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OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa Jedrzejewskiego
pt. ,,Biotransformacja p-pinenu przy uzyciu psychrotroficznych grzybow nitkowatych w

warunkach wybranych streséw abiotycznych”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Krzysztofa Jedrzejewskiego
zostata wykonana w Katedrze Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej, Wydzialu
Biologii 1 Biotechnologii UMCS, pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Jana Fiedurka. Zespot
naukowy Profesora J. Fiedurka od wielu lat z sukcesami realizuje prace badawcze z zakresu
biotransformacji hydrofobowych terpenéw, z wykorzystaniem w tym celu szczepow
grzybowych hodowanych w odpowiednio dobranych warunkach stresowych. Obecnie
wymieniona tematyka badawcza wzbudza duze zainteresowanie ze strony przemystu
farmaceutycznego w obszarze wykorzystania produktow roslinnych dziatajacych nie tylko
biostatycznie i biobodjczo, ale rowniez obnizajgcych wirulencje i majacych zdolnosé do
modulowania opornosci bakterii. Ponadto poszukuje sie olejkéw eterycznych wykazujacych
dzialanie synergistyczne z wykorzystywanymi w farmakoterapii antybiotykami. Takie
zainteresowanie spowodowane jest szybko rosngcg iloscig drobnoustrojow wykazujacych
opornos¢ wobec obecnie stosowanych lekow. Terpenoidy zwykle pozyskuje sie na wiele
roznych sposobow, poczynajac od zbioru roslin, rozdrabniania i suszenia, poprzez ich
destylacj¢ z wykorzystaniem pary wodnej, po ekstrakcj¢ rozpuszczalnikami organicznymi z
rozdrobnionych elementow roélin. Jednak uzyskiwanie najbardziej warto$ciowych terpenow
tymi metodami jest mato optacalne, gdyz ich stgzenie w roslinach jest zazwyczaj niewielkie.
Dlatego tez mikrobiologiczna biotransformacja zwiazkéw terpenowych moze stanowic

alternatywe wobec drogiej technologii pozyskiwania wymienionych zwigzkow z materiatu



Uniwersytet Medyczny
w Lublinie
Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki Medycznej
Katedra i Zakiad Biochemii i Biotechnologii
ul. Chodzki 1 20-093 Lublin

prof. zw. dr hab. Grazyna Ginalska g.ginalska@umlub.pl tel. 81 448 70 22

roélinnego. Z zainteresowaniem zapoznatam si¢ wiec z obecna dysertacjg, w szczegolnosci
pod katem potencjatu medycznego produktow mikrobiologicznej biotransformacji zwigzkow
terpenowych.

Przestana do oceny dysertacja doktorska zawiera czgs¢ wstgpna wprowadzajgcg w
temat i opierajaca sie na aktualnym piSmiennictwie z wymienionego powyzej obszaru
badawczego. Dalej zamieszczone zostaly opisy wykorzystanych Materialow 1 Metod
badawczych i analitycznych oraz oméwienie osiggnigtych wynikéw i ich dyskusja. Calos¢
dysertacji kofczy sie wnioskami i podsumowaniem w jezyku polskim i angielskim oraz
spisem rysunkéw i tabel (49 rycin i 15 tabel). Podana Bibliografia obejmuje 299 pozycji oraz
4 7roédla internetowe.

