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Recenzja
pracy doktorskiej Pani mgr inz. Lucyny Balcerzak pt. ,, Wptyw pochodnych terpenoidowych
na wzrost cyjanobakterii”. Praca zostata wykonana w Zakladzie Chemii Bioorganicznej,
Wydzial Chemiczny, Politechnika Wroctawska pod kierunkiem prof dr hab. Stanistawa

Lochynskiego i dr hab. Jacka Lipoka, prof. Uniwersytetu Opolskiego.

Dotychczas przyporzadkowano ok. 2700 gatunkow sinic co jest kropla w morzu
prognozowanego bogactwa tych fotoautotroficznych mikroorganizméw. Mamy wiec do
dyspozycji ogromne, nieznane i roznorodne bogactwo bakterii, ktore w wielu przypadkach sa
juz wykorzystywane w wielu dziedzinach zycia lecz takze bywaja czesto niepozadanym
produktem geniuszu stworcy. Jak na razie mamy czasami klopoty z okielznieciem i
zagospodarowaniem tych mikroorganizméw chociazby w sytuacji szkodliwego zarastania i
zakwitu w akwenach wodnych. Obecnie znanych jest kilka substancji, ktére hamuja rozwoj
cyjanobakterii ale potrzeby sa znacznie wieksze.

Stad wywodzil si¢ pierwszy nurt badan poznawczych ocenianego doktoratu
obejmujacy oddziatywania monoterpenoidow, nowych substancji chemicznych, na sinice.
Studia takie s3 wazne poniewaz pozwola oceni¢ ryzyko przemiany terpendw, stanowigcych
zanieczyszczenia powodowane przez przemyst celulozowo-papierniczy, przez sinice
zwigzane z potencjalng aktywnoscig biologiczng produktow tych biotransformacii.
Dotychczas nie jest wiadomym jak ta klasa zwigzkow wplywa na rozwoj sinic.

Drugi nurt badan dotyczyl okreslenia korzysci wynikajacych z mozliwosci
biotransformacji monoterpenoidéw przez sinice, ktore mozna traktowa¢ jako naturalne
»zielone” katalizatory o whasciwosciach jeszcze niepoznanych. Dane literaturowe wskazuja
fakt biotransformacji niektorych zwiazkow monoterpenowych przez cyjanobakterie jednakze

mechanizm, zakres i sposob oddziatywania sg niemal nieznane.

W proponowanym w Doktoracie ujeciu jest to ciekawa i interesujagca naukowa
inwestycja faczaca badania stosowane z podstawowymi. Dwoch promotorow, specjalistow od

strony chemicznej i biologicznej, rozwiazywanego problemu naukowego, zapewniato w miare



bezpieczny, przynajmniej na starcie, spacer Doktorantki po interdyscyplinarnej $ciezce nauki.
Nie zmienia to faktu, ze satysfakcja z inwencji poglebiajacej wiedze promotoréw oraz krople

potu nalezaty do Pani mgr inz. Lucyny Balcerzak.

Recenzowana praca doktorska Pani mgr inz. Lucyny Balcerzak posiada typowy uktad
rozpraw doktorskich. Manuskrypt zostal napisany na 112 stronach maszynopisu. Zapleczem
merytorycznym jest bibliografia zawierajaca ponad 173 pozycji literaturowych.

Rozdzial 1 stanowi ,Wprowadzenie”, w ktorym doktorantka, w skondensowanej
formie, oswaja czytelnika z tematyka badan. Wymienia pryncypia, opisuje fakty znane,
wspomina o tych jeszcze nie poznanych, wskazuje na potrzebe i ukazuje przyczyne wyboru
kierunku swoich badan informujac jednocze$nie w kilku zdaniach, tak na zachete, o
uzyskanych wynikach. Nie mam zastrzezen do tego rozdziatu.

