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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Kamili Wlizlo

pt.: ,,Synteza substancji barwnych w procesie biokatalizy i ocena ich wlasciwosci”

Zastgpowanie barwnikéw powstajacych w ucigzliwych dla srodowiska procesach
syntezy organicznej, nietoksycznymi barwnikami wytwarzanymi w zwykle fagodnych
procesach biotransformacji, to obiecujacy kierunek badan o wyraznym aspekcie
aplikacyjnym. Jeden z wielu rozwijanych w zespole Pani Profesor Anny Jarosz-Wilkotazkiej,
pod ktorej kierunkiem wykonana zostala przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr.
Kamili Wlizlo. W badaniach z obszaru zielonej chemii, czy tez — jak je lokuje sama
Doktorantka — z zakresu bialej biotechnologii, jako biokatalizatory zastosowano grzyby i
1zolowang z nich lakaze, za$ substratami byly naturalne i syntetyczne zwigzki aromatyczne
podstawione grupami hydroksylowymi, metoksylowymi, karboksylowymi, sulfonowymi i

aminowymi.

Autorka wyznaczyla sobie sprecyzowane cele badawcze: selekcje substratow oraz
organizmu grzybowego stanowigcego zrédlo lakazy do otrzymywania barwnych zwiazkdow,
opracowanie warunkéw biotransformacji, prowadzacych do efektywnego otrzymywania

wybranego barwnika, i oceng wiasciwosci otrzymanego produktu.

Dysertacja Pani mgr Kamili Wlizlo jest napisana bardzo ladnym jezykiem,
precyzyjnym i poprawnym stylistycznie. Jest to kompletny dokument opisujacy zaplanowane,
zrealizowane 1 udokumentowane eksperymenty naukowe, a szczegdlowy podzial na
podrozdzialy pozwala czytelnikowi swobodnie porusza¢ si¢ w tek$cie. Pomijajagc 4
nieczytelne rysunki (1, 2, 14, 18) i jedng tabele (15), redakcja pracy jest staranna, bardzo
dobre wrazenie robi jej strona estetyczna. Za trafiony pomyst uwazam zamieszczanie

krotkiego, zwiezlego posumowania w zakonczeniu opisu kazdego etapu badan.
Dysertacja doktorska zostala zredagowana w ukladzie klasycznym, sklada sie z o$miu
zasadniczych czgsci: wstepu, celu pracy, materialdéw i metod, wynikow, dyskusji, wnioskow,

streszczenia oraz spisu cytowanej literatury. Jest to obszerne, 200 stronicowe opracowanie



uzupelnione bibliografig, obejmujacg niemal 200 pozycji literaturowych. Otwiera ja
interesujacy i obszerny przeglad literaturowy, wprowadzajacy czytelnika w problematyke
prowadzonych badan, ktory uzasadnia celowos$¢ podjetych wysitkow naukowych. Autorka
omoéwita w nim wystepowanie, funkcje i budowe lakaz, mechanizm reakcji katalizowanych
przez te enzymy, sposoby otrzymywania barwnikow z uzyciem lakaz oraz perspektywy

zastosowan przemystowych.

Wyniki i dyskusja sa mocng strong pracy doktorskiej. Pani mgr Kamila Wlizlo
przeprowadzila badania selekcyjne substratow sluzacych do otrzymywania zwigzkéw
barwnych, wykorzystujac jako biokatalizator lakaze pozyskana z modelowego organizmu
grupy badawczej Pani Profesor Anny Jarosz-Wilkotazkiej — grzybow Cerrena unicolor.
Powstale w wyniku homo- i heteromolekularnych transformacji produkty, w liczbie 29,
Doktorantka ocenita pod katem wtasciwosci barwierskich, odpornosci na dzialanie wysokiej
temperatury, swiatla stlonecznego i zmiany pH. Do dalszych badan wybrata 6 barwnikow. W
kolejnym etapie zbadata zdolnos¢ 11 szczepow grzybowych znanych z wytwarzania lakazy
do syntezy wspomnianych wczesniej 6 zwigzkéw barwnych z odpowiednich prekursorow.
Kryterium selekcji w hodowlach ptytkowych byt szeroki zasigeg barwnika przy jednoczesnie
niewielkim zasiegu grzybni. Tym sposobem zostaly wylonione cztery grzyby: Pleurotus
ostreatus, Pleurotus pulmonarius, Nematoloma frowardii i Rhizoctonia praticola oraz

substraty do syntezy trzech barwnikdéw: N15, N16 1 N15+18.

