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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Marty Domzat-Kedzia

pt.: ,Otrzymywanie, charakterystyka i zastosowanie biopolimeru syntetyzowanego

przez Bacillus subtilis”

wykonanej w Zaktadzie Biotransformacji, Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego
pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Marcina tukaszewicza i dr Agnieszki Lewiriskiej.

Rozprawa doktorska Pani mgr Marty Domzat-Kedzia pt.: ,,Otrzymywanie, charakterystyka
| zastosowanie biopolimeru syntetyzowanego przez Bacillus subtilis” jest ciekawa, potrzebng i nowatorskg
pracg badawczg obejmujgcg praktycznie wszystkie etapy biotechnologicznego procesu wytwarzania
| zastosowania lewanu. Tematyka i zakres pracy catkowicie wpisujg sie w obecne kierunki badawcze majgce
na celu poznanie mechanizméw biosyntezy naturalnych biopolimeréw, ich ukierunkowane wytwarzanie
i zastgpowanie nimi stosowanych w duzych ilosciach polimeréw syntetycznych, nie poddajacych sie
biodegradacji. Biopolimery sg wytwarzane praktycznie przez wszystkie organizmy zywe. Planujac
holistyczne podejsScie do swoich badari nad biopolimerami mgr inz. Domzat-Kedzia, jako zrodto ich
pochodzenia wybrata mikroorganizmy biosyntetyzujace polimer o szczegdinej strukturze i réznorodne;j
funkcjonalno$ci. Wymagang cechg poszukiwanego drobnoustroju byto jego bezpieczenstwo dla cztowieka

oraz Srodowiska naturalnego. Takim mikroorganizmem okazat sie Bacillus subtilis bedacy Zrédiem wielu
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ré6znorodnych metabolitéw i posiadajgcy status GRAS, $wiadczacy o bezpieczenstwie dla ludzi i zwierzat.
Drobnoustréj ten wytwarza lewan - biopolimer sktadajacy sie z jednostek D — fruktofuranozy, potaczonych
wigzaniami B-(2,6) — glikozydowymi w taricuchach gtéwnych oraz -(2,1) — glikozydowymi w rozgatezieniach.
Wiasciwosci biologiczne lewanu zalezg od jego masy czgsteczkowej i stopnia rozgatezienia. Brak
standardowe] charakterystyki tego biopolimeru jak i okreslenia zaleznosci jego funkcji od struktury byto
Z pewnoscig przyczyng naukowego zainteresowania sie doktorantki lewanem. Celem przedstawionej mi do
recenzji pracy doktorskiej cyt.: ,byfo otrzymanie lewanu z wykorzystaniem probiotycznych, bezpiecznych
bakterii Bacillus subtilis, zbadanie jego wiasciwoéci fizykochemicznych i biologicznych oraz okre$lenie jego
mozliwos$ci aplikacyjnych”. Badania w tak szerokim zakresie byly mozliwe dzigki interdyscyplinarnemu
podejsciu do zagadnienia badawczego, wykorzystaniu réznorodnych metod badawczych i analitycznych
dostepnych w laboratoriach uczelnianych, wspétpracy z przemystem i innymi jednostkami badawczymi, jak
i wspétfinansowaniu przez granty NCBR.

Podobnie jak odpowiednio zaplanowany i przeprowadzony jest cigg badan, réwniez i przedstawiona
rozprawa doktorska jest napisana, mimo swej obszernosci, w sposdb komunikatywny. W pracy tej na 162
stronach, z pomocg 24 tabel i 56 rysunkéw oraz ponad 350 pozycji literaturowych, dokonano przegladu
literatury, przedstawiono metodyke badan, oméwiono i przedyskutowano uzyskane wyniki, konczac prace
podsumowaniem i wnioskami. W pracy wydzielono streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz
stosowanych skrétéw i symboli, podziekowania oraz dorobek naukowy czynigc jg bardziej czytelna.

