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Opracowanie niniejszej recenzji jest uzasadnione uchwala Rady Naukowej Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN z dnia 09.07.2021 o powolaniu mnie na
Recenzenta rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Zlotko pt. ..Sorpcja metali ci¢zkich na alfa-

glukanach 1 chitynie”.

Dobor i znaczenie tematu

W XXI wieku coraz wigkszy nacisk i srodki przeznacza si¢ na zwigkszenie czystosci
powietrza, wod. gleb, a takze podniesienie jakosci zywnosci. Zanieczyszczenie wod i gleb
kationami metali cigzkich. ktore jest spowodowane przede wszystkim rozwojem przemysiu
jest ciggle duzym problemem. Problemem jest rowniez utylizacja odpadow po produkcji
przemystowej i produkcji zywnosci. Dazy si¢ do oczyszczania wod i zagospodarowania

odpadéw metodami najwydajniejszymi, w jak najwickszym stopniu opartymi o naturalne



procesy zachodzace w przyrodzie i emitujacymi jak najmniej CO,. Jednak wdrozenie nowych
bardziej  przyjaznych  dla  Srodowiska  technologii ~ wymaga  przeprowadzenia
wielokierunkowych badan. Jednym z takich odpadow jest podloze wraz z grzybnia po
produkcji grzybow do celow spozywcezych. Obecnie wykorzystuje si¢ je glownie poprzez
kompostowanie i produkcj¢ biogazu. Jednak badania, dotyczace sorpcji kationow metali
ciezkich przez polisacharydy, wchodzace w skiad grzybni i owocnikow grzybow. ktore sa
znane z duzej akumulacji metali cigzkich; moga doprowadzi¢ do powstania nowych
sorbentow, tak samo wydajnych jak te produkowane obecnie na bazie polimeréw przez

przemysl chemiczny, lecz ulegajacych tatwo biodegradacji.

Spozycie owadow nie jest popularne w Europie, lecz dla okolo 2 miliardéw ludzi na
$wiecie jest to jedno ze zrodel biatka. witamin, blonnika i mineralow. Hodowla owadéw. do
ktorej mozna wykorzysta¢ wiele odpadow organicznych, moze by¢ tez prowadzona w
kierunku otrzymania biopaliwa oraz chityny i chitosanu. Chityna, ktora jest polisacharydem
wchodzacym w sklad ciala owada, moze by¢ potencjalnie tak samo wydajnym biosorbentem

jak polisacharydy wyizolowane z grzybow.

Z powyzszych powodow uwazam, ze wybrany przez mgr Katarzyng Zlotko temat

badan jest jak najbardziej zasadny. wpisujacy si¢ w obecne trendy w nauce.

Ocena formalnej strony pracy

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Zlotko sklada si¢ z publikacji przegladowej i
dwoch oryginalnych prac tworczych, spojnych pod wzgledem tematycznym i poswieconych
dwom biosorbentom: opracowaniu optymalnej metodyki ich otrzymywania, badaniom ich
wlasciwosci fizyko-chemicznych oraz zdolnosci do sorpcji metali cigzkich. Jednym z nich
byly pozyskane z grzybow (1—3)-a-D-glukany. Drugim biosorbentem byla wyizolowana z
wylinek poczwarek owada Hermetia illucens chityna. W przypadku (1—3)-a-D-glukanow
badano sorpcje kationow Ni'?, Cd**, Zn®" i Pb>", natomiast w przypadku chityny za
reprezentacyjne uznano kationy Ni*". Do publikacji zostalo dolaczone 47-stronicowe
omowienie osiagnie¢ badawczych, uzyskanych w ramach realizacji dysertacji, w ktorym
przedstawiono zasadniczy i szczegélowe cele pracy oraz hipotez¢ badawcza. Zawiera ono
cztery rozdzialy oraz wnioski i bibiografie skladajaca si¢ z az 198 pozycji literatury. przede

wszystkim anglojezycznej. Przedstawiony uklad opracowania jest logiczny i przejrzysty.



