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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Kamili Wlizto pt.”Synteza substancji barwnych w procesie biokatalizy i ocena ich
wiasciwosci” wykonanej pod kierunkim dr hab Anny Jarosz-Wilkotazkiej, prof.UMCS w Zaktadzie
Biochemii Wydziatu Biologii i Biotechnologii UMCS, wspétfinansowana przez Narodowe
Centrum Nauki w ramach projektu Preludium 9 (2015/17/N/NZ9/03647), projektu 40 (NN 302
633040) oraz projektu luventus PLUS (0433/1P1/2011/71)

Zapotrzebowanie na barwniki przejawiat cztowiek od czaséw prehistorycznych. Szacuje sie,
ze najstarsze kolorowe ryciny, pozostawione w jaskiniach Altamira w pétnocnej Hiszpanii oraz w
potudniowej Francji w Lascaux, posiadajg nawet 20 tysiecy lat. Materiatami barwigcymi byty
zastosowane nieorganiczne pigmenty, ktore wystepuja naturalnie w postaci kredy, rud zelazowych
i manganowych czy glinokrzemiandw. Natomiast wykorzystanie materiatéw pochodzenia
roslinnego i zwierzecego do barwienia réinych witdkien stanowito nielada sztuke w Japonii,
Chinach, Indiach czy starozytnym Egipcie juz 4 tysigce lat p.n.e. Zasadniczym przetomem w
technice barwienia byto otrzymanie barwnikdw syntetycznych w XIX wieku. Jednej z pierwszych
syntez barwnika czerwonego (fuksyny) dokonat w 1855 roku polski chemik Jakub Natanson.
Odkrycie nowych zwigzkéw chemicznych majacych zdolno$¢ trwatego zabarwiania réinych
materiatow inspirowato badaczy przez stulecia. Obecnie lista zawiera 4000 substancji barwnych ,
wsrod ktorych potowe stanowig barwniki azowe. Wykazano, ze zwigzki te o ile nie sg dostatecznie silnie
zwigzane z widknami, gdy dostana sie do organizmu, moga podlega¢ rozktadowi w jelicie, watrobie i
prawdopodobnie w bakteriach na skorze, wydzielajagc aromatyczne aminy o silnym dziataniu
kancerogennym i mutagennym. Wiele badan nad zdrowotnoscig wskazuje, ze stosowanie ogromnej
ilosci zwigzkéw syntetycznych w bezposrednim otoczeniu cztowieka, jak: odziez, zywnos¢,
wyposazenie wnetrz, sprawia zwiekszone ryzyko zachorowan. Rosnace wcigz zapotrzebowanie

przemystu tekstylnego na barwniki naturalne, przyjazne cztowiekowi, nie wykazujace efektow
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ubocznych jak przewlwkie alergie czy podraznienia skory sktaniaja badaczy do $miatych
poszukiwan w zakresie biotechnologii nad opracowaniem prostych metod pozyskiwania tych
zwigzkéw z udziatem biokatalizatorow.Takim wtasnie zagadnieniom pos$wiecona jest oceniana
praca doktorska, ktorej celem byla biosynteza barwnego produktu z wykorzystaniem lakazy

grzybowej i okreslenie jego wtasciwosci.

Przedstawiona do oceny praca sktada sie z 200 stron, 33 Tabel i 57 rysunkdw.
Wyodregbniono w niej 11 rozdziatéw, zamieszczono Whnioski, Wyniki przedstawionej do oceny
pracy w postaci publikacji i referatéw konferencyjnych, dorobek naukowy, streszczenie w jezyku

polskim i angielskim oraz bibliografie.

Czesc¢ doswiadczalna pracy sktada sie z kilku etapdw, w ktérych wytypowano substrat do
biosyntezy oraz organizm grzybowy, wytwarzajacy odpowiedni enzym, petniacy role
biokatalizatora procesu czyli lakaze. W nastepnej czesci pracy autorka podjeta sie trudnego
zadania jakim byta optymalizacja biosyntezy barwnika. Dobierajac kolejno parametry podtoza
hodowlanego, sktadnikéw odzywczych, odczynu, pojemnosci buforowej $rodowiska reakcji oraz
temperatury osiggnetfa wiedze na temat hodowli grzybowych, ktére realizowane byly na podtozu
statlym, z unieruchomiong biomasa grzybowa oraz w hodowlach wytrzasanych. Podazajac dalej
usilowata unieruchomic¢ lakaze grzybowa na nosnikach porowatych, wykorzystujac do tego celu
dwa materiaty akrylowe, jeden wigzacy lakaze kowalencyjnie z grupami aminowymi w drugim zas
tworzyty sie oddziatywania wodorowe z faricuchami weglowodorowymi noénika oraz materiatu
styrenowego makroporowatego o wysyconej powierzchni oddziatywan. Testujac stopien
unieruchamiania lakazy na badanych materiatach i jej aktywno$¢, mozliwe byto wytonienie
optymalnego nosnika, stuzgcego do wydajnego procesu immobilizacji enzymu. W celu zwiekszenia
stabilnosci unieruchomionej lakazy poddano uktad testowaniu w buforach o réznym sktadzie i
wartosciach pH. Przeprowadzono réwniez test na termostabilno$¢ immobilizowanego enzymu w

szerokim zakresie temperatur od 40 do 80 °C.

