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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgra inz. Mateusza Luznego
zatytulowanej
»SYNTEZA I BIOTRANSFORMACJE WYBRANYCH ZWIAZKOW
FLAWONOIDOWYCH”

Badania nad wykorzystaniem biotransformacji w syntezie zwigzkéw o wysokiej
warto$ci uzytkowej to obszar biotechnologii ktory, mimo dos¢ dhugiej historii, rozwija sig
nadal bardzo intensywnie, dostarczajac nowych rozwigzan, alternatywnych do klasycznych
syntez organicznych. W dobie wzrastajgcej $wiadomosci spotecznej dotyczacej
koniecznosci dbania o otaczajace nas srodowisko, rosnie tez znaczenie biokatalizy jako
waznego obszaru ,zielonej chemii”. Zespoly badawcze, w tym takze naukowcy
Uniwersytetu Przyrodniczego, kieruja swe wysitki w strone poszukiwan drog syntezy
nowych zwigzkéw chemicznych, badz modyfikacji juz poznanych, w tym takich o
spodziewanej aktywnosci biologicznej lub tez opracowuja procedury, ktorych celem jest
skuteczne  zastgpienie  istniejacych  chemicznych  proceséw  przemystowych.
Biotransformacje sg szczeg6lnie wazne tam, gdzie synteza organiczna zawodzi lub jest
malo efektywna, zatem w procesach, w ktorych do otrzymania zdefiniowanego produktu,
reakcja musi by¢ enancjo- czy tez regioselektywna. Wygodnym narzedziem badawczym,
ktore pozwala na osiagniecie tych celow sa biokatalizatory grzybowe, zarowno drozdze jak

i plesnie.
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Organizmy te majg bardzo elastyczny metabolizm, a co za tym idzie systemy
enzymatyczne, ktorych aktywnos¢ mozna, poprzez wlhasciwie dobrane warunki
biotransformacji, dopasowa¢ do planowanych proceséw biokatalitycznych. Wymaga to
jednak doswiadczenia i wiedzy z zakresu biochemii, fizjologii grzybow, sposobéw ich
hodowli czy tez technik izolacji, a zatem nie jest to zadanie trywialne. Innym wyzwaniem
w obszarze biotransformacji jest podnoszenie skali proceséw, ktére czesto konczy sie
niepowodzeniem. Naukowcy z wroclawskiego Uniwersytetu Przyrodniczego maja
ogromny wkiad w rozwoj tej tematyki badawczej, czego dowodem jest réwniez
przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgra inz. Mateusza f.uznego.

Praca ta jest poswigcona syntezie nowych zwigzkow flawonoidowych oraz takich,
ktore wystepujacych w niskich stezeniach w roslinach leczniczych. Cel ten zostat
osiggnigty poprzez dwuetapowe dzialania: synteze chemiczna substratow (zgodnie ze
znanymi procedurami chemicznymi) oraz biokatalityczne modyfikacje tychze. Oznacza to
rowniez, ze praca obejmuje okreslenie aktywnosci wybranych grzybéw (drozdzy oraz
entomopatogennych grzybéw strzepkowych) wobec tych zwigzkéw oraz opracowanie
efektywnych procedur biokonwersji. Podjeta tematyka badawcza jest wazna, choéby
dlatego, ze zwigzki flawonoidowe o udokumentowanej aktywnosci prozdrowotnej, czesto
charakteryzujg si¢ niska biodostepnoscia, stad tez potrzeba ich modyfikacji oraz dlatego, ze
poprzez modyfikacje mozna zmieni¢ wiasciwosci tych zwiazkéw w kierunku podniesienia
ich uzytecznosci. Pan mgr inz. Mateusz Luzny zaplanowal i zrealizowal cele naukowe,
ktore wpisujg si¢ w dwa nurty badawcze. Jeden to biokatalityczna redukcja wiazania
podwojnego pomigdzy atomem wegla C2 a C3 chalkonéw, z wykorzystaniem drozdzy z
kolekcji wlasnej Katedry Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego — miato to prowadzi¢ do
produktow, ktore zachowaltyby cechy biologiczne chalkonéw, a jednoczesnie ich smak
bytby stodki. Drugi nurt to wykorzystanie systeméw enzymatycznych entomopatogennych
grzybow strzgpkowych, w tym takich o znanej zdolnosci do 4-O-metyloglikozylacji
hydroksyflawonow, w reakcjach, ktorych celem byla biokonwersja metoksyflawonéw do

