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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inZz. Agnieszki Slizewskiej
pt. ,,Ocena wlasciwosci katalitycznych sinic” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Ewy
Zymanczyk-Dudy w Katedrze Biochemii, Biologii Molekulamej i Biotechnologii Politechniki
Wroctawskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pod tytulem ,,Ocena wlasciwosci katalitycznych
sinic” dotyczy zastosowania biomasy cyjanobakterii w reakcjach biotransformaciji nierozpuszczalnych w
wodzie zwigzkéw, takich jak octan 1-fenyloetylu, styren i epoksystyren.

Cyjanobakierie potocznie zwane sinicami, to gromada organizméw samozywnych, dawniej
uznawanych za glony, wedlug nowszej taksonomii zaliczanych do krolestwa Procaryota. Uznawane s3 za
jedne z najstarszych ewolucyjnie organizméw. Pod wzgledem morfologicznym cyjanobakterie moga
wystgpowa¢ w formie jednokomorkowej, wielokomérkowej w postaci trychoméw i nici lub jako kolonie
jednokomdrkowe i nitkowate. Znaczna czg¢$¢ badan aplikacyjnych dotyczaca cyjanobakterii po$wiecona
jest produkowanym przez nie zwigzkom, bowiem mikroorganizmy te wytwarzaja szereg metabolitéw
wtornych o aktywnosci biologicznej. Sg wéréd nich zwigzki o wlasciwosciach chemioterapeutycznych, ale
takze zwigzki wykazujgce wlasciwoséci neurotoksyczne i hepatotoksyczne. Cyjanobakterie stanowig
atrakcyjng alternatywe dla standardowych mikroorganizméw uzywanych w przemysle chemicznym. Ze
wzgledu na zdolno$¢ cyjanobakterii do tlenowej fotosyntezy, ich zastosowanie umozliwia poprawe
ekonomiki proceséw chemicznych i biotechnologicznych poprzez ograniczenie stosowania zewnetrznych
zrodel wegla i energii, a dodatkowo przyczynia si¢ do ograniczenia emisji CO, do atmosfery. Laczac cechy
typowych biokatalizatoréw z mozliwoscia wytwarzania zwigzkoéw organicznych na drodze fotosyntezy

cyjanobakterie sg korzystnym rozwigzaniem dla zréwnowazonej biotechnologii.
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Cyjanobakterie postrzegane sg jako mikroorganizmy o interesujgcym potencjale biokatalitycznym.
Wigkszos¢ badan opisanych w literaturze dotyczy zastosowania w tym celu sinic z rodzaju Spirulina i
produkowanych przez nie enzyrriéw, np. lipaz. Jak dotgd nieznane sg reakcje biotransformacji przy uzyciu
cyjanobakterii w skali przemyslowej. Decyduje o tym szereg czynnikéw, m.in. to, ze hodowle akseniczne
tych mikroorganizméw bywajg czgsto klopotliwe. Dlatego tez, zadanie jakiego podjela sic Pani mgr
Agnieszka Slizewska — poznanie aktywnosci biokatalitycznej sinic wobec trzech ksenobiotycznych
substratéw, nie nalezato do latwych.

Praca Pani mgr inz. A. Slizewskiej idealnie wpisuje sie w nurt badan nowych biokatalizatorow do
zastosowania w syntezie farmaceutykéw i innych produktoéw o wartosci dodanej. Doktorantka postanowita
okregli¢ aktywno$¢ biokatalityczng sinic w reakcji enancjoselektywnej hydrolizy octanu 1-fenyloetylu
stosujgc je w postaci catych komérek i sprawdzi¢ czy zréznicowanie morfologiczne w obrebie tego samego
gatunku wplywa na jego aktywno$¢ hydrolazows. Zbadata takze przebieg hydrolizy chiralnego epoksydu
Jjakim jest epoksystyren i podjgta probg okreslenia potencjatu oksydoredukcyjnego sinic wobec wigzania
podwéijnego styrenu.

Oceniana rozprawa doktorska przygotowana jest wedlug zasad przyjetych dla dysertacji na stopiefi
naukowy doktora w zakresie nauk eksperymentalnych. Praca liczy facznie 198 stron, zostala podzielona na
4 gléwne rozdzialy, w ramach ktorych wydzielono 23 podrozdzialy; zawiera Streszczenie, 32 stronicowe
Wprowadzenie, 3 strony opisu Celu badan, 27 stron opisu Materialéw i metod. Oméwienie wynikéw i
elementy dyskusji przedstawiono tgcznie w Czesci eksperymentalnej liczacej 84 strony. Prace koncza: 6
stronicowe Podsumowanie, Spisy 57 tabel, 71 rysunkéw, 14 schematéw i 14 wykreséw oraz Bibliografia.