Autorka pracy zbadata wlasciwosci uzyskanego droga biosyntezy barwnika i wyznaczyta
jego parametry kinetyczne stosujac oczyszczong lakaze z Pleurotus ostreatus. Podjeta réwniez
zadanie technologiczne zwigzane z barwieniem naturalnych wtdkien pochodzenia roslinnego
(bawetna i len) oraz zwierzecego (wetna i jedwab). Z wielkg starannoscia przeprowadzita te czes¢
badan, we wspétpracy z wyspecjalizowanym laboratorium analiz wtékienniczych TKANLAB w todzi,

gdzie okreslono trwafos¢ badanego barwnika zwigzanego z réinymi tkaninami. Pomyslnie



zakonczone testy na dziatanie réznych czynnikéw jak: $wiatto, tarcie mechaniczne, pot, wykazaty

potencjalng przydatnosé uzyskanego barwnika do celéw tekstylnych.

Pozostata czes¢ interesujacej pracy zwigzana byta z okresleniem natury uzyskanego droga
biosyntezy barwnika. W tym celu przeprowadzono rozdziat chromatograficzny na zelu
krzemionkowym, wykazujgc poza produktem gtéwnym obecnos$é jeszcze dwdch innych produktow
towarzyszacych podstawowemu. Stosujac woéwczas kolumnowa chromatografie preparatywna
mozliwe byto pozyskanie formy gtéwnej N15C, zawartej w poczatkowych frakcjach 1-3. obecnos¢
form posrednich, N15 A w nastepnych frakcjach 5-6 oraz N15 D we frakcjach 7-12. Kaidy z
uzyskanych produktéw barwnych posiadat wtasne charakterystyczne widmo z maksimum absorpcji
przypadajgcymi kolejno przy 440, 470, 450 nm oraz czas retencji. Bliskie sasiedztwo maksimum
absorpcji poszczegélnych frakcji wskazywato na obecno$é zblizonych grup chromatoforowych.
Uzyskany drogg biosyntezy barwnik posiadat charakter polarny, dlatego tez dobrze rozpuszczat sie
w wodzie i metanolu, stabiej w etanolu, nie wykazujac rozpuszczalnoséci w rozpuszczalnikach

niepolarnych takich jak aceton, chloroform czy octan etylu.

Niezwykle ambitne zadanie, ktére podjeta autorka pracy, polegato na wyznaczeniu masy
czasteczkowej uzyskanego barwnika, okresleslenie jego formuty chemicznej i struktury. Przebiegto
ono pomyslnie we wspoétpracy z wioskim Uniwersytetem w Sienie. Wobec uzyskanego obrazu
barwnika N15 zaproponowano strukture fenazynowq, o wzorze sumarycznym CyH15N30g, masie
czasteczkowej 449. W budowie strukturalnej barwnika mozna byto wyodrebni¢ dwa fragmenty,
jeden ztozony z trzech skondensowanych szesciocztonowych pierécieni, z krérych $rodkowy w
swojej strukturze posiada dwa hetero atomy azotu w potozeniu —para, potgczone z jeszcze jednym
pierscieniem aromatycznym poprzez mostek iminowy —NH- . Czasteczka wyizolowanego barwnika
zawiera 3 grupy karboksylowe, po jednej przy kazdym pierscieniu aromarycznym oraz 1 grupe
metoksylowg (w pofozemiu meta wobec grupy karboksylowej pojedyriczego pierscienia) i 1

hydroksylowg (w potozeniu para wobec grupy karboksylowej trojcztonowego pierscienia).

Dalsze badania wykonane przez Doktorantke zmierzaly do oceny zdolnosci lakazy
grzybowej w ultlenianiu bezbarwnych prekursoréw do barwnych produktéw. W tym celu
przebadano 15 substratow organicznych, bedacych pochdnymi aminowymi, hydroksylowymi,
metoksylowymi i karboksylowymi benzenu i naftalenu. Testowanie wybranych substratéw
przeprowadzono z zastosowaniem oczyszczonej lakazy pochodzacej z Cerrena unicolor,
powszechnie wystepujacej huby pod nazwa gmatkéwka szara. Taka drogg uzyskano az 29

produktow o zréznicowanych barwach od zéttych przez odcienie brazowe az do niebieskich.
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Stosunkowo wysoki potencjat oksydoredukcyjny, zastosowanej lakazy wynoszacy 0,79 V,
umozliwiat przebieg substytucji nukleofilnej, sprzegania substratéw zawierajacych pierscienie

aromatyczne w postac¢ dimerdw oraz utlenianie podstawnikéw.

