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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Moniki Serafin-Lewanczuk

»Biotransformacje zwigzkow fosforoorganicznych z zastosowaniem
biokatalizatoréw o aktywnosci hydrolitycznej”

Rozprawa doktorska mgr inz. Moniki Serafin-Lewanczuk zostala wykonana w
Zakladzie Chemii Bioorganicznej, Wydzialu Chemicznego, Politechniki Wroctawskiej pod
kierunkiem dr hab. inz. Ewy Zymanczyk-Dudy, prof. PWr. Przedstawiona do oceny praca
jest kontynuacjg wieloletnich badan naukowych prowadzonych w zakladzie Chemii
Bioorganiczne;.

Podjgcie tematu badawczego jest uzasadnione zaréwno ze wzgledéw naukowych
(badania podstawowe) jak i wdrozeniowych (transfer badan akademickich do przemystu).
Na poczatku oceny rozprawy nalezy zaznaczy¢, ze hydroksy- i aminofosfoniany wykazujg
aktywnos¢ antybakteryjna, antynowotworowa oraz antywirusowa. Wykazano réwniez, ze
potaczenia tego typu moga wykazywac aktywnosé inhibujgcg wzgledem badanych hydrolaz.
Szczegodlnie istotne w procesie uzyskania zwigzkow o potencjale wdrozeniowym jest
okreslenie aktywnosci biologicznej jego poszczegdlnych enancjomerdw. Jest to zwigzane z
dynamicznym wzrostem zapotrzebowania przemystu na zwigzki o okreé$lonej konfiguracji
przestrzennej obserwowanym na przestrzeni kilku ostatnich dekad. Tak duze
zainteresowanie tym tematem jest nastgpstwem lepszego poznania procesow biologicznych
zachodzacych w organizmach Zzywych oraz znaczenia chiralno§ci w naturze. Czyste
enancjomery mozna otrzymaé wykorzystujac zdolnos¢ organizmow zywych do produkeji i
przetwarzania zwiazkoéw chemicznych. Zjawisko to jest fundamentem wszystkich procesow
zyciowych i opiera si¢ w wigkszosci przypadkéw na reakcjach katalizowanych przez
enzymy. Wpisujgc si¢ w ten nurt badan, Doktorantka zastosowala biokatalizatory o
wilasciwosciach hydrolitycznych w biotransformacjach amino- i hydroksyfosfoniandw.

Reakcje hydrolizy katalizowane lipazami sg jednym 2z najczesciej stosowanych
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przeksztalcen biotechnologicznych. Reakcje katalizowane tymi enzymami prowadzg do
alkoholi drugorzgdowych przewazni z wysoka indukcjg asymetryczng.

Uktad rozprawy doktorskiej jest typowy, monografia zawiera, w odpowiednich
proporcjach, wszystkie niezbedne rozdziaty dla opracowan tego typu. Przedstawiona praca
liczy 162 strony i zawiera 46 rysunkow oraz 30 tabel. Praca jest skonstruowana logicznie, w
typowym kompletnym ukladzie. Napisana jest jezykiem naukowym, charakteryzujgcym si¢
wysokg poprawnoscig i starannoscig stylistyczna. Nieliczne tylko bledy edytorskie nie
wplywajg na oceng tej pracy. Bibliografia obejmuje 168 trafnie wybranych przez Autorke
pozycji literaturowych, glownie pochodzacych z renomowanych czasopism o zasiegu
miedzynarodowym. Doktorantka umiejetnie positkuje si¢ zebrang literaturg zaréwno we
wstepie pracy, jak i w omowieniu oraz dyskusji badan wlasnych.

W czedci literaturowej Autorka opisuje znaczenie biotransformacji oraz
pracochtonno$¢ badan jakie nalezy przeprowadzié¢ w celu przeniesienia interesujacego
procesu biotechnologicznego wykonanego w skali analitycznej na skalg¢ przemystowg. W
dalszej czgéci tego rozdzialu szczegdlowo opisuje w oparciu o dane literaturowe trafnie
wybrane przyklady zastosowan enzyméw hydrolitycznych. Nie wszystkie opisywane
zwigzki i reakcje sa przedstawione na rysunkach co utrudnia interpretacje opisywanych
procesow (strony: 25, 29, 32, 33, 35, 38, 43).

