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Recenzja

rozprawy doktorskiej ,,Funkcjonalne nosniki polimerowe dla biokatalizatoréw do

enzymatycznej hydrolizy celulozy”

autorstwa mgr Katarzyny Sokolowskiej

Recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska dotyczy poszukiwania funkcjonalnych

nos$nikow unieruchamiajacych enzymy hydrolizujace celuloze.

Pragnac podkresli¢ jak wielkie znaczenie teoretyczne i praktyczne maja procesy
enzymatyczne cheiatbym uniknaé ocen w stylu gombrowiczowskiego ,,Stowacki wielkim
poetg byl” czy tez roztrzgsania wyzszosci Bozego Narodzenia nad Wielkanocg lub odwrotnie,
Wielkanocy nad Bozym Narodzeniem, Dlatego powotam sig¢ na ksiazke Marca Elsberga
.Blackout” opisujgcego na szczescie na razie fikcyjne skutki globalnej awarii $wiatowego
systemu energetycznego. W kazdej chwili ta fikcja moze si¢ staé rzeczywistoscig i dlatego
reakcje i procesy enzymatyczne jako w matym stopniu zalezne od swiatowego systemu

energetycznego powinny by¢ forowane.

Doktorantke zainteresowaly enzymatyczne przeksztalcenia celulozy i hemiceluloz, a
wiec surowcow naturalnych i przy tym odnawialnych w produkty nadajace si¢ m. in. do

produkcji biopaliw. Pomyst jest sensowny i na czasie i to sig chwali.

Sukces w realizacji zamyshu zalezy od doboru wlasciwych enzymdw i1 stworzeniu
warunkéw dla ich sprawnego dziatania. Pani Sokotowska wybrata trzy handlowo dostgpne
preparaty enzymatyczne, a to: pochodzenia grzybowego celulaze i mieszankg endo-1,4-
glukanaz dostepng pod nazwa Novozyme 476 oraz kompleks karbohydraz zawierajgcy
celulazy, B-glukanazy, hemicelulazy i ksylanazy znany jako preparat Viscozyme L. Nastgpnie

usitowala wykorzystaé te enzymy w optymalny sposéb.

Czynnikiem prowadzgcym do celu miato byé unieruchamianie tych enzymow na

polimerowych nosnikach i wlasnie synteza takich nosnikoéw oraz sposob unieruchamiania



enzyméw na nich stato si¢ trzonem przeprowadzonych przez p. Sokotowska badan. Nosniki
powstawaly z N-winyloformamidu, ktéry w ej w odwréconej suspensji polimeryzowano z
réwnoczesnym sieciowaniem albo N, N’-metylenobisakryloamidem, dimetakrylanem glikolu
etylenowego (etandiolu) albo diwinylobenzenem. Inicjatorem byt dichlorowodorek 2,2°-

azobis-(2-metylopropionoamidyny).

Reakcje te doktorantka prowadzila w oleju silikonowym przy statych stosunkach N-
winyloformamidu do czynnika sieciujgcego i inicjatora, oraz w stalym czasie, a parametrami
Zmienianymi byla temperatura, szybkos¢ mieszania i lepko$¢ mieszaniny reakcyjnej. W
przypadku poszczegélnych sieciujacych polimeryzacji N-winyloformamidu dokonywane
zmiany parametrdw dawaty niezmiennie produkty o tym samym stopniu sieciowania i

kulistym ksztalcie ziaren.

Nosénik otrzymany z uzyciem diwinylobenzenu z racji swej budowy wymagat przed
dalszym uzyciem dodatkowych zabiegéw, a to katalizowanej zasada hydrolizy grup

formamidowych a potem aktywacji aldehydem glutarowym.

Tozsamo$¢ chemiczna, czystosé, ksztalt i rozmiar ziarenek no$nikdw oraz pgcznienie
zostaly okreslone stosownymi metodami i wyniki tych oznaczen nie budza watpliwoscei.
Okazalo sig, ze najwigksze ziarenka ma no$nik sporzadzony z diwinylobenzenem a

najmniejsze nosnik z N, N’-metylenobisakryloamidem.

Nastepnie na otrzymanych nosnikach p. Sokotowska osadzata trzy wyzej wymienione
enzymy. Efektywnos¢ zastosowanego postgpowania sprawdzano oznaczajac metodg Lowry
zawarto$¢ niezwigzanego enzymu (ogolnie biatka) w przesgczu po oddzieleniu nosnika z

unieruchomionym na nim enzymem.

Kryterium sukcesu lub niepowodzenia dziatania unieruchomionych enzymoéw
stanowito oznaczenie zawarto$cei cukréw redukujacych po hydrolizie celulozy
mikrokrystalicznej, a w przypadku noénikow sporzadzonych z udzialem N, N’ -
metylenobisakryloamidu takze hydrolizy $cieru drzewnego. Okazato sig, ze osadzony na tych
nosnikach Viscozyme hydrolizowal oba modelowe polisacharydy wyraznie gorzej niz enzym
swobodny ale, co ciekawe, chociaz w obu przypadkach hydroliza przebiegata w trzech
etapach szybko$¢ hydrolizy w poszczegolnych etapach zalezata ona od nosnika i od

hydrolizowanego polisacharydu.