Uzyskane produkty barwne poddane byty testom barwierskim, wyznaczeniu trwatosci
uzyskanych barwnikéw na witdknach pochodzenia roslinnego i zwierzecego w warunkach
naswietlania oraz zmiennosci pH. Wytoniono woéwczas dwa gatunki grzybéw Nematoloma
frowardii i Pleurotus ostreatus jako najbardziej przydatne do syntezy badanych barwnikoéw,
poprzez tworzenie zewngtrzkomdérkowej lakazy. Ostatcznie do optymalizacji syntezy barwnikéw
wybarno grzyb Pleurotus ostreatus ze wzgledu na niskg toksyczno$é hodowli, intensywnga barwe
oraz trwato$¢. Optymalizacje $rodowiska reakcji, prowadzacej do wytworzenia barwnika
rozpoczgto od modulowania pH, dobierajac sktad i stezenie stosowanych buforéw. W wyniku
badan ustalono, ze przy 3mM stezeniu prekursora najbardziej odpowiednijest 40mM bufor

sodowo-winianowy o pH 5,5.

W dalszym etapie otymalizacji procesu tworzenia barwnych produktéw zastosowano
wytrzasane hodowle grzybowe z unieruchomiong biomasa na siatce polipropylenowej.Takie
rozwigzanie pozwalato na osiagnigcie wyiszej wydajnosci tworzenia barwnego produktu. W tych
dziataniach optymalny okazat si¢ 10 mM bufor sodowo-winianowy o pH 4. Innym podejéciem
byto testowanie nosnika makroporowatego B (pozbawionego grup funkcyjnych) oraz akrylowego C
(z grupami Cyg). Te poczynania nie doprowadzity jednakze do zadawalajacych wynikéw. Pozostano
zatem przy stwierdzeniu, ze najkorzystniejszym wariantem jest zastosowanie buforu sodowo-
winianowego o pH 4,5, ktéry zapewniat nawigkszg aktywnos¢ lakazy oraz jej trwatos¢ utrzymujaca
sig przez 21 dni. Na koniec przprowadzono oceneg toksycznosci otrzymanego produktu barwnego
(test Microtox) oraz jego dziatanie antymikrobiologiczne poprzez ocene wzrostu mikroorganizmow
jak rowniez wyznaczenie wiasciwosci antyoksydacyjnych. Wykazano umiarkowana aktywnogé¢
antyoksydacyjng oraz niska toksycznos¢ uzykanego barwnika N15, co przesadza o perspektywach

jego dalszego zastosowania.

Pracg zakonczono analizg kosztow odczynnikdéw i kosztéw operacyjnych, koniecznych do
wytworzenia 1 g produktu barwnego N15. Z przedstawionych trzech wariantéw prowadzonego
procesu wersja z unieruchomiong biomasg i lakaza natywnga pozostawaty na podobnym poziomie
(605 i 677z1/1g) natomiast wersja z unieruchomiong lakaza wymaga ponad dwukrotnie wiekszych
naktadéw finansowych (1211zt/1g). Ze wzgledu jednakze na fakt, ze przprowadzona kalkulacja

kosztow pozyskania jednostkowej masy barwnika przeprowadzona byla na podstawie
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laboratoryjnych warunkéw syntezy, mozna oczekiwad iz przejscie na wieksza skale techniczna
umozliwi pozyskanie produktu w sposéb bardziej ekonomiczny, obnizajac przede wszystkim

koszty operacyjne warianu z unieruchomiong biomasa.

Poza ogromnymi walorami pracy mozna dostrzec w pracy kilka niescistosci do ktérych

pragne sie odnies¢. Nalezg do nich:

na str. 12 pada stwierdzenie: Ponadto enzymy te mogq utlenia¢ zwiqzki niefenolowe, a takze
nieorganiczne, jak Fe(CN)s* czy Mo(CN)s" . Nalezy zaznaczyc, ze zacytowane wzory odnoszg sie
nie do catych zwigzkow nieorganicznych lecz tylko do ich anionéw, w ktérych grupy cjankowe

potaczone sg koordynacyjnie z zelazem Il lub molibdenem II,

na str. 97 i 98 padaja okreslenia: zmierzono aktywnosc¢ lakazy czy peroksydazy, zamiast

wyznaczono aktywnosc enzymow jak wystepuje to przy opisie metodyki na str. 76 i 77

