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Ocena
rozprawy  doktorskiej mgr  Krzysztofa  Jedrzejewskiego pt.
,Biotransformacja [B-pinenu przy uzyciu psychrotroficznych grzybéw
nitkowatych w warunkach wybranych streséw abiotycznych ” wykonanej w
Katedrze Mikrobiologii Przemyslowej i Srodowiskowej UMCS w Lublinie pod

kierunkiem prof. dr hab. Jana Fiedurka,

Biotransformacja okre$lana jest jako enzymatyczne przeksztalcenie zwigzkow
chemicznych, czesto ksenobiotykéw, do strukturalnie podobnych produktéw, ktére
na ogdl nie wykazujg zadnej funkcji metabolicznej. Do tego celu wykorzystuje sie
enzymy, drobnoustroje czy katalize biomimetycznag. W ocenianej rozprawie
doktorskiej substratem poddawanym transformacji byl B-pinen, zmostkowany
bicykliczny monoterpen, otrzymywany z terpentyny, ktéra z kolei otrzymuje si¢ z
zywicy drzew iglastych, gléwnie sosny, przezdestylacie z para wodna
lub ekstrakeje benzyng karpiny sosnowej. Glownymi skladnikami terpentyny s3
dwupier$cieniowe monoterpeny: a-pinen, B-pinen i A3 -karen o wzorze C10H16. f3-
pinen wykazuje wla$ciwosci antyoksydacyjne, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybiczne,
za$ znajduje zastosowanie w przemysle piekarniczym, cukierniczym, mleczarskim
jako aromat. Jednocze$nie, jest stosunkowo tanim substratem do syntezy substancji
zapachowych identycznych z naturalnymi monoterpenoidami. W wyniku
biotransformacji B-pinenu przez drobnoustroje otrzymuje si¢ rézne zwiazki
chemiczne bedgce jego pochodnymi. Jednym z nich jest (-)-trans -pinokarweol,
bedacy skladnikiem olejku eterycznego pozyskiwanego z debu jedwabnego, a takze
innych roélin, w tym eukaliptusa, ktéry jest stosowany w aromaterapii, a takze jako

atraktant niektérych owadow.



Celem ocenianej rozprawy doktorskiej bylo uzyskanie jak najwyzszej wydajnoSci
biotransformacji B-pinenu poprzez selekcje szczepoéw grzybéw psychrotroficznych, a
nastepnie zwiekszenie wydajnosci procesu biotransformacji B-pinenu przy uzyciu
wyselekcjonowanego szczepu grzyba nitkowatego Chrysosporium pannorum A-1. W
tym celu optymalizowano warunki hodowli i biotransformacji, okres§lano wplyw
czynnikéw stresowych (pH, osmotyczny, oksydacyjny), dokonano indukcji oraz
selekcji mutantéw grzyba C. pannorum A-1, a takie oceniono uzyteczno$é
niekonwencjonalnej metody natleniania hodowli. Stwierdzam, ze podstawowe cele
pracy zostaly w pelni zrealizowane, a wyniki wydajnos$ci procesu
biotransformacji B-pinenu s3 poréwnywalne do wynikéw otrzymanych przez
innych badaczy, prezentujacych prace z tego zakresu w czasopismach
miedzynarodowych.

Rozprawa doktorska zostala opracowana zgodnie z ogélnie przyjetymi
zasadami. W pierwszej cze$ci prac Autor przedstawil przeglad piSmiennictwa.
Na wstepie dokonal charakterystyki terpenéw omawiajac ich biosynteze,
budowe i klasyfikacje, wlasciwo$ci oraz role biologiczng monoterpenéw jak i
ich wykorzystanie w praktyce. W kolejnym rozdziale zdefiniowal proces
biotransformacji i stosowane w nim biokatalizatory oraz wskazal glowne
zastosowania tego procesu w przemysle, a takze scharakteryzowal B-pinen jako
substrat do biotransformacji. W dwoéch kolejnych podrozdzialach kréotko
scharakteryzowal metody doskonalenia szczep6w mikroorganizméw
przemyslowych, a nastepnie omoéwil oddzialywanie warunkéw
Srodowiskowych na mikroorganizmy, w tym wplyw streséw abiotycznych na
mikroorganizmy. Przeglad pi$miennictwa zostal oparty o aktualne i wazne
publikacje dotyczace tematyki zawartej w eksperymentalnej cze$ci pracy.
Zakres przegladu jak i dobér treSci poszczegbélnych podrozdzialow jest
merytorycznie uzasadniony i dobrze wprowadza czytelnika w problematyke
badawcza rozprawy. Ta czeéé pracy jak i pozostale czeéci napisane sag w sposéb
przejrzysty i poprawny pod wzgledem stylistycznym i jezykowym.