Tytul dobrze odzwierciedla zasadniczy cel przeprowadzonych badan, jakim bylo okres$lenie

zdolnosci (1—3)-a-D-glukanow i chityny do sorpcji wybranych metali cigzkich.

Przedstawiony do oceny zbior trzech publikacji. stanowiacy podstawe do ubiegania si¢
o tytul doktora w dziedzinie nauk rolniczych i dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo, posiada
laczny wspolczynnik IF = 12.758 (zgodnie z rokiem opublikowania, w przypadku pracy z
2121 roku IF za rok 2020) i faczna punktacje MEiN 300 pkt. Prace zostaly opublikowane w
czasopismach takich jak: Molecules, International Journal of Biological Macromolecules i
Polymers. Skiad autorski tych publikacji obejmuje od 6 do 7 autoréw. We wszystkich pracach
mgr Katarzyna Zlotko byla pierwszym autorem, a w dwoch pracach byla rowniez autorem
korespondencyjnym. Z analizy o$wiadczen wynika duzy udzial Doktorantki w tworzeniu
publikacji. W znaczacym stopniu (przy udziale Promotoréow) byla pomyslodawczynia prac.
opracowala ich koncepcj¢. samodzielnie wykonywala czg¢sé pomiaréw. opracowala uzyskane
wyniki, przygotowala pierwsza wersj¢ manuskryptow, merytorycznie i technicznie
opracowywala sugestie i poprawki sugerowane przez wspoélautorow publikacji. Wspolautorzy
okredlili w oswiadczeniach swoj wklad do poszczegolnych publikacji oraz wyrazili zgode,
zeby publikacje zostaly wykorzystane w przewodzie doktorskim mgr Katarzyny Ziotko. O
duzym udziale Doktorantki $wiadczy rowniez fakt. ze w dwoch pracach byla autorem
korespondencyjnym. Autor korespondencyjny przygotowuje pod wzgledem merytorycznym i
technicznym wersj¢ pracy, wysylang do redakcji czasopisma. ustosunkowuje si¢ do uwag
Recenzentow 1 na nim spoczywa obowiazek wykonania odpowiednich korekt, zgodnych z

uwagami Recenzentow, do finalnej wersji publikacji.
Ocena merytorycznej strony pracy

Pierwsza praca z cyklu przedstawionego do oceny. czyli publikacja przegladowa pt.
~Report on Fungal (1—3)-a-D-Glucans: Properties, Functions and Application” zostala
opublikowana w Molecules (2019, 24, 3972). We wstepie pracy dokonano podzialu
glukanow, omowiono ich budowe strukturalng oraz wystgpowanie w przyrodzie. Nastepnie
skoncentrowano si¢ na najmniej zbadanych (1—3)-a-D-glukanach, omowiono ich
umiejscowienie w scianie komorkowej grzyba oraz zakresy ich zawartosci w owocnikach i
grzybni réznych gatunkow grzybow. Nastepnym zagadnieniem omowionym w publikacji
byla aktywnos¢ biologiczna glukanow. Omowiono aktywno$¢ immunomodulacyjng i
przeciwnowotworowa glukanow. Kolejnym poruszonym zagadnieniem bylo pelnienie przez

glukany roli induktora syntezy enzymow, czyli (1—3)-a-D-glukanaz. Katalizujacych



hydrolize wigzan glukozydowych. Omoéwiono tez zdolnosci glukanéw do immobilizacji
enzymow oraz ich wlasciwosci prebiotyczne, bowiem ekstrakty z grzybow stymulujg wzrost
bakterii probiotycznych. Omoéwiono tez role (1—3)-a-D-glukanow wystepujacych w scianach
komorkowych patogenow grzybowych, tj. blokowanie enzymow roslinnych powodujacych
degradacje grzyba. oraz blokowanie zdolnosci rosliny do rozpoznawania skladnikow
chemicznych grzyba. Podobna funkcje chronigca organizm grzyba pelnia (1—3)-a-D-
glukany, wystepujgce w $cianie komorkowej grzyba Aspergillus fumigatus, powodujacego

aspergiloze pluc.

