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Recenzja 

pracy doktorskiej Pani mgr inz. Moniki Serafm-Lewanczuk pt. „Biotransformacje zwi^zkow 
fosforoorganicznych z zastosowaniem biokatalizatorow o aktywnosci hydrolitycznej". Praca zostala 
wykonana w Zakladzie Chemii Bioorganicznej, Wydzialu Chemicznego, Politechniki Wroclawskiej 
pod kierunkiem dr hab. inz. Ewy Zymahczyk-Dudy, prof PWr. 

Pot^ga Chemii, jako wiod^cej dziedziny nauki, wywodz^cej swoje osi^gnifcia z zycia i jego 

przystawek, jest tak ogromna, ze w zasadzie kazd^ prob? jej oceny nalezy uznac za niepeln^, 

tendencyjn^ lub stronnicz^. Po okolo 350 latach rozwoju, jak na kazdy, nawet wielce zastuzony byt 

ziemski, na chemi? zaczynamy obecnie patrzec z pozycji realiow X X I dostrzegaj^c koniecznosc jej 

dalszego rozwoju takze poprzez zast^powanie czysto chemicznych metod syntezy metodami 

delikatniejszymi, wywodz^cymi si§ z biotransformacji i fe/osyntezy. Tym bardziej, ze metody te nalezy 

do tzw. „zielonych", co obecnie jest bardzo twarzowym kolorem... a atomy, jako takie, chyba nie 

odczuwaj^ roznicy. Przyspieszenie rozwoju chemii dzi^ki wspomaganiu naukami biologicznymi 

stanowi nowoczesn^ podstaw? nauki. 

Trzeba pami^tac, ze natura postuguje si§ 6/okatalizatorami dla swoich celow, ktore nie zawsze 

obejmuj^ palet? naszych biez^cych potrzeb. Wiedz^c co nieco, probujemy odnalezc nowe drogi 

wytwarzania produktow, do otrzymania ktorych wykorzystujemy biokatalizatory w postaci calych 

mikroorganizmow, ich fragmentow lub enzymow. A, ze czasem wymaga to wi^cej pracy to jednak w 

kohcowym efekcie mozna odniesc sukces, l^cznie z tytulem naukowym Doktora... na co wskazuj^ 

rezultaty recenzowanej pracy doktorskiej. 

Autorka na warsztat dzialah badawczych wzi^la interesuj^c^ grup? zwi^zkow o szeroki spektrum 

wlasciwosci biologicznych, ktorymi ŝ  chiralne hydroksy- i aminofosfoniany, stanowi^ce tez 

syntetyczn^ platform? do otrzymywania roznorodnych czynnikow terapeutycznych. Aktywnosc 

zwi^kow fosfonowych zalezy od ich konfiguracji absolutnej, st^d synteza optycznie czystych 

enancjomerow jest bardzo wazna. Otrzymywanie optycznie czystych izomerow na drodze syntezy 

chemicznej wykazuje szereg wad (koszt, zanieczyszczanie srodowiska), dlatego pojawiiy si? proby 

wykorzystania, do tego celu, procesow biotransformacji. 

Substratami wbadaniach opisanych wniniejszej pracy byly pochodna hydroksyfosfinianu- kwas 2-

butyryloksy-2-(etoksyfenylofosfinylo)octowy, oraz pochodne a-aminofosfonianow - kwas N-acetylo-1-
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aminoetanofosfonowy (AlaP-Ac), kwas N-acetylo-l-amino2-metylopropanofosfonowy (ValP-Ac) i kwas 

N-acetylo-1-amino-l-fenylometanofosfonowy (PhgP-Ac). 

A oto krotkie streszczenie tresci pracy, ktore ma za zadanie przyblizenie poruszanych przez 

Autork? zagadnien w stopniu, ktory po zapoznaniu si? z recenzja w Internecie, zach?ci do si?gni?cia 

po oryginai w bibliotece. 