Wprowadzenie zawiera przeglad aktualnego stanu wiedzy w przedmiocie charakterystyki ogélnej
sinic i ich zastosowania, m.in w roli biokatalizatoréw. W mojej opinii, podrozdziaty 1.2 Metabolity wiérne
i 1.3 Zwigzki biologicznie aktywne powinny by¢ polaczone, bowiem wigkszo$é metabolitéw wtérnych to
zwigzki wykazujgce biologiczng aktywnoéé i odwrotnie, wéréd zwigzkéw biologicznie aktywnych istnieje
duza grupa metabolitéw wtérnych o dziataniu antybiotycznym i antynowotworowym. W tej czesci pracy
zabraklo opisu poznanych dotad szlakéw metabolizmu ksenobiotykow przez cyjanobakterie. Czy wiadomo
cos na temat szlakéw metabolizmu lub biodegradacji 1-fenyloetylu, styrenu czy epoksystyrenu? Jesli w
literaturze takich informacji jest niewiele, moglo to by¢ podkreslone przez Doktorantke, tym bardziej, ze
gléwnym celem jej badan bylo ,rozszerzenie wiedzy na temat sinic, poprzez poznanie ich aktywnosci
katalitycznej wobec ksenobiotycznych substratow”.

Cel badani jest logicznie i jasno przedstawiony, zawiera osiem tez badawczych, z ktorych sze$é
zostato udowodnionych w wyniku przeprowadzonych przez Doktorantke eksperymentéw. Pani mgr
Slizewska na poczatku wyznaczyla i poprawnie zinterpretowala krzywe wzrostu o$miu hodowanych

szczepoéw. Wykazala, Ze czas biotransformacji, stezenie substratu, sposéb hodowli sinic czy tez ich
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zroznicowanie morfologiczne majg znaczacy wplyw zardwno na stopieni przereagowania substratu, jak i na
enancjoselektywnos¢ reakcji  biotransformacji. Zaobserwowala ponadto, 2ze wydajnoéé i
enencjoselektywnos¢ hydrolizy récemicznego octanu 1-fenyloetylu istotnie zalezy od sposobu naswictlania
hodowli. Przy ograniczeniu dostgpu $wiatta do hodowli Syrechococcus bigranulatus i wyzszych stezeniach
substratu (4-10 mM) nastgpil znaczny wzrost czystosci optycznej mieszaniny produkitéw (odwrotng
zalezno$¢ wykazano w przypadku szczepu Nostoc cf-muscorum). Wyniki sugeruja, ze powyzsza reakcja
moze by¢ réznie powigzana z przebiegiem fotosyntezy w zaleznosci od gatunku sinic — co moze stanowié
intersujgcy temat dalszych badaf. Interesujace i perspektywiczne wydajg sie réwniez badania nad
wplywem zmian morfologii komoérek szczep6éw sinic na ich aktywnos¢ biokatalityczna. Szkoda tylko, ze
zabraklo tu klarownego uzasadnienia dla podjecia tego tematu oraz dyskusji nad tym jakie formy
komérkowe sinic (o rozprostowanych trychomach czy spiralnej budowie) sg najbardziej korzystne pod
wzgledem efektywnosci biokatalitycznej. Wyjasnienie tego zjawiska byloby bardzo przydatne w
kontekscie doboru i sposobu hodowli tych biokatalizatoréw, jak i projektowania warunkéw reakcji
biotransformacji. Jezeli Doktorantka bedzie w przyszlosci zajmowaé sie tym problemem, warto byloby
zbadaé czy réznice w morfologii komérek sa powiazane z aktywnoécig enzyméw zaangazowanych w
proces biotransformaciji, i czy wplywaja one na biodostgpnos¢ hydrofobowych reagentéw wobec centrow
katalitycznych enzymow.

Na uwage zashugujg doswiadczenia dotyczace okreslenia przezywalnosci sinic w warunkach
biotransformacji przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Pozostaje jednak pewien niedosyt, ze wzgledu na
brak rozwinigcia dyskusji wynikéw otrzymanych w tym interesujacym eksperymencie. W ramach tezy
badawczej nr 6 Okreslenie przezywalno$é biokatalizatora w procesie biotransformacji, oprocz. stezenia
substratu, mozna bylo réwniez uwzgledni¢c wplyw produktow biotransformacji na przezywalno$é
cyjanobakterii.

Nie udato si¢ Doktorantce wykaza¢ aktywnosci badanych szczepow sinic w biokatalitycznej
hydrolizie epoksystyrenu, aczkolwiek podjgcie tego zadania bylo w pelni uzasadnione, gdyz w literaturze
opisane sa mikroorganizmy wykazujgce takie uzdolnienia, np. bakterie Sphingomonas wytwarzajace
hydrolazg epoksydowa. Sadzg, ze okreslenie przezywalnosci biokatalizatoréw Synechococcus bigranulatus
wobec styrenu i Leptolyngbya foveolarum wobec epoksystyrenu (tak jak to bylo wykonane wobec octanu
fenyloetylu) daloby odpowiedz czy brak obserwowanej aktywnosci sinic w biotransformacji tych
substratow wynikat z ich toksycznego dziatania czy po prostu badane szczepy nie wykazywaty aktywnosci
w tym zakresie. Czy Doktorantka zastanawiata si¢ nad tym problemem?

