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Ocena doboru tematyki i jej znaczenia w kontekscie badan swiatowych

Tematyka pracy jest aktualna i dobrze osadzona w $wiatowych trendach badawczych
na styku biokatalizy catokomoérkowej, intensyfikacji bioproceséw oraz odzysku surowcoéw
krytycznych. Z jednej strony 2-fenyloetanol stanowi tatwo dostepny substrat, ktory moze by¢
przeksztatcany biokatalitycznie do zwigzkow o wiekszej wartosci dodanej (m.in. tyrozol oraz
chiralne 1-fenyloetano-1,2-diole). Z drugiej strony, odzysk pierwiastkow ziem rzadkich (REE) jest
obecnie jednym z najbardziej dynamicznie rozwijanych kierunkow badan zwigzanych
z gospodarka o obiegu zamknigtym.

Za zaskakujacy element koncepcji badawczej uznaje probe potaczenia dwoch odmiennych,
metodologicznie i aplikacyjnie ,,oddalonych” obszaréw (biotransformacji zwigzkoéw organicznych
oraz odzysku pierwiastkow ziem rzadkich), w jednym ciggu technologicznym. Nalezy podkresli¢,
ze takie zestawienie jest ambitne, a zarazem obarczone ryzykiem rozproszenia narracji, poniewaz
klasycznie oczekuje si¢, aby rozprawa doktorska stanowita dzieto zwarte tematycznie 1 prowadzita
do jednego, jasno zdefiniowanego problemu naukowego. W niniejszej pracy spojnos¢ jest jednak
mozliwa do obrony dzigki wspolnemu mianownikowi, jakim jest wykorzystanie biomasy
mikrobiologicznej jako narzedzia procesowego oraz zamknigcie strumienia materiatowego
w ujeciu  gospodarki o obiegu zamknigtym (od biotransformacja 2-fenyloetanolu
do zagospodarowanie biomasy poprocesowej do odzysku REE). Taki uktad odpowiada na
praktyczna potrzebe minimalizacji odpadow 1 wpisuje si¢ w paradygmat intensyfikacji i integracji
procesow.
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Cele pracy i stopien ich realizacji

Autorka w sposob jasny sformutowata cele badan. W czesci poswigcone] grzybom
z rodzajow Beauveria i Cunninghamella zatozyta:

- weryfikacje przydatnosci wybranych szczepow do otrzymywania hydroksylowych
pochodnych 2-fenyloetanolu w skali laboratoryjnej przy réznych stezeniach substratu;

- ocen¢ wplywu postaci biokatalizatora (biomasa $wieza oraz rozne metody immobilizacji)
na przebieg i efektywnos$¢ procesu;

- optymalizacj¢ czasu trwania biotransformacji;

- weryfikacje mozliwosci praktycznego zastosowania najbardziej obiecujacych procesow
w skali pol-preparatywnej w bioreaktorze z mieszaniem oraz w uproszczonym ukladzie
przeptywowym.

W czesci dotyczacej Galdieria sulphuraria zaplanowano profilowanie katalityczne szczepu
wobec 2-fenyloetanolu, oceng wptywu czasu kontaktu biomasy z substratem na zdolnos¢ odzysku
REE oraz weryfikacj¢ procesu kaskadowego obejmujacego odzysk La, Ce, Nd i Gd.
Z przedstawionych wynikéw wynika, ze cele te zostalty w zdecydowanej wigkszosci osiagniete;
wyjatek stanowi pelna identyfikacja produktu biotransformacji wytwarzanego przez
G. sulphuraria, ktorej nie udato si¢ przeprowadzi¢ z uwagi na zbyt malg ilo§¢ materiatu.

Ocena ukladu pracy, przegladu literatury i jakoSci opracowania

Rozprawa ma przejrzysty i1 logiczny uktad. Po cze$ci wprowadzajacej nastepuje
rozbudowany przeglad literatury obejmujacy: podstawy biokatalizy 1 jej znaczenie
w zrownowazonym przemysle, przeglad enzymoéw katalizujacych reakcje hydroksylacji,
charakterystyke grzyboéw Beauveria i Cunninghamella jako biokatalizatoréw oraz wprowadzenie
do tematyki REE i zastosowan Galdieria sulphuraria w odzysku metali. Przeglad literatury jest
adekwatny do tematyki pracy i prowadzi do uzasadnienia doboru modeli biologicznych oraz
substratu. Cz¢$¢ materiatowo-metodyczna jest obszerna i umozliwia odtworzenie badan.
Na uznanie zashuguje wyrazne rozdzielenie procedur dla skali laboratoryjnej i pot-preparatywnej
oraz przedstawienie réznych wariantow immobilizacji biomasy.

