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Recenzja

pracy doktorskiej pani mgr Doroty Anny Chelminiak-Dudkiewicz pt.:

»Struktura i wlasciwosci nowych nanoczastek magnetycznych z powlokami
polimerowymi jako potencjalnych nosnikéw w katalizie”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Doroty Chetminiak-Dudkiewicz
zostata zrealizowana na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
w Katedrze Chemii i Fotochemii Polimeréw. Praca doktorska zostata napisana pod
kierunkiem promotora prof. dr hab. Haliny Kaczmarek i opiekuna dr Marty Ziegler-
Borowskiej.

Od kilu lat obserwuje sie szybki rozwdj technik otrzymywania materiatéw i struktur
o rozmiarach nanometrycznych (do ~100 nm). Do takich struktur zalicza si¢ nanoczagstki
magnetyczne  zbudowane najczesciej z tlenku zZelaza o  wiasciwosciach
superparamagnetycznych. Sg one wykorzystywane miedzy innymi w naukach
biomedycznych, biotechnologicznych, w katalizie syntez chemicznych, ochronie srodowiska.
Obecnie badania naukowe w tym obszarze skupiajg sie gtdwnie na zapewnieniu
nanoczgsteczkom magnetycznym biokompatybilnosci, funkcjonalnosci chemicznej oraz
stabilnosci, ktérej brak zwigzany jest z ich tendencjg do agregacji. Jednym ze sposoboéw
poprawy ich wiasciwosci jest modyfikacja powierzchni tlenku zelaza w celu uzyskania
struktury typu rdzen-powtoka. W strukturze takiej rdzer z tlenku zelaza zachowuje swoje
witasciwosci superparamagnetyczne, za$ powloka moze petni¢ odpowiednie funkcje, w
zaleznosci od jej rodzaju.

Celem pracy Pani mgr Doroty Chetminiak-Dudkiewicz byta synteza, ocena
fizykochemiczna i biokatalityczna nowych nanoczgstek magnetycznych z powtokami
polimerowymi o potencjalnym wykorzystaniu w naukach biomedycznych. Powtoki
polimerowe majg petnic dwie funkcje — no$nika aktywnego enzymu i ochrony przed

agregacjg nanoczgstek magnetytu.
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W czesci teoretycznej (51 stronicowej) Doktorantka przedstawita metody syntezy
i charakterystyke fizykochemiczng nanoczastek magnetycznych w oparciu o doniesienia
literaturowe z ostatnich lat. Opisata szczegdtowo wykorzystanie nanoczastek magnetycznych
w biokatalizie. Ponadto wyjaénita na czym polega zjawisko magnetycznej bioseparacii,
dodatkowo, positkujgc sie rysunkami, ktére w sposob jasny obrazujg jej zasady dziatania.
Nalezy stwierdzi¢, ze przygotowanie teoretyczne Doktorantki na temat nanoczastek
magnetycznych jest szczegdtowe i wszechstronne, a czgs¢ teoretyczna pracy doktorskiej
jest syntetycznym kompendium wiedzy na ten temat.

Zakres zadan badawczych realizowanych przez Panig mgr Dorotge Chetminiak-
Dudkiewicz byt bardzo szeroki i obejmowat: synteze¢ nanoczgstek magnetytu
z modyfikowanymi  powlokami  polimerowymi, charakterystyke ich  wiasciwosci
fizykochemicznych oraz ocene wydajnosci immobilizacji enzymu (lipazy) i efektywnosci
biokatalitycznej.

Zatozony cel pracy Doktorantka zrealizowata poprzez prawidiowo zaplanowane
i wykonane badania. W pierwszym etapie zsyntezowata polimery stosowane jako powtoki
nanoczastek magnetycznych, ktére majg petni¢ dwie funkcje — ochronng i nosnika biatka
enzymatycznego - lipazy. Opierajac sie na wstepnych badaniach, Doktorantka zatozyta, ze
polimery bedg rézni¢ sie iloscig grup aminowych, zdolnych do reakcji z lipaza, oraz ich
potozeniem w makroczgsteczkach powiok. Ten etap prac zakonczyt sie¢ powodzeniem.
Doktorantka otrzymata polilbromek N,N-dimetylo-N-benzylo-N-(etylo metakrylanu) amonu],
zawierajgcy ugrupowania amoniowe soli czwartorzedowych jako podstawniki boczne.
Nastepnie, wykorzystujac chitozan, przeprowadzita jego modyfikacje z wykorzystaniem
selektywnych reakcji podstawienia. W ten sposéb otrzymata pochodne chitozanu roznigce
sie iloscig grup aminowych i ich odlegtoscig w jednostkach glikozydowych. Tozsamos$¢
i czystos¢ otrzymanych produktéw potwierdzita za pomoca spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego i spektroskopii w podczerwieni. Nastepnie wykorzystujac, metode
wspolwytracania w warunkach pokojowych, otrzymata z powodzeniem wiele typow
nanoczastek magnetycznych z odpowiednimi powtokami z chitozanu, chitozanu z rozng
iloscig pierwszorzedowych grup aminowych odsunigtych od tancucha gtéwnego polimeru,
kolagenu oraz mieszaniny: chitozanu i polifboromku N,N-dimetylo-N-benzylo-N-(etylo
metakrylanu) amonu], chitozanu i kolagenu. Jako czynniki sieciujace wykorzystata aldehyd
glutarowy, epichlorohydryne oraz kwas kwadratowy. Do suszenia otrzymanych nanoczastek
magnetycznych, wybrata dwie rekomendowane techniki, tj. suszenie prézniowe
i liofilizacyjne.