Prosze o zapoznanie si¢ z zasadami graficznego przedstawiania tréjwymiarowych
struktur zwigzkow chemicznych z uwzglednieniem ich stereochemii w oparciu o informacje
zawarte w opracowaniach IUPAC.

Rozdziat — Badania wlasne, Autorka rozpoczyna od doktadnego opisu kolejnych
etapow realizacji swojej pracy doktorskiej, a kazdy z nich jest poparty studiami
literaturowymi. Nastepujace po sobie doswiadczenia sg zaplanowane w bardzo logiczny
sposob 1 sa wynikiem wieloletniego doswiadczenia w tej tematyce badawczej zespotu, z
ktérego wsparcia mogla skorzysta¢ doktorantka. Jednak pomimo skrupulatnosci w
konstruowaniu tej czesci swojej pracy nie ustrzegta si¢ kilku bledow:
rozdzial 1.1.1. — prosz¢ wyjasnic role trietyloaminy?;

Rys. 22. ktory zwiazek pelni rolg kwasu glioksalowego? Rys. 32. blednie opisany rysunek;
w opisie Tabeli 17 pojawia si¢ informacja o trzech cyklach katalitycznych, jednak dla

wigkszosci biokatalizatoréw przedstawiony jest tylko jeden;
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Dla szczepu 7. purpurogenus inne wyniki przedstawione w tabeli 18 i inne opisane w
tekscie (strona 102)

Zdecydowanie wickszos¢ opisywanych w literaturze lipaz przeprowadza zaréwno
hydrolize jak i estryfikacje zgodnie z reguta Kazlauskasa. W przypadku stosowanego jako
substrat kwasu 2-butyryloksy-(etoksyfenylofosfinylo)-octowego nalezaloby sie spodziewaé
zdecydowanie S-selektywnosci badanych biokatalizatoréw. Czyli reakcji hydrolizy powinny
szybciej ulegaé estry o konfiguracji Rp,S — tak jak to opisata Autorka, ale rowniez zwiazek o
budowie przestrzennej zdefiniowany jako SpS. Jak wyjasni¢ takg roznice w
enancjoselektywno$ci badanych biokatalizatorow.

Na rysunkach 24-35 Autorka przedstawita widma *'P NMR mieszanin reakcyjnych
uzyskanych w wyniku biotransformacji badanego estru. Skoro sg tak duze réznice w
polozeniach sygnatéw pochodzacych od poszezegdlnych zwigzkéw w zaleznosci od skladu
badanej mieszaniny (obecnos¢ chininy, oleju) to na jakiej podstawie Doktorantka przypisata
sygnaly odpowiednim zwiazkom? Czy na pewno wszystkie sygnaly pochodza od
opisywanych zwigzkoéw? Skoro biokatalizatorami byly wzrostowe kultury grzybow
strzgpkowych (a te jak sama Autorka zauwazyla posiadaja bogaty arsenal enzymow
katalizujacych rozne przeksztalcenia ksenobiotycznego substratu) to skad pewnos$é, ze
obecne w mieszaninie reakcyjnej odpowiednie estry i alkohole nie ulegly innym
przemianom? Przedstawione na Rysunku 32. chromatogramy badanych zwiazkow moze nie
sa idealne, ale zastosowanie tej metody réwnolegle z *'P NMR do okre$lenia skladéw
badanych mieszanin, rozwialoby kilka watpliwo$ci recenzenta.

Szkoda, ze Autorka nie kontrolowala postepu reakcji w czasie (np. 1, 3, 6, 10 dni),
pozwoliloby to dokladniej zbada¢ enancjoselektywno$¢é badanych biokatalizatorow. Taki
zabieg mialby szczegdlne znaczenie w przypadku enzymatycznej acylacji kwasu 2-
hydroksy-2-(etoksyfenylofosfinylo)-octowego. W przypadku tego doswiadczenia konieczne
byloby réwniez zwigkszenie ilosci stosowanych enzymdw.