Ocena merytoryczna
I. Cunninghamella spp.

Badania przeprowadzone z udzialem trzech szczepoéw Cunninghamella wykazaty istotne
réznice w profilu przemian 2-fenyloetanolu, zarowno pod wzgledem kinetyki zaniku substratu,
jak i rodzaju obserwowanych produktéw. Dla C. elegans DSM 1908 przy nizszych stezeniach
substratu obserwowano bardzo szybkie jego usuwanie (stopien przereagowania >99% juz po 1
dniu), natomiast przy st¢zeniu 1,2 mg/mL wykazano powstawanie (S)-1-fenyloetano-1,2-diolu
jako produktu posredniego (18,91 ug/mL; ee do 84,77% po 3 dniach). W skali pot-preparatywnej
uzyskano ten sam produkt w wyzszym stezeniu (45,16 pg/mL), jednak przy obnizeniu czystosci
optycznej (ee 67,26%). Wynik ten nalezy oceni¢ jako warto$ciowy, poniewaz wskazuje na
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podatno$¢ stereoselektywnosci uktadu catokomorkowego (whole-cell) na czynniki procesowe
zwigzane ze skalg (m.in. transfer tlenu, mieszanie, gradienty stezen, strategia kontaktu biomasy
z substratem), co jest istotne z punktu widzenia potencjalnej intensyfikacji procesu.

W przypadku C. blakesleeana DSM 1906 wykazano hydroksylacje w pier§cieniu
aromatycznym i wytwarzanie tyrozolu juz po 1 dniu procesu (maksymalnie 12,38 pg/mL w skali
laboratoryjnej oraz 14,23 pg/mL w skali pot-preparatywnej). Z kolei C. echinulata DSM 1905
charakteryzowatl si¢ przede wszystkim szybkim zmniejszeniem stezenia 2-fenyloetanolu
bez jednoznacznie identyfikowalnych produktow posrednich w zastosowanym podej$ciu
analitycznym. Zestawienie tych wynikOw ma wyrazng warto$¢ porownawcza, poniewaz pokazuje,
ze nawet w obrebie jednego rodzaju mikroorganizméw mozliwe jest uzyskanie odmiennych
,profilow funkcjonalnych” procesu — od ukladow, w ktéorych obserwuje si¢ akumulacje
okreslonego metabolitu, po uktady, w ktorych dominuje szybkie usuwanie substratu z fazy ciekte;.

Jednoczesnie w tym miejscu nalezy podkresli¢ istotny aspekt interpretacyjny: rozrdznienie
w pracy nurtu ,,biotransformacyjnego” i,,biodegradacyjnego” jest uzasadnione z perspektywy celu
procesu (akumulacja produktu vs eliminacja substratu), jednak w sensie biochemicznym oba
zjawiska stanowig elementy tego samego ciggu przemian metabolicznych. Wnioski
o biodegradacji oparto gtownie na zaniku 2-fenyloetanolu, bez identyfikacji dalszych produktow
przemian oraz bez bilansu wegla, nie mozna jednoznacznie rozstrzygnaé, czy zachodzi
mineralizacja do CO., powstawanie metabolitOw nieoznaczonych (np. bardziej polarnych,
niewykrywalnych w przyjetym oknie analitycznym), czy tez czgsciowa sorpcja i/lub akumulacja
substratu albo produktow w biomasie. W konsekwencji t¢ czgs¢ wynikoéw nalezy traktowac przede
wszystkim jako wiarygodnie udokumentowane ,,usuwanie z fazy cieklej” oraz etap selekcji
1 wstgpnej parametryzacji biokatalizatorow, stanowigcy dobra podstawe do dalszych badan
poglebiajacych (np. screening LC-MS metabolitéw, analiza ekstraktéw biomasy, pomiary
TOC/COD lub respirometria).

Podsumowujac, blok dotyczacy Cunninghamella wnosi cenne informacje o zréznicowaniu
potencjatu biokatalitycznego badanych szczepéw wobec 2-fenyloetanolu oraz o wplywie skali
na czysto$¢ optyczng produktu, jednak jego znaczenie aplikacyjne ograniczajg relatywnie niskie
stezenia uzyskiwanych produktow (rzedu pg/mL) oraz brak pelnego obrazu dalszych przemian
w wariantach, w ktorych obserwowano szybki zanik substratu.