Nastepnie opisano metodyke izolacji grzybowych (1—3)-u-D-glukanéw skladajaca sig
z etapu usuwania frakcji rozpuszczalnej w wodzie, etapu otrzymania frakcji rozpuszczalnej w
alkaliach, nastepnie etapu jej neutralizacji i plukania. Oméwiono tez odmiany polimorficzne
glukanéw, w tym natywna postaé I. Dalsza cz¢s¢ pracy byla poswigcona aktualnemu stanowi
wiedzy, dotyczacemu budowy strukturalnej (1—3)-0-D-glukanéw. Z czedci tej wynika, Ze
moga one wystepowa¢ w postaci pojedynczej i podwojnej helisy, a poza wigzaniami

glikozydowymi (1—3) wystepuja w nich tez wigzania (1—4) oraz (1—6).

Kolejnym zagadnieniem poruszonym w pracy byla akumulacja metali cigzkich w
grzybach. Omowiono pobieranie bierne, czyli biosorpcje¢ kationdéw metali na powierzchni
$cian komorkowych zywej lub martwej masy grzybowej. Okreslono najwazniejsze
mechanizmy biorace udzial w wigzaniu kationow metali na powierzchni $ciany komorkowe;j.
Omowiono tez pobieranie aktywne, ktore zachodzi wolniej, lecz badania wskazuja. ze

akumulacja metali przez pobieranie aktywne jest wigksza niz poprzez biosorpcjg.

W drugiej publikacji przedstawionej do oceny (Nowak K., Wiater A., Choma A.,
Wiacek D., Bieganowski A.. Siwulski M., Wasko A.: Fungal (1—3)-a-D-glucans as a new
kind of biosorbent for heavy metals. International Journal of Biological Macromolecules
2019, 137, 960-965.) przedstawiono badania skriningowe sorpcji kationow metali cigzkich
(Ni*", €d*", Zn*" i Pb”") na (1—3)-a-D-glukanach wyizolowanych z owocnikéw lub grzybni
16 gatunkow grzybow, w tym  trzech odmian grzyba Lentinus edodes. Sorpcje
przeprowadzano przez 24 godziny przy stosunku adsorbent: roztwor 1:100 stosujac
zliofilizowane (1—3)-a-D-glukany w postaci proszku i roztwory azotanow(V) badanych
metali o stezeniu 100 mg dm™. Badania wykazaly. ze (1—3)-a-D-glukany wyizolowane z
trzech gatunkow grzybow wykazywaly duza pojemnos¢ sorpcyjna do badanych kationow

metali ciezkich. (1—3)-a-D-glukany wyizolowane z gatunku Lentinus edodes, odmiany SH



37, wytypowano do dalszych badan, ktore mialy na celu poznanie struktury biosorbenta.
Badania wykonane przy pomocy mikroskopu elektronowo-jonowego (SEM) i mikroskopu
optycznego wykazaly istnienie rozwinigtej struktury powierzchni glukanu z widocznymi
wioknami i platkami. Nastgpnie przy pomocy proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej wykazano
niewielki indeks krystalicznosci badanego polisacharydu (8.5%). Przeglad literatury
sugerowal. ze moze to by¢ wskaznik duzej zdolnosci biopolimeru do sorpcji kationow metali
cigzkich. Przy pomocy spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera i spektroskopii
Ramana okreslono charakterystyczne grupy funkcyjne i wigzania badanego polisacharydu.
Miedzy innymi zidentyfikowano pasma odpowiadajace wiazaniom «-(1—3)-glikozydowym
oraz o-(1—4)-glikozydowym, oraz pasma rozciaggajace grup hydroksylowych (3282 em™ i
2914 cm™). Analiza probek z zasorbowanymi kationami Pb>* wykazala wystepowanie
przesunigcia powyzszych pasm, wskazujgce na udzial grup hydroksylowych w sorpcji
kationow. Ponadto zaobserwowano przesunigcie pasm z pikiem przy 1635 cm™ oraz przy
1015 em™. Podobne wyniki otrzymano réwniez w przypadku pozostalych kationow metali.
Zaobserwowane przesunigcia $wiadeza o udziale grup hydroksylowych w sorpcji badanych

