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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, wykonana pod kierunkiem dr hab. inz.
Ewy Zymanczyk — Dudy, prof. Politechniki Wroctawskiej, dotyczy badad mozliwosci
zastosowania cyjanobakterii jako biokatalizatoréw w procesie otrzymywania chiralnych
B-hydroksyfosfoniandw na drodze selektywnej redukcji odpowiednich ketofosfonianéw.

Cyjanobakterie, jako jedna z najwiekszych populacji bakterii, staty sie obiektem
zainteresowania licznych grup badawczych z wielu dziedzin. Sg one nie tylko zrédtem wielu
zwigzkoéw biologicznie aktywnych, znajdujac zastosowanie m.in. jako suplementy diety,
dodatki do pasz, nawozy, ale stanowig takze interesujgcy surowiec do produkcji biopaliw czy
w procesach bioremediacji. Jednym z najciekawszych zastosowan jest uzycie cyjanobakterii
jako biokatalizatorow w licznych badaniach proceséw biotransformacji. Procesy te, jak
wszystkie z zastosowaniem catych mikroorganizméw majg swoje wady i zalety. Z jednej
strony eliminuje sie koszty zwigzane z wydzielaniem i oczyszczaniem konkretnych enzymaéw,
zapewniona jest naturalna regeneracja kofaktoréw niezbednych dla funkcjonowania
niektérych z nich, z drugiej za$ istnieje koniecznos¢ doboru odpowiedniej aparatury
i warunkéw procesu najbardziej odpowiednich do wzrostu i funkcjonowania organizmu, a
takze izolacji produktu.

Doktorantka podjeta sie trudnych badan nad mozliwoscig zastosowania cyjanobakterii
w procesie otrzymywania chiralnych B-hydroksyfosfoniandw o potencjalnej aktywnosci
biologicznej. Otrzymywanie chiralnych zwigzkéw fosfonowych na drodze biotransformacji
jest przedmiotem zainteresowania grupy badawczej prof. Ewy Zymanczyk-Dudy.
Nowatorskie  podejscie  Autorki polega na  zastosowaniu  mikroorganizmow
fotosyntezujgcych, w odrdéznieniu od innych prac, w ktérych wykorzystywano gtéwnie
mikroorganizmy heterotroficzne.

Cze$¢ pracy zatytutowana ,Wstep” zawiera bardzo starannie, jasno i niezwykle
wyczerpujgco zredagowany przeglad literatury z zakresu charakterystyki i zastosowania
mikroalg (bibliografia zawiera w sumie 198 pozycji literaturowych, z czego w tej czesci
Autorka cytuje 150 pozycji). Godna podkreslenia jest bardzo wnikliwa analiza doniesien
literaturowych dotyczacych z jednej strony zagadnieh budowy, wystepowania i warunkow
hodowli cyjanobakterii a z drugiej ich wykorzystania. W rozdziale 3 Autorka szeroko opisuje
mozliwosci zastosowania sinic i innych mikroalg w rdéznych dziedzinach. Rozpoczyna te
rozwazania od przeglgdu proceséw biotransformacji z udziatem cyjanobakterii. Doktorantka
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skupia sie przy tym na opisanych w literaturze reakcjach redukcji ugrupowania
karbonylowego oraz modyfikacji struktur steroidéw i monoterpenéw. W kolejnych
rozdziatach Autorka przedstawia komercyjny potencjat mikroalg jako Zrodta zwigzkow
biologicznie aktywnych, ale przede wszystkim sktadnika suplementow diety i kosmetykéw
oraz dodatku do pasz i nawozéw. Ciekawa jest rowniez dyskusja na temat wykorzystania
mikroalg jako surowca do produkcji biopaliw, gdzie Doktorantka przedstawia zaréwno zalety
jak i wady takiego rozwigzania. Rozwazania konczy podrozdziat ,,Bioremediacja”, w ktdérym
opisane zostato zastosowanie sinic w procesie usuwania metali ciezkich z zanieczyszczonego
srodowiska.

