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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr. inz. Krzysztofa Kolmana
pt. ,Adsorpcja biatek na smektycznych glinokrzemianach”

Niniejsza recenzja sporzadzona zostata na prosbe Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej. Promotorem rozprawy doktorskiej jest prof. dr hab. inz. Jacek Pigtowski, Kierownik
Zaktadu Inzynierii i Technologii Polimeréw Wydziatu Chemicznego PWr, natomiast promotorem

pomocniczym — dr inz. Adam Kiersnowski.

Rozprawa doktorska mgr. inz. Krzysztofa Kolmana poswiecona jest zagadnieniom adsorpcji
biatek, w szczegdlnosci biatka jaja kurzego, na naturalnych i syntetycznych glinokrzemianach z grupy
smektytéw. Jest to tematyka istotna nie tylko z poznawczego punktu widzenia, ale réwniez
aplikacyjnego. Uktady biatko/smektyt zastosowano lub planuje sie zastosowa¢ jako biokompozyty,
koloidalne ukfady transportowe, biosensory czy uktady konstrukcyjne w inzynierii tkankowej.
Szczegdlnie wazne jest naturalne pochodzenie obu sktadnikéw, tj. biatka i smektytu, ktére w duzej
mierze determinuje takie wtasciwosci jak nietoksycznosé, biozgodnosé i biodegradowalnos¢, czyli
cechy istotne z punktu widzenia medycyny i ekologii. W badaniach wykorzystane zostaty nastepujace
techniki badawcze: elektroforeza, dyfraktometria rentgenowska, dynamiczne rozpraszanie Swiatta,
technika mikrowagi kwarcowej, spektroskopia i mikroskopia sit atomowych, mikroskopia
elektronowa oraz modelowanie i symulacje komputerowe.

Bezposrednim celem badan byto okreslenie natury oddziatywan smektyt-biatko oraz opisanie
zmian struktury smektytu pod wptywem adsorpcji biatek, jak réwniez towarzyszacych temu
procesowi zmian struktury biatek. Badane byty zaréwno mieszaniny biatek, jak i biatka izolowane:
owalbumina, lizozym, owotransferyna oraz owomukoid.

Temat rozprawy jest jasno sformutowany, prawidtowo wskazuje zawarto$é rozprawy. Mozna
bytoby jedynie dodac informacje precyzujacg rodzaj badanych biatek.

Struktura rozprawy jest klasyczna z podziatem na piec¢ typowych rozdziatéw zawierajgcych: cele
pracy, przeglad literatury, czes¢ eksperymentalng, dyskusje rezultatdw badan oraz podsumowanie i

whnioski. Rozprawa liczy 107 stron tgcznie z wykazami skrétéw i symboli, obszerng bibliografig
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(zawierajaca 190 pozycji), spisami rysunkow i tabel oraz wykazem dorobku naukowego Doktoranta.

Poprzedzona jest streszczeniami w jezyku polskim i angielskim.

Po wprowadzeniu i zdefiniowaniu celu pracy, kolejny rozdziat Autor poswieca opisowi badanych
materiatdw: smektytom, biatkom oraz ich wspdélnym uktadom, bogato zaopatrujgc go w odnosniki
literaturowe (zgodnie z nazwg rozdziatu ,,Przeglad literaturowy”). Duzg zaletg rozdziatu jest zwiezte i
przystepne wprowadzenie czytelnika, bez koniecznosci korzystania z zewnetrznych Zrddet, do
podstawowych zagadnien dotyczacych badanego w pracy materiatu. Wsrdd informacji dotyczacych
modyfikowania smektytow znajduje sie stwierdzenie o mozliwosci zastepowania zwigzkow
amfifilowych zwigzkami wielkoczgsteczkowymi jak polimery czy biatka. W zwigzku z tym pojawia sie
pytanie: czy rzeczywiscie wprowadzanie duzo wiekszych czgsteczek w miejsce mniejszych jest
prostym chemicznym zastepowaniem, czy rodzi jednak wieksze implikacje, wywotujac np.
niepozgdane zmiany strukturalne?

Rozdziat trzeci — stosownie do nazwy ,Czes¢ eksperymentalna” — zawiera opis przygotowania
prébek oraz uzytej w badaniach aparatury pomiarowej, a takze symulacji komputerowych. Zaréwno
opisy preparatyki jak i technik badawczych sg kompletne, z duzg dbatoscig o szczegdty, zawierajg
liczne odsytacze literaturowe. Jedynie w opisie przygotowania dyspersji smektytow i roztworéw
biatek nie ma odsytaczy literaturowych, co moze sugerowac zastosowanie przez Doktoranta wtasnych
procedur.