Dyskusja zostala przeprowadzona prawidiowo, niemniej jednak uwazam, ze wyniki
przedstawionych badaf stanowily podstawe do przeprowadzenia bardziej wnikliwej analizy, w ktorej

mozna bylo dokona¢ oceny wynikéw badafi wlasnych w konfrontacji z rezultatami uzyskanymi przez
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innych autoréw. Aczkolwiek trzeba przyznaé, ze Pani mgr A. Slizewska miala utrudnione zadanie,
poniewaz badaniami nad zastosowaniem sinic w biotransformacji hydrofobowych ksenobiotykéw (takich
jak styren, epoksystyren i octanu 1-fenyloetyl) zajmowato si¢ do tej pory niewielu autoréw. Mozna bylo
Jjednak odnies¢ si¢ do badar nad innymi grupami drobnoustrojéw. Takie poréwnanie pozwolitoby ocenié
czy rzeczywiscie ,lestowane szczepy cyjanobakterii prowadzq procesy biokonwersji bardzo szybko”
(str.141).

Najprawdopodobniej ze wzgledu na duza zlozono$é badan, i prowadzenie ich réwnolegle na kilku
szczepach, do opisu metodyki oraz przy omawianiu wynikow wkradt si¢ spory chaos oraz pojawito si¢
kilka niescistosci.

1. Niektére podrozdzialy w czegsci metodycznej i eksperymentalnej niepotrzebnie zostaly podzielone
na kolejne podpunkty. Na przykiad podrozdzialy nr 20.3.2, 20.4.2 i 20.5.2 o tym samym tytule ,,Wphw
zmiany sposobu naswietlenia hodowli na szybkosé i efektywnosé procesu biotransformacji” oraz
podrozdzialy nr 20.3.1, 20.4.1 i 20.5.1 (,Biotransformacje”) powinny tworzyé jeden wspdlny
podrozdzial zawierajacy opis wynikéw i dyskusje dla wszystkich badanych w tym celu szczepéw.
Réwniez w rozdziale 22 niepotrzebnie wydzielono dwa podrozdzialy, ktére zawierajg duzo informacji
powielonych z czeéci metodyczne;j.

2. Uwazam, ze podrozdzial 17, przedstawiajacy wyniki dotyczace walidacji metody GC nieco
rozprasza analiz¢ wynikéw dotyczacych samego procesu biotransformacji. Niektore dane, jak np. te
zawarte w tabelach 17-37, mogly by¢ umieszczone na koncu pracy w materialach uzupehiajacych.
Informacja o tym, ze wszystkie otrzymane parametry mieszczg si¢ w rekomendowanych granicach jest
wystarczajgca.

3. Duzo zamieszania wprowadza podrozdziat 21 ,.Indywidualny dobér warunkéw biotransformacji
racemicznego octanu I-fenyloetylu...”, ktéry wydzielono dopiero pod koniec pracy. W istocie okreslono
w nim jedynie czas biotransformacji z uwzglednianiem stopnia konwersji substratu na poziomie 50%
dla trzech wybranych szczepéw. Mozna bylo te wyniki przedstawi¢ wczedniej albo przynajmniej we
wprowadzeniu do tego podrozdziatu, wymienié nazwy szczepéw i uzasadni¢ dlaczego ponownie
postanowiono przebada¢ ich aktywno$¢ biokatalityczng. Niezrozumiale jest takze, dlaczego
zdecydowano si¢ w tym doswiadczeniu na prowadzenie procesu biotransformacji w kolbach
Erlenmayera, a nie w butelkach hodowlanych, ktére w poprzednich doéwiadczeniach okazaly sie