Tak bogaty przeglad literatury stanowi niezwykle wartosciowe zrédto informacji na
temat budowy, warunkéw hodowli i zastosowania cyjanobakterii. Swiadczy réwniez o duzych
umiejetnosciach Doktorantki w zakresie odpowiedniego doboru iinterpretacji danych
literaturowych. Na podkreslenie zastuguje forma przedstawienia doniesien literaturowych w
postaci syntetycznego opisu, ale przede wszystkim przejrzystych tabel i rysunkdéw, co
znacznie podnosi wartos$¢ przedstawionego materiatu. Troche zabrakto w tej czesci danych
literaturowych z zakresu otrzymywania i zastosowania chiralnych zwigzkéw fosfonowych,
bedacych obiektem badan Doktorantki. Informacje dotyczgce tego tematu znalaztam jednak
w czesci badawczej.

Kolejna czes$¢ ,,Cel pracy” zawiera jasno sformutowane zatozenia badawcze, zaréwno
ogolne jak i szczegdtowe, przedstawione w punktach.

Rozdziat ,Badania witasne” rozpoczyna opis syntezy substratéw uzywanych pdiniej
w procesie biotransformacji. Nastepnie Doktorantka podejmuje wnikliwg i ciekawg dyskusje
poswiecong metodzie wyznaczania nadmiaru enancjomerycznego B-hydroksyfosfonianéw
oraz okredlenia ich konfiguracji absolutnej, z wykorzystaniem techniki NMR i chiralnych
czynnikow derywatyzujgcych. W kolejnym rozdziale Autorka opisuje przygotowanie hodowli
i charakterystyke wybranych, réznych morfologicznie 6 szczepdw sinic, podajgc m.in. krzywe
wzrostu. Stosuje trzy rézne metody pomiaru przyrostu biomasy i wybiera najbardziej
uniwersalng — zaleznos¢ stezenia chlorofilu a od czasu. Przydatne bytoby tutaj uzasadnienie
wyboru 21-dniowych hodowli sinic do proceséw biotransformacji. Jak wynika z krzywych
wzrostu, stezenie oznaczanego chlorofilu a byto rézne dla réznych szczepow.

W dalszej czesci Doktorantka omawia wyniki uzyskane w procesie biotransformacji
kilku B-ketofosfonianéw o rdinej budowie, z zastosowaniem cyjanobakterii jako
biokatalizatorow. W celu wyznaczenia najbardziej korzystnych warunkdéw, przedstawia
kolejno wptyw Zrdédfa swiatta i systemow oswietlenia, stosowanej pozywki oraz mieszania
i napowietrzania na uzyskiwane rezultaty. Badania wykonuje na 3 szczepach, wykluczajac
pozostate, ze wzgledu na matg aktywnos¢ w badanym procesie. Po wstepnych badaniach
stwierdza, ze najlepsze wyniki uzyskuje sie w reakcji redukcji 2-okso-2-fenyloetanofosfonianu
dietylu wobec szczepu Nodularia sphaerocarpa (konwersja 98-99%; ees 92-95%), przy czym
wptyw Zrddta Swiatta i systemu oswietlenia jest niewielki. Znikomy jest tez wptyw sktadu
stosowanej pozywki w tym przypadku. Uzyskane wyniki sg bardzo interesujace, ze wzgledu
na fakt, ze po raz pierwszy udato sie otrzymac B-hydroksyfosfonian o takiej strukturze na
drodze biotransformacji. Mogg one jednoczesnie wskazywaé na wysoky specyficznosc
substratowg oksydoreduktazy ekspresjonowanej w badanym szczepie. Wprawdzie
Doktorantka odwotuje sie tutaj do danych literaturowych dotyczgcych wyizolowanych z
cyjanobakterii enzymdw, jednak w mojej opinii przydatoby sie troche wiecej informacji z
tego zakresu.



Wiekszy wptyw sktadu podioza hodowlanego oraz stosowanych skfadnikéw
odzywczych obserwuje Autorka dla innych badanych szczepdw, szczegdlnie w procesie
redukcji alifatycznych B-ketofosfoniandw, uzyskujagc w wiekszosci wysokie nadmiary
enancjomeru S produktu, ale jednoczesnie niezbyt wysoki stopien przemiany substratu. Na
podkreslenie zastuguje wnikliwa analiza wynikdéw uzyskanych dla biotransformacji wobec
szczepOw cyjanobakterii hodowanych na réznych podtozach. Doktorantka dyskutuje m.in.
wptyw pH idodatku Zrédta azotu dla podtoza BG-11 i Spirulina. Nie znalaztam natomiast
danych na temat pH podtoza Z8. W podsumowaniu wptywu réznych czynnikdw na proces
biotransformacji ketofosfoniandw Autorka okresla najbardziej korzystne warunki
prowadzenia przemian poszczegdlnych substratéw. Troche zbyt odwazne jest okreslenie tych
warunkéw jako optymalnych.

