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Recenzja
Procedura habilitacyjna dr inz. Jakuba Zdarty
Tytut osiggniecia

,Projektowanie systemoéw biokatalitycznych i ich rola w procesach konwersji biomasy oraz
unieszkodliwiania wybranych zanieczyszczen srodowiskowych”

Przebieg kariery zawodowej habilitanta

Habilitant uzyskat tytut magistra chemii na Wydziale Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicz w Poznaniu w
roku 2010. Jeszcze w czasie studidow magisterskich na Uniwersytecie podjat edukacje na Wydziale Technologii
Chemicznej Politechniki Poznanskiej gdzie w roku 2013 uzyskat tytut zawodowy inzyniera w zakresie
technologii chemicznej. | to wtasnie praca inzynierska poswiecona immobilizacji lipazy A na powierzchni
krzemionki okazata sie punktem wyjscia do dalszej kariery naukowej habilitanta.

Pogtebianie swojej wiedzy na temat immobilizacji enzymdw habilitant kontynuowat w ramach studiow
doktoranckich na Politechnice Poznanskiej pod opieka prof. dr hab. Teofila Jesionowskiego. Pan mgr inz. Jakub
Zdarta uzyskat stopien naukowy doktora nauk chemicznych w zakresie technologii chemicznej 11 kwietnia
2017 roku na Wydziale Technologii Chemicznej. Doktorat dotyczyt immobilizacji enzymdéw na nosnikach
organicznych i nieorganicznych. Habilitant zaraz po obronie rozpoczat staz w Danii w Center for Bioprocess
Engineering na Technical University of Denmark a od wrzesnia 2018 byt zatrudniony na stanowiska asystenta
w Instytucie Technologii i Inzynierii Chemicznej, Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej. Od
pazdziernika 2020 pracuje w tej samej jednostce na stanowisku adiunkta. Habilitant prowadzi szeroko
zakrojong wspotprace badawczg z osrodkami w Europie (np. Dunskim Uniwersytetem Technicznym,
Politechnikg Warszawska czy Uniwersytetem Poznariskim) i na swiecie (Chiny, Meksyk, Australia).

Kompleksowa ocena dorobku

Przedstawione osiggniecie habilitacyjne zatytutowane ,,Projektowanie systemow biokatalitycznych i ich rolaw
procesach konwersji biomasy oraz unieszkodliwiania wybranych zanieczyszczen srodowiskowych” jest cyklem
13 prac oryginalnych i przeglagdowych opublikowanych w latach 2017-2020 w czasopismach z listy JCR
o sumarycznym wspotczynniku IF  69,7. We wszystkich pracach habilitant byt pierwszym oraz
korespondencyjnym autorem. Wszystkie prace zostaty opublikowane w dobrych (min. 70 pkt ministerialnych)
lub bardzo dobrych czasopismach z listy JCR (100-200 pkt ministerialnych), a na szczegdlng uwage zastugujg
prace opublikowane w Advances in Colloid and Interface Science, Biotechnology Advances oraz Science of the
Total Environment. Analiza oswiadczen wspdtautorow nie pozostawia watpliwosci, ze habilitant miat wiodacg
role w planowaniu i przeprowadzeniu wiekszosci z eksperymentdw w nich przedstawionych, analizie danych
oraz napisaniu manuskryptéw. Na szczegdlng uwage zastugujg oswiadczenia prac H1, H3, H6, H7, gdzie
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wszyscy autorzy, poza habilitantem, zadeklarowali jedynie , konsultacje naukowg oraz weryfikacje ostatecznej

wers;ji publikacji”.

