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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Doroty Anny Chelminiak-Dudkiewicz

zatytulowanej

wStruktura i wlasciwosci nowych nanoczgstek magnetycznych z powltokami

polimerowymi jako potencjalnych nosnikow w katalizie”
opracowana na zlecenie Dziekana Wydziatu Chemii

Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

Rozprawa doktorska Pani mgr Doroty Anny Chelminiak-Dudkiewicz zostata zrealizowana
w Katedrze Chemii i Fotochemii Polimeréw Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Mikotaja
Kopernika w Toruniu. Pracg wykonano pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Haliny Kaczmarek,
wysokiej klasy autorytetu i specjalistki w zakresie polimerow i obszaréw pokrewnych.
Promotorem pomocniczym dysertacji jest dr Marta Ziegler-Borowska.

Oceniajac merytoryczng stron¢ pracy doktorskiej brano pod uwage gtoéwnie oryginalnosé
1 nowatorski charakter badan, trafno$¢ wyboru problemu badawczego, jego realizacje oraz
znajomo$¢ wykorzystanych metod czy technik badawczych, jak réwniez poprawnosé
interpretacji wynikow. Istotny, aczkolwiek dodatkowy, aspekt oceny stanowity ponadto
osiggniecia naukowe Pani mgr Doroty Chetminiak-Dudkiewicz.

Nalezy podkresli¢, ze badania dotyczace dysertacji doktorskiej zostaly sfinansowane ze
srodkow Narodowego Centrum Nauki w ramach grantu SONATA 8, nr decyzji:
2014/15/D/NZ7/01805 oraz czesciowo ze srodkoéw projektu ,,Krok w przysztos¢ — stypendia
dla doktorantéw V edycja”, co posrednio dowodzi o istotnosci problematyki naukowe;.

Przetom XX 1 XXI wieku to niewatpliwie rozwoj wielu dziedzin czy dyscyplin naukowych.
Najwyrazniejszy postep obserwowany jest dla nanotechnologii. W ogromne;j liczbie osrodkow
naukowych, w tym uniwersyteckich, prowadzone sa badania w zakresie wytwarzania,
charakterystyki i zastosowan materialow o rozdrobnieniu nanometrycznym. Nalezy pami¢taé,

ze obok istotnych walorow, materialy te moga implikowa¢ pewne skutki uboczne
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(np. w zastosowaniach medycznych zwigkszajg alergi¢, wykazujg dziatanie toksyczne, etc.).
Stad ciagly rozwdj technologiczny czy materialowy zwigzany jest z opracowywaniem nowych,
przyjaznych $§rodowisku technologii bazujacych na wykorzystaniu nanomateriatow
o unikalnych, specyficznych wlasciwosciach, bezpiecznych dla organizmoéow zywych
i ekosystemu.

W ostatnich latach obserwuje si¢ takze liczne wykorzystanie proceséw biokatalitycznych,
jako alternatywy do powszechnie znanych reakcji realizowanych z wykorzystaniem katalizy
konwencjonalnej (heterogenicznej czy homogenicznej). Biokataliza to kataliza reakcji
chemicznych realizowana z uzyciem biokatalizatorow, gtownie enzymoéw, ktore znaczgco
obnizaja ich barier¢ energetyczna; finalnie reakcje te osiggaja stan rownowagi z wigksza
szybkos$cig niz reakcje niekatalizowane. Waznym zagadnieniem w tej dziedzinie jest dgzenie
do zmniejszenia kosztow pozyskiwania 1 stosowania preparatow enzymatycznych,
np. w produkcji Zzywnosci, detergentow, kosmetykow, farmaceutykow oraz biopaliw. Sprzyja
temu postegp w zakresie opracowywania nowych technik immobilizacji enzymow
przyczyniajacych si¢ do ich efektywnego unieruchomienia, optymalizacji aktywnosci czy
wielokrotnego wykorzystania. Konsekwencja tych przedsigwzi¢¢ jest coraz powszechniej
stosowana nanobiokataliza. O znaczeniu ww. kierunkow badan $wiadcza dane statystyczne
zaczerpnigte z bazy SCOPUS, z dn. 10.08.2017 r. I tak dla poszczegdlnych obszarow
tematycznych wynoszg one odpowiednio: nanotechnology — 781962, nanomaterials — 237731,
biocatalysis — 58323, enzyme immobilization — 119539, lipase immobilization — 17251,
magnetite — 111919, magnetite nanoparticles — 36314, chitosan — 227745, chitosan coatings
— 52512, collagen — 650085, core-shell — 326645.

Biorac pod uwagg powyzsze kwestie i dane uwazam, ze tematyka podjeta przez Doktorantke
jest aktualna, oryginalna, a co najwazniejsze istotna z punktu widzenia rozwoju nauki.