metali ci¢zkich.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analiz¢ metylacyjna. Badanie to wykazalo,
ze polisacharyd byl zbudowany glownie z glukozy (75.9%) i mannozy (19.5%) oraz
niewielkich ilosci ksylozy. Ponadto wyniki wskazywaly. ze gléwny tancuch skiadal si¢ z
glukozy polgczonej wiazaniami (1—3) (86.5%). Glukoza byla tez terminalnym

monosacharydem. Ponadto. fragmenty polisacharydu posiadaly polaczenie (1—4) (5.3%).

Do badania struktury wykorzystano réwniez technike jedno- (1D) i dwuwymiarowego
(2D) homojadrowego 'H NMR oraz dwuwymiarowego (2D) heterojadrowego 'H-"C NMR.
Przy pomocy powyzszych technik wykryto. ze analizowany biosorbent sklada si¢ z dwadch
rodzajow polimerow. Glownym polimerem byl (1—3)-a-D-glukan (86%) lecz w niewielkiej
ilosci (14%) wystepowal rowniez polisacharyd zbudowany z czasteczek «-D-glukozy

polaczonej wigzaniem (1—4).

We wnioskach stwierdzono. ze dominujacym mechanizmem akumulacji metali
cigzkich przez Lentinus edodes jest ich sorpcja na $cianach komorkowych zbudowanych z
polisacharydow. Podsumowujac. z pracy wynika. ze biorac pod uwage niski koszt otrzymania
(1—3)-a-D-glukanow z odpadow po produkcji Lentinus edodes i efektywnos¢ sorpcji

kationow metali cigzkich., glukany te sa obiecujacymi biosorbentami metali ci¢zkich.



Powyzsza prace oceniam bardzo wysoko, w szczegdlnosci badania dotyczace sktadu

chemicznego i struktury biosorbenta.

W ostatniej publikacji cyklu (Zlotko K., Wasko A.. Kaminski D.M., Budziak-
Wieczorek 1., Bulak P., Bieganowski A.: Isolation of Chitin from Black Soldier Fly (Hermetia
illucens) and its usage to metal sorption. Polymers 2021, 13, 818.) przedstawiono
zmodyfikowana przez autoréw metodyke izolacji chityny z wylinek pozyskanych z
poczwarek owada Hermetia illucens, wyhodowanych w skali laboratoryjnej w Instytucie
Agrofizyki PAN w Lublinie. Po oczyszczeniu i zmieleniu wylinek chityna byla izolowana z
uzyciem trojetapowej metody izolacji. skladajacej si¢ z demineralizacji z uzyciem 1 M HCl,
nastepnie deprotonizacji w podwyzszonej temperaturze w obecnosci 1M NaOH. Trzeci etap,
ktorym byla depigmentacja chityny, przeprowadzono w czterech wariantach z uzyciem wody.
9% H-0». oraz 1% KMnO,. Ponadto badano chityne bez etapu depigmentacji. Wydajnosc
pozyskiwania chityny dla pieciu wariantow procedury jej depigmentacji miescila si¢ w
przedziale 5.6-7.97%. Pozyskane probki chityny badano przy uzyciu mikroskopii optyczne;j i
konfokalnej. Okazalo si¢. ze chityna miala powierzchni¢ o strukturze skladajacej si¢ z
szesciokatnych jednostek przypominajacych plaster miodu, w szczegolnosci w wariancie
depigmentacji z uzyciem 9% H,O, przez 2.5 godziny. Chityna uzyskana z uzyciem tego
wariantu. majaca najbardziej rozbudowana powierzchnig, zostala uzyta do doswiadczen
majacych na celu okreslenie jej zdolnosci do sorpeji kationow Ni**. Probki chityny pozyskane
z uzyciem pieciu sposobow depigmentacji oraz probki poddane sorpcji zostaly zliofilizowane,

a nast¢pnie poddane badaniom instrumentalnym.