W rozdziale ,Materialy i metody” Doktorant scharakteryzowal uzyte w
pracy materialy oraz w spos6b pogladowy przedstawil metodyke wykonania
poszczegblnych eksperymentéw. Dobér metod badawczych byl prawidlowy,.
Zwraca uwage pracochlonnos¢ pracy biorgc na przyklad pod uwage selekcje

mutantéw na podstawie ich ogélnej aktywnosci metabolicznej, czy badania



wplywu warunkéw stresowych na proces biotransformacji. Dobér metod
analitycznych byl na og6l prawidlowy, a opisy poszczegdlnych eksperymentow
pozwalajg na ich odtworzenie w innych laboratoriach.

W rozdziale zatytulowanym ,Omoéwienie wynikéw i dyskusja” Autor w
siedmiu podrozdzialach w sposéb szczegélowy zaprezentowal wyniki badan,
omoéwil je, a nastepnie poddal dyskusji na tle wynikéw badan prezentowanych
przez innych badaczy. Uklad i sekwencja nastepujacych po sobie
eksperymentéw jest logiczna i dobrze przemy$lana. W pierwszym
podrozdziale Autor opisal selekcje szczepéw na podstawie ich zdolnosci do
wzrostu na podlozu minimalnym z a-pinenem i biotransformacji tego zwiazku, a
takze kilku innych terpenéw. Z badan przesiewowych do dalszych prac wybrano
szczep grzyba Chrysosporium pannorum A-1 , ktéry na tle innych szczepow z
najwyzsza wydajno$cig transformowal dwa w/w terpeny. Ponadto byl zdolny do
transformacji innych badanych terpenéw, chociaz nie wszystkich. Wykazano , ze
glownymi produktami biotransformacji B-pinenu byly: trans-pinokarweol oraz
nieznany zwigzek o czasie retencji ok. 20,1 min, ktére stanowily ok. 80% wszystkich
produktéw terpenoidowych. Swiadezy to o duzej specyficznosci biotransformacji B-
pinenu przy uzyciu C. pannorum A-1.

W kolejnym podrozdziale opisano prace nad optymalizacja warunkéw hodowli
wyizolowanego szczepu i procesem biotransformacji. Najlepsze wydajnosci
biotransformacji B-pinenu uzyskano przy uzyciu grzybni pochodzacej z 48 godzinnej
hodowli gdy jego stezenie wynosilo 1 %. Ponadto, wykazano celowos$¢ sekwencyjnego
dodawania B-pinenu oraz etanolu jako kosolwenta i dodatkowego Zrodla wegla.

W dalszej cze$ci pracy badano wplyw pulsacyjnego pola elektrycznego na ogélng
aktywno$¢ metaboliczng grzybni Chrysosporium pannorum A-1 oraz
biotransformacje B-pinenu po stymulacji grzybni PPE. Wykazano niewielki wplyw
dzialania PPE na grzybnie C. pannorum A-1 na przebieg procesu biotransformacji
badanego substratu. Natomiast duzo wiecejb pracy poSwiecono ocenie wybranych
streséw abiotycznych i ich wplywie na proces biotransformacji. Wykazano, ze w
warunkach stresu osmotycznego (0,8 M NaCl) grzybnia C. pannorum A-1
charakteryzowala sie zwiekszong (1,75-krotnie) wydajnoscia procesu biotransformacji
B-pinenu w stosunku do kontroli. Réwniez stwarzanie innych warunkéw stresowych
opartych o takie czynniki jak: pH, stres oksydacyjny [tBOOH, H.O.i menadion] czy
zmiany skladu pozywki w hodowli i biotransformacji moga zwiekszy¢é wydajnosé



tego procesu od 1,34- do 1,5-krotnie. Warto zwré6cié uwage na pozytywny wplyw
jonéw cynku i magnezu na wydajno$é transformacji B-pinenu, ktére nie naleza do
antyoksydantéw jak sugeruje Autor, a takze dodatkowo pozytywny wplyw obecnosci
wodoronad tlenku tert-butylu (tBOOH) wywolujacego stres oksydacyjny. W tym
ukladzie uzyskano najwyzsza wydajno$¢ biotransformacji wynoszaca odpowiednio
1731164 mg/g s.m.

Niewatpliwie interesujgcym rozwigzaniem bylo wykorzystanie nadtlenku
wodoru do natleniania podloza hodowlanego w procesie biotransformacji -
pinenu przez Chrysosporium pannorum A-1. Wykazano, ze badana grzybnia ma
wieksza (2,6-krotnie w buforze i 1,25-krotnie w pozywce podstawowej) wydajnosé
biotransformacji w poréwnaniu z ukladem kontrolnym natlenianym metoda
klasyczng. Zwraca jednak uwage stosunkowo niski poziom produktéw
biotransformacji do ktérych poré6wnywano wyniki niekonwencjonalnego
natleniania.

