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Uzasadnienie podjecia tematyki badawczej

Dodatki do zywnosci pelnig w niej wiele waznych i czgsto koniecznych funkcji. Do nich
nalezg zwigzki wykazujace m.in. wiasciwosci antymikrobiologiczne i przeciwutleniajace. W
tej grupie zwigzkéw jedna z najliczniejszych i najréznorodniejszych grup stanowia
metabolity wtérne roélin, w szczegélnosci zwiazki fenolowe. To sprawia, ze wiele
ekstraktow roélinnych jest bogatych w zwiazki fenolowe, ktore stwarzaja mozliwosci dla
rozwoju naturalnych konserwantéw w Zywnosci, zastgpujgcych konserwanty syntetyczne.
Mechanizmy dziatania przeciwbakteryjnego zwiazkéw fenolowych nie sg jeszcze w peini
poznane, ale juz wykazano ich wplyw na przepuszczalno$¢ bion komoérkowych
mikroorganizméw. Ponadto, dochodzi do tworzenia wigzan wodorowym zwigzkow
fenolowych z enzymami lub modyfikacji sztywnosci $ciany komérkowej z utrata jej
integralnosci z powodu réznych interakcji z blona komérkowz. Te oddziatywania moga
wywolaé nieodwracalne uszkodzenia blony cytoplazmatycznej i koagulacje biatek, co moze

prowadzi¢ do zahamowania aktywnosci enzyméw wewnatrzkomoérkowych i lizy komoérek.




Jedna z wiasciwosci zwiazkéw fenolowych, ktéra ma wplyw na te zachowania jest ich
lipofilno$¢. Jednoczesnie nalezy zwréci¢ uwage na fakt, ze polifenole wykazuja bardzo rézne
dzialanie przeciwbakteryjne w stosunku do  szczepéw mikroorganizméw, ktére sg
reprezentatywne dla bakterii chorobotwérczych przenoszonych przez zywnos¢ i psujacych
érodki spozywcze . Ten sam polifenol moze by¢ skuteczny w przypadku jednego szczepu i
nieskuteczny w przypadku innych. Dlatego tez, pomimo wystgpowania w $wiecie roslinnym
bardzo duzej ilosci zwigzkéw fenolowych konieczne jest poszukiwanie nowych , w tym ich
pochodnych, ktére w lepszym stopniu speiniatyby oczekiwania stawiane konserwantom
zywnosci, a jednoczesnie pehnityby rolg antyoksydantow.

Oceniana rozprawa doktorska podejmuje t¢ tematyke w ramach ktérej modyfikowane sg
wybrane zwiazki fenolowe na drodze ich estryfikacji, wykorzystujac do tego celu lipazy, a
nastepnie ocenia ich wiasciwosci lipofilne, przeciwdrobnoustrojowe i przeciwutleniajace.
Lipazy to biokatalizatory przemystowe, ktore biorg udziat w reakcjach zachodzacych zaréwno
w $rodowisku wodnym, jak i niewodnym. Ponadto, s3 dobrze znane ze swojej niezwyklej
zdolnosci do przeprowadzania szerokiej gamy transformacji chemo-, regio- i
enancjoselektywnych. Dlatego wybor estryfikacji zwigzkéw fenolowych metoda
enzymatyczng nalezy oceni¢ jako wysoce uzasadniony. Najnowsze badania wykazaly, ze
mieszaniny kwaséw fenolowych ( obecne w ekstraktach roslinnych) majg szereg dziatan
prozdrowotnych przeciwko szerokiej gamie standw chorobotwérczych, w tym nowotworom,
infekcjom bakteryjnym, chorobom sercowo-naczyniowym, zapalnym i neurodegeneracyjnym.
Biorac pod uwage powyzsze wzgledy uwazam, ze tematyka podjeta przez Doktoranta jest
uzasadniona, tak pod wzgledem naukowym jak i aplikacyjnym. W opinii Recenzenta warto
byloby do badan wlaczy¢é zwiazki fenolowe naturalnego pochodzenia, wystepujace W
surowcach roslinnych i produktach zywno$ciowych, z grupy pochodnych kwasu
benzoesowego czy cynamonowego, takie jak np. kwas syryngowy czy ferulowy.

