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.~ Enzymatyczna alkoholiza katalizowana przez lipazy — modyfikacja

niewodnego srodowiska reakcji”

Wykorzystanie biokatalizatorow w reakcjach syntez chemicznych jest obszarem
biotechnologii istotnym dla opracowywania nowych protokolow syntez ukierunkowanych
na zmniejszanie obcigzenia srodowiska toksycznymi reagentami. Ten kierunek badan jest
szczegolnie istotny tam, gdzie realizowane sg wielkoskalowe procesy przemystowe. I tutaj
jednym z waznych tematow jest zastosowanie lipaz w reakcjach prowadzonych zaréwno w
srodowiskach dwufazowych jak i o niskiej zawartosci wody. co pozwala na znaczne
rozszerzenie puli substratow takich reakeji o zwigzki nierozpuszczalne, stabo rozpuszezalne
czy niestabilne w obecnosci okreslonych stezen wody. Lipazy w warunkach fizjologicznych
katalizuja reakcje hydrolizy tréojglicerydéw, co odbywa sie na granicy faz. stanowiacych
srodowisko tych reakcji. Badania nad mozliwosciami wykorzystania tych enzymoéw
prowadzone sa od wielu lat, a liczba rekordow w bazie Science Direct wynosi 159
012 (20.08.2023) i stale rosnie. Jest wiele powodow nieslabnacego zainteresowania tymi
hydrolazami. miedzy innymi mozliwos¢ ukierunkowania reakeji, znacznego podniesienia
selektywnosci 1 szybkosci procesu czy tez mozliwos¢ wykorzystania roznych strukturalnie
substratow, w tym takze ksenobiotycznych. Cele te mogg by¢ realizowane poprzez miedzy
innymi inzynieri¢ srodowiska reakcji 1 biokatalizatora. Jeszcze jednym waznym aspektem
jest to, ze bardzo wiele organizmoéw (eukariotycznych i prokariotycznych), moze by¢é

zrodlem lipaz, a to powoduje, ze mozna tatwo pozyskiwac biokatalizatory o odmiennym
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profilu aktywnosci. Dodatkowo, w reakcjach katalizowanych z udzialem lipaz mozna
wykorzystywa¢ nie tylko preparaty enzymatyczne, ale tez organizmy o aktywnosci
lipolitycznej. Celem badan nad biokataliza jest powigkszenie skali proceséw opracowanych
w warunkach laboratoryjnych, a to jest juz zadanie trudne. wymagajace wihasciwej
standaryzacji i optymalizacji oraz matematycznego opisu przebiegu procesu w zadanych
warunkach.

Naukowey Politechniki Lodzkiej z duzymi sukcesami badaja mozliwosci
wykorzystania organizmow lipolitycznych i lipaz w reakcjach o znaczeniu przemystowym i
w ten obszar wpisuje sie przedstawiona mi do recenzji praca Pana mgra inz. Jakuba Szelaga.
zrealizowana pod opieka prof. dr hab. Tadeusza Antczaka na Wydziale Biotechnologii i
Nauk o Zywnosci Politechniki Lédzkiej. Dysertacja Pana mgra inz. Szelaga obejmuje opis
kompleksowych badan porownawczych ukierunkowanych na podniesienie efektywnosci i
obnizenie kosztow reakcji alkoholizy katalizowanej zaréwno przez komercyjnie dostgpne
preparaty lipaz. w tym tez immobilizowane. jak i przez lipazy produkowane przez Mucor
circinelloides, okreslane jako preparaty wlasne. Istotna, z punktu widzenia znaczenia badan,
czeseig pracy jest proba znalezieniu matematycznych zaleznosci pomigdzy parametrami
procesu z uwzglednieniem zmiennych, takich jak typ biokatalizatora, srodowisko reakeji,
rodzaj substratu i zastosowanie zwiazkow wplywajacych na efektywnosci lipaz. Stworzenie
takiego opisu matematycznego jest wazne dla mozliwosci sterowania procesem, dla
przewidywania skutkow zmian poszczegdlnych parametréow, a co za tym idzie. dla
skalowania biotransformacji. Z uwagi na powyzsze uwazam, ze badania te sa wartosciowe

dla rozwoju tego obszaru nauki.