Kolejne badania selekcyjne zmierzaty do wytypowania pary drobnoustrdj — barwnik,
ktora w trzech cyklach biotransformacji prowadzonej przez unieruchomiong na siatce
polipropylenowej biomasg, pozwalala na uzyskanie najwiekszej ilosci barwnika, przy
najmniejszym przyroscie biomasy i w najkrétszym czasie. Przy wyborze biokatalizatora
Doktorantka kierowata si¢ dodatkowo aktywnos$cia zewnatrzkomodrkowej lakazy wytwarzanej
w hodowlach prowadzonych na 4 roznych pozywkach. Ostatecznie gldéwnym obiektem badan
staly si¢ grzyby Pleurotus ostreatus i barwnik powstajacy przy uzyciu substratu N15 (kwasu

2-amino-3-metoksybenzoesowego).

Badania optymalizacyjne procesu syntezy barwnika N15 zostaly przeprowadzone w
trzech ukladach transformacyjnych: z uzyciem natywnej lakazy wyizolowanej z hodowli

grzybow Pleurotus ostreatus, unieruchomionej biomasy grzyba oraz lakazy immobilizowane;j.

Dziatania te obejmowaty m. in.: dobor odpowiedniego medium reakcji, czyli pozywki lub
buforu, jego ste¢zenia, a takze stezenia substratu i enzymu oraz temperatury reakcji

biotransformacji. W trzecim z wymienionych ukladéw transformacyjnych dobrany zostal



rowniez odpowiedni nosnik enzymu. Nalezy podkreslié¢, ze Pani mgr Kamila Wlizto
wykonala imponujacg ilos¢ eksperymentéw optymalizacyjnych, na podstawie ktérych mozna
wysung¢ przypuszczenie, ze proces syntezy barwnika N15 da si¢ przenies¢ do wigkszej skali.
Szacowany koszt otrzymywania produktu oraz czas trwania calego procesu przemawiaja za
wariantem z unieruchomiong biomasg grzyboéw Pleurotus ostreatus, przy czym sama Autorka
zwraca uwage na fakt, ze podane koszty dotycza jednorazowego wykorzystania
biokatalizatora, co w przypadku unieruchomionej biomasy i enzymu, ktore — jak wykazano —

moga by¢ wykorzystane wielokrotnie, jest dla tych rozwigzan kryterium niekorzystnym.

Otrzymany pomaranczowy barwnik N15 okazal si¢ mieszaning co najmniej czterech
zwigzkow, przy czym Doktorantka wykazala, ze produkt gléwny powstaje w procesie
nieenzymatycznym, przypuszczalnie w wyniku sprzegania produktéw biotransformacii.
Produkt ten ma charakter hydrofilowy, rozpuszcza sie¢ dobrze w wodzie i metanolu, nie
rozpuszcza Ww octanie etylu, acetonie 1 chloroformie. Nie wykazuje aktywnosci
antymikrobiologicznej wobec patogenicznych bakterii Staphylococcus aureus i Escherichia
coli oraz drozdzy Candida albicans. Nie wykazuje aktywnosci cytotoksycznej wobec
ludzkich prawidlowych komorek nabtonka jelita grubego. Cechuje go umiarkowana zdolnos¢
do zmiatania wolnych rodnikow. Z badan wykonanych w laboratorium analiz wtdkienniczych
TKANLAB w Lodzi wynika, ze otrzymany barwnik N15, oprocz dobrych wiasciwosci
barwierskich, charakteryzuje si¢ wysokim stopniem odpornosci na wiele czynnikow

wystepujacych podczas uzytkowania, przez co mozna okresli¢ go mianem uzytecznego.

