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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr ini. Darii Swigtochowskiej
zatyvtulowanej
. Monolity kr=emionkowe jako nosniki enzyvméw wykorzystywanych w

wybranyeh procesach biotransformacji”

Wykorzystanie roznych postaci biokatalizatoréw w syntezie organiczne] jest waznym
obszarem badawczym biotechnologii. Niezaleznie od tego. czy stosowane sg cale komorki
mikroorganizmow czy tez czyste preparaty enzymatyczne, w wielu przypadkach konicczna
jest ich immobilizacja. zalezna od przeznaczenia danego biokatalizatora, od substratu danej
reakcji biokonwersji i jej przebicgu. Pomimo fakw, ze znanych jest wiele metod
immobilizacii biokatalizatorow. to jednak ich dopasowanie do wylypowanego procesu
biotransformacji nie jest zadaniem trywialnym i wymaga nicjednokrotnie opracowania
unikalnej. dla danej reakcji i danego biokatalizatora, procedury. Naukowey z Politechniki
Slaskiej z sukcesami zajmujg si¢ badaniem monolitow krzemionkowych o hierarchicznej
strukturze jako powierzchni do immobilizacji roznych enzyméw, Materialy te wyrdZniaja sig
tym, ze sa nietoksyczne, wytrzymale w szerokim zakresie temperatur, odporne
mechanicznie. stabilne w rozpuszczalnikach organicznych oraz. co takze jest istotne, nie
poddaja sie latwo biodegradacji. Dodatkowym atutem jest takze to, ze posiadaja grupy
hydroksylowe w swojej strukturze. co daje mozliwosc ich chemiczne) modyfikacji, a 1o z
kolei pozwala na wprowadzenie kolejnych grup funkeyjnych istotnych dla kowalencyjnej

immobilizacji enzymow.
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Oryginalnose naukowa

Przedstawiona mi do oceny praca naukowa Pani Darii Swietochowskiej wpisuje si¢ w ten
nurt badawczy. W rozprawie na uwage zaslugujg elementy nowatorskie jak to. ze
doktorantka zaproponowala oryginalng z Sciezke syntezy trehalozy z wykorzystaniem
niestosowanej wezesniej, immobilizowanej pirofosforylazy UDP-glukozy w zestawieniu 2
immobilizowana transferaza trehalozy. stosowana w tym procesie juz wezesniej. Enzymy te
sg aktywne w reakcji sekwencyjnej (kaskadowej) syntezy wspomnianego disacharydu,
Trehaloza jest naturalnym cukrem wystepujacym u roznych drobnoustrojow i jej roly jest
miedzy innymi podniesienie odpomosci temperaturowej komorek. Ta. jak i inne cechy tego
zwiazku powoduja, Ze istnieje duze zapotrzebowanie rynkowe na ten disachryd. Jest to jeden
z powodow, dla kiorych poszukiwanie sciezek wydajnej syntezy trehalozy jest tematem
aktualnym, pomimo faktu, Ze istnicje kilka procedur jej cnzymatycznej syntezy, Inna reakcja
kaskadowa. z nowatorskim rozwiazaniem, badang przez Pania mgr inZ. Swietochowska byla
sekwencja reakeji prowadzacych do syntezy L-erytrulozy, cukru o saczeniu praktycznym.,
wykorzystywanego mig¢dzy innymi W przemyéle kosmetycznym. W tym przypadku
najbardziej innowacyjnym elementem badan jest opracowana procedura immobilizacji
dwoch z trzech enzyméw na jednym nosniku, co w istotny sposab zmienialo charaktervstyke
biokatalizatrow w porownaniu do enzymow natywnych jak i do immobilizowanych w innych
zestawieniach na nosniku krzemionkowym. Oryginalnos¢ osiggnigé mgr inz. Darii
Swietochowskiej potwierdza cykl publikacji zwigzany z tematvka pracy. ktore ukazaly si¢ w
czasopismach o zasiggu miedzynarodowym takich jak: International Jowrnal of Molecular
Sciences: Frontiers in Bioengineering and Biotechnology. Microporous and Mesoporous
Materials: Chemical Engineering Journal o sumarycznym IF = 33.066 i punktacji MNiSW

wynoszacej S40pkt.