Przed ustosunkowaniem sie do niektérych wynikéw otrzymanych przez doktorantke, chciatbym
zwrécié uwage na rozdziat nazwany wstepem. Stanowi on bardzo dobre wprowadzenie czytelnika
w zagadnienia zwigzane z polimerami, biopolimerami i ich biodegradowalno$cig. Przedstawiono podziat tych
substancji w zalezno$ci od pochodzenia, topologii, budowy i jej jednorodno$ci oraz struktury. Duzg czes¢
informacji, z racji wyboru kierunku badawczego, poswiecono aspektom molekularnym i inzynierskim
biosyntezy lewanu. Oméwiono role operondw istotnych w produkcji lewanu przez Bacillus subtilis. Pokazano
dotychczasowe potencjalne mozliwosci wykorzystania lewanu, szczegdlnie w postaci nosnikéw réznych
aktywnych substancji. Zwrécono uwage na nanosytemy i ich wykorzystanie w medycynie, farmacji

i kosmetologii. Stad bardzo dobrze przedstawiony opis budowy ludzkiej skéry i transportu réznych
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Czgsteczek przez ten narzad. Informacje zawarte w tym rozdziale, choé moim zdaniem czasem Zbyt
podrecznikowe, sg wysmienitym wprowadzeniem w zagadnienia badawcze przedstawione w pracy jak
i stanowig dobre odniesienie do uzyskanych przez Doktorantke wynikéw i ich dyskusji.

W' réwnie obszernym rozdziale dotyczacym metodyki podano procedury postepowania
w prowadzonych przez Doktorantke badaniach. Z uznaniem nalezy przyjaé szeroki zakres metodologii
zastosowanych w planowaniu i analizie $ciezek badawczych, w ktérych doktadnie przedstawiono
molekularne sposoby oceny dobieranych szczepéw drobnoustrojéw, hodowle mikroorganizméw w réznej
skali, procesy izolacji i bogatej charakterystyki réznych form lewanu z wykorzystaniem zaawansowanych
metod spektroskopowych, mikroskopii elektronowej, konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowej
i ramanowskiej, termograwimetrii, ocene toksycznosci, zdolnosci przeciwutleniajgcych, antyrodnikowych
i antybakteryjnych badanego biopolimeru i jego zdolnosé przenikania przez warstwe rogowa skoéry. Nie
wiem, ile z tej listy metodologii Doktorantka wykonywata sama, a na ile byta wspierana przez innych, ale na
pewno byta zaangazowana we wszystkie doswiadczenia i analizy, co jest bardzo imponujgce.

Kolejno Pani mgr inz. Domzat-Kedzia przystepuje do analizy i dyskusji wynikéw swoich badan,
poczynajac od selekceji odpowiedniego szczepu sposrod drobnoustrojow znajdujgcych sie w kolekciji Zaktadu
Biotransformaciji oraz sposréd szczepéw wyizolowanych przez siebie ze Srodowisk, takich jak przewod
pokarmowy dzdzownicy kalifornijskiej, rézne rodzaje miodéw i melasy. Cze$¢ szczepoéw zakupiono
w Swiatowych kolekcjach kultur drobnoustrojéw. Poprzez okreslanie cech morfologicznych, biologicznych
i genetycznych badanych drobnoustrojéw oraz identyfikacje wytwarzanego polimeru doktorantka wybrata do
dalszych badarn najefektywniejszy szczep, ktérym okazat sie Bacillus subtilis natto KB1. Wytwarzat on jednak
tylko 1,54 g/l lewanu zidentyfikowanego spektroskopia NMR. Z punktu widzenia ekonomiki procesu
przemystowego otrzymywania tego polimeru uwazam, ze ta warto§é musi by¢ znacznie zwigkszona.

Zajmujgc si¢ dalej biosyntezg lewanu przez ten szczep Doktorantka otrzymata w standardowych,
dobranych przez siebie warunkach hodowli biopolimer z bimodalnym rozktadem Sredniej masy molowe;j,
gdzie 4,59 % stanowita frakcja HMW o masie 2710 kDa, a 95,4% frakcja LMW o masie 11,35 kDa.
Wydtuzajgc hodowle Bacillus subtilis natto KB1 do 216 godz. (z 24 godzin) i wytrgcajac lewan z pofermentu

