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Recenzja pracy doktorskiej mgr Marty Domzal-Kedzia pt. "Otrzymywanie,

charakterystyka i zastosowanie biopolimeru syntetyzowanego przez Bacillus subtilis”

Pomimo duzego postepu dokonujgcego sie w zakresie chemii polimerow opracowywanie
nowych metod syntezy zwigzkéw wielkoczgsteczkowych jest aktualnie jednym
z najwazniejszych kierunkéw badawczych szeroko rozumianej biotechnologii, chemii
i farmaciji. Szczegdlinie interesujgce sg rozwigzania dotyczace biopolimeréw syntetyzowanych
przez mikroorganizmy. W celu zapewnienia maksymalnego bezpieczeristwa stosowania
biopolimeréw pochodzenia mikrobiologicznego, najlepszym rozwigzaniem jest zastosowanie
do ich produkcji organizméw nieszkodliwych dla cztowieka oraz $rodowiska naturalnego.

Przedstawiona do oceny praca doktorska pt. "Otrzymywanie, charakterystyka
i zastosowanie biopolimeru syntetyzowanego przez Bacillus subtilis" wykonana przez Panig
mgr Marte Domzat-Kedzia (pod opiekg prof. dr hab. inz. Marcina tukaszewicza
oraz dr Agnieszki Lewinskiej) bardzo dobrze wpisuje sie w aktualne trendy badan
nad metodami biosyntezy zwigzkow wielkoczgsteczkowych.

Jako gtowny cel pracy badawczej Doktorantka postawita sobie opracowanie metody
otrzymywania lewanu z wykorzystaniem probiotycznych, bezpiecznych bakterii B. subtilis,
zbadanie jego wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych oraz okreslenie jego mozliwosci
aplikacyjnych.

W czesci literaturowej pracy, Autorka przedstawita w sposéb bardzo syntetyczny
najwazniejsze informacje dotyczace polimeréw syntetycznych, poisyntetycznych i naturalnych
ze szczegblnym uwzglednieniem polimeréw biodegradowalnych. Przedstawita klasyfikacje,
strukture oraz Zzrédta pochodzenia poszczegdinych zwigzkow wielkoczgsteczkowych.

Doktorantka szczegdlnie duzo miejsca poswiecita polimerom pochodzenia rolinnego
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i zwierzgcego . Przedstawita m.in. charakterystyke celulozy, skrobi, ligniny, kolagenu, chityny,
chitozanu i kwasu hialuronowego. W kolejnym rozdziale mgr Marta Domzat-Kedzia opisata
biopolimery pochodzenia mikrobiologicznego (dekstran, pullulan, polihydroksyalkanolany).
W rozdziale nr 6 Doktorantka przedstawita charakterystyke bakterii Gram-dodatniej B. subtilis
wykorzystywang w czeséci eksperymentalnej niniejszej pracy doktorskiej. Omaéwita m.in. iej
rozpowszechnienie, zdolno$¢ do tworzenia form przetrwalnikowych oraz wykorzystanie
w technologii otrzymywania enzyméw, biosurfaktantow, witamin, antybiotykéw oraz innych
grup zwigzkéw stosowanych m.in. w przemysle rolno-spozywczym, farmaceutycznym
oraz chemii gospodarczej i kosmetykéw. W kolejnym rozdziale Autorka opisata budowe,
pochodzenie, metody i warunki biosyntezy oraz mikrobiologiczne metody otrzymywania,
wiasciwosci i zastosowanie lewanu. Ostatni rozdziat czesci literaturowej Doktorantka
poswiecita wykorzystaniu biopolimeréw w technologii postaci leku (gtéwnie transdermalnej)
ze szczegolnym uwzglednieniem lewanu. Opisata budowe ludzkiej skory oraz mechanizmy
transportu substancji aktywnych przez wspomniany narzad.

Oceniajac te¢ czesé dysertacji uwazam, ze Doktorantka wykazata sie duzg wiedzg
teoretyczng, umiejetnoscia prawidiowego doboru zrédet literaturowych i selekcji
informacji. Magister Marta Domzat-Kedzia bardzo umiejetnie uzasadnita koniecznosé
podjecia badarn stanowigcych przedmiot ocenianej rozprawy doktorskiej.