Oceniana rozprawa doktorska zostata przedstawiona na 193 stronach maszynopisu.
Pierwszy element pracy stanowig Spis tresci oraz Wykaz stosowanych skrotow. Dalsze
rozdziaty to Wstep, Czesé teoretyczna oraz Cel i zakres pracy. Nastepnie Doktorantka zawarta
Czes¢ eksperymentalng, Wyniki i dyskusje, a takze Podsumowanie i wnioski. Cato$¢ pracy
wienczg: Streszczenie (zredagowane w jezyku polskim i angielskim), Spisy ilustracji i tabel
oraz schematow. Na koncu pracy zestawiono cytowane zrodia literaturowe. PiSmiennictwo
stanowi 145 aktualnych pozycji publikacyjnych 1 monograficznych. Struktura pracy jest
klasyczna. Bogato zilustrowana rozprawa zawiera 77 rysunkow i 20 tabel. Niestety jakos$¢

edytorska rysunkéw pozostawia wiele do zyczenia. Wiekszo$¢ z nich jest niskiej jakosci,



a rezultaty badan to czgsto ,,surowe” obrazy zaimportowane z urzadzen badawczych (opisy
zawierajg anglojezyczne frazy lub ,,mieszanke” jezykdéw polskiego i angielskiego.

W czgsci literaturowej dysertacji Pani mgr Dorota Chetminiak-Dudkiewicz wprowadzita
czytelnika do tematyki zwigzanej z metodami syntezy nanoczgstek magnetycznych,
uwzgledniajagc  fizyczne, chemiczne i mikrobiologiczne metody ich otrzymywania.
Przedstawiajac na rys. 2 doktadng i profesjonalng specyfikacje procesow formownia tego
rodzaju nanometriatdw zawezono liczne osiggnigcia do roku 2012. Jak sama Autorka pracy
wykazata, obserwuje si¢ znaczny wzrost badan w tym obszarze, co potweirdzaja przytoczone
dane statystyczne. Sposrod 33895 prac w zakresie magnetic nanoparticles, ponad 29300
artykutow naukowych zostato opublikowane w latach 2013-2017, a $rednia z lat 2015-2016
wynosi az 6613 publikacji rocznie.

W dalszej kolejnosci Doktoranta opisata zagadnienie stabilnosci nanoczastek magnetycznych
— pojecie to potraktowano jednak bardzo ,,powierzchownie” (4 cytowania literaturowe,
4/3 stron maszynopisu). Rowniez bardzo wazny aspekt dotyczacy technik i metod
charakterystyki nanoczastek potraktowano bardzo skrétowo (analogicznie 4/3 stron pracy)
koncentrujagc si¢ na najwazniejszych aspektach, nie podajac przyktadowych rezultatow
uprzednio opublikowanych przez innych naukowcoéw. Chcialbym zwréci¢ takze uwage, ze
tadunek powierzchniowy moze by¢ wyznaczany poprzez zastosowanie miareczkowania
potencjometrycznego czy adoptujac inne techniki, a nie wyznaczajac posrednio potencjat dzeta.
Wzajemna zalezno$¢ tadunku powierzchniowego i potencjatu elektrokinetycznego mozna
uzyska¢ stosujac przyktadowo rownanie Grahama (pochodna teorii Gouya-Chapmana).
Potencjat elektrokinetyczny (dzeta) stuzy do opisu wlasciwosci powierzchniowych ciat statych
ale zdyspergowanych w polarnych, badz niepolarnych roztworach. Pozwala na obliczenie sity
i energii oddzialywania miedzy czastkami koloidalnymi i na oszacowanie stabilno$ci
(odpornosci na koagulacje) 1 lepkosci dyspersji, jej wlasciwosci flotacyjnych oraz na dobor
wlasciwych odczynnikéw do modyfikacji tych wlasciwosci. Odpowiednie zdyspergowanie
1 stabilizacja zwigzkow nieorganicznych w ukladach dyspersyjnych stanowi istotny problem
w roznych procesach technologicznych wplywajac istotnie na wlasciwosci produktu
koncowego. Parametr ten ma takze istotne znacznie w procesach biotechnologicznych w tym
w immobilizacji enzyméw, ponadto w okreslaniu efektywnosci modyfikacji nanomateriatow
(np. magnetytu).