Ogdlna ocena dysertacji

Dokument zostal podzielony na typowe dla prac doktorskich paragrafy: streszezenie,
wprowadzenie. cel pracy, czgs¢ literaturowa. cksperymentalna oraz oméwienie wynikow.
Jest to spojny opis badan nad immobilizowanymi fizveznie i/lub chemicznie enzymami
stanowiacymi odrebne biokatalizatory badZ clement kaskady enzvmatveznej. AKtywnosé i
stabilnoéé tak uzyskanyeh preparatow byla badana wobec wybranych substratow.

-
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I tak aktywnosé immobilizowanej lipazy CalB z Candida amarctica byla badana w reakcji

hydrolizy octanu p-nitrofenolu i estryfikacji kwasu lewulinowego. pirofostorylaza UDP-
glukozy (TaGalU) z Thermocrispum agreste w reakcji syntezy UDP-glukozy oraz jako
clement kaskady enzymatyczne] wykorzystanej do syntezy trehalozy wraz 2 transferazg
trehalozy. Natomiast aktywnosé kaskady trojenzymatycznej z oksydaza d-aminokwasowsa
(DAA z Rhodotorula gracilis). komercyjnie dostepna katalaza oraz transketolaza (TK z
Geobacillus stearothermophilus) zostala sprawdzona w reakcji syntezy L-erytrulozy, Wyniki
tych badan potwierdzily, e proces immobilizacji musi by¢ dobierany indywidualnie i
dopasowany do typu katalizowanej reakcji i warunkow prowadzenia procesu. Lipaza okazala
sie efektywna niezaleznic od metody immobilizacji. ale jej stabilnos¢ procesowa byla rozna,
Immobilizacja kowalencyjna pozwolila uzyskac stabilny preparat zardwno W procesie
hydrolizy jak i estryfikacji. natomiast immobilizacja adsorpeyjna byla skuteczna tylko dla
reakeji estrvfikacji. Lipaza 7 Candida amarciica (CalB) byla osadzona na nosniku
modyfikowanym dwoma typami grup funkeyjnych: aminowymi i/lub oktylowymi. Grupy
aminowe umozliwialy modyfikacjc kowalencyjna. a grupy okiylowe zwigkszaly
hydrofobowo$é nosnika. Stwarzalo to mozliwos¢ zbadania aktywnosci i stabilnosci enzymu
zwigzanego kowalencyjnic z nosnikiem oraz enzymu osadzonego na nosniku poprzez
adsorbcje, w przypadku mody fikacji jedynie resztami oktylowymi. Jednoczesna mody fikacja
monolitu obydwoma typami grup funkeyjnych pozwolila za zwigzanie kowalencyjne
enzymu i zachowanie jego otwartej struktury. Przeprowadzone badania dowiodly, Ze
modyfikowane monolity stanowia lepszy nosnik do immobilizacji niz nosnik stosowany w
preparacie Novozym 435 — dotyczy 1o testow akiywnosci i stabilnosci w roznych
rozpuszezalnikach organicznych. Nieco inaczej wygladaly wyniki badan dla pirofosforylazy
UDP-glukozy, ktéra w postaci immobilizowane kowalencyjnie okazala si¢ stabilna
procesowo w mikroreaktorze, co umozliwilo wykorzystanie jej jako skladowej kaskady
enzymatycznej tworzonej wraz z transferaza trehalozy. a to z kolei zaowocowalo synteza
trehalozy. W przypadku tego enzymu Pani mgr inz. Swigtochowska wykorzystala technikg
kowalencyjej immobilizacji i taki preparat byl aktywny w szerszym zakresie lemperatury i
pH oraz dluzej niz enzym natywny. Immobilizowane enzymy tworzace kaskade syntezy
trehalozy: pirofosforylaza UDP-glukozy i transferaza trehalozy roznily si¢ w zakresie
optiméw temperaturowych. co powodowalo. ze najlepszym rozwigzaniem w tym przypadku