W pracy badawczej Doktorantka zdefiniowata nastepujace cele szczegétowe:

a) dokonanie selekcji szczepdw — poszukiwanie szczepéw syntetyzujgcych lewan,

b) opracowanie metody biosyntezy polimeru i optymalizacja wspomnianego procesu,

c) wyznaczenie $redniej masy molowej, struktury oraz zbadanie wlasciwosci
fizykochemicznych otrzymanego lewanu,

d) ocena witasciwosci biologicznych oraz okreslenie bezpieczenstwa stosowania biopolimeru
w warunkach in vitro,

e) zbadanie wiasciwosci aplikacyjnych zsyntetyzowanego lewanu.

W pierwszej czesci pracy badawczej Doktorantka przeprowadzita analize szczepdw
zdolnych do syntezy lewanu. tgcznie potwierdzita t¢ zdolno$¢ u 25 z 45 badanych szczepow
(w tym 9 zapewniajgcych wysokg wydajnosé procesu). Najefektywniejszym szczepem okazat
si¢ B. subtilis natto KB1 i ten wtaénie szczep zostat wykorzystany przez Autorke w dalszych
badaniach. Sekwencjonowanie genomu tego szczepu wykazato obecno$é gendéw
warunkujacych synteze wielu interesujgcych metabolitow, tj. kwasu poli-y-glutaminowego,
a- glukanu, proteazy, lipazy, amylazy, ksylanazy, celulazy czy fitazy.

W kolejnym etapie, mgr Marta Domzat-Kedzia przeprowadzita biosynteze lewanu. Autorka
stwierdzita, ze otrzymany biopolimer charakteryzowat sie bimodalnym rozktadem Sredniej
masy molowej. Wydtuzenie czasu hodowli oraz stopniowe wytrgcanie lewanu z pofermentu

wraz ze wzrastajgcym stezeniem etanolu umozliwito otrzymanie frakcji biopolimeru wysokiej
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czystosci (99,69%) charakteryzujgcej sie $rednig masg czgsteczkows rzedu 37,62 kDa
(LMW). Struktura lewanu zostata potwierdzona przy wykorzystaniu metod spektroskopowych
(spektroskopii 'H i 'C NMR oraz FTIR). Dodatkowo zastosowana analiza
termograwimetryczna potwierdzita obecnosc niewielkiej ilosci rozgatezien
w makroczgsteczkach biopolimeru. Ponadto analiza metodg skaningowej mikroskopii
elektronowej wykazata, ze agregaty lewanu majg rozwinigtg powierzchnie wiasciwg
i w zwigzku z tym, moze on adsorbowac rézne jony i zwigzki chemiczne. Doktorantka
wykonujac dalsze eksperymenty wykazata réznice pomiedzy zdolnoscig sorpcji wody przez
lewan LMW otrzymany z B. subtilis natto KB1 (99,3 + 0,4%) i lewan otrzymany z E. herbicola
(1498,3 £ 38,9%). Stwierdzita, ze réznica ta prawdopodobnie wynika ze stopnia rozgatezienia
tancuchoéw zsyntetyzowanego polimeru.

W dalszej czegéci pracy eksperymentalnej, mgr Marta Domzat-Kedzia ocenita
bezpieczenstwo lewanu w hodowlach in vitro ludzkich fibroblastéw oraz keratynocytow.
Przeprowadzita réwniez badania witasciwosci przeciwrodnikowych i przeciwutleniajgcych
lewanu. Stwierdzita, ze badany biopolimer nie wykazat dziatania toksycznego wobec
wybranych linii komérkowych w zakresie stezen 0,98-1000 ug/ml. Zaobserwowata
zdecydowane r6znice w hamowaniu procesu utleniania. Biopolimer LMW dezaktywowat ponad
42% rodnika DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylo-hydrazylowego), podczas gdy lewan otrzymany
z E. herbicola nie wykazat tej aktywnosci. Ponadto nie wykazano toksycznego dziatania
otrzymanych lewanéw wzglgdem dwéch linii nowotworowych Hs 294t i A375 (w zakresie
stezen 0,98—-1000 ug/ml).