Do tej czesci pracy mam tylko jedno pytanie, co oznacza stwierdzenie, ze ,kwas kwadratowy

jest nietoksyczny” Bardzo prosze Doktorantke o komentarz.
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Kolejnym etapem byto zbadanie przez Doktorantke wybranych wtaciwosci
fizykochemicznych otrzymanych nanoczastek magnetycznych z powtokami polimerowymi
z wykorzystaniem nowoczesnych i rekomendowanych technik analitycznych:

_  struktura chemiczna nanoczgstek zostata potwierdzona przy uzyciu spektroskopii w
podczerwieni (ATR-FTIR) i magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) w ciele statym,

— czystos¢ rdzenia nanoczasteczek zostala zbadana za pomocg analizy dyfrakeji
promieniowania rentgenowskiego (XRD),

— analize polidyspersyjnosci wykonano z wykorzystaniem dynamicznego rozpraszania
Swiatta (DLS) i obrazowania transmisyjnym mikroskopem elektronowym (TEM),

— morfologia nanoczastek zostata zbadana za pomoca skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM),

_  stabilnoéé termiczng nanoczastek magnetycznych oraz polimerow powlekajgcych ich
powierzchnig zbadano z wykorzystaniem analiz termograwimetrycznych (TGA-DTA).

Na podkreslenie zastuguje, nowatorskie, niespotkane w literaturze, wykonanie przez
Doktorantke analizy nanoczastek pod katem hydrofilowoéci ich powierzchni, za pomoca
analizy ksztattu kropli o odpowiednie] hydrofilowosci oraz wyznaczeniu swobodnej enerdgii
powierzchniowe.

Reasumujgc, wybor i wykorzystanie w praktyce opisanych wyzej technik
analitycznych $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki, w obszarze zwigzanym
z analitykg fizykochemiczna.

Do tej czesci eksperymentalnej mam trzy pytania: Jak przechowywata Doktorantka
probki  nanoczgstek  magnetycznych do odpowiednich analiz, np. do analizy
termograwimetrycznej? Jak zostafly przygotowane probki nanoczgstek do analizy
polidyspersyjnoéci metodg dynamicznego rozpraszania S$wiatta? oraz do badan
skaningowym mikroskopem elektronowym?, poniewaz nie znalaztam informacji na ten temat,
a moze to mieé przelozenie na uzyskane wyniki w pracy. Bardzo proszg o komentarz
Doktorantki.

Ostatni etap badan Doktorantki miat na celu okreslenie potencjalnego wykorzystania
nanoczastek magnetycznych w biokatalizie. Doktoranta przeprowadzita chemiczng
immobilizacje lipazy na powierzchni nanoczastek i zbadata wydajnos¢ tego procesu
za pomocg metody Bradforda. Aktywnosé katalityczng i stabilnosé operacyjng
immobilizowanej lipazy zbadata wykorzystujac ilosciowa analize produktu lipolizy oliwy z
oliwek.

Wyniki i dyskusja (ok. 80 stronicowa) stanowig ocene zlozonych wiasciwosci
fizykochemicznych nanoczastek magnetytu z modyfikowanymi powtokami polimerowymi.
Doktorantka potwierdzita struktury chemiczne wszystkich nanoczasteczek magnetycznych za
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pomocg ATR-FTIR i NMR w ciele statym. Wyniki z XRD potwierdzity, ze rdzen nanoczastek
jest czystym magnetytem. Wyniki TEM i dynamicznego rozpraszania Swiatta potwierdzity
ochronng funkcje wszystkich powtok polimerowych. W wigkszosci $rednie rozmiary
sferycznych czastek nie przekraczaty 25 nm. Brakowato mi jedynie komentarza na temat
pewnych ograniczen przy stosowaniu metody DLS, co moze mie¢ wpltyw na wynik,
obarczajgc go istotnym btedem.

Bardzo wysoko oceniam dyskusje wynikow z analizy termicznej nanoczgstek
magnetycznych oraz polimeréw pokrywajacych ich powierzchnie. Rzetelnie przeprowadzona
dyskusja podparta wiedza literaturowg $wiadczy o tym, ze Doktorantka bardzo dobrze
porusza sie w tym obszarze nauki. Prosze tylko o komentarz doktorantki zwigzany z analizg
wptywu zawartosci wody na przebieg rozktadu termicznego dla chitozanu z odsunigtymi
dwoma grupami aminowymi (str. 144-145), bo jest dla mnie niejasny.

