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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgra Jacka Dulgby ,,Ocena aktywnosci
enancjoselektywnej i lipolitycznej lipaz z Burkholderia sp. Oraz Aspergillus sp. w
formie wolnej oraz immoblilizowanej na nosnikach polimerowych” wykonanej w

Katedrze Chemii Lekow Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydziat
Farmaceutyczny Collegium Medicum w Bydgoszczy, pod kierunkiem promotora
prof. Michata Marszatta oraz promotora pomocniczego dra Tomasza Siédmiaka.

Praca doktorska zostata przedstawiona w czterech artykutach opublikowanych w
recenzowanych czasopismach naukowych. tgczna warto$¢ punktacji impact factor publikacji
wchodzacych w skifad rozprawy doktorskiej wynosi 11,566, natomiast suma punktow
ministerialnych 310. W trzech publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem, aczkolwiek Autor
rozprawy doktorskiej wskazuje, ze w czwartej pracy istnieje dwoch rownorzednych pierwszych
autorow. We wszystkich przedstawionych pracach autorem korespondencyjnym jest promotor
pomocniczy dr Tomasz Siédmiak. Sensu stricto rozprawe doktorkg stanowi zbior opublikowanych i
powigzanych tematycznie artykutow naukowych oraz komentarz do publikacji, w ktérym Kandydat
zaprezentowat ogolna wiedze teoretyczng w dyscyplinie oraz umiejetno$¢ prowadzenia pracy
naukowej. Biorac powyzsze pod uwage nalezy stwierdzi¢, ze przedstawiana praca spetnia
formalne wymagania Ustawodawcy.

Zakres niniejszej pracy doktorskiej obejmuje wykorzystanie lipaz pochodzgcych z
organizméw Burkholderia sp. i Aspergillus sp. w procesach katalizy o kluczowym znaczeniu dla
przemystu farmaceutycznego. W badaniach wykorzystano lipazy w formie w formie wolnej oraz
zwigzane ‘na nosnikach polimerowych. Przeprowadzone badania obejmowaty analizy zdolno&ci
enancjoselektywnej lipaz w kinetycznym rozdzielaniu chiralinego (R,S)-1-fenyloetanolu oraz oceny
aktywnosci lipolitycznej w procesach enzymatycznej hydrolizy naturalnych olejow zawierajgcych

nienasycone kwasy ttuszczowe.



Komentarz do cyklu publikacji otwiera wstep, w ktérym Kandydat przedstawit historie
biokatalizy oraz medyczne, farmaceutyczne, biotechnologiczne i kosmetologiczne zastosowania
enzymow, zwiaszcza lipaz takich jak Burkholderia cepacia lub Aspergillus niger, ktore
wykorzystywane sa do hydrolizy lub syntezy estréw z wykorzystaniem reakcji chemicznych:
transestryfikacji, interestryfikacji i acydolizy.

Przedstawiony cykl publikacji otwiera praca opublikowana w czasopismie Current Organic
Chemistry, gdzie przedstawiono wyniki badan przeprowadzonych z zastosowaniem komercyjnej
lipazy Burkholderia sp. Enzym ten wykorzystano do kinetycznego rozdzielania racemicznej
mieszaniny (R,S)-1-fenyloetanolu w reakcjach transestryfikacji z wykorzystaniem octanu winylu
oraz octanu izoprenylu jako donoréw grupy acetylowej. Rzeczona lipaza katalizuje
stereoselektywng reakcje, gdzie grupa acylowa jest kinetycznie transportowana w procesie
transestryfikacji do (R)-1-fenyloetanolu, ktéry znajduje szereg zastosowan przemystowych. W tym
miejscu nalezy zaznaczy¢, ze transestryfikacja jest procesem réwnowagowym prowadzacym do
mieszaniny produktéw. Sita napedowa reakcji pozwalajacg przesungé réwnowage w kierunku
produktéw jest izomeryzacja nienasyconych alkoholi winylowego i propen-2-olu do odpowiednio
acetaldehydu i acetonu. Zatem zastosowanie nadmiaru donora grupy acylowej w warunkach
bezwodnych powinno prowadzi¢ do catkowitego przeksztatcenia alkoholu w ester. W przypadku
reakcji transestryfikacji (acetylowania) racemicznej mieszaniny (R,S)-1-fenyloetanolu prowadzonej
wobec lipazy Burkholderia sp. katalizowana reakcja (R)-1-fenyloetanolu jest znacznie szybsza niz
niekatalizowany proces estryfikacji (acetylowania) (S)-1-fenyloetanolu. Z tego powodu w
mieszaninie produktow reakcji prowadzonej przez 24 lub 48 godzin powinien znalez¢ si¢ prawie
wytgcznie produkt reakcji katalizowanej, czyli octan (R)-1-fenyloetylu. W omawianej publikacji dla
reakcji z octanem izoprenylu w n-hepatnie Autorzy podajg enencjomeryczne nadmiary substratow
ees i produktow ee, odpowiednio 99% oraz 94%, a konwersja (C) siega 51.3%. Z przedstawionych
danych wynika, ze w mieszaninie reakcyjnej jest 199 razy wiecej (S)-1-fenyloetanolu niz (R)-1-
fenyloetanolu oraz 32.3 razy wiecej octanu (R)-1-fenyloetylu niz octanu (S)-1-fenyloetylu. Oznacza
to, ze czesé (S)-1-fenyloetanolu zostata przeksztatcona w ester. Taki wynik sktania recenzenta do
zadawania pytan:

