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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Slizewskiej pt. ,,Ocena wlasciwosci
Kkatalitycznych sinic”, wykonanej w Katedrze Biochemii, Biologii Molekularnej
i Biotechnologii Politechniki Wroclawskiej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. inz.
Ewy Zymanczyk- Dudy

Podstawa formalna

Recenzja zostata wykonana na wniosek Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
w Politechnice Wroctawskiej z 13 lipca 2022 roku.

Przedmiotem recenzji jest szczegélowa ocena pracy i odpowiedz na pytanie, czy
rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Slizewskiej spelnia warunki okreslone w art. 13
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz.U. 22017 1. poz. 1789 z p6zn. zm.). Wymogiem art. 13 Ustawy
jest, by rozprawa doktorska przygotowana pod opiekg promotora, stanowita oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego lub oryginalne dokonanie artystyczne oraz wykazala
ogélng wiedz¢ teoretyczng kandydatki/kandydata w danej dyscyplinie naukowej lub
artystycznej, a takze umiejetno$§¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej lub
artystycznej. W zwigzku z tym, recenzja zostata napisana z uwzglednieniem wskazanych
powyzej wymogow Ustawy.

Wybor i znaczenie tematu

Podjeta w pracy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Slizewskiej problematyka badawcza
dotyczaca zbadania potencjatu katalitycznego sinic, zwlaszcza w kierunku przeksztatcenia
trzech wybranych, modelowych substratow, tj. octanu 1-fenyloetylu, epoksystyrenu oraz
styrenu, jest niezwykle ciekawa i ma potencjalnie istotne znaczenie praktycznie. W ostatnich
latach coraz czesciej w literaturze naukowej dyskutuje si¢ o przewadze cyjanobakterii nad
innymi mikroorganizmami, takimi jak bakterie wtasciwe czy drozdze w réznych procesach
biotechnologicznych. Unikatowe cechy sinic do ktérych nalezg: stosunkowo szybki przyrost
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biomasy przy odpowiednim dostepie do dwutlenku wegla, wody i energii; minimalne
wymagania pokarmowe; ,,elastyczno$¢” metabolizmu i mozliwo$¢ szybkiej adaptacji do
zmieniajacych sie warunkéw $rodowiskowych, nawet tych ekstremalnych, spowodowaty, ze
organizmy te z powodzeniem rozpatrywane sg jako zrddlo interesujgcych metabolitow
o duzych walorach aplikacyjnych. Dotychczas najwigcej uwagi po$wigca si¢ metabolitom
wtérnym o aktywnosci biologicznej, ktore sa produktami wyspecjalizowanego metabolizmu
sinic, charakteryzujg si¢ bardzo zréznicowang budowg chemiczng, ponadto cechuje je czgsto
duza specyficzno$¢ i wybiérezo$¢ w oddziatywaniu na inne organizmy. Pierwsze intensywne
badania nad cyjanobakteriami pod katem poszukiwania nowych zwigzkéw biologicznie
czynnych rozpoczeto ponad 30 lat temu. Dzi§ wykorzystuje si¢ te mikroorganizmy jako zrodto
zwiazkéw wykazujacych korzystna dla czlowieka aktywnos$¢ biologiczng, w tym np.
aktywno$¢ przeciwbakteryjng, przeciwgrzybicza, przeciwwirusows, przeciwnowotworows,
czy fotoochronng. Stanowig zatem cenne narz¢dzie do zastosowan w medycynie, farmacji,
biotechnologii, a takze w roznych galeziach przemystu kosmetycznego, spozywczego,
tekstylnego i morskiego. Nie nalezy jednak zapominaé, ze niektére metabolity wtore sa
toksynami i mogg stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia oraz zycia czlowieka.