lepszym rozwigzaniem ze wzglgdu wigksza powierzchnie nawietlania.
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Chcialbym prosi¢ Doktorantke o ustosunkowanie sie¢ do innych uwag i odpowiedz na kilka
dodatkowych pytan:
Wprowadzenie
4. W tabeli 1 (str. 20) wéréd zwigzkéw biologicznie aktywnych pochodzgcych z cyjanobakterii
wyszczegblniono inhibitory proteaz. Zabrakio w treéci tego rozdzialu krétkiej informacji na temat
funkgji i praktycznego znaczenia tego rodzaju zwigzkow.
5. Przy omawianiu znaczenia zredukowanych dinukleotydow NAD(P)H w reakcjach redox
katalizowanych przez sinice, mozna bylo uwzglgdnié udzial tych kofaktoréw w reakcjach
przedstawianych na poszczegélnych schematach. Czy wiadomo jakie oksydoredaktazy cyjanobakterii
uczestnicza w tego typu reakcjach?
6. Chcialbym zwr6ci¢ uwage, ze ABE nie jest procesem trzystopniowym (s.40), to skrétowa nazwa
fermentacji weglowodanéw przez bakterie beztlenowe z rodzaju Clostridia, prowadzacej do
wytwarzania mieszaniny acetonu, butanolu i etanolu.
Cel badar
7. W mojej opinii zaprojektowana w ramach tej pracy komora hodowlana zapewnia tylko czesciowo
niezmienne warunki hodowli, poniewaz te zmieniaja si¢ wraz z wykorzystaniem skiadnikéw podloza i
CO; przez cyjanobakterie. Zachowanie stalych warunkéw hodowlanych moglaby zapewnié¢ hodowla w
chemostacie.
8. Doktorantka w jednym z celéw szczegélowych postanowita opracowaé i przeprowadzi¢ walidacje
analitycznej metody oznaczania produktéw biotransformacji. Jest to istotny punkt jej badan, a
przedstawione wyniki $wiadcza o duzym nakladzie pracy wlozonej w ich otrzymanie i zarazem o
rzetelnym warsztacie badawczym Doktorantki. Wykonata szereg obliczen réznych parametréw w celu
sprawdzenia czy zastosowana metoda odpowiada zakresom wartoéci referencyjnych. Chciatbym
zapyta¢ o powody i ograniczenia, ktore kryly si¢ za niewykorzystaniem juz istniejgcych metod
chromatograficznego oznaczania badanych zwigzkéw. Brakuje informacji jakiego oprogramowania
uzywano do archiwizowania, integrowania chromatograméw i liczenia p6l powierzchni pikéw?
Materialy i metody
9. Przy wykazie odczynnikow zwykle podawana jest ich czystos¢ chemiczna.
10. Na jakiej podstawie dobrano rodzaj podtoza (BG-11 i SM) do hodowli poszczegélnych szczepow?
11. Czasami nie wiadomo wedlug jakiego kryterium byly dobierane jedne, a pomijane inne szczepy
sinic na poszczego6lnych etapach badan; np. biotransformacje styrenu i epoksystyrenu przeprowadzano
przy uzyciu roéznej liczby szczepéw, w badaniach przesiewowych nad biotransformacjg octanu 1-
fenyloetanolu nie pokazano wynikéw dla N. moravica (uwzglgdniono je dopiero pod koniec pracy w

rozdziale 21), za$ wérod szczepow, dla ktorych okre§lono wplyw dlugotrwalego przechowywania na
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biotransformacje znalazl si¢ Limnospira maxima, a nie Limnospira indica, ktory wykazywal wyzszg
aktywno$¢ biokatalityczng. Ponadto, w tabeli nr. 6 wymieniono 8 szczepéw wykorzystanych w
badaniach, podczas gdy w streszczeniu i celu badan jest mowa o siedmiu szczepach.
12. Po ekstrakcji podlozy octanem etylu, odparowywano proby pod zmniejszonym ci$nieniem. Jak
kontrolowano straty substratéw i produktéw. W jakim rozpuszczalniku rozpuszczano zatezone produkty
przed analizg GC?
13. Na podstawie skanowania spektralnego, do pomiaru gestosci hodowli wybrano dlugo$é fali A= 685
nm, ktéra odpowiada absorbcji chlorofilu. Pomiar spektrofotometryczny opierat si¢ wiec réwnoczesnie
na rozproszeniu i absorbcji Swiatla przez komérki. Czy metoda zastosowana do wyznaczenia krzywych
wzrostu moze by¢ nazwana ,,metodq turbidymetryczng”? Chcialbym poznaé opinie Doktorantki na ten
temat.
14. Uwazam, ze sporzadzenie krzywej wzrostu dla Kamptonema animale na podstawie danych
literaturowych dotyczacych stgzenia chlorofilu oraz obliczonej liczby komérek dla szczepu
Synechococcus bigranulatus nie bylo zabiegiem prawidtowym.,
15. Doktorantka wykazala bardzo praktyczne podejscie do problemu zmiany aktywnosci
biokatalitycznej badanych szczepéw w czasie ich dlugotrwalego przechowywania, poréwnujgc
wydajnosci biotransformacji z uzyciem szczepéw pasazowanych przez 10 lat i nowo zakupionych
szczepow. Jednakze nie jest jasne, dlaczego przeszczepiane co 21 dni szczepy sinic, byly za kazdym
razem hodowane w roznych warunkach (i narazane na stres), co niewatpliwie determinowalo
wiasciwosci fizjologiczne i katalityczne otrzymywanego inokulum. Czy takiego pasazowania nie mozna
byto wykona¢ w stalych warunkach hodowlanych? Prosze o wyjasnienie tej kwestii.
16. W celu poréwnania aktywnosci biokatalitycznej szczepéw nowych i pasazowanych przez 10 lat,
analiza przebiegu reakcji biotransformacji powinna byé wykonana w tych samych odstepach
czasowych.
17. Czy w procesie biotransformacji uzywano za kazdym razem ta samg ilo§é biokatalizatora? Warto
bylo sprawdzi¢ czy sucha biomasa cyjanobakterii si¢ nie zmienia po 21-dniowej hodowli.
18. Brak informacji co do ilosci powtérzen przeprowadzanych hodowli i reakcji biotransformacji, brak
takze wartosci odchylen standardowych dla otrzymanych wynikow.
Czesé eksperymentalna
19. W czesci eksperymentalnej przy omawianiu wynikéw wielokrotnie powtarzane sg te same wnioski,
a takze szczegélowe informacje metodyczne zawarte juz w rozdziale ,,Materialy i metody”. Moim
zdaniem praca zyskataby bardziej na wartoSci gdyby wyniki wlasne doswiadczefi opisano na tle
aktualnego stanu wiedzy.