I1. Beauveria spp.

W czesci dotyczacej rodzaju Beauveria Autorka przeprowadzita badania w sposob
logiczny i ,,dwutorowy”, rozdzielajagc dwa zastosowania biologiczne i procesowe: wykorzystanie
wysokiej zdolnos$ci usuwania 2-fenyloetanolu w kontekscie biodegradacji/bioremediacji oraz
wykorzystanie aktywnosci stereoselektywnej do otrzymywania chiralnego
1-fenyloetano-1,2-diolu. Taki podzial uwazam za zasadny, poniewaz w przypadku tego samego
substratu kryterium sukcesu jest inne: w nurcie bioremediacyjnym kluczowy jest zanik zwigzku
w fazie cieklej 1 stabilno$¢ ukladu w czasie, natomiast w nurcie biotransformacyjnym —
akumulacja produktu o okreslonej czystosci optycznej i przewidywalnym profilu.
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W aspekcie biodegradacyjnym, obejmujgcym B. brongniartii DSM 6651, Autorka
wykazata bardzo wysoka efektywnos$¢ eliminacji 2-fenyloetanolu oraz podjeta probe nadania temu
wynikowi wymiaru procesowego poprzez immobilizacje¢ biomasy (rézne nos$niki) i testy
w ukladach modelujacych wody stojace i ptynace. Jest to podejscie wartosciowe, poniewaz
przenosi badania poza klasyczny schemat ,kolbowy” i dotyka zagadnien kluczowych dla
ewentualnego zastosowania praktycznego: stabilnos$ci biokatalizatora, mozliwos$ci jego odzysku
i pracy w uktadach przeptywowych. Jednoczeénie nalezy zaznaczy¢, ze — podobnie jak w innych
cze$ciach pracy — sam zanik substratu w supernatancie nie rozstrzyga w sposob jednoznaczny, czy
zachodzi petna mineralizacja do CO:, czy tez powstaja produkty posrednie ktore pozostaty
niewykryte w wyniku zastosowania wybranych metod analitycznych albo nastepuje czg¢sciowa
sorpcja/akumulacja w biomasie. Z tego wzgledu wnioski tej czesci nalezy traktowaé przede
wszystkim jako wiarygodng demonstracje ,usuwania z fazy cieklej”, natomiast pelne
wnioskowanie mechanistyczne wymagatoby uzupetnienia.

Najsilniejszy merytorycznie fragment pracy stanowig badania z udzialem
B. bassiana DSM 1344, prowadzace do otrzymywania (R)-1-fenyloetano-1,2-diolu o bardzo
wysokiej czystosci optycznej (ee 99,9%), w tym z proba przejscia do skali pot-preparatywnej.
Uzyskanie produktu chiralnego o tak wysokim nadmiarze enancjomerycznym w kulturze catych
komorek biokatalizatora jest wynikiem szczegdlnie warto§ciowym, poniewaz stanowi realny
argument na rzecz przydatnosci badanego szczepu jako biokatalizatora syntezy zwigzkow
chiralnych. Istotne jest rOwniez to, ze Autorka nie poprzestala na samej demonstracji wysokiego
ee, lecz zbadata wptyw postaci biokatalizatora, wykazujac, ze immobilizacja moze radykalnie
zmieni¢ wynik procesu: W agar-agarze obserwowano utrat¢ enancjoselektywnosci (mieszanina
racemiczna), natomiast immobilizacja w alginianie wapnia skutkowata brakiem aktywnosci
katalitycznej. Tego typu obserwacje maja duzg wage procesows, gdyz pokazujg, ze immobilizacja
nie jest neutralnym ,,zabiegiem technicznym” — moze zmienia¢ dostep tlenu, dyfuzje substratu
1 produktu, mikrosrodowisko komodrek oraz poziom stresu, a tym samym profil aktywno$ci
enzymatycznej 1 selektywnos¢.

