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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr inz. Moniki Gorak pt. ,,Wykorzystanie sinic do

otrzymywania chiralnych zwiazkéw fosfonowych”
(promotor: Dr hab. inz. Ewa Zymanczyk-Duda, prof. PWr)

W okresie ostatnich dziesieciu lat nastapita intensyfikacja badan na polu
poszukiwania nowych rozwigzan dla przemystu poprzez poszukiwanie
biokatalizatoréw na potrzeby opracowywania biotechnologii mogacych stanowié
alternatywe dla proceséw wykorzystujacych tradycyjne katalizatory w syntezie
chemicznej. Do zapoczgtkowania tych badan przyczynito sie rosnace
zapotrzebowanie przemystu farmaceutycznego na wydajng synteze zwigzkow
chemicznych posiadajgcych chiralne struktury jak i wymoég spetnienia zasad
zrbwnowazonego rozwoju w procesach technologicznych. Obecnie na $wiecie
prowadzone s3 liczne projekty naukowe, ktérych celem jest identyfikacja nowych
biokatalizatorow, zaréwno w postaci catych komoérek organizmow jak i enzymoéw z
nich izolowanych, a nastepnie opracowanie metod umozliwiajgcych ich praktyczne
zastosowanie oraz rozwigzanie trudnosci zwigzanych z zwigkszaniem skali procesu.
Recenzowana praca doktorska Pani mgr inz. Moniki Gérak doskonale wpisuje sie w

ten nurt badawczy. Poszukiwanie nowych oksydoreduktaz stanowigcych po
hydrolazach drugg z klas enzymow o najwigkszym przemystom zastosowaniu jest

polem, na ktérym prowadzone sg intensywne badania. Do tej pory badania te jednak
skupialy si¢ na wykorzystaniu w tym celu drozdzy, plesni lub bakterii, jednak w
przypadku bakterii badania te zasadniczo nie dotyczyty sinic. Dlatego, praca Pani
mgr inz. Moniki Gorak stanowi w mojej ocenie wazny krok na tym polu,
rozpoczynajgcy badania nad mato poznanym potencjatem biotechnologicznym
aparatu enzymatycznego sinic.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska liczy 167 stron maszynopisu
tacznie z bibliografia obejmujaca 198 pozycji i zawiera 45 tabel, 20 rysunkow i 17
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wykresow. Tekst pracy podzielony jest na typowe rozdziaty dla rozpraw naukowych z
zakresu badan eksperymentalnych.

Pierwszy rozdziat pracy zatytutowany Streszczenie w mojej ocenie spetnia
swoje tytutowe zadanie. Nie mam do tego rozdziatu zastrzezen.