Oprodcz bogatego dorobku przedstawionego w cyklu habilitacyjnym dr Zdarta opublikowat po doktoracie az 34
publikacje z listy JCR (o $rednim IF 3.8) oraz 4 rozdziaty w wydawnictwach ksigzkowych. Jego catkowita liczba
cytowan bez autocytowan wynosi obecnie (04.2021) 1712 wg bazy Scopus i 1400 wg bazy Web of Science za$
indeks Hirscha wynosi odpowiednio 18 lub 19. Habilitant jest rdwniez wspdtautorem w jednym zgtoszeniu
patentowym. Fakt ten jest odrobine zaskakujgcy, biorgc pod uwage wysoce aplikacyjny charakter badan
habilitanta, oraz miejsce pracy (Politechnika). Spodziewatem sie znacznie bogatszego dorobku patentowego
i mam nadzieje, ze w przysztosci habilitant nie bedzie zaniedbywat zabezpieczania praw wifasnosci
intelektualnych do opracowywanych przez siebie innowacyjnych rozwigzan. W mojej ocenie wiele z nich
wykazuje zdolnos¢ patentowa.

Habilitant ma dorobek w kierowaniu projektami badawczymi, przed doktoratem kierowat grantem NCN
Preludium oraz uzyskat grant wyjazdowy Etiuda, po doktoracie kierowat projektem Sonata oraz byt gtéwnym
naukowym wykonawcg w przemystowym projekcie badawczo-wdrozeniowym. Byt réwniez wykonawca
w projektach innych badaczy (OPUS, Juventus) czy projektow wewnetrznych swojej jednostki.

Dr inz. J. Zdarta jest bardzo aktywnym recenzentem wielu prac naukowych (128 recenzji), w tym w tak
prestizowych czasopismach jak ACS Sustainable Chemical Engineering, Chemical Engineering Journal, Critical
Reviews in Environmental Science and Technology, Critical Reviews in Biotechnology i Coordination Chemistry
Reviews.

Jego dorobek dydaktyczny wigze sie przede wszystkim z prowadzeniem zajeé na Politechnice Poznanskiej
(wyktady dotyczgce wybranych zagadnien wspétczesnej wiedzy chemicznej oraz materiatéw kompozytowych,
¢wiczenia z technologii nieorganicznej, laboratoria z technologii chemicznej, materiatéw hybrydowych
i filtrow). Doswiadczenie habilitanta w promowaniu prac dyplomowych to 6 prac inzynierskich oraz
3 magisterskie oraz pomocnicze promotorstwo dwdch prac magisterskich na Technical University of Denmark.
Jest to wynik catkiem spory biorgc pod uwage krétki okres od uzyskania uprawnien promotorskich (obrona
doktoratu w 2017). W mojej ocenie wskazuje to na fakt, ze prace badawcze prowadzone przez habilitanta sg
interesujace dla studentéw co przyciaga ich pod jego skrzydta. Jest to bardzo dobry prognostyk dla jego dalszej
kariery naukowej. W dokumentacji zatagczonej do autoreferatu nie znalaztem odniesien do popularyzacji
nauki. Zwracam wiec uwage habilitanta na ten réwniez bardzo wazny aspekt dziatalnosci uczonego.

Ocena cyklu habilitacyjnego

Przedstawione w dysertacji habilitacyjnej osiggniecie w catosci dotyczy réznych aspektow immobilizacji
enzymow. Sam cykl otwiera szeroka praca przeglagdowa dotyczgca wyboru materiatu do immobilizacji (H1),
opublikowana w Catalysts (MDPI). Habilitant zasadniczo wydzielit dwie podgrupy publikacji, w ktdrych
pierwsza dotyczy hydrolaz katalizujgcych hydrolize polisacharydéw pochodzacych z biomasy, druga zas
oksydoreduktaz zaangazowanych w utlenianie chemicznych zanieczyszczenn wody. Do pierwszej grupy nalezg
prace H2-4, za$ do drugiej H6-13, przy czym réwniez tutaj prace H6 i H7 sg wprowadzajgcymi przeglagdowkami
dotyczacg roéznorakich materiatow, ktére mogg zostaé skutecznie zastosowane do immobilizacji
oksydoreduktaz, oraz strategii usuwania zanieczyszczen z wody metodami biokatalitycznymi. Na pograniczu
tych dwoch tematow jest praca H5, gdzie proteaza (a wiec enzym bedacy hydrolazg) zostat zastosowany do
degradacji biatek traktowanych jako zanieczyszczenie. W mojej ocenie z powodzeniem taki katalizator mogtby
z powiedzeniem znalezé zastosowanie do celéw bioanalitycznych, np. do ciecia biatek na peptydy w analizie
proteomicznej w uktadzie HPLC-reaktor z trypsyng — kolumna chromatograficzna — detektor qTOF (vide
E. Calleri et al. J. Chromatogr. A, 2011, 1218 (49), 8937-8945).
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W pracach tych, z oczywistych wzgleddw, habilitant koncentruje sie na inzynierii materiatéw do immobilizacji,

