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RECENZJA

ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR BEATY SZMIGIEL-MERENY
pt. ,,ZASTOSOWANIE BIOTRANSFORMACJI DO SYNTEZY ANTYOKSYDAN TOW”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana w Zakladzie Chemii
Bioorganicznej Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem dr hab.
inz. Ewy Zymanczyk-Dudy, prof. uczelni i dr inz. Malgorzaty Brzezinskiej-Rodak. Podjeta
przez Doktorantke tematyka jest aktualna i dotyczy wykorzystania grzybow plesniowych do
syntezy fenoli o aktywnosci antyoksydacyjnej.

INFORMACJE OGOLNE

Dysertacja doktorska mgr Beaty Szmigiel-Mereny liczy facznie 163 strony tekstu,
w tym 56 rysunkow oraz 9 tabel. Pod wzglgdem edytorskim przygotowana zostala starannie.
Uklad pracy jest typowy dla prac eksperymentalnych. Po stronie tytutowej, podzigkowaniach
i spisie tresci, znajduje sie DOROBEK NAUKOWY Doktorantki. Nastepnie
pieciostronicowe STRESZCZENIE i 6 zasadniczych rozdziatdéw: WSTEP, CEL PRACY,
MATERIALY, METODY, BADANIA WEASNE, PODSUMOWANIE, na koficu znajduje
sie WYKAZ OPRACOWANYCH METOD SYNTEZY PRODUKTOW
BIOTRANSFORMACJI 2-FENYLOETANOLU i BIBLIOGRAFIA. Rozdzialy: WSTEP,
MATERIALY, METODY i BADANIA WLASNE majg rozbudowang strukturg
podrozdziatéw. Praca napisana jest zrozumiatym jezykiem, chociaz mam lekkie zastrzezenia,
co do prawidlowej konstrukcji zdan w jezyku polskim. Czasami odnosze wrazenie, Ze
szyk wyrazéw w zdaniu jest bardziej zgodny z gramatyka angielska niz z polska. W pracy
znajduje si¢ réwniez niewielka ilo$¢ zwrotéw Zzargonowych i zapozyczonych z jezykow
obcych. Troche niezrgcznie Autorka opisata metodyke wyznaczania krzywych wzrostu
mikroorganizméw: ,,W celu wyznaczenia krzywych wzrostu grzybow przygotowano szereg

kolb stozkowych (250 mL), zawierajacych po 100 mL sterylnego podioza ziemniaczanego
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(PDB), =zaszczepionego odpowiednig dla danego organizmu, objetoscig inokulum.”
Wskazane raczej jest zastosowanie sformulowania: przygotowano zawiesiny grzybow

w podlozu PDB ...... Kolby stozkowe to tylko naczynia, w ktérych znajdujg sie te

zawiesiny. Tabele i rysunki zostaly przygotowane bardzo starannie.

Przytoczona bibliografia zostala prawidlowo dobrana do tematyki rozprawy i obejmuje
233 pozycje. W wigkszosci cytowane sg prace z ostatnich 10 lat, co $wiadczy o aktualnosci
podjetej przez Doktorantke tematyki.

Na dziatalno$¢ naukowsg Doktorantki sktadajg si¢: 7 publikacji naukowych, w tym dwie

wystane do redakcji czasopism, 6 komunikatow na konferencjach i 3 zgloszenia patentowe.

OCENA MERYTORYCZNA PRACY

WSTEP (60 stron) stanowi wprowadzenie do tematyki badan opisanych
w dysertacji 1 sklada si¢ z 4 podrozdziatéw, z ktérych kazdy jest dodatkowo rozbudowany.
W rozdziale tym znajduje si¢ 37 rysunkéw. W pierwszym podrozdziale (na prawie 12
stronach) Doktorantka dokonala przegladu aktualnego stanu wiedzy na temat wolnych
rodnikéw, ich zrédel i wplywu na organizm. W kolejnym podrozdziale omowila
antyoksydanty, naturalne mechanizmy obronne organizmu oraz wlasciwos$ci 1 zastosowanie
roslinnych antyoksydantdéw. W podrozdziale trzecim zostaly omoéwione biokatalizatory
stosowane w biotransformacjach. W ostatnim z podrozdzialéw autorka scharakteryzowala
produkty biotransformacji 2-fenyloetanolu, ich wlasciwosci i otrzymywanie. Opracowanie
wstepu dysertacji wskazuje, ze Autorka wykazala si¢ znajomoscig podstaw teoretycznych,
ktdére byly przedmiotem zrealizowanych prac eksperymentalnych.