Doktorantka potwierdzita swoimi wynikami, ze wszystkie badane nanoczastki
magnetyczne sg dobrymi nosnikami lipazy. Najwieksza zdolno$¢ do immobilizacji, zgodnie
z przewidywaniami, wykazujg nanoczgsteczki magnetyczne z powtokg z chitozanu
modyfikowanego trzema grupami aminowymi. Natomiast najwigkszg aktywnos¢ posiadajg
nanoczasteczki z jedng grupg aminowg odsunieta od fancucha gtownego chitozanu. Roznice
w aktywnoéci Doktorantka wyjasnita zawadami przestrzennymi, ktére mogg wptywac
negatywnie na konformacje enzymu. Szczegoélnie ciekawe wyniki uzyskata Doktorantka dla
nanoczastek pokrytych polimerami usieciowanymi kwasem kwadratowym. Lipaza
charakteryzowata sie wysoka aktywnoscig przy stosunkowo niewielkiej jej ilosci, a w
niektérych przypadkach zaobserwowano hiperaktywacje. Jak sugeruje Doktorantka moze
byé to efektem petnej stabilizacji otwartej formy lipazy. Taki efekt dotychczas prowadzonych
badan naukowych, niewatpliwie stanowi podstawe do ich kontynuacji. Wazne réwniez byly
wyniki potwierdzajgce stabilnos¢ operacyjng immobilizowanej lipazy, wskazujace na
mozliwo¢ wielokrotnego uzycia nanoczastek magnetycznych w biokatalizie.

Za bardzo istotne uwazam przeprowadzenie przez Doktorantke oceny wptywu dwoch
rekomendowanych technik suszenia na immobilizacje lipazy na powierzchni nanoczastek
magnetycznych. Ciekawym rozwiazaniem byto zastosowanie suszenia liofilizacyjnego, ktore
wplyneto na zwiekszenie wydajnosci immobilizacji enzymu, co jest na tyle interesujace, iz
moze byé przyczynkiem do upowszechnienia sie tej techniki suszenia. W mojej ocenie,
najwazniejszym osiggnieciem Doktorantki bylo to, ze na podstawie wynikow wtasnych
udowodnita teze, ze ilos¢ grup aminowych na powierzchni nanoczastek, zawady
przestrzenne oraz réznice w hydrofilowosci wptywajg na aktywno$¢ lipazy. Z pewnoscig

uzyskane przez Doktorantke wyniki i ich wyczerpujgce omoéwienie dajg podstawe do
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kontynuacji badan nad wykorzystaniem nanoczastek magnetycznych z immobilizowang
lipaza w naukach medycznych, gtownie w biokatalizie.

W podsumowaniu pracy, Doktorantka wysnuta logiczne whnioski zawierajace
najwazniejsze elementy i osiggniecia wykonanych badan naukowych. Przede wszystkim
ustalita, ze rodzaj powtoki polimerowej wptywa na wielko$¢ nanoczgstek magnetycznych, ich
morfologie, termiczna stabilnosé¢, zdolno$é immobilizacji lipazy i na jej aktywnosc i stabilnos¢
operacyjna.

Prace doktorskg pani mgr Doroty Anny Chetminiak-Dudkiewic oceniam bardzo
wysoko. Ze wzgledow formalnych spetnia wszelkie wymogi stawiane pracy doktorskiej. Jest
napisana starannie i zawiera tylko nieliczne bledy edytorskie. Praca doktorska liczy 193
strony i jest oparta o 145 pozycji literaturowych. Jest bogato udokumentowana, zawiera
rysunki i tabele. Wysoko oceniam réwniez dorobek naukowy Pani mgr Doroty Anny
Chetminiak-Dudkiewicz, ktora jest wspétautorem 12 publikacji w czasopismach o wysokim
wspotczynniku oddziatywania. Pig¢ publikacji jest §cisle zwigzanych z badaniami naukowymi
prowadzonymi w ramach pracy doktorskiej. £aczna wartosé ww. 12 publikacji to IF= 25,59.

Reasumujac, przestawiona do oceny praca wnosi nowe elementy do stanu wiedzy
na temat fizykochemii i biokatalicznego wykorzystania nanoczastek magnetycznych Gtowng
nowoscig byta synteza nowych powtok polimerowych dla nanoczgstek magnetytu oraz
przedstawienie charakterystyki fizykochemicznej otrzymanych nowych nanoczastek
magnetycznych. Dodatkowe zbadanie mozliwoéci petienia przez nie funkgcji efektywnego
noénika enzymu — lipazy wskazuje na ich znaczny potencjat aplikacyjny.

Biorac powyzsze pod uwage, przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu wniosek o dopuszczenie mgr Doroty Anny
Chetminiak-Dudkiewicz do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego. Ponadto wnioskuje do
Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o wyrdznienie pracy
doktorskiej pani mgr Doroty Anny Chetminiak-Dudkiewicz, z uwagi na jej duzg wartosc
poznawczg, poszerzajacg wiedzg na temat fizykochemii nowych nanomateriatow oraz
upowszechnienie wynikéw pracy doktorskiej w pieciu publikacjach o zasiggu
miedzynarodowym, ktérych Pani mgr Dorota Anna Chetminiak-Dudkiewicz jest

wspotautorem.
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