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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. Jacka Dul¢by pt.

»Ocena aktywnosci enancjoselektywnej i lipolitycznej lipaz z Bulkholderia sp. oraz
Aspergillus sp. w formie wolnej oraz immobilizowanej na nosnikach polimerowych”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. Michala Marszalla i dr. Tomasza Siodmiaka
/promotor pomocniczy/ na Wydziale Farmaceutycznym Collegium Medicum

w Bydgoszezy, Uniwersytet im. Mikolaja Kopernika w Toruniu

Przekazana mi do oceny rozprawa doktorska mgr. Dulgby wpisuje si¢ w nurt badan
naukowych dotyczacych biokatalizy. Jak wiadomo, biokatalizatory stanowig interesujaca
alternatywe dla katalizatorow chemicznych, zwigkszajac w znaczgcy sposob wydajnosé reakcji
chemicznych i/lub ich selektywno$¢. Reakcje biokatalityczne charakteryzujg sie fagodnymi
warunkami i przyjaznoscia dla §rodowiska, co sprawia, ze zaliczane sg do tak zwanej "zielonej
chemii" nieobcigzajacej $rodowiska naturalnego. Biokatalizatory sg czgsto stosowane w
reakcjach otrzymywania terapeutycznie czynnych enancjomerow lekow.

Doktorant w swoich badaniach zwrocit uwage na lipazy (hydrolazy triacylogliceroli, EC
3.1.1.3), to jest enzymy pehigce istotng role w metabolizmie thuszezow w organizmach
zywych. Cechg szczegdlng lipaz jest ich zdolno$¢ do dziatania na granicy faz woda—olej.
Interesujacym zjawiskiem jest tak zwana "aktywacja migdzyfazowa", czyli ekspozycja centrum
aktywnego lipazy poprzez ruch charakterystycznego "wieczka". Konsekwencjg jest zmiana
konformacji lipazy z formy zamknietej na otwartg, co skutkuje zwigkszong jej aktywnoscia
enzymatyczng. Lipazy s szeroko wykorzystywane w licznych reakcjach chemicznych, na
przyktad w reakcjach syntezy estrow czy transestryfikacji, pozwalajacych otrzymac¢ chiralnie
czyste zwiazki. Stad duze i rosnace zainteresowanie tg grupa enzymow w przemystach takich

jak farmaceutyczny, biotechnologiczny, chemiczny, kosmetyczny, Spozywczy. Lipazy, mimo



ze wykazuja wysokg aktywno$¢ w formie wolnej (natywnej), czgsto sa poddawane roznym
zabiegom w celu dalszego zwigkszenia ich aktywnosci. Najpopularniejsza strategig w tym
zakresie jest immobilizacja, m.in. na stalych no$nikach, ktorej celem jest zwiekszenie nie tylko
aktywnosci, ale rowniez stabilnosci enzymu.

Celem rozprawy doktorskiej mgr. Dulgby byfa ocena aktywnosci enancjoselektywne;j
i lipolitycznej lipaz z Burkholderia sp. i Aspergillus sp. W formie wolnej (natywnej)
i immobilizowanej na nosnikach polimerowych. Doktorant badania prowadzit z zastosowaniem
komercyjnie dostepnych lipaz Amano PS z Burkholderia cepacia (APS-BCL) i Amano A
z Aspergillus niger (AA-ANL). Obydwa enzymy naleza do najczesciej stosowanych w
reakcjach biokatalitycznych.