Badania, opublikowane w ostatnich latach pokazuja, Ze sinice to takze zrodlo
biokatalizatoréw, wykorzystywanych w roéznych biotransformacjach, zaréwno zwigzkéw
naturalnych, jak i potaczen syntetycznych. Wigkszos¢ z tych przemian, w obecnosci komorek
cyjanobakterii zachodzi z wysoka stereospecyficznoscig, umozliwiajgc tym samym syntezg
zwiazkéw chiralnych, ktére stanowia polprodukty w syntezie wysokowartosciowych
chemikaliéw, w szczegdlnosci farmaceutykow. A zatem wykorzystywanie fotoautotroficznych
bakterii, jako Zrédia interesujacych z biotechnologicznego punktu widzenia katalizatorow
biologicznych, moze znacznie poszerzy¢ mozliwosci biokatalizy i zwigkszy¢ pulg dostepnych
zwigzkéw chiralnych, ktére trudno jest syntetyzowaé tradycyjnymi metodami chemicznymi.
Co wiccej, wlasciwie opracowana strategia biokonwersji danego zwigzku oparta o aparat
enzymatyczny sinic w wielu przypadkach staje si¢ wysoce konkurencyjna dla homologicznego
procesu z wykorzystaniem niefotosyntetyzujacych i heterotroficznych mikroorganizméw lub
wyizolowanych z nich enzyméw. Warto jednak podkreslié, ze cyjanobakterie sa nadal
stosunkowo rzadko stosowane w biokatalizie, choé¢ liczba klasyfikowanych gatunkow sinic
ro$nie w duzym tempie z roku na rok. Jednym z waznym powodow jest wysoka zmiennos¢
morfologiczna tych mikroorganizmow, ktéra nabywajg w trakcie hodowli, poza ich naturalnym
drodowiskiem bytowania, czyli w warunkach laboratoryjnych. Ta cecha biokatalizatora,
rozumianego jako cata komérka, nie zapewnia zatem powtarzalnoSci procesu. Istotnych
probleméw mozna réwniez dopatrywaé si¢ we wiasciwym doborze systemow i warunkow
hodowli sinic, zapewniajacych optymalny i zréwnowazony wzrost fotobiokatalizatora. Co
wiecej, wcigz brakuje doglebnej wiedzy na temat stereochemicznej kontroli katalizowanych
reakcji.

W zwigzku z przedstawionymi faktami uwazam, ze dokonany przez Doktorantke wybor
tematu badawczego jest bardzo trafny i wnoszacy wiele elementéw nowosci, szczegolnie tez
ze wzgledu na wysoce zréznicowany i mato dotychczas poznany w literaturze tematu obiekt
badan, tj. osiem szczepdw cyjanobakterii nalezacych do réznych rodzajow i gatunkow. W petni
uzasadniona jest realizacja celow postawionych przez Panig mgr inz. Agnieszke Slizewska
w recenzowanej pracy. Juz na tym etapie analizy rozprawy doktorskiej nalezy wyr6znié
i doceni¢ odwazny i duzy zakres realizowanych prac zwigzany z doborem optymalnych
warunkéw hodowli wytypowanych do badan sinic, z selekcja najbardziej wydajnych
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fotobiokatalizatorow w pozadanych biotransformacjach; z doglebng walidacjg metody
analitycznej, z oceng wplywu zmian morfologicznych cyjanobakterii na ich zdolnosci
katalityczne oraz z optymalizacja warunkéw przeksztalcenia racemicznego octanu 1-
fenyloetylu (sposob naswietlania hodowli, czas trwania biokonwersji, steZenie substratu, takze
w kontekscie przezywalnosci komorek) pod katem oceny stopnia konwersji substratu, nadmiaru
enancjomerycznego produktu/d6w oraz enancjoselektywnosci reakcji.

Ocena pracy pod wzgledem wymagan formalnych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Slizewskiej ma
klasyczng dla tego rodzaju dokumentdéw struktur¢ i liczy 198 stron. Sklada si¢ z pigciu
glownych rozdzialow (wprowadzenie, cel badan, materiaty i metody, czes¢ eksperymentalna
i podsumowanie), wzbogaconych streszczeniem w jezyku polskim i zestawieniem dorobku
naukowego autorki. Istotnym elementem pracy jest bibliografia, zawierajgca 222 pozycje
literaturowe, ponumerowane zgodnie z cytacjami w tekscie, umieszczone na 13 stronach tekstu.
W pracy znajduje si¢ ponadto 71 rysunkéw, 57 tabel oraz 14 schematéw, a ich spisy autorka
umiescita na koncu pracy, tuz przed bibliografia.

Warto podkreslié, ze w rozdziale ,,Podsumowanie” doktorantka zrekapitulowata
rezultaty swojej pracy oraz we wiasciwy sposob uargumentowala potwierdzenie hipotez
badawczych. Dobrg praktyka jest zamieszczanie w pracy doktorskiej dyskusji wynikow, ktore;
w niej zabraklo. Mysle, ze warto$ciowa bytaby interpretacja wynikéw badan Doktorantki i ich
konfrontacja z wynikami innych autorow literatury $wiatowej z danego zakresu badawczego.
Zdaje sobie jednak sprawe, ze nie jest to tatwe, zwlaszcza w przypadku innowacyjnych badan.

