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1. Tre§¢ i zakres rozprawy doktorskiej

Krystalizacja biatek jest znana od 170 lat, jednakze w przeciwiefstwie do matych
molekul, proces krystalizacji biatek nie jest powszechnie stosowany w przemys$le. A
zapotrzebowanie na terapeutyczne proteiny, czy enzymy w przemysle farmaceutycznym i
produkcji zywnosci stale rosnie. Oprécz zastosowania do formulacji lekéw krystalizacja moze
by¢ wykorzystana jako stosunkowo tani, w poréwnaniu z metodami chromatograficznymi,
proces selektywnej separacji i efektywnego oczyszczania protein. Literatura dotyczaca
krystalizacji bialek jest obszerna ale ukierunkowana jest gléwnie na otrzymywanie krysztatow
w celu wyznaczenia ich struktury poprzez dyfrakcje promieniowania rentgenowskiego - sa
to metody krystalizacji w mikroskali (uL). Owszem, przyczynily sie te badania do poznania
podstaw fizykochemicznych mechanizmu krystalizacji biatek, mimo to proces ten nie jest do
konca poznany a ustalenie warunkéw krystalizacji (tzn. parametrow procesowych aby
uzyska¢ optymalng wydajnos¢, czysto$¢ oraz rozmiar krysztatow) w wigkszej skali wymusza
stosowanie metody prob i blgdéw. Zrozumienie mechanizméw zachodzacych w trakcie
krystalizacji pozwoli zastosowa¢ strategie umozliwiajace uzyskanie krysztatéw o okreslonych
whasciwosciach i wysokiej wydajnosci. Ponadto brakuje literatury przedmiotu dotyczacej
termodynamiki (diagraméw fazowych) i kinetyki procesy krystalizacji bialek. Dlatego
uwazam, ze wybor tematyki rozprawy, egzemplifikowanej procesami krystalizacii
preparatywnej, poprzez wysalanie i przez odparowanie rozpuszczalnika w konwekcji

Wwymuszonej, uwazam za w petni uzasadniony.

Na recenzowang prace doktorska skiadajg si¢ dwie publikacje w renomowanych

czasopismach o obiegu $wiatowym :



[D1] Kotodziej, M.; Poplewska, 1.; Pigtkowski, W.; Antos, D. Design of Bulk Protein
Crystallization Based on Phase Diagrams Accounting for the Presence of Interfacial Water.
Cryst. Growth Des. 2018, 18 (1), 393—401. https://doi.org/10.1021/acs.cgd.7b01398.

[D2] Kotodziej, M.; Olbrycht, M.; Poplewska, I.; Piatkowski, W.; Antos, D. Forced
Convection Evaporation for Bulk Protein Crystallization. Cryst. Growth Des. 2018, 18 (9),
5194-5201. https://doi.org/10.1021/acs.cgd.8b00638,

w ktorych pierwszym autorem jest doktorant mgr inz. Michat Kotodziej, o wiekszosciowym
udziale (50%). Ponadto, doktorant jest wspoOtautorem jeszcze dwoch publikacji w
renomowanych czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej (Chem. Eng. Sci. 130 (2015), 290~
300, 1 Chem. Eng. Res. Des., 141 (2019), 580-590). Publikacjom skfadajacych sie na prace
doktorska towarzyszy obszerne omowienie w jezyku polskim na 57 stronach. Z tego do 30
strony autor podaje podstawy teoretyczne dotyczace produkcji i proceséw rozdzielania i
oczyszczania bialek terapeutycznych, koncentrujac sie na procesie krystalizacji, a kolejne 27

stron zajmuje komentarz do wymienionego cyklu publikacji.

Celem pracy bylo “zaprojektowanie na podstawie odpowiednio zaplanowanych cykli
doswiadczen nowych koncepcji realizacji procesu krystalizacji dla wybranych biatek
modelowych, ktére mogg byé w przysztosci wykorzystane w przemysle farmaceutycznym”.

Tymi biatkami modelowymi byly owoalbumina (OVA) i lizozym (LYZ).
Praca obejmowala 5 celow szczegdtowych:

1. Opracowanie sposobu postepowania przy projektowaniu procesu krystalizacji
uwzgledniajgcego dobor buforu, czynnika stracajacego oraz wyznaczenie okna operacyjnego,

2. Wyznaczenie rownowagi krystalizacyjnej biatlek modelowych z uwzglednieniem wptywu
wody wigzanej przez faze krystaliczng na stezenie rOwnowagowe,

3. Okreslenie kinetyki krystalizacji dla zaprojektowanych proceséw,

4. Opracowanie i zrealizowanie procesu jednostopniowej oraz frakcjonowanej krystalizacji
przez wysalanie dla biatek modelowych,

5. Opracowanie i zrealizowanie krystalizacji przez odparowanie rozpuszczalnika w konwekcji
wymuszonej oraz wyznaczenie wpltywu parametréw procesowych na réwnowage oraz
kinetyke procesu.

Bardzo czesto w pracach doktorskich wymagane jest okreslenie tezy pracy, tu byé moze
ze wzgledu na inng podstawe prowadzenia przewodu doktorskiego nie sformutowano takiej

tezy ale cel 1 zakres rozprawy zostaly wyraznie okreslone.