Na prace doktorskg mgr. Duleby skiada si¢ zbior spdjnych tematycznie 4 publikacji
wydanych drukiem w recenzowanych czasopismach naukowych, jak Current Organic
Chemistry (2020), Process Biochemistry (2022), Catalysts (2022), Farmacja Polska (2022), w
tym trzy stanowigce oryginalne prace tworcze, jedna pracg pogladowa. Trzy czasopisma
naukowe znajduja sie na ,,Liscie Filadelfijskiej”. Laczna wartos¢ wspotczynnika oddziatywania
(ang. impact factor) wynosi 11,612, za$ liczba punktéw MEIN 380. We wszystkich czterech
publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem wzglednie rownorzednym pierwszym autorem.
Fakt ten oraz dodatkowo zataczone o$wiadczenia wspétautorow wskazujg jednoznacznie, iz
mgr Duleba jest rowniez gtéwnym wykonawcg prac. Do odbitek publikacji, stanowigcych
podstawe postepowania doktorskiego Autor dofaczyt komentarz w jezyku polskim obejmujgcy

44 strony maszynopisu.

W publikacji o charakterze pracy pogladowej, wydrukowanej w czasopi$mie naukowym
Farmacja Polska, mgr Duleba przedstawit w oparciu o 39 doniesien literaturowych
najwazniejsze informacje na temat budowy i zastosowania lipazy z Burkholderia cepacia W
enancjoselektywnej biokatalizie farmaceutycznej. Praca pogladowa stanowi dobrg podstawg
teoretyczna i pokazuje dobre przygotowanie Doktoranta do przeprowadzenia badan opisanych
w dwoch kolejnych publikacjach, obydwu wydrukowanych w recenzowanych czasopismach
naukowych, pierwsza noszaca tytut ,,Amano Lipase PS from Burkholderia cepacia — Evaluation
of the Effect of Substrates and Reaction Media on the Catalytic Activity”, za$ druga ,»The
influence of substrate systems on the enantioselective and lipolytic activity of immobilized
Amano PS from Burkholderia cepacia lipase (APS-BCL)”.

W publikacji dotyczacej oceny wpltywu substratow i rozpuszczalnikow na aktywnos¢

katalityczng komercyjnie dostgpnej lipazy Amano PS z Burkholderia cepacia (APS-BCL) w



formie wolnej (natywnej) Doktorant przeprowadzit kinetyczny rozdziat (R,S)-1-fenyloetanolu
z zamiarem poddania analizie wplyw substratow i mediow reakcji na aktywnos¢
enancjoselektywng lipazy. W pierwszej kolejnosci w reakeji transestryfikacji katalizowanej
przez APS-BCL w formie wolnej (natywnej) jako donor grupy acylowej Autor wybral octan
izopropenylu, jako rozpuszczalnik n-heptan, za$ czas inkubacji 48 h. Przeprowadzona reakcja
pozwolita otrzymaé optycznie czysty octan (R)-1-fenyloetylu. Wyliczone dla niej parametry
katalityczne (eep = 94%, ees = 99%, C = 51%, E = 170) potwierdzity wysokg zdolnos¢ lipazy
do katalizowania rozdziatu (R.,S)-1-fenyloetanolu w testowanych warunkach. Analiza
pordwnawcza uzyskanych wynikow z danymi dla tej samej reakeji, w ktorej zastosowano jako
donor grupy acylowej popularny octan winylu zamiast octanu izopropenylu, pokazata, ze
uzyskane wyniki dla reakcji z udziatem octanu winylu byty tylko nieznacznie lepsze stopniu.
Dlatego tez Autor uznal, ze octan izopropenylu mozna uwaza¢ za odpowiedni donor grupy
acylowej, glownie z uwagi na wysokg konwersje i enancjoselektywnos¢ reakeji.

W ramach badafn wplywu $rodowiska reakcji na aktywnos¢ katalityczng APS-BCL w formie
wolnej (natywnej) mgr Duleba przeprowadzit analize wptywu rozpuszezalnikéw o réznych
wartosciach wspotczynnika podziatu logP na aktywnos$é¢ enancjoselektywng APS-BCL. W tym
celu przeprowadzit On badania kinetycznego rozdziatu (R,S)-1-fenyloetanolu w o$miu
rozpuszezalnikach o réznych warto$ciach logP. Przeprowadzone badania wykazaty brak
liniowej zaleznosci pomiedzy wartoscig logP i wielkosciami parametrow katalitycznych.
Jednoczesnie wyjawity one przydatno$é wszystkich testowanych rozpuszczalnikow w
biokatalizie z uwagi na wysoka enancjoselektywno$¢ reakcji, wsrod ktorych najbardziej
korzystnym dla przeprowadzenia reakcji biokatalizy okazat si¢ eter diizopropylowy.