1. Dlaczego zastosowano 3,12 nadmiar octanu izoprenylu wzgledem (R,S)-1-fenyloetanolu?

2. Dlaczego reakcje prowadzono w temperaturze 30°C?

3. Jaki wptyw na statg szybkosci reakcji ma temperatura? (Réwnanie Arrheniusa).

4. Szybko$¢ reakcji zalezy od stezenia reagentéw — czy zbadano wptyw stezenia i czasu reakcji na
enencjomeryczny nadmiar produktow ee,? Np. 0.41 mL rozpuszczalnika i 48 godzin inkubacji
wobec np. 0.82 mL rozpuszczalnika i 96 godzin inkubacji.

Autorzy publikacji nie podali czy inkubacje prowadzono szczelnie zamknigtym naczyniu.
Zdaniem recenzenta kluczowym czynnikiem wptywajacym na enencjoselektrywny wynik reakcji
jest zawartos¢ wody w srodowisku reakcyjnym. n-Hepatan jest rozpuszczalnikiem hydrofobowym

aczkolwiek nie bezwodnym. Hydroliza octanéw prowadzi do powstania wolnego kwasu octowego,



ktory katalizuje reakcje estryfikacji obu alkoholi oraz reakcje transestryfikacji octanu (R)-1-

fenyloetylu z wolnym (S)-1-fenyloetanolem. Proces hydrolizy estrow jest rownowagowy:

[R'COOR?J*[H,0]

[R'TCOOHJ*HOR?]
Zawartos¢ wody w $rodowisku reakcyjnym, zwiaszcza prowadzonej przez kilkadziesigt godzin,
prowadzi do powstania wolnego kwasu, ktory katalizuje nieenencjoselektrywne reakcje.
Przeprowadzone przez Kandydata eksperymenty z zastosowaniem rozpuszczalnikow o roznej
lipofilowosci (logP) wykazaty, ze najlepsze parametry kinetycznego rozdziatu (R,S)-1-fenyloetanoli
uzyskano dla eteru dizopropylowego (ees 90%, ee, 98%, C = 47.9%, E = 308,5). Zdaniem
recenzenta rezultat ten wynika z wzglednie niskiej zawartosci wody w zastosowanym
rozpuszczalniku oraz krotkiego czasu reakcji — 24 godziny. Wptyw wody na enencjoselektywnosc
reakcji kinetycznego rozdziatu (R,S)-1-fenyloetanoli za pomocy lipazy Burkholderia sp. zostat
opisany w literaturze: Li et al. BMC Biotechnology 2013, 1382

(http://www.biomedcentral.com/1472-6750/13/92). Kolejnym czynnikiem, ktéry moze mie¢ wptyw

stereoselektywno$é reakgji jest zastosowane dodatku kwasu trifluorooctowego do fazy ruchomej w
analizach przeprowadzonych za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).
Zdaniem recenzenta analiza estréw nie wymaga zakwaszenia fazy, a kontakt silnego kwasu z
analitem estrowym i alkoholowym moze wptywac na wynik analizy.

W dalszej czeéci pracy zbadano aktywnos¢ lipazy Burkholderia sp. wobec 13 olejow
rodlinnych o réznej zawartosci kwaséw 3, w6, ©9. Wyznaczono aktywno$¢ enzymatyczng U
[UM/min] oraz aktywno$¢ relatywna [%] wolnej lipazy. Ciekawos¢ recenzenta wzbudzito
zastosowanie gumy arabskiej w eksperymentach hydrolizy. Czym byto to spowodowane? Czy byto
to konieczne?