= 20. Skoro w*warunkach abiotycznych stwierdzono niska stabilno$¢ styrenu i epoksystyrenu, co
g 8
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przejawialo si¢ powstawaniem znacznych ilo$ci nieznanych produktéw w podiozach hodowlanych, to
moim zdaniem, przeprowadzenie biotransformacji tych zwigzku bylo bezzasadne. Doktorantka powinna
najpierw wykona¢ analiz¢ jakosciows produktow, w celu wlasciwej interpretacii wynikéw.
21. Ktéry pik na chromatogramie (Rys. 8) odpowiada za epoksystyren? Czy wiasciwie zostala
zinterpretowana stabilno$¢ substratu? Jakie zwigzki zdaniem Doktorantki mogly powstaé w wyniku
inkubacji w podlozach hodowlanych (bez biokatalizatora)?
22. Octan 1-fnyloetylu okazal si¢ takze niestabilny w podiozu SM w trakcie 24-h inkubacji w
warunkach abiotycznych ulegajac hydrolizie do 1-(R) i 1~(S)-fenyloetanolu. Czy produkty jego
hydrolizy nieenzymatycznej byly uwzgledniane w obliczeniach stopnia biokonwersji? Doktorantka
mogla pokaza¢ chromatogramy prob kontrolnych i préb wiasciwych réwniez po 72 godz. inkubacii,
gdyZ po tym czasie okreslata stopieri biokonwersji i nadmiar enancjomeryczny produktow.
23. Doktorantka pisze, ze zaobserwowata dodatkowy sygnal analizujgc produkty biotransformacii
octanu 1-fnyloetylu (s. 124-126); mogta to udokumentowaé zamieszczajgc przyktadowy chromatogram.
Ponadto stwierdza, ze po 48 godz. 1-fenyloetanol ,pozostaje stabilny w mediach hodowlanych” (s. 128),
nie pokazujgc jednak odpowiedniego chromatogramu tego zwigzku po tym czasie inkubacji.
24. Nie jest jasne jaki substrat uzyto w celu identyfikacji tego dodatkowego produktu. W metodyce nie
znalazlem informacji na ten temat, a podrozdziat 16.3.2 (do ktérego znajdujemy odsylacz na str. 126)
zawiera inne dane. Z opisu tabeli 39 wynika, ze byl to 1-fenyloetanol.
25. Wartosciowym watkiem badan byla préba okreslenia wplywu sposobu naswietlania hodowli na
aktywnos¢ katalityczng szczepéw w reakcji hydrolizy racemicznego octanu 1-fenyloetylu. Mam jednak
pewne watpliwosci co do planu i przebiegu tych doswiadczen. Wszystkie warunki (poza sposobem
naswietlania/intensywnoscig) w tych do$wiadczeniach powinny byé¢ identycznie. Tymczasem uzyto
dwoch réznych rodzajéw naczyn (kolbg Erlenmayera i butelke¢ do hodowli komérkowych), czego
konsekwencja byly rézne ilosci CO; i O; w przestrzeni nad podlozami hodowlanymi, dostepne dla
komérek sinic. Ponadto, w celu wyeliminowania wplywu innych czynnikéw (transparentno$é, zakresy
spektralne $wiatta docierajacego do hodowli) oba naczynia hodowlane powinny byé wykonane z tego
samego materialu — czy tak bylo w istocie? Czy nie mozna bylo przeprowadzié réwnolegle hodowli
dwoéch préb w jednakowych naczyniach, ale przy réznej intensywnosci docierajacego $wiatta? Ponadto
przy tego typu eksperymentach nalezy poda¢ pelniejsza charakterystyke $wiatla (jego spektrum, liczbe
foton6w docierajgcg na jednostk¢ powierzchni w ciagu sekundy) oraz wymieni¢ metody/mierniki
wykorzystywane w jego monitorowaniu. Prosz¢ o ustosunkowanie sie do tych kwestii.
26. Dlaczego w przypadku Kamtonema animale zastosowano wyzsze stezenia substratow (1-50 mM)
niz dla pozostatych szczepéw (1-10 mM)?