Badania aktywnosci lipolitycznej lipazy APS-BCL w formie wolnej (natywnej) Doktorant
przeprowadzil w trzynastu réznych olejach pochodzenia roslinnego charakteryzujacych sie
rozng zawartoscig nienasyconych kwasow ttuszczowych ®-3, ®-6 i ®-9. W przeprowadzone;j
analizie wykazal On, ze sklad ilosciowy kwasow ttuszczowych zawartych w badanych olejach
ma wplyw na aktywnos$¢ lipolityczng lipazy APS-BCL. Autor stwierdzil réwniez, ze w
przypadku olejow, w ktérych stosunek ilosciowy kwasow m-6/@-9 byt rowny lub wyzszy niz
2,3, APS-BCL wykazywata wyzszg aktywno$¢ lipolityczna, anizeli w przypadku olejow, gdzie
stosunek ilosciowy kwasow ®-6/w-9 przyjmowal wartosci nizsze. W oparciu o poczynione
obserwacje, szczegolnie t¢ ostatnig Doktorant zaproponowat granice odcigeia dla wartosei 2,3.
Mgr Duleba wyrazit nadzieje, ze obserwowang zalezno$¢ bedzie mozna w przysztosci
wykorzysta¢ w projektowaniu enzymatycznych ukladéw katalitycznych. W badaniach

aktywnosci lipolitycznej APS-BCL w formie wolnej Doktorant odnotowatl, ze zaleznos¢
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pomiedzy wzrostem ilo$ciowego stosunku kwaséw o-6/w-9 a wzrostem aktywnosci
lipolitycznej lipazy nie jest liniowa. Doktorant, positkujac si¢ literaturg przedmiotu, wyrazit
poglad, ze stwierdzone dla badanej grupy olejow roslinnych réznice w dostgpnosci substratow
do lipazy moga byé zwigzane z diugodcig tancucha oraz liczbg i polozeniem wigzan

podwdjnych.

W publikacji dotyczgcej wplywu substratow na aktywno$¢ enancjoselektywna
i lipolityczng lipazy Amano PS z Burkholderia cepacia (APS-BCL) immobilizowanej na
nos$niku poliakrylowym IB-150A Doktorant przeprowadzit reakcje transestryfikacji, uzywajac
octanu izopropenylu oraz octanu winylu jako donoréw grupy acylowej, za$ n-heptanu jako
rozpuszezalnika. W oparciu o analize porownawczg uzyskanych wynikéw badan aktywnosci
enancjoselektywnej APS-BCL immobilizowanej oraz wolnej (natywnej) Autor stwierdzil, ze
immobilizacja lipazy sprzyja zwigkszeniu jej enancjoselektywnosci niezaleznie od uzytego
substratu (dotyczy octanu izopropenylu i octanu winylu). Wysoka zdolno$¢ lipazy do
katalizowania rozdziatu (R,S)-1-fenyloetanolu w testowanych warunkach mgr Dulgba popart
uzyskanymi dla obydwu donoréw grupy acylowej wielkosciami parametréw konwersji (C)
(odpowiednio 49 i 50 %), nadmiaru enancjomerycznego produktow (eep) (odpowiednio 99196
%), nadmiaru enancjomerycznego substratow (ees) (odpowiednio 95 i 97 %) oraz
enancjoselektywnosci (£) (odpowiednio 775.4 and 206.9). Analiza wielkosci wymienionych
parametréw pokazata, ze jakkolwiek immobilizacja lipazy sprzyja zwigkszeniu jej
enancjoselektywnosci w przypadku obydwu uzytych substratow, to przy podobnych
wartosciach parametru konwersji (C), wielko§¢ parametru enancjoselektywnosci (£)
odnotowana dla octanu izopropenylu jako donora grupy acylowej byla wyzsza niemalze
czterokrotnie anizeli ta uzyskana dla octanu winylu. W tym miejscu warto rowniez odnotowac,
7e uzyskana wielko$¢ parametru enancjoselektywnosci (E) dla APS-BCL immobilizowanej w
odniesieniu do wielkosci tego samego parametru (E = 170) dla APS-BCL w formie wolnej
(natywnej) byta wyzsza az ponad czterokrotnie. Doktorant zaobserwowat, ze immobilizacja
APS-BCL pozwolita znacznie skroci¢ czas reakeji niezbgdny do osiggnigcia wysokich
parametrow katalitycznych. W oparciu o uzyskane wyniki badan Autor wykazal przydatnos¢
octanu izopropenylu jako donora acylowego w otrzymywaniu chiralnie czystego (R)-1-
fenyloetanolu réwniez w reakcji katalizowanej przez immobilizowang APS-BCL. W tym
miejscu nalezy zauwazy¢, ze kinetyczny rozdziat (R,S)-1-fenyloetanolu katalizowany przez
immobilizowana APS-BCL z octanem izopropenylu jako donorem grupy acylowe; zostat