Tytut pracy jest zwigzly, moze nawet zbyt prosty, bo nie oddajacy zlozonosSci
dos$wiadczen i analiz przeprowadzonych przez Autorke. Od strony edytorskiej praca jest dobrze
przygotowana. Pojawiajg sie co prawda niefortunne sformulowania i bledy literowe, ale one
nie zakl6cajg odbioru pracy i nie wplywaja na wartos¢ naukowa rozprawy.

Stwierdzam, ze praca spetnia wymagania formalne stawiane rozprawom doktorskim.
Ocena pracy pod wzgledem wymagan merytorycznych

W streszczeniu rozprawy Pani mgr inz. Agnieszka Slizewska przedstawita informacje
o przeprowadzonych do$wiadczeniach i uzyskanych wynikach. Lektura tej czgsci wskazuje na
szeroki zakres wykonanych prac, a po jej przeczytaniu zwigksza si¢ zainteresowanie dalszymi
rozdziatami rozprawy.

Kolejny rozdziat zatytutowany ,,Wprowadzenie” liczy 31 stron. Doktorantka dokonata
w nim przegladu literatury dotyczacej zagadnien zwigzanych z Jej tematykg badawcza.
Wydzielita w nim trzy zasadnicze podrozdzialy, w pierwszym dokonata charakterystyki
cyjanobakterii pod katem réznych wiasciwoscei i podkreslita potencjat biotechnologiczny tych
mikroorganizméw, szczegdlnie w kierunku produkcji istotnych z aplikacyjnego punktu
widzenia zwigzkoéw biologicznie aktywnych; w kolejnym wlasciwie uargumentowata przewagg
biokatalizy nad synteza chemiczng, gtdwnie w kontekscie stosowania komorek sinic jako
biokatalizatoréw transformacji, szczegdlnie tych opartych o redukcje aldehydow i ketonow.
W tym podrozdziale Autorka wskazata takze mozliwosci zwigkszania wydajnosci
i konkurencyjnosci katalizowanych przez cyjanobakterie reakcji z wykorzystaniem technik
inzynierii genetycznej. W mojej ocenie tytut tego podrozdziatu, tj. ,Reakcje biokatalizy —
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elastyczno$¢ metaboliczna sinic” nie jest do konica trafny i nie odzwierciedla w pelni zawartych
w nim informacji. Mozna by po nim oczekiwaé doglebnej analizy zmian, jakie moga zachodzi¢
w transkryptomie lub metabolomie cyjanobakterii, zwlaszcza w warunkach stresu
srodowiskowego. Doktorantka skupia si¢ jednak gloéwnie na zmianach metabolizmu na skutek
heterologicznej ekspresji genu/6w oraz wprowadzaniu mutacji w komoérkach sinic. Takie
dzialania sg ingerencjg zewngtrzng w material genetyczny gospodarza i trudno tutaj mowic
o elastycznosci, czy plastycznosci metabolizmu. Ponadto, w kontekdcie tematu rozprawy
doktorskiej, czes$¢ tego podrozdziatu dotyczaca wykorzystania cyjanobakterii w konkretnych,
opisanych juz w literaturze biotransformacjach powinna zosta¢ wydzielona. Niefortunne jest
takze czeste stosowanie zwrotu ,cate komorki biokatalizatora”, wystarczyloby uzywaé
komorki biokatalizatora. Ponadto na str. 23. Autorka pisze ,, ...sinice stanowig cenne Zrédlo
enzyméw, odpowiednich do katalizowania trudnych reakcji...”, bardzo proszg¢ o wyjasnienie
co w tym kontekécie oznacza stowo ,trudne”. W tym samym podrozdziale na str. 28
w pierwszym akapicie tekstu znajduje si¢ bardzo zdawkowa informacja dotyczaca redukcji
wigzah C=C w obecnosci katalizatorow biologicznych, uprzejmie prosze o przedyskutowanie
tej kwestii w kontekscie cyjanobakterii. Interesujaca z technologicznego punktu widzenia jest
informacja podana przez Doktorantke dotyczaca zdolnoSci zmodyfikowanych genetycznie
sinic Synechococcus elongatus PCC 7942 do produkcji 1,3-propanodiolu, zabraklo w niej
jednak informacji o ilosci diolu produkowanego przez rekombinowane komorki. Podobny
niedosyt informacji dotyczy rekombinacji molekularnych, jakich dokonano w celu otrzymania
halotolerancyjnych szczepéw sinic (fragment ze strony 35). Ostatni podrozdzial Wprowadzenia
pt. ,,Inne zastosowania cyjanobakterii” Doktorantka po$wiecita wykazaniu roli sinic w rozwoju
zréwnowazonej energii i produkcji zwigzkéw o wartosci dodanej, takich jak 2,3-butanodiol,
astaksantyna, czy polihydroksymaslan. Stusznie wskazala, ze biomasa sinic to kluczowy
materiat biopaliwowy trzeciej i czwartej generacji, cho¢ aby technologia produkcji bioenergii
z ich udziatem stala sic konkurencyjna potrzeba jeszcze rozwigzania wielu problemoéw. Jako
jeden z nich doktorantka podaje obecno$¢ produktow ubocznych w komoérkach cyjanobakterii
(str. 42), ograniczajacych ich wykorzystanie w tym zakresie. Uprzejmie proszg
o doprecyzowanie tej mysli.