27. Dlaczego Doktorantka uznala (str.126), ze Nodularia sphaerocarpa i Limnospira maxima to
7
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szczepy ,,0 niskiej efektywnosci produkcji alkoholu™? Przecza temu wyniki badan przesiewowych.
28. W pracy nie znalaziem danych na poparcie wniosku, ze Nodularia sphaerocarpa .jest niezwykle
wydajnym biokatalizatorem, pod wzgledem otrzymywania acetofenomy” Pomimo, Ze szczep ten
wykazywat wysokg aktywnos¢ w wytarzaniu acetofenonu po 24 h, to na podstawie danych w tabeli 39
mozna zauwazy¢, ze sg szczepy o wyzszej aktywnosci.
29. Na podstawie zalgczonej dokumentacji, trudno zgodzi¢ sie ze stwierdzeniem, ze .alkohol
Jenyloetylowy wchodzi w sklad systeméw regeneracji kofaktoréw sinic i stuzy jako Zrédio zewnetrznych
zZrddel protondw i elektronéw”. Na tym etapie badan jest to tylko przypuszczenie. W przysziosci, na
poparcie tej tezy warto byloby poréwnaé przebieg reakcji pozakomérkowo z uzyciem oksydoreduktaz, z
udzialem zredukowanych dinukleotydow NADH i NADPH i bez tych kofaktoréw, ale w obecnosci
fenyloetanolu.
30. Nie tylko w przypadku szczepu Kamptonema animale, ale takze dla innych szczepéw widoczny jest
spadek stgzenia 1-(R) fenyloetanolu w czasie trwania biotransformacji (s.106-108).
31. Wsréd wymienionych szczepow o najwyzszej efektywnosci w utlenianiu 1-fenyloetanolu do
acetofenonu (s. 129) zabraklo najaktywniejszego, Limonspira indica (29% konwersji). Z kolei w
podsumowaniu nie wymieniono Synechococcus bigranulatus jako jednego z najbardziej aktywnych i
enancjoselektywnych szczepéw w hydrolizie racemicznego octanu 1-fenyloetylu.
32. Na schemacie 13 przedstawiajacym biotransformacje octanu I-fenyloetylu powinien byé
uwzgledniony acetofenon jako produkt dalszej przemiany jednego z produktow.
33. Prosz¢ o wyjasnienie, kiéry z enancjomeréw fenyloetanolu jest utleniany preferencyjnie do
acetofenonu przez szczepy Leptolyngbya foveolarum i Limnospira maxima. Chociaz Doktorantka
pokazuje na schemacie 14 (i na str. 126), Ze jest to enancjomer S, to nie jest to do korica jasne, poniewaz
mozna dostrzec pewng rozbieznos¢ w interpretacji wynikéw z badan przesiewowych (s. 106-108) i
wynikéw przedstawianych w dalszej czeéci pracy (Tabele 39, 40, 44). Raz pojawia si¢ spekulacja, ze
jest to enancjomer (S) za$ innym razem, ze enancjomer (R) (s. 138). By¢ moze jest to uzaleznione od
stopnia przereagowania substratu, ale dlaczego zatem nie przedstawiono wynikéw dla biotransformacji
przed osiggnigciem 50% konwersji (tabela 40 zawiera wyniki po 1 dobie przy 73% konwersji), to
pozwoliloby na pelniejsza analize danych. Pokazano te wyniki dopiero w rozdziale 21 dla dwéch
szczepbw z rodzaju Nodularia i szczepu Limnospira indica. Wydaje sig, ze przesledzenie przebiegu
biotransformacji kazdego z enancjomeréw fenyloetanolu osobno, daloby jeszcze pewniejsza odpowiedz
w tej kwestii.
34. W przypadku niektérych szczepéw widoczny jest nagly spadek nadmiaru enancjomerycznego 1-R
fenyloetanolu (w czasie od 3 do 72 h biotransformacji), ktéremu nie towarzyszy wzrost ilosci

acetofenonu. Jak mozna to wythumaczy¢?