ich charakterystyce fizykochemicznej oraz optymalizacji (czasami z wykorzystaniem zaawansowanych metod
statystycznych takich jak analiza powierzchni odpowiedzi) samego procesu immobilizacyjnego. W mojej ocenie
na szczegdlng uwage zastugujg kompozytowe materiaty polimerowo-nieorganiczne, zapewniajace duze
mozliwosci formowania materiatu nosnika przy jednoczesnym wsparciu separacji polem magnetycznym
(w przypadku nosnika modyfikowanego Fes0.) czy zwiekszajgce odpornos$é mechaniczng i procesowg
katalizatora (jak w pracy H2 w uktadzie celuloza/TiO,). Interesujgce jest réwniez rownoczesne zastosowanie
wielu technik immobilizacji (np. adsorpcji i enkapsulacji) do przygotowania jednego katalizatora. Bardzo
pomystowe jest zastosowanie nosnika MCF wzbogaconego w jony miedzi, co skutkuje podniesieniem
aktywnosci metaloenzymu lakkazy (najprawdopodobniej w wyniku rekonstrukcji miedzowego centrum
aktywnego enzymu), czy wykorzystanie naturalnych gabek Aplysina archeri w charakterze nosnika.

Z punktu widzenia samej metodologii immobilizacji na uwage zastuguje zastosowanie wielu metod, a wiec
zaréwno adsorpcji na nosniku, jak i immobilizacji kowalencyjnej za pomocg linkeréw, ale réwniez enkapsulacji
enzymu wewnatrz polimerowego nosnika. Ciekawym rozwigzaniem jest zastosowaniu dwdch réznych metod
dla jednego materiatu — nie jest to podejscie bardzo czesto spotykane w literaturze (co potwierdza Tabela 2
w pracy H1). Roéwniez koimmobilizacja wiecej niz jednego enzymu na jednym nosniku jest przyktadem, ze prace
habilitanta nawigzujg do bardzo aktualnych trendéw w rozwoju biokatalizy (kaskadowe uktady reakcyjne),
chociaz w tym akurat przypadku zastosowano dwa enzymy do bardziej kompleksowej przerdbki
wielosktadnikowego substratu z biomasy. Bardzo istotnym elementem jest rowniez fakt, ze habilitant zdaje
sobie sprawe, iz samo utlenianie zwigzku stanowigcego zanieczyszczenie nie prowadzi do jego eliminacji.
Czesto katalizowane przez enzymy utlenianie prowadzi do powstania zwigzku bardziej rozpuszczalnego
w wodzie (hydrofilowego) i niekoniecznie mniej toksycznego. Jak réwniez habilitant pokazat, katalizowane
przez metaloenzymy reakcje rodnikowe mogg prowadzi¢ do polimeryzacji utlenianych zwigzkéw co moze
utrudniac ich dalszg degradacje.