Wielos¢ i réznorodnos$é uzytych technik pomiarowych, z ktérych kazda dostarcza cennych i
wzajemnie komplementarnych informacji, jest niewatpliwg zaletg rozprawy i S$wiadczy o
wszechstronnym przygotowaniu Doktoranta. Pomimo braku jasnej deklaracji, ze wszystkie pomiary
zostaty wykonane osobiscie przez Doktoranta, zaktadam ze zdecydowana wiekszo$¢ z nich, a w
szczegblnosci pomiary wykonane w Instytucie Maxa Plancka Badan Polimeréw w Mainz, ktore
stanowig trzon rozprawy, zostaty wykonane osobiscie bgdZ z dominujgcym udziatem Doktoranta. W
ostatnim punkcie rozdziatu trzeciego opisana jest metoda modelowania i symulacji ukfadu
smektyt/biatko. Autor wykorzystat jeden z modeli uproszczonych tzw. model gruboziarnisty. Model
taki pozwala skroci¢ czas obliczen w pordwnaniu z zastosowaniem alternatywnych modeli
atomowych. Jednak biorgc pod uwage fakt, ze podstawowa idea obu rodzajow modeli, czyli tzw. pole
sitowe (zespot prostych funkcji analitycznych opisujgcych oddziatywania miedzyatomowe i
miedzymolekularne), wywodzi sie z zasad fizyki klasycznej, czas obliczern powinien skalowaé sie w
przyblizeniu liniowo z liczbg elementéw modelowanego uktadu. Czy zatem nie bytoby warto wydtuzy¢
kilkukrotnie czas obliczen, aby uzyskac¢ precyzyjniejsze wyniki z zastosowaniem modelu atomowego?

Rozdziat czwarty — najobszerniejszy z rozdziatdw — to dyskusja rezultatdw badan. Podzielony jest
na cztery podrozdziaty z czego trzy pierwsze dotyczg wynikow eksperymentalnych adsorpcji biatek na

smektytach, natomiast ostatni symulacji komputerowych. W podrozdziale 4.1 Autor opisat wyniki
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badan adsorpcji biatek jaja kurzego na statym podtozu naturalnego smektytu. W koncowym efekcie
adsorpcja biatek prowadzi do delaminacji struktury warstwowej i rozpadu ziaren smektytu. Jednak
najbardziej zaskakujgcym wynikiem jest kolejnos¢ i efektywnos$¢ adsorpcji poszczegdlnych biatek
ustalona na podstawie elektroforegraméw. Otdz okazuje sie, ze najszybciej adsorbujg owalbumina i
owotransferyna, czyli biatka nie preferowane elektrostatycznie w warunkach przeprowadzonych
eksperymentdéw. Szczegdlnie zaskakujgca jest silna adsorpcja owalbuminy, ktéra przy pH wiekszym
niz jej punkt izoelektryczny réwny 4,5 charakteryzuje sie duzym wypadkowym fadunkiem ujemnym
podobnie jak powierzchnia smektytu. Czesciowego wyjasnienia tego efektu dostarczajg wyniki
modelowania i symulacji komputerowych opisane w podrozdziale 4.4. Niejasnym natomiast wydaje
sie wyjasnienie poprzez synergizm i tworzenie komplekséw zupetnie réinej adsorpcji lizozymu i
owomukoidu (s. 47). Podczas gdy adsorpcja lizozymu prawie nie ulega zmianie w catym procesie
adsorpcji mieszaniny biatek, obserwowana jest wzmozona adsorpcja owomukoidu w drugim etapie
procesu. Tak rézne zachowanie adsorpcyjne obu biatek wydaje sie przeczyé zaproponowanemu
wyjasnieniu. Zupetnie inaczej jest w przypadku duzej i zblizonej adsorpcji owalbuminy i
owotransferyny w poczatkowym okresie procesu adsorpcji biatek. W tym przypadku, wyjasnienie
poprzez synergizm i mozliwe tworzenie komplekséw jest jak najbardziej uzasadnione.