Podsumowujgc, cze$¢ dotyczaca szczepow z rodzaju Beauveria oceniam jako
najmocniejsza w calej rozprawie: laczy komponent aplikacyjny (bioremediacja z elementami
intensyfikacji procesu poprzez immobilizacje i uktad przeplywowy) z wynikiem o wysokiej
warto$ci poznawczej i praktycznej (enantioseletywna synteza (R)-diolu i wykazanie krytycznego
wplywu immobilizacji na stereoselektywnos¢). Ograniczeniem pozostaje brak pelnej
charakterystyki szlaku metabolicznego w wariantach degradacyjnych, jednak nie wptywa
to na zasadniczo pozytywng ocen¢ jakos$ci tej czesci badan.

lll. Galdieria sulphuraria i odzysk REE

Ostatnia cze$¢ rozprawy dotyczy zastosowania biomasy mikroalg Galdieria sulphuraria
ACUF 002 w zintegrowanym ukladzie kaskadowym obejmujagcym: biotransformacje
2-fenyloetanolu oraz nastgpujacy po niej odzysk pierwiastkow ziem rzadkich (La, Ce, Nd i Gd)

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE \WROCLAWIU
KATEDRA CHEMII ZYWNOSCI | BIOKATALIZY

ul. Norwida 25, 50-375 Wroclaw

e-mail: tomasz.janeczko@upwr.edu.pl



U
< A

S

%)

2N &/
&’/751 e

hr

EXCELLENCE IN RESEARCH

UNIWERSYTET KATEDRA CHEMII ZYWNOSCI I BIOKATALIZY
PRZYRODNICZY
WE WROCLAWIU

z wykorzystaniem tej samej biomasy. Koncepcje te nalezy oceni¢ jako ambitng i nowoczesng,
poniewaz laczy klasyczne podejscie biokatalityczne z zagadnieniami odzysku surowcoOw
krytycznych i wpisuje si¢ w paradygmat gospodarki o obiegu zamknigtym. Jednocze$nie dobor
G. sulphuraria jako organizmu modelowego jest uzasadniony jej znanym potencjalem
do wigzania/akumulacji metali w kwasnym $srodowisku oraz wysokiej odpornosci fizjologicznej,
co sprzyja rozwazaniom aplikacyjnym.

Autorka wykazata aktywno$¢ biokatalityczng mikroalgi wobec 2-fenyloetanolu,
dobierajac stezenia substratu (0,12 1 0,6 mg/mL) na podstawie obserwowanej toksycznosci. Nalezy
jednak podkresli¢, ze ilo§¢ produktu biotransformacji byla niewystarczajaca do jego izolacji
i jednoznacznej identyfikacji strukturalnej metodami spektroskopowymi (np. NMR).
Z perspektywy warto$ci poznawczej stanowi to istotne ograniczenie tej czesci pracy, poniewaz
bez identyfikacji produktu nie mozna jednoznacznie okres§li¢ dominujacego toru przemian
2-fenyloetanolu w komorkach G. sulphuraria ani odnies¢ go wiarygodnie do literatury.
Jednoczes$nie nalezy docenié, ze Autorka nie ukrywa tej luki, wskazujac ograniczenia iloSciowe
materiatu i traktujac etap biotransformacji jako wstep do dalszych badan.

Najbardziej przekonujacy wynik tej czgsci stanowi wykazanie, Ze biomasa
po wczesniejszym kontakcie z 2-fenyloetanolem charakteryzuje si¢ wyzsza efektywnoS$cia
odzysku REE niz biomasa kontrolna (bez kontaktu z substratem). Jest to obserwacja istotna
procesowo, poniewaz sugeruje mozliwo$¢ ,.kondycjonowania” biomasy w sposob zwiekszajacy
jej zdolno$¢ wigzania metali i stanowi realny argument na rzecz sensownosci zaproponowangj
kaskady. Warto$¢ tej obserwacji ro$nie réwniez dlatego, ze porownanie wykonano w uktadzie
obejmujacym kilka pierwiastkoéw (La, Ce, Nd, Gd), co lepiej odpowiada realnym mieszaninom niz
testy jednosktadnikowe.

Interpretacj¢ mechanizmu odzysku REE oceniam jako dojrzata. Autorka slusznie unika
uproszczenia wnioskowania wytacznie do biosorpcji na zewnatrzkomorkowych polisacharydach
(EPS), wskazujac, ze sam poziom EPS nie wyjasnia w petni obserwowanych roznic i postulujac
wspotudziat bioakumulacji. Takie postawienie problemu jest zgodne z aktualnym stanem wiedzy,
w ktorym podkresla si¢, ze udziat biosorpcji, kompleksowania oraz transportu do wnetrza komoérki
moze by¢ zalezny od warunkdéw procesu 1 stanu fizjologicznego biomasy. Jednocze$nie nalezy
zaznaczyC€, ze na obecnym etapie rozprawy rozdzielenie biosorpcji 1 bioakumulacji pozostaje
hipoteza, ktora wymagataby doswiadczen rozstrzygajacych (np. poréwnanie zywej
i inaktywowanej biomasy, testy desorpcji, frakcjonowanie biomasy/oznaczenia frakcji EPS
1 wewnatrzkomodrkowej, bilans w fazie cieklej i stalej).

