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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Sokolowskiej
pt. ”Funkcjonalne no$niki polimerowe dla biokatalizatoréw do
enzymatycznej hydrolizy celulozy”

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Sokotowskiej przedstawia badania dotyczace
otrzymywania polimerowych podlozy do immobilizacji enzyméw oraz mozliwosci
immobilizacji wybranych enzyméw majacych znaczenie w wielkoskalowych procesach
biotechnologicznych. Dobér odpowiednich biokatalizatoréw w  celu zwiekszenia
szybkosci i efektywnosci procesow chemicznych, coraz szersze stosowanie enzymoéw w
przemysle np. spozywczym, browarniczym, w oczyszczalniach $ciekéw czy procesach
degradacji odpadéw stalych to problem bardzo aktualny. Doktorantka w swoich
badaniach skupita si¢ na uktadach biokatalitycznych, ktére moglyby znalezé
zastosowanie w procesach biodegradacji celulozy, a w konsekwencji w produkcji
biopaliw z odpadéw papierniczych.

Praca zostala wykonana w Zakladzie Technologii Chemicznej Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Jagiellonskiego we wspolpracy z Instytutem Chemii Uniwersytetu
Rolniczego w Krakowie.

Przedstawiona rozprawa liczy 175 stron A4, w tym 56 stron czeci literaturowej
oraz 66 stron opisu badafi i dyskusji uzyskanych wynikéw. Autorka podzielita prace na
18 rozdzialow, a dodatkowo zamieScita streszczenie, podsumowanie i wnioski, spis
cytowanej literatury oraz spisy tabel i rysunkow. Niefortunnie w ostatniej czesci
»Omowienie wynikow” Autorka rozpoczela numeracje rozdzialtdbw od nowa, co
wprowadza pewne zamieszanie przy ewentualnym odnoszeniu si¢ do poszczegolnych

rozdziatow.
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Bibliografia zawiera 268 pozycji literaturowych, przede wszystkim odno$nikéw do
artykulow w czasopismach naukowych, co dobrze §wiadczy o przeanalizowaniu przez
Doktorantke aktualnego stanu problematyki, ktéra podjeta w swojej pracy naukowe;.

Cel pracy zostat sformutowany w jednym i bardzo dlugim zdaniu, przez co osoba
spoza dziedziny moze mie¢ klopot z jego wiasciwym zrozumieniem. Dla recenzenta cel
pracy oraz skrétowo przedstawiony zakres badafi jest jasny, choé brakuje podkreslenia
elementu nowosci lub postawienia tezy, ktorg Doktorantka udowodnita badaniami.

W czedci literaturowe] przedstawiono w sposdb zwiezly ale wyczerpujacy
mechanizmy dziatania enzymo6w, znaczenie enzymdw w procesach biotechnologicznych
1 wynikajacg z tego konieczno$¢ ich immobilizacji. Przedstawiono takze dane o juz
stosowanych uktadach nosnik polimerowy — enzym oraz o polimerowych nosnikach do
immobilizacji enzyméw. W tekscie jest wiele odno$nikéw do aktualnych publikacii
utatwiajgcych czytelnikowi poszerzenie wiedzy w interesujacej go tematyce. Dla
porzadku trzeba jednak doda¢, ze w tej czesci pojawia sie stosunkowo duzo drobnych
bledow edytorskich. Wszystkie zostaly zaznaczone w tekscie rozprawy i przekazane
Autorce. Autorka nie ustrzegla si¢ tez niejasnych sformutowan jak np. , nanoczastki
magnetyczne alginianu wapnia, ...chitozanu, ...celulozy” str. 23-24, choé zaden z
wymienionych polimer6w nie ma wiasciwosci magnetycznych. Mozna domyslaé sie, ze
chodzi o nanokompozyty tych biopolimeréw zawierajgce czastki magnetyczne. Na str.
38 Autorka pisze o inercji zamiast inertno$ci. Sg to jednak bardzo nieliczne uchybienia
w tekScie 1 wymieniam je bardziej z obowigzku niz ze wzgledu na ich znaczenie dla
poprawnego rozumienia tekstu.

Czes¢ doswiadczalna zostata podzielona na cztery etapy, co w rozprawie zostalo
przedstawione w schematycznym planie badawczym.

Etap pierwszy obejmowat otrzymanie no$nikow polimerowych umozliwiajacych
immobilizacj¢ enzymdw celulolitycznych. Doktorantka wybrata sieciowany poli(N-
winyloformamid) otrzymywany w polimeryzacji wolnorodnikowej. Jako czynniki
sieciujace zastosowano N,N’-metylenobisakrylamid, dimetakrylan etylenoglikolu oraz
diwinylobenzen. Polimeryzacj¢ prowadzono w dyspersji w oleju metylosilikonowym.

