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Ocena pracy doktorskiej Pani mgr Lucyny Balcerzak

pt. ..Wplyw pochodnych terpenoidowych na wzrost cyjanobakterii”

Celem pracy doktorskiej Pani mgr Lucyny Balcerzak bylo zbadanie wplywu
naturalnych zwigzkow terpenoidowych na rozwoj cyjanobakterii zyjacych w stodkowodnych
zbiornikach wody. Zaplanowane badania mialy rowniez na celu ustalenie do jakich
metabolitow przeksztalcane sa terpenoidy przez te gatunki mikroorganizméw. Tak
zaplanowane badania sa uzasadnione glownie potrzebami s$rodowiska naturalnego,
a w zasadzie to potrzebami zachowania rownowagi ekologicznej. W tym przypadku chodzi
o kontrole rozwoju cyjanobakterii wytwarzajacych grozne toksyny nie tylko dla organizmow
zyjacych w wodzie, ale rowniez w stosunku do czlowieka i innych zwierzat. Koncepcja
kontroli tych szkodliwych dla srodowiska mikroorganizméw za pomocg naturalnych
zwigzkow izoprenoidowych jest bardzo zachecajaca. Zwiazki te bowiem jak i ich metabolity
nie sg toksyczne dla srodowiska, a wigc go nie obcigzaja. Godne pochwaly jest rowniez
poznanie struktur i wlasciwosci biologicznych metabolitow wytworzonych przez te
mikroorganizmy w procesach biotransformacji terpenoidow.

Przed przystapieniem do prezentacji wynikow uzyskanych w badaniach wlasnych mgr
Lucyna Balcerzak omowila podzial terpenéw i terpenoidow na podstawowe grupy oraz
zaprezentowata wlasciwosci biologiczne niektorych z nich. Przyblizyla czytajagcemu rowniez
mikroorganizmy, ktore badala — cyjanobakterie nazywane inaczej sinicami. Omowila
charakterystyke¢ klasy Cyanophyceae do ktorej nalezg cyjanobakterie. Zaprezentowala
budowe ich komorek oraz warunki sprzyjajace rozwojowi tych mikroorganizmow
i niekorzystne skutki ich rozwoju w zbiornikach wodnych.

Na kolejnych stronach czgsci literaturowej Autorka przedstawila zagrozenia
wynikajgce z obecnosci cyjanobakterii w otaczajacym nas srodowisku, a wiec wytwarzanie
przez nie chorobotwoérczych cyjanotoksyn: hepatotoksyn, neurotoksyn i cytotoksyn.
W nastepnym rozdziale omowila rowniez korzysci z obecnosci cyjanobakterii, oczywiscie
tych nie toksynotworczych. Przedstawila zastosowanie cyjanobakterii z gatunku Arthrospira

platensis inaczej spiruliny w przemysle kosmetycznym, a nawet spozywczym.
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Omowila réwniez zastosowanie tych mikroorganizméw do usuwania srodkéw
powierzchniowo-czynnych, pestycydow i innych zanieczyszczen srodowiska, w tym rowniez
jonéw metali cigzkich w postaci wodorotlenkow. Mikroorganizmy te mogg zatem by¢
pomocne w bioremediacji wod. Bioremediacja ta moze obywaé sie w procesach
biotransformacji, ktore najczgsciej poprzez procesy enzymatycznego utleniania, hydrolizy
1 izomeryzacji prowadzi¢ do biodegradacji substancji obcych dla cyjanobakterii. Klasycznymi
przykladami sa procesy np. rozkladu n-fosfonometyloglicyny czy tez skladnikow ropy
naftowe;j.

Autorka w czesci literaturowej omawia rowniez procesy biotransformacji
przedstawiajgc ich cechy charakterystyczne i skupiajac si¢ glownie na tych pozytywnych.
Podkreslita wigc ich specyficzno$¢ substratowa, chemoselektywnosé¢, enancjoselektywnosé,
diastereoselektywnos¢ 1 regioselektywnos¢. Na zakonczenie tej czesci podala znane
z literatury przeklady przeksztalcen terpenoidow przez cyjanobakterie, glownie przez szczepy
z rodzaju Synechococcus sp. Biotransformacjom poddawano menton, karwon, limonen, tymol
oraz produkt tych przeksztalcen limonenu diastereoizomeryczne epoksylimoneny.
Najczgstszymi  przeksztalceniami tych substratow byly: redukcja, utlenianie w tym
hydroksylacja i epoksydacja.