przeprowadzony po raz pierwszy. Z uwagi na pionierski charakter badan z zastosowaniem



octanu izopropenylu jako donora grupy acylowej w reakcji katalizowanej przez APS-BCL
immobilizowang na nosniku poliakrylowym IB-150A, analiza porownawcza z innymi
immobilizowanymi lipazami okazata si¢ bardzo trudna, wrecz niemozliwa.

W analizie wptywu rozpuszczalnikow o roznych wartosciach wspdtczynnika podziatu logP na
aktywnos$¢ enancjoselektywng APS-BCL immobilizowanej na no$niku poliakrylowym
IB-150A mgr Duleba przeprowadzit badania kinetycznego rozdziatu (R,S)-1-fenyloetanolu w
siedmiu r6znych niewodnych rozpuszczalnikach. W oparciu o uzyskane wyniki badan Autor
stwierdzit, ze ws$rdéd testowanych rozpuszczalnikow najbardziej korzystnymi dla
przeprowadzenia reakcji biokatalizy byty eter diizopropylowy oraz n-heksan. Wykazal On brak
liniowe] zaleznosci pomiedzy wartoscig logP i wielkosciami parametrow katalitycznych,
a takze okreslit optymalne warunki reakcji transestryfikacji katalizowanej przez
immobilizowang APS-BCL, pozwalajgce otrzymac wysoka czystos¢ produktow.

Analize aktywnosci lipolitycznej APS-BCL unieruchomionej na podtozu poliakrylowym
IB-150A mgr Duleba przeprowadzit nowatorska metoda wielosktadnikowych nienasyconych
kwasow ttuszczowych (MC-UFAs) z zastosowaniem trzynastu olejow pochodzenia roslinnego
o roznej zawarto$ci nienasyconych kwasow tluszczowych ©-3, ©-6 i ®-9. W oparciu
o przeprowadzone badania Doktorant wykazal, ze w przypadku wigkszosci olejow, uzytych
jako substraty, aktywno$¢ lipolityczna APS-BCL po immobilizacji byta nizsza od APS-BCL w
formie wolnej (natywnej). Doktorant wyrazit przekonanie, ze na spadek aktywnosci
immobilizowanej APS-BCL moga mie¢ wplyw m. in. sktad i struktura wielo-
i mononienasyconych kwasow ttuszczowych obecnych w oleju. Wykazat On wplyw stosunku
ilosciowego wielonienasyconych kwaséw thuszczowych ©-3 1 -6 (PUFAs) do
jednonienasyconych kwaséw thuszczowych ®-9 (MUFAs) na aktywno$¢ lipazy oraz
potwierdzil granice odciecia m-6/w-9 = 2,3. Olej arachidowy Autor zaproponowat jako
najbardziej odpowiedni substrat do testu aktywnosci lipolitycznej ze wzgledu na
hiperaktywacje immobilizowanej APS-BCL (Arc = 104,9 %, Are = 110,2 %). Uzyskane przez
Doktoranta wyniki badaf potwierdzity sugestie innych autoréw, ze wiasciwosei fizyczne
i chemiczne PUFAs i MUFAs oraz stopief ich nienasycenia maja znaczacy wplyw na