Celem pracy doktorskiej bylo zwiekszenie wydajnosci procesu biotransformacji f-
pinenu prz y uzyciu wyselekcjonowanego szczepu psychrotroficznego grzyba nitkowatego
Chrysosporium pannorum A-1. Aby to osiagna¢ Doktorant dokonal selekcji szczepow
grzybow psychrotroficznych aktywnych w zakresie biotransformacji monoterpenow 1 w
efekcie tego zostal wybrany szczep C. pannorum A-1, dla ktérego wykonana zostala
optymalizacja warunkow hodowli i procesu biotransformacji B-pinenu przy pomocy
wymienionego szczepu. Kolejny etap dotyczyl indukeji i selekcji mutantow C. pannorum A-1
aktywnych w biotransformacji f-pinenu oraz okreslenia wplywu wybranych stresow
abiotycznych (fizycznych) na proces biotransformacji wymienionego terpenu. Doktorant, na
podstawie przeprowadzonych eksperymentow wykazal, Zze czynniki stresowe: stres
osmotyczny (0.8 M NaCl), oksydacyjny, pH, sklad pozywki moga zwigksza¢ wydajnos¢
procesu biotransformacji B-pinenu od 1,34- do 1,75-krotnie. Zastosowane metody indukcji
poprzez stres abiotyczny oraz wykorzystanie niekonwencjonalnego sposobu natleniania
podloza w najbardziej optymalnych warunkach, pozwolity Doktorantowi uzyska¢ znaczacy
przyrost wydajnosci biotransformacji testowanego terpenu (od 1,35 do 2,6-krotny) w
stosunku do kontroli. Stosujgc klasyczne metody mutagenezy (dziatanie na konidia
promieniami UV w réznym czasie oraz 0,01% N-metylo-N'-nitro-N-nitroguanindyng w
roznym przedziatach czasowych) Doktorant otrzymal 10 mutantéw, ktére zostaty poddane
kolejnej selekcji na podstawie ich ogdlnej aktywnosci metabolicznej, poprzez pomiar
szybkosci zuzycia tlenu przez grzybnig, a potem dokonat adaptacji mutantéw na pozywkach

hodowlanych zawierajacych B-pinen. Najaktywniejsze mutanty wykorzystal do prowadzenia
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procesu biotransformacji. Najwieksza wydajnos¢ biotransformacji p-pinenu uzyskal przy
uzyciu adaptowanego mutanta oznaczonego C. pannorum 2-6, ktéry wykazat blisko 4-krotne
zwigkszenie wydajnosci w porownaniu z kontrola (szczepem rodzicielskim).

Doktorant na podstawie przeprowadzonych badan wykazal, ze grzyb C. pannorum A-
1 jest wydajnym biokatalizatorem konwersji f-pinenu do wartosciowego produktu — trans-
pinokarweolu, bowiem najwyzsze st¢zenie tego glownego produktu biotransformaciji
wynosito ok. 600 mg/litr pozywki. Rezultaty pracy badawczej Doktoranta wskazuja, ze
klasyczne metody mutagenezy 1 adaptacji drobnoustrojéw do warunkdéw stresu abiotycznego
oraz opracowana metodyka hodowli mutanta C. pannorum moga z powodzeniem by¢

stosowane do zwigkszenia aktywnosci biotransformacji f-pinenu przez wymieniony szczep.

W ocenie ogdlnej pracy niewatpliwie mozna podkreslié, ze praca jest koncepcyjnie
interesujgca 1 wykonawczo dobra. Przedstawiony do oceny zestaw badan prezentuje dobry
poziom naukowy, a uzyskane rezultaty sg interesujace aplikacyjnie. Jest to klasyczna praca
biotechnologiczna laczaca badania z zakresu biochemii mikroorganizméw, bioinzynierii
procesowej 1 genetyki z eksperymentalng oceng hodowli bioreaktorowych grzybow
nitkowatych. Warto zaznaczy¢, ze Doktorant w czasie realizowania pracy doktorskiej z
pewnoscig natrafil na wiele trudnosci, gdyz biotransformacja hydrofobowych terpenow jest
zwykle ograniczona ich toksycznoscia, lotnoscia, stabg rozpuszczalnoscia w wodzie i niskg
biodostepnoscia dla komoérek  biokatalizatora. Ponadto aktywno$¢ metaboliczna
mikroorganizméw jest silnie zalezna od parametréw $rodowiskowych i wplywu warunkow
stresujagcych. Dlatego tez, wymienione opracowanie, stanowi wazny element wspdlczesnej
inzynierii bioprocesowej. Elementem nowosci ocenianej pracy jest wykorzystanie p o raz
pierwszy psychrotroficznego szczepu Chrysosporium pannorum A-1 w procesie W
transformacji [(-pinenu. Ponadto, waznym osiggnieciem badawczym Doktoranta jest
przedstawienie mozliwosci skomponowania optymalnego pod wzgledem biologicznym
mutanta o duzych zdolnosciach do biotransformacji B-pinenu w kierunku frans-pinokarweolu.
Jest to tym bardziej istotne, gdyz drobnoustroje wyizolowane z natury wytwarzajg pozadane