W nastepnym rozdziale zatytutowanym Wstep, zostat rzeczowo oméwiony
obecny stan wiedzy w zakresie badan istotnie fgczgcych sie z tematem rozprawy.
Rozdziat ten zawiera zwiezte, lecz wyczerpujgce omowienia informacji na temat
charakterystyki cyjanobakterii oraz rozwigzan wspétczesnie wykorzystywanych do ich
hodowli, a takze hodowli innych mikroalg. W rozdziale tym, w sposéb wyczerpujacy
zostaty omoéwione najwazniejsze osiggniecia w zakresie ustalenia czynnikéw
wptywajgcych na wydajnos¢ hodowli biomasy cyjanobakterii oraz zastosowania tych
mikroorganizméw i innych mikroalg w procesach przemystowych. Bardzo
wartosciowe dla czytelnika jest takze omowienie komercyjnego potencjatu sinic,
ukazujace ich znaczenie dla rozwoju biogospodarki, jako terazniejszego Ilub
potencjalnego producenta zwigzkéw aktywnych biologicznie, stosowanych przy
produkcji lekéw, zywnosci czy tez biopaliw Il generacji, a takze znaczenia tych
organizmow dla opracowania nowych procesow bioremediacji wody i $ciekéw.
Pozostate wazne dla pracy informacje dotyczace charakterystyki sinic i systemow
hodowli mikroalg zostaty zwiezle aczkolwiek w stopniu wystarczajgcym omowione w
tym rozdziale. Mam jednak kilka uwag do tego rozdziatu. Z analizy tresci pierwszego
akapitu Streszczenia wynika, ze obecnie metody biologiczne redukcji ketonéw sa
oparte na wykorzystaniu w tym celu niefotosyntetyzujgcych i heterotroficznych
mikroorganizméw lub wyizolowanych i oczyszczonych z nich enzyméw. Stad
oczekiwatem rozwinigcia tej mysli w rozdziale zatytutowanym Wstep. Niestety, w tym
rozdziale informacja ta w nieomal niezmienionej formie zostata jedynie powtérzona w
pierwszym akapicie na stronie 19. Osobiscie uwazam to za zbyt duze uproszczenie,
poniewaz rozwinigcie tej mysli i przedstawienie krétkiego omoéwienia stanu tych
badan jest wazne dla uchwycenia we wtasciwym swietle szczegétowo omoéwionego
stanu badan nad wykorzystaniem w tym samym celu cyjanobakterii (podrozdziat 3.1).
Ponadto, w tej czesci pracy, na stronie 18, w ostatnim akapicie autorka stwierdza,
cytuje: ,Asymetryczna redukcja ketonéw jest jedna z najwazniejszych i praktycznych
reakcji stosowanych w produkgji nieracemicznych chiralnych alkoholi, ktére moga by¢

nastgpnie transformowane podczas syntezy do waznych przemystowo zwigzkéw

chemicznych tj. farmaceutykéw czy agrochemikaliéw. Niestety, mys$| ta nie zostata




rozwinieta. Nie zostaty przedstawione dane obrazujace, o jakie konkretnie
farmaceutyki i agrochemikalia autorce chodzi. Co wiecej, w tym miejscu poza
przedstawieniem przyktadéw konkretnych waznych przemystowo zwigzkow
nalezacych do tej grupy nalezalo by tez przedstawi¢ dane na temat obecnego i
przysztego zapotrzebowania rynkowego na te przyktadowe zwiazki. W moim
osobistym odczuciu, przedstawienie tych dodatkowych informacji pozwolitoby lepiej
zrozumie¢ czytelnikowi tej pracy, wage badan autorki przedstawionych w rozdziatach
zatytutowanym Badania Wtasne.

Mniej istotna uwaga dotyczy sensu zdania ze strony 19, ktére brzmi, cytuje:
"Jednak w poréwnaniu do najczesciej stosowanych biokatalizatoréw — bakterii,
grzybéw oraz drozdzy, sinice stanowig stabo poznang grupe mikroorganizmow.”
Autorka bardzo nieprecyzyjnie wyrazita sie w tym zdaniu, poprzez uzycie zbyt
obszernych terminéw tj ,bakterie” i ,grzyby” tacznie z terminami o zdecydowanie
wezszym znaczeniu tj. sinice — ktore sg grupa bakterii autotroficznych, oraz drozdze,
ktore sg grupa jednokomérkowych grzybow. W zwigzku z tym nalezato by
doprecyzowac o jako grupe bakterii innych niz sinice autorce chodzito w tym zdaniu.
Natomiast, zamiast zwrotu ,grzyby oraz drozdze”, w mojej ocenie powinien by¢ uzyty
zwrot ,grzyby w tym drozdze” pokazujacy wtasciwe logiczne umigjscowienie drozdzy
w obrebie szerokiego pojecia jakim jest termin grzyby.

