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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Bialowas pt. ,,Opracowanie technologii
immobilizacji lakazy na nosnikach biopolimerowych do usuwania barwnikéw ze
Sciekow”
1. Podstawa formalna recenzji

Recenzja zostala sporzadzona na zlecenie Rady Naukowej Glownego Instytutu

Gornictwa — Panstwowego Instytutu Badawczego (pismo NOP/163/2024/R).
2. Uzasadnienie celowosci badan

Mikrozanieczyszczenia, w tym barwniki, sg waznym problem S$rodowiskowym.
Barwniki i ich metabolity moga by¢ toksyczne i ulega¢ bioakumulacji w organizmach zywych,
pogarszaja jako$¢ wody, jak tez negatywnie wplywaja na kluczowy dla ro$lin proces
fotosyntezy. Obiecujacym rozwigzaniem w oczyszczaniu S$ciekOw jest zastosowanie
biokatalizy opartej o wykorzystanie enzymdéw o niskiej specyficzno$ci substratowej
izolowanych gléwnie z grzyboéw, ktére moga rozktada¢ barwniki do zwiazkow tatwiej
biodegradowalnych. Jednym z takich enzyméw jest lakaza. Poprawe stabilno$ci procesu
oczyszczania S$ciekow barwnych mozna uzyska¢ przez unieruchomienie enzymu
w biopolimerowej matrycy, co chroni go przez niekorzystnymi zmianami warunkow
srodowiskowych oraz utatwia oddzielenie enzymu od $ciekdw po procesie oczyszczania
1 ponowne uzycie biokatalizatora. Dla przebiegu procesu wazne jest usieciowanie no$nika,
decydujace o efektywnos$ci usuwania barwnikow. Celem badan bylo okreSlenie zasadnosci
stosowania biopolimerdéw (alginianu sodu o r6znej lepkosci oraz chitozanu) jako no$nikow do
immobilizacji lakazy do dekoloryzacji indygo karminu, biekitu metylenowego oraz ich
mieszaniny, w tym optymalizacja warunkow procesu, okreSlenie mechanizméw usuwania

poszczegdlnych barwnikow oraz ocena toksycznosci probek poprocesowych. Temat rozprawy



doktorskiej zostal wybrany trafnie. Przeprowadzone badania wpisuja si¢ w dyscyplineg
inzynieria $rodowiska, gornictwo i energetyka, poszerzajac wiedze dotyczaca wplywu
wladciwosci polimer6w wykorzystanych do immobilizacji lakazy na efektywno$¢ usuwania

barwnikow ze Sciekow.
3. Ocena pracy

Zgodnie z przepisami okre§lonymi ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce, rozprawa doktorska ma forme jednotematycznego cyklu 6 wieloautorskich
publikacji pod wspélnym tytutem ,Opracowanie technologii immobilizacji lakazy na
no$nikach biopolimerowych do usuwania barwnikéw ze §ciekéw”. Cykl publikacji obejmuje

prace:

1. Deska, M. & Konczak B. (2019) Immobilized fungal laccase as "green catalyst" for the
decolourization process — State of the art. Process Biochemistry, 84, 112-123.

DOI:10.1016/j.procbio.2019.05.024 (IF = 4,4; MNiSW = 70 pkt)

2. Deska, M. & Koficzak, B. (2020) Stabilno$¢ operacyjna lakaz w warunkach immobilizacji.
Przemyst Chemiczny, 99, 472-476. DOI:10.15199/62.2020.3.22 (IF = 0,5; MNiSW = 70 pkt)

- 3. Deska, M. & Konczak, B. (2022) No$niki do immobilizacji lakazy w" procesach
dekoloryzacji. Przemyst Chemiczny, 101, 135-139. DOI:10.15199/62.2022.2.9 (IF = 0,5;
MNiSW = 70 pkt)

4. Deska, M. & Konczak, B. (2022) Laccase Immobilization on Biopolymer Carriers —
Preliminary  Studies. Journal of Ecological Engineering, 23, 4, 235-249,
DOI:10.12911/22998993/146611 (IF = 1,3; MNiSW = 70 pkt)

5. Biatowas, M., Koficzak, B., Chatupnik, S., Kalka, J. & Cempa, M. (2024) Alginate-laccase
beads in the decolourization of indigo carmine. Archives of environmental protection, 50, 1,