Formalna ocena pracy

Rozprawa doktorska mgr inz. Bartlomieja Zieniuka jest cyklem prac naukowych pod
wspélnym tytulem "Enzymatyczna synteza i badanie aktywnosci biologicznej estrow
Zwigzkow fenolowych jako dodatkéw do zywnosci" w skiad ktérego wchodzi 6
oryginalnych prac twérczych . Czasopisma naukowe w ktérych opublikowano 5 prac majg
impact factor od 1,863 do 4,082. Prace te opublikowane zostaly w 2020 i 2021 r. , ich
sumaryczny IF wynosi 12,917, a laczna punktacja wg MEIN wynosi 355 pkt. Te dane




bibliometryczne nalezy uznaé za wysoce zadawalajagce, a opublikowanie tych prac w
specjalistycznych czasopismach z zakresu biotechnologii i technologii Zywnosci utwierdza w
tej ocenie. Skiad autoréw tych publikacji jest zmienny i wynosi od 3 autoréw ( 2 prace),
poprzez 4-ech ( 3 prace) do 6-ciu ( 1 praca ). Doktorant jest we wszystkich pracach
pierwszym i korespondencyjnym autorem, a jego udziat w tych pracach zostat wyceniony od
65% do 80%. Zaréwno promotor jak i promotor pomocniczy sa wspétautorami kazdej z prac.
Pozostali wspotautorzy w o$wiadczeniach deklarujg udziat wiasny w pracach od 5% do 10%.
Powyzsze dane, jak i szczegétowa analiza o$wiadczen wspotautorow prac, jednoznacznie
wskazuja na wiodacg role Doktoranta w przygotowaniu koncepcji badan wraz z
promotorami , opracowaniu metodyki badan, ich realizacji, przygotowaniu manuskryptow
do druku. Teksty publikacji zostaly dotaczone do opracowania jakie stanowi rozprawa
doktorska.

Catos¢ pracy doktorskiej przedstawiona jest na 143 stronach i zawiera m.in. o§wiadczenie
promotora o spelnieniu przez rozprawe doktorska warunkéw do przedstawienia jej w
postepowaniu o nadanie stopnia naukowego oraz o$wiadczenie autora rozprawy dotyczacej
samodzielnosci jej napisania i nie ubiegania si¢ o uzyskanie stopnia naukowego na wyzszej
uczelni. W kolejnych czgsciach pracy doktorskiej Autor przedstawit cel pracy i hipotezy
badawczej, przeglad pi$miennictwa, opisal najwazniejsze materialy i metody badawcze,
oméwit kluczowe wyniki badan oraz poddat je dyskusji. T¢ czg$¢ konczy podsumowanie i
whnioski oraz spis pi$miennictwa . Uzupelnieniem jest prezentacja o$wiadczen wspétautorow
pracy i informacja o dorobku naukowym, na ktéry szczegélnie warto zwr6ci¢ uwagg. Na ten
bogaty i wartosciowy dorobek sklada si¢ 17 recenzowanych prac naukowych,
opublikowanych w wigkszosci w renomowanych czasopismach naukowych, w tym w 10
pracach doktorant jest pierwszym autorem. Ponadto na dorobek doktoranta skiadajg si¢ 3
monografie, 7 komunikatéw na sesje naukowe, 2 zgloszenia patentowe i 3 inne prace. Te
osiagniecia zastuguja na szczeg6lne wyrdznienie, tym bardziej, Ze zostaly wypracowane w
ciagu ostatnich czterech latach, co $wiadczy o sprawnosci naukowej, umiejgtnosci wspdipracy

i pracowitosci Doktoranta.
Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej
Wprowadzeniem do cyklu publikacji, na ktérym oparta jest rozprawa doktorska jest

przeglad pismiennictwa, w ktérym w ograniczonym zakresie opisano problematyke psucia si¢
zywnoéci w kontekscie jej =zapobiegania, z wykorzystaniem konserwantow i




przeciwutleniaczy. Nastgpnie Doktorant syntetycznie omoéwil wystgpowanie i biologiczng
aktywno$é zwiazkéw fenolowych oraz scharakteryzowal enzymy lipolityczne, ze
szczegélnyem uwzglednieniem ich wiasciwosci katalitycznych. Przeglad piSmiennictwa
koficzy podrozdzial opisujacy mozliwosci wykorzystania, giéwnie lipaz do otrzymania
wybranych cennych pochodnych zwigzkéw fenolowych.

Przeglad pismiennictwa zostal oparty o aktualne i wazne publikacje dotyczace tematyki
zawartej w eksperymentalnej czesci pracy. Zakres przegladu jak i dobor tresci w
poszczegélnych podrozdziatach jest trafny i stanowi wartosciowe wprowadzenie do
eksperymentalnej czesci pracy.