Przystepujac do badan wplywu terpenoidow na cyjanobakterie: Anabaena sp.,
Chroococcus minutus, Nodularia moravica 1 Spirulina platensis Autorka przedstawia
najpierw wyniki badan wptywu acyklicznych terpenoidow: cytralu, cytronelalu i cytronelolu.
Sposrdd tych trzech zwigzkow najbardziej aktywny okazal si¢ cytral, ktéry w najnizszych
stezeniach (0,2-0,4 mmol/L) hamowal wzrost Spirulina platensis oraz przy wyzszych
stezeniach Nodularia moravica. Cytronellal byl natomiast aktywny na Chroococcus minutus
oraz Nodularia moravica. Ostatni z badanych acyklicznych terpeoidow (z)-cytronelol jedynie
przy najwyzszych stezeniach (0,8-1,0 mmol/L) hamowal rozwoj Nodularia moravica
i Spirulina platensis. Z dwoch monocyklicznych terpenowych ketonéw S(+)-karwon byt
aktywny w stosunku do dwoch mikroorganizmow: Spirulina platensis i Chroococcus
minutus, a (+)- i (-)-dihydrokarwon (jako mieszanina) byl znacznie mniej aktywny nawet przy
wyzszych stezeniach. Nie wiem dlaczego mgr L. Balcerzak zaliczyla eugenol do
terpenoidow. Nalezy on do grupy fenylopropanoidow o wiasciwosciach chemicznych fenoli.
Zwigzek ten wykazal umiarkowana aktywno$¢ w stosunku do Spirulina platensis
1 Chroococcus minutus.

Doktorantka badala réwniez wplyw bicyklicznych terpenow: (+)-3-karenu i (+)-a-
pinenu oraz terpenoidow: fenchonu i eukaliptolu na rozwoj sinic. Wsrod tych zwigzkow
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znacznie bardziej aktywnymi byly weglowodory terpenowe.  (+)-3-karen hamowal
w znacznym stopniu rozw0j Spirulina platensis, Chroococcus minutus i Nodularia moravica,
a (+)-a-pinen Nodularia moravica i Chroococcus minutus.

Kolejne doswiadczenia, ktére wykonala Doktorantka to badania wplywu terpenow
1 terpenoidow na hodowle mieszane trzech mikroorganizmow Anabaena sp., Chroococcus
minutus, Nodularia moravica, ktore Autorka nazwata ,konsorcjami”. Oceniajagc to
doswiadczenie z punktu widzenia zastosowania praktycznego zwigzkoéw terpenowych do
ograniczenia lub zwalczania sinic trzeba przyznaé, ze ma ono sens, gdyz w warunkach
naturalnych mikroorganizmy te zyja w takich wlasnie mieszanych kulturach. Sposrod
badanych terpenéw i terpenoidow tylko a-pinen przy niskich stezeniach hamowal wzrost
wszystkich mikroorganizméw wchodzacych w sklad . konsorcjum” Przy wyzszych
stezeniach (0,8 -1,0 mmol/L) aktywne byly jeszcze tylko cytonelal i cytronelol.

Kolejne doswiadczenia mgr L. Balcerzak wykonata w odwrotnym ukladzie tzn. do
jednego mikroorganizmu dodawala mieszaning dwoch terpenoidow. Analiza wynikow
wskazala, ze rozw6j Anabaena sp. najbardziej ograniczaly mieszaniny o-pinenu z (+)-3-
karenem oraz cytronelalu z cytronelolem. Mieszaniny te hamowaly réwniez w znacznym
stopniu rozw0j Chroococcus minutus. Rozwdj tego mikroorganizmu jeszcze bardziej
efektywnie hamowatla mieszanina eugenolu z S(+)-karwonem.

Ostatnia czg¢s¢ badan przeprowadzonych przez mgr L. Balcerzak to biotransformacje
wybranych acyklicznych, monocyklicznych i bicyklicznych terpenoidéw stosowanych we
wczesniej prowadzonych eksperymentach z sinicami. Sposrod pigeiu  acyklicznych
biotransformowanych terpenoidow: (£)-cytronelolu, geraniolu, (+)-cytronelalu, cytralu i (+)-
linalolu tylko ten ostatni w kulturze Spirulina platensis ulegal przeksztalceniom. Produktem,
ktory mialby powstawa¢ wedilug Doktorantki jest 2-metylo-2-winylo-5(2-hydroksy-prop-2-
ylo)tetrahydrofuran. Jedynym dowodem na to, Ze jest to ten zwigzek jest widmo GC-MS.
W mojej opinii jest to zbyt staby dowod. Do potwierdzenia tej struktury potrzebne bylyby
dane spektroskopowe, szczegolnie z widm NMR. Jezeli jednak produkt koncowy tej
biotransformacji jest prawdopodobny to nie wierzg, ze produktem posrednim jest diol
o strukturze 42. Na istnienie tego zwigzku nie ma zadnych dowodow.

Biotransformacjom poddano réwniez monocykliczne terpenoidy. Sposrod tej grupy
biotransformacjom w kulturze Anabaena sp. ulegaty tylko (-)-mentol oraz (+)- i (-)-karwon.
Mentol byl utleniany do mentonu. Wspélng biotransformacja obu izomerycznych karwonow

bylo uwodornienie o,f-wigzania podwojnego i w przypadku (+)-karwonu rowniez redukcji



grupy karbonylowej w (+)-dihydrokarwonie. Budowe produktéw ustalono na podstawie
analizy GC-MS. Mozna bylo t¢ analiz¢ poszerzy¢ stosujac wzorce uzyskanych produktow.
Wszystkie sg zwigzkami znanymi. Nie bardzo rozumiem w jaki sposob z (+)-karwonu (17)
otrzymuje si¢ (-)-dichydrokarwon (18).

