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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. ,Biokataliza alkoholi terpenowych do nowych zwiazkéw aktywnych biologicznie”
wykonana przez Pana mgr Mateusza Kutyle w Instytucie Nauk Biologicznych Uniwersytetu

Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.

Promotor: dr hab. Mariusz Trytek, prof. UMCS

Uzasadnienie podjecia tematu badawczego

Terpeny to duza klasa zwiazkow, ktore wystepuja w roznych czgséciach roslin jako
sktadniki olejkow eterycznych, zywic i sokow mlecznych, ale sa tez metabolitami komorek
bakterii, grzybow i owadoéw. Terpeny to aromatyczne substancje chemiczne, ktore sa
odpowiedzialne za powstawanie roznorodnych zapachow, np. roslin, owocéw, przypraw, ale
mogg rowniez petnié role atraktantéw lub repelentow. Od wielu lat zwigzki te ciesza si¢ duzym
zainteresowaniem nie tylko chemikow i biologéw, ale rowniez lekarzy. Juz w starozytnosci
wykorzystywano je w celach leczniczych (glownie jako ziola) i najczesciej stosowano w

leczeniu zaburzen uktadu nerwowego (gtownie nieprawidtowych stanéw emocjonalnych).

Dzieki miedzydyscyplinarnym badaniom prowadzonym w wielu o$rodkach naukowych
udowodniono, ze terpeny wykazuja réznorakie wilasciwosci biologiczne. Zwigzki te moga
pokonywac¢ barier¢ krew-mozg i wptywacé na funkcjonowanie centralnego uktadu nerwowego.
Skladniki  wielu olejkow  eterycznych  wykazujg  wlasciwosci  przeciwzapalne,

przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, zolciopedne, a nawet przeciwnowotworowe.



Terpeny znalazly zastosowanie w wielu gateziach przemyslowych. Nie wyobrazamy
sobie wspolczesnego przemyshu perfumeryjno-kosmetycznego i spozywczego bez tej klasy
zwigzkéw. Modyfikacja ich struktury za pomoca metod biokatalitycznych to jeden z
dynamicznie rozwijajacych si¢ kierunkoéw badan w dziedzinie biotechnologii. Badania te
koncentruja sie na dazeniu do otrzymania zwigzkow o okreslonej charakterystyce
fizykochemicznej 1 cechach uzytkowych. Oczekuje si¢ rowniez, aby procesy modyfikacji
terpendéw byty przyjazne dla cztowieka i srodowiska naturalnego.

Tematyka pracy doktorskiej Pana mgr Mateusza Kutyly dotyczaca mozliwosci
modyfikacji struktury alkoholi terpenowych z wykorzystaniem nowoczesnych i
zrownowazonych metod biokatalitycznych bardzo dokladnie wpisuje si¢ w zasygnalizowany
powyzej obszar badan.

Pan magister Mateusz Kutyla jest wspoétautorem 5 artykutéw w czasopismach
miedzynarodowych: Animals (IF=4,208), Molecules (1IF=3.231), Insects (IF=3,141). BioEnergy
Research (IF=3,852) i Current Pharmaceutical Biotechnology (IF=2,829). Sumaryczny
wspolczynnik oddziatywania wynosi 17,251. Doktorant w trzech publikacjach jest pierwszym
autorem. Ponadto Pan magister Mateusz Kutyla jest wspotautorem 3 rozdziatow w
monografiach oraz 2 patentow. Autor dysertacji otrzymal nagrode¢ zespotowa JM Rektora
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie za patenty, ktére dotycza sposobu
otrzymywania l;iokatalizatoréw grzybowych (grzybnia Chrysosporium pannorum A-1,
wykorzystywana w eksperymentach prowadzonych przez Doktoranta jest jednym z takich
biokatalizatoréw). Autor dysertacji w latach 2018-2022 uczestniczyt w 9 konferencjach
krajowych i zagranicznych.

Aktywnos¢ naukowa Pana magistra Mateusza Kutyly przetozyta si¢ na uzyskanie w
latach 2019, 2020 i 2022 finansowania swoich badan w postaci grantow indywidualnych dla
miodych pracownikow i doktorantéw Wydziatu Biologii i Biotechnologii UMCS.

Na uwage zwraca rowniez aktywno$¢ dydaktyczna Autora dysertacji, gdyz w latach
2017-2022 prowadzit az pie¢ roznych kursow dla studentéw kierunku Biotechnologia. Warta
podkreslenia jest rowniez dziatalno$¢ organizacyjna i popularyzatorska oraz aktywny udzial w
wielu szkoleniach, ktére dotyczyly zaréwno dydaktyki, jak i1 nowoczesnych metod
analitycznych. W trakcie realizacji dysertacji Autor odby! staz naukowy w Zakladzie Biologii
Srodowiskowej i Apidologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Zgodnie z literaturg przedmiotu recenzowana praca doktorska ma elementy nowosci naukowe;.



