalng i dodatkowo zbadanie otrzymanych kompozytow pod kgtem réznych
zastosowan. Doktorantka umiejgtnie postuguje sie technikami mikrobiologicznymi oraz metodami analizy
instrumentalnej jako narzedziami niezbednymi do ilosciowej i jakosciowej charakterystyki produktéw, zas
otrzymane wyniki interpretuje prawidlowo. Nalezy dodacé, ze uczestniczyla ona w projektach badawczych,
wyghaszata komunikaty na miedzynarodowych konferencjach naukowych i jest wspélautorka dwdch
publikacji w czasopismach z IF > 5,

W podsumowaniu chee podkredlié, ze rozprawa doktorska mgr inz. Moniki Kaczmarek jest
wartosciowym dzielem naukowym, zawiera elementy nowatorskie, a przedstawione w niej wyniki majg

wyrazny charakter aplikacyjny. Niniejsze badania wskazujg na mozliwoéé zastosowania otrzymanychg
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kompozytéw w przemysle spozywezym w celu zwigkszenia bezpieczenstwa zywnosci oraz przediuzenia
jej okresu trwalosci.

Reasumujgc, stwierdzam, ze przedstawiona przez mgr inz. Monike Kaczmarek rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce,
wnoszac znaczny wkiad w dziedzing nauk rolniczych w dyscyplinie technologia Zywnoéci i zywienia.
Biorge pod uwage powyisze oraz uwzgledniajac bardzo wysoksy oceng merytoryczng rozprawy
doktorskiej, jak réwniez mozliwo$é¢ praktycznego zastosowania jej wynikow, zwracam si¢ do Rady
ds. Stopni Naukowych w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia zywnosci
i zywienia Politechniki Lodzkiej o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Moniki Kaczmarek

oraz wnosze o jej dopuszezenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Dr hab. Mariusz Trytek, prof. uczelni Lublin, 24.08.2023 r.
Katedra Mikrobiologii Przemyslowej i Srodowiskowej

Wydziat Biologii i Biotechnologii UMCS
mariusz.trytek@mail.umcs.pl

Whiosek o wyréinienie rozprawy doktorskiej mgr inZz. Moniki Kaezmarek
przygotowanej pod kierunkiem dr hab. inz. Aneta Biatkowskiej, prof. uczelni (promotor)
i dr inz, Karoliny Ludwickiej (promotor pomocniczy) w Instytucie Biotechnologii

Molekularnej i Przemystowej Politechniki ¥.6dzkiej

Po zapoznaniu sie z rozprawa doktorska Pani mgr inz. Moniki Kaczmarek pt. ,,Enzymatyczna
funkcjonalizacja bakteryjnej nanocelulozy”, uwzgledniajac bardzo wysoka oceng merytoryczng
rozprawy doktorskiej, innowacyjno$é, jak réwniez mozliwo$é praktycznego zastosowania jej
wynikéw, wnioskuje do Rady ds. Stopni Naukowych w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria
chemiczna, technologia zywno$ci i zywienia Politechniki L.odzkiej o wyréznienie rozprawy

doktorskiej mgr inz. Moniki Kaczmarek.

Z powazaniem,
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