Rozdzial 2 ,Przeglad literatury”, zajmujacy 25 stron, wprowadza czytelnika
w tematyke badan. Autorka omawia w nim: terpeny i terpenoidy - w szczegolnosci ich
podzial i podstawowe wlasnosci; cyjanobakterie — opisujac ich systematyke, budowe
komorki, zwracajagc uwage na zakwity sinicowe, cyjanotoksyny oraz wykorzystanie
cyjanobakterii w gospodarce czlowieka. Rozdzial ten dobrze wprowadza czytelnika w
tematyke i zakres wykonywanych badan. Jest to dobrze, w oparciu o wartosciowe zrodta,
napisany rozdzial. Nie dostrzegtem w nim uchybien ale dostrzegtem problem do dyskusji. Na
str. 26 Autorka wymienia najwazniejsze i najistotniejsze cechy biotransformacji. Cytuje
~Biotransformacje sq dos¢ uniwersalnymi procesami. Praktycznie dla kazdego rodzaju
reakcji istnieje odpowiedni biokatalizator”. Nasuwa mi sie pytanie ,Dlaczego niektore
polimery syntetyczne s3 tak oporne na biotransformacje/biodegradacje”.

Rozdzial 3 ,,Cel pracy”; , cytuje za pracq” Celem przedstawionych badan byto
sprawdzenie wptywu monoterpenoidow na wzrost cyjanobakterii oraz okreslenie zdolnosci
tych mikroorganizméw do biotransformacji tych zwigzkow. Byt on realizowany poprzez:

*  Zbadanie wptywu monoterpenoidow, czyli substratow tanich, powszechnie dostepnych,
bedacych produktami naturalnymi, na wzrost biomasy sinicowe;.

* Podzial monoterpenoidow, ze wzgledu na oddziatywanie, na dwie gtéwne grupy:
ograniczajace oraz wzmagajace rozwoj cyjanobakterii.

*  Okreslenie wptywu monoterpenoidow na konsorcja stodkowodnych fotoautotrofow.

*  Ocena dzialania mieszanin monoterpenoidéw na poszczegolne gatunki cyjanobakterii.

*  Okreslenie zdolnosci wybranych gatunkow sinic: Anabaena sp., Nodularia moravica,

Chroococcus minutus oraz Spirulina platensis, do biotransformacji zwiazkéw



monoterpenoidowych oraz izolacja i identyfikacja produktow biokatalizy. ,, Koniec

cytatu’”.

Cel ten, postawiony przez ludzi ciekawych i ambitnych, planujacy dotkniecie
problemow nieznanych zostat zrealizowany przez Paniag mgr inz. Lucyny Balcerzak bardzo
dobrze.

W rozdziale 4, ,Wyniki”, na 40 stronach maszynopisu zamieszczono uzyskane rezultaty
badan w postaci 43 rysunkow (72 wykresow, 10 zdje¢, 4 schematow i profili
chromatograficznych) oraz 3 tabel. Rozdzial ten zawiera wyczerpujacy opis badan i ich
wyniki jest napisany kompetentnie i klarownie. Z rozdziatu tego czerpatem wiedze do oceny
merytorycznej.

W rozdziale 5 ,Cze$¢ doswiadczalna” na 17 stronach Autorka opisata:
mikroorganizmy i pozywki stosowane w pracy doswiadczalnej — byly to kultury bakterii
stanowigce wlasnos¢ Uniwersytetu Opolskiego: gatunki fotoautotrofy stodkowodne Anabaena
sp., Nodularia moravica, Chroococcus minutus oraz halofilne Spirulina platensis. Zamiescita
takze struktury oraz nazwy stosowanych w badaniach 25 zwiazkow monoterpenoidowych
bedacych wiasnoscig Politechniki Wroctawskiej. Autorka opisata wykorzystywane w pracy
metody analityczne (TLC, chromatografia kolumnowa i GC-MS) oraz stosowany do badan
sprzet. ZamieScita metodyke badan cjanobakterii. To jest nastepny dobrze napisany rozdziat,
w ktorym zamieszczono opisy dziatan koniecznych do realizacji postawionego celu,
dotyczacych: zbadania wptywu monoterpenoidéw na wazrost biomasy stosowanych
cyjanobakterii; okreslenia wplywu monoterpenoidow na konsorcja fotoautotrofow
stodkowodnych hodowanych na pozywce BG11 i halofilnych Spirulina platensis hodowanych
na pozywce ATCCI1679, oraz opisala metode hodowli tych bakterii w kolbach i
fotobioreaktorze; wptywu monoterpenoidéw na konsorcja stodkowodnych fotoautotrofow;
oceny dzialania mieszanin monoterpenoidow na poszczegolne gatunki cyjanobakterii;
okreslenia wtlasciwosci wybranych gatunkow  sinic  do biotransformacji zwigzkow
monoterpenoidowych oraz izolacja i identyfikacja produktow biokatalizy.