Formalna ocena pracy

Zamyst kompozycyjny rozprawy jest tradycyjny: obejmuje ona 186 stron i jest to praca
z zachowaniém wlasciwej proporcji czesci opisujacej badania wlasne w stosunku do catej
rozprawy. Bibliografia liczy 267 pozycji Swiatowe] literatury. Zrédta literaturowe obejmujace
gléwnie lata 2000-2022 stanowia merytorycznie uzasadniona dokumentacj¢ dziatan naukowo-
badawczych podjetych przez Doktoranta.

W czeSci teoretycznej pracy Autor w sposOb  wyczerpujacy 1 kompetentny
charakteryzuje terpeny i podejmuje dyskusj¢ dotyczaca metod syntezy tej grupy zwigzkow.
Omowione zostaly rowniez szlaki biosyntezy terpendw oraz scharakteryzowana zostala
biologiczna rola tych struktur. Nastepnie Autor wprowadza czytelnika w problem biokatalizy i
biokatalizatorow i szczegdtowo traktuje problem biokatalizy alkoholi terpenowych. Duza czgs¢
zostala poswiecona opisowi zastosowania takich biokatalizatorow jak lipazy pochodzenia
drobnoustrojowego i roslinnego oraz biokatalizatory biomimetyczne.

Kolejna czes¢ dysertacji traktuje o wlasciwosciach terapeutycznych monoterpenow.
Szczegoblne zainteresowanie zostato skupione na wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych a-
i B-pinenu. Warto podkreslié, ze czes¢ literaturowa dowodzi bardzo dobrej znajomosci
omawianych zagadnien przez Autora.

W tym n}iejscu chcialabym jednak zwrdci¢ uwage na wielokrotne uzywanie przez
Autora sformulowania .antymikrobiologiczna aktywnos¢” 1 prosze Doktoranta o
ustosunkowanie si¢ do poprawnosci tego okreslenia.

Cel pracy jest sformutowany na stronie 46 rozprawy i obejmuje zaré6wno opracowanie
biokatalitycznych metod transformacji alkoholi terpenowych do nowych zwiazkow, ale takze
okreslenie aktywnosci biologicznej wyizolowanych i oczyszczonych produktéw takich
biotransformacji. Stosownie do tak ustawionego wektora naukowego czgs¢ doswiadczalna
zawiera opis stosowanej metodyki i procedur badawczych.

W opisie stosowanej metodyki pojawito si¢ kilka niezrecznych okreslen (niescistosci),
ktore nie majg wptywu na obraz dysertacji. ale z obowiazku recenzenta zwracam na nie uwage.
Podloze nazywane przez Autora stalym bulionem tryptozowo-sojowym (TSB) zawierajace w

sktadzie agar-agar powinno by¢ okreslane jako agar-tryptozowo-sojowy (strona 50).

Na stronie 67 przedstawionej dysertacji pojawia si¢ okreslenie ..absorbancja krazkow
traktowanych terpenem” i ,absorbancja krazkow nietraktowanych zadnymi zwigzkami™.

Prosze o wyjasnienie parametru ,,absorbancja krazkow”?



Autor podaje (strona 54), ze inokulum grzybow do zaszczepiania podloz ptynnych stanowity
standaryzowane zawiesiny konidiow w jalowej wodzie z dodatkiem Tweenu 80, ktore
uzyskiwano poprzez zdrapywanie przero$nigtych grzybni z powierzchni podloza statego. W
inokulum przygotowanym wedtug tej procedury musiaty by¢ obecne duze fragmenty grzybni.

Czy te fragmenty grzybni byly usuwane?

W czesci badan wiasnych Doktorant podjat si¢ dobrze zaplanowanych zadan
wieloetapowych, zaawansowanych metodycznie. Ponizej prezentuj¢ szczegoélowe kierunki

badan, zrealizowane przez Pana magistra Mateusza Kutyfe.

Pierwszym kierunkiem badan byla ocena aktywnosci lipolitycznej szczepu
Chrysosporium pannorum A-1, opracowanie skladu podtoza (w tym ocena wplywu
induktorow) oraz dobranie parametréw fizyko-chemicznych hodowli zwigkszajacych
biosynteze enzymu. W tej czeSci zostala rowniez oceniona stabilnos¢ temperaturowa
zewnatrzkomoérkowej lipazy oraz opracowano wydajna metode oczyszczania bialek z plynu

pohodowlanego.