Wiaczenie do dyskusji watku transportera NREET 1 nalezy uznac za interesujace i aktualne
na tle badan $wiatowych, jednak na tym etapie powinno by¢ traktowane jako inspiracja
mechanistyczna, a nie przesadzajacy dowdd. Po domknigciu tej czgsci o jednoznaczng
identyfikacj¢ produktu biotransformacji oraz o do$wiadczenia mechanistyczne rozdzielajace
biosorpcje 1 bioakumulacje, przedstawiony kierunek badan ma potencjat, aby stanowi¢ podstawe
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wartosciowe] publikacji mie¢dzynarodowej z pogranicza bioprocesoOw, biotechnologii
srodowiskowej 1 odzysku surowcow krytycznych.

Oryginalnosé, znaczenie naukowe i potencjat aplikacyjny

Rozprawa wnosi istotny wklad poznawczy i1 procesowy w obszarze biokatalizy
calokomorkowej. Autorka przedstawia zréznicowany profil przemian 2-fenyloetanolu przez
wybrane mikroorganizmy, co pozwala na racjonalne przypisanie szczepu do konkretnego celu
procesu: selektywnej syntezy metabolitu, stereoselektywnego wytwarzania produktu chiralnego
lub szybkiego usuwania substratu z fazy ciektej. Warto podkresli¢, ze zaprezentowane roznice nie
ograniczajg si¢ do prostego ,,screeningu”, lecz zostaty uzupelione o elementy parametryzacji
procesu (wplyw st¢zenia substratu, czasu, postaci biomasy oraz skali). Za najbardziej warto$ciowy
wynik nalezy uzna¢ wykazanie mozliwosci otrzymywania chiralnego 1-fenyloetano-1,2-diolu
0 bardzo wysokiej czystosci optycznej, w szczegdlnosci (R)-diolu o ee 99,9% w uktadzie
z B. bassiana DSM 1344, wraz z proba przetozenia procesu do skali pot-preparatywnej. Istotnym
elementem oryginalnym jest takze udokumentowanie wpltywu immobilizacji na wynik
stereochemiczny (utrata enancjoselektywnosci w okreslonych wariantach), co ma bezposrednie
znaczenie
dla projektowania procesu i doboru no$nika. Autorka proponuje i wstepnie weryfikuje proces
kaskadowy wykorzystujacy biomas¢ poprocesowa do odzysku REE. Nalezy zaznaczy¢, ze czes¢
ta ma charakter eksploracyjny i wymaga dalszego domknigcia mechanistycznego (biosorpcja
vs bioakumulacja), jednak juz na obecnym etapie stanowi obiecujaca podstawe do rozwoju
technologii odzysku surowcow krytycznych.
Na wysoka aktywnos$¢ naukowa Autorki wskazuje réwniez dorobek powigzany z tematyka
rozprawy (publikacje oraz zgloszenia patentowe), potwierdzajacy dojrzatos¢ naukowa oraz
umiejetnosé przekladania wynikow na formy upowszechnienia i ochrony wtasnosci intelektualne;.

Uwagi krytyczne i zalecenia
I. Uwagi merytoryczne

¢ Rozroznienie biotransformacji i biodegradacji oraz szlaki metaboliczne substratu.

W pracy konsekwentnie rozdzielono procesy ukierunkowane na akumulacje okreslonych
produktéw (biotransformacja) od proceséw, w ktorych obserwowano szybki zanik
2-fenyloetanolu (biodegradacja). Nalezy jednak podkresli¢, ze z punktu widzenia biochemicznego
oba zjawiska stanowig elementy jednego ciaggu przemian metabolicznych, a sam zanik substratu
w fazie cieklej nie jest rOwnoznaczny z mineralizacja do CO.. W wariantach, w ktorych wnioski
o ,,biodegradacji” oparte sg gtownie na stopniu przereagowania, bez identyfikacji produktow
posrednich oraz bez bilansu wegla, nie mozna wykluczy¢: powstawania metabolitow
niewykrytych w wyniku zastosowanych metod analitycznych, akumulacji/sorpcji substratu
lub produktow w biomasie, ani szybkiego przejscia do produktéw utlenienia (np. aldehyd/kwas).
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Dla wzmocnienia wnioskow mechanistycznych wskazane byloby uzupehienie tej czesci
o doswiadczenia rozstrzygajace (np. HPLC-MS ekstraktow z biomasy).