W rozdziale 4.2 opisane zostaty wyniki pomiardw dynamicznego rozpraszania $wiatta dla
czastek smektytu zdyspergowanych w zawiesinie wodnej z dodatkiem mieszaniny biatek jaja kurzego.
Ostatecznie, z réwnania Stokesa-Einsteina, obliczane byty wartosci promienia hydrodynamicznego
czgstek smektytu dla réznych stosunkdw masowych biatek do smektytu: od 1 do 100 g/g. W zakresie
od 1 do 20 g/g obserwowany jest spadek wartosci promienia hydrodynamicznego,
najprawdopodobniej na skutek rozpadu ziaren smektytu, jak sugeruje Autor. Mysle, ze warto bytoby
rozwazy¢ rowniez inne powody, a przede wszystkim zmiane samego otoczenia hydratacyjnego
spowodowang przyrastajacyg iloscia zaadsorbowanego biatka, ktére ekranuje powierzchniowy
tadunek elektryczny na ziarnach smektytu. Natomiast dla stosunkédw masowych powyzej 50 g/g
wystepuje nieznaczny wzrost wielkosci promieni hydrodynamicznych ziaren, co — wedtug Autora —
zwigzane jest z ich reaglomeracjg lub pecznieniem. W zwigzku z tym, ze wzrost ten jest niewielki —
wynosi zaledwie kilka procent — nalezatoby dokonac szczegdtowej analizy niepewnosci pomiarowych,
by mdc wyciggnaé wiarygodne wnioski. Niestety Doktorant nie przedstawit w pracy niepewnosci
pomiarowych promienia hydrodynamicznego, pomimo ze zamiescit wartosci odchylenia
standardowego dla wielkosci posrednich, ktére umozliwiaty takie obliczenia. Niemniej gtéwny
obserwowany efekt zmniejszania wartosci promienia hydrodynamicznego czastek smektytu ze
wzrostem stosunku masowego biatek do smektytu wydaje sie by¢ bardzo istotnym spostrzezeniem,
szczegoblnie w kontekscie zastosowan smektytow jako uktady transportowe.

W kolejnym podrozdziale Autor analizuje wyniki pomiarow uzyskane dwiema metodami:
mikroskopii sit atomowych (AFM) oraz mikrowagi kwarcowej (QCM). Dostarczajg one informacji o

adsorpcji biatek na immobilizowanych czastkach smektytu. W tym przypadku smektyt naturalny
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zostat zastgpiony syntetycznym, ktéry charakteryzuje sie wiekszymi i bardziej regularnymi ptytkami.
Czastki smektytu immobilizowane byty poprzez silng adsorpcje do dodatnio natadowanych warstw
tioli badz silandw osadzonych odpowiednio na podfozu ztotym lub krzemowym. Oszacowane z
pomiaréw SEM i AFM S$rednie pokrycie powierzchni wyniosto 65%. Jednym z przeprowadzonych
eksperymentédw byto zdzieranie zaadsorbowanych obiektéw z podtozy za pomoca ostrza AFM w
kontaktowej technice pracy. Przy wartosci sity nacisku ok. 20 nN zdejmowana byta jedynie warstwa
biatek, bez widocznego wptywu na spodnig warstwe zaadsorbowanych smektytow. Ciekawym
rozszerzeniem tego eksperymentu bytaby préba zdzierania warstwy smektytu przy uzyciu znacznie
sztywniejszych mikrobelek. W ten sposéb mozna bytoby okresli¢ progowa wartos¢ sity nacisku, przy
ktdrej obserwuje sie usuwanie smektytéw z warstwy tioli czy silandw.

Na rysunku 4.13 przedstawione zostaty tzw. krzywe sita-odlegtos¢ zarejestrowane dla kontaktu
z powierzchnig ptytek smektytu przed i po adsorpcji biatek. Ogdlne spostrzezenie jest nastepujace:
sita adhezji pomiedzy ostrzem AFM a ptytkami smektytu maleje po adsorpcji biatek. Natomiast wyniki
szczegdtowe dla poszczegdlnych biatek zndw wydajg sie sprzeczne z intuicjg, gdyz bez wzgledu na
znak wypadkowego tadunku elektrycznego biatek (owalbumina lub lizozym) zmierzona sita adhezji
jest wieksza niz dla biatka elektrycznie obojetnego (owotransferyna). Interpretacje utrudnia fakt, ze
przedstawione zostaty krzywe usrednione, ktére mogg zafatszowywaé rzeczywistg sytuacje w
przypadku istnienia dwdch lub wiecej typow krzywych, np. dla kontaktéw z ptytkami smektytu
pokrytymi biatkami, nie pokrytymi biatkami oraz kontaktéw z warstwami tioli lub silanéw nie
pokrytymi smektytem (35% powierzchni). Przydatne bytyby krzywe referencyjne dla ostatniego
z wymienionych przypadkow.