W rozdziale 5.3. Doktorantka opisuje i analizuje wyniki uzyskane w procesie
immobilizacji badanych szczepdw cyjanobakterii, podajac na poczatku najwazniejsze zalety
ale tez wady takich biokatalizatoréw. Immobilizacja catych komodrek jest zadaniem trudnym,
gdyz nalezy nie tylko dobraé wtasciwy nosnik, ale tez zapewnié¢ odpowiednie warunki
i sktadniki odzywcze, co niejednokrotnie powoduje trudnosci w samym procesie
unieruchomienia. Autorce udato sie skutecznie wykona¢ immobilizacje dwéch szczepow w
alginianie wapnia, a po modyfikacji warunkéw procesu takze trzeciego szczepu Arthrospira
maxima. Wyniki biotransformacji odpowiednich ketofosfonianéw wobec immobilizowanego
szczepu N. sphaerocarpa s3 w wiekszosci tylko nieznacznie gorsze od uzyskanych dla
wolnych komodrek, co Doktorantka stusznie wigze z mozliwoscig utrudnionej dyfuzji
reagentdw oraz ograniczeniem dostepnosci $wiatfa. Autorka potwierdza jednoczesnie
mozliwos¢ wydajnej iselektywnej redukcji 2-okso-2-fenyloetanofosfonianu dietylu do
(S)-2-hydroksy-2-fenyloetanofosfonianu dietylu wobec badanego katalizatora (konwersja
97%; ees 97% przy 1% stezeniu alginianu wapnia) , co daje nadzieje na zastosowanie tej
metody na wiekszg skale. Préoby immobilizacji na powierzchni porowatych pianek
poliuretanowych nie powiodty sie.

Kolejnym wyzwaniem sg proby powiekszenia skali biotransformacji, co z punktu
widzenia technologicznego jest istotnym i czesto trudnym etapem. Doktorantka nie tylko
zwieksza objeto$é mieszaniny reakcyjnej, ale takie bada wptyw typu stosowanego
bioreaktora (ptaskoscienne wentylowane butelki, kolby Erlenmeyer’a, kolumny wypetnione
immobilizowanym biokatalizatorem). Badania rozpoczyna od okreslenia wptywu ilosci
2-okso-2-fenyloetanofosfonianu dietylu na proces biotransformacji wobec N. sphaerocarpa.
Stwierdza, ze najbardziej korzystne jest stezenie 1-2 mM, powyzej ktérego znacznie obniza
sie stopien przereagowania substratu. Interesujgce jest powigzanie tych badan z analizg
zywotnosci komoérek stosowanych cyjanobakterii. Brak wyraznych zmian wraz ze wzrostem
stezenia substratu sugeruje, ze enzymy uczestniczgce w procesie biotransformacji sg raczej
powigzane z metabolizmem wtérnym. Doktorantka stwierdza przy tym, ze bardziej
wiarygodne sg wyniki otrzymane metodg cytometrii przeptywowej (z zastosowaniem
barwnika SYTOX Green) niz testu MTT. Autorka podejmuje réwniez prébe wyjasnienia takiej
sytuacji. W wyniku podjetych préb zwiekszenia skali procesu ze 100 ml do 500 ml
Doktorantka wskazuje, ze przy zastosowaniu szczepu N. sphaerocarpa najlepsze wyniki
uzyskuje sie stosujgc prosty reaktor okresowy (kolbe Erlenmeyer’a) oraz odpowiednie
naswietlanie i wytrzgsanie mieszaniny reakcyjnej. Interesujgce sg réwniez wstepne badania z
zastosowaniem kolumn wypetnionych immobilizowanym biokatalizatorem. Wprawdzie
uzyskane stopnie przemiany sg znacznie nizsze niz dla hodowli okresowych wobec ,,wolnych”
komoérek, jednak mozina zauwazyé, ze dla proceséw ciggtych bardziej korzystne jest