Rozdziat zatytutowany ,,Zastosowanie magnetycznych nanoczgstek” przedstawiony na
41 stronach maszynopisu to bez watpienia najwartosciowsza cze$¢ literaturowa oceniane]

pracy. Wskazano w nim najistotniejsze kierunki uzytkowe nanoczastek magnetycznych oraz
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ich role w tych aplikacjach. Zgodnie z ideg rozprawy, zwrécono uwage na wykorzystanie tego
typu materiatow jako nos$nikow biokatalizatorow. Wykazujac cechy wyrdzniajace enzymy
sposrod innych substancji Pani mgr Dorota Chelminiak-Dudkiewicz podkresla ich
biodegradowalno$¢. Nie jest to sformutowanie zbyt fortunne, gdyz zmniejszenie ryzyka
wystapienia reakcji ubocznych jest zwigzane glownie z selektywnos$cig 1 specyficznoscia
enzyméw. Biodegradowalnos¢ w przypadku enzymoéw ma bardzo negatywny wplyw na biatko,
bo obniza aktywno$¢ enzymu. Doktorantka wskazuje ponadto na duze znaczenie lipaz
w procesach biokatalitycznych, nie podajac w tym miejscu zadnych zrodet literaturowych, a sg
ich tysigce. Nalezy ponadto zaznaczy¢, ze lipazy w zwigzku z powyzszym sg bardzo doktadnie
opisane w literaturze przedmiotu. Niemniej jednak ich zastosowanie jako
substancji/katalizatorow modelowych nie uwazam za bezzasadne. Sam popehitem kilka
wspotautorskich prac z ich testowaniem.

W tej czes$ci pracy omowiono szczegdlowo zagadnienie immobilizacji enzymow podajac
najistotniejsze informacje zwigzane z efektywnoscig procesu, wydajno$cig czy mozliwoscig ich
wielokrotnego uzycia. Scharakteryzowano takze metody immobilizacji enzyméw
uwzgledniajac mechanizmy oddziatywan enzym — nosnik. Niestety Autorka pracy nie cytuje
,hajwazniejszej” pracy przegladowej wdanej w czasopi$mie Adsorption — 2014 rok (cytowana
dotychczas 75 razy w uznanych czasopismach).

Trudno si¢ zgodzi¢ =z teza, ze unieruchamianie enzymdow wyklucza procesy
wewnatrzczasteczkowe, tj. agregacje, gdyz metody sieciowania enzymoéw (CLEA: Cross-
linked enzyme aggregates, CLEC: Cross-linked enzyme crystals) polegaja wtasnie na ich
agregacji.

Na stronie 30 dysertacji wykazano czterdziestokrotny wzrost aktywnosci unieruchomionego
enzymu w poréwnaniu do wolnej lipazy. Fakt ten wydaje si¢ by¢ sprzecznym w odniesieniu do
stanu faktycznego, gdyz enzymy w stanie natywnym wykazuja zazwyczaj duzo wigksza
aktywno$¢, a w przypadku odnotowania tak znaczgcej poprawy wiasciwosci Katalitycznych
biatka zwigzanego z no$nikiem, powinien on zosta¢ wyjasniony w pracy. Zupeknie inaczej
wyglada fakt ich stabilno$ci czy mozliwosci wydzielania z uktadu reakcyjnego. Chciatbym
ponadto zaznaczy¢, ze reakcja modelowa w testach enzymatycznych jest hydroliza
palmitynianiu p-nitrofenylu (str. 33).

W dalszym opisie Doktorantka wykazata bardzo duze kompetencje w zakresie charakterystyki
metody enkapsulacji enzymow poprzez modyfikacje nosnikdéw liczng grupa zwigzkow

sprzegajacych, wiazacych czy/i sieciujacych. Uwazam ze ten fragment pracy po odpowiednim



rozwini¢ciu moglby stanowi¢ podstawe do przygotowania krétkiego wartosciowego artykutu
przegladowego (z ang. mini review).
Na stronie 40 niestety niepoprawnie naszkicowano struktur¢ 3-aminopropylotrietoksysilanu,
a schemat reakcji zamieszczono na rys. 17 a nie rys. 16 — jak zapisano w pracy. Przeglad
literaturowy wienczy tematyka zwigzana z rozdzielaniem zlozonych uktadow
z wykorzystaniem nanoczastek magnetycznych. Doktorantka wskazata na liczne kierunki
modyfikacji magnetytu zwigzkami nieorganicznymi i gléwnie organicznymi zwigzkami
wielkoczasteczkowymi. Modyfikacje te nadajg wytwarzanym ukladom hybrydowym liczne
funkcje ulatwiajace efektywnos$¢ rozdzialu czy zwigkszajace charakter oddziatywan zwigzek
magnetyczny — substancja ,,separowana”. Wartym uznania jest fakt, ze Pani mgr Dorota
Chetminiak-Dudkiewicz niemal kazdy z rozdzialéw syntetycznie podsumowata, jednakowoz
reasumujac ostatni podrozdziat nie wykazano jego znacznego zwigzku z tematyka rozprawy.
Doktorantka, dokonujac rzetelnej weryfikacji aktualnego stanu wiedzy, jak i nieporuszonych
dotychczas kwestii, sformutowala zlozony cel 1 zakres pracy, ktéry obejmowat synteze
nanoczastek magnetytu z modyfikowanymi powlokami polimerowymi, o potencjalnych
zastosowaniach katalitycznych. Szczeg6lny aspekt pracy zwigzany byt z oceng przydatnosci
wytworzonych no$nikow w immobilizacji lipazy — jako modelowego biokatalizatora.
Do preparatyki nos$nikdw zaadaptowano nieskomplikowang 1 niekosztowng metode
wspotwytracania, w wyniku ktorej otrzymano nanoczastki magnetytu, stabilizowane
polimerami w formie wyjsciowej oraz zmodyfikowane chemicznie, w celu zapewnienia
efektywnej immobilizacji biokatalizatorow.
Na podstawie licznych 1 nowatorskich wariantow eksperymentalnych wytworzono nanoczastki
magnetyczne pokryte chitozanem niemodyfikowanym; chitozanem =z r6zng iloScig
pierwszorzgdowych grup aminowych odsunigtych od tancucha glownego polimeru;
kolagenem; mieszaning chitozanu oraz polimeru zawierajgcego ugrupowania amoniowych soli
czwartorzedowych jako podstawniki boczne; a takze mieszaning chitozanu oraz kolagenu.
Podczas syntez wykorzystano rdézne czynniki sieciujace, takie jak aldehyd glutarowy (mozna
ten zwigzek uznac¢ jako modelowy), epichlorohydryne oraz kwas kwadratowy, oceniajgc ich
wplyw na skuteczno$¢ procesu immobilizacji. Tak zakrojone wieloaspektowe badania sg godne
podziwu i domniemam, ze wynikaja przynajmniej z dwoch aspektéw: ponadprzecigtnych
I niekwestionowanych kompetencji merytorycznych i technicznych Promotor pracy -
Pani Profesor Haliny Kaczmarek — uznanego autorytetu na arenie mig¢dzynarodowe;j,

