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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Tomasza Janka
pt. “Izolacja, identyfikacja oraz charakterystyka wtasciwosci biomedycznych

biosurfaktantéw”

Pan Mgr Tomasz Janek wykonat prace doktorska zatytutowana: ,Izolacja, identyfikacja oraz
charakterystyka wtasciwosci biomedycznych biosurfaktantéw” pod kierunkiem promotora dra hab.
inz. Marcina tukaszewicza na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Przedtozona rozprawa dotyczy wyodrebnienia identyfikacji oraz zbadania witadciwosci
biomedycznych biosurfaktantéw produkowanych przez bakterie arktyczne wyizolowane ze
srodowiska glebowo-wodnego pochodzacego ze Spitzbergenu. W badaniach wykorzystano trzy
szczepy bakterii: Pseudomonas fluorescens BD5, Pseudomonas putida BD2 oraz Rhodococcus

fascinas BDS8.

Prace te sq kontynuacjq projektéw prowadzonych przez Zespodt dra hab. inz. Marcina kukaszewicza
i sg niezwykle aktualne ze wzgledu potencjalne wykorzystanie biosurfaktantéw w wielu dziedzinach
przemystu jako bezpieczniejszych alternatyw dla toksycznych i nie ulegajacych biodegradacji
srodkoéw powierzchniowo czynnych. Wiasciwosci te moga mieé znaczenie zwiaszcza kiedy $rodki
powierzchniowo czynne sa stosowane w stosunkowo duzych ilosciach i nie jest mozliwe petne
odizolowanie ich od srodowiska, jak to ma miejsce przy ich zastosowaniu do ograniczanie skutkow
skazenie weglowodorami ropopochodnymi czy tez przy pozyskiwaniu ropy naftowej z piaskéw
roponosnych. Atrakcyjne réwniez wydaja sie terapeutyczne zastosowania biosurfaktantow jako
czynnikéw zwalczajacych drobnoustroje jak réwniez hamujacych tworzenie biofilméw.

Zainteresowanie tego typu substancijami na Swiecie jest znaczne, co znajduje swoje
odzwierciedlenie w pisSmiennictwie naukowym (250 publikacji rocznie, indeks h dla hasta

«biosurfactant” wynosi 100).




Ocena pracy

Praca liczy 194 strony i napisana zostata Jezykiem jasnym i zrozumiatym. Starannie wykonane
schematy utatwiaja lekture. Proporcje pomiedzy poszczegdlnymi czesciami pracy sg dobrze
wywazone a catos¢ napisana jest przejrzyscie. Cele pracy s jasno sprecyzowane a wspdlnym
mianownikiem jest tutaj poszukiwanie nowych substancji powierzchniowo czynnych oraz zbadanie
ich wtasciwosci fizykochemicznych i aktywnosci biologicznej. Czesc teoretyczna obejmuje 36 stron
i w zwigzty sposob omawia charakterystyke, klasyfikacje, szlaki biosyntezy oraz wtasciwoséci
naturalnych substancji powierzchniowo czynnych. W czeéci przegladowej omoéwione zostaly takze
metody izolowania biosufaktantéw, podstawowe metody badania ich struktury oraz przyktadowe
zastosowania. Posrdd wymienionych metod, znalazty sie metody chromatograficzne, spektrometria
mas, spektroskopia w podczerwieni oraz magnetyczny rezonans jadrowy. W czesci tej zabrakto
natomiast metod chemicznych, takich jak np. hydroliza. Moze to dziwié poniewaz w czesci
eksperymentalnej metody chemiczne dostarczyty znaczacej czesci informacji zastosowanej przez

Autora do identyfikacji wydzielonych przez Niego substancji.

Czgs¢ eksperymentalna opisana jest szczegdtowo | zawiera wszystkie dane niezbedne do
odtworzenia wykonanych eksperymentéw. Przeprowadzone badania w pierwszym etapie
obejmowaty wybér szczepéw bakteryjnych, okreélenie ich przynaleznosci taksonomicznej
przeprowadzone technikami identyfikacji genetycznej, oraz charakterystyke biochemiczna.
Zastosowane metody nie pozostawiajg watpliwoéci co do poprawnosci identyfikacji badanych
drobnoustrojow jednak pewien niedosyt pozostawia uzasadnienie wyboru do dalszej czesci badan
szczepow bakteryjnych. Nasuwa sie pytanie jaka czes¢ dostepnego materiatu badawczego
stanowity wybrane szczepy i co zadecydowato, ze witagnie one staty si¢ obiektem pdzniejszych

eksperymentéw.