W mojej opinii swoistym zwienczeniem opisanych w dysertacji badan bytoby
okreslenie  budowy  chemicznej  wszystkich  produktéw  biotransformacji, co
najprawdopodobniej pozwolitoby na przedstawienie mechanizmu reakcji zaréwno
katalizowanych enzymatycznie, jak i chemicznie. Doktorantka zaproponowala wprawdzie
struktur¢ glownego produktu syntezy, jednak nie poparta jej zadnym dowodem. Wynik
analizy LC-MS jest jedynie jedng ze sktadowych danych stuzacych do rozwigzania problemu,
przy czym uznane czasopisma naukowe w przypadku zwigzkéw nowych wymagajg masy
molekularnej wyznaczonej w analizie HR-MS, czyli z dokladnoscia do jednej
dziesigciotysiecznej. Pomocne bylyby z pewnoscia analizy widm IR zwigzkow, konieczne zas
analizy widm NMR. Ze wspomnianych wyzej wzglgdéw uwazam, ze wnioski 3 i czgsciowo 4

sa formalnie zalozeniami pracy doktorskiej.
W pracy zauwazytam kilka bledow w nazewnictwie:

- Ryc. 6, zwigzek 1 posiada trzy grupy hydroksylowe, nie dwie,



- Ryc. 13, heterocyklicznego osmiocztonowego pierscienia nie mozna okreslaé
terminem cyklookten,

- str. 32, Osama i wsp. poréwnywali koszty otrzymania lakazy w hodowli
prowadzonej na podtozu statlym (SSF- solid state fermentation) i wglebnej/ptynnej
(SmF), a nie w hodowli stacjonarnej i wglebnej; poza tym terminy te dotycza

nieporéwnywalnych kategorii systeméw hodowlanych,
- str. 63, substraty zawieraly grupy aminowe, a nie nitrowe
- str. 78, ABTS — prawidlowa nazwa to s6l diamonowa kwasu 2,2’-azynobis(3-
etylobenzotiozolino-6-sulfonowego)
1 innych drobnych uchybien:

- str. 55, wyautoklawowac¢ pozywke, niezreczne sformutowanie,

- nietypowo zatytutowany rozdziat — ,,wyniki przedstawianej pracy sg przedmiotem”,

- tabela 4 — zaproponowane akronimy nie byly pdzniej stosowane,

- na Ryc. 20 nie znalaztam wynikow dla uktadu N7+14 wymienionego na str. 79,

ktore nie wplywaja na moja bardzo pozytywna ocene przedstawionej rozprawy.

Powyzsze uwagi nie obnizajg wartosci naukowej przediozonej do recenzji pracy.
Uzyskane w czg¢sci eksperymentalnej wyniki sg oryginalne, wartosciowe i posiadaja duzy
potencjal aplikacyjny. Praca jest dobrze zredagowana i uzupelniona bogatg czescia
literaturowa. Autorka wlozyla w jej przygotowanie wiele wysitku, posiadia umiejetnosé
formulowania i rozwigzywania probleméw badawczych oraz wyciagania wnioskow.

Rozprawa oraz dorobek naukowy wskazuja na dojrzato$¢ naukowa Doktorantki.

Na tej podstawie stwierdzam, ze recenzowana praca speinia wszystkie warunki jakie
stawia si¢ dysertacjom doktorskim (Artykut 13 ,Ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki”, Dz. U. z 2003 r. nr 65, poz. 595 wraz z
pozniejszymi zmianami) i dlatego wnosz¢ do Rady Wydzialu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr. Kamili Wlizto do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage zakres wykonanych przez Doktorantke badan oraz ich wartosé
naukowg wnosz¢ do Rady Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-

Sktodowskiej w Lublinie o wyrdznienie przedmiotowej pracy doktorskie;.
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