jak 1 duzego zaangazowania i1 znaczacej wiedzy Doktorantki.



Dodatkowym celem bylo okreslenie wptywu warunkdéw suszenia nosnika na aktywnosé
unieruchomionego biatka enzymatycznego. Autorka dysertacji zastosowata dwie metody, ktore
rekomendowane s3 jako klasyczne techniki w procedurach otrzymywania biomateriatow:
suszenie tradycyjne pod obnizonym ci$nieniem oraz suszenie liofilizacyjne.

Kluczowy zakres badan obejmowat okreslenie efektywnosci immobilizacji. Ilos¢ osadzonego
na nanoczastkach biokatalizatora oznaczono mierzac poczatkowe i1 koncowe (tj. po
immobilizacji) stezenie biatka w supernatancie — metoda Bradforda, a aktywno$¢ katalityczna
biatka enzymatycznego wyznaczono przez miareczkowanie kwasu tlhuszczowego,
pochodzacego z hydrolizy oliwy z oliwek. Okreslono réwniez mozliwos$¢ wielokrotnego uzycia
biokatalizatorow W zaproponowanych procesach.

Wszechstronna charakterystyka wytwarzanych materialow, jak i ewaluacja poszczegdlnych
testow katalitycznych mogta by¢ prowadzona dzigki zastosowaniu wielu metod i technik
badawczych. Wymieni¢ mozna sposrdd nich m.in. spektrofotometri¢ UV-Vis, spektroskopie
ATR-FTIR, technik¢ DLS (dynamic light scattering), elektronowg mikroskopi¢ skaningowa
(SEM) 1 transmisyjng (TEM), niskotemperaturowa sorpcje azotu, termograwimetri¢
(TG/DTA), spektrometriec 'H i C NMR, szerokokatowsa dyfrakcje promieniowania
rentgenowskiego (XRD) oraz statyczny pomiar kata zwilzania. Doktorantka zastosowatla
niezbedng aparature dzigki czemu ambitny cel pracy mogl by¢ osiagniety z sukcesem.

Pani mgr Dorota Anna Chetminiak-Dudkiewicz otrzymata uktady nanoczgstek Fe?*Fe®*;04
modyfikowanych chitozanem lub jego pochodnymi, chitozanem ze szczepionymi
ugrupowaniami aminowymi z udziatem kolagenu, jak i dodatkowo wprowadzajac jony
poli[bromku N,N-dimetylo-N-benzylo-N-(etylo metakrylanu) amonu]. Modyfikacja chitozanu,
dzigki selektywnym reakcjom podstawienia, pozwolita na wprowadzenie do pierScieni
glikozydowych 1-3 dhugich podstawnikow bocznych zakonczonych grupami aminowymi,
niezbednymi do immobilizacji lipazy. Ten element pracy bez watpienia mozna uznac za
nowatorski, co ma wyraz w opublikowanych wspotautorskich pracach Autorki rozprawy —
szczegoty tych osiagniec przedstawig w dalszej czgsci opinii.