W kolejnym etapie badar, Doktorantka otrzymata nanoczastki lewanu z wykorzystaniem
dwéch metod (réwniez w skali przemystowej): 1) nanostruktur lewanu z wczesniej
wytraconego polimeru i 2) z uzyskanego pofermentu. Okazato sie, ze niezaleznie
od zastosowanej metody otrzymane nanoczastki charakteryzowaly sie $rednig wielkoscig
ok. 220 nm. Z kolei analiza metodg transmisyjnego mikroskopu elektronowego wykazata
réznice w powierzchni otrzymanych nanoczgstek. Prawdopodobnie wynikaty one ze sposobu
otrzymywania lewanu. Magister Marta Domzat-Kedzia wykazata, ze niezaleznie
od zastosowanej metody otrzymywane nanoczgstki lewanu umozliwiaja enkapsulacje
zwigzkow hydrofobowych oraz sg one zdolne do przenikania przez warstwe rogowg naskorka
i wplywajg pozytywnie na nawilzenie skory.

W dalszej etapie, poferment z B. subtilis natto KB1 z nanoczastkami lewanu poddano
badaniom pod katem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe; i wykazano pozytywne dziatanie
bojcze wzgledem bakterii i grzybéw oraz dziatanie przeciwadhezyjne i redukujgce biofilm.
Doktorantka zbadata réwniez interakcje pomiedzy anionowym $rodkiem powierzchniowo
czynnym a lewanem w pofermencie. Nastepnie, poferment z lewanem otrzymany z B. subtilis

natto KB1 wykorzystano do przygotowania prototypowych zeli pod prysznic.
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Autorka stwierdzita, ze jego dodatek spowodowat znaczne zmniejszenie negatywnego wptywu
gotowego produktu na skére. Zaobserwowano spadek liczby zeinowej, ktéra jest wskaznikiem
draznigcego potencjatu oraz zmniejszenie zdolnosci emulgujacych substancji hydrofobowych
040%. Nanoczgstki otrzymane z wytrgconego polimeru wprowadzono do matryc kosmetykéw
(kremu, toniku i serum), a nastgpnie uzyskane formulacje poddano badaniom w warunkach
in vivo. Po 28 dniach stosowania, przebarwienia na skorze zostaty zredukowane o 4,8%,
zmarszczki o 5,1% oraz zwigkszylo sie nawilzenie skoéry w strefie T (czofo) i U (policzki)
0 odpowiednio 0 9,8% i 10,8%.

W ostatniej czesci dysertacji, Doktorantka na podstawie krytycznej dyskus;ji
sformutowala spdjne, wywazone i logiczne wnioski.

Reasumujac, dysertacja zostata zredagowana w sposéb bardzo staranny. Prace
czyta sie dobrze. Uklad tresci jest logiczny i spéjny. Zakres pracy doktorskiej jest
bardzo obszerny. Niewatpliwie, jest to bardzo duze osiagniecie Doktorantki.

Magister Marte Domzal-Kedzia przeprowadzita duzg liczbe syntez, badan
strukturalnych, fizykochemicznych, analitycznych i biologicznych, co jest dowodem
wysokich kwalifikacji i duzego doswiadczenia Doktorantki. Wszystkie dane
eksperymentalne zostaly przedstawione w sposéb bardzo czytelny i prawidiowo
zinterpretowane. Wszystkie wyniki zostaly logicznie skomentowane w odniesieniu
do aktualnego stanu wiedzy. Autorka dokonata prawidtowej interpretacji duzej liczby
danych eksperymentalnych, co swiadczy o Jej bieglej znajomosci zastosowanych
metod i technik badawczych.

Na uwage zastuge rowniez fakt, ze cze$¢ wynikoéw uzyskanych w ramach pracy doktorskiej
jest przedmiotem kilku opublikowanych artykutow:

» Domazat-Kedzia M., Lewiriska A., Jaromin A., Weselski M., Pluskota R., Lukaszewicz

M., Fermentation parameters and conditions affecting levan production and its potential
applications in  cosmetics, Bioorganic Chemistry, Volume 93, 2019,
http://doi.org/10.1016/j.bioorg.2019.02.012.