Praca Pani mgr inz. Moniki Serafm-Lewanczuk posiada typowy uktad rozprawy doktorskiej 

wypeiniaj^c 162 stron maszynopisu. 

Rozdzial- Streszczenie - na 4,5 stronach Autorka podala racjonalne powody rozpocz?cia badan, 

stresciia swoje roziiczne dziaiania naukowe oraz podala uzyskane rezultaty. Natomiast w Rozdziale -

Podsumowanie na 3 stronach ostatecznie podsumowala uzyskane, wartosciowe wyniki swej pracy. 

Rozdzial - Wst§p Autorka opisuje, w sposob ogolny, procesy biotransformacji oraz 

biokatalizatory wykorzy sty wane w biotransformacjach by w dalszej cz?sci omowic kluczowy problem 

- zastosowanie biokatalizatorow o wlasciwosciach hydrolitycznych w biotransformacjach (podaje 

przyklady procesow wykorzystania aminoacylaz, amidaz, nitrylaz, hydrolaz epoksydowych, proteaz i 

lipaz). Stwierdzam, ze rozdzial ten licz^cy 35 stron dobrze wprowadza czytelnika w aktualn^ tematyk? 

badan. Dostrzegam jednakze, jak to bywa, drobne niescislosci i niepelne sformulowania: np. Autorka 

opisuj^c klasyfikacj? enzymow powinna skrotowo podac i opisac zasady klasyfikacji, np. co oznaczaj^ 

poszczegolne liczby w skrocie EC (Enzyme Classification) oraz omawiaj^c dalej poszczegolne klasy 

uzywac tego skrotu EC z kolejnymi cyframi (zrobila to raz na stronie 28). Symbol EC jest waznym dla 

enzymologa skrotem dobrze i z reguly jednoznacznie opisuj^cym narz?dzia, ktorymi ŝ  enzymy. 

Doktorantka omawiaj^c to zagadnienie w pracy przyjfla form? opisow^ co jej niniejszym wytykam. 

Mam pytania do grupy enzymow, ktorymi szczegolnie zajmowala si? Doktorantka - Czy znane ŝ  

Pani lipazy, ktore nie posiadaj^ domeny pohpeptydowej nazywanej tez wieczkiem (ang. lid, flap)l 

A oto dostrzezone, w tym rozdziale, drobne uchybienia - Tabela 1 - katalizator musi bye zdolny... w 

moim przekonaniu raczej powinien wykazywac wlasciwosci. 

Rozdzial - Cel pracy - Cytuj? z pracy "Celem przeprowadzonych badan bylo opracowanie 

wydajnej metody biokatalitycznej hydrolizy pochodnych kwasu 2-hydroksy-2-

(etoksyfenylofosfmylo)octowego oraz pochodnych kwasow a-aminofosfonowych (kwasu 1-

aminoetanofosfonowego, l-amino-2-metylopropanofosfonowego oraz 1-amino-1-

fenylometanofosfonowego) do optycznie czystych zwi^kow fosfonowych. W celu realizacji zadania 

w badaniach zastosowano roznorodne biokatalizatory: cale komorki bakterii wlasciwych, 

cyjanobakterii, drozdzy oraz grzybow, a w przypadku kwasow a-aminofosfonowych takze preparaty 
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enzymatyczne, glownie z gnipy lipaz". Pani mgr inz. Monika Serafm-Lewanczuk podala takze 5 celow 

szczegotowych. 

Postawiony przez Doktorantkf eel uwazam za bardzo ambitny. Stwierdzam, ze zakres, prawdziwie 

nowoczesnych i pracochlonnych badan zostal zrealizowany z sukcesem w zakresie biokatalitycznej 

hydrolizy pochodnych kwasu 2-hydroksy-2-(etoksyfenylofosfmylo)octowego - i to jest duzo. 