Po WSTEPIE teoretycznym Doktorantka sformutowata CEL PRACY, ktérym byto
»wykorzystanie grzybow plesniowych do syntezy niskoczasteczkowych polifenoli
o aktywnosci antyoksydacyjnej — drogg biokonwersji niedrogiego materiatu wyjsciowego 2-
fenyloetanolu.” W tym rozdziale Doktorantka nadmienita, Zze istotnym celem badan byla
optymalizacja procesu biokatalizy oraz powickszenie skali procesu.

W rozdziale MATERIALY na trzech stronach Autorka przedstawita spis odczynnikow
chemicznych stosowanych przy realizacji pracy, sktadniki podtozy hodowlanych oraz
mikroorganizmy wykorzystywane w badaniach. Na ostatniej stronie znajduje sie wykaz
aparatury stosowanej przy realizacji pracy. W nastepnym rozdziale METODY opisana zostata

metodyka przygotowania biokatalizatorow, procedury prowadzenia biotransformacji, metody
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analityczne stosowane w pracy do rozdzialu produktéw biotransformacji i potwierdzenia
struktur produktéw. Na podstawie krzywych wzrostu poszczegdlnych grzybéw Doktorantka
ustalila optymalny czas ich hodowli, aby stosowane biokatalizatory byly najbardziej aktywne.
W celu rozdzielenia produktow biotransformacji i potwierdzenia wynikéw badan korzystata
z wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) i $rednioci$nieniowej chromatografii
cieczowej (FPLC). Struktury otrzymanych produktéw Doktorantka potwierdzila za pomocy
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego oraz spektrometrii mas. Konfiguracjg
absolutng produktu biotransformacji ((S)-1-fenyloetan-1,2-diolu) potwierdzita stosujgc
metode chromatografii gazowej z kolumng Chirasil-DEX CB, natomiast liczbe zarodnikéw
grzybow A. niger zmierzyla za pomoca cytometru przeptywowego. Metodyka stosowana
w pracy nie budzi zastrzezen. :

W kolejnym rozdziale pracy, zatytutowanym BADANIA WEASNE, Doktorantka na 38
stronach opisata przeprowadzone przez siebie badania i dokonala interpretacji wynikéw
w oparciu o literature przedmiotu. Rozdziat ten sktada si¢ z pigciu podrozdziatéw, z ktérych
cztery zostaly jeszcze dodatkowo podzielone. W rozdziale tym znajduje si¢ w 14 rysunkéw
oraz 5 tabel. Omawianie wynikéw Autorka rozpocz¢ta od uzasadnienia, dlaczego jako
substrat do syntezy polifenoli zostat zastosowany 2-fenyloetanol. Kazdy etap postgpowania
Doktorantka uzasadniata cytujgc odpowiednig literatur¢ przedmiotu. Do badan Autorka
zastosowala cztery gatunki grzybow: Aspergillus niger (KKP 2301), Rhizopus oryzae (DSM
1185), Beauveria bassiana (DSM 875) oraz Beauveria brongniartii (DSM 6651). Dla
kazdego z nich wyznaczyta krzywe wzrostu i ustalita optymalny czas hodowli w celu
uzyskania jak najwyzsze] aktywnosci biokatalizatorow. W celu opracowania
najefektywniejszej metody biokonwersji 2-fenyloetanolu Doktorantka prowadzita badania
przy roéznych stezeniach substratu, z zastosowaniem réznych postaci biokatalizatorow
i roznych czaséw trwania biotransformacji. Przedstawione w dysertacji wyniki wskazuja na
zdolno$é szczepu grzybow Aspergillus niger (KKP 2301) do modyfikacji 2-fenyloetanolu do
kwasu 4-hydroksyfenylooctowego i hydroksytyrozolu oraz optycznie czystego (S)-1-
fenyloetan-1,2-diolu. Do modyfikacji 2-fenyloetanolu Doktorantka korzystala réwniez
z grzybow Rhizopus oryzae (DSM 1185) i Beauveria bassiana (DSM 875).