Poza wspomnianymi badaniami z uzyciem mikroskopu optycznego., probki byly
badane przy pomocy proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej. Stwierdzono, ze: chityna
wystepowala w postaci «, jej poziom krystalicznosci wynosil 60%, wielkos¢ krysztalow
chityny wynosita ~80 nm, w dwoch wariantach pozyskiwania wystgpowaly sladowe ilosci
krzemionki. Ponadto w zliofilizowanej prébce po sorpcji Ni*" stwierdzono wystepowanie
wyraznego i ostrego odbicia $wiadczacego o sorpcji kationow Ni*". Gléwnym wynikiem
analizy termograwimetrycznej bylo stwierdzenie. ze rozklad chityny nastgpowal w
temperaturze 356-392°C, czyli w typowym zakresie dla chityny. Wykorzystanie techniki
FTIR pozwolilo na okreslenie najwazniejszych grup funkcyjnych wystepujacych w chitynie.
Ponadto w probce z zasorbowanymi kationami Ni** stwierdzono niewielkie przesuniecie
pasm o wierzcholkach przy 3380 i 2920 em” $wiadezace o mozliwosci kompleksowania

kationow Ni®" przez grupy hydroksylowe wystepujace w chitynie. Bardzo wysoko oceniam
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wykonane analizy instrumentalne. miedzy innyhli pomysl zastosowania mikroskopu
skaningowego do wykonania analiz technika spektroskopii EDX (spektroskopia
rentgenowska z dyspersja energii). Metoda potwierdzila wystgpowanie sorpcji kationow Ni**
na powierzchni chityny i umozliwila okreslenie zakresu sorpcji. Ponadto analiza
pierwiastkowa sugerowala wymiang¢ jonowa jako jeden z wystepujacych mechanizmow
sorpcji.

Doswiadczenia dotyczace sorpeji kationow Ni*' na chitynie wykazaly. ze pojemno$é
sorpcyjna tego biosorbenta w stosunku do badanego metalu jest dosy¢ niska. Jednak
wlasciwodci tego pierwiastka powoduja. ze jego kationy wykazuja male powinowactwo do
wielu sorbentow. Brakuje mi w tej pracy pewnych szczegolow dotyczacych sposobu
przeprowadzania doswiadczen sorpcyjnych. np. czasu przeprowadzania procesu adsorpcji.
Czas ten (24 h) znalazlem dopiero w omowieniu osiggni¢¢ Doktorantki. Ponadto wydaje mi
sie. ze dla ksztaltu izotermy przedstawionego na Rys. 6 publikacji lepsze wyniki powinien
dawa¢ model Langmuira niz Freundlicha, a w modelu Freundlicha warto$¢ parametru //n
powinna by¢. biorac pod uwage ksztalt izotermy. < 1. Z powyzszych wzgledow prosze o
sprawdzenie. czy do Tabeli 3 nie wkradly si¢ jakie$ bledy edycyjne. Jednak powyzsze
domniemane uchybienia majg wedlug mnie charakter techniczny/edycyjny 1 nie obnizaja
wysokiej wartosci pracy, opublikowanej w czasopismie o wysokim IF, w ktorej poza
zakresem sorpcji Ni*" okreslono rowniez bardzo trudne do zbadania metodami

instrumentalnymi mechanizmy sorpcji.