Rozdzial - Badania wtasne - to, co stanowi esencj? pracy Autorka opisala starannie na 66 

stronach maszynopisu zawieraj^cego 22 rysunki i 18 tabel. Nie mam merytorycznych zastrzezeh do 

tego rozdzialu choc chcialbym podzielic si? nast^puj^cymi uwagami. 

Na stronie 92 - Autorka pisze, cytuj? „... niektore lipazy posiadajq oslon§ z czqsteczek wody 

scisle zwiqzanq z enzymem, ktdra chroni hydrofdowe powierzchnie enzymu i umozliwia zachowanie 

natywnej konformacji nawet w obecnosci apolarnych hydrofohowych rozpuszczalnikdw". Mam pytanie 

a CO z innymi lipazami i innymi enzymami? Czy one takze posiadajq tak^ warstewk?, zwi^an^ 

wielokrotnymi wi^zaniami wodorowymi z polarnymi atomami, na powierzchni enzymu?. Strona 93, 

cytuj?: ,^adanie stabilnosci enzymow w rozpuszczalnikach ma najwi^ksze znaczenie przy 

wykorzystaniu lipaz w syntezie estrow oraz transestryfikacji, poniewaz w tych procesach jako 

rozpuszczalniki wykorzystuje si^ gidwnie rozpuszczalniki organiczne". Doskonalenie stabilnosci 

enzymow ma zawsze fundamentalne znaczenia. Zgadzam si? z Pani^ rozpuszczalniki hydrofilowe, a 

zwlaszcza woda, nalezy do silnych czynnikow denaturuj^cych w porownaniu z rozpuszczalnikami 

apolarnymi. Upraszczaj^c: to co hyrofilowe jest gorsze dla stabilnosci enzymu niz to co hydrofobowe, 

i to dla uczonych stanowilo ogromne zaskoczenie. 

W pracy swej Autorka wykazala zasadnosc otrzymywania optycznie czynnych fosfonowych 

analogow aminokwasow jako zwi^kow o zroznicowanej aktywnosci biologicznej. Jednak wsrod 

testowanych biokatalizatorow nie udalo si? znalezc takiego, ktory hydrolizuje wi^zanie amidowe w 

badanych N-acylowych pochodnych kwasow a-aminofosfonowych. Doktorantka wskazala na 

prawdopodobn^ przyczyn? niepowodzenia tych badan, cytuj? (strona 116) ,JViepowodzenie w 

przeprowadzanych badaniach moze bye zwiqzane z potencjalnq inhibitorowq aktywnosciq badanych 

zwiqzkow. Aminofosfoniany ze wzgl§du na swojq budow§, sq analogami strukturalnymi aminokwasow, 

CO prowadzi do rywalizacji tych dwoch grup zwiqzkow o miejsce aktywne enzymow. Kwasy 

aminofosfonowe i ich pochodne sq inhibitorami enzymow, wykazujq wlasciwosci antybakteryjne i 

antygrzybiczne, co moze utrudniac transformacje ich na drodze biokatalizy". To prawdopodobne 

wytlumaczenie wskazuje na rozwini?ty zmysl krytyczny i dobre przygotowanie merytoryczne Autorki. 

Rozdzial - Materiaty i metody - zostal podzielony na 3 podrozdzialy zajmuj^ce 27 stron. 

Zawiera spis odczynnikow chemicznych do syntez, analiz, oczyszczania probek oraz skladniki podloz 



hodowlanych. Zawiera podstawowe opisy stosowanych preparatow enzymow w tym: 16 preparatow 

lipaz i 2 preparaty esteraz i jednej proteazy. Podaje 26 testowanych w badaniach przesiewowych 

szczepow mikroorganizmow (bakterii, sinic, drozdzy i grzybow strz?pkowych), pochodz^cych z 

kolekcji krajowych, zagranicznych oraz zasobow wiasnych. Zawiera opisy 5 nowoczesnych technik 

analitycznych stosowanych w pracy, takich jak: HPLC, FPLC, TLC, ' H MNR, ^̂ P NMR. Tu mam 

jedno spostrzezenie, bye moze przydatnym, do wst?pnej analizy plytek TLC, bylby program analizy 

cyfrowej np. JustTLC, ktory dobrze sprawdza si? w naszym laboratorium. 