Poniewaz raz stosowany byt bufor fosforanowy o pH=10, potem bufor we¢glanowy o pH=10;
prosze o wyjasnienie czy zmiana rodzaju buforu miata wpltyw na miejsce 1 1lo$¢ przytaczonych
grup funkcyjnych? Niestety niektore ,,powierzchowne” czy zargonowe stwierdzenia nie moga
takze pozosta¢ zignorowane przez recenzenta. Przyktadowo Autorka napisata, ze ,,Uzyskane
modyfikowane polimery roéznig si¢ wizualnie od wyjsciowego chitozanu jedynie barwa.
Wszystkie pochodne CS-Et(NH.), CS-Et(NH2)2 i CS-Et(NH2)3 sa koloru zotto-brazowego”.

Uznaje ten komentarz jako mato profesjonalny, gdyz i wtasciwosci chemiczne tego typu
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materiatow, jaki i parametry kolorymetryczne sg odmienne. Ponadto, powszechnie wiadomo,
ze ,,Panowie nie znaja si¢ na kolorach” to pozwalam sobie na stwierdzenie, ze probka
wyjsciowego chitozanu nie jest koloru z6tto-bragzowego (prosz¢ uznaé ten komentarz jako
szowinistyczny). Aby precyzyjnie wyznaczy¢ kolory trzeba np. zaimplementowac system barw
CIEL"ab".

Doktorantka do syntezy nanomateriatdbw wybrata ekonomiczng metod¢ wspotwytracania in situ
(w temperaturze pokojowej) oraz zastosowata rézne czynniki sieciujace, takie jak: aldehyd
glutarowy, epichlorohydryn¢ oraz kwas kwadratowy, dzieki czemu uzyskano trwate powtoki
ochronne. Tu mozna by si¢ pokusi¢ o inne kierunki generowania nanostruktur magnetytu,
np. w syntezie solwo- czy hydrotermalnej lub stosujac technik¢ mikrofalowa. Zwazywszy
jednak na po6zniejsze problemy ze zwigkszaniem skali metody stragceniowe wydaja si¢ by¢
najbardziej optymalnymi. Problem stanowi natomiast agregacja czastek czy jednorodnosc
generowanych form nanometrycznych lub mikroskopowych. Budowe¢ chemiczng czy
strukturalng wytworzonych powlok polimerowych oraz nanomateriatbw magnetycznych
scharakteryzowano wykorzystujac analizy spektroskopowe ATR-FTIR oraz **C NMR. Szkoda,
ze na widmach NMR nie przedstawiono referencyjnej probki chitozanu. Z kolei whasciwosci
dyspersyjne, morfologiczne i strukturalne nanoczastek magnetytu oszacowano bazujac na
pomiarach promienia hydrodynamicznego (technika DLS), obserwacjach mikroskopowych
(gtéwnie TEM), jak 1 pomiarach dyfraktometrycznych (XRD). Autorka pracy stwierdzita, ze
wielko$¢ czastek nie przekracza kilkudziesieciu nanometrow. Przeprowadzona analiza XRD
pozwolila na potwierdzenie, ze rdzeh nanoczastek magnetycznych stanowi czysty magnetyt.
Nie jestem natomiast pewien czy przedstawiony rentgenogram dla magnetytu — rys. 58a to
odpowiednik probki zsyntezowanej przez Doktorantke czy jest on tylko zaczerpnigty z bazy
X’Pert High Score celem dokonania opisu otrzymanych rezultatoéw?

Zdjecia TEM i pomiary DLS postuzyly Pani mgr Dorocie Chelminiak-Dudkiewicz do
scharakteryzowania réznic w rozmiarach i morfologii powierzchni otrzymanego materiatu
magnetycznego. W wigkszosci przypadkéw S$rednie rozmiary, na ogot sferycznych
nanoczgstek, nie przekraczaty 25 nm. Jednoczes$nie nanoczastki charakteryzowaty si¢ malym
rozrzutem wielko$ci, co ma istotne znaczenie w przypadku zastosowan biologicznych.
Doktorantka stwierdzita, ze rodzaj powloki wplywa na sredniag wielko$¢ nanoczastek
magnetycznych. Sposrod wszystkich badanych nanomateriatow nanoczastki pokryte
mieszaning chitozanu i kolagenu usieciowane kwasem kwadratowym (Fe30s-CS-Coll-SgA)
charakteryzujg si¢ najwiekszym rozmiarem (32 nm), natomiast nanoczastki pokryte chitozanem

usieciowanym aldehydem glutarowym maja najmniejszy $redni rozmiar (16 nm) wsrod
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badanych uktadow. Niestety zamieszczone obrazy mikroskopowe SEM czy TEM nie zawsze
koreluja z pomiarami DLS. Doktorantka podala takze wartosci wspotczynnika
polidyspersyjnosci (PdI), ktory niepoprawnie nazywa w pracy.