W ostatnim podrozdziale Dyskusji rezultatéw badan przedstawione zostaty wyniki symulacji
komputerowych adsorpcji biatek na smektytach. Dla wszystkich modeli biatek, tj. owalbuminy,
lizozymu oraz owotransferyny, stwierdzono oddziatywania nie tylko z powierzchnia, ale réwniez
krawedziami czastek smektytu. W wiekszosci przypadkéw oddziatywania miaty charakter
elektrostatyczny, jedynie dla lizozymu mozna byto zauwazy¢ istotne odziatywania van der Waalsa.
Doktorant stusznie zauwazyt, ze pomimo tadunku sumarycznego owalbuminy zgodnego co do znaku
ztadunkiem powierzchniowym czastek smektytu, adsorpcja byta mozliwa ze wzgledu na
nieréwnomierny rozktad tadunku w czgsteczce biatka i istnieniu fragmentéw tancucha biatkowego
obdarzonego tadunkiem dodatnim silnie przycigganym do powierzchni smektytu. Mozna do tego
doda¢ przycigganie van der Waalsa dla znacznych obszardw czasteczki biatka obojetnych
elektrycznie.

Ostatni rozdziat rozprawy zawiera podsumowanie i najwazniejsze wnioski z wczesniejszej
dyskusji rezultatow badan. Nalezy podkredli¢, ze wszystkie wyciggniete przez Doktoranta wnioski

majg uzasadnienie w prezentowanych wynikach.
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Pod wzgledem jezykowym i technicznym rozprawa zostata zredagowana bardzo starannie. Tekst
czyta sie bardzo dobrze, a wystepujgce usterki redaktorskie czy literéwki sg nieliczne. Do usterek
czysto technicznych zaliczytbym uzycie we wzorach 3.3 i 3.4 symbolu p, zamiast p, oznaczajgcego
gestos¢ kwarcu albo umieszczenie w podpisie rysunku 4.5 litery C oznaczajgcej nieistniejgcy wykres.
Zdarzyto sie tez kilka niezgrabnych badZz nieprecyzyjnych sformutowan, ktérych przyktady z
obowigzku recenzenta i braku powazniejszych zarzutéw pozwole sobie wymienic:

- fadunek (najczesciej o ujemnym ftadunku)” (s. 21),

- ,pomiary wykonano na aparacie” (s. 40) — lepiej: za pomocg aparatu,

- ,sity oddziatywan miedzy atomami, jak réwniez energie potencjalne definiowane sg przez pola
sitowe” (s. 41). Scidle: sity oddziatywan sa gradientem energii potencjalnych i dlatego nie s3 to
wielkosci niezalezne.

Powyzsze niescistosci nie umniejszajg jednak w zaden sposéb wartosci rozprawy, ktérg oceniam

bardzo wysoko.

Podsumowujac, Doktorant precyzyjnie sformutowat cel badawczy, ktéry potrafit z sukcesem
zrealizowaé. Poprawnie dobrat i zastosowat metody eksperymentalne, w tym symulacje
komputerowe, uzyskujgc niezwykle obszerny zestaw wynikédw pomiarowych. Nastepnie je
zinterpretowat i poddat starannej analizie uzyskujgc ilosciowe informacje charakteryzujgce
oddziatywania biatek z czgstkami smektytu. Ostatecznie, na podstawie wynikow konicowych,
poprawnie sformufowat wnioski. Zaréwno we wprowadzeniu teoretycznym, jak i w czesci
eksperymentalnej oraz dyskusji wynikéw Doktorant odnosit sie do szeroko i trafnie wybranych Zzrédet
literaturowych.

Biorgc pod uwage powyiszg ocene stwierdzam, ze rozprawa spetnia wymogi stawiane pracom
doktorskim przez ,,Ustawe o stopniach naukowych i tytule naukowym” i wnosze o dopuszczenie mgr.
inz. Krzysztofa Kolmana do dalszych etapdw przewodu doktorskiego, w tym publicznej obrony
rozprawy doktorskiej.

Ponadto, uwzgledniajagc nowatorskie i kompleksowe podejscie do rozwigzania postawionego
problemu naukowego, solidny warsztat badawczy, ktdéry zaprezentowat Doktorant w swojej
rozprawie, a takze wage uzyskanych wynikéw, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy Pana mgr. inz.

Krzysztofa Kolmana przez Rade Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej.
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