Ogdlna ocena dysertacji

Dokument zostal podzielony na typowe dla prac doktorskich paragraty:
wprowadzenie, cze$¢ literaturowa. cel pracy. spis materialow. opis metod, czgs$¢
eksperymentalna obejmujaca wyniki i ich dyskusje, streszczenie i podsumowanie. Zakres
opisanych przez doktoranta badan jest bardzo szeroki i ich cel zostal poprawnie
zdefiniowany, a tre§¢ rozprawy pokazuje, Ze eksperymenty zostaly zaplanowane 1
zrealizowane w sposob przemyslany. co. przy duzej liczbie zmiennych ma znaczenie

kluczowe dla opracowania i koficowej analizy wynikéw. I tak, w przypadku mikrowodnego
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I,zslrgifah“r:;tg srodowiska, istotnym parametrem wplywajacym na aktywno$¢ i stabilno$¢

enzymow w reakcji alkoholizy jest stezenie wody. Autor badal t¢ zaleznos¢ wykonujac serie
cksperymentéw z wykorzystaniem lipaz dostepnych handlowo i wytwarzanych przez Mucor
circinelloides (preparaty wlasne) oraz z uzyciem jako substratow oleju stonecznikowego i
wybranych alkoholi o réznej strukturze i polarnosci. Eksperymenty obejmowaly ctap
wstepny prowadzony w matej skali (1.5mL). a konczyly si¢ badaniami z wykorzystaniem
reaktorow kolumnowych, co pozwolilo na ostateczng ocene stabilnosci danego
biokatalizatora w warunkach procesowych. Waznym osiagnieciem tej czesci pracy jest
opracowanie parametrOw procesu takich, ktore pozwolity na utrzymanie wydajnosci reakcji
na stalym poziomie przez 50 cykli tj. 2400 godz. ciaglej pracy kolumny. Wynik ten Autor
otrzymal z wykorzystaniem jako zrédla lipaz, immobilizowanej w  piankach
poliuretanowych grzybni Mucor circinelloides. ktéra stanowita wypehienie kolumny.
Pozostale eksperymenty poréwnaweze potwierdzily, ze stezenie wody jest kluczowe dla
wydajnosci prowadzonych reakcji i stabilnosci operacyjnej biokatalizatora i, co jest
charakterystyczne dla biokatalizy, parametr ten musi byé¢ dobierany indywidualnie dla
poszczegolnych biotransformacji. Kolejny etap badan obejmowal préby podniesienia
efektywnosci alkoholizy poprzez wykorzystanie dodatkéw chemicznych wplywajacych na
aktywnos¢ lipaz. U podioza tej czesci pracy lezal fakt, ze w warunkach eksperymentow
wezesniejszych, ukierunkowanych na zdefiniowanie optymalnego stezenia wody w
srodowisku mikrowodnym. nie uzyskano maksymalnej mozliwej wydajnosci alkoholizy.
Autor zastosowal zwigzki pomocnicze — aminy w reakcji katalizowanej przez sproszkowane
mycelium grzyba Mucor circinelloides (MCG).

Do wykonania szeregu eksperymentéw pordwnawczych, roznigeych si¢ parametrami takimi
jak miedzy in. czas trwania czy zawartos¢ wody, Pan mgr inz. Szelag wybral dietyloamine.
ktéra dodawal do mieszanin reakcyjnych w réznych stezeniach. Przeprowadzone badania
oraz obliczenia matematyczne nie pozwolily na zdefiniowanie korelacji miedzy
poszczegOlnymi parametrami procesu oraz na okreslenie mechanizmu dzialania
dietyloaminy. Autor proponuje na podstawie danych literaturowych mozliwe mechanizmy
oddziatywania tego zwigzku pomocniczego na proces alkoholizy. Czgéé eksperymentalna
pracy konczy si¢ badaniami. ktorych zwienczeniem ma by¢ takie dobranie parametrow
biotransformacji. w tym stezen wody i dietyloaminy, ktére doprowadzi do opracowania
najbardziej efektywnego procesu alkoholizy, prowadzonego z udzialem preparatu MCG.