aktywno$¢ lipazy, nawet po jej unieruchomieniu.

Wyniki badan odnoszace sie do aktywnosci enancjomerycznej i lipolityczne; drugie]
analizowanej lipazy Amano A z Aspergillus niger (AA-ANL), mgr Duleba zawarl w publikacji
pt. ,,The High ‘Lipolytic Jump’ of Immobilized Amano A Lipase from Aspergillus niger in
Developed ‘ESS Catalytic Triangles’ Containing Natural Origin Substrates”. Doktorant



stwierdzit, ze komercyjnie dostepng AA-ANL charakteryzuje wysoki poziom aktywnosci,
stabilnosci 1 specyficznosci. Zauwazyl On ponadto, ze lipaza wykazuje specyficznos¢
substratowg zar6wno wobec grup acylowych w pozycji 1- 1 3-gliceroli, jak 1 kwasow
thuszczowych o $redniej diugosei tancucha. Dzigki swoim wihasciwosciom AA-ANL
wykorzystywana jest, i to w obydwu formach natywnej i immobilizowanej, w katalizowaniu
licznych reakcji chemicznych. Z uwagi na dominujgce trendy badawcze, ciagle s3
modyfikowane i poprawiane wlasciwosci enzymatyczne lipazy. Najpopularniejszg strategig w
tym zakresie jest immobilizacja AA-ANL. Doktorant zwrdcit uwage, ze w przypadku AA-ANL
zachodzi zjawisko “aktywacji miedzyfazowej”, czyli odstonienia centrum aktywnego lipazy,
co umozliwia wzrost aktywnosci katalityczne;j.

W ramach badan aktywnosci lipazy Amano A z Aspergillus niger (AA-ANL) mgr Dulgba w
pierwszej kolejnosci przeprowadzit kinetyczny rozdziat (R,S)-1-fenyloetanolu w reakcji
transestryfikacji katalizowanej przez AA-ANL w obydwu formach, to jest immobilizowanej na
no$niku poliakrylowym IB-150A oraz wolnej (natywnej). Z uwagi na uzyskane wyniki badan
pokazujace niskg aktywnosé¢ enancjoselektywngq lipazy Autor uznat reakcje za nieselektywng.
W dalszej kolejnosci Doktorant dokonat oceny aktywnosci lipolitycznej AA-ANL w formie
immobilizowanej na no$niku poliakrylowym IB-150A i w formie wolnej (natywnej). Reakcje
hydrolizy enzymatycznej przeprowadzil On w dwudziestu dwdch olejach pochodzenia
roslinnego oraz dodatkowo w jednym oleju rybnym. Autor przeanalizowal wptyw trzech
nos$nikow (IB-150A, IN-D152 i IB-ECI1), sze$ciu mieszanin substratdéw oraz dodatkowo
temperatury i pH na aktywnos$¢ lipolityczng immobilizowanej AA-ANL. U wigkszosci
substratow Doktorant zaobserwowat prawdziwy “skok w gore” aktywnosci enzymatycznej
immobilizowanej AA-ANL w poréwnaniu z niskg aktywnoscia lipazy w formie wolnej
(natywnej). Przy tym najwyzsza aktywno$¢ lipazy odnotowal w oleju z pestek dyni (fe =
2400 %). Doktorant wykazal wplyw stosunku ilo$ciowego wielonienasyconych kwasoéw
thuszczowych -3 i @-6 (PUFAs) do jednonienasyconych kwaséw thuszezowych 0-9 (MUFAs)
na aktywnos$¢ lipazy oraz zaproponowal granice odcigcia ®-6/w-9 na poziomie 3,44.
Potwierdzil korzystny wpltyw na aktywno$s¢ AA-ANL wszystkich trzech nosnikow
poliakrylowych (IB-150A, IB-D152, IB-EC1), réznigcych si¢ typem oddziatywan z lipaza.
Autor w badaniach wptywu temperatury (25-65 °C) i odczynu mieszaniny reakcyjnej (pH =
4-9) na aktywno$¢ immobilizowanej AA-ANL odnotowat skok lipolityczny dla catego
przewidzianego w badaniach zakresu temperatur i pH. W badaniach stabilno$ci lipazy w
kompleksie AA-ANL-//-IB-150A stwierdzit On, ze AA-ANL wykazywata znaczng aktywnos¢
nawet po czterech cyklach reakcji z jej udziatem. Drastyczny spadek aktywnosci lipolitycznej