> Lewinska A., Domzat-Kedzia M., Kierul K., Bochynek M., Pannert D., Nowaczyk P.,

tukaszewicz M., Targeted Hybrid Nanocarriers as a System Enhancing the Skin
Structure, Molecules 26, no. 4: 1063, 2021,
https://doi.org/10.3390/molecules26041063.

> Wasilewski T., Seweryn A., Pannert D., Kierul K., Domzat-Kedzia M., Hordyjewicz-

Baran Z., tukaszewicz M., Lewiriska A. Application of Levan-Rich Digestate Extract in
the Production of Safe-to-Use and Functional Natural Body Wash Cosmetics,
Molecules 27, no. 9: 2793, 2022, https://doi.org/10.3390/molecules27092793.
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> Lewinska A., Domzat-Kedzia M., tukaszewicz M. Self-assembly levan, as a natural
active bio-nanocarrier, Sustainable Chemistry and Pharmacy, Volume 31,100936,
2023, https://doi.org/10.1016/j.scp.2022.100936.
Z obowigzku recenzenta mam kilka drobny uwag formalnych. Autorka redagujac bardzo
obszerny materiat nie ustrzegta sie drobnych btedéw nomenklaturowych i edytorskich
oraz niezrecznych sformutowan. Przyktadowe uwagi:
- Sformutowanie ,nanoczgsteczki” powinno zosta¢ zastgpione okre$leniem ,nanoczgstki’;
- Sformutowanie ,wtasno$ci” powinno zostaé¢ zastgpione okresleniem ,wiasciwosci”;
- W przypadku polimeréw nalezy uzywaé pojecia $rednia masa czasteczkowa/érednia masa
molowa.
Chciatem podkreéli¢, ze wyzej wymienione drobne uchybienia nie wplywajg
na bardzo wysokg warto$¢ merytoryczng niniejszej pracy.
Prositbym Doktorantke o komentarz/informacje dotyczacy/ca nastepujgcych kwestii:
1) Jakg dyspersyjnoscig $redniej masy molowej charakteryzowaty sie zsyntetyzowane
biopolimery?
2) Jaka byla wydajnos$¢ procesu biosyntezy lewanu z wykorzystaniem B. subtilis natto KB1?
3) Czy dokonano podziatu probantéw na grupy uwzgledniajac wiek i pte¢ w przeprowadzonych
testach aplikacyjnych? Czy wprowadzono warunki ograniczajgce dla probantéw (np. typ skory,
brak schorzen itp.)

4) Jakie sg perspektywy zastosowania nanoczastek z lewanu w medycynie i farmacji?

Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr Marty Domzat-Kedzia jest warto$ciowym, oryginalnym
i interdyscyplinarnym opracowaniem naukowym. Uwazam, Ze uzyskane wyniki badan
wzbogacajag wiedze¢ w dyscyplinie nauki biologiczne. Doktorantka wykazala sie
umiejetnoscig planowania i wykonywania eksperymentéw, interpretowania i krytycznej
dyskusji wynikéw badan oraz formutowania logicznych wnioskéw.

Reasumujac z peinym przekonaniem stwierdzam, Zze przedstawiona mi do recenzji
praca doktorska mgr Marty Domzal-Kedzia pt. "Otrzymywanie, charakterystyka
i zastosowanie biopolimeru syntetyzowanego przez Bacillus subtilis" z nadmiarem
spetnia wymagania stawiane przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce. W zwigzku z tym, wnosze do Wysokiej Rady Dyscyplin Naukowej
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie

mgr Marty Domzatl-Kedzia do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Jednoczesnie, bioragc pod uwage bardzo wysoki poziom merytoryczny rozprawy,
wartosciowy materiat badawczy, charakter aplikacyjny pracy oraz fakt, ze wyniki badari
zostaty opublikowanie w formie czterech publikacji, wnioskuje do Wysokiej Rady

o wyréznieni rozprawy doktorskiej mgr Marty Domzat-Kedzia.
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