etanolem w stosunku 1:2 v/iv uzyskata praktycznie czysty preparat (99,69%) LMW lewanu o masie
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czasteczkowej 37.62 kDa. Jakos¢ tego preparatu lewanu okreslona zostata przez 'H i *C NMR i FTIR.
Badania termograwimetryczne stanowity dalszg przestanke wskazujgca na niewielkg ilo$¢ rozgatezien w tym
polimerze, ktdre jak wykazata Doktorantka wplywajg na zdolnoé¢ sorpcji wody przez lewan. Te zdolnos¢
potwierdzita analiza SEM wskazujgc na rozwinieta powierzchnie wtasciwg lewanu, co pozwolito réwniez
Doktorantce wnioskowaé o przydatnosci tego polimeru do zatrzymywania wody w skérze. Biorgc pod uwage
te wiasciwosci i potencjalne mozliwosci wykorzystania lewanu w procesach emulgacji, zageszczania czy
zelowania, nalezy uznaé, ze proces biosyntezy i oczyszczania lewanu przez strgcanie etanolem pokazany
przez Doktorantke wykazuje istotne parametry technologiczne i otwiera droge do dalszej optymalizacji
z uwzglednieniem dodatkowych czynnikéw molekularnych i inzynieryjnych. Ten kierunek badawczo-
rozwojowy jest mocno uzasadniony przez wykazanie przez mgr inz. Domzat-Kedzia, ze lewan wytwarzany
przez B. subtilis natto KB1 jest nietoksyczny dla komérek ssaczych iujawnia silne dziatanie
przeciwutleniajgce, antyrodnikowe jak i przeciwnowotworowe, dlatego moze byC rozwazane jego
zastosowanie w réznych dziedzinach biomedycyny.

Usprawnienie procesu technologicznego jest widoczne w dalszych eksperymentach w pracy
doktorskiej mgr inz. Domzat-Kedzia, gdy dazy do opracowania na bazie lewanu réznych nanono$nikéw
z uwzglednieniem wplywu technologii ich otrzymywania na Srodowisko. Jako Zrédto lewanu Doktorantka
stosowata zaréwno wytrgcony polimer jak i poferment otrzymujac z obu tych Zrédet nanoczagstki o $rednich
rozmiarach ok. 220 nm, aczkolwiek o zréznicowanej strukturze. Poddata je badaniom majgcym na celu
okreélenie ich uzytecznoéci w kosmetykach, gdyz umozliwiajg, jak to oznaczyta, enkapsulacje zwigzkéw
hydrofobowych oraz sg zdolne do przenikania przez warstwe rogowg naskérka nawilzajgc skére i mogg
utatwia¢ w niej transport substancji aktywnych. Dos¢ duzg uwage Autorka poswieca cieczy pohodowlanej B.
subtillis natto KB1 zwanej w tym przypadku pofermentem. Wykazuje on wtasciwos$ci bakterio- i grzybobdjcze.
Z racji coraz wiekszego komercyjnego zastosowania w kosmetyce pofermentéw i przypisywaniu im wielu
pozytywnych witasciwosci, Doktorantka zbadata oddziatywanie sktadnikéw pofermentu wraz z zawartym
w nim lewanem z anionowym $rodkiem powierzchniowo czynnym iprzetestowata jego uzyteczno$é
w formulacjach kosmetycznych zeli pod prysznic. Podejrzewajac, ze efekt pozytywnego dziatania pofermentu

(zmniejszenie efektu draznigcego zelu) wynika z obecnosci lewanu w jego skitadzie, zaplanowata
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wprowadzenie nanoczgstek z wytraconego polimeru do matryc kremu, toniku i serum. Po 28 dniach ich
stosowania in vivo zaréwno przebarwienia jak i zmarszczki zostaty zredukowane o kilka procent i zwiekszyto
si¢ nawilzanie skéry na czole i policzkach. Niewiele jest danych dotyczacych wprowadzenia lewanu
w rozbudowane matryce kosmetyczne. Uzyskane przez panig mgr inz. Domzat-Kedzia wyniki stanowig
bardzo dobrg baze do rozwoju serii nowych produktéw kosmetycznych.