Autor podejmuje si¢ przeanalizowania wynikow serii eksperymentéw  (reakcji)
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sglrgifa}m;tg prowadzonych w réznym czasie. czego efektem ma by¢ znalezienie takich warunkow, w

ktorych stezenie wody i dietyloaminy maja wpltyw synergistyczny na biokatalize. Wyniki tej
cze$ci pracy maja warto$¢ poznawcza, poniewaz Autor dowiodh, ze efekt synergistyczny
wystepuje 1 moze w znaczacy sposob podniesé wydajnos¢ badanej reakeji w poréwnaniu do
odpowiednich reakeji analogicznych 1 z drugiej strony, Zze zaleznie od zastosowanych
substratow (rozne alkohole) parametry musza by¢ dobierane indywidualnie. Podsumowujac,
szeroki zakres badan wykonanych przez pana mgra inz. Szelaga pozwolit na ocenge wplywu
wybranych parametréw reakcji na efektywnos¢ alkoholizy prowadzonej w Srodowisku

mikrowodnym oraz na ocene wzajemnych korelacji miedzy niektérymi z nich.

Ogdlne uwagi do dysertacyi:
Dysertacja jest napisana w sposob, ktory, w mojej opinii. utrudniat odbior niektorych jej

fragmentéw. Przykladowe bardziej szczegélowe uwagi umieszczam ponizej.

1. Wprowadzenie do tematu

W tej czesci pracy wystepuje wiele skrotow myslowych i bledow. co powoduje, ze niektorym
opisom brak precyzji: np.

- ¢cyt. ze str. 8..."wykonane z wysoka rozdzielczoscia struktury lipaz....” — brzmi tak jakby
Autor stworzyt strukture lipazy, czy taki byl zamyst? Czy tez chodzi o zanalizowanie
struktury biatka?

- cyt. z tej samej strony: “...lipazy z rodziny...Rhizomucor..” 1 tutaj, jesli stowo rodzina
odnosi do grzyba to jest to blad merytoryczny, poniewaz Rhizomucor sp. to rodzaj w
taksonomii

- podpis pod rysunkiem 3. — nazwa gatunku powinna by¢ pisana kursywa i nie jest to nazwa
lipazy — wymaga doprecyzowania

- Rys. 5. zawiera blad merytoryczny — wirusy to nie sa drobnoustroje. sa to struktury.
klasyfikowane jako nieozywione

- cyt. ze str. 21 .." woda w srodowisku niewodnym..” — raczej powinno by¢ w srodowisku o

niskiej zawartosci wody lub mikrowodnym

2. Materialy i metody

W tej czesci pracy sa fragmenty wymagajace doprecyzowania czy zmiany, np.



I:&g?f:a@;t: - str. 29, czy preparat MCG rozdrabniany miynkiem udarowym i nazywany sproszkowang

grzybnia skladat sie z catych komorek. czy tez mtynek powodowat ich dezintegracje?

- str. 30 malo precyzyjny opis sposobu wytwarzania preparatu MCL, np. jak ekstrahowano
biatka z mycelium, czy bylo ono (mycelium) wezesniej dezintegrowane? Schemat na rys. 10
wskazuje na uzycie detergentu 1 homogenizatora, co nie jest jasno opisane w metodzie.
Prosze o doprecyzowanie roznic migdzy preparatami MCG 1 MCL.