zastosowanie dtuzszych kolumn o matej srednicy. W mojej opinii zastosowanie mniejszego
natezenia przeptywu mogtoby poprawic¢ uzyskiwane wyniki. Rezultaty przedstawione w tym
rozdziale dajg ogdlny poglad na temat mozliwosci powiekszenia skali procesu, wymagajg
jednak wielu badan dotyczacych m.in. stabilnosci immobilizowanego biokatalizatora oraz
optymalizacji warunkéw (natezenie przeptywu, wymiary bioreaktora itp.).

Ciekawe jest umieszczenie w czesci badawczej nie tylko analizy uzyskanych przez
Doktorantke wynikéw, ale takze opisanych w literaturze danych z tego zakresu. Pozwala to
na szersze spojrzenie na poszczegdlne zagadnienia poruszane w pracy, bez koniecznosci
powrotu do czesci literaturowej. Mimo, ze jest to podejscie niestandardowe, sprawiajgce
wrazenie, ze czesc literaturowa jest niekompletna, to jednak ma ono wiele zalet.

Rozdziat ,,Podsumowanie” zawiera najwazniejsze osiggniecia uzyskane w trakcie badan
oraz konkretne, przemyslane wnioski, co przy tak szerokim zakresie badan wymagato duzego
wysitku i wiedzy.

Liczne procedury i metody analityczne stosowane w pracy, zostaty bardzo doktadnie
opisane w czes$ci doswiadczalnej.

Praca jest napisana bardzo starannie i jasno, jej uktad jest czytelny, z zachowaniem
prawidtowych proporcji poszczegdlnych rozdziatéw. Strona merytoryczna nie budzi
wiekszych zastrzezen, ale, jak to zwykle bywa przy tak obszernej rozprawie, nie udato sie
unikng¢ bteddw edytorskich i pewnych skrétéw myslowych.

Z obowigzku recenzenta podaje wybrane uwagi oraz niescistosci, ktére zauwazytam
podczas analizy recenzowanej pracy:

1. Str. 41 — powinno by¢ >NO5’; nie znalaztam w artykule 119 informacji na temat

stosowania 14C02 i 3H20.

2. Str. 58-59 — Doktorantka podaje, ze zastosowano fosforyn tréjetylowy, tymczasem
na Schemacie 1 podaje wzér fosforanu(V). To samo na str. 121.

3. Str. 67 —wykresy 3-8:

a. dla szczepu Nostoc cf-muscorum CCALA 129 podana jest krzywa zaleznosci
gestosci optycznej hodowli ODssg od czasu, a dla reszty zaleznos¢ stezenia
chlorofilu od czasu. Lepiej bytoby podaé te samg zalezno$é dla wszystkich
szczepow.

b. W przypadku szczepu Geitlerinema sp. CCALA 138 po ok. 17 dobach
obserwuje sie dos¢ znaczny spadek stezenia chlorofilu (w pozostatych
przypadkach ciggly wzrost). Doktorantka podaje, ze do biotransformacji
stosowano hodowle 21-dniowe. Czy taki przebieg i stosunkowo niskie
stezenie chlorofilu mogty mie¢ wptyw na matg aktywnos¢ badanego szczepu
w procesie biotransformac;ji?

4. Z literatury wynika, ze niektdre szczepy cyjanobakterii s3 zdolne do rozszczepienia
wigzania wegiel-fosfor. Czy w obecnosci ktéregos z badanych w pracy szczepow
obserwowano takie zjawisko?

5. Str. 77 — troche niejasne jest ttumaczenie nizszej czystosci optycznej produktu 35
(,aktywacja enzymow wykazujgcych przeciwng enancjospecyficzno$s¢ w zadanych
warunkach”). Czy istniejg jakies doniesienia literaturowe o mozliwosci ekspres;ji lub
aktywacji innych enzymdw przy zastosowaniu pozywki Z8? Moze takie zmiany
wynikajg ze zmiany oddziatywan danego substratu z centrum aktywnym
oksydoreduktazy w zastosowanych warunkach.