Mam pytanie. Dlaczego podtoza sterylizowano w temp. 126°C, 1,5 atm. I uwage - podajac
parametry wirowania powinno podawac si¢ nie ilo$¢ obrotow rpm (revolutions per minute) a
wzgledng site odsrodkowa rcf (relative centrifugal force).

Rozdziat 6 zawiera ,Podsumowanie i wnioski”. Ten krotki rozdziat (1,5 strony)
opisuje uzyskane sukcesy, a takie niewatpliwie byly czego dowodem jest publikacja w

czasopismie z IF oraz streszczenie wszystkich wykonanych waznych badan. Omawia takze te



warianty, ktore nie daty pozytywnych rezultatow. Sadze, iz wyniki te sg rownie wazne dla
ostatecznego ksztattu Doktoratu Pani Balcerzak jak i uzyskane pozytywne rezultaty
biotransformacji monoterpenoidow przez cyjanobakterie, cho¢ niewatpliwie mniej, z punktu

widzenia Doktorantki, atrakcyjne.

Ocena merytoryczna. Nie zamierzam omawia¢ szczegblowo zaprezentowanych
rezultatow, chcialbym jedynie zwroci¢ uwage na te elementy, ktore w moim przekonaniu,
zgodnie z moimi kompetencjami, stanowig najbardziej istotng warto$§¢ naukowa pracy tej
niewatpliwie pionierskiej pracy.

Autorka stwierdzita, ze monoterpenoidy stosowane w testach, w wiekszosci
przypadkow ograniczajg, w zastosowanych warunkach, wzrost cyjanobakterii. Jedynie w
nielicznych uktadach eksperymentalnych, obecno$¢ izoprenoidow skutkowata zwigkszonym
rozwojem komorek. Wykazata, ze kazdy z zastosowanych monoterpenoidéow wplywa
indywidualnie na wzrost hodowli bakterii. Badane gatunki sinic odmiennie reagowaly na
obecno$¢ w srodowisku monoterpenoidow. Monoterpenoidy, z wyjatkiem eugenolu, dodane
do konsorcjow stodkowodnych cyjanobakterii w postaci mieszaniny Anabaena sp.,
Chroococcus minutus i Nodularia moravica powodowaly ograniczenie ich rozwoju.

Interesujgce wyniki uzyskano w przypadku (+)-3-karenu, ktéry podczas stosowania
monokultur nie dziatat bojczo jedynie na Anabaena sp. Dodany do $rodowiska konsorcjum
cyjanobakterii stodkowodnych wzmagat ich rozw¢j. Podczas gdy terpentyna zawierajaca w
swoim skfadzie: (+)-a-pinen, B-pinen, (+)-3-karen i limonen, wykazata zdolno$¢ ograniczania
rozwoju badanego konsorcjum. Cytral i (+)-a-pinen o wiele skuteczniej hamowaly rozwoj
sinic rosngcych w konsorcjum, niz w przypadku wzrostu w hodowlach z poszczegdlnymi
badanymi gatunkami.

Uwazam, ze dostrzegalnym i niewatpliwym sukcesem autorki bylo znalezienie nowe;
drogi biotransformacji monoterpenoidow z uzyciem cyjanobakterii.

Autorka wykazata fakt znamienny, ze transformacja (+)-linalolu zachodzita
dwuetapowo. W etapie pierwszym wytwarzany byl (3R)-3,7-dimetylookta-l,5-dien-3,7-diol,
jednak przemiana ta zachodzita bez obecnosci cyjanobakterii (w obecno$ci pozywki ATCC
1679 wraz z (+)-linalolem). W drugim etapie produkt ten zostal bitransformowany przez
S. platensis  do  2-[(5R)-5-metylo-5-  winylotetrahydrofuran-2-ylo]propan-2-olu. ~ Prosze
Doktorantk¢ o przyblizenie kwestii zaczerpnigtej z pracy , Najprawdopodobniej liczne
sktadniki uzywanej pozywki, w tym obecne jony metali przejsciowych mogq stanowi¢ centrum

katalityczne dla zachodzqcej reakcji’.