45-55. DOI:10.24425/aep.2024.149431 (IF = 1,5; MNiSW = 100 pkt)

6. Biatowas, M., Konczak, B., Chatupnik, S. & Kalka, J. (2024) Analysis of the feasibility of
using biopolymers of different viscosities as immobilisation carriers for laccase in synthetic dye
removal. Archives of environmental protection, 50, 1, 19-34. DO1:10.24425/aep.2024.149429
(IF = 1,5; MNiSW = 100 pkt)

Prace opublikowano w latach 2019-2024. Udzialu procentowy Doktorantki
w przygotowaniu prac stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej waha si¢ od 70 do 80%

i wskazuje na wiodgca role w prowadzeniu badan. Doktorantka opracowywata koncepcje



badafi, zbierata i analizowata dane, interpretowata wyniki oraz przygotowywala pierwsze
wersje artykuldéw. Wszystkie przedstawione prace sa indeksowane w Web of Science
i posiadaja Impact Factor (IF). Sumaryczna warto$¢ IF przedstawionych prac, zgodnie z rokiem

ukazania, wynosi 9,7.
Cykl prac badawczych zostal poprzedzony opisem obejmujacym:
- Streszczenie/Summary
- Wykaz publikacji stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej
- Wprowadzenie
- Cel pracy i koncepcja badan
- Przeglad literatury dotyczacy tematu rozprawy
- Materiaty i metody badawcze
- Wyniki badan i dyskusje
- Perspektywy dalszych badan
- Podsumowanie i wnioski
- Literature
- Spis rysunkow
- Spis tabel

- Zalaczniki (informacje o dorobku wspierajacym, o$wiadczenia wspodtautoréw o udziale

procentowym w przygotowaniu publikacji oraz publikacje bedace podstawa pracy doktorskiej).

W Rozdziale ,,Cel pracy i koncepcja badan” Doktorantka nie tylko zaprezentowata cel
badan i uzasadnienie ich podjecia poparte danymi literaturowymi, ale réwniez podkreslita
elementy nowo$ci badan, jasno sprecyzowata pytania badawcze oraz zaprezentowala plan

pracy, co bardzo dobrze przygotowuje czytelnika do oceny uzyskanych wynikow.

Trzy pierwsze prace w ramach cyklu publikacji to prace przegladowe. W pierwszym
z artykulow Doktorantka skupita si¢ na mozliwo§ci wykorzystania lakazy grzybowej o niskiej
specyficznosci substratowej i zdolnosci rozktadu wielu rodzajow zanieczyszczen jako
»zielonego katalizatora” w procesie dekoloryzacji. Dokonata przegladu noénikéw i technik
stosowanych do immobilizacji lakazy w celu zwickszenia jej stabilnoéci operacyjnej oraz -

zaprezentowala wyniki badan nad dekoloryzacja barwnikbw z wykorzystaniem



immobilizowanej lakazy. W drugiej z prac przegladowych skupila si¢ na immobilizacji jako
technice zwigkszajacej stabilno$¢ operacyjng lakazy przez utrzymanie wysokiej aktywno$ci
enzymu w szerszym zakresie pH i temperatury oraz umozliwiajacej odzysk biokatalizatora
zmieszaniny poprocesowej. Ostatnia z prac przegladowych prezentuje noéniki, jakie moga by¢
wykorzystane w procesie immobilizacji, wskazujac w szczeg6lnosci na alginian sodu oraz
chitozan jako substancje biodegradowalne, nietoksyczne oraz biokompatybilne. Dodatkowo
zaprezentowane sa gtéwne metody immobilizacji enzyméw. Prace przegladowe wskazujg na
bardzo dobre przegotowanie merytoryczne Doktorantki do podjecia prac badawczych

zaplanowanych w doktoracie.

Celem badaf przedstawionych w publikacji 4 bylo opracowanie kapsutek
enzymatycznych do potencjalnego zastosowania w usuwaniu barwnikow ze $cickow, w tym
dobér rodzaju noénika i jego stgZenia, oraz stezenia i metody immobilizacji lakazy. Najwyzsza
aktywno$¢ enzymatyczna posiadal enzym immobilizowany na no$niku alginianowo-
chitozanowym, jednak kapsutki enzymatyczne na bazie tego no$nika charakteryzowaly sig
niska odpornos$cia mechaniczna. Sposréd badanych technik immobilizacji najlepsze rezultaty
uzyskano stosujac wkraplanie 2% alginianu sodu. Immobilizacja wydluzyla czas dziatania
enzymu w poréwnaniu do jego wolnej formy oraz chronita enzym przed wysokim pH
srodowiska. W kontekécie praktycznego wykorzystania kapsutkowanych enzyméw, wskazano
przechowywanie w 4°C bez dostgpu wody oraz suszenie niskotemperaturowe jako rozwiazania

utrzymujace wysoka aktywnosé biopreparatow.