Doktorantka przeprowadzita systematyczne badania wplywu warunkéw polimeryzacji




na jakosS¢ otrzymanego, w formie kulistych granulek, polimeru. Stwierdzila niewielki
wplyw parametrow takich jak lepkos¢ dyspersji, szybko§¢ mieszania, temperatura itp. na
ksztatt 1 wielko$¢ ziaren polimeru oraz rozrzut wielkoSci, czego, jak twierdzi sama
Doktorantka, nalezalo si¢ spodziewaé na podstawie ogélnej teorii polimeryzacji
suspensyjnej. Mozna by wigc uznaé, ze cze¢$¢ z tych badan zostata przeprowadzona
niepotrzebnie. Gdyby jednak nie zostaly przeprowadzone ich brak budzilby zapewne
wigksze watpliwosci. W wigkszosci eksperymentow udato si¢ otrzymaé waski rozklad
rozmiaru granul polimeru. Wszystkie czynniki sieciujace okazaly sie skuteczne.
Dodatkowo poli(N-winyloformaldehyd) sieciowany diwinylobenzenem poddano
hydrolizie, w efekcie ktorej z grup formamidowych otrzymano grupy aminowe
ulatwiajace immobilizacje enzymoéw poprzez wigzanie z aldehydem glutarowym.
Stwierdzono dekarbonylacje tylko czesci grup formamidowych, co prawdopodobnie jest
zwigzane utrudnionym kontaktem czynnika hydrolizujacego pomiedzy *tancuchy
usieciowanego polimeru.

Drugi etap badan obejmowal immobilizacje wybranych enzymo6w na otrzymanych
nosnikach. Doktorantka zastosowata enzymy dostepne handlowo, co pozwolilo na
wykonanie badan poréwnawczych oraz zapewnito odpowiednig aktywno$¢ enzymow.
Doktorantka wykorzystata najprostsza metode immobilizacji polegajaca na wymieszaniu
roztworu enzymu z nosnikiem zdyspergowanym w buforze fosforanowym. Zdolno$¢
immobilizacji na réznych nos$nikach byta roézna i wynosita od kilku procent w wypadku
poli(N-winyloformamidu) sieciowanego N,N’-metylenobisakryloamidem do 70% w
wypadku poli(N-winyloformamidu) sieciowanego dimetakrylanem etylenoglikolu.

Trzeci etap badawczy obejmowal hydrolize celulozy mikrokrystalicznej w
obecno$ci otrzymanych biokatalizatorbw w celu potwierdzenia ich aktywnosci
katalitycznej. Badania te pozwolity oceni¢ zaréwno aktywno$¢ jak i czas dezaktywacji
immobilizowanego enzymu oraz trwalo$¢ immobilizacji. Jednoczesnie Doktorantka
sprawdzita mozliwo$¢ biodegradacji zlozonych surowcéw drzewnych w obecnosci
otrzymanych uktadéow katalitycznych. Aktywno$¢ enzymdéw oznaczono zgodnie ze
znanymi procedurami, wyznaczono state Michaelisa, stale szybkosci reakcji hydrolizy i

wyniki uzyskane dla enzyméw immobilizowanych poréwnano z aktywnoscia enzymow




natywnych. We wszystkich przypadkach aktywno$¢ enzymu immobilizowanego byta
nizsza niz aktywno$¢ enzymu natywnego, co jest zjawiskiem typowym. W zwigzku z
zatozonym aplikacyjnym znaczeniem wynikéw przedstawionych badan Doktorantka
przeprowadzita préby hydrolizy Scieru drzewnego i papieru celulozowego. Badania te
daly wyniki pozytywne, co pozwala uznaé ze wszystkie zatozone cele zostaty osiggniete.
Poréwnanie trzech rodzajow enzyméw i mieszanin enzymatycznych pozwolity wybraé
optymalny ukfad celulazy (Aspergillus sp.) z dowolnym z badanych no$nikow
polimerowych. Te uktady katalityczne charakteryzowaty sie¢ wydajnoscig katalityczng
porownywalng z wydajnoscia celulazy natywnej. Wszystkie badane uktady katalityczne
mogty by¢ uzywane wielokrotnie.

Podsumowujac, praca jest warto§ciowym przyczynkiem do badan enzymoéw jako
katalizatorow w procesach biotechnologicznych. Doktorantka wykonata poprawnie
wszystkie niezbedne badania pozwalajace otrzymaé i scharakteryzowaé zamierzone
biokatalizatory. Wyniki maja potencjalne znaczenie aplikacyjne, a poziom naukowy
pracy mozna uzna¢ za dobry.

Rozprawa spetnia wymogi ustawy o stopniach i tytule naukowym. Wnosze zatem
do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Katarzyny
Sokotowskiej do publicznej obrony pracy doktorskie;.
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