W wariantach interpretowanych jako biodegradacja wnioskowanie oparto gléwnie
na spadku stezenia 2-fenyloetanolu w fazie cieklej. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze przy
zastosowanej procedurze przygotowania probek (odsaczenie biomasy przed ekstrakcja i analizg)
nie mozna wykluczy¢, iz cze$¢ substratu zostala usunigta z medium na skutek sorpcji
lub akumulacji na/w biomasie (np. na strzepkach grzybni lub no$nikach immobilizacji),
a nie w wyniku mineralizacji. Dla jednoznacznego rozrdznienia tych mechanizmow wskazane
byloby uzupetnienie badan o analize ekstraktow biomasy oraz kontrole z biomasg inaktywowang.

e Zakres analityki a mozliwo$¢ wykrycia metabolitow polarnych/sprzezonych.
Zastosowana metodyka ekstrakcji i analizy (ukierunkowana na okre§lone aglikony identyfikowane
na podstawie wzorcow) jest adekwatna do potwierdzenia powstawania tyrozolu i 1-fenyloetano-
1,2-diolu, natomiast nie pozwala wykluczy¢ obecno$ci metabolitow bardziej polarnych, w tym
potencjalnych produktow sprzggania (np. glikozydow lub innych koniugatow), ktore moglyby
pozostawaé w fazie wodnej lub w biomasie. W konsekwencji interpretacja ,,braku produktéw
posrednich” w czesci uktadow powinna by¢ formutowana ostroznie (brak wykrycia

w zastosowanej metodyce nie oznacza braku powstawania). W perspektywie dalszych badan
wskazane byloby wlaczenie analityki kompatybilnej z metabolitami  polarnymi
(np. RP-LC/LC-MS, analiza fazy wodnej i ekstraktow biomasy).

o Niskie stezenia produktow a wnioski aplikacyjne.

W czesci uktadow uzyskiwane stezenia produktow (rzedu pg/mL) sg wystarczajace do wykazania
zjawiska i selektywnosci (w tym do oceny ee), jednak ograniczaja bezposrednie wnioskowanie
o gotowosci procesu do zastosowan produkcyjnych. W pracy zasadnie pokazano przejscie do skali
pot-preparatywnej, jednak w kontekscie potencjalu aplikacyjnego warto bytoby mocniej
podkresli¢, ze dalszy rozwdj wymaga zwigkszenia efektywnosci procesu (np. strategia podawania
substratu, poprawa transferu tlenu, stosujac techniki usuwania produktu w trakcie procesu,
kontrola toksycznos$ci substratu/produktu).

e Skalowanie i stabilnos¢ stereoselektywnosci.

Za cenng obserwacje nalezy uzna¢ wplyw stosowanej skali procesu na czysto$¢ optyczng produktu
w ukladach Cunninghamella (spadek ee przy skalowaniu) oraz wpltyw immobilizacji
na stercoselektywnos$¢ w uktadzie B. bassiana (utrata enancjoselektywnosci w okre§lonych
wariantach immobilizacji). Sg to wyniki istotne procesowo, jednak wnioski dotyczace przyczyn
(transfer tlenu, dyfuzja, mikrosrodowisko komorek, stres) pozostaja w duzej mierze jakosciowe.
W pracy doktorskiej nie jest to wada, jednak warto byloby zaproponowac (lub w przysztosci
wykona¢) proste doswiadczenia diagnostyczne, np. poroOwnanie profilu produktu przy réznych
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predkosciach mieszania/natlenienia lub kontrola wplywu nos$nika immobilizacji na dostgp
substratu.

e Cze$¢ dotyczaca Galdieria sulphuraria — identyfikacja produktu i mechanizm odzysku
REE.