Analizujgc przedstawiong rozprawe doktorska chciatbym wspomnieé o dyskusji wynikéw. Czesto jest
to cze$¢, ktora jest zaniedbywana w pracach doktorskich lub czyta sie ja bardziej jak streszczenie. Pani mgr
inz. Domzat-Kedzia starata si¢ uciec od takiego schematu. Omoéwita wtasne wyniki badan, poréwnata
z dostepnym jej state of the art w literaturze $wiatowej, pokazata dalsze kierunki badan. Biorgc pod uwage
zakres badan i wielce skomplikowang zréznicowang zaleznoéé poszczegblnych parametréw procesu od
rodzaju drobnoustrojéw, kontroli procesu otrzymywania polimeru, obrébki cieczy pohodowlanej, struktury
polimeru i jego funkcjonalnosci, doktorantka poradzita sobie bardzo dobrze. Na podstawie tej dyskusji pani
mgr inz. Marta Domzat-Kedzia sformutowata rzeczowe, koherentne i logiczne wnioski, z ktérych ostatni cyt.:

»,Obecnie powstajg kosmetyki z opracowanymi nowymi surowcami” zastuguje na odnotowanie.

Przechodzgc do koricowej czesci mojej recenzji cheiatbym podkreslié, ze przedstawione wyniki badan
ukazujg bardzo wazne cele uzytkowe z punktu widzenia rozwoju biosyntezy i wykorzystania biopolimerdw,
a w konsekwengii i biogospodarki. Pani mgr inz. Marta Domzat-Kedzia krytycznie podchodzi do otrzymanych
wynikow, rozwigzuje swoje szczegGlowe cele naukowe czy technologiczne nowoczesnymi metodami.
Jestem przekonany, ze wprowadzajac dalej nowg wiedze z zakresu biosyntezy biopolimeréw i ich modyfikacji
zwigkszy efektywno$é proponowanych przez siebie rozwigzan. Jak juz wspomniatem praca doktorska mgr
inz. Marty Domzat-Kedzia jest napisana, mimo swej objetosci w sposéb komunikatywny. Wymaga tylko
korekty edytorskiej, doprecyzowania lub poprawy niektérych sformutowan, jak np. ,ferment”,  klaster
polimeréw”, ,wtasnosci”. Niektore z tabel i rysunkéw wymagajg bardziej rozszerzonej i komunikatywnej
legendy czy zmiany odno$nika literaturowego, jak rys 13. Te drobne uwagi w zaden sposéb nie wptywajg na

wysokg ocene merytoryczng niniejszej pracy. Natomiast czytajac prace i analizujgc nowatorskie wyniki
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przedstawione przez Autorke, zastanawiatem sie po co Bacillusowi ten lewan. Ciekawi mnie komentarz
Doktorantki w tej kwestii.

Biorgc pod uwage warto$¢ merytoryczng, jakos¢ i zakres wykonanych do$wiadczen, przedstawiong
do recenzji rozprawe oceniam bardzo wysoko. Uwazam, iz przedstawiona rozprawa doktorska jest
oryginalnym i interdyscyplinarnym opracowaniem naukowym, o duzym aspekcie uzytkowym, a uzyskane
wyniki znaczgco poszerzajg wiedze w dyscyplinie nauki biologiczne. Doktorantka wykazata umiejetnosci
planowania badan i samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze
praca doktorska mgr inz. Marty Domzat-Kedzia ,Otrzymywanie, charakterystyka i zastosowanie biopolimeru
syntetyzowanego przez Bacillus subtilis” spetnia wymagania stawiane przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 r.
- Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Spetnia tez wymogi zwyczajowe stawiane rozprawom doktorskim.
W zwigzku z tym wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne, Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie mgr inz. Marty Domzat-Kedzia do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne, Uniwersytetu
Wroctawskiego z wnioskiem o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marty Domzat-Kedzia. Zgodnie
Z powyzszg mojg opinig podtrzymuje, ze praca wyrdznia sie szerokim zakresem przeprowadzonych prac,
zawiera wiele nowatorskich elementéw i stanowi istotny wktad w rozwéj metod biotechnologicznego

pozyskiwania biopolimeru lewanu oraz poszerza mozliwosci aplikacyjne tego polimeru.
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