W ocenie Recenzenta najbardziej warto§ciowym efektem pracy doktorskiej
bylo otrzymanie mutanta Chrysosporium pannorum A-1, 2-6 w wyniku
mutagenezy i adaptacji szczepu wyj$ciowego. Mutant ten pozwolil na blisko 4-krotny
wzrost wydajno$ci procesu biotransformacji B-pinenu w kierunku otrzymywania
trans-pinokarweolu w stosunku do kontroli. Szkoda , ze na podstawie weze$niejszych
pozytywnych wynikéw optymalizacji biotransformacji B-pinenu nie podjeto préb
dalszego zwiekszenia wydajnosci biotransformacji, tym razem wykorzystujgc mutant
Chrysosporium pannorum A-1, 2-6. Prace te w mojej ocenie bylyby lepszym
zwienczeniem pracy doktorskiej, niz badanie wplywu inkubacji grzybni ze szczepem
rodzimym i jego dwoma mutantami z nadtlenkiem wodoru i oznaczaniem aktywnosci
katalazy wewnatrz i zewnatrzkomorkowe;j.

W kornicowej czeéci pracy Doktorant dokonal krétkiego podsumowania prac
eksperymentalnych w formie opisowej, a nastepnie najwazniejsze osiggnigcia
pracy zawarl w 10 wnioskach. Wskazuja one iz w wyniku realizacji badan
zostala poglebiona wiedza w zakresie biotransforamcji B-pinenu do trans-
pinokarweolu, ponadto otrzymano warto$ciowy mutant Chrysosporium pannorum
A-1, 2-6 do biotransformacji B-pinenu, a cze$¢ wynikéw badan ma znamiona
oryginalno$ci w skali miedzynarodowej i moze mieé istotne znaczenie przy
prébach wdrazania technologii pozyskiwania produktéw biotransformacji B-

pinenu do praktyki przemyslowej.



Obowigzkiem recenzenta jest zwrocenie uwagi na pewne uchybienia w ocenianej

rozprawie, chociaz w tym przypadku ograniczaja si¢ one do kilku uwag.

I tak;

str. 2 - w spisie treéci brak podrozdzialéw 1.3.1.1, 1.3.1.2,, 1.3.1.3, 1.3.1.4.

str. 33 - skrét myslowy; szczepy Klebsiella, , winno by¢ szczepy z rodzaju Klebsiella
str. 58 - jak otrzymano gradient stezenia [-pinenu, gdy B-pinen jest bardzo stabo
rozpuszczany w wodzie, a jego wyjéciowe stezenie wynosié mialo 1% - wydaje si¢ ze
musiala by¢ emulsja

str 72 - podane wzoru dotycza nie ilosci tlenu , a jego procentowego obnizenia
stezenia w podlozu w stosunku do jego nasycenia poczatkowego

str. 77 - dlaczego do badan przesiewowych uzyto a-pinenu, a nie f-pinenu i dlaczego
podloze agarowe zawieralo tylko B-pinen, przy braku innych niezbednych skladnikéw
do wzrostu grzybni

str. rézne - dlaczego w pracy nie pokazano kilku chromatograféw pochodzacych z
rozdzialow  zwigzkbw  powstalych po  najbardziej  charakterystycznych
biotransformacjach. Ponadto bardziej celowe wydaje si¢ wykorzystanie
chromatografii gazowej ze spektrometria mas do identyfikacji zwigzkéw po
biotransformacji, niz zastosowanie GC-FID. Zwraca uwage brak danych dotyczacych
stopnia transformacji f-pinenu na réznych etapach biotransformacji.

W podsumowaniu w opinii Recenzenta przedstawiona do oceny praca
jest interesujagcym, warto$ciowym studium dotyczacym biotransformacji B-
pinenu przez Chrysosporium pannorum A-1 i jego mutanty, zawierajagcym zarowno
aspekty poznawcze jak i aplikacyjne. Na podkre$lenie zasluguje dojrzalosé
badawcza Doktoranta, a w szczegblno$ci Jego dobre i wszechstronne
przygotowanie warsztatowe, poparte bardzo dobrym rozpoznaniem
literaturowym. W pracy zamieszczono dobrze udokumentowany i opisany
material faktograficzny. Przeglad pi$miennictwa i dyskusja wynikéw badan
zostaly oparte na 299 publikacjach, ktére ukazaly si¢ w renomowanych
czasopismach naukowych. Zwraca uwage poprawno$¢ formulowania mysli,
bardzo dobra stylistyka jezykowa oraz poprawna grafika pracy.

Biorgc pod uwage warto$é aplikacyjna pracy, zawarte w niej elementy
nowos$ci naukowej, bardzo dobre przygotowanie warsztatowe Doktoranta
stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Krzysztofa
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stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z
pézniejszymi zmianami ( Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) w zwiazku z art.179 ust. 2
ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe-Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. pop. 1669), stawiane
kandydatom ubiegajgcym sie o stopiefi naukowy doktora w dziedzinie nauk
§cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne i wnosze¢ o

dopuszczenie jej do publicznej obrony.

o b

Prof. dr hab. Zdzislaw Targonski
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