Do przygotowania czgsci teoretycznej pracy Doktorantka wykorzystata bogata literaturg
zrédtowa. Opracowanie to, napisane poprawnym jezykiem, szeroko ujmuje przedmiotowg
problematyke badawczg i potwierdza bardzo dobre przygotowanie do podjetego zadania. Za
duzg warto$¢ dodang tej czedci pracy uwazam utrzymanie wlasciwego balansu pomigdzy
wskazywanymi zaletami wykorzystania sinic w biotechnologii, a ograniczeniami
i wyzwaniami, jakie stojg przed naukowcami, aby w peini wykorzysta¢ potencjal tych
prokariotycznych, fotosyntetyzujacych bakterii.

Nalezy jednak nadmieni¢, ze w tekscie ,,Wprowadzenia” pojawia si¢ kilka niezrgcznych
lub dyskusyjnych sformutowan, np. ,biokataliza calokomérkowa”, ,,antybiotykoodpornos¢”,
,reakcje przeprowadzone catymi komoérkami”, ,fotosyntezujgce sinice”, ,zsyntetyzowano
szeécioma szczepami sinic”, ,reduktaza enanowa”, ,amina-liaza tyrozynowa”, ,ekspresja
gendw do szczepow”, ,,szlak 4-fosforometyloerytrytolu”. OczywiScie zdaj¢ sobie sprawg, Ze
dla czesci z nich mozna byloby prowadzi¢ ozywiong dyskusje, czy sg one do przyjecia, czy tez
powinni$my ich unikac.

Podsumowujac t¢ cze$¢ pracy, nalezy stwierdzi¢ , ze Pani mgr inz. Agnieszka Slizewska
posiada zaawansowana wiedze z zakresu tematyki ocenianej pracy doktorskie;.
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W kolejnym rozdziale zostat przedstawiony prawidlowo sformulowany cel pracy, jest
on bardzo interesujgcy, ambitny i aktualny oraz znakomicie wpisuje si¢ w luke badawcza
dotyczgcg tej grupy mikroorganizméw. Oprocz celu glownego Doktorantka prawidtowo
zidentyfikowata sze$¢ celow szczegotowych, ktore koresponduja z celem gléwnym i ktérych
osiggniecie gwarantuje jednoczes$nie osiagnig¢cie celu glownego. W tej czesci Autorka
zaproponowata osiem tez badawczych, ktére nawiazuja do gldwnego celu pracy. W mojej
opinii sg to raczej hipotezy badawcze. Doktorantka poprzez wykonane badania i uzyskane
wyniki sprawdza ich prawdziwo$¢, czyli dokonuje weryfikacji zalozonych hipotez. Mozna by
sie takze zastanowié, czy dla przyjetej koncepcji pracy, nie lepiej byloby sformulowaé gtéwna
hipoteze badawczg i dobrze korespondujace z nig hipotezy szczegdlowe.