Kolejna fazgq badan bylo opracowanie technik hodowli drobnoustrojéw oraz takie dostosowanie
warunkéw biosyntezy, aby zoptymalizowaé poziom produkcji biosurfaktantéw. Parametrem, ktéry
pozwalat monitorowa¢ zawartoéé surfaktantéw w roztworze pohodowlanym byto napiecie
powierzchniowe. Pozwolito to na dobranie warunkéw fermentacji zapewniajacych maksymalng,
wydajnos¢ i zadecydowanie w ktérym momencie proces ten powinien zosta¢ przerwany. Nastepnie
zostata przeprowadzona izolacja i oczyszczanie uzyskanych produktéow fermentacii. Substancje
aktywne powierzchniowo byly wydzielane z mieszaniny pofermentacyjnej przez ekstrakcje
(octanem etylu lub eterem t-butylowometylowym) i zageszczane przez odparowanie
rozpuszczalnika pod obnizonym cignieniem. Uzyskany w ten sposob materiat poddawano
wysokosprawnej  chromatografii  cieczowej. Frakcje zawierajace biosurfaktanty zostaty

zidentyfikowane na podstawie ich zdolnogci do obnizania napiecia powierzchniowego.




Wydzielone biosurfaktanty zidentyfikowano z wykorzystaniem technik chromatograficznych,
chemicznych oraz spektrometrii mas.

Materiat produkowany przez pseudomonas fluorescens zwierat dwa biosurfaktanty o charakterze
lipopeptydow (okresdlane jako pseudofaktyna I i pseudofatkyna II). Odkrycie tych substancji jest
jednym z najciekawszych wynikow ocenianej pracy doktorskiej, poniewaz struktura tych zwigzkow
odbiega zasadniczo od znanych do tej pory lipopeptydow. Lipofilowa czes¢ psuedofaktyn zawiera
kwas palmitynowy, podczas gdy opisane w literaturze lipopeptydy np. surfaktyny zawierajg
hydroksykwasy alifatyczne. Budowa psuedofaktyn zostatla ustalona na podstawie informacji
pochodzacych z potaczenia metod chemicznych i spektrometrii mas. Hydroliza kwasna w
potaczeniu z chromatografig pozwolita zidentyfikowaé aminokwasy oraz kwas palmitynowy
wchodzace w skiad lipopeptydu. Sekwencja zostata ustalona na podstawie eksperymentéw MS/MS.
To podejscie nie daje mozliwosci okreslenia konfiguracji poszczegdlnych reszt aminokwasowych, z
czego Autor zdaje sobie sprawe i porusza ten problem w Dyskusji. Mojg watpliwos¢ budzi
natomiast odréznienie w sekwencji pseudolaktyn reszt Leu i Ile. Te aminokwasy bedace izomerami
nie daja sie zréznicowa¢ w standardowych eksperymentach MS/MS. Dane chromatograficzne
przedstawione na Rys. 27 moglyby jednoznacznie rozstrzygna¢ ten problem, jednak wsrod
zastosowanych wzorcow aminokwaséw brakuje Ile. Pozostawia to watpliwosé, czy w
zastosowanych warunkach chromatograficznych mozliwy jest rozdzial Leu i Ile. Ustalenie czy w
badanym peptydzie wystepuja reszty leucyny czy tez izoleucyny powinno by¢ mozliwe réwniez na
podstawie analizy widm NMR, jednak zamieszczona w ocenianej pracy doktorskiej interpretacja
danych spektralnych nie odnosi sie do tego zagadnienia. Innym problemem, ktory wymagatby
przedyskutowania, jest pozytywny wynik wybarwiania pseudofaktyn ninhydryng. Reakcja
ninhydrynowa wykrywa wolne grupy aminowe, ktére, zgodnie z przedstawiong strukturg nie
wystepuja w czasteczce pseudosurfaktyny. Dodatkowo potwierdzajg to widma ESI, w ktorych
dominujg piki [MNa]* nie za$, jak to bywa w przypadku ulegajacych tatwej protonacji peptydéw z
grupami  -NH,, [MH]* lub [MH,]**. Detekcja homodetycznych peptydéw cyklicznych nie
zawierajacych grup aminowych zazwyczaj wymaga inkubacji rozwinietego chromatografu z
gazowym HCI, aby spowodowac hydrolize wigzan peptydowych. Pozostate, wykryte w materiale
biologicznym biosurfaktanty miaty struktury odpowiadajace substancjom opisanym juz wczesniej w
literaturze. Uproscito to w znacznym stopniu identyfikacje przeprowadzona technikqa MS/MS
(Pseudomonas putida) oraz taczac technike MS/MS z chromatografia cienkowarstwowa

poprzedzong hydroliza (Rodococcus fascians).