W przypadku no$nikéw otrzymanych z udzialem diwinylobenzenu badano tylko
przebieg hydrolizy celulozy mikrokrystalicznej oéadzonym na nich Nowozymem. Rowniez i
w tych badaniach, poza jednym przypadkiem, osadzony enzym dziatat gorzej niz enzym
nieosadzony. Najbardziej obiecujaco wypadty sprawdziany dla no$nikéw sporzadzonych z
dimetakrylanem glikolu etylenowego, na ktérych osadzono celulazy i z tego powodu dalsze,
juz systematyczne, badania doktorantka przeprowadzila na jednym wybranym nosniku z tej

serit z osadzonymi a nim wszystkimi trzema enzymanmj.

Po przeprowadzeniu tej serii badan wyb6r padt na nosnik sporzadzony z N-
winyloformamidu sieciowanego polimeryzowanym dimetakrylanem glikolu etylenowego w
oleju silikonowym o lepkosci 2000 ¢St w 80°C przy mieszaniu z szybkoscig 370 rpm. Na
tym nosniku unieruchomiono celulazg, oraz preparaty enzymatyczne Nowozyme i Viscozyme
1 systematycznie przeprowadzono tymi biokompozytami hydrolize celulozy
mikrokrystalicznej, celulozy dugotaicuchowej, [J-celulozy, papieru celulozowego oraz

Scieru drzewnego.

Do czgsci badan nad selekcjonowaniem najlepszego nosnika enzyméw mam
nastgpujgce uwage. Rozumiem, ze systematyczne badanie wszystkich noénikéw z
osadzonymi na nich wszystkimi enzymami byloby zbyt czasochtonne. Nie jestem jednak
pewien, czy doktorantka nie zrezygnowata zbyt pochopnie z badania pozostatych
biokompozytéw. Ciekawe byloby sprawdzenie skiadu hydrolizatéw choéby tylko celulozy
mikrokrystalicznej postugujac sie zelows chromatograﬁq podziatowsg (size exclusion
chromatography). Sktad hydrolizatu tez mégiby byé interesujacym kryterium doboru
biokompozytu. Moje sugestie sg potwierdzane wynikami tej czesci badan. Okazuje sie, ze
wydajnos¢ produktéw hydrolizy preparatéw celulozowych i szybkosci tej reakeji w
poszezegdlnych etapach nijak si¢ maja do wydajno$ci unieruchomienia poszczegéinych
enzymow na no$niku i Zze dzialanie enzymoéw jest swoiste dla poszczegélnych
hydrolizowanych materiatéw. Potwierdza to tez sama doktorantka. Uwaga moja nie ma formy
zarzutu. Zgtaszam jg dla podkre$lenia, ze prowadzone przez doktorantke badania maja

charakter rozwojowy a nie przyczynkowy. I to sig chwali

Druga moja uwaga dotyczy sposobu graficznej prezentacji czesci wynikow, Nie mam
zastrzezen co do wykreséw stupkowych, natomiast w przypadku wykreséw liniowych moze

warto byloby poda¢ parametry liczbowe stosownych réwnafi opisujgcych te krzywe.

Rozprawa koficzy si¢ nastepujgcymi wnioskami:



-otrzymane usieciowane kopolimery doskonale sprawdzajg si¢ jako nosniki immobilizujace
enzymy celulolityczne |
-badane heterofazowe biokatalizatory unieruchomione na ziarnach polimerowych,
efektywnie hydrolizujg surowce celulozowe i celulozopochodne, tatwo daja si¢ wydzieli€ z
mieszaniny reakcyjnej i moga by¢ uzywane wielokrotnie;
;w wigkszosci przypadkow, unieruchamianie enzyméw na noénikach korzystnie wplywa na
aktywno$¢ oraz stabilnos$é immobilizowanych enzyméw oraz podnosi wydajnosci
hydrolizy
-biokatalizatory typu enzym-no$nik nalezy dobieraé indywidualnie dla kazdego z substratow.
- zaproponowana metoda unieruchamiania enzyméw celulolitycznych na polimerowych
no$nikach opartych na N-winyloformamidzie stanowi obiecujacg metode stabilizacji
enzymow.

Tekst rozprawy zajmujacy 175 stron jest starannie przygotowany 1 napisany z bardzo
nielicznymi potkni¢ciami, stad fatwo i przyjemnie si¢ go czyta, tym bardziej, ze jest on
ilustrowany licznymi dobrze dobranymi rysunkami. Niedoskonato$ci stylistyczne i edytorskie
absolutnie nie sg warte wymieniania w tym miejscu, przekazalem je Autorce w osobnym
liscie. Autorka bardzo dobrze i przekonujaco interpretuje obserwowane zjawiska, nawet te
mniej istotne przywotujac 268 pozycji literaturowych, oraz wycigga prawidtowe wnioski z

przeprowadzonych badai. Dlatego bez wahania przedstawiam nast¢pujace podsumowanie:

Recenzowana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia
14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm. Dz. U. z 2005 r. nr 164, poz. 1365). Przeto wnoszg o
dopuszczenie mgr Katarzyny Sokotowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto stawiam wniosek o wyrdznienie tej pracy