W rozdziale ,Materiaty i metody” Doktorant scharakteryzowat uzyte w pracy materialy
oraz W sposob niekiedy skrotowy, przedstawit metodyke wykonania — poszczegélnych
eksperymentéw. Zwraca uwage umiejgtnosé prowadzenia eksperymentéw o charakterze
chemicznym, fizykochemicznym,  mikrobiologicznym, biochemicznym i
biotechnologicznym. Dobér metod analitycznych byt prawidlowy, pozwalajacy na
wlasciwe  scharakteryzowanie  przebiegu  proceséw  enzymatycznych i
mikrobiologicznych.

Pierwsza publikacja cyklu, stanowigcego rozprawe doktorska, jest rodzajem wstgpu do
badan, a jej celem bylo por6wnanie wptywu 20 réznych rozpuszczalnikéw na aktywnos¢
immobilizowanej lipazy B z Candida antarctica (CALB). Lipaz¢ inkubowano w wybranym
rozpuszczalniku organicznym, a nastepnie oceniano jej aktywno$¢ hydrolityczng w stosunku
do laurynianu p-nirtofenylu, ktéry by} rozpuszczony w heptanie. W drugiej wersji, lipazg nie
inkubowano z rozpuszczalnikiem, ale od razu dokonywano oznaczenia aktywnosci zastgpujac
heptan jednym z rozpuszczalnikéw. Wyniki oznaczen aktywnosci byly wysoce zroznicowane.
W pierwsze serii najwyzsze aktywnosci uzyskano z wykorzystaniem ferz-butanolu, a w
drugiej izooktanu. Ponadto oméwiono wplyw rozpuszczalnikéw na procesy solwatacji
majacy wplyw na etapy katalizy, denaturacj¢ biatka oraz zmiany jego konformacji i
skorelowano aktywno$¢ hydrolityczng CALB ze wspdtczynnikiem podziatu (logP) uzytego
rozpuszczalnika. Na podstawie tej pracy do dalszych badan wytypowano izooktan, eter fert-
butylo-metylowy oraz mieszaning tych zwigzkéw w stosunku 7:3.

W kolejnej pracy Doktorant postanowit uzyska¢ wiasny preparat o aktywnosci lipolitycznej,
ktéry stanowita zliofilizowana biomasa Yarrowia lipolytica KKP 379 i otrzymany w wyniku
jej hodowli zliofilizowany supertnatant. Preparaty te poréwnano z lipazag B z Candida
antarctica w syntezie 3-fenylopropanianu etylu. Uzycie liofilizowanej biomasy w/w szczepu

drozdzy pozwolilo na uzyskanie wysokiej wydajnosci estréw, a wyniki byty poréwnywalne




z danymi uzyskanymi dla preparatu CALB, podczas gdy liofilizowany supernatant
wykazywat stabsza aktywnosé lipazy (22,17 U/g) w poréwnaniu z liofilizowana biomasg
(46,13 Ulg), co skutkowalo nizsza konwersja kwasu 3-fenylopropionowego do jego estru
etylowego. Dane te $wiadcza, o ograniczonej zdolnosci wydzielania lipaz do podioza
hodowlanego przez badany szczep drozdzowy. Pozostaje do wyjasnienia kwestia, czy lipaza
zwiazana z biomasg byta lipaze wewnatrzkomérkows, jak pisze Autor, czy lipaza zwigzang ze
$ciana komérkowa. Ponadto, w pracy oceniono wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i
przeciwutleniajace zsyntetyzowanego estru.

Kolejne dwie prace dotyczyly prob wykorzystania zliofilizowanej biomasy badanych
szczepéw drozdzy do syntezy innych estrow, w szczegélnosci estrow kwasow fenolowych.
Estryfikacji 1-butanolem poddano pie¢ kwaséw fenolowych. Juz po dwugodzinnej inkubacji
98% kwasu 3-fenylopropanowego uleglo estryfikacji, zas w przypadku kwasu
fenylooctowego i jego hydroksylowej pochodnej stopien estryfikacji butanolem byl
szczatkowy. Interesujace, jest szczegélnie to, ze wykorzystujac w estryfikacji lipaz¢ B z C.
antarctica 93% przereagowanie uzyskano dla kwasu fenylooctowego, za$ dla kwasu 3-
fenylopropanowego po 24 godzinnej reakcji wynosito tylko ok. 75%. Spoéréd badanych
zwiazkéw najwieksza aktywno$¢ przeciwgrzybicza wykazywaty estry butylowe kwaséw 3-
(4-hydroksyfenylo)propanowego i 4-hydroksyfenylooctowego. Estryfikacja spowodowata
zwiekszenie rozpuszczalnosci badanych zwigzkéw w srodowisku lipidowym i miata wplyw
na aktywno$¢ przeciwutleniajaca estrow tych kwasow, ktére taka aktywnos¢ wykazywaty.