6. Str. 86 — Doktorantka pisze o mozliwym hamujgcym wptywie B-ketofosfonianéw na
aktywnos¢ katalityczng systemu enzymatycznego komdrek sinic, a nastepnie



podaje, ze w celu ograniczenia lub wyeliminowania tego wptywu stosuje
immobilizacje biokatalizatora. Czy immobilizacja moze wptyngé az tak znaczaco na
inhibicje substratowa lub produktowag enzymoéw?

7. Str. 99 — stwierdzenie o toksycznym wptywie 2-oksobutanofosfonianu dietylu na
komorki N. sphaerocarpa przy wartosci 12,2% komérek martwych w populacji
i 10,2% w kontroli jest dyskusyjne, jezeli wzigé¢ pod uwage btad oznaczenia +2%.

8. Str. 103 — zastosowanie wyzszego stezenia substratu (5 mM) w badaniach na skale
500 ml jest zbedne, jezeli wczesniej Doktorantka ustalita, ze juz przy 4 mM
nastepuje znaczne obnizenie stopnia przereagowania i wskazata na hamujacy
wptyw takiej ilosci substratu na enzym/enzymy katalizujgce reakcje redukcji.

9. Wybrane okreslenia niezbyt precyzyjne lub bedqgce skrétami myslowymi (nie
wymagajg komentarza Doktorantki):
a. Str. 42 — niedokoniczone zdanie i btad edytorski — ,Wiele szczepow sinic
wykazuje cechy, ktdre sprawiajg, ze ten system biologiczny jest interesujacy
z energetycznego punku”
b. Str.43 —tabela 9 —,,(20-50% mokrej suchej masy)” — mokrej czy suchej?

c. Str. 68 —,,...pobierano prébke zawiesiny hodowlanej i dokonywano pomiaru
wzrostu”

d. Str. 85—, niska wydajnos¢ redukcji alifatycznych substratdow moze wynikac z
toksycznego wptywu testowanych ksenobiotykéw na aparat enzymatyczny

komorki”

e. Str. 92 — zamiast odniesienia do podrozdziatéw 5.4.1.-5.4.4. (czesci
Materiaty i Metody) powinno chyba by¢ odniesienie do rozdziatu 7 tej czesci
pracy.

f. Str. 137 - ,,zimmobilizowane w alginianie wapnia.....
g. Str. 139 — , niebiesko-biatym swiattem o zimnym odcieniu...”

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska, posiada wysoki poziom
merytoryczny oraz zawiera oryginalne i cenne wyniki badan nowych biokatalizatorow
w reakcji redukcji ketofosfoniandw. Doktorantka wykazata sie duzymi umiejetnos$ciami w
wykorzystaniu i analizie danych literaturowych, planowaniu doswiadczen, ich realizacji oraz
dojrzatym formutowaniu poprawnych wnioskéw. Na podkreslenie zastuguje szeroki zakres
oraz interdyscyplinarny charakter rozprawy doktorskiej, obejmujgcy zaréwno czesé
biochemiczng jak isyntetyczng. Swiadczy to o ogromnej pracy wtozonej w realizacje
zatozonego na poczatku celu oraz o samodzielnosci i dojrzatosci naukowej Doktorantki.
Potwierdzeniem wartosci przedstawionych wynikéw jest 6 publikacji, w tym artykut w
bardzo dobrym czasopi$smie Green Chemistry (IF 8,02; 2015), dwa zgtoszenia patentowe oraz
prezentacje na 11 konferencjach krajowych i miedzynarodowych.

Uwazam, ze rozprawa doktorska pt. ,Wykorzystanie sinic do otrzymywania
chiralnych zwigzkéw fosfonowych” spetnia wszystkie warunki merytoryczne i formalne
okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki, w zwigzku z czym wnosze do Rady
Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o przyjecie rozprawy i dopuszczenie pani
mgr inz. Moniki Gorak do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.



Jednoczesnie biorgc pod uwage obszerny zakres pracy i jej wartos¢ merytoryczng
potwierdzong publikacjami, zwracam sie do Rady Wydziatlu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej z prosba o wyrdinienie przedstawionej mi rozprawy doktorskiej.
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