- uMmcs
35. O ile widoczne sg réznice morfologiczne pomigdzy nowymi (2-letnimi) i starszymi (10 Ietnimi)
wersjami szczepoéw: Limnospira maxima, Leptolynbya foveolarum czy Nostoc cf-muscorum, to jednak
w przypadku Syrnechococcus bigranulatus (i Kamptomena animale) takich réznic nie widaé na
przedstawionych zdjgciach mikroskopowych. Trudno jednoznacznie stwierdzié, ze starsza wersja
szczepu S. bigranulatus posiada ,,wigcej krétszych i niezagigtych komdrek™ w porbwnaniu z wersjy
nowszg. Dlatego moim zdaniem stwierdzenie, ze ,rézniq si¢ one morfologicznie” nie jest w pekni
uzasadnione. Sugeruj¢ w przyszlych badaniach wykona¢ bardziej precyzyjna analize zdjeé
mikroskopowych i podeprze¢ je danymi liczbowymi, np. otrzymanymi poprzez zliczenie liczby
poszczegbinych form komérkowych w kilku polach widzenia.
36. Z kolei dla potwierdzenia braku ,,ré2nic w budowie komdrek™ Limnospira maxima (s. 132) warto
bytoby wykona¢ zdjgcia komérek w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM).
37. Zgodnie z zalaczong tabelg 45, stopiefi przereagowania dla ,nowej wersji szczepw” wynosi 99%, a
nie jak napisano 72%. W zwigzku z tym, na str. 141 pojawiajg si¢ dwa sprzeczne wnioski, dotyczace
réznic w szybkosci biotransformacji przeprowadzanej przez szczep nowy i szczep pasazowany ponad
10 lat.
38. Nie zgodzg¢ si¢ z Doktorantks, Ze ..stezenia (estru — mt) od 1 mM do 10 mM sq obojetne dla
biokatalizatora”, gdyz substrat w stgzeniu 10 mM powodowal spadek przezywalnosci komorek
Synechococcus bigranulatus o 20%. Ponadto na podstawie badan nad przezywalnoscia sinic wykonach
tylko jednego szczepu, nie mozna uogolniaé, ze ,,cyjanobakterie sq odporne na stosowany ksenobiotyk”
(Podsumowanie, s. 171).
39. Dlaczego przezywalno$¢ biokatalizatora okreslano po 16 godz. biotrasformacji (s. 168), a nie na
przyktad po 24 h czy po 10 h, kiedy monitorowano proces biotransformacji przy uzyciu w S.
bigranulatus w butelce hodowlanej?
40. W pacy znalazlem stosunkowo duzo blgdow edytorskich, uproszczef lub wyrazen zargonowych.
Nie podobajg mi si¢ niektore sformutowania uzywane w rozprawie, na przyklad:

- (s. 35) w biologii molekularnej nie stosuje si¢ okreslenia ,,mutacje nokaurowe™, poprawne nazwy to
mutacje typu knock-out lub mutacje delecyjne;

- (s. 39) bioetanol nie jest , pozyskiwany glownie z drozdzy”, jest produkowany przy uzyciu drozdzy i
nie ,,przez fermentacje upraw” a fermentacje cukréw roslin uprawnych;

- zamiennie uzywane sg ,przezywalno$¢” i ,,.zywotno$¢” komorek; zwracam uwage, Ze to nie s
wyrazy znaczeniowo réwnowazne. Komorki moga by¢ zywe, ale wykazywacé niskg zywotnosé;

- (s.29) w odniesieniu do zwigzkéw chemicznych zaangazowanych w szlaki metaboliczne,
niespotykana jest w literaturze polskiej nazwa ,prekursor biogenetyczny”; w tym przypadku bardziej

odpowiednim okreéleniem jest ,,prekursor biogeniczny™;
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- (s. 44) jest ,,zbadano swiatlo” powinno by¢ ‘zbadano wplyw $wiatla’

- (s. 91) ,,hodowle na swietlowkach”

- (s. 66) poprawnym okresleniem w opisywanym przypadku jest sterylizacja lub jalowienie w
autoklawie a nie ,utylizacja”

- (s. 24) ,.inhibicja substratu lub produktu” chodzito zapewne o inhibicje enzymoéw/biokatalizatora;

- podpisy pod rysunkami i opisy tabel s3 czasami zbyt lakoniczne, np. podpisy pod
chromatogramami (s. 98, 103) powinny zawiera¢ inng tresC: jest ,wzér substratu”, powinno byé
chromatogram wzorca substratu albo chromatogram przedstawiajacy stabilno$¢ substratu; z kolei opisy
tabel 10-16 sg nieprecyzyjne;

- w Streszczeniu powinno by¢ doprecyzowane co oznacza ,.nowa wersja szczepu” (s.10);

- wilos¢ wlasciwosci” (s.18);

- (s. 26) brak nazwy wielkosci fizycznej dla podanej wartosci i jednostki;

= (s.41) brak stowa ‘wody’