na str. 128 znajdujemy stwierdzenie, Zze stosowanie buforu o nizszych stezeniach miafo istotny
wplyw na wydajnosc¢ immobilizacji lakazy.. w tym przypadku do prawidtowego wnioskowania

brakuje testu istotnosci,

na str. 133, rys. 44 stwierdzenie: aktywnosc lakazy przechowywanej w buforze o pH 5,5 byta
najwyisza w porownaniu do pozostafych, ale czy istotna statystycznie? Z potprzedziatéw ufnosci
wyglada, ze stupki na siebie chyba zachodzg, (Podobna uwaga odnosi sie do zamieszczonych

wartosci w Tab.19, str. 101 oraz Tab.26 str. 128),

na str. 142 stwierdzono: wpfyw wartosci pH buforu sodowo-winianowego na wartos¢ potencjatu
oksydoredukcyjnego substratu N15. Nalezy podkresli¢, ze pomiedzy kolejnymi roztworami o pH 4,
pH 4,5, pH 5, pH 5,5 teoretycznie powinna istnie¢ rdznica Eh wynoszaca ok.0,030 V (0,059 V na
jedng jednostke pH). Tzn. Kolejne bufory powinny posiadaé np. wartosci Eh 0,950: 0,920: 0,890 i
0,830 V. Wyznaczone natomiast przez Doktorantke wartosci Eh wynosity 0,950: 0,929: 0,924,
0,919 V. Nalezatoby zatem to stwierdzenie zamieszczone w pracy odwrdcié¢, wskazujac na role
1mM barwnika N15 w buforowaniu stanu rekoks, stad interesujacym wydaje sie réwnoczesny

pomiar pH i Eh podczas tworzenia sie zwigzkéw barwnych z udziatem lakazy,

na str. 148 zamieszczono ogdlne informacje o rozpuszczaniu liofilizatu barwnika N15, szkoda, ze
nie podano wartosci rozpuszczalnosci w etanolu i roztworach zakwaszonych i alkalizowanych,

jezeli juz wykonano te badania,



Doktorantka bardzo czesto stosuje przyimek dla np. dla stezenia, dla roztworu, dla buforu, dla
wariantu, dla produktu it.d. Przyimek ten bywa znaczaco naduzywany obecnie nie tylko w jezyku
potocznym. Trzeba przyznaé, ze konstrukcja z dla upowszechnita sie m.in. na skutek unikania
celownika. W Stowniku Poprawnej Polszczyzny przypomina sie, ze tendencja do zastepowania
form przypadkéw deklinacyjnych wyrazeniami przyimkowymi jest typowa w dziejach polszczyzny.
Jednak bytoby duzo zgrabniej stosowac go w zwrotach osobowych np. dla Pani, zostawiajac formy

deklinacyjne w innych przypadkach np. przy stezeniu, w roztworze, w wariancie i.t.d.

Nalezy stwierdzi¢ rowniez, ze Dyskusja przyjmuje czasem postaé streszczenia pracy stad
zdarzajq sie powtdrzenia, jak w przypadku str.156, gdzie akapit o lakazie jest powtdérzeniem ze str.

9 (rozdz.1.2.3).

Odnoszac sig jednakze do catosci uzyskanych przez Doktorantke wynikéw, trzeba podkresli¢
przede wszystkim ich wysokg wartos¢ merytoryczng. Praca stanowi bowiem catosciowe studium
nad wystepowaniem i funkcja lakazy grzybowej, jej specyficznoscia substratowg i mechanizmem
katalizy. Badania wtasne rozciggajace si¢ szeroko poprzez przygotowania podfoza hodowlanego,
doboru sktadu mieszaniny reakcyjnej, optymalizacje sktadu mieszaniny transformacyjnej,
temperatury i odczynu doprowadzity do pozytywnego ustalenia parametréw technologicznych

otrzymywania interesujgcych substancji barwnych o szerokiej gamie mozliwosci.

Ustalenie natomiast struktury, rozmiaréw czgsteczki i wtasciwosci antyoksydacyjnych oraz
wyznaczenie parametrow technologicznych biosyntezy barwnika z udziatem lakazy, dopetnia
wartosc przeprowadzonych na duzg skale badan. Nalezy réwniez zauwazy¢ ogromny wkiad pracy
Autorki zaréwno w czesci badawczej jak i dokumentacyjnej niniejszej dysertacji. tacze gleboka
nadziejg, ze wkiad pracy i niezmiernie ciekawa tematyka zaowocuja w dalszym prowadzeniu

badan.
Oceniam pozytywnie recenzowang rozprawe doktorskga i proponuje dopuscic Panig
mgr Kamilge Wlizto do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Zgtaszam ponadto wniosek o nagrodzenie przedstwionej do oceny pracy doktorskiej
przez Rade Wydziatu Biologii i Biotechnologii UMCS.
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