2. Ocena merytoryczna rozprawy

Oceniajac rozdziat 2 pracy doktorskiej, ktéry zawiera podstawy teoretyczne procesu,
uwazam, ze niepotrzebnie doktorant opisat produkcje, procesy oczyszczania i rozdzielania
bialek rekombinowanych oraz rynek farmaceutyczny, bo przeciez obiektami badan byla
owoalbumina i lizozym a nie przeciwciala monoklonalne. Powinien bardziej skupi¢ sie na
krystalizacji preparatywnej, ktérej poswiecit zaledwie 8 stron, nie wspominajac o interakcjach
molekularnych (elektrostatycznych, hydrofobowych itd.) i ich wptywie na proces krystalizacji
biatek, a w szczegdlnosci na morfologie i rozmiary krysztalow.

Podrozdziat ,,Aplikacje przemystowe krystalizacji biatek” to jest to czego oczekiwalem i
tylko bardziej bym na miejscu doktoranta rozszerzy! przeglad literatury dotyczacy zagadnien
krystalizacji preparatywnej i powigkszania skali procesu, o ktérym jedynie doktorant
nadmienia. Dobrym zwyczajem prac doktorskich w zachodnich uniwersytetach jest tzw.
outlook, czyli wskazanie, po sformutowaniu wnioskdw, perspektyw dalszych badan w danej
tematyce, czego jest tu brak. Ale zanim przejde do omawiania wnioskéw ocenie
merytorycznie uzyskane wyniki badan zawarte w 2 publikacjach i komentarzu (tj. w rozdz. 3).

W publikacji D1 wyznaczono réwnowage krystalizacyjng dla obu modelowych bialek
zardwno w ukladzie binarnym (biatko-sél) jak i trojsktadnikowym (biatko-sol-woda). Przy
czym w tym drugim przypadku nalezato wyznaczy¢ zawarto$¢ wody w fazie krystalicznej, co
osiagnieto dzigki zastosowaniu rézniczkowej kalorymetrii skaningowej DSC. Zawarto$¢ tej
zwiazanej z biatkiem wody stanowi 18% mas. calkowitej masy fazy krystalicznej OVA i 29%
mas. w przypadku LYZ. Ilosciowe okreslenie diagramu fazowego jest kluczowe dla ustalenia
warunkow krystalizacji 1 dlatego z pelnym uznaniem odnosze sie do przedstawienia
roéwnowagi krystalizacyjnej w diagramie trdjsktadnikowym, jakkolwiek dalsze wyniki badan
s prezentowane na rysunkach w uktadach binarnych (stezenie biatka w funkcji stezenia soli).
Przy okazji chcg nadmienié, ze w oryginalnej publikacji D1 na rys. 1A zamiast protein
solubility na osi rzgdnych powinno by¢ protein concetration xp .

Dla krystalizacji lizozymu zaprojektowano jednostopniowy proces poprzez wysalanie za
pomoca siarczanu amonu o stezeniu X, = 0,125 - 0,210 mas., przy pH 7, co zostalo juz
weczesniej ustalone w publikacji [28], w ktorej doktorant nie byt wspotautorem. Dzigki tak
dobranym warunkom krystalizacji LYZ uzyskano wysoka wydajno$¢ procesu rzedu 90%.

W przypadku krystalizacji owoalbuminy nalezato wczesniej usunaé agregaty bialkowe
z poczatkowego stezenia 30% mas., do 9% mas., co udato si¢ dzieki zastosowaniu stracania

1,6 M roztworem siarczanu amonu. Sprawdzenie stopnia oczyszczenia dokonano poprzez



zastosowanie chromatografii SEC, dostepnej w Katedrze Inzynierii Chemicznej,
specjalizujacej si¢ m.in. w chromatografii adsorpcyjnej. Mimo, ze postepowanie bylo
analogiczne jak w przypadku krystalizacji lizozymu uzyskano w jednostopniowym procesie
wydajnos¢ jedynie rzedu 50%. Dlatego zdecydowano sie na dwustopniowa krystalizacje,
obnizajgc wezesniej pH z 6,5 do 5. To obnizenie pH spowodowato spadek rozpuszczalnosci
OVA 1 jej dalsza krystalizacje, przy czym osiggnieto catkowita wydajno$é procesu rowna
92%. Dla obu pozioméw pH 5 i 6,5 wyznaczono ,,0kno operacyjne” krystalizacji OVA i
przedstawiono to bardzo pogladowo na rysunku 16 w Komentarzu (Fig. SA w D1). Ustalenie
tych warunkéw operacyjnych pozwalajacych uzyskiwaé tak wysokie wydajnosci procesowe
jest bez watpienia duzym sukcesem, podobnie jak wyznaczenie bardzo uzytecznej, ilosciowej
zaleznosci (w postaci wielomianu) rozpuszczalnosci OVA od stezenia soli, dla rdéznych
wartosci pH.