- (8. 45) jest ,,...wyprodukowat do 29,6 mg/g astaksantyny (masa suchych komérek)”, powinno by¢
wyprodukowat astaksantyne z wydajnoscia 29,6 mg/g suchej masy komoérek;

- (s. 62) powinno by¢ dodane, ze roztwér sterylizowano przez filtry bakteriologiczne;

- zakupiono kultury hodowlane, a nie zakupiono kultury;

- W pracy pojawiajg si¢ niezdefiniowane skréty nazw (np. TCA, PHA, SPL1). Doktorantka mogla
zamiesci¢ wykaz stosowanych skrotow;

- (8. 70) jest ,.przeplyw kolumny” powinno by¢ przeplyw przez kolumne;

- (s. 126) jest ,,konwersji acetofenonu”, czy nie powinno by¢ konwersji fenyloetanolu do acetofenou?

- blad w numeracji tabeli (5.129);

- (s. 135) przy ,.medium hodowlanym” nalezalo dodaé symbol SM;

- (Tab. 46) czy drastyczny spadek ee 1-(R) fenyloetanolu z 63 na 3 to nie pomytka?

- (s. 141) barak precyzyjnego okreslenia co dokladnie oznacza zastosowanie cyjanobakterii w
procesach ,,w duzej skali”. "Powigkszenie skali procesu” stosuje sig czesciej w kontekscie zwigkszania
rozmiar6w/objetosci naczyn hodowlanych i (bio)reaktoréw, a nie ,na drodze zwigkszania stgzenia
substratu”

- (s. 146) ,niezwigzane z filamentami (trychomami) heterocysty” Nostoc cf-muscorum nie s3
przedstawione na rysunku 20.

- (s. 149) okreslenie ,.optymalizacja procesu biotransformacji” w kontekscie przeprowadzonych
doswiadczen jest pewnym naduzyciem; zapewne Doktorantce chodzilo o optymalizacje czasu
biokonwersji;

- maksimum przy A = 524 nm widoczne jest na widmie emisji, a nie na widmie wzbudzenia (s. 165)
10
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41. Natknalem si¢ takze na kilka bledow stylistycznych i interpunkcyinych (np. sir. 23, 42, 44, 46, 77,
85,93, 109, 115, 124, 131, 162) oraz literéwek (str. 42, 44, 45, 61 65, 73, 85, 132, 134, 162, 163).

Powyzsze uwagi maja charakter dyskusyjny i nie pomnicjszaja znaczgco wartosci poznawczej
pracy. Mimo pewnych niescistosci oraz krytycznych uwag, ktére wskazalem z obowigzku Recenzenta,
uwazam, ze rozprawa doktorska przygotowana przez mgr inz. Agnieszke Slizewsks prezentuje dobry
poziom merytoryczny i naukowy, a jako$¢ i dob6r zastosowanych metod badawczych nie budzi wiekszych
zastrzezen. Doktorantka sprawnie postuguje si¢ technikami chromatograficznymi, spektrofotometrycznymi
i mikroskopowymi, jako narzedziami niezbednymi do analizy wydajnosci reakcji biotransformacji i
aktywnos$ci biokatalitycznej testowanych szczepéw cyjanobakterii. Wykazala si¢ rozlegly znajomoscia
piSmiennictwa, ktére jest prawidlowo i w dostatecznym stopniu wykorzystane. W mojej opinii,
przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki §wiadcza o tym, ze Doktorantka starala si¢c wykonaé swoje
badania jak najbardziej kompleksowo i z duzym zaangazowaniem.

W podsumowaniu chce podkresli¢, ze praca jest wartoSciowa pod wzgledem poznawczym i
aplikacyjnym, generalnie zostala prawidlowo zaplanowana i zrealizowana. W wyniku realizacji badan
zostala rozszerzona wiedza w przedmiocie aktywnosdci katalitycznej sinic wobec ksenobiotycznych
substratow. Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt, Ze czg$é otrzymanych wynikéw zostata opublikowana
w dwoich bardzo dobrych czasopismach z listy JCR, oraz w ogoélnodostgpnym naukowym serwisie
internetowym SSRN, a Doktorantka jest pierwszym autorem w dwoch z nich. O wysokiej wartosci
aplikacyjnej wynikéw pracy doktorskiej Pani mgr Slizewskiej $wiadczy takze duza liczba otrzymanych
patentéw. Jak mozna sadzi¢ po wykazie autoréw, Doktorantka miata znaczacy udzial w ich opracowaniu.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiona przez mgr inz. Agnieszke Slizewsks rozprawa
doktorska spelnia warunki okrelone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789 z p6zn. zm.), stanowiagc znaczny wkiad w dziedzing nauk
scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne. W zwigzku z tym wnioskuj¢ do Wysokiej
Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroclawskiej o dopuszczenie rozprawy
doktorskiej mgr Agnieszki Slizewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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