Koncepcja procesu kaskadowego biotransformacje badanego zwiazku jako preludium odzysku
REE jest bardzo intrygujaca i stanowi element nowatorski rozprawy, jednak jej cze$¢ poznawcza
jest ograniczona przez brak identyfikacji produktu biotransformacji (zbyt mata ilo§¢ materiatu)
oraz przez niekompletne opracowanie mechanizmu odzysku (biosorpcja vs bioakumulacja).
Autorka trafnie i uczciwie wskazuje, ze EPS nie wyjasnia w petni obserwowanych roznic,
ale rozdzielenie mechanizméw wymagaloby doswiadczen rozstrzygajacych (zywa
vs inaktywowana biomasa, desorpcja, frakcjonowanie EPS/wewnatrzkomorkowe, bilans w cieczy
1 biomasie). Wlaczenie watku transportera NREETI1 nalezy oceni¢ jako aktualny trop
mechanistyczny, jednak na tym etapie powinien by¢ traktowany jako hipoteza wymagajaca
weryfikacji.

e We wstepie przedstawiono liczne zwiazki oraz schematy przemian, jednak nie wszystkie
opisywane reakcje i produkty sg zilustrowane na rysunkach. W efekcie czytelnik w kilku
miejscach musi ,,rekonstruowac” przebieg procesOw wytacznie na podstawie opisu tekstowego,
co utrudnia $ledzenie narracji i interpretacj¢ przedstawianych mechanizmow.

Podczas omawiania przyktadow biotechnologicznego otrzymywania zwigzkow, pojawiaja
si¢ sformulowania, Ze tyrozol (s. 26) oraz octan benzylu (s. 27) moga by¢ otrzymywane
,»Z glukozy”. Cho¢ Autorka przywotuje tu prace dotyczace szczepéw rekombinowanych, zapis ten
moze by¢ odebrany jako uproszczenie; korzystniejsze redakcyjnie byloby jednoznaczne
doprecyzowanie, ze chodzi o produkcje w ramach inzynierii metabolicznej/fermentacji z glukoza
jako zrodtem wegla, a nie o bezposrednig biotransformacje¢ glukozy do tych produktow.

Il. Uwagi redakcyjne

Rozprawa jest opracowana starannie i czytelnie, jednak w tekscie wystepuja pojedyncze usterki
redakcyjne oraz niespdjnosci typograficzne.

- W Tabeli 11 (s. 75) wystepuje niejednoznaczny zapis sktadnika ,,KON” (5,4 mL), ktory
wymaga doprecyzowania (najprawdopodobniej chodzi o KOH o okre$lone;j
normalnosci/stezeniu). Ponadto zapis ,,FeSO4-7H20 — 0,5 mL” sugeruje niespdjnos¢ jednostek
(sol stata vs objetos¢ roztworu) i wymaga jednoznacznego wskazania, czy stosowano odwazke
CZy TOZtWOr WZOICOWY.

- 5. 160 i Wykaz rycin — opis Rycina 37 — literowka w nazwie substratu: ,,...pik od 2-
fenyloetanlu”

- s. 164 i Wykaz tabel — Tabela 39 i Tabela 40 — literowka w nazwie substratu: ,,...przy
poczatkowym stezeniu 2-fenyoetanolu...”
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- 8. 192 i Wykaz wykreséw — WyKkres 12 — zapis obj¢tosci jako ,,50 ml” (mate ,,1”), podczas gdy
w pracy w innych miejscach pojawia si¢ zapis ,,mL” (i generalnie zaleca si¢ konsekwencje: L
jako wielka litera).
- W schematach reakcji pojawia si¢ m.in. strzatka z niewypetnionym (konturowym) grotem,
ktdrej znaczenie nie jest zdefiniowane. Poniewaz rozne typy strzatek majg w chemii odmienne
znaczenie (reakcja, rOwnowaga, rezonans, retrosynteza), korzystne bytoby ujednolicenie zapisu
do standardowej konwencji albo wprowadzenie krotkiej legendy.

Wskazane uchybienia maja charakter porzagdkowo-edytorski i nie wptywaja na oceng
merytoryczng pracy ani na poprawnos¢ sformutowanych wnioskow.

Pytania do Autorki (do dyskusji w trakcie obrony)

e Biodegradacja vs sorpcja/akumulacja na biomasie

W uktadach, w ktorych obserwowano szybki zanik 2-fenyloetanolu, probki byly przygotowywane
po odsaczeniu  biomasy. Jak Autorka uzasadnia wniosek o  biodegradacji,
a nie o sorpcji/akumulacji substratu na (lub w) biomasie? Jakie jedno—dwa doswiadczenia
kontrolne uznaltaby Autorka za rozstrzygajace?