7 obowiazku recenzenta pragne zwrdci¢ uwage na pewne niejasnosci w tej czgsci
dysertacji i oczekuj¢ ustosunkowania si¢ w trakcie publicznej obrony do moich pytan (stricte o

charakterze dyskysyjnym):

Co mogto wplynaé (poza sugerowanym brakiem zrodta wegla) na drastyczny spadek ilosci

biomasy C. pannorum A-1 po 5 dniach hodowli? (Tabela 13).

Dlaczego jedna z technik zatezania plynu pohodowlanego bylo uzycie wyparki prozniowe;j,

wiedzac, ze badany enzym nie jest stabilny w podwyzszonej temperaturze?
Dlaczego do wytracania biatek nie uzyto metody wysalania za pomoca siarczanu amonu?

Kolejny kierunek badan to wybor formy katalizatora do estryfikacji alkoholi
terpenowych. W tej czedci dysertacji Autor ocenil aktywno$¢ estryfikacyjna preparatow,
ktorymi byty wytrgcone z pltynu pohodowlanego i liofilizowane biatka oraz grzybnie badanego
mikroorganizmu, uzyskiwane w roznych warunkach hodowlanych. Okazalo si¢ preparat
liofilizowanych bialek wykazywal znikoma aktywnos¢ biokatalityczna. Wydajnym
biokatalizatorem estryfikacji cytronellolu do octanu cytronellolu byta grzybnia uzyskiwana na
podlozu wzbogaconym oliwa z oliwek i CaCOs. Analiza sproszkowanych grzybni za pomocg
techniki FTIR-ATR miata na celu powiazanie aktywnosci katalitycznej z obecnoscia

charakterystycznych grup funkcyjnych w strukturze biokatalizatora. Problem ten zostal
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starannie przedyskutowany w rozdziale piatym dysertacji. Technika mikroskopii SEM i analiza
EDS wykazala roznice w stezeniach makroelementow obecnych w biokatalizatorach
grzybowych tizyskiwanych w réznych warunkach hodowlanych.

Autor wykazal, Zze zastosowanie grzybni jako biokatalizatora jest nie tylko bardzo
wydajne, ale rowniez uzasadnione ekonomicznie, gdyz przeprowadzona kalkulacja kosztow
operacyjnych uzyskiwania 1 grama grzybni zostala oszacowana na nie wigcej niz 3,1 PLN.

W dalszej czesci dysertacji aktywnos¢ biokatalityczna grzybni oraz warunki
prowadzenia wydajnej biotransformacji zostaly starannie scharakteryzowane.

Kolejny kierunek badan dotyczyl katalizy biomimetycznej cytronellolu, alkoholu
perylowego i myrtenolu przy uzyciu dziewigciu komercyjnie dostgpnych porfiryn oraz trzech
pochodnych protoporfiryny IX. Okazato sig, ze biomimetycznej transformacji ulegat jedynie
myrtenol. Autor dysertacji przeprowadzil dobor porfiryny do fotokatalitycznej konwersji
myrtenolu i w dobrze zaplanowanych i przeprowadzonych eksperymentach udowodnit, ze
najwyzsza aktywnoscig konwersji myrtenolu do nowego/nieznanego produktu wykazywala 3,
10, 15, 20-tetrafenyloporfiryna (HoTTP). Przeprowadzone analizy 1D i 2D NMR wykazaty, ze
nieznanym/nowym produktem jest tlenek myrtenalu. W kolejnej czesci Autor dysertacji
przeprowadzil optymalizacje ukladu fotokatalitycznego utleniania myrtenolu przy uzyciu
wczesniej wybra'nej tetrafenyloporfiryny i dzigki zastosowaniu wielu technik analitycznych
wykazal, ze biotransformacja myrtenolu do tlenku myrtenalu moze obejmowa¢ dwa rozne
szlaki reakcji: ..bezposrednie utlenianie myrtenolu tlenem singletowym oraz pozyskiwanie
elektronu z myrtenolu przez wzbudzony dikation tetrafenyloporfiryny, a nastepnie generowanie
i pozniejsza rekombinacje rodnikowych zwigzkéw posrednich”, co bylo zgodne =z
wezesniejszymi obserwacjami Pana dr hab. Mariusza Trytka, Promotora recenzowanej pracy
doktorskiej, dotyczacymi biotransformacji a-pinenu i opublikowanymi w roku 2011.