zwigzkow o lepszej rozpuszezalnosci, a co za tym idzie biodostepnosci.
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Efekty aktywno$ci naukowej Pana mgra inz. Luznego obejmujg 18 zsyntezowanych
chemicznie substratow do procesow biotransformacji - 18 zawigzkoéw flawonoidowych;
biokatalityczne uwodornienie 10 chalkonéw z udzialem drozdzy 1 otrzymanie 7
dihydrochalkonéw oraz biotransformacje 8 metoksyflawonéw z wykorzystaniem
entomopatogennych grzybow strzepkowych, prowadzace ostatecznie do 21 produktow, z
ktorych 8 posiadato grupe hydroksylowa w strukturze, a 13 zwigzkow to byly pochodne 4-
O-metyloglukopiranozylowe. Na podkre$lenie zastuguje fakt, ze struktury wszystkich
zwiazkow sa bardzo dobrze scharakteryzowane za  posrednictwem  metod
chromatograficznych i spektroskopowych. Przedstawiona mi do oceny praca jest bardzo
spojna i stanowi dobrze udokumentowana logiczna cato$¢, napisang w oparciu o cykl
powiazanych tematycznie publikacji (P1-P4), w ktérych mgr inz. Mateusz Luzny jest
wspétautorem o dominujgcym wkladzie (70 do 80%, zaleznie od artykutu), co zostato
potwierdzone odpowiednimi o§wiadczeniami pozostatych Autoréw publikacji. Oznacza to,
7ze omawiana praca naukowa zostal juz wysoko oceniona i zweryfikowana przez
niezaleznych specjalistow, recenzujgcych wspomniane artykuly naukowe. Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze catkowity wspolczynnik IF dla publikacji wchodzacych w skiad
rozprawy doktorskiej wynosi: 15,328, a suma punktéw wedlug czasopism punktowanych
MEiN to 480 (wartosci IF zgodne z rokiem opublikowania, a punktacja Ministerstwa
Edukacji i Nauki obliczona w oparciu o dane dostgpne w dniu: 05.06.2021r). Istotne jest
takze to, ze we wszystkich wspomnianych artykutach, mgr inz. Mateusz Luzny jest
autorem korespondencyjnym.

Dysertacja, ktéra stanowi wprowadzenie do tematyki badawczej i jest komentarzem
do dotaczonych manuskryptow, zostala napisana w sposob przejrzysty, zwiezly i fatwy w
odbiorze. Zawiera paragrafy zwykle wystepujace w tego typu rozprawach: wykaz
publikacji, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materialy i
metody, wyniki i dyskusja, podsumowanie, indeks zZrodet literaturowych, oswiadczenia

wspolautoréw, oraz zestawienie dorobku naukowego Pan mgra inz. Luznego.
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Dokument opisuje racjonalng i logiczna sciezk¢ planowania eksperymentow
naukowych, ktora zostala zrealizowana przez Eksperymentatora i doprowadzita do
wartosciowych wynikow. Najwazniejsze osiagni¢cia Pana mgra inz. Mateusza Luznego to
opracowanie efektywnych procedur biokatalitycznych dla konwersji = chalkonow,
metoksychalkonéw oraz metoksyflawondw. I tak w przypadku uwodornienia chalkonéw,
jesli zachodzilo, to produktem biotransformacji byl jeden zwigzek, a najaktywniejszym
biokatalizatorem byl szczep Yarrowia lipolytica KCh 71. Aktywnos¢ redukcyjna tych
drozdzy wobec 3-(2”-furylo)-1-(2°-hydroksyfenylo)-prop-2-en-1-onu oraz 3-(2”-tiofeno)-1-
(2’-hydroksyfenylo)-prop-2-en-1-onu pozwolita otrzyma¢ odpowiednie produkty ze
stopniem konwersji siegajacym 99%, i co istotne w przypadku pierwszego z substratow 50-
cio % stopien konwersji byt obserwowany juz po 1 godzinie trwania biotransformacji.
Wykorzystany szczep wykazywal wysoka aktywnos¢ rowniez wobec metoksychalkonow,
ktore Autor poddawal biotransformacji stosujac rézne stgzenia substratow. I tak
monometoksychalkony (2'-hydroksy-2"-, 3"- i 4”- metoksychalkony) byly efektywnie
redukowane do odpowiednich dihydrochalkonéw przy zastosowaniu substratu w stezeniu
0,5g/1L podtoza juz po godzinie inkubacji. Przy podwyzszaniu stezenia substratu do 1g/1L
pozywki, konwersja powyzej 40% byla osiggana po trzech godzinach transformacji.
Wyniki tej czesci badan pozwolily na sformufowanie wnioskéw, ze najwydajnie]
przeksztatcanymi zwigzkami byly chalkony zawierajace pojedyncze grupy metoksylowe w
piercieniu B, a jeden z nich 2'-hydroksy-2"-metoksychalkon nawet w stgzeniu
zwiekszonym do 5 g substratu na 1 L pozywki, byl przeksztalcany z wydajnoscig do 50%
po 24 godzinach, co oznacza, z w tym przypadku podnoszenie skali procesu bylo
skuteczne. Kolejnymi znaczacymi osiggnigciami Autora dysertacji sg opracowane
efektywne  procedury  biokonwersji metoksyflawonow z  udzialem  grzybow
entomopatogennych, jednak w tym przypadku, zaleznie od biokatalizatora,