Kolejna uwaga dotyczy btedu rzeczowego znajdujgcego sie na stronie 25 w
trzecim akapicie. W tym miejscu autorka pisze: ,...niezbednymi do prawidtowego
wzrostu sinic sg jony S, K, Na, Fe, Mg, Ca za$ mikroelementami jony B, Cu, Mn, Zn,
Mo, Co, V, Se ...”. Po pierwsze autorka uzyta zapisu symboli pierwiastkow, po drugie
nie podata o jakie konkretnie jony chodzi dla tych pierwiastkow np. siarki czy kobaltu,
ktore mogg wystepowac w jonach na réznych stopniach utlenienia. Po trzecie kiedy
piszemy o mikroelementach w domysle juz jest wiadomym, ze chodzi o pierwiastki, a
nie jony, stgd uwazam zwrot , za$ mikroelementami jony” za btgd rzeczowy i
logiczny.

Moja ostatnia uwaga wzgledem danych przedstawionych w omawianym
rozdziale dotyczy Wykresu 1. Na wspomnianym wykresie, obrazujgcym skale
zastosowania poszczegélnych klas enzymoéw w biokatalizie, autorka udziat
oksydoreduktaz ocenita na rowne 25%. Natomiast w akapicie bezposrednio pod tym
wykresem, autorka podaje, ze udziat ten wynosi okoto 30%. W mojej ocenie te dwie
wartosci jednak zbytnio od siebie odbiegaja.
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Podsumowujac, pomimo zgtoszonych uwag, uwazam, ze rozdziat wstep
spetnit swoje zadanie bardzo dobrze. O mojej bardzo wysokiej ocenie tego rozdziatu
zadecydowat =zakres, aktualnos¢ (tj. cytowania jak najbardziej aktualnego
pi$miennictwa) i sposéb przedstawienia informacji w podrozdziatach 2 i 3. Takze,
wysoko oceniam fakt podania przez autorke w tym rozdziale informacji na temat
osrodkéw naukowych w Polsce, w ktérych prowadzi sie badania nad zastosowaniem
mikroalg.

W kolejnym kréciutkim jednostronicowym rozdziale autorka przedstawita jasno
i zwiezle gtowny cel oraz szczegotowe cele pracy. Nie mam zastrzezen do
sformutowanych celéw, a wyboér celow szczegétowych uwazam za dobrze
przemyslany.

W nastepnym rozdziale zatytutowanym Badania wfasne, liczacym 50 stron,
autorka pracy przedstawia wykonane eksperymenty oraz omawia i analizuje
uzyskane wyniki. Opis wynikéw jest bardzo dobrg czescig dysertacji — autorka
wnikliwie komentuje rezultaty kolejnych doswiadczen, ktére stanowia logicznie
zaplanowany cigg badan. Co wazne dla mnie, autorka w celu lepszego zrozumienia
przez czytelnika dokonanego przez nig wyboru metod eksperymentalnych dosé
szczegotowo omawia niektore z nich tak jak np. w podrozdziale 3 czyni to dla metod
stuzagcych do wyznaczania nadmiaru enancjomerycznego oraz konfiguracji
absolutnej B-hydroksyfosfonianéw. Uwazam to za dobrg decyzje. Za szczegolnie
wartosciowe i trafne uwazam wykonanie przez autorke badan, w celu wyznaczenia
krzywej wzrostu hodowli sinic z wykorzystaniem réznych alternatywnych metod. Byto
to wtasciwe podejscie m.in. ze wzgledu na fakt uzycia w badaniach szczepéw sinic
znaczgco réznigecych sie morfologig i wielkoscig komorek (Rysunek 18). W sposob
przemyslany zostaty tez wybrane do zbadania te parametry hodowli, ktére sg wazne
dla optymalizacji procesu biotransformacji. Sposob przeprowadzenia tych
eksperymentow (podrozdziat 5.2), uwazam za witasciwy i zgodny z rozwigzaniami
wczesniej przyjetymi w literaturze przedmiotu. Za wazne dokonanie dla tej pracy,
uwazam wykonanie przez autorke badan nad zwiekszaniem skali szczegolnie
obiecujacego procesu biotransformacji B-ketofosfonianéw z zastosowaniem komérek
N. sphaerocarpa oraz okreslenie zywotnosci komoérek tych sinic w warunkach
biotransformacji przy réznym stezeniu badanych ksenobiotykow.