Ostatni  kierunek prowadzonych badan obejmowal analize¢ wlasciwosci
przeciwnowotworowych i przeciwdrobnoustrojowych 43 produktéw biokatalizy (wstepnie
oczyszczonych za pomoca cieczowej chromatografii kolumnowej) i 7 alkoholowych
prekursorow. Aktywnos¢ proapoptotyczna zostala wykazana wobec komorek glejaka
wielopostaciowego i dotyczyta ona cytronellolu, alkoholu perylowego, myrtenolu oraz ich
estrow. Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej produktéw biokatalizy i ich prekursorow
wykazaly, ze niektore z tych zwiazkow hamujg rozwoj mikroorganizmoéw prokariotycznych
reprezentowanych przez bakterie S. aureus i P. aeruginosa oraz wplywajag na wzrost

mikroorganizméw eukariotycznych, takich jak C. albicans, P. chrysogenum i A. niger.



Prosze o pordwnanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowych badanych alkoholi
terpenowych z danymi uzyskanymi przez innych autoréw.

BardZo dobrze opracowanym rozdzialem recenzowanej dysertacji jest blisko
dwudziestostronicowa dyskusja uzyskanych wynikéw. Doktorant prezentuje osiagnigte
rezultaty na tle wynikéw opublikowanych przez innych autoréw, co umozliwito jednoznaczne
wykazanie elementow nowosci naukowej przygotowanej dysertacji.

W tym rozdziale znajdujemy réowniez informacje o podjetej wspdtpracy naukowe;.
Analiza spektrometryczna mas mieszaniny bialek obecnych w plynie po inkubacji grzybni
szczepu Chrysosporium pannorum A-1 byla przeprowadzona w Srodowiskowym
Laboratorium Spektrometrii Mas IBB PAN w Warszawie, a wykorzystywane w
eksperymentach pochodne protoporfiryny IX zostaly zsyntezowane we wspolpracy z
Instytutem Chemii Organicznej PAN w Warszawie. Podane informacje nie pozwalaja oceni¢
jaka byla rola Autora dysertacji w tej czesci eksperymentow. Czy Autor osobiscie bral udziat
w analizie biatek i syntezie pochodnych protoporfiryny IX ?

Biorac pod uwage roznorodnos¢ technik wykorzystywanych przez Doktoranta, prosze
rowniez o odpowiedz na pytanie: Ktore analizy byty wykonywane przez Doktoranta, a ktore
analizy przeprowadzili inni specjalisci?

Interdysc:)'zplinamy charakter biotechnologii zawsze wymaga wspotpracy ekspertow
reprezentujacych rozmaite dyscypliny naukowe, a umiejetnos¢ nawigzywania kontaktow
naukowych i wspolne prowadzenie badan to podstawowe cechy, ktdrymi powinien
charakteryzowac¢ sie kazdy uczony, ale zawsze konieczne jest jednoznaczne pokazanie, ktore
analizy zostaly wykonane samodzielnie, a ktore we wspoétpracy ze specjalistami. Czy analiza
SEM-EDS byla wykonania samodzielnie przez Doktoranta?

Jestem przekonana, ze wazng sprawa sg podzigkowania dla wszystkich Osob, ktore
pomagaly w zaplanowaniu i przeprowadzeniu eksperymentow, pomagaly w analizie danych,
stuzyty wsparciem merytorycznym lub zyczliwa pomoca na kazdym etapie przygotowywania
dysertacji, ale takich podzigkowan zabrakto mi w ocenianej rozprawie doktorskiej.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska:

v' prezentuje bardzo dobra ogdlna wiedzg teoretyczna Doktoranta ubiegajgcego si¢ o
nadanie stopnia doktora w Dyscyplinie Naukowej Nauki Biologiczne,
v’ pokazuje, ze Doktorant posiada umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia

pracy naukowej wymaganej od osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia dokftora,



v jest oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego dotyczacego biokatalizy alkoholi

terpenowych do nowych zwiazkow aktywnych biologicznie.

Poréwnujac cel i zaloZenia pracy z podsumowaniem jej wynikéw, mogg z przekonaniem
stwierdzié¢, ze program badan zostal catkowicie zrealizowany. Chcialabym podkresli¢, ze
Doktorant posiada cenna wiedzg z zakresu biokatalizy alkoholi terpenowych. Opanowal
podstawy prowadzenia i optymalizacji procesow biosyntezy/biotransformacji i uzyskal
kompetencje instrumentalne, umozliwiajace prawidlowy dobor metod badawcezych, wykonanie

pomiarow i interpretacje wynikow.
Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana magistra Mateusza
Kutyty stanowi obraz bardzo dobrze zaplanowanych i przeprowadzonych badan
naukowych. Praca w petni spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2022r. poz. 574 z pézniejszymi zmianami)
dotyczace rozpraw doktorskich i uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora w

dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.

Wnosze zatem do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pana magistra Mateusza

Kutyte do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage zakres badan, nowos$¢ i znaczenie uzyskanych wynikéw dla celow
praktycznych, wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych

Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o wyréznienie rozprawy doktorskiej.