metabolity zwykle w niewielkich ilosciach, wigc stosowanie ich na skal¢ przemystowa jest

nieoptacalne.
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Warto  rowniez  podkresli¢  zaadoptowanie  przez ~ Doktoranta  systemu
niekonwencjonalnego natleniania pozywki w hodowli bioreaktorowej szczepu, co umozliwito
zwickszenie wydajnosci biotransformacji B-pinenu (2,6-krotnie w buforze i 1,25-krotnie w
pozywce podstawowej) w poréwnaniu z uktadem kontrolnym natlenianym metoda klasyczna.
Niekonwencjonalna metoda natleniania zastosowana w pracy pozwolila na pokonanie
problemu lotnosci zaréwno substratu jak i produktu powstatego w procesie biotransformacji,
co jest istotne w skali hodowli bioreaktorowej. Korzysci wyplywajace z zastosowanego
sposobu dotycza miedzy innymi z zabezpieczenia sterylnos$ci wskutek obecnosci
nadtlenku wodoru, umozliwienia wykonania $cistego bilansu tlenowego, unikania
pienienia podioza hodowlanego i podniesienie produkcyjnosci uktadu w stosunku do
metod klasycznych.

Do obowigzku recenzenta nalezy roéwniez podanie pewnych uwag dotyczacych
dysertacji i w kontekscie powyzszego w trakcie czytania dysertacji nasungly mi si¢ drobne
uwagi. Pytanie moje zwigzane jest z przypuszczalnymi trudnosciami w badaniach
dotyczacych hodowli wglebnych, ktore jak mniemam, mogly wynika¢ z natury wzrostu
grzybni Chrysosporium pannorum A-1 w postaci pelletow i jak rozwigzywano ten problem.

Mam pewien niedosyt po zapoznaniu si¢ z cz¢scig pracy pt. ,, Wnioski”. Ta koncowa
czes¢ dysertacji obejmujaca az 10 punktow, jest wg. mnie raczej szerokim podsumowaniem
wynikéw, a wlasciwe wnioski nie zostaly jednak przez Doktoranta sformulowane. Troche
rozumiem problemy Doktoranta z utworzeniem takich wnioskow. Wynikaja one z pewnoscia
z podjecia si¢ przetestowania duzej liczby szczepéw i kilku rodzajow czynnikow stresowych,
czynnikéw mutagennych, zwigzkéw ochronnych itp.. Jednak, wg mnie, Autor dysertacji
powinien na po analizie rezultatéw pokusi¢ si¢ raczej o sformulowanie wnioskoéw ogoélnych, a
nie umieszczaé¢ szczegdtowego streszczenia wynikow, ktore i tak sig znalaztlo w kolejnej
czescel pracy pt. ,,Streszczenie w jezyku polskim 1j. angielskim”.

Ponadto, uzywatabym w tytule rozdzialu 6 zamiast stowa ,,Literatura” (pozostawmy
ten termin dla literatury picknej) stowo ,,Pismiennictwo”, ktdre jest bardziej adekwatne dla
prac eksperymentalnych.

Wymienione przeze mnie uwagi nie zmieniaja mojej dobrej opinii o pracy doktorskiej

mgr Krzysztofa Jedrzejewskiego.
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Podsumowujgc: stwierdzam, ze Pan mgr Krzysztof Jedrzejewski zrealizowal
postawione cele badawcze, a praca doktorska ma wartosci poznawcze i praktyczne. Poddane
ocenie rezultaty zawieraja istotne elementy nowosci naukowej 1 wpisuja si¢ w aktualny nurt
badan dotyczacych wykorzystania mikrobiologicznej biotransformacji terpenoidow w
kierunku uzyskiwania produktéw o potencjale aplikacyjnym.

Z przekonaniem wigc stwierdzam, ze Rozprawa doktorska Pana mgr Krzysztofa
Jedrzejewskiego spelnia, wedlug mojej opinii, wymogi ustawy z dnia 14 marca 2003 r
(dz. U. Nr. 65, poz. 595 z 16 kwietnia 2003 r z pézniejszymi zmianami) ,,O stopniach i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” i w zwigzku z tym

wnioskuje o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.