W publikacji 5 prowadzono badania nad wykorzystaniem lakazy z Trametes versicolor
immobilizowanej na no$niku z alginianu sodu do usuwania anionowego indygo karminu.
Scharakteryzowano geometrig¢ kapsutek bez i z immobilizowanym enzymem oraz jej zmiany
w czasie oraz wskazano optymalna temperaturg dekoloryzacji (30-40°C). Zastosowanie
immobilizowanej lakazy w dawce 320 mg/mg barwnika umozliwito ponad 90% usuniecie
indygo karminu w ciagu 40 dni, gtéwnie w wyniku biokatalizy. Aktywno$¢ lakazy powodowata
rozszczepienie grupy chromoforowej indygo karminu i wytworzenie produktéw bardziej

podatnych na biodegradacje.

W publikacji 6 Doktorantka wykazata, Ze rodzaj barwnikéw obecnych w $ciekach
(kationowe, anionowe, mieszanina barwnikéw) determinuje mechanizm i skuteczno$é ich
usuwania przez lakaze¢ immobilizowana na alginianie sodu. Niezaleznie od lepko$ci alginianu
wykorzystanego do immobilizacji lakazy, usuniecie indygo karminu zachodzito gléwnie na

drodze biokatalizy, podczas gdy usuniecie blgkitu metylenowego nastepowato glownie



w wyniku sorpcji. Najwyzsza efektywnos§¢ dekoloryzacji blekitu metylenowego (45,80%)
uzyskano stosujac kapsutki na bazie alginianu o wysokiej lepkoéci, co prowadzilo do
dekoloryzacji zaréwno na drodze biokatalizy, jak i sorpcji, a w rezultacie obniZzenia
toksycznoSci probek poprocesowych. Zastosowanie kapsulek na bazie alginianu o najnizszej
lepkosci skutkowato dekoloryzacja biekitu metylenowego wylacznie na drodze sorpcji;
zwigkszanie lepkoSci alginianu zwigkszato udzial biokatalizy w dekoloryzacji. Wykazano, ze
wyniki testow odbarwiania mieszanin barwnikéw réznig si¢ od wynikéw uzyskanych dla
pojedynczych barwnikéw. Usunigcie indygo karminu z mieszaniny barwnikéw nastapito
glownie na drodze sorpcji, przy czym zastosowanie kapsulek na bazie alginianu o wysokiej
lepkosci umozliwito usunigcie tego barwnika z mieszaniny réwniez na drodze biokatalizy, przy
jednoczesnej najwyzszej catkowitej skuteczno$ci usuwania w poréwnaniu do kapsulek na bazie
alginianow o $redniej i niskiej lepkoéci. Dekoloryzacja blekitu metylenowego w mieszaninie

nastapila wylacznie na drodze sorpcji, niezaleznie od lepkos$ci uzytego alginianu.

W rozdziale Podsumowanie i Wnioski Doktorantka punkt po punkcie odniosta si¢ do
postawionych w rozdziale 3 pytan badawczych, celu badan, problemu badawczego oraz

hipotezy badawcze;.

W zwiazku z przeprowadzonymi badaniami nasuwa mi si¢ kilka zagadnien, ktére chce

poddaé dyskusji:

1. W publikacji 4 Doktorantka stwierdza, Ze ,,wzrost temperatury o 10°C spowodowat
wzrost sorpcji barwnika przez kapsutki chitozanowe o ponad 10%, co moze wynikaé
z rozluznienia struktury polimeru, w konsekwencji umozliwiajac sorpcje wiekszej ilosci
barwnika przez kapsutki. W przypadku kapsulek alginianowych (AL) jak i alginianowo-
chitozanowych (AL-Ch) wzrost temperatury spowodowat nizsza sorpcje barwnika, co moze
wynika¢ z oddzialywania temperatury na strukturg kapsutek, w wyniku czego staje sie ona
mniej zwarta”. Prosze wyjasni¢ réznice we wplywie struktury nosnika na sorpcje barwnika
w zalezno$ci od zastosowanego no$nika.