Cykl publikacji  zostal podsumowany dziewigcioma wnioskami koncowymi
znajdujacymi si¢ w streszczeniu. S3 one w mojej ocenie poprawnie sformulowane i maja
potwierdzenie w przedstawionych wynikach badan. Podsumowujac. w swojej rozprawie mgr
Katarzyna Zlotko podjela bardzo interesujaca, w niektorych aspektach pionierska tematyke
badawcza, dotyczaca charakterystyki i oceny zdolnosci do sorpcji wybranych kationow metali
ciezkich przez dwa biosorbenty (1—3)-a-D-glukany i chityn¢. Badania sa wartosciowe i
nowatorskie i warte kontynuowania, poniewaz w mojej ocenie w przypadku obu
biosorbentow dalsza modyfikacja metodyki ich izolacji oraz warunkéw sorpcji powinna
przynies¢ dalszy przyrost ich zdolnosci sorpcyjnych. Prezentowane w rozprawie wyniki
stwarzaja podstawe do takich badan. Opublikowanie prac w renomowanych czasopismach
naukowych swiadczy zarowno o waznosci podjetej tematyki. poprawnosci metodyczne;j, jak 1

bardzo wysokim poziomie merytorycznym prac.



7 powyzszych powodow prace przeczytalem z duzym zainteresowaniem. Jednakze w

trakcie czytania pojawily si¢ pewne pytania o charakterze dyskusyjnym.

e W jaki sposob przygotowano probki biosorbentow po adsorpcji kationow metali
ciezkich do liofilizacji probek, aby uniknaé ich desorpcji a jednoczesnie zapobiec
wytracaniu si¢ soli metali na powierzchni biosorbentow?

e (zy jest mozliwe wykonanie depigmentacji w taki sposob, aby umozliwi¢ otwarcie
terminalnego pierscienia glukozaminy (np. w srodowisku zasadowym) i utlenienie
grupy karbonylowej przy pierwszym weglu do grupy karboksylowej, ewentualnie
nawet utlenienie grupy hydroksylowej przy 6 weglu glukozaminy do grupy
karboksylowej? Zwigkszyloby to w istotny sposob kationowa pojemnos$¢ wymienna
zmodyfikowanej chityny. Czy mozna podobne utlenianie przeprowadzi¢ rowniez w
przypadku terminalnej glukozy w (1—3)-a-D-glukanach?

e (Czy planuje Pani dalsze prace dotyczace sorpcji kationow metali cigzkich na badanych
sorbentach? Jezeli tak, to w jakim kierunku powinny by¢ one wedlug Pani

kontynuowane?

Podsumowanie

Rozprawe doktorska mgr Katarzyny Zlotko oceniam bardzo wysoko. Uzyskane
wyniki sg oryginalne i cenne. Stanowia one podstawe do dalszych badan o celu aplikacyjnym:
otrzymaniu wydajnych i1 trwalych a jednoczesnie biodegradowalnych sorbentow kationow
metali cigzkich na bazie (1—3)-a-D-glukanéw i chityny. Uzyskane wyniki nalezy uznac¢ za
stanowiace istotny wktad w rozwdj dyscypliny nakowej rolnictwo i ogrodnictwo. Doktorantka
dowiodla, ze jest dobrze przygotowana do prowadzenia prac naukowo-badawczych z uzyciem
najnowszej aparatury naukowej i dysponuje szeroka wiedza w zakresie tematyki
przedstawionej w rozprawie. Biorac pod wage duza wartos¢ naukowa rozprawy, waznos¢
podjetej tematyki i fakt. ze badania zostaly opublikowane w postaci serii publikacji o tacznym
wspolczynniku IF = 12.758 i lacznej punktacji MEIN 300 pkt.. stwierdzam. ze przedstawiona
do oceny rozprawa doktorska mgr Katarzyny Zlotko spelnia wymogi stawiane pracom na
stopien doktora zawarte w art. 13.1 Ustawy z dnia 14.03.2003 r (Dz. U. z 2016 r. poz. 882 ze
zm.). W zwiazku z tym wnosz¢ o jej przyjecie przez Rade Naukowa Instytutu Agrofizyki im.

B. Dobrzanskiego PAN oraz o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow postepowania o



ubieganie si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora. Jednoczesnie wnosze o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Zlotko.
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