W tabelach 8, 9, 10, ... Autorka nie podata udziatu procentowego poszczegdlnych
par enancjomeréw. Brak tej informacji utrudnia interpretacje¢ przedstawionych wynikéw.
Pomimo tej trudnosci prosze o wyjasnienia czego skutkiem sg tak duze rozbieznosci
odczytania nadmiardw enancjomerycznych dla estrow i powstajacych z nich odpowiednich

alkoholi. np.: Tabela 8; dla podtoza hodowlanego H1 skoro mieszanina estrow Sp,S oraz
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Rp,R hydrolizuje z 45% konwersja czyli pozostaje jeszcze 55% substratu z ee = 36%, to jak
wyjaséni¢ nadmiar enancjomeryczny > 5% zmierzony dla produktu hydrolizy. Analogicznie
miedzy innymi w Tabelach 121 15.

Duzym zaskoczeniem jest réwniez wyrazny spadek stopnia przereagowania, czego
konsekwencjg bylo znaczne obnizenie wartosci nadmiardw enancjomerycznych substratow i
produktow, uzyskane w badaniu wplywu réznych Zrddet wegla na aktywno$é lipaz
badanego szczepu Penicillium commune. W tym przypadku analiza postepu reakcji w czasie
(np. 1, 3, 6, 10 dni), réwnolegle z kontrola, pozwolitaby dokladniej zbadaé faktyczng
aktywno$¢ badanego enzymu wytwarzanego przez ten szczep. Takie doswiadczenie
pozwolito by okresli¢ dynamike badanych procesow, oceni¢ czy enzymy przeprowadzajace
opisywane przemiany sa konstytutywne czy indukowalne stosowanym substratem.
Natomiast, czy wydluzenie inkubacji substratu nie spowoduje réwniez hydrolizy
pozostalych distereoizomerdw.

Czy prowadzono poszczegdlne doswiadczenia réwnolegle z kontrola, czy kontrola
byla wynikiem uzyskanym w poprzednich doswiadczeniach? Jezeli zastosowano ten drugi
wariant to na wyniki w poszczegélnych doswiadczeniach mogly mieé¢ wplyw gltéwnie
czynniki fizjologiczne badanego szczepu np. ilos¢, dojrzato$é biomasy.

Strona 99. Doktorantka pisze, ze niska efektywnos$¢ hydrolizy przy zastosowaniu
stezenia substratu 32 mM jest spowodowana toksycznym dziataniem substratu na
biokatalizator. Jednak w tym do$wiadczeniu Doktorantka opisata rezultaty po trzech dniach,
a przy zastosowaniu nizszych stezen po 5 i 7 dobach.

Kila szczepow bylo wyizolowanych 1 zidentyfikowanych przez dr hab. Magdalene
Klimek-Ochab, Autorka jednak nie podaje metody identyfikacji tych mikroorganizméw, W
tabeli 6. 1 konsekwentnie w kolejnych przedstawiane sg wyniki uzyskane dla szczepu
Penicillium lipolityczne pochodzacego z kolekeji wlasnej Politechniki Wroctawskiej, czy to
prawidlowa nazwa? Uzywajac jako biokatalizatoréw konkretnych szczepoéw nalezy podaé
ich numer z kolekcji, w innym przypadku moze to sugerowaé czytelnikowi, ze podano
informacje dotyczacg calego gatunku.

Te watpliwosci nie majg na celu umniejszenia ogromu pracy jaka wykonala i opisala
autorka, ale skloni¢ zespo6l zajmujacy si¢ tym tematem do kontynuowania opisanych przez

Doktorantke badan.
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Podsumowujge, wuznaje prace doktorska pt. Biotransformacje zwigzkow
fosforoorganicznych z zastosowaniem biokatalizatorow o aktywnosci hydrolitycznej” za
ciekawa, poruszajaca niezwykle wazny aplikacyjny problem, a uzyskane wyniki sg efektem
przeprowadzenia wielu trudnych eksperymentéw biotechnologicznych. Moim zdaniem
recenzowana przeze mnie praca jest gotowym materiatem na co najmniej cztery bardzo
dobre publikacje i z pewnoscia bedzie stanowic inspiracje do dalszych badan dotyczacych
tego tematu. Stwierdzam, ze praca doktorska Pani Moniki Serafin-Lewanczuk spelnia
wszystkie warunki, zaréwno ustawowe jak i zwyczajowe, jakie stawia si¢ opracowaniom
tego typu 1 dlatego wnoszg¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Chemicznego, Politechniki

Wroclawskiej o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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“Tomasz Janeczko