W celu potencjalnego zastosowania otrzymanych nanoczastek jako katalizatorow
chemicznych, Autorka pracy okreslita zakres ich stosowania w podwyzszonych temperaturach,
wykorzystujac analiz¢ termograwimetryczng. Najstabilniejszym uktadem okazat si¢ magnetyt
pokryty mieszaning chitozanu i poli[bromkiem N,N-dimetylo-N-benzylo-N-(etylo
metakrylanu) amonu] sieciowany aldehydem glutarowym. Tu pozwole sobie na komentarz, ze
reakcje biokatalityczne realizuje si¢ W relatywnie niskich zakresach temperaturowych, co czyni
je konkurencyjnymi z katalizg konwencjonalng (z reguty wysokotemperaturowa). Ale nie chce
deprecjonowaé testow stabilnosci termicznych, gdyz sa one istotne w ocenie trwatoSci
oddzialywan czy niezmiernie wazne w przypadku innych zastosowan wytworzonych uktadow
hybrydowych. Analogicznie jak w przypadku innych analiz, w testach termicznych nie
pokazano probki referencyjnej (FezOs).

Innym waznym aspektem badan byta ocena charakteru hydrofilowo-hydrofobowego badanych
uktadow. Doktorantka wykazata, ze wprowadzenie dwoch tancuchow aminowych do powtoki
chitozanowej prowadzi do zwigkszenia hydrofilowosci, lecz ilo$¢ grup aminowych nie jest
jedynym czynnikiem decydujacym o wiasciwosciach powierzchniowych i biologicznych.
Stosujac metod¢ ninhydrynowa wykazano, ze najmniej grup aminowych wystepuje
w nanoczgstkach Fes0s-CS-Coll-SgA (2,05 mM/g), natomiast najwiecej w Fes04-CS-Et(NH2)3
(8,34 mM/g). Chitozan CS-Et(NH2)2 charakteryzuje si¢ wigkszg hydrofilowosciag
w poréwnaniu do czystego chitozanu oraz pozostatych dwoch pochodnych CS-Et(NH2)
i CS-Et(NH>)3, co moze by¢ efektem odmiennej konformacji dwoch odsunigtych od tancucha
grup aminowych obecnych na powierzchni tej pochodnej. Dostepnos¢ tych grup sprzyja
mozliwo$ci tworzenia wigzanh wodorowych ze zwigzkami polarnymi oraz zwigksza
powinowactwo osadzonych substancji katalitycznych. Zaréwno poli[bromek N,N-dimetylo-N-
benzylo-N-(etylo metakrylanu) amonu], jak i kolagen wykazuja stosunkowo duza
hydrofilowo$¢. Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze immobilizacja enzymow latwiej
,»zachodzi” w srodowiskach niepolarnych.

Pani mgr Dorota Chelminiak-Dudkiewicz na podstawie testow biokatalitycznych wykazata,
ze wszystkie otrzymane nanomaterialty sg dobrymi no$nikami enzymu — lipazy z Candida
rugosa. Najwieksza zdolnos¢ do immobilizacji tego enzymu wykazuje nanomaterial FezOs-CS-
Et(NH2)s. Na nanomateriale Fe304-CS-Et(NH2)3 unieruchomiono najwigcej biatka

enzymatycznego (233 mg/g). Ciekawe wyniki uzyskano dla nanoczastek pokrytych polimerami
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usieciowanymi kwasem kwadratowym. Nalezy takze doda¢, ze wytworzone uklady
biokatalityczne charakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cig przy stosunkowo malej iloSci
unieruchomionego enzymu, co niewatpliwie jest zaleta odpowiedniego przygotowania no$nika,
jak 1 wlasciwego przeprowadzenia procesu immobilizacji przez Doktorantke.

Doktorantka jednoznacznie wykazata, ze ilos¢ grup aminowych obecnych na powierzchni
nanoczastek rowniez wplywa na proces immobilizacji. Najwyzsza aktywnos$¢ uzyskano dla
nanoczastek magnetycznych pokrytych chitozanem z jedng grupa aminowa w jednostkach
glukozydowych, odsuni¢tag od tancucha gtdéwnego chitozanu (Fe3O4-CS-Et(NH2) — 89%).
Whyniki otrzymane dla pozostatych dwoch rodzajoéw nanono$nikow z tej serii (Fe3Os-CS-
Et(NH2) i Fe304-CS-Et(NH2)3) potwierdzaja, ze zawady przestrzenne oraz roznice
w hydrofilowo$ci negatywnie wptywaja na aktywnos¢ lipazy. Nalezy podkresli¢, ze poza
nowatorskim 1 utylitarnym aspektem, zaprezentowane wyniki badan moga stanowi¢ podstawe
do opracowania i rozwoju teorii na temat wplywu ilosci, rodzaju oraz potozenia grup
funkcyjnych w strukturze nos$nika na wydajnos$¢ procesu immobilizacji nie tylko lipaz, lecz
réwniez enzymoOw z innych grup katalitycznych. Fakt ten niewatpliwie moze mie¢ istotny
wplyw na rozw6j wilasciwych temu dziedziny nauki oraz pozwoli¢ na praktyczne
wykorzystanie wytworzonych systemow w reakcjach prowadzonych w skali przemystowe;.
Autorka pracy doktorskiej udowodnita, ze zmiana warunkéw obrobki termicznej no$nikow
(dobr techniki suszenia), ma istotny wpltyw na immobilizacj¢ enzymu na powierzchni
nanoczastek magnetycznych (wigcej enzymu unieruchomiono na materiale suszonym metoda
liofilizacyjng). Uwazam, ze cickawe byloby zastosowanie suszenia rozpylowego, ktore
mogloby stanowi¢ alternatywe zarowno w odniesieniu do generowania nos$nikéw
0 zdefiniowanej strukturze porowatej, jak i umozliwi¢ bezposrednie prowadzenie modyfikacji
i immobilizacji (metodg enkapsulacji). Oczywiscie jestem $wiadomy, ze implementacja tej
techniki wymagataby przeprowadzenia licznych optymalizacji procesowych.

Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka wykazata, ze lipaza immobilizowana na
otrzymanych nanomaterialach charakteryzuje si¢ dobrg stabilno$cia 1 mozliwoscia
wielokrotnego uzycia (po 10-tym testowanym cyklu aktywno$¢ wynosita powyzej 60%).
Dokonujac oceny materiatu doswiadczalnego w zakresie enzymow nasuwa si¢ kilka pytan czy
komentarzy. Warto pamigtaé, ze lipazy katalizuja nie tylko hydroliz¢ ale réwniez
transestryfikacje, a moga 1 estryfikacje 1 syntezg, w =zaleznoSci od zastosowanego
rozpuszczalnika oraz warunkow procesowych. Prosze o wyjasnienie w jaki sposob wydzielono
uktady po immobilizacji z mieszaniny? Nie doszukatem si¢ w pracy informacji na ten temat.

Autorka stwierdza, ze wzrost ilo$ci enzymu po immobilizacji wigze si¢ ze wzrostem jego
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aktywnos$ci — niestety nie jest to prawidlowos¢, gdyz przy pewnym st¢zeniu osigga si¢
maksymalng aktywno$¢. Prosze takze o wyjasnienie dlaczego, i w jaki sposob oddziatywanie
aldehydu glutarowego z enzymem zmniejsza jego aktywnos¢?

Chcialbym wyraznie podkresli¢, ze otwarta i zamknigta forma lipazy sg zwigzane gtoéwnie
z hydrofobowoscig srodowiska, a nie zawadami przestrzennymi. Co wigcej, konformacja lipazy
nie ma bezposredniego wpltywu na to jak enzym reaguje z no$nikiem. Ma jednak wplyw na to
jak enzym katalizuje dane reakcje.

Prosze takze o doktadne wyjasnienie z czym wigze si¢ obnizenie aktywnosci biokatalizatora po
immobilizacji, a z czym wiaze si¢ jego wysoka stabilno$¢?

Po analizie rezultatow nasuwa si¢ jeszcze jedno pytanie: z czym zwigzane jest zachowanie
wysokiej aktywnosci katalitycznej enzymu nawet po 10 cyklach i dodatkowo z czym zwigzane
jest to, ze zastosowanie kolagenu i kwasu kwadratowego powoduje, ze lipaza zachowuje
najwyzsza aktywno$c¢?

Podsumowujac bardzo bogaty material doswiadczalny, z pelnym przekonaniem stwierdzam,
ze Pani mgr Dorota Anna Chetminiak-Dudkiewicz otrzymata nowa grupe modyfikowanych
nanonos$nikow  magnetycznych  mogacych  znalez¢  zastosowanie ~w  procesach
biokatalitycznych, jak i stanowi¢ intersujaca grupe materialtow do innych aplikacji
(zastosowania medyczne i farmaceutyczne, ochrona §rodowiska).

Wartym podkreslenia jest fakt, ze przeprowadzone przez Doktorantk¢ badania majg
charakter poznawczy oraz utylitarny.

Oceniajac prace w ujeciu edytorskim stwierdzam, Ze ogolnie jest ona zredagowana
poprawnie jezykowo i stylistycznie. Niemniej jednak, Doktorantka nie ustrzegla si¢ licznych
btedow czy nieprawidtowosci. Ze wzgledu na fakt, Zze ich ranga jest dos¢ mata, nie artykutuje
ich szczegotowow przygotowanej opinii. Niektore z nich to: pomytki w numeracji rysunkoéw
czy ,,nieswiadomie skrocony” ich podpis; niewlasciwie wkomponowana str. 80 w pracy;
pojawiajacy si¢ slang (np. ,,ziarna pytku”, ,,(rozklad nie jest ani bardzo polidyspersyjny, ani
szeroki, ani waski)”); zréznicowany zapis jednostek (mL oraz ml); brak jonu Br- w strukturze
bromku N,N-dimetylo-N-benzylo-N-(etylo metakrylanu) amonu, etc.