biotransformacja prowadzila do powstania wigcej niz jednego zwigzku. I tak, gdy
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substratem byl np. 2'-metoksyflawon produktami byly 4 pochodne: 2°-O-B-D-(4”-O-

metyloglukopiranozylo)-flawon; 8-0-B-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-2’-

metoksyflawon;  5’-O-B-D-(47-O-metyloglukopiranozylo)-flawon i  3-O-f-D-(47-O-
metyloglukopiranozylo)-2’-metoksyflawon, a bioktalizatorem byl szczep Isaria
fumosorosea KCh J2. Natomiast zastosowanie szczepu Beauveria bassiana KCh J1,
prowadzito do powstania jednego produktu — odpowiednio 2’-hydroksyflawonu. W tym
ostatnim przypadku wysoki stopien konwersji (do 43%) mgr inz. Luzny otrzymat takze dla
procedury przeprowadzonej w skali polpreparatywnej. Bardzo waznym osiagnigciem
zaprezentowanym w dysertacji sa wyniki biokonwersji 3'-metoksyflawonu w reakcjach
katalizowanych przez B. bassiana KCh J1.5, J2.1, J3.2, BBT, Isaria farinosa KCh KW1.1,
gdzie  produkty -  odpowiednio:  4’-hydroksyflawon i  4’-O-B-D-(47-O-
metyloglukopiranozylo)-flawon, — powstawaly z wydajnoscia 100%. Biotransformacje
dimetoksy- i trimetoksyflawonéw (pierécien B) prowadzily do powstawania mieszaniny
produktow, w tym pochodnych hydroksylowych lub glukopiranozylowych — zaleznie od
biokatalizatora. I tak dla  2’5’-dimetoksyflawonu w reakcji z wykorzystaniem szczepu
Isaria farinosa KCh KW1.1, B. bassiana KCh J1.5 powstawaty 3 produkty: 5°-O-B-D-(4"-
0O-metyloglukopiranozylo)- 2’-metoksyflawon; 2’-O-B-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-

5’- metoksyflawon oraz 4’-O-B-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)- 2°,5’-dimetoksyflawon.
Zastosowanie B. bassiana KCh J1 pozwolilo na podniesieni skali procesu i wyizolowanie
5’-hydroksy-2’-metoksyflawonu i 4°- hydroksy -2°,5’-dimetoksyflawonu. Cickawg
obserwacja dokonang przez Autora dysertacji bylo to, ze w przypadku 3°.4°.5°-
trimetoksyflawonu  wyizolowane produkty to metyloglukopiranozylowe pochodne
wyjéciowego trimetoksyflawonu. Ponad 90-cio % konwersj¢ substratu Autor uzyskat z
wykorzystaniem B. bassiana KCh J1.5. Ostatni etap pracy obejmowal biotransformacje
flawonow z grupami metoksylowymi usytuowanymi zarGwno w pierscieniu A jak i A i B.
W przypadku tych substratéw biotransformacje byly mniej efektywne, dodatkowo zaden z
badanych mikroorganizméw nie katalizowat reakcji O-demetylacji grup metoksylowych
obecnych w pierécieniu A. Dobrym rezultatem zakonczyla si¢ trzydniowa biotransformacja
5,7-dimetoksyflawonu w kulturze szczepu B. bassiana KCh J1.5, gdzie glownym
produktem byt 3’-hydroksy-5,7-dimetoksyflawon, wyizolowany z wydajnoscia 40%.
Wszystkie  wyniki badan  sa  dobrze udokumentowane z  zastosowaniem