Stwierdzita, ze (1R,2S,5R)-mentol ulegt biotransformacji do (-)-mentonu jedynie w obecnosci
Anabena sp. S- 1 R-karwon (+) i (-) zostaty przeksztatcone przez wszystkie testowane gatunki
stodkowodnych cyjanobakterii. Gtownymi produktami byt (+)- lub (-)-dihydrokarwon.
Anabaena sp. przeksztatcity S-(+)-karwon do dihydrokarwonu oraz jako jedyne, do
dihydrokarweolu. Analiza prowadzona z uzyciem kolumny chiralnej wykazata obecno$¢ 3
enancjomerow dihydrokarwonu, co §wiadczy o zmianie konfiguracji na 5 atomie wegla w
pierScieniu S-(+)-karwonu. Podobnie Anabaena sp. przeksztatcita R-(-)-karwon do dwoéch
enancjomerow (-)-dihydrokarwonu. Wydajno$¢ reakcji nie byla duza ale droga zostata
otwarta.

Mgr inz. Lucyna Balcerzak wskazata na gatunek Anabaena sp., ktory wykazywat najwiekszy
potencjal biotransformacyjny bowiem ten gatunek katalizowal najwieksza liczbe
stwierdzonych przemian.

Dostrzegam oraz uwazam za wartosciowe wykonane przez Autorke badania
biotransformacji prowadzonych w fotobioreaktorze co pozwolito na ok. 60-krotne
zwigkszenie skali biotransformacji i wytworzenie wigkszych ilosci nowych produktow.

Wykorzystanie jako narzedzia biotransformacji cyjanobakterii byto zamierzeniem
nowatorskim stad w mojej ocenie jest to w sensie poznawczym duzo. Kontynuacja i
rozwijanie wytyczonego szlaku poprzez zastosowanie nowych szczepoéw sinic i ich
konsorcjow moze otworzy¢ nowe perspektywy zaréwno w ochronie $rodowiska jaki i
biotransformacji.

Przedstawione biotransformacje prowadzone przez fotoautotroficzne mikroorganizmy
moga by¢ nowymi narzedziami do uzyskania substancji, ktore posiadaja wymagana
aktywno$¢ w stosunku do innych gatunkéw mikroorganizméw. Procesy te moga dziataé
rowniez jako metoda badan produktéw metabolizmu sinic.

Pragne podkresli¢, ze w tej nowatorskiej pracy wykorzystano nowoczesne techniki
i takiz sprzet badawczy, bez ktorego wykonanie badan nie byloby mozliwe. Ale jednoczesnie
w pracy nie ma dziatan stuzacych jedynie upigkszeniu formy i tresci, co oceniam pozytywnie.
Dostrzegam znaczacy i ciekawy potencjat rozwojowy oraz naukowa warto$¢ zaplanowanych

badan, ktore oceniam jako bardzo warto$ciowe.

Praca Doktorska Pani mgr inz. Lucyny Balcerzak wskazuje, ze jest Ona miloda
badaczka pracowity, dociekliwg i skuteczng w dziataniu. Zakres do$wiadczen i sposob ich
przeprowadzenia oraz opis i interpretacja wynikow wskazuja na kreatywnos¢, tworcze

myslenie oraz dobre przygotowanie merytoryczne Autorki. Autorka w sposob klarowny



zaprezentowala swoje poglady bedac na polu tematycznej dyskusji jak na razie osamotniona.
Pracg te czytatem z zaciekawieniem.

Uwazam, ze recenzowana praca, w zakresie nowoczesnej biotechnologii, jest wartoscia
dodang pokazujaca nowe naturalne biokatalizatory w zastosowaniach dopiero poznawanych.
Praca ta jest przykladem dobrej roboty naukowej taczacej w sobie zaréwno pierwiastek

poznawczy, jak i mozliwo$¢ praktycznego zastosowania co jest elementem wyrozniajagcym.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr inz. Lucyny
Balcerzak pt. ,Wplyw pochodnych terpenoidowych na wzrost cyjanobakterii” spetnia
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. Wnosze, zatem o dopuszczenie Autorki przez Wydziat

Chemiczny, Politechnika Wroctawska do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