byla ich immobilizacja na odrebnych nosnikach. Kolejnym waznym wynikiem bylo rowniez



mﬁm opracowanie metody immobilizacji trzech kolejnych enzymow i wykorzystanie ich w

reakeji kaskadowej syntezy L-ervtrulozy. Najlepsze rezultaty Autorka uzyskala dla
wspalimmoblilizacji kowalencyjnej oksydazy aminokwasowej 1 katalazy oraz osobnej
immobilizacji transketolazy, Doktorantka przygotowala monolity krzemionkowe
funkcjonalizowane grupami aminowymi. Takie podejscie pozwolilo na podniesienie
stabilnosci procesowej biokatalizatoréw i uzyskanie najlepszego ukladu w kaskadzie. Praca
doktorska Pani mgr inz. Swietochowskiej, pokazuje, ze doktorantka posiada wiedzg i
umiejetnosei w zakresie ocenianego obszaru badawczego. czego dowodem jest fakt, ze
zrealizowala zaplanowane eksperymenty zaczynajac od samodzielnej syntezy nosnikow,
czyli monolitow krzemionkowych o hierarchicznej strukturze. ktore byly dobrym materialem
do immobilizacji enzymow i jednoczesnie ich struktura nie ograniczala transportu reagentow
wewnatrz monolitu i migdzy jego ziarmnami. Ponadio dowiodla, Ze otrzymane
immobilizowane enzymy mogly by¢ wykorzystywane zarbwno w procesach okresowych
jak i cigglych. Opracowala oryginalne rozwiazania prowadzace do uzyskania aktywnych i
stabilnych biokatalizatoréw w tym ukladow dwu- i trojenzymatycznych umozliwiajacych
otrzymanie cennych produktow: trhalozy i L-ervtrulozy poprzez sckwencje reakeji

kaskadowych.

Ogalne uwagi do dvsertacyi:

Ponizsze uwagi dotycza poszczegolnych skladowych dysertacji, Kiore w opinii Recenzentki
moglyby by¢ napisane inaczej. ulatwiajac odbior pracy.

1, Streszczenie

Sireszczenie jest bardzo istotne, poniewaz z zalozenia powinno zawieral kluczowe,
najlepsze wyniki osiagnigte w ramach pracy doktorskiej. W przypadku niniejszej pracy ten
fragment zawiera troche za malo danych. kiore ilustrowalyby otrzymane wyniki. Autorka
postuguje si¢ jedynie odniesieniami relatywnymi — porownaniami swoich preparatow do
enzymoéw natywnych, bez wskazania konkretnych liczbowych parametrow, kidre
pozwolilyby prawidlowo oceni¢ wyniki badan. Mozna by bylo doda¢ bardziej szczegolows
charakterystyke przynajmniej jednego procesu. Kiory Autorka uznaje za najbardziej
reprezentatywny w danym obszarze., Dodatkowo na kofcu streszczenia jest informacja o
tym, e monolity krzemionkowe sprawdzaja si¢ w procesach ciaglych i okresowych, o czym

wezesniej nie ma zadnej wzmianki.



Politechnika
Wroctawska
2. Wprowadzenie

Ta czeéc zyskalaby znacznie. gdyby Autorka charakteryzujac biotransformacje, oprocz zalet.
wskazala rowniez ograniczenia tych procesow. Jest to istotne. zwlaszeza. gdy chodzi o ich
aplikacyjnos¢, a zatem rownicz o skalowanie biotransformacji. co niejednokrotnie jest
przeszkoda i eliminuje dana technologie.