2. W badaniach stosowano stezenia indygo karminu i bigkitu metylenowego na poziomie
5 mg/L oraz ich mieszaning o stosunku molowym MB/IC réwnym 0,69. Na ile te wartosci
pokrywaja si¢ z wartociami obserwowanymi w przypadku rzeczywistych $ciekéw barwnych?
3. Przy tworzeniu kapsutek alginianowych z immobilizowang lakaza wykorzystywano
roztwor lakazy w wodzie destylowanej lub buforze. Od czego zalezal wybér buforu lub wody?
4. W rozdziale 7 przedstawiono perspektywy dalszych badaf nakierowanych na rozwoéj

technologii usuwania barwnikow ze $ciekéw przy wykorzystaniu immobilizowanych



enzymow. Czego, zdaniem Doktorantki, nalezy si¢ spodziewaé je§li chodzi o wydajnos¢
procesu w kolejnych cyklach dekoloryzacji, w szczegblnosci w wypadku barwnikéw, ktorych
usuwanie jest oparte gtdéwnie na sorpcji?

5. Czy byly podejmowane badania z wykorzystaniem rzeczywistych §ciekéw barwnych?

Z jakimi wyzwaniami, zdaniem Doktorantki, trzeba si¢ bedzie w takim wypadku zmierzy¢?
Uwagi szczegotowe

- W pracy przygotowano zestaw zastosowanych skrétow, jednak odbior skrétow czesto nie jest
jednoznaczny. Dla przykladu, lakaza raz jest oznaczana litera ,,e” od stowa enzym, a raz litera

,L” (np. w skrécie AL-Ch-L). Litera ,,L” jest rowniez wykorzystana jako symbol dtugosci.

- Jezyk polski powinien by¢ konsekwentnie stosowany w calym opisie — rysunki sa jednak

opisane w jezyku angielskim.
- Str. 27 - powinno by¢ ,,zielone narzedzie”.

- Str. 33 — dlaczego w tabeli ,brak danych” dotyczacych lepko$ci dla kwasu alginowego
o wysokiej lepkoéci oraz pH dla AL-LV?

- Str. 35 — styl, z pierwszego zdania czwartego paragrafu wynika, jakby woda destylowana

miala stezenie 1-3%.
- Str. 38 — powinno by¢ 1-minutowych.

- Str. 37 — ,,w zakresie pH 3, 5, 7” — nie mamy do czynienia z zakresem, a z konkretnymi

warto$ciami pH.
- W pracy brakuje konsekwencji w stosowaniu jednostki lepkoéci (cps str. 33 i mm?/s str. 40).

- Str. 41, Rys. 3 — legenda objasnia tylko to, co widaé na zdjgciach 1a-1d, pozostalym pigciu

zdjeciom brakuje opisu.

- Str. 52 — przy podawaniu wartosci $redniej (np. $redniej dtugosci kapsulek) powinna by¢ tez

podana warto$¢ odchylenia standardowego.

- Na Rys. 10 — jednostka % usunigcia jest podana zaréwno w opisie osi, jak i na osi — jedng

z jednostek nalezy usunad.
- Str. 57 — nazwy rodzajowe organizm6w piszemy pochyla czcionka (np. Ganoderma).

- W legendach rysunkéw nalezy podawaé z ilu powtorzen liczono prezentowane na wykresach

srednie warto$ci i odchylenia standardowe.



- w opisie znajduje si¢ fragment ,,W ramach badan wstepnych opisanych w Publikacji
4 dokonano oceny stopnia sorpcji blekitu metylenowego (MB) w stezeniu 25 mg/L przez
kapsutki polimerowe bez immobilizowanego enzymu, w temperaturze 30 i 40°C przez 28 h.
Najnizszy stopien sorpcji MB wykazaty kapsutki chitozanowe, odpowiednio 29,7% w 30°C
oraz 41,7% w 40°C. Prawdopodobnie wynika to ze zwartej struktury usieciowanego polimeru,
mniejszej porowatosci, co jednocze$nie mogto skutkowac brakiem aktywno$ci enzymatycznej
kapsutek na bazie chitozanu”. Czy w wypadku kapsulek bez immobilizowanego enzymu