Rozdzial 4 pracy pt. ,, Materialy i metody” zawiera szczegoélowe informacje na temat
licznych, stosowanych przez Doktorantke metod badawczych i analitycznych a poprzedzony
jest zestawieniem stosowanych odczynnikéw chemicznych oraz listag wykorzystywanych
cyjanobakterii i opisem podtozy mikrobiologicznych stosowanych do ich hodowli. Autorka
wytypowata konkretne podtoza dla kazdego ze szczepow, zrobila to, jak mozna si¢ domyslac,
na podstawie przegladu literatury. Wskazane bytoby zatem dodanie do tabeli 6. odno$nikéw
literaturowych. Moim zdaniem Doktorantka nie zawsze najlepiej pogrupowata i ponumerowata
podrozdzialty w tej czgsci pracy dysertacyjnej. Wysoko nalezy oceni¢ fragment tego rozdziatu
dotyczgcy doktadnego opisu walidacji metody analitycznej opartej o chromatografi¢ gazowa.
Doktorantka wiasciwie zweryfikowata wiele parametrow wplywajacych na wiarygodnosé
uzyskanych przez nig wynikow.

Pytania i sugestie dotyczace tej czgsci pracy przedstawilam w punktach i tak:

1. Zasadne byloby podanie w punkcie 7.1. warunkéw namnazania inokulum,
wykorzystywanego do zaszczepienia wlasciwych hodowli cyjanobakterii

2. W punkcie 8.1 istotne byloby podanie objgtosci/stezenia biokatalizatora
stosowanego w biotransformacjach. Czy bylo ono stale, a zmienne byly tylko
stezenia substratu?

3. W punkcie 8.2.1. pt. ,,Stabilno$¢ substratu w podlozu hodowlanym” w ostatnim
zdaniu Doktorantka pisze o procesie zakoniczenia biotransformacji. Czy zasadne
jest w tym przypadku stosowanie takiej terminologii, w przyjetym eksperymencie
nie bylo biokatalizatora.