Podsumowujac, uwazam, ze autorka przedstawita przekonujgcy opis

wykonanych badan, oraz osiagneta wyznaczone cele szczegétowe. Do tego



rozdziatu, jednakowoz, mam nastepujace uwagi. W rozdziale 5.4 autorka stwierdza,
ze: ,Uzyskane wyniki stanowity podstawe do kontynuacji badan i podjecia proby
zwiekszenia  skali  najefektywniejszego  procesu - redukcji  2-okso-2-
fenyloetanofosfonianu dietylu 34 z zastosowaniem komorek N. sphaerocarpa.”.
Niestety, autorka nie jest konsekwentna, bo odbiega od tego zatozenia prezentujac w
podrozdziale 5.4.2, pierwszy akapit na stronie 102, takze wyniki zwiekszenia skali
procesu metodg B dla biotransformacji 2-oksopropanofosfonianu dietylu 32 oraz 2-
oksobutanofosfonianu dietylu 33. Dla odmiany, w metodach C i D autorka postepuje
w zgodzie z przedstawionym powyzej zatozeniem badawczym. Poza tg uwaga, w
moim odczuciu legendy do wykresow 9 i 10, zamieszczonych w omawianym
rozdziale, powinny zawiera¢ takze krotka informacje, co przedstawiajg oba rodzaje
wykresow stupkowych. Pozwolitoby to po prostu na tatwiejsza analize i zrozumienie
przedstawionych wynikéw przez czytelnika, bez potrzeby poszukiwania opisu tych
wynikow w tekscie pracy.

Z reguly w pracach doswiadczalnych, w tym w pracach doktorskich, jednym z
bardzo waznych rozdziatow jest zwykle Dyskusja. Tresci i sposéb napisania Dyskus;ji
czesto decyduje o warto$ci pracy i jej naukowym przestaniu. W przypadku pracy
doktorskiej mgr inz. Moniki Goérak, takiego rozdziatu w pracy nie ma. Autorka
postanowita prowadzi¢ dyskusje bezposrednio w tych miejscach pracy, w ktérych
omawia wyniki. W przypadku recenzowanej pracy doktorskiej, po zastanowieniu i
uwzglednieniu zdecydowanie nowatorskiego charakteru badan autorki, takie
rozwigzanie uznaje za wtasciwe. Dzieki takiemu rozwigzaniu kazdy z podrozdziatow
konczy sie przedstawieniem wnioskéw na podstawie, ktorych autorka dokonuje
racjonalnych wyboréw co do kierunku dalszych badan. Te ,$ciezke” obrazujgca
przebieg badan najlepiej widac w krotkim 4 stronicowym rozdziale zatytutowanym
Podsumowanie, w ktéorym autorka w sposob zwiezty i rzeczowy przytacza
najwazniejsze wnioski wyptywajace z jej badan.

Czes¢ metodyczna, opisujgca materiaty i metody wykorzystane w badaniach
liczy 29 stron. Dob6r metod uzytych w pracy oceniam jako prawidtowy. W rozdziale
tym znalazly sie¢ takze rzetelne opisy autorskich metod optymalizacji skali procesu
biokonwersji ksenobiotyku 34 z wykorzystaniem komorek N. sphaerocarpa (metody
A-D) opracowanych na potrzeby tej pracy. Opis wszystkich uzytych metod jest w

mojej ocenie wystarczajgco precyzyjny dla ewentualnego powtorzenia doswiadczen.