Z oczywistych wzgleddéw cykl habilitacyjny dotyka réwniez tematu aktywnosci katalitycznej i charakterystyki
enzymow po immobilizacji. Chociaz méj odbidr pracy jest zdecydowanie pozytywny to wtasnie w tej czesci
mam kilka watpliwosci co do tresci zawartych w omdéwieniu osiggniecia. Np. na stronie 14 habilitant napisat:

»Rezultaty analizy potencjatu elektrokinetycznego hybrydy TiO; - lignina wskazujq, ze w catym analizowanym
zakresie pH przyjmuje on negatywne wartosci, co sprzyja powstaniu gtdwnie jonowych oddziatywan enzym -
nosnik. Ze wzgledu na fakt, ze celulaza posiada swdj punkt izoelektryczny w pH ok. 5, prowadzenie
immobilizacji w buforze octanowym o pH 5 skutkuje protonizacjg aminowych grup funkcyjnych obecnych w jej
strukturze”

Pomijajac kuriozalny termin ,,protonizacja” (poprawnie , protonacja”) prowadzenie procesu immobilizacji przy
pH rownym pl biatka powoduje, ze efektywny jego tadunek jest obojetny a nie dodatni. Aby faktycznie
wspierac elektrostatyczne oddziatywanie miedzy ujemnie natadowang powierzchng i dodatnio natadowanym
enzymem proces immobilizacji musiatby by¢ prowadzony w pH ponizej punktu izoelektrycznego. Oczywiscie
ze wzgledu na heterogenicznosc tadunku powierzchniowego mozliwe jest skuteczne osadzenie nawet ujemnie
natadowanych biatek na ujemnie natadowanej powierzchniach (np. Nattich-Rak i inni Colloids Interfaces,
4 (2020) 51, 1-15, Sofinska i inni Biochim. Biophys. Acta-Gen. Subj., 1863 (2019) 1027-1039). Natomiast
protonacja grup aminowych w powierzchniowych lizynach jest praktycznie jednakowa (t.j. NHs*) w niemal
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catym zakresie fizjologicznego pH (pKa grupy NzHs w wolnym aminokwasie 10.53). Tak wiec nie jest prawda,

ze akurat prowadzenie procesu w pH 5 prowadzi do szczegdlnej protonacji grup aminowych (réwniez grupa
N-koricowa ma pKa w zakresie od 8-10, w zaleznosci od typu aminokwasu i mikrootoczenia). Jezeli juz, to
immobilizacja w niskim pH moze skutkowac¢ dodatkowg protonacjg powierzchniowych reszt histydynowych
(pKa ok. 6) i w pH ponizej 6 reszty histydynowe majg wtasnie tadunek dodatni.

Kolejne zadziwiajace dla enzymologa stwierdzenie mozna znalez¢ na stronie 17:

,Konsekwencjq jest znaczny, ponad 20-proc. spadek maksymalnej szybkosci reakcji (Vmax) katalizowanych przez
systemy powstafe w oparciu o materiat SBA 15. Ciekawq obserwacje stanowi jednak fakt, ze w przypadku
immobilizowanych enzymdow, w pordwnaniu z ich wolnymi odpowiednikami, niemalze niezmienna pozostata
wartos¢ tzw. ilosci obrotow katalizatora (z ang. turnover number, kcat), co wskazuje, ze struktura enzymu nie
zostata w znacznym stopniu naruszona na skutek immobilizacji i potwierdza gtdwnie adsorpcyjny charakter
powstatych oddziatywan.”