Rezultaty przeprowadzonych badan zostaly wnikliwie oméwione w kolejnym, liczagcym
83 strony rozdziale zatytulowanym ,,Czg$¢ eksperymentalna”. Realizacje swoich badan
Doktorantka rozpoczeta od wyznaczenia krzywych wzrostu dla badanych szczep6éw sinic,
obrazujgcych zalezno$ci zmiany warto$ci logarytmu dziesigtnego liczby komorek w czasie.
Udowodnita, ze krzywe wzrostu nowych szczepdw, zakupionych z Czeskiej Kolekcji Kultur
Autotroficznych, pokrywajg si¢ z tymi uzyskanymi dla homologéw pasazowanych na
przestrzeni 10 lat. Doktorantka wyjasnia, Ze ten etap badafh wykonata, aby dokona¢ wlasciwego
doboru biokatalizatora. Uprzejmie prosze o wyjasnienie tego stwierdzenia, zwlaszcza, ze mimo
roznic w krzywych wzrostu badanych sinic Autorka pracy w reakcjach biotransformacji
w kazdym przypadku jako biokatalizator stosowala 21-dniowa ciecz po hodowli cyjanobakterii.
Za wazne i warte podkre$lenia uwazam skonstruowanie przez Panig mgr inz. Slizewska komory
do hodowli sinic, ktéra zapewnia odpowiednia temperature¢ oraz oswietlenie dla efektywnego
przyrostu biomasy. Byt to jeden z celow szczegoétowych, ktory w mojej opinii zostal w pelni
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zrealizowany. W toku dalszych badaf Doktorantka skupila si¢ na ocenie zdolnosci
enzymatycznych cyjanobakterii w reakcjach redukeji styrenu i hydrolizy epoksystyrenu oraz
octanu 1-fenyloetylu. W pierwszej kolejnosci sprawdzita stabilnosci substratéw w réznych
podlozach hodowlanych dedykowanych réznigcym si¢ taksonomicznie mikroorganizmom
z wykorzystaniem chromatografii gazowej. Bylo to racjonalne posunigcie i pozwolito
wykluczy¢ biotransformacje, w ktérych jeden z wazniejszych komponentéw reakcji —substrat
ulegat niekorzystnym przemianom. Doktorantka, na podstawie zamieszczonych
chromatograméw udowodnita, ze zaréwno styren, jak i epoksystyren nie sa stabilne w zadanych
warunkach, a ich zastosowanie w reakcjach katalizowanych przez sinice nie daje oczekiwanych
produktéw. Bardzo prosz¢ jednak o wyjasnienie, dlaczego dla styrenu oznaczenia w probach
kontrolnych i wlasciwych wykonywano po 48 godz. biotransformacji, a dla epoksystyrenu po
72 godz. Dodatkowo, za niefortunne uwazam stosowanie bardzo lakonicznych tytutow
niektérych podrozdzialéw, np. ,, Proby kontrolne”, czy ,, Proby wiasciwe”. Interesujgce wyniki
Doktorantka otrzymata w biokonwersji racemicznego substratu - octanu 1-fenyloetylu. Po
pierwsze, wykazala stabilno$¢ tego substratu w podlozach B11, Bllo i nieco mniejsza
wpodlozu SM (tutaj pojawialy si¢ dodatkowe, ale zidentyfikowane piki), po drugie
potwierdzita zdolnosci enzymatyczne siedmiu szczepow sinic w kierunku hydrolizy 1 mM
racemicznego octanu 1-fenyloetylu, a po trzecie udowodnila enancjoselektywny charakter tej
przemiany, prowadzgcej do otrzymywania czystego enancjomeru 1-(R)-fenyloetanolu
i czystego enancjomeru nieprzereagowanego substratu octanu 1-(S)-fenyloetylu. Dla réznych
czasow biotransformacji wyznaczyta stopien konwersji, nadmiary enancjomeryczne produktow
oraz wspotczynnik enancjoselektywnosci. Na podstawie tych badan Doktorantka potwierdzita,
ze bardzo istotnym parametrem decydujacym o efektywnosci i enancjoselektywnosci reakcji
katalizowanej przez komorki cyjanobakterii jest czas trwania danej biotransformacji. Z czyste;
ciekawoséci chciatabym zapytaé, dlaczego w tych badaniach nie uwzgledniono szczepu
Nodularia moravica CCALA 797. Wnikliwa analiza wspomnianych parametréw dokonana
przez Doktorantke doprowadzila ja do kolejnych bardzo interesujgcych hipotez. Na podstawie
analizy instrumentalnej potwierdzita je, wykazujac, ze badane fotobiokatalizatory sg zdolne do
enancjoselektywnego utleniania jednego z produktoéw reakcji 1-fenyloetanolu do acetofenonu.
Jak shusznie zauwaza Doktorantka wydajnos¢ tej reakcji zalezy od rodzaju biokatalizatora
iczasu trwania biotransformacji. Tego rodzaju uzdolnienia enzymatyczne sg widoczne
szczegoblnie w przypadku szczepéw cyjanobakterii z rodzaju Nodularia i Limnospira. Autorka
rozprawy stwierdza, w mojej opinii stusznie, ze dla tych szczepéw alkohol fenyloetylowy
wchodzi w sktad systeméw regeneracji kofaktoréw sinic i stuzy jako Zrédlo zewngtrznych
protonéw i elektronéw. Jako recenzent mogtabym jedynie podpowiedzie¢ Doktorantce, aby
w takich przypadkach raczej stosowac tryb przypuszczajacy, czyli ,,mogg wchodzi¢” lub ,,moze
shuzy¢”. Nie mamy bezposrednich dowodéw, chociazby z poziomu metabolomu komorki, ze
tak wlasnie jest. Na str. 130 Pani mgr inz Slizewska postuluje mozliwos¢ takiego
zaprojektowania reakcji hydrolizy racemicznego octanu 1-fenyloetylu z wykorzystaniem
komérek cyjanobakterii, aby mozliwe bylo otrzymywanie czystego enancjomeru 1-(R)-
fenyloetanolu oraz acetofenonu. Uprzejmie prosz¢ o wskazanie mocnych i stabych stron
takiego rozwigzania.

W kolejnym etapie badan Doktorantka wykazata, ze morfologia cyjanobakterii wptywa
na wydajno$¢ i enancjoselektywno$¢ reakcji hydrolizy racemicznego octanu 1-fenyloetylu.
W badaniach tych wykorzystata identyczne taksonomicznie szczepy sinic pasazowane od
ponad 2 i 10 lat w macierzystej uczelni. Dokonujac obserwacji mikroskopowych tych
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mikroorganizméw potwierdzita ich zmienno$¢ morfologiczna, skupiajac si¢ przy tym glownie
na budowie (liniowej lub spiralnej) trychomdw. Badania te uwazam za bardzo istotne, jak dotad
bowiem, silng korelacj¢ pomiedzy zmianami adaptacyjnymi a budowa trychomoéw opisano
jedynie dla sinic z rodzaju Spirullina. Uzyskane przez Autorke wyniki z tego zakresu prowadzg
do ciekawych wnioskéw, potwierdzajacych silng korelacje pomigdzy morfologia komérki
a bioréznorodnoscig jej proteomu. Doktorantka zaobserwowata, ze budowa trychoméw ma
wplyw na aktywnos$¢ enzymatyczng fotobiokatalizatora, nie udalo si¢ jednak znalez¢ ogoélnej
prawidtowosci, zalezno$¢ ta wygladata réznie dla kazdego z badanych szczepow
cyjanobakterii. Zebrane wyniki Doktorantka umiescita w rozdziale 20. Moim zdaniem nie
zawsze wilasciwie go pogrupowata w podrozdziaty i zatytulowata, w tym np. dla szczepu
Synechococcus  bigranulatus CCALA 187  Autorka  wyodrebnia  podrozdzial
,,Biotransformacje” (20.3.1), a dla dwoch pierwszych juz nie (20.1. i 20.2.). Tytuly stanowig
nazwy szczepOw i nie wprowadzajg czytelnika w zakres prowadzonych badan. Za niefortunne
uwazam rowniez podpisy tabel, przedstawiajace wybrane parametry biotransformacji (41-46;
48-49; 51-52; 54-56). Uprzejmie prosze o zasugerowanie odpowiedniejszego zapisu, chociazby
dla jednej, wybranej biotransformacji.