¢ ,,Brak produktéw posrednich” a zakres analityKi

W kilku wariantach spadku stezenia substratu w prowadzonych do$wiadczeniach
nie wykryto produktéw posrednich w zastosowanej metodyce. Jakie klasy metabolitow (zwtaszcza
bardziej polarne, sprzezone) mogtyby pozosta¢ niewykryte przy przyjetej procedurze ekstrakcji
i analiz? Jak Autorka zaprojektowataby analize ukierunkowang na metabolity polarne?

e Skalowanie i spadek ee u Cunninghamella elegans

Co Autorka wuwaza za najbardziej prawdopodobng przyczyne spadku ee dla
(S)-1-fenyloetano-1,2-diolu po przejsciu do skali pot-preparatywnej (transfer tlenu, mieszanie,
gradienty stezen, czas kontaktu, toksyczno$¢)? Jakie modyfikacje procesu wdrozytaby w pierwszej
kolejnosci, aby stabilizowac ee?

e Immobilizacja a enancjoselektywnos$¢é u Beauveria bassiana

Jak Autorka wyjasnia utrat¢ enancjoselektywnosci po immobilizacji w agar-agarze (produkt
racemiczny) oraz brak aktywnosci po immobilizacji w alginianie wapnia? Ktéry mechanizm jest
jej zdaniem kluczowy: ograniczenia dyfuzyjne, mikrosrodowisko (pH/woda), natlenienie,
czy stres komorkowy?

e Niskie stezenia produktéw (ng/mL) — perspektywa zwiekszenia efektywnos$ci procesu
Ktore z narzedzi intensyfikacji procesu Autorka uznalaby za najbardziej obiecujace w celu
podniesienia stezen produktéw: strategia porcjowanego podawania substratu, ekstrakcja
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in situ/uktad dwufazowy, zmiana warunkéw natlenienia, zwigekszenie gestosci biomasy, czy inne
podejscie? Jak Autorka ustalitaby priorytety?

e Galdieria sulphuraria: identyfikacja produktu biotransformacji przy niskiej zawartosci
procentowej produktu

Jaka  strategie  analityczng (minimalna ilos¢  probki)  Autorka  zastosowataby,
aby zidentyfikowa¢ produkt biotransformacji 2-fenyloetanolu u G. sulphuraria?

e Galdieria sulphuraria: mechanizm odzysku REE (biosorpcja vs bioakumulacja)

Jakie dwa-trzy doswiadczenia Autorka uznataby za najbardziej rozstrzygajace dla rozstrzygajace
biosorpcji (EPS/$ciana komdrkowa) od bioakumulacji (transport do wngtrza komorki) w odzysku
cennych metali?

e Hipoteza ,,kondycjonowania” biomasy przez 2-fenyloetanol

Wyniki sugeruja, ze kontakt biomasy z 2-fenyloetanolem zwigksza efektywnos$¢ odzysku REE.
Czy Autorka dopuszcza mechanizm indukcji odpowiedzi stresowej/enzyméw hydroksylujacych
1 zmian w profilu EPS/metabolitéw zwigkszajacych liczbe ligandow wigzacych metale?
Jak Autorka zaplanowatlaby prosta weryfikacje tej hipotezy?

Konkluzja i wniosek recenzencki

Przedlozona rozprawa stanowi spojne opracowanie wynikow badan wiasnych Autorki,
potwierdza jej bardzo dobra znajomos$¢ problematyki biokatalizy i1 biotechnologii procesowej oraz
wykazuje umiejetnos¢ samodzielnego planowania i realizacji badan. Praca zawiera elementy
oryginalne (w tym proces kaskadowy z odzyskiem REE) oraz wyniki o istotnym znaczeniu
poznawczym i aplikacyjnym  (stereoselektywna synteza (R)-1-fenyloetano-1,2-diolu
o ee 99,9% i studium wplywu immobilizacji na selektywnosc).

Podsumowujac, pragne podkresli¢, ze cele badawcze postawione w rozprawie zostaly
W przewazajgcej mierze osiagniete, a jakos¢ opracowania — pomimo wskazanych w recenzji uwag
krytycznych — oceniam pozytywnie. Na podstawie przeprowadzonej oceny stwierdzam,
ze rozprawa doktorska spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
— Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.). W zwigzku
Z pOWYZSZym wnosz¢ o przyjecie rozprawy 1 dopuszczenie Pani mgr inz. Agnieszki Raczynskiej
do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora oraz do publicznej obrony rozprawy
doktorskiej.

Wroctaw, 16.01.2026
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