W drugiej publikacji w czasopiémie Process Biochemistry Kandydat powtorzyt powyzej
przedstawione badania z zastosowaniem lipazy Burkholderia sp. immobilizowanej na komercyjnym
apolarnym nosniku poliakrylowym IB-150A. Zgodnie z oczekiwaniami wykazano, ze immobilizacja
skrocita czas reakcji potrzebny do osiggniecia wysokich parametréow katalitycznych do 12 godzin w
n-heptanie. Stad rodzi sie pytanie: dlaczego nie wybrano eteru diizopropylowego? Dla reakgji
przeprowadzonej z zastosowaniem immobilizowanej lipazy oraz octanu izoprenylu uzyskano
enancjoselektywne parametry lepsze niz dla enzymu wolnego (ees 95%, ee, 99%, C = 49%, E =
775,35 wobec ees 99%, eep, 94%, C = 51.3%, E = 170,9), co wskazuje, ze proces enzymatyczny
przebiega znacznie szybciej niz katalizowane kwasem procesy nieenencjoselektrywne. Niestety w
tych eksperymentach takze zastosowano analizy HPLC z udziatem kwasu trifluorooctowego.

W trzeciej pracy poglagdowej wchodzgcej w sktad cyklu opublikowanej w czasopismie
Farmacja Polska Doktorant oraz grupa wspoétautoréow przedstawili zastosowania lipaz Burkholderia
cepacia w enancjoselektywnych procesach biokatalitycznych znajdujgcych zastosowania w
przemysle farmaceutycznym — np. otrzymywanie (S)-ibuprofenu, (R)-ketoprofenu oraz

(S)-ketoprofenu.



Czwarta praca przedstawiona na tamach czasopisma Catalysts dotyczy oceny aktywnosci
enancjoselektywnej i lipolitycznej lipazy Amano A z Aspergillus niger. Wykazano, ze lipaza w
formie wolnej i immobilizowanej na nosniku poliakrylowym nie jest przydatna do kinetycznego
rozdzielania (R,S)-1-fenyloetanolu z powodu braku stereoselektywnoéci. Opisano jednak znaczacy
wzrost aktywnosci lipolitycznej po immobilizacji badanego enzymu. Nalezy zaznaczyc, ze
aktywnos¢ lipazy znacznie roznita sie w zaleznosci od poddanego jej dziataniu oleju. Wobec
powyzszego recenzent chciatby zapyta¢ Kandydata: jakie sg korzyéci z zastosowania
biokatalitycznej metody hydrolizy olejéw w poréwnaniu do klasycznej saponifikacji?

Z obowigzku recenzenta przedstawiam btedy i niedopatrzenia znalezione w pracy:

Strona 16

,5(S)-alkohol” — trudno dociec czym jest ten zwigzek

Strona 22

Jlipaza A z Candida antarctica (CALA) wykazywata selektywno$¢ wobec kwasow ttuszczowych
(nasyconych, jednonienasyconych i wielonienasyconych) wraz ze wzrostem liczby wigzan
podwojnych w ich strukturach.” — zdanie sformutowane jest nieprecyzyjnie

Strona 40

,Otrzymane wyniki wskazywaty na obnizenie aktywnosci immobilizowanej APS-BCL w poréwnaniu
z aktywnoécig lipazy w formie wolnej. Do dalszych badan lipolitycznych, z uwagi na wyzsza
aktywno$¢ immobilizowanej APS-BCL, w poréwnaniu w formg wolng, wybrano olej arachidowy
jako substrat.” - zdania sformutowane jest nieprecyzyjnie i sprzecznie

Strona 41

,Ponadto, wykazano pozytywny wptyw $rodowiska reakcji na aktywno$¢ enancjoselektywng
immobilizowanej APS-BCL.” — bez podania jakie to srodowisko zdanie traci racje bytu

Strona 59

,Obecnosé wieczka umozliwia zmiane konformacji z zamknietej na otwarta, co skutkuje
odstonieciem miejsca aktywnego enzymu [32]. — otwarcie wieczka nastepuje w skutek dziatania
odpowiedniego srodowiska reakcji

Strona 96

,Odnotowano korzystny wptyw rozpuszczalnikéw oraz donoréw grupy acylowej na aktywnos¢
immobilizowanej APS-BCL.” — bez podania jakie to rozpuszczalniki zdanie jest niepotrzebne,
donory grupy acetylowej nie wywieraja korzystnego wptywu

Strona 97

"Przeprowadzone eksperymenty wskazaty na pozytywna role lipaz w katalizowaniu reakcji o
znaczeniu farmaceutycznym” — pozytywna rola to nie to samo co przydatnos¢

Przedstawiong do oceny prace oceniam bardzo wysoko. Dysertacja spetnia wymagania
Ustawodawby, prezentuje zaréwno aspekt poznawczy jak i praktyczny, wobec tego wnosze o
dopuszczenie Pana mgra Jacka Duleby do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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