Interesujgce i warto$ciowe sg wyniki dotyczace wptywu sposobu naswietlania hodowli
na szybko$¢ i efektywnos¢ procesu biotransformacji. Badania te Doktorantka przeprowadzita
przy roéznych stezeniach substratu, prowadzac hodowle sinic w kolbach Erlenmeyera i ptaskich
butelkach hodowlanych. Szczegblnie cenne wyniki uzyskata dla szczepu Nostoc cf-muscorum,
dla ktoérego po zwigkszeniu ekspozycji na $wiatlo, jednym z produktéw reakcji hydrolizy
racemicznego octanu 1-fenyloetylu byt czysty alkohol 1-(R)- fenyloetanol. Dla 4 mM st¢zenia
substratu enancjoselektywno$¢ tej reakcji wynosita 275. Istotnym, w mojej opinii utrudnieniem,
w poréwnywaniu i interpretacji wynikoéw sa rozne, dla kilku badanych szczepow, czasy
biotransformacji. Ponadto, niejasne jest wydzielenie przez Doktorantke podrozdziatu 21 pt.
,Indywidualny dobér warunkéw biotransformacji racemicznego octanu 1-fenyloetylu dla
wytypowanych fotobiokatalizatorow o najlepszej aktywnosci”. Czy nie jest to po czgsci
powtdrzenie wynikéw zawartych we wczesniejszym rozdziale (rozdz. 16.3.2.; tabele 12-14),
niewgtpliwie nowo$é w tym rozdziale stanowia parametry procesu katalizowanego przez
Nodularia moravica.

Ostatnia cze$¢ tego rozdziatu pracy dotyczy badania stabilnoSci (przezywalnosci)
fotobiokatalizatora Synechococcus bigranulatus CCALA 187* w obecnosci réznych stezen
substratu - racemicznego octanu 1-fenyloetylu, za pomoca cytometrii przeptywowe;j.
Zastosowana przez Doktorantke procedura barwienia pozwolita na zréznicowanie komorek
zywych 1 martwych po procesie biotransformacji. Rezultaty tych doswiadczen wskazujg na
szeroki zakres stabilnosci badanego biokatalizatora w srodowisku ksenobiotycznego substratu
— octanu 1-fenyloetylu, co jest bardzo istotne, jak stusznie zauwaza Doktorantka, dla
zwickszania skali procesu czy wykorzystania cyjanobakterii w procesach ciagtych.
Rozwazatabym jednak przeprowadzenie tego rodzaju badan w pierwszej kolejnosci, mozna
bowiem stwierdzié, ze zaprojektowane przez Autorke warunki biotransformacji dla 50 mM
stezenia substratu nie byly zasadne.

W kilku miejscach w tej czesci rozprawy znajdujg si¢ drobne pomytki i niejasne
sformutowania, np.
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e na stronie 141 pojawia si¢ nieprawidlowe odniesienie do tabel (,,w tabelach 46-
467),

e na stronie 141 pojawia si¢ bledne sformutowanie ,,Powyzej trzech godzin
trwania procesu, mozna zauwazy¢, ze po 7 godzinach trwania procesu...”

e na stronie 144 Doktorantka stosuje nieprecyzyjny zapis, w ktérym pisze
o0 ,,réznicach w stopniach konwersji pomiedzy butelka, a kolba Erlenmeyera”,
podobnie na stronie 156 pojawia si¢ informacja o wielkosci powierzchni, ktéra
pada na hodowlg.

