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Surfaktanty, zwigzki powierzchniowo czynne o amfifilowej budowie, znajduja powszechne
zastosowanie w wielu gateziach przemystu. Natomiast od szeregu lat podejmuje sie préby
otrzymania i zastosowania na skale przemystowg biosurfaktantéw, czyli zwigzkow
powierzchniowo czynnych pochodzenia biologicznego, najczesciej produkowanych przez
drobnoustroje. W stosunku do syntetycznych surfaktantéw charakteryzuje je m.in. nizsza
toksyczno$é, szybsze uleganie biodegradacji, mozliwos$¢ zastosowania surowcow odpadowych
do ich produkgiji, czy wieksza réznorodnos¢ aktywnosci biologicznej. Aktualnie prowadzone sg

liczne badania nad opracowaniem tanszych metod wydzielania i oczyszczania biosurfaktantow



oraz poznania molekularnych mechanizméw ich syntezy. Przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska bardzo dobrze wpisuje sie w tematyke badan nad optymalizacja produkcji

wybranych biosurfaktantéw pochodzenia bakteryjnego.

Oceniana rozprawa doktorska, liczagca 165 stron jest podzielona na rozdziaty:
streszczenie (3 strony), abstract — podsumowanie napisane w jezyku angielskim (3 strony), spis
czesto uzywanych skréotow (2 strony), wstep (24 strony), cele pracy (1 strona), materiaty i
metody (22 strony), omdéwienie i dyskusja wynikdw (84 strony), podsumowanie (1 strona). W
pracy umieszczono 22 tabele oraz 54 rysunki i fotografie a takze spis 215 pozycji cytowanego
pismiennictwa (obejmujgce wazniejsze prace oryginalne i ksigzki dotyczace dysertacji).
Umieszczony jest takze opis aktywnosci naukowej Doktoranta, ktéry obejmuje wykaz
otrzymanych grantéw i odbytych stazy w zagranicznych osrodkach naukowych oraz prac
naukowych i komunikatow konferencyjnych przygotowanych na bazie wynikéw
zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej: 4 publikacje opublikowane w recenzowanych
czasopismach z listy filadelfijskiej i 6 komunikatow. Natomiast catkowity dorobek naukowy
Doktoranta obejmuje 6 publikacji o sumarycznym [F=20,82 oraz 17 doniesien

konferencyjnych.

Wstep jest dobrze przygotowanym rozdziatem pracy doktorskiej, obszerny przeglad
literatury wprowadza w dziedzine naukowych zainteresowan Doktoranta. Wstep zostat
podzielony na podrozdziaty w ktérych Doktorant charakteryzuje ogdlnie surfaktanty, aby
nastepnie omoéwic grupe biosurfaktantéw ze szczegdlnym uwzglednieniem lipopeptyddw iich
wiasciwosci. Kolejne podrozdziaty dotyczg analizy iloSciowej biosurfaktantéw z uzyciem
réznorodnych technik analitycznych, produkcji biosurfaktantéw oraz ich oczyszczania.
Doktorant w przejrzysty sposdb ttumaczy dlaczego przeniesienie produkcji biosurfaktantéw ze
skali laboratoryjnej do produkcyjnej jest ztozonym problemem, zwraca réwniez uwage na
proces oczyszczania wyprodukowanych biosurfaktantéw. Wazng role Autor przypisuje
technikom membranowym stosowanym do oczyszczania bioproduktu. Poniewaz podczas
produkcji biosurfaktantow w bioreaktorach powstajg duze ilosci piany Doktorant opisuje jej
role w procesie otrzymywania biosurfaktantdw. Autor porusza réwniez temat technik

chromatograficznych niezbednych do otrzymania bioproduktu wysokiej czystosci. W ostatnim
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podrozdziale wstepu Doktorant charakteryzuje cykliczny lipopeptyd -pseudofaktyne,
produkowany przez arktyczny szczep Pseudomonas fluorescens BD5. Nalezy podkresli¢, ze
Wstep zawiera liczne rysunki (12 pozycji) i tabele utatwiajgce zaznajomienie z informacjami

zwigzanymi z tematykga rozprawy doktorskiej.

Nie mam w zasadzie uwag krytycznych do tej czesci rozprawy, ktéra jest napisana w
sposob czytelny, jedynie drobne sugestie. Omawiajgc bakterie z rodzaju Pseudomonas warto
wspomnieé, ze sg one znane réowniez z produkgcji fosfolipidéw. Prosze réwniez o zwrdcenie

uwagi na drobne btedy edytorskie w tekscie i spisie literatury (pozycje 79, 118)

Gtéwnym celem ocenianej pracy doktorskiej byta optymalizacja produkcji
lipopeptydowego biosurfaktantu — pseudofaktyny. Do realizacji tak dos¢ szeroko

postawionego celu, przedstawiono pie¢ gtéwnych etapdw badawczych.