Zaden z dziewigciu bicyklicznych terpenoidéw poddanych biotransformacjom
w kulturach badanych cyjanobakterii nie ulegal przeksztalceniom, a w przypadku tych
bardziej lotnych (fenchon i karen), stwierdzono ich ubytek wskutek odparowywania z
mieszaniny biotransformacyjne;j.

W czgsci doswiadczalnej mgr L. Balcerzak podaje systematyczng przynaleznosé
mikroorganizméw bedacych przedmiotem badan, zrédlo ich pochodzenia oraz warunki
hodowli laboratoryjnej. Nastgpnie prezentuje struktury 24 terpenowych weglowodorow,
alkoholi, ketonow, a nawet jednego oksymu i jego glicydowego wodoru. Nie bardzo wiem co
w tym towarzystwie robi nalezacy do fenylopropanoidéw eugenol i jego octan.

W dalszej czgsci tego rozdziatu Doktorantka przedstawila metody analityczne
stosowane w pracy oraz ogolne procedury prowadzenia badan wplywu terpenoidéw na wzrost
i rowdj cyjanobakterii. Przedstawione sa rowniez metody prowadzenia biotransformacii
wstepnych, preparatywnych, a nawet w fotobioreaktorze. Niestety wszystkie te procesy
konczyly sie tylko analizg mieszanin produktow za pomocg chromatografii cienkowarstwowej
lub gazowej sprzgzonej z detektorem spektrometrii mas.

Metody badawcze przedstawione w czgs$ci doswiadczalnej byly dobrane wlasciwie do
przeprowadzonych badan. Niedosyt m6j budzi brak danych spektroskopowych ('H i *C
NMR)  potwierdzajacych strukture¢ otrzymanych w biotransformacjach terpenoidow
produktow. Przed oceng wartosci naukowej uzyskanych wynikow w trakcie realizacji celow
pracy doktorskiej chcialbym zaznaczy¢, ze bardzo mi si¢ podoba pomyst, aby zwigzki
naturalne zastosowa¢ do ograniczenia rozwoju mikroorganizméw szkodliwych dla
naturalnego srodowiska. Podoba mi si¢ rowniez podejscie do problemu, a szczegdlnie proby
ustalenia struktur metabolitow powstajacych ze stosowanych terpenoidéw w wyniku ich
biotransformacji w kulturach badanych mikroorganizmow.

Oceniajgc uzyskane wyniki trzeba podkresli¢, ze wnoszg wiele wartosciowych
informacji, szczegélnie w obszarze badan biologicznych, a konkretnie o reakcjach sinic na
zwiazki terpenoidowe. Wyniki te daja nadziej¢, ze bedzie mozna ograniczyé¢ rozwoj
cyjanobakterii traktujgc ich kolonig roztworem naturalnych zwiazkow terpenoidowych. Druga
czgs$¢ badan, biotransformacje robig wrazenie ,,niedokonczonych™. Dlatego tez wyniki trzeba

traktowa¢ jako wstgpne i przed opublikowaniem trzeba je uzupelni¢, a niektore
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biotransformacje powtoérzy¢. O duzej wartosci naukowej uzyskanych wynikow $wiadezy to,
ze zostaly juz czgsciowo opublikowane w dwoch pracach oryginalnych oraz dwodch
przegladowych. Byly rowniez prezentowane na kilku konferencjach naukowych w postaci
komunikatow.

Opracowanie tych wynikow w postaci dysertacji oceniam réwniez pozytywnie. Praca
napisana jest dobrym i zrozumialym je¢zykiem, chociaz czasami zbyt skrotowym.
Opracowanie graficzne wynikow w postaci wykresow jest bardzo dobre. Odnalazlem
w pracy kilka powtérzen tych samych akapitow, np. akapit rozpoczynajacy sie:
.Cyjanobakterie charakteryzujg si¢ bardzo...” pojawia sie na stronie 3 i 14. Bardzo
nowatorskie, ale zarazem dziwne jest okreslenie odwirowywania ,,zwirowywaniem” (str. 84).
W polskim nazewnictwie jest cytronelol i cytronelal, a nie citronellol i citronellal.

Podsumowujac moja oceng wartosci naukowej uzyskanych przez mgr L. Balcerzak
wynikow i sposob ich przedstawienia w dysertacji stwierdzam, ze praca doktorska pt. ,,Wplyw
pochodnych terpenoidowych na wzrost cyjanobakterii” spelnia wymogi stawiane przez
Ustawg o stopniach naukowych i tytule naukowym i przedstawiam Radzie Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej wniosek o dopuszczenie jej Autorki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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