Podsumowujgc cze$¢ eksperymentalng pracy stwierdzam, ze zakres wykonywanych
badan byt ambitny i szeroki. Uzyskane w trakcie ich realizacji wyniki potwierdzajg, ze
Doktorantka zrealizowata postawione na wstepie cele. Wyniki Jej badan sg bardzo cenne
istanowig wazne uzupelnienie zgromadzonej dotychczas wiedzy na temat uzdolnien
enzymatycznych cyjanobakterii i ich wykorzystania w zréwnowazonej biotechnologii.

W ostatnim etapie rozprawy, przytaczajac i interpretujac konkretne badania,
Doktorantka dokonata podsumowania uzyskanych wynikéw i1 zweryfikowata hipotezy
badawcze.

Rozprawa jest podstawa do dyskusji naukowej, a pytania przedstawione ponizej
wynikajg z czystej ciekawosci recenzenta:

1. Czy znane sg inne, niz te stosowane przez Doktorantke metody przechowywania sinic,
zwigkszajace by¢ moze ich stabilno$¢ morfologiczng?

2. Czy w opinii Doktorantki, dla podniesienia efektywnosci biotransformacji, zasadne
byloby zoptymalizowaé st¢zenie/ilos¢ biokatalizatora (rozumianego jako komorka)?

3. Czy Doktorantka sprawdzata jak na wydajnos¢ analizowanych biotransformacji
wplywa czas hodowli fotobiokatalizatora? W pracy przyjeto, ze enzymy
wykorzystywane w docelowych biotransformacjach sg metabolitami wtornymi
i najefektywniej produkowane sa w fazie stacjonarnej wzrostu gospodarza. Czy zostato
to potwierdzone we wczesniejszych badaniach?

4, Literatura* podaje, ze szczep Leptolyngbya foveolarum wykazuje wzrost w postaci
biomasy, ktéra osiada na dnie, co moze dodatkowo wplywaé na ograniczony kontakt
substratu z komérkami sinic w warunkach stacjonarnych. Jak Autorka poradzita sobie
z tym problemem w swoich badaniach?

Podsumowujgc, uwazam, ze mgr inz. Agnieszka Slizewska podjeta bardzo ciekawy
temat, wykazujgc si¢ jednocze$nie odpowiednim warsztatem badawczym oraz szeroka
znajomoscig tematu. Swoja role jako recenzenta nie postrzegam wylacznie w kontekscie
wskazania ewentualnych nieprawidtowosci i dokonania cato$ciowej oceny rozprawy jedynie
przez pryzmat popelnionych bledéw. W mojej ocenie, zadaniem recenzenta powinno by¢
przede wszystkim wskazanie tych aspektéw, ktérych dopracowanie mogloby wspomoc dalszy
rozwdj naukowy Doktorantki. Wszelkie uwagi, komentarze wskazane przeze mnie w recenzji
nie stanowig w swej istocie zarzutéw o powaznym charakterze merytorycznym, a maja przede
wszystkim zacheci¢ do dyskusji i dalszej wymiany spostrzezen.

*Gorak M., Zymanczyk-Duda E. (2014) Zastosowanie cyjanobakterii w biotransformacji 2-
oksopropanofosfonianu dietylu”, CHEMIK 68.2, 123-128
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Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Slizewskiej pt ,, Ocena
wlasciwosci katalitycznych sinic” spetnia wymagania stawiane przez art. 13 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (tj. Dz.U. z 2017 r. poz. 1789 z p6zn. zm.), jest bowiem samodzielnym i bardzo
warto$ciowym dorobkiem naukowym, wnosi do nauki wiele elementéw poznawczych i ma
znaczenie dla praktyki. W zwigzku z powyzszym, przedktadam Wysokiej Radzie Dyscypliny
Naukowej Nauki Chemiczne w Politechnice Wroctawskiej wniosek o dopuszczenie mgr inz.
Agnieszki Slizewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorage pod uwage fakt, ze wyniki sa oryginalne, warto$ciowe pod wzgledem
poznawczym oraz potencjalnie aplikacyjnym uwazam, ze calo$¢ rozprawy zasluguje na
wyroéznienie, o ktére wnioskuj¢ do Wysokiej Rady ds. Stopni Naukowych Politechniki
Wroclawskiej.

dneka, @A/OOCJA/OM®W/
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