W rozdziale tym zawarto stosowane metody chemicznej syntezy substratow chemicznych oraz metody 

rozdzialu ich par enancjomerow. Opisano metodyki: okreslania nadmiarow enancjomerycznych, 

konfiguracji absolutnej kwasu 2-hydroksy-2-(etoksyfenylofosfinylo)octowego, przygotowania 

biokatalizatorow (hodowla mikroorganizmow), modyfikacji podlozy hodowlanych oraz medium do 

biotransformacji substratow, sposobu badania wplywu dodatku induktorow syntezy lipaz, wyznaczania 

krzywych wzrostu i sposobu preinkubaqi mikroorganizmow w warunkach deficytu substancji 

odzywczych, ich immobilizacji i oznaczenia aktywnosci lipolitycznej. Omawia procedury wykonanych 

biotransformacji oraz oczyszczania produktow, powi?kszania skali procesu z wykorzystanian 

immobilizowanych komcrek w warunkach wstrz^sanych i w reaktorze ze zlozem upakowanym. 

W sumie cz?sc biotechnologiczna tego rozdzialu zostala opisana starannie ale... mam drobne 

uwagi i pytania do tego rozdzialu. Wg informacji zawartej w pracy, wytworzon^ biomas? z jednej 

kolby przenoszono do kolby zawieraj^cej medium reakcyjne, co znacznie upraszczalo prac?. Mam 

pytanie o sposob kontroli czystosci mikrobiologicznej prowadzonych hodowli? Pojawiaj^ce si? 

zakazenia mog^ bowiem bardzo zafalszowac uzyskane wyniki. Z kolei, w przypadku stosowania 

gotowych (handlowych) preparatow enzymatycznych nie podano ich ilosci (obj?tosci, masy lub 

jednostek aktywnosci) stosowanych w poszczegolnych biotransformacjach. Prosz? tez o wyjasnienie, 

dlaczego do biotransformacji substratow zastosowano biomas? grzybow nitkowatych b?d4C4 w fazie 

logarytmicznego wzrostu? 

Rozdzial ~ Dorobek naukowy - Dorobek naukowy Pani mgr inz. Moniki Serafin-Lewahczuk 

sklada si? z 5 publikacji, w tym rezultaty pracy doktorskiej zostaly cz?sciowo opublikowane w 

renomowanym czasopismie Bioorganic Chemistry (IF 3.21), co dowodzi oryginalnosci badan. 

Doktorantkajesttakze wspolautork^ 11 doniesiehkonferencyjnych. 

Rozdzial - Bibliografia zawieraj^ca 168 pozycji literaturowych byla dobrym zapleczem 

merytorycznym badan. 

Ocena merytoryczna. 
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Podoba mi si? klarownosc koncepcji pracy zawartej w celu obejmuj^cym wykorzystanie 

potencjalu nauk podstawowych i aplikacyjnych do opracowania wartosciowych biotechnologicznych 

innowacji. Nie zamierzam omawiac szczegolowo rezultatow pracy, chcialbym jedynie zwrocic uwag? 

na te elementy, ktore w moim przekonaniu, zgodnie z moimi kompetencjami, stanowi^ istotn^ wartosc 

naukowy pracy. Mam tu na mysl blok badan dotycz^cy rozleglego problemu biotransformacji kwasu 

2-butyryloksy-2-(etoksyfenylofosfmylo)octowego oraz okreslenia konfiguracji absolutnej produktow 

hydrolizy. 