Warto takze pamigtac, ze parametrow struktury porowatej (powierzchnia wlasciwa, rozmiar
oraz objetos¢ poréw) nie mozna traktowaé jako wlasciwosci powierzchniowych
nanomateriatow — to bardzo duze uproszczenie, ponadto nieprawidtowe.

Prosz¢ aby Doktorantka, podczas publicznej obrony pracy odniosta si¢ tylko do
najwazniejszych kwestii, gdyz wigkszos¢ uwag, pytan czy komentarzy wynika z obowigzku

recenzenta, jakim jest ich wskazanie czy zaznaczenie, a z pewnoscig nie pomniejszajg one
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wysokiej warto$ci merytorycznej ocenianej rozprawy. Komentarze wynikaja ponadto z duzego
zainteresowania opisanymi w pracy zagadnieniami i rezultatami.

Chcialbym wyraznie podkresli¢ bardzo wysoka warto$¢ naukowa i utylitarng zrealizowanej
pracy, co jednoznacznie potwierdzajg osiagni¢cia publikacyjne Doktorantki. Pani mgr Dorota
Anna Chelminiak-Dudkiewicz jest wspotautorka 12 oryginalnych prac naukowych o wysokim
oddziatywaniau: Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Journal of Thermal
Analysis and Calorimetry (2 prace), Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry,
Materials Letters (2 artykuly), Polimery (2 publikacje), Applied Surface Science, Catalysts,
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, Tetrahedron Asymmetry. Prace doktorantki sg
cytowane ponad 55 razy, mimo bardzo krotkiego okresu od ich ukazania si¢. Efektywno$¢
naukowa Autorki pracy zastuguje na najwyzsze uznanie i wyréznienie. Mimo, ze w obecnym
czasie Doktoranci wykazujg istotny postep w tym zakresie to nie jest to niestety reguta. Szkoda,
ze Doktorantka nie pokusita si¢ o zgloszenie wynalazku czy wynalazkow, co w $wietle
znaczenia nowatorskiego czy praktycznego uzyskanych rezultatow jest niezmiernie wazne czy
nawet kluczowe. By¢ moze fakt ten ma miejsce, jednakze mi o tym nie wiadomo, mimo prob
analizy tych osiagni¢¢ na stronach UP RP.

Przyjetym zwyczajem jest zamieszczanie dorobku naukowego Autora/Autorki pracy,
co bezposrednio informuje o jego potencjale naukowym. Prawdopodobnie Doktorantka
rezultaty swoich badan przedstawiala w formie licznych komunikatow czy plakatow, na
konferencjach o zasiggu krajowym, jak i miegdzynarodowym. Tej informacji takze nie ma, cho¢
pamigtam 0sobisty udziat Pani mgr Doroty Chelminiak-Dudkiewicz na konferencji BioOrg
2015 organizowanej w mojej macierzystej Uczelni i bardzo owocng, merytoryczng dyskusje

z Doktorantkg podczas sesji posterowe;j.

W tym miejscu chcialbym zaznaczy¢ istotny wktad Pani Doroty Anny Chelminiak-
Dudkiewicz w rozwd6j chemii i dziedzin pokrewnych. Sposob zaplanowania eksperymentow,
zrealizowania badan, jak i forma przedstawienia wynikow oraz ich wnikliwa i rzeczowa
analiza, $wiadcza 0 niekwestionowanych wysokich kompetencjach naukowo-badawczych
Autorki rozprawy i sa dowodem Jej wysokiego poziomu przygotowania do prowadzenia badan

naukowych.

Na podstawie oceny pracy doktorskiej Pani mgr Doroty Anna Chelminiak-Dudkiewicz
zatytulowanej ,,Struktura i wlasciwosci nowych nanoczastek magnetycznych z powlokami

polimerowymi jako potencjalnych nosnikéw w katalizie” jednoznacznie stwierdzam, ze
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recenzowana rozprawa spelnia wszystkie wymogi ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
»0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie
sztuki” (Dz. U. nr 65, poz. 595 z 16.04.2003 r., wraz z pézniejszymi zmianami), wnioskuje
ponadto do Wysokiej Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Mikolaja Kopernika

w Toruniu o przyjecie pracy i przeprowadzenie dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage zakres oraz poziom (znacznie przekraczajacy standardy) oraz
niepodwazalne znaczenie wykonanych badan (mimo moich licznych uwag czy
komentarzy, ktore wynikajg z wartosciowego i cennego materialu badawczego zawartego
w ocenianej pracy) dla rozwoju dyscypliny naukowej, jaka reprezentuje Pani mgr Dorota
Anna Chelminiak-Dudkiewicz oraz znaczaca aktywno$¢ naukowa Doktorantki, wnosze
0o wyroznienie pracy, z zastrzezeniem spelnienia warunkéow dodatkowych Wydzialu,

o ile takowe istniejq.
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