Wszystkie wydzielone biosurfaktanty wydzielone z drobnoustrojow arktycznych zostaty
wszechstronnie scharakteryzowane. Szczegdlowo zbadano ich wlasciwosci fizykochemiczne jak
rowniez dziatanie biologiczne. Badane substancje silnie obnizaly napiecie powierzchniowe
roztworéw wodnych. Najskuteczniejszy pod tym wgladem okazat sie ramnolipid (31,0 mN/m),




ktéremu tylko nieznacznie ustepowata pseudofaktyna II (31,5 mN/m). Badane substancje okazaty
sie rowniez efektywnymi emulgatorami i wykazywaty zdolnos¢ do zwilzania szkta oraz tworzyw
sztucznych. Badania biologiczne byty prowadzone w trzech kierunkach: oceniono ich wasciwosci
przeciwbakteryjne, zdolno$¢ do hamowana adhezji drobnoustrojéw chorobotwérczych i hamowania
tworzenia przez nie biofilmdéw a takze wptyw na komdrki nowotworowe. Interesujaca obserwacja
byto szerokie spektrum aktywnosci pseudofaktyny 1II, ktéra taczyta dziatanie hamujace
powstawanie biofilméw, cytotoksycznos¢ w stosunku do linii komoérek nowotworowych oraz

dziatanie antyproliferacyjne.

Pomimo starannej przewaznie redakcji w pracy wystepuje kilka drobnych uchybierr formalnych i

jezykowych :

Str. 25 czgsteczek kwasu B-hydroksylowego - powinno by¢ B-hydroksy kwasu

Str. 20 W czgsteczkach biosurfaktantéw czes¢ hydrofobowa stanowi zazwyczaj diugi faricuch
weglowy (element kwasu ttuszczowego ......... ) oraz jonowa lub niejonowa grupa hydrofilowa -
brakuje fragmentu zdania

Str. 10 sktad kwasu tuszczowego oraz ilosci i konfiguracje aminokwaséw - nalezy mowié
raczej o liczbie aminokwasow

Str. 61 nanoszgc 10 ul inokulum - zapewnie 10 p

Str. 158 sekwencje psuedofaktyn przedstawione jako peptydy liniowe - nalezy zaznaczyé
potozenie mostka estrowego taczacego grupe hydroksylowq i karboksylowa

Str. 73 Zagadnieniem, ktére nalezy wykonaé w przysziosci jest analiza konformacyjna
aminokwasdw budujacych czesé hydrofilowq pseudofaktyny I i II - z kontekstu wynika, ze tym
nierozwigzanym problemem jest okreslenie konfiguracji optycznej, nie za$ konformacji reszt

aminokwasowych,

Literatura cytowana w sposéb jednolity i konsekwentny, jednak cytowanie danych internetowych
wymaga oprocz adresu strony WWW podania takze daty dostepu (poniewaz zawartoéé stron WWW

moze ulega¢ zmianom).

Jak widac na podanych przyktadach sa to drobne btedy ktére w najmniejszym stopniu nie moga
wptywac na ocene merytoryczng przedstawionej pracy. Wykonane badania odpowiadajg na pytania
postawione w celu pracy. Eksperymenty zostaty zaprojektowane i wykonane starannie oraz
przedstawione w przejrzysty sposdb. Wyniki uzyskane w toku realizacji pracy doktorskiej
opublikowano w formie czterech prac. Nalezy odnotowaé, ze doktorant jest pierwszym autorem w

tych wszystkich publikacjach. Sumaryczny wspétczynnik wptywu publikacji zwigzanych z oceniana




praca doktorska jest wysoki i wynosi 13,49. Dodatkowo wyniki przedstawiono w siedmiu

wystapieniach konferencyjnych w tym takze na konferencjach miedzynarodowych.

Stwierdzam, ze wykonana przez Mgr Tomasza Janka i przedlozona mi do recenzji praca pt.
"Izolacja, identyfikacja oraz charakterystyka wtasciwosci biomedycznych biosurfaktantéw”, ktora
oceniam bardzo wysoko, spelnia wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim okreslone
przez Ustawe o Stopniach i Tytule Naukowym z dnia 18 marca 2011 jak réwniez wymogi
zwyczajowe. Dlatego wnosze o jej przyjecie oraz dopuszczenie Autora do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Rownoczesnie, ze wzgledu na poziom naukowy pracy i dorobek naukowy

Doktoranta wnioskuje o jej wyrdznienie

Dr hab. Piotr Stefanowicz