W celu znalezienia biokatalizatora o poz^danej aktywnosci mgr inz. Monika Serafin-Lewahczuk 

przeprowadzila skrining wybranych mikroorganizmow, wsrod ktorych znajdowaly si? grzyby 

strz?pkowe, drozdze oraz cyjanobakterie. Ostatecznie dalsze Jej szczegolowe badania skupialy si? na 

optymalizacji warunkow procesowych oraz na powi?kszaniu skali tego procesu dla szczepow 

Penicillium commune KKP 2513 i Talaromyces purpurogenus KKP 2512. Uwazam, ze Pani magister 

znalazla bardzo ciekawe szczepy wykazuj^ce rzadk^ wlasciwosc wytwarzania zwi^zanych z mycelium 

lipaz/esteraz. To jest rzadko opisywana wlasciwosc. W przyszlosci Autorka moglaby zastosowac 

sposob indukcji grzybow strz?pkowych bezposrednio na podlozu stalym, dodaj^c niewielkie ilosci 

wlasciwego estru lub produktow jego hydrolizy. • 

Podoba mi si?, ze po preinkubacji biomasy w warunkach deficytu substancji odzywczych, dla 

Penicillium commune Doktorantka stwierdzila znacz^cy wzrost enancjoselektywnosci reakcji (e.e. 

si?gaJ4ce 90% oraz enancjoselektywnosc E 52,8) w porownaniu do reakcji z wykorzy stani em 

biokatalizatora przygotowanego bez etapu glodzenia (e.e. si?gaj^ce odpowiednio 54% oraz E 3,5). To 

byla nie rutynowa, acz prosta operacja a rezultat doskonaly. Proba opisu ogolnych mechanizmow tego 

zjawiska, w uj?ciu Doktorantki, wydaje si? wiarygodna, choc moze inspirowac dalsz^ dyskusj? 

szczegolnie nad stwierdzeniem, cytuj? (str. 99): „Przeclstawione powyzej eksperymenty posrednio 

udowadniajq, ze testowany substrat jest transformowany, jako cz^sc szlaku metabolizmu 

drugorz^dowego"a Ona sama ukazuje si? jako pomyslowa i dociekliwa mloda uczona. Musz? 

jednak wskazac pewn^ nieprawidlowosc, prawdopodobnie b?d^c4 efektem tlumaczenia z j?zyka 

angielskiego. W terminologii polskiej uzywa si? poj?cia metabolizm wtorny a nie metabolizm 

drugorz?dowy. 

Doceniam wysilek intelektualny i manualny, ktory zaowocowal opracowaniem procesu 

biotransformacji kwasu 2-butyryloksy-2-(etoksyfenylofosfinylo)octowego o wysokiej wydajnosci i 

enanjoselektywnosci. Biomasa Penicillium commune hodowana na podlozu H I po preinkubacji w 

warunkach deficytu substancji odzywczych (przed etapem biotransformacji) katalizowala przemian? 

substratu ze stopniem przereagowania 49%) oraz nadmiarami enancjomerycznymi w zakresie 82-90%). 



Ze wzgl?du na natur? substratow mog^cych powodowac inhibicj? enzymow efektywne 

biokonwersje fosfonianow byly do tej pory prowadzone jedynie na skal? laboratoryjn^. 

Doceniam powi?kszenie skali procesu polegaj^ce na immobilizacji bezposrednio w procesie 

hodowli mycelium grzybow Talaromyces purpurogenus KKP 2512 oraz Penicillium commune na 

piankach poliuretanowych. Umozliwia ona, w jednej operacji, otrzymanie biokatalizatora 

unieruchomionego w nosniku, np. o wymiarach skorelowanych z wymiarami reaktora oraz 

zastosowanie tej formy biokatalizatora jako wypelnienie kolumny z recyrkulacj^ medium reakcyjnego. 

Taki system reaktorowy pozwala na efektywniejszy przeplyw substratu przez osadzone w piankach 

mycelium i niwelowal opory dyfuzyjne co pozwolilo na efektywne prowadzenie biotransformacji. 