- str. 31, czy stosowano inna metode oznaczania aktywnosci lipolitycznej, np. z p-
nitrofenolem, czy tylko miareczkowanie opisane w pkt. 4.2.1.2. ktore nie nalezy do metod o
wysokiej precyzyjnosci

- str. 34, tak szczegolowy opis nanoszenia probek do analizy metodg TLC — zwlaszcza pkt
4.2.2.3, nie jest konieczny na poziomie pracy doktorskiej, podezas gdy w pkt. 4.2.2.1 sklad
eluentu jest podany nieprecyzyjnie — czy to sa stosunki wagowe, procentowe, objetosciowe?

- str. 33, - w chromatografii, rozwijane sg chromatogramy- pkt 4.2.2.4

3. Wyniki i dvskusja

Polaczenie paragrafow wyniki i dyskusja w jeden. skutkuje najczesciej brakiem dyskus;ji,
poniewaz samo wymienienie uzyskanych rezultatow nie jest jeszcze dyskusja. Taka sytuacja
ma miejsce w niektorych fragmentach dysertacji. np. str. 33 brakuje analizy wynikow, czyli
proby zdefiniowania przyczyn 1 znalezienia odpowiedzi na pytanie dlaczego w danych

warunkach proces biotransformacji zakonczyt sie¢ w okreslony sposob.

Ponadto w tej czgsci rowniez sa skroty myslowe, wymagajace doprecyzowania. np.

- Autor nagminnie uzywa sformulowania cyt. .wydajnos¢ estrow” — jest to zbyt duzy skrot
myslowy. bardzo prosze o korekte tego okreslenia. wydajnosc jest cecha reakcji chemiczne;j
prowadzacej do powstania okreslonych produktow., a nie produktdw samych w sobie.

- opis osi wykresow, np. rys. 13. str. 50 1 wiele kolejnych. powinien by¢ poprawiony.
poniewaz w

[%] wyraza sie stezenie. a nie ilos¢, ktorg wyraza si¢ w [g] czy [mL] itd.
4. Podsumowanie i wnioski oraz streszczenie

Te czedci pracy sg napisane w sposob zbyt ogolny i1 zawieraja zbyt mato danych liczbowych,

pozwalajgcych oceni¢ warto$¢ prowadzonych badan. Zestawienie kilku reprezentatywnych
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Eglrgii?vcsi.tg wynikow eksperymentéw np. tylko dla preparatow wiasnych, w postaci tabelarycznej

daloby lepsza mozliwos¢ analizy wynikow.

Pytania i uwagi z obszaru badan opisanych w dysertacji:

1. W pracy brakuje informacji o tym. czy wszystkie opisane etapy poszczegdlnych
eksperymentow byly wykonane samodzielnie przez doktoranta, np. przygotowanie

preparatow wiasnych lipaz, analiza wynikow czy obliczenia matematyczne?

2. Prosze o glos w dyskusji na temat cyt. ze str. 7... mniejszej toksycznosci™.. srodowisk
reakcji o niskiej zawartosci wody w kontekécie tego, ze sa w tych procesach stosowane

rozpuszczalniki organiczne

3. Prosze o glos w dyskusji dotyczacy zakresu badan. mianowicie. czy konieczne bylo
badanie aktywnosci preparatow lipaz dostgpnych komercyjnie i czy eksperymenty z
preparatami wlasnymi sluzace badaniom porownawczym nie bylyby wystarczajgcym

obiektem badawczym?

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji praca Pana mgr inz. Jakuba
Szelaga zatytutowana ,, Enzymatyczna alkoholiza katalizowana przez lipazy — modyfikacja
niewodnego Srodowiska reakcji” spelnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(tj. Dz.U. 22017 r. poz. 1789 z p6zn. zm.).

Wystepuje zatem do Rady do spraw Stopni Naukowych w dyscyplinach nauki
chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia zywnosci 1 zywienia Politechniki L6dzkiej z

wnioskiem o dopuszczenie mgra inz. Jakuba Szelaga do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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