Na zakonczenie swojej recenzji pragne przedstawi¢ ocene jezyka i warstwy
edycyjnej pracy. Praca Pani Moniki Gérak od strony edytorskiej jest przygotowana
bardzo staranie. Tabele, rysunki i wykresy sg wkomponowane w tekst pracy we
wtadciwych miejscach. Ponadto sg one bardzo czytelne, chociaz nie dotyczy to
Tabeli 1, gdzie w dwoch pierwszych rzedach oraz ostatnim rzedzie pod strukturami
zwigzkéw chemicznych nie ma ich nazw w przeciwienstwie do pozostatych struktur
zwigzkdw chemicznych zaprezentowanych w tej tabeli, ktore sa opatrzone
witasciwymi nazwami. W catej pracy znalaztem zaledwie kilka btedéw gramatycznych
(uzycie stow w nieprawidtowej odmianie), a takze btedéw sktadniowych zdania.
Sama praca jest napisana bardzo dobrym jezykiem polskim. Przekaz tresci
merytorycznych jest catkowicie zrozumiaty. Na tg bardzo dobrze napisang prace
cieniem jednak kfadzie sie uzycie przez autorke niewtasciwe] konwencji zapisu
.Separatora dziesietnego” w podawanych w wielu miejscach pracy wartosciach
liczbowych. Autorka pracy w tym celu konsekwentnie uzywa kropki podczas gdy w
jezyku polskim prawidtowym znakiem interpunkcyjnym dla zapisu ,separatora
dziesietnego” jest przecinek. Podejrzewam, ze autorka pracy zasugerowata sie
nieSwiadomie, uzyciem w tym celu kropki w anglojezycznej literaturze. Mimo
wszystko jest to btad interpunkcyjny, na ktéry pragne uczuli¢ autorke. Odnoszac sie
na koncu do stylu jezyka pracy mam jedng uwage. W kilku miejscach pracy np. 3
akapit na stronie 87 lub 2 i 3 akapit na stronie 106 przy formutowaniu wnioskéw
wynikajgcych z analizy uzyskanych wynikow, autorka pracy uzywa czasownika
zwrotnego ,wydaje sie”. Uwazam to za btad poniewaz czasownik zwrotny ,wydawaé
si¢” stuzy do formowania sadéw o przedmiotach, zjawiskach, ludziach w oparciu o
subiektywne odczucia, wrazenia, na ktérych poparcie brakuje jednoznacznych
dowodow takich jak np. wyniki przeprowadzonych eksperymentéw. W moim odczuciu
przedstawione wyniki uprawniajg autorke w wskazanych miejscach pracy do
sformutowania jednoznacznych wnioskow.

Analiza tresci przedstawionych powyzej uwag i zastrzezen wyraznie wskazuje,
ze znakomita wigkszoS¢ z nich ma charakter formalny, a nieliczne uwagi
merytoryczne majg charakter przedstawienia problemu do dyskusji. Nie mam
najmniejszych watpliwo$ci, ze przedstawiona rozprawa zawiera istotne elementy
nowosci naukowej. Pani Monika Gérak wykazata sie przy tym wiedza teoretyczng
w zakresie tematyki prowadzonych badan, a takze umiejetnoscig projektowania

doswiadczen i interpretacji ich wynikow. Uzyskane przez Doktorantke rezultaty
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stanowia cenny wkiad w rozwoj badan nad stosunkowo stabo poznanym potencjatem
sinic jako biokatalizatorbw w procesach biokatalitycznych opracowywanych na
potrzeby przemystu. Doceniam w catej petni ogrom badan i wysitku, ktéry musiata
Doktorantka witozyé w jej wykonanie. Nalezy takze doceni¢ dorobek naukowy
Doktorantki, jest wspotautorem 6 publikacji w czasopismach, 2 zgtoszen
patentowych i 11 komunikatow zgtoszonych na konferencjach krajowych i
miedzynarodowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska odpowiada
warunkom okreslonym w art. 13 Ustawy o tytule naukowym i stopniach naukowych
(Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595). Na podstawie powyzszego wnosze do Rady Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Moniki Gérak
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto uwzgledniajgc nowatorski charakter badan w zakresie potencjatu
biotechnologicznego sinic, osiggniete wyniki oraz dorobek autorki ze szczegdlnym
uwzglednieniem faktu opublikowania wynikéw badan zaprezentowanych w niniejszej
rozprawie w cenionym periodyku naukowym Green Chemistry, uwazam, ze rozprawa

Pani mgr inz. Moniki Gérak zastuguje na wyrdznienie.