Wyznaczono réwniez krzywe kinetyczne procesu krystalizacji obu biatek, dla ré6znych
stezen poczatkowych, ale bez zadnego opisu ilosciowego — szkoda! Przy okazji mam pytanie
do doktoranta: co kontroluje szybko$¢ procesu krystalizacji badanych bialek, czy tez w jakim
obszarze (rezimie) zachodzi ten proces?

Pewien niedosyt pozostawia brak szczegdtowego opisu morfologii uzyskanych
krysztalow, podano jedynie zdjecia fazy krystalicznej dla obu bialek ale bez rozkladu
wielkosci uzyskanych krysztatow.

Publikacja D2 przedstawia oryginalna metode krystalizacji OVA poprzez odparowanie
rozpuszczalnika w konwekcji wymuszonej. Eksperymenty przeprowadzono w komorze
suszarniczej, przez ktéra przepuszczano suche ogrzane powietrze o kontrolowanej
temperaturze 1 liniowej predkosci przeptywu. Jedynym zmiennym parametrem mierzonym
byla wzgledna wilgotno$é powietrza w zakresie 10-20%. Wodny roztwor OVA w siarczanie
amonu o poczatkowym stg¢zeniu 0,19 mas. byl mieszany za pomocg mieszadla
magnetycznego 1 wazony w sposéb ciagly. Na podstawie ubytku masy roztworu wyznaczano
ilos¢ odparowanej wody w czasie (szybko$¢ odparowania), a tym samym Kkinetyke
krystalizacji. Powolny ubytek wody zapewnial powolny wzrost stezenia czynnika
stracajgcego, co zapobiegalo powstawaniu fazy amorficznej, i umozliwial prowadzenie
procesu o stosunkowo niskim stezeniu poczgtkowym biatka. Okazato sie, ze szybkosé
krystalizacji rosta, ze wzrostem temperatury powietrza, przy czym temperatura roztworu
(przyktadowo 35°C) pozostawata zawsze znacznie nizsza niz temperatura powietrza (45°C).
Z bilansu ciepta i masy doktorant mogt obliczy¢ temperature jakg osiagnie roztwér podczas

krystalizacji zastosowang metodg. Doktorant uwaza, ze .,...kinetyka krystalizacji OVA nie



zalezy od stgzenia soli w analizowanym zakresie parametréw procesowych” - rys. 22B.
Jednakze, analizujac wyniki badan zamieszczone na rys. 22B uwazam, ze to nie jest catkiem
prawdziwe stwierdzenie, bo szybko$¢ poczatkowa krystalizacji maleje ze spadkiem stezenia
poczatkowego soli. Nie ma to wigkszego wplywu na ustalenie réwnowagi, bo nawet przy
niewielkim przesyceniu réwnowaga ustala sie po uptywie 1 godziny. Na podstawie danych
rownowagowych i kinetycznych wyznaczono warunki operacyjne procesu krystalizacji OVA
przez odparowanie rozpuszczalnika w konwekcji wymuszonej, a przebieg tego procesu
przedstawiono graficznie wykazujac, Ze punkty eksperymentalne mieszcza sie w
wyznaczonym ,,oknie operacyjnym”.

Co jest godne podkreslenia zbadano wptyw szybkosci odparowania na rozktad
wielkosci krysztatdw OVA. Okazalo sie, ze $redni rozmiar krysztatéw rosnie ze wzrostem
szybkosci odparowania, co jest spowodowane wczesniejszym osiggnieciem stanu przesycenia
roztworu krystalizacyjnego oraz skroceniem czasu trwania procesu.

Komentarz doktoranta konczy si¢ wnioskami, ktére sg wiasciwie podsumowaniem
najwazniejszych osiagnig¢, a powinny by¢ wypunktowane stwierdzenia, nowe spostrzezenia,
nowo uzyskane zaleznosci takie jak np. weczesniej podkreslana potrzeba wyznaczenia
zawartosci wody w fazie krystalicznej w celu ustalenia trajektorii procesu krystalizacji w
diagramie tréjskladnikowym, czy tez ostatnio wspomniane, ze $redni rozmiar krysztaléw
rosnie ze wzrostem szybkosci odparowania itp. itd.

Uwagi przedstawione powyzej, poczynione z obowigzku recenzenta, nie umniejszaja

wartos$cl poznawczej rozprawy.

3. Wnhniosek koncowy

Praca nie budzi zastrzezen zaréwno pod wzgledem formalnym, jaki i merytorycznym.
Zostata sformulowana poprawnie i wnosi wiele elementéw nowosci naukowe;.
Analiza danych doswiadczalnych jest prawidlowa. Uzyskane wyniki poszerzaja wiedze
na temat metod krystalizacji i oczyszczania biatek. Opracowanie stanowi oryginalny dorobek
autora.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska p. mgr inz. Michata Kotodzieja spelnia
wymagania formalne w odniesieniu do pracy doktorskiej, odpowiada wymogom obecnie
obowiazujacych przepiséw. Zwracam sie, zatem do Rady Naukowej Wydziatu Chemicznego
Politechniki Rzeszowskiej o przyjecie pracy oraz dopuszczenie p. mgr inz. Michata

Kolodzieja do dalszych etapéw postepowania przewidzianego w przewodzie doktorskim.