Stosowana do realizacji zamierzen metodyka badan nie budzi zastrzezen. Doktorant
uzyt wiele réznorodnych technik badawczych opisanych w rozdziatach Materiaty i Metody.
Materiat bakteryjny zostat scharakteryzowany prawidtowo. Zastosowano nowoczesne metody
i techniki badawcze, w tym chromatografie cieczowg oraz tandemowg spektrometrie mas.
Autor opisat sposoby optymalizacji hodowli bakteryjnych pod katem produkcji biosurfaktanta
w hodowlach w kolbach i bioreaktorach o réinej pojemnosci. W rozprawie doktorskiej
przedstawiono réwniez metody wyodrebniania i oczyszczenia pseudofaktyny z hodowli
bakteryjnych. Doktorant wykonat takze badania z zakresu sekwencjonowania i analizy genomu

P. fluorescens.

Opis metod moim zdaniem jest raczej klarowny, chociaz przy charakterystyce podfozy
hodowlanych brakuje informacji dlaczego Doktorant stosuje zwrot ,,Biolector 3”, nie definiujgc
wczesniej tego systemu do mikrofermentacji. Opis dla sytemu 3 i stosowanych detektoréw
DAD i MS mdgtby byé bardziej przejrzysty. Poniewaz piana odgrywa ogromng role w procesie
produkcji biosurfaktantéw, uwazam, ze mozna podac wiecej informacji nt. sposobdw gaszenia
piany w wykonywanych doswiadczeniach z uzyciem bioreaktoréw (np. ilo$¢ i rodzaj

stosowanego odpieniacza, sposdb dodawania odpieniacza — reczny czy automatyczny). W



opisie metod mozna takze zwrdcié uwage czy w trakcie analiz chromatograficznych

obserwowano zjawisko przeniesienia probki (carry over).

Szeroki zakres uzytych metod i technik badawczych jest niewatpliwie atutem
recenzowanej pracy doktorskiej a uzyskane wyniki badan zostaty takze poddane analizie

statystycznej.

Rozdziat "Wyniki i Dyskusja" jest najbardziej obszernym rozdziatem rozprawy,
podzielonym na siedem gtéwnych podrozdziatéw. Kluczowe wyniki obejmujg opracowanie
szybkich metod jakosciowych i iloSciowych z wykorzystaniem LC i LC-MS umozliwiajgcych
analize lipopeptydow w podtozach hodowlanych, otrzymanie ponad 100-krotnie wiekszej
ilosci pseudofaktyny w wyniku optymalizacji warunkéw hodowli P. fluorescens BD5 w
stosunku do ukfadu niezoptymalizowanego, zaprojektowanie procesu produkcji lipopeptydu
w bioreaktorach potaczonego z wyodrebnianiem pseudofaktyny z piany, wykonanie badan
porownawczych otrzymanych analogéow pseudofaktyny i zaobserwowanie rdéznic w ich

wiasciwosciach. Zidentyfikowano rowniez geny mogace brac¢ udziat w syntezie pseudofaktyny.

Jednym z wynikdw rozprawy doktorskiej jest obserwacja wptywu matrycy na
oznaczalno$¢ lipopeptydow. Autor wspomina o adsorpcji biosurfaktantéw na wewnetrznych
powierzchniach kapilar systeméw LC i LC-MS oraz materiatéw uzywanych do przechowywania
czy przenoszenia probek natomiast uwazam, ze warto bytoby takze poruszy¢ temat efektu

matrycy w Zrédle jondw spektrometru masowego zaburzajgcego jonizacje.

Na rys. 24 przedstawiono wyniki wskazujgce na spadek stezenia pseudofaktyny po 28h

hodowli w bioreaktorze, czym mozna ttumaczy¢ tg obserwacje.

Mam réwniez drobng uwage do ewentualnych przysztych doswiadczen z uzyciem
bioreaktora i produkcji pseudofaktyny. Biorgc pod uwage intensywng asymilacje tlenu przez
drobnoustréj moze warto byftoby ustalic minimalny poziom pO. na poziomie 220% i
zaobserwowac czy brak warunkéw limitacji tlenem wptywa na wydajnos¢ procesu syntezy

biosurfaktanta.



Zamieszczony w pracy opis uzyskanych badan jest klarowny, Autor umiejetnie
dyskutuje swoje wyniki doswiadczedn w oparciu o dane literaturowe. Sposdb omdwienia
uzyskanych danych swiadczy o bardzo dobrym merytorycznym przygotowaniu doktoranta do
rozwigzywania poruszanych w pracy problemoéw. Staranne i szczegétowe opisy pod rysunkami,

dodatkowo utatwiajg zrozumienie poruszanych zagadnien.

Rozprawe doktorska zakoriczono podsumowaniem, opisujgcym efekty realizowanych
zadann, weryfikujgcymi postawiony cel optymalizacji produkcji lipopeptydowego

biosurfaktanta - pseudofaktyny i Swiadczgcymi o nowatorskim charakterze badan.

WNIOSEK KONCOWY

Podsumowujgc chciatbym podkresli¢, ze badania przeprowadzone przez mgr Piotra
Biniarza przyczynily sie do poszerzenia wiedzy z zakresu optymalizacji produkcji
biosurfaktantow lipopeptydowych. Doktorant zrealizowat cele postawione w pracy, tematyka
rozprawy doktorskiej jest aktualna i wazna. Eksperymenty zostaty zaplanowane logicznie, a ich
wykonanie odbyto sie z uzyciem wspodtczesnych technik badawczych. Oryginalne wyniki
zostaty poddane rozwaznej interpretacji. Stwierdzam wiec jako recenzent, ze praca doktorska
mgr Piotra Biniarza, zatytutowana ”Optymalizacja produkcji, oczyszczanie i badanie
wiasciwosci biosurfaktantéw” odpowiada warunkom Ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym i spetnia w petni wymagania stawiane rozprawom doktorskim w dziedzinie nauk
biologicznych, dyscyplinie biotechnologia. Wystepuje zatem do Wysokiej Rady Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego z wnioskiem o dopuszczenie Pana mgr Piotra
Biniarza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto biorgc pod uwage naktad pracy
Doktoranta, réznorodnos¢ stosowanych metod badawczych niezbednych do realizacji celu

pracy oraz nowatorstwo wynikdw badan wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskie;j.
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