6



lipazy i duza niestabilno$¢ kompleksu lipaza—nosnik Doktorant odnotowat dopiero po 168 h jej

przechowywania w komorze klimatycznej w temperaturze 40 °C.

Wyniki badan uzyskane w ramach pracy doktorskiej mgr Dulgba zaprezentowal w formie

komunikatu ustnego na konferencjach naukowych w Lublinie (2021) i Brnie (Czechy, 2022).

Charakterystyka redakcji rozprawy.
Bledow merytorycznych w rozprawie doktorskiej nie znalaztem. Komentarz do publikacji jest
napisany logicznie i poprawng polszczyzng. Potknigcia jezykowe 1 biedy redakcyjne, ktore
zauwazylem podczas lektury pracy, sa nieliczne. Wymienione uchybienia nie maja wpltywu na
moja pozytywng wysokg ocene pracy. Rowniez konieczno$¢ opublikowania w czasopi$mie
naukowym Catalysts “erraty’ dla publikacji pt. ,,The High ‘Lipolytic Jump’ of Immobilized
Amano A Lipase from Aspergillus niger in Developed ‘ESS Catalytic Triangles’ Containing
Natural Origin Substrates” w mojej opinii nie zmniejsza wagi merytorycznych osiagnigc
Doktoranta.

Z obowiazku recenzenta pozwole sobie zada¢ dwa pytania, jakie nasungly mi sie podczas

zapoznawania si¢ z lekturg pracy doktorskiej:

> czy w przypadku zastosowania w reakcjach transestryfikacji octanu izopropenylu wzglednie
octanu winylu nie nalezato okresli¢ te zwiazki jako donory grupy acetylowej zamiast
acylowej?

> czym kierowat sie Pan okreslajac zakres temperatur 25-65 °C oraz wartosci pH (4-9) w

badaniach wplywu temperatury i pH na aktywno$¢ immobilizowanej AA-ANL?

Podsumowujac stwierdzam, ze praca doktorska Pana mgr. Jacka Dulgby Swiadczy o dobrym
przygotowaniu Doktoranta do prowadzenia badan w zakresie chemii leku. Doktorant
umiejetnie korzysta ze specjalistycznej aparatury oraz swobodnie operuje terminologia
z zakresu farmacji, biologii i biochemii. Uwazam, ze recenzowana praca spetnia wymagania
prawne w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.2018
poz. 1668 z pozn. zm.) oraz wnioskuje o dopuszczenie mgr. Jacka Duleby do publicznej obrony

oraz 0 wyrdznienie pracy stosowng nagroda.
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