3. Podsumowanie

Ta cze$¢ pracy wymagalby przeredagowania. poniewaz jest napisana w sposob ogdlny i
opisowy bez wyraznego wskazania najlepszych wynikow dla poszczepolnych enzymow i
technik ich immobilizacji. co znacznie utrudnia odbiér pracy. Np. w czesci dotyczace)
pirofosorylazy UDP-glukozy brakuje pelnej informacji o no$nikach dla kolejnych enzymow
tworzacych kaskade trehalozy, np. o aktywacji grup aminowych aldehydem glutarowym.
Taka informacja pojawia si¢ natomiast w kolejnych punktach podsumowania dotyczacych
kolejnych enzymow. Ta czgsé tekstu zawiera zbyt malo kluczowych informacji.
Przygotowanic  zestawienia  porOwnawczego, zawierajacego dane liczhowe, dla
reprezentatywnych eksperymentow w postaci tabelaryeznej daloby lepszy welad w wyniki
badar.

Pytania i wwagi = obszaru badan opisamvch w dvsertacji:

I. Bardzo prosze o glos w dyskusji dotyczacy tego, czy do oznaczania aktywnosci
immobilizowanej lipazy z Candida amarctica (CalB) mozna by bylo zaproponowac inng
reakcje. taka. ktora mialaby znaczenie nie tylko walidacyjne, ale tez praktyczne i aplikacyjne,
tak jak to ma miejsce w przypadku opracowanych kaskad enzymatycznych, gdzie oznaczenie
aktywnosci enzymow ma aspekt aplikacyjny i prowadzi do syntezy cennych zwiazkow -

trehalozy i L-erytrulozy?

2. Istotna cechg immobilizowanych biokatalizatorow jest ich trwalosé i stabilnos¢ nie tylko
procesowa, ale takze podczas przechowywania. Stad tez pytanie do Autorki jak dlugo
preparaty enzymy po immobilizacji zachowuja aktywnos¢ podcezas przechowywania? Czy
bylo to badane? Jesh tak. to czy sa istoine rownice pomiedzy poszczegolny mi preparatami?
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3. Wykorzystanie biokatalizatorow wymaga ich pelnej charakterystvki i powtarzalnosci

parametrow procesu, dlatego tez dla dalszego wykorzystania opracowanych rozwigzan
istotna jest znajomo$¢é aktywnosci poszezegdlnych enzymow tworzacych kaskady
immobilizowanych biokatalizatoréw. Bardzo prosze o informacje o tym jak byla badana

aktywnosé poszczegdlnych enzymow wspolimmobilizowanych?

4. Jakie preestanki decydowaly o kolejnosci immobilizacji w przypadku enzymow

koimmobilizowanych w danym ukladzie dwu-enzymatycznym?

5. Czy w przypadku koimmobilizacji posredni pomiar ilosci bialek zimmobilizowanych byl
wykonywany dla kazdego enzymu osobno. czy na kofcu procesu wspolimmobilizacji?

6. Prosze o glos w dyskusji czy mozliwy jest bezposredni pomiar ilogci bialka

zimmobilizowanego na nosniku zamiast wykorzystywania metody posredniej?

7. Czy wykorzystanie desorpcji z uzyciem preparatu Novozym mozna wykorzystaé w
przypadku obliczen dla wszystkich enzymow czy ma to sens tylko w przypadku lipazy -
prosz¢ o glos w dyskusji?

8. Jakie przeslanki decydowaly o wyborze rozpuszczalnikow organicznych, w ktorych
badana byla stabilnos¢ immobilizowanej lipazy? Pytanie wynika 2z faktu, Ze lista zawiera
réwniez rozpuszczalniki raczej rzadko stosowane w biokatalizie. rowniez z powodu ich

toksycznosci.

Powyzsze uwagi nie umnicjszajg wartosci dysertacji, dlatego konkludujac. uwazam, Ze
przedstawiona mi do recenzji praca speinia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z
dnia 20 lipca 2020 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020, poz. 85) i
niniejszym wystepuje z wnioskiem do Rady Dyscy pliny Nauki Chemiczne Politechniki
Slaskiej o dopuszezenie Pani mgr inz. Darii Swigtochowskiej do dalszych etapow

postepowania.

Fodpisane odreczaie preez autora