Poniewaz z publikacji H4 wynika, ze zastosowano model Michaelisa-Menten, Vmax z definicji jest rowne [E]*Kcat.
Jezeli poréwnanie dotyczy takiej samej ilosci enzymu w roztworze i na powierzchni (a tylko w takim wypadku
ma ono sens) to wtedy nizsza wartos¢ szybkosci skutkuje nizszg wartoscig kcat czyli wtasnie iloscig obrotéw
katalizatora. Nie moze wiec by¢ prawdg stwierdzenie, ze obserwowano rézne szybkosci i takie same wartosci
keat. Z kolei z tabeli 2 mozna jednak odczytaé wartosci aktywnosci wtasciwej w U na mg (domniemywam, ze
chodzi o mase katalizatora w roztworze i na nosniku, a nie nosnika) i z tych wartosci jasno wida¢ obnizenie
Vmax immobilizowanych dehydrogenaz. Jezeli wartosci te powstaty w wyniku wydzielenia obserwowanej
szybkosci reakcji wyrazonej w U przez mase biatka w reaktorze (czy to wolnego czy na powierzchni, parametr
wyznaczony z efektywnosci immobilizacji), to stwierdzenie w rozprawie jest po prostu btedne. Natomiast
kwestie czy spadek ket wynika ze zmiany struktury katalizatora czy z ograniczen dyfuzyjnych powstatych na
skutek heterogenizacji enzymu, jest rozstrzygngé niezwykle trudno. Mozina jedynie spekulowaé, ze
w przypadku adsorpcji te zmiany sg mniejsze. Jednak badania nad zmianami struktury biatek w skutek
adsorpcji wykazuja, ze podatnos¢ na zmiany wskutek adsorpcji zalezy mocno od struktury biatek (koncepcja
tzw. miekkich i twardych biatek W. Norde - Colloids and Surfaces. B, Biointerfaces, 29 Sep 2007, 61(1):1-9).

Niezbyt fortunnie sformutowano réwniez ponizsze zdanie:

»Istotng obserwacje stanowi rowniez fakt, ze XDH oraz GDH unieruchomione na krzemionce SBA 15 utrzymaty
lepsze wtasciwosci katalityczne, co koresponduje z wczesniej poczynionymi obserwacjami i dowodzi, ze enzymy
unieruchomione wewngtrz nosnika wykazujq wyzszq aktywnosc i stabilnosc¢ w dtuzszym okresie.”

Nie ma watpliwosci, ze w wyniku immobilizacji enzymy wykazujg wiekszg odpornos¢ na procesy denaturacji
i dezaktywacji. Oznaczamy ten fakt poprzez pomiar aktywnosci. Natomiast samo unieruchomienie bardzo
rzadko skutkuje wzrostem wartosci statej kinetycznej ket jako takiej. Jest troche doniesiert demonstrujgcych
taki efekt hiperaktywnosci po immobilizacji, osobiscie jednak uwazam, ze wynika on czesciej z btedow
wyznaczania aktywnosci wtasciwej (gdyz pomiar iloSci osadzonego enzymu polega na oznaczeniu bardzo matej
ilosci enzymu nieosadzonego szczegdlnie w przypadku wysokiej efektywnosci immobilizacji — przyktad 120%
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aktywnosci wlasciwej po immobilizacji M. Tataruch i inni, Catalyst, 10(12) (2020) 1460). Drugg sytuacjg jest

przypadek, gdy enzym homogeniczny ulega agregacji w roztworze, co prowadzi do spadku jego obserwowanej
aktywnosci, zas enzym immobilizowany ma oczywiscie zahamowang mobilnos¢ i do agregacji nie dochodzi.
Zmiane konformacji reszt w centrum aktywnych tak aby uzyska¢ wzrost aktywnosci oczywiscie nie sposdb
wykluczy¢ (jest to termodynamicznie mozliwe), ale ze wzgledu na wysokie zréznicowanie sposobu
immobilizacji enzymu w danym materiale uzyskanie globalnego wzrostu aktywnosci w wyniku takich
przypadkowych odksztatcen struktury uwazam po prostu za niezwykle mato prawdopodobne.

Rozumiem jednak, ze habilitantowi chodzito o nawigzanie do wolniejszego spadku w czasie procesu
aktywnosci immobilizowanego enzymu wzgledem enzymu wolnego. W takim przypadku poprawna jest druga
cze$¢ zdania nawigzujgca do wiekszej stabilnosci enzymow immobilizowanych w czasie procesu. Réwniez
wspomniana ponizej w rozprawie wieksza wydajno$¢ procesowa wigze sie z efektywnie wyzszg srednig
aktywnoscig katalizatora immobilizowanego, wynikajaca wtasnie z wiekszej stabilnosci procesowe].