W kolejnym etapie pracy poszukiwano posrod 4-ech szczepdéw Y. lipolytica nadproducenta
enzym6w lipolitycznych. Najlepszym okazat sie szczep Y. lipolytica W29, ktéry w hodowli
bioreaktorowej z wykorzystaniem odpadowego oleju rybiego jako zrédia wegla i induktora
lipaz, wytwarzal zaréwno wiecej biomasy jak i lipaz. Otrzymana biomasa zostata
wykorzystana w syntezie estréw wybranych zwiazkéw fenolowych tj. octanu 2-fenyloetanolu,
tyrozolu (2-(4-hydroksyfenylo)etanol) i 3-fenylo-1-propanolu oraz estréw etylowych kwasu
fenylooctowego, 4-hydroksyfenylooctowego, 3-fenylopropanowego i 3-(4-hydroksyfenylo)
propanowego). Lipaza Y. lipolytica W29 katalizowala estryfikacje kwasu 3-
fenylopropanowego (konwersja 95% po 24 h), jednoczesnie podobnie jak Y. lipolytica KKP
379 nie katalizowata efektywnie estryfikacji kwasu fenylooctowego, za$§ w przypadku
transestryfikacji alkoholi aromatycznych octanem winylu stopient konwersje byt zréznicowny
i wynosil 27%—63% po 24 godzinach. Zsyntetyzowane estry w stosunku do wyjsciowych
zwigzkéw wykazywaly zréznicowane aktywnosci antybakteryjne i antyoksydacyjne.




Zroznicowana budowa chemiczna zwigzkéw fenolowych i ich pochodnych stwarzajg
mozliwosci pozyskania zwiazkéw o rézniacych si¢ wiasciwosciami. Doktorant badat wplyw
podstawnika i jego potozenia w pierScieniu aromatycznym alkoholi fenolowych  na
aktywno$é przeciwutleniajaca po estryfikacji kwasem heksanowym, z wykorzystaniem
unieruchomionej lipazy B Candida antarctica. Stwierdzono, ze aktywnos$¢ przeciwutleniajgca
estrow kwasu heksanowego byla zalezna od obecnosci i pozycji grupy hydroksylowej w
pierécieniu aromatycznym. Najwyzsze aktywnosci stwierdzono dla alkoholu wanililowego,
heksanianu wanililu i BHT. Obecno$¢ tych dwoch ostatnich zwiazkéw wydluzata czas
indukcji oksydacyjnej oleju rzepakowego i stonecznikowego.

W pracy, konczacej cykl publikacji wechodzacych w sklad rozprawy doktorskiej oceniono
skuteczno$é przeciwdrobnoustrojowa pieciu estrow (etylowego, butylowego, heksylowego,
oktylowego i decylowego) kwasu 4-hydroksyfenylopropanowego wobec L. monocytogenes
PCM 2191. Szkoda, ze w nawigzaniu do poprzedniej pracy nie oceniono ich aktywnosci
antyoksydacyjnej, gdyz byloby interesujace oceni¢, jak diugos¢ taficucha w kwasie
organicznym wpltywa na t¢ wlasciwos¢. Wyniki tych badan wykazaly potencjalne
zastosowanie estrow alkilowych kwasu 4-hydroksyfenylopropanowego w hamowaniu
wzrostu L. monocytogenes, w tym 4-hydroksyfenylopropanian oktylu okazat si¢ obiecujacym
srodkiem bakteriostatycznym, ale wymagajacym dalszych badan.

Uwagi koncowe

W podsumowaniu stwierdzam, ze podstawowe zalozenia pracy, dobdér materiatu
doswiadczalnego jak i zakres prowadzonych badan nie budza istotnych zastrzezen i
znajduja pelne uzasadnienie w dokumentacji pracy. Sposéb przeprowadzania
doswiadczen §wiadczy o dojrzalo$ci naukowej Doktoranta i Jego bardzo dobrym
przygotowaniu merytorycznym i warsztatowym. W pracy zamieszczono bogaty i
warto$ciowy material faktograficzny opublikowany w renomowanych czasopismach
naukowych.

Biorac pod uwage warto§¢ naukowa pracy, zawarte w niej elementy nowosci
naukowej, bardzo dobre przygotowanie warsztatowe i merytoryczne Doktoranta
stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska  w peini odpowiada
wymaganiom jakie sg stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora w

dyscyplinie "technologia zywno$ci i zywienia" i wnosz¢ o dopuszczenie jej do




publicznej obrony. Jednoczesnie wnosz¢ 0 wyréZnienie rozprawy doktorskiej
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