chromatograficznych i spektroskopowych metod analitycznych, o czym bylo wezesniej.
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Wartos¢ przeprowadzonych przez mgra inz. Mateusza Luznego badan jest
potwierdzona réwniez poprzez 19 uzyskanych patentéw oraz 30 zgloszen patentowych
powigzanych z cyklem publikacji P1-P4. Reasumujgc, przedstawiona mi do oceny
dysertacj¢ oceniam bardzo wysoko. Dokument stanowi logiczng cato$é, a wszystkie

kolejne kroki badawcze maja swoje uzasadnienie i sa dobrze udokumentowane.

Podczas lektury pracy doktorskiej nasunely mi si¢ pewne uwagi i1 pytania, niektore z

nich wymieniam ponizej:

1. ,.Szczep niekonwencjonalny” — Autor wielokrotnie uzywa tego sformutowania wobec
drozdzy — proszg o wyjasnienie czego ta ,niekonwencjonalno$é” dotyczy, poniewaz
opisywane w dysertacji drozdze sa znane ze swojej uzytecznodci w biotechnologii

2. Wigzanie miedzy weglami” Autor w wielu miejscach tekstu postuguje si¢ takim
okresleniem, pomijajac stowo ,,atom”, zatem w dokumencie pisanym: ,,wigzanie miedzy
atomami wegla” bytoby zgodne z kanonem chemii organiczne;j

3. W tekscie wystgpujg tez skroty myslowe — w opinii Recenzentki — zbyt duze np. Autor
pisze ,,...Co wigcej, floretyna (dihydrochalkon) jest aktywnym inhibitorem tyrozynazy
grzybowej, co ma wplyw m.in. na proces melanogenezy .....,, — w takim brzmieniu, zdanie
jest niejasne 1 sugeruje, ze melanogeneza zachodzi u grzybow

4. Autor na str 13. pisze: ,, ....Zastosowanie wigkszej liczby innych dihydrochalkonéw jako
stodzikéw poszerzyloby obecng, ., zdrowszq™ alternatywe ...” Czy jakie$ zwiazki z tej
grupy sg juz stosowane jako stodziki?

5. Autor na str. 14 uzywa okreslenia: ,.badania prospekiywne” , w odniesieniu do wynikow
badan, ktore juz sa potwierdzone nie tylko eksperymentalne, ale poprzez badania
populacyjne, natomiast zastosowane okre$lenie odnosi sie do zdarzen przyszlych, ktore nie
znalazty do danego momentu potwierdzenia, a ktore przewiduje si¢ na podstawie wiedzy

obecne;.
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6. Beauveria bassiana BBT — brak wyjasnienia skrotu nazwy kolekeji

7. Na str. 33 Autor opisuje wyniki biotransformacji 2',5'-dimetoksyflawonu z
wykorzystaniem szczepéw Beauveria bassiana KCh J1.5 (skala laboratoryjna) i J1 (skala
potpreparatywna), produkty to odpowiednio metyloglukopiranozylowe pochodne i
hydroksylowe pochodne dimetoksyflawonu, czy istnicja jakie§ przestanki pozwalajace
wyjasni¢ tak rozng aktywnos¢ wykorzystanych szczepow wobec tego samego substratu?

8. W dysertacji znajduja si¢ podpisane oswiadczenia wspotautoréw publikacji,
potwierdzajace dominujgcy udzial mgra inz. Mateusza Luznego w badaniach, ale nie ma
informacji na temat tego, jaka czesé przeprowadzonych badan bezposrednio jest wynikiem
aktywnosci naukowej Autora niniejszej dysertacji. Prosz¢ o krotki komentarz

uzupelniajacy.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja mojej wysokiej oceny pracy doktorskiej Pana
mgra inz. Mateusza Luznego i dlatego wystepuje do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne

Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu o wyréznienie niniejszej rozprawy.

Konkludujac, uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia warunki
okre$lone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2020 Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2021, poz. 478) i niniejszym wystepuje z wnioskiem do Rady Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu o dopuszczenie Pana mgra

inz. Mateusza Luznego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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