Podobne stwierdzenie spotyka¢ mozemy na stronie 30 rozprawy dotyczacy lakkazy:

,Nalezy jednak podkresli¢ stabilizujgcy oraz ochronny wptyw matrycy, bowiem unieruchomione enzymy
w cafym analizowanym zakresie pH i temperatury wykazaty ponad 20% wyzszq aktywnosc¢ niz ich wolny
odpowiednik.”

Jako recenzent oczekiwatbym bardziej dogtebnej analizy obserwowanego zjawiska w omdwieniu cykli.
Poniewaz obserwowana aktywnos$¢ enzymatyczna w funkcji temperatury jest pochodng wypadkowego
wzrostu szybkosci reakcji chemicznej wg. modelu Arrheniusa oraz spadku aktywnosci w wyniku postepujgcego
W czasie procesu denaturacji, zwiekszenie odpornosci enzymu na denaturacje powoduje obserwowang
,Wyzszg aktywnosé” enzymu immobilizowanego wzgledem enzymu homogenicznego. Jesli chodzi o pH,
sprawa jest bardziej skomplikowana, gdyz po pierwsze no$nik moze dziata¢ jako lokalny bardzo silny bufor,
szczegolnie jezeli jest sfunkcjonalizowany grupami kwasowo/zasadowymi. Dzieki temu zmiany otoczenia pH
buforu mogg mie¢ mniejszy wptyw na zmiane protonacji reszt w centrum aktywnym lakkazy. Czy taki efekt
miat miejsce w przypadku MCF (ujemnie natadowana powierzchnia zakoriczona grupami OH)
zimmobilizowang lakkazg i jakimis formami miedzi trudno mi jest na podstawie publikacji wyrokowa¢. Z
drugiej strony w pracy faktycznie przedstawiono parametry kinetyczne ket wyliczone z aktywnosci wtasciwej
dla katalizatora immobilizowanego na materiale MCF+Cu wzgledem enzymu wolnego (odpowiednio, 68+4
wzgledem 6143 s?) i mozna wysnué hipoteze, ze obecno$¢ jondw miedzi w matrycy przyczynita sie do
rekonstytucji czesci centrow aktywnych apoenzymu.

Podsumowujac, zdecydowanie zabrakto mi w omdéwieniu osiggniecia elementéw metaanalizy uzyskanych
wynikéw, wykraczajacych poza streszczenie informacji przedstawionych w poszczegélnych pracach.

Pomimo tych kilku uwag o charakterze polemicznym, zaadresowanych gtownie wzgledem omdwienia
osiggniecia, a nie samych publikacji z cyklu habilitacyjnego, stwierdzam, ze przedstawiony mi do oceny
dorobek habilitacyjny z naddatkiem spetnia wymogi stawiane habilitantom. Jako enzymolog jestem réwniez
pod wrazeniem pisarskiej sprawnosci i niewatpliwej pracowitosci habilitanta, ktéry w tak krotkim czasie od
doktoratu osiggnat tak wiele zaréwno na polu naukowym, recenzenckim jak i dydaktycznym.
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Podsumowanie

W mojej ocenie dorobek habilitanta oraz przedstawiony przez niego cykl prac opisujgcy osiggniecie w zakresie
,Projektowania systemow biokatalitycznych i ich roli w procesach konwersji biomasy oraz unieszkodliwiania
wybranych zanieczyszczen srodowiskowych” dobitne wskazuje na jego naukowa dojrzatosc.

Stwierdzam, ze wniosek dr inz. Jakuba Zdartego w postepowaniu habilitacyjnym zostat ztozony wraz
z kompletem wymaganych dokumentéw.

Analiza osiggniecia naukowego, dorobku naukowego i zawodowego oraz materiatéw zawartych w rozprawie,
pozwala stwierdzié¢, ze habilitant spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pozn. zm., rozdziat 3, art. 219.1) upowazniajgce do
starania sie o stopient naukowy doktora habilitowanego. W zwigzku z powyzszym popieram wniosek o nadanie
stopnia doktora habilitowanego dla dr inz. Jakuba Zdarty w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauk chemicznych.

Prof. dr hab. Maciej Szaleniec
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