Wydajnosci opracowanych metod syntezy produktow biotransformacji 2-fenyloetanolu
byly rézne w zalezno$ci od zastosowanego biokatalizatora i formy w jakiej zostal on

zastosowany. Odpowiedni dobor warunkéw konwersji biologicznej pozwolil na podniesienie
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wydajnosci procesu. Modyfikacja pozywki hodowlanej dodatkiem substratu prowadzila do
otrzymania kwasu 4-hydroksyfenylooctowego z wydajnoscia 18% (biokatalizator —
Aspergillus rm‘ger). Biotransformacja 2-fenyloetanolu w  bioreaktorze okresowym
w opisanych w dysertacji warunkach z zastosowaniem wolnych komorek Aspergillus niger
prowadzita do otrzymania jednego produktu - (S)-1-fenyloetan-1,2-diolu z wydajnoscig 65%.
Opracowana metoda syntezy tego zwigzku zostala objeta zgloszeniem patentowym.

Jeden z zastosowanych biokatalizatorow Beauveria brongniartii (DSM 6651) nie byt
skuteczny w biokonwersji 2-fenyloeatnolu, jednak degradowat substrat. W wyniku
przeprowadzonych eksperymentéow zwrocono uwage, ze 2-fenyloetanol inkubowany
z komorkami Beauveria bromgniartii ulegal postepujacej biodegradacji. Po jednym dniu
procesu zwigzek zostal calkowicie rozlozony. Na podstawie prezentowanych wynikow
Doktorantka uwaza, ze Beauveria brongniartii moze mie¢ zastosowanie do degradacji
odpadéw chemicznych i kosmetycznych, czyli moze by¢ punktem wyjscia do opracowania
metody bioremediacji w srodowisku skazonym niskoczgsteczkowymi polifenolami.

W rozdziale PODSUMOWANIE Doktorantka przedstawila omowione wczesniej
wyniki badan w punktach. Dla kazdego z przeprowadzonych proceséw Doktorantka podata
parametry biotransformacji (biokatalizator, stgzenie substratu i czas) oraz wydajnos¢. Na
uwage zastuguje umieszczona na koncu pracy tabela z wykazem opracowanych metod
syntezy produktéw biotransformacji 2-fenyloetanu, w ktorej w przejrzysty sposéb zostaty
zaprezentowane wyniki.

W trakcie czytania dysertacji nasunely mi si¢ pewne pytania i prosze Autorke pracy
o ich wyjasnienie:

1. Tlosciowo stezenie produktow biotransformacji wyznaczano na podstawie
krzywych kalibracyjnych. Wprawdzie Doktorantka opisuje, w jaki sposob to
zrobila, ale chciatabym, zeby w czasie obrony publicznej przedstawita przykladowe
krzywe kalibracyjne i réwnania na podstawie, ktorych wyznaczala stezenie
produktow.

2. W dysertacji podano, ze eksperymenty prowadzone byly w trzech powtérzeniach
i na wykresach podane sg prawdopodobnie wartosci odchylenia standardowego, ale

nie znalaztam komentarza w tekscie. Prosze o komentarz.
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3. Prosze uscislié, jaka ggstos¢ zarodnikéw testowanych grzybow stosowano
w procesach biotransformacji, bo w rozdziale 3.6 podano tylko liczbg zarodnikow
Aspergillus niger (KKP 2301).
W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze dysertacja stanowi istotny wktad
w opracowanie metod syntezy niskoczasteczkowych polifenoli o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych. W trakcie realizacji zaplanowanych badan Doktorantka osiagne¢la
stawiane sobie cele. Cze$é przedstawionych wynikow badawczych byta podstawa publikacji
w czasopismach naukowych i zostata juz oceniona przez niezaleznych recenzentéw oraz byla
podstawg trzech zgloszen patentowych, a czgs¢ z nich zapewne zostanie wkrotce
opublikowana.

Reasumujgc, stwierdzam, ze  praca doktorska pt. ,LZASTOSOWANIE
BIOTRANSFORMACJI DO SYNTEZY ANTYOKSYDANTOW” spelnia ustawowe
wymagania okreslone w art.13 ust.1 Ustawy z dn. 14 marca z 2003r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65, poz.595,
z pbzniejszymi zmianami) i wnioskuje do Rady Wydziatu Chemicznego, Politechniki
Wroclawskiej o dopuszczenie Pani mgr Beaty Szmigiel-Mereny do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.