Przy wykorzystaniu immobilizowanego w piance mycelium Penicillium commune 

zhydroUzowano testowany zwi^zek w st?zeniu 10,6 mM (500 mg), ze stopniem przereagowania 

rownym 56% oraz nadmiarami enancjomerycznymi 82-91%). Taki wynik w biologicznej konwersji 

fosfonianow uzyskano wg slow Autorki, po raz pierwszy. 

Zastosowanie w takim samym ukladzie biomasy Talaromyces purpurogenus KKP 2512 

zapewnilo stopieh przereagowania substratu rowny 26% oraz nadmiar enancjomeryczny produktu w 

zakresie 16-64%. Natomiast grzyb Talaromyces purpurogenus KKP 2512 - w odroznieniu od 

Penicillium commune - charakteryzowal si? wysok^ stabilnosci^ w trakcie trzech cykli katalitycznych. 

Uwaga ogolna - biomasa grzybow nitkowatych stosowana w procesach biotransformacji nie jest 

stabilna mechanicznie, dlatego podejmuje si? proby zwi?kszenia stabilnosci poprzez np. liofilizacj?, 

odwadnianie, chemiczne sieciowanie i inne. Bye moze w przyszlosci nalezalo by takie i inne proby 

wykonac. 

Zastosowanie immobilizowanych biokatalizatorow (Penicillium commune, Talaromyces 

purpurogenus KKP 2512) jako wypelnienia kolumny pozwolilo na 10-krotne podniesienie skali 

procesu - z poziomu laboratoryjnego do preparatywnego. Plesnie Penicillium commune wykazywaly 

wyzsz^ aktywnosc hydrolityczn^ oraz enancjoselektywnosc w badanych warunkach procesowych i 

mog^ bye brane pod uwag? w dalszych badaniach, maj^cych na celu wykorzystanie opracowanej 

metody w duzej skali co uwazam za znacz^cy sukces Autorki. Powyzsze, wartosciowe, osi4gni?cia 

naukowe wskazuje na znaczny potencjal aplikacyjny zrealizowanej przez ni^ pracy. 

Stwierdzam, ze w tej nowatorskiej pracy z zakresu biotechnologii przemyslowej wykorzystano 

nowoczesne techniki, adekwatny sprz?t badawczy i doskonaly analityk?, bez ktorych wykonanie badan 

nie byloby mozliwe. Dziesi?ciokrotne powi?kszenie skali zbudowalo solidne podstawy badan nad 

dalszym jej powi?kszaniem. Dla mnie, przemyslowego biotechnologa, jest to wazny i innowacyjny 

element badan. Moje uwagi i spostrzezenia nie podwazaj^ wartosci naukowej pracy. 
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Praca Doktorska Pani mgr inz. Moniki Serafm-Lewanczuk dowodzi, iz mamy przed sob^ 

dojrzal^, dociekliwq., pracowit^ i skuteczn^ mlod^ uczon^. Zakres doswiadczen i sposob ich 

przeprowadzenia oraz opis i interpretacj a wynikow wskazuje na dobre przygotowanie merytoryczne i 

kreatywnosctej mlodej Badaczki. 

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr inz. Moniki Serafm-

Lewanczuk, pt. „Biotransformacje zwiqzkow fosforoorganicznych z zastosowaniem biokatalizatorow 

0 aktywnosci hydrolitycznej" spdnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14.03.2003 r. 

(Dz.U. nr 65, poz. 595, z pozn. zm.) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i 

tytule w zakresie sztuki stawiane pracom doktorskim. Wnosz? zatem o dopuszczenie Autorki przez 

Rad? Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

• Prof, dr n̂ ŷ Ca<l6tJsz-Kntczak * % 
Inistylut Brochemii Technicznej 

' / PcMitechnika L6dzka 
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