nalezalo si¢ spodziewaé aktywno$ci enzymatycznej?
4. Podsumowanie

Celem pracy doktorskiej bylo zbadanie mozliwosci wykorzystania biopolimeréw o
roznej lepkosci jako noé$nikéw do immobilizacji lakazy. Praca jest napisana poprawnym
jezykiem, stosowana terminologia nie budzi zastrzezen. Doktorantka prawidlowo formutuje
pytania badawcze, rzetelnie opisuje i dyskutuje otrzymane wyniki, jak réwniez wycigga
poprawne wnioski. Wyniki poczatkowych eksperymentéw sg inspiracja do kolejnych badan, co

powoduje, Ze calo$¢ pracy uklada sig¢ w logiczny ciag podejmowanych tematéw badawczych.

Nowatorski aspekt badan polegat na ocenie wptywu lepkosci alginianow jako noénikéw
do immobilizacji lakazy w procesie usuwania barwnikéw (blekit metylenowy, indygo karmin i
ich mieszanina) wraz z okre§leniem mechanizméw ich usuwania, ocena skuteczno$ci
dekoloryzacji w zaleznoSci od warunkéw procesu wraz badaniami toksycznoéci probek
poprocesowych. Uzyskane w pracy wyniki majq aspekt praktyczny wskazujac wymagane
warunki przechowywania preparatdw enzymatycznych oraz parametry procesu usuwania

barwnikow barwnikéw ze §ciekoéw z wykorzystaniem immobilizowanych enzymow.
Do najwazniejszych osiagni¢é doktoratu zaliczam:

- okreslenie skuteczno$ci usuwania indygo karminu, biekitu metylenowego i ich mieszaniny

przy uzyciu lakazy immobilizowanej na noéniku biopolimerowym o r6znej lepkosci,

- okreSlenie wplywu pH i temperatury na dekoloryzacje przy uzyciu wolnych

1 immobilizowanych lakaz,
- okreslenie geometrii kapsutek z immobilizowang lakaza oraz wptywu suszenia na jej zmiany,

- okreslenie roli sorpcje i biokatalizy podczas dekoloryzacji indygo karminu, biekitu

metylenowego i ich mieszaniny przy uzyciu kapsutek alginianowych,



- okreslenie wptywu dekoloryzacji przy uzyciu lakazy immobilizowanej na bazie alginianu

sodu na toksyczno$¢é probek poprocesowych,

- wskazanie optymalnych warunkéw przechowywania preparatdw enzymatycznych

umozliwiajace utrzymanie ich wysokiej aktywno$ci.

Doktorantka moze si¢ pochwali¢ dodatkowym dorobkiem obejmujacym autorstwo
jednej 1 wspolautorstwo dziesigciu publikacji, wspotautorstwo dwoch rozdziatow
w monografiach oraz udziat w konferencji naukowej. Na uznanie zashuguje fakt, ze jest rOwniez
wspotautorka dwoch patentow, co na tym etapie kariery naukowej jest duzym osiagnigciem.
Doktorantka kierowata czterema zdaniami badawczymi, finansowanymi ze $rodkéw
statutowych, a obejmujacymi tematyke doktoratu. Wraz z zespotem uzyskata Ztoty Medal
przyznany przez Jury Konkursowe XIV Wirtualnej Migdzynarodowej Warszawskiej Wystawy
Wynalazkow ,IWIS 2020” za ,Technologi¢ otrzymywania nawozu organicznego
z ustabilizowanych osaddw $ciekowych”. Dorobek doktorantki wskazuje na jej duza aktywnosé

badawcza i przygotowanie do pracy naukowe;.
5. Wniosek koncowy

Przedstawiona dysertacja ma wysoki poziom merytoryczny, jest spdjna tematycznie
1 wskazuje na umiejetnos¢ samodzielnej realizacji badan naukowych przez Doktorantke. Praca
wpisuje si¢ w tematyke badawcza w dyscyplinie inzynieria Srodowiska, gornictwo i energetyka,
a uzyskane wyniki majq duzy potencjat aplikacyjny. Oceniana rozprawa mgr Matgorzaty
Bialowas spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim okre$lone Ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Wnioskuj¢ o dopuszczenie rozprawy do

dalszych etapé6w przewodu doktorskiego.



