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Wstęp 

Rozprawa doktorska pani mgr inż. Małgorzaty Zysk pt. „Badania nad zastosowaniem układów 
enzym-enzym i enzym-metal do syntezy enancjomerycznie czystych estrów wybranych kwasów 
karboksylowych” została przygotowana w Instytucie Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk 
pod kierownictwem prof. dr hab. Ryszarda Ostaszewskiego. Rozprawa jest monografią naukową 
napisaną w języku polskim, liczącą 112 stron i 7 rozdziałów, które poprzedzają polskie i angielskie 
streszczenie, spis treści i skrótów wykorzystywanych w pracy oraz dorobek doktorantki. Układ 
pracy odwzorowuje organizację wielu czasopism organicznych, tj. po wstępie, wprowadzeniu 
literaturowym i zarysowaniu celów następuje przedstawienie wyników wraz z omówieniem i 
wnioskami, zaś metodyka eksperymentalna przedstawiona jest dopiero na końcu rozprawy. Układ 
ten, niewątpliwie wygodny w artykule, w większej pracy jest dość niezręczny – by zrozumieć 
niektóre procedury opisane w wynikach musiałem niejednokrotnie odwoływać się do końca 
rozprawy. Natomiast bardzo wygodne było zamieszczenie referencji literaturowych w przypisach 
dolnych zamiast przypisów końcowych.  

Wyniki przedstawione w rozprawie zostały opublikowane w dwóch pracach w bardzo dobrych 
czasopismach a metodologia zastrzeżona czterema zgłoszeniami patentowymi. Ponieważ 
zgłoszenia te pochodzą z roku 2011 z pewnością UP RP już dawno podjął decyzję co do przyznania 
patentów lub nie – właściwe zatem byłoby zamieszczenie tutaj uzyskanych patentów. Ponadto 
doktoranta może pochwalić się jeszcze 6 publikacjami, których tematyka wykracza poza zakres 
rozprawy.  

 

Ocena merytoryczna rozprawy. 

Rozprawa pani mgr inż. Małgorzaty Zysk wpisuje się w znacznie szerszą tematykę badań 
prowadzonych przez grupę prof. Ryszarda Ostaszewskiego, która skupia się przede wszystkim nad 
wykorzystaniem hydrolaz w syntezie organicznej. Przy czym należy zaznaczyć, że grupa ta 
specjalizuje się w poszukiwaniu niekonwencjonalnych zastosowań enzymów, które znalazły już 
zastosowanie w przemyśle. Niniejsza praca skupia się na otrzymywaniu enancjomerycznie czystych 
estrów kwasów karboksylowych z wykorzystaniem enzymatycznego kinetycznego rozdziału 
kinetycznego (EKR) oraz dynamicznego enzymatycznego rozdziału kinetycznego (DEKR) 
wykorzystującego zarówno katalizatory metaliczne jak i enzymatyczne. Badania te są bardzo 
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istotne, gdyż otrzymywanie optycznie czystych syntonów ma pierwszorzędne znacznie dla 
przemysłu farmaceutycznego, agrochemicznego czy kosmetycznego.  

Rozprawa porusza również dość ciekawy aspekt katalizy z wykorzystaniem układów 
wieloenzymatycznych i pojawiających się w wyniku zastosowania takich katalizatorów 
nieaddytywnych efektów synergicznych. Jest to temat jak dotąd dość niewyeksplorowany i nawet 
w tej rozprawie zaprezentowany czytelnikowi niejako z zaskoczenia.  

Celem badań było przeprowadzenie enzymatycznej estryfikacji wybranych kwasów 
karboksylowych z wykorzystaniem niekonwencjonalnych donorów grupy alkoksylowej, 
optymalizacja warunków tej reakcji oraz przebadanie możliwości przeprowadzenie rozdziału DEKR 
dla wybranych racemicznych kwasów karboksylowych. Zwraca uwagę fakt, że cele badawcze 
rozprawy były bardzo aplikacyjne, zorientowane bardziej na uzyskanie efektywnych metod syntezy 
niż na wyjaśnienie aspektów mechanistycznych badanych reakcji. Pomimo tego, przeprowadzone 
badania dostarczyły również ciekawych wyników o charakterze fundamentalnym, poszerzających 
naszą wiedzę o mechanizmach biokatalitycznych.  

Część teoretyczna 

Część teoretyczna rozprawy ma za zadanie wprowadzić czytelnika w tematykę badawczą w niej 
przedstawiona i zapoznać z obowiązującym stanem wiedzy. Doktoranta rozpoczyna ten rozdział 
od bardzo podstawowych informacji dotyczących biokatalizy w syntezie związków chiralnych, 
opisie podstaw rozdziału kinetycznego (EKR i DEKR), mechanizmu reakcji katalizowanej przez 
lipazę, przytacza przykłady zastosowań lipaz do rozseparowywania racemicznych kwasów i 
bezwodników z zastosowaniem różnorakich strategii (estryfikacji, transestryfikacji, hydrolizy 
estrów) jak również zastosowania nietypowych reagentów takich jak ortoestry czy węglany. 
Czytelnik odnajdzie tutaj też informacje na temat promiskuityzmu (czego można by się było 
spodziewać po pracy z grupy prof. Ostaszewskiego) oraz, co z kolei jest pewnym zaskoczeniem, o 
współdziałaniu enzymów wynikającym z dość enigmatycznych oddziaływań między białkami. 
Podrozdział ten został z przyczyn niezrozumiałych wymieszany z opisem reakcji kaskadowych. 
Ponieważ doktoranta we wstępie nie zaznaczyła, że w badaniach będą wykorzystane mieszaniny 
różnych enzymów trudno czytelnikowi zrozumieć kontekst tego fragmentu.  

Wstęp teoretyczny, mimo, że przytacza znane z literatury koncepcje, nie jest pozbawiony błędów. 
Już przy pierwszym rysunku można znaleźć nieprawidłową definicję entalpii swobodnej aktywacji 
(mylnie nazywanej przez Doktorantkę „energią swobodną” z zamiast „energią swobodną Gibbsa” 
lub „entalpią swobodną”). Entalpia swobodna aktywacji jest różnicą między entalpią swobodną w 
stanie przejściowym (TS) i kompleksie enzym-substrat (E:S), a nie pomiędzy G(TS) i G reagentów (E 
+ S). Enzymy też działają w znacznie szerszym zakresie temperatur i pH niż podała doktoranta na 
stronie 9, o czym świadczy choćby aktywność proteaz trawiennych czy enzymów ekstermofilnych. 
Podobnie sama budowa enzymów z chiralnych aminokwasów nie gwarantuje 
enancjoselektywności reakcji. 

Mam tez problem z opisem termodynamicznych i kinetycznych podstaw rozdziału kinetycznego, 
które zostały przedstawione na Schemacie 1. O ile lewa część schematu prawidłowo wskazuje na 
dwa czynniki wpływające na enancjoselektywność procesu jakimi są preferencyjne wiązanie 
danego enancjomeru w kompleksie E:S (co jest związane z mniejszą barierą tworzenia kompleksu 
E:S dla jednego z substratów) oraz szybszą transformacją jednego z enancjomerów do produktu, 
to w prawej części założono, że enancjoselektywność wynika wyłącznie z różnicy entalpii 
swobodnej bariery tworzenia kompleksu E:S. Wydaje się, że doktoranta próbowała tutaj 
przytoczyć zastosowanie reguły Curtisa-Hammetta do wyjaśnienia rozdziału kinetycznego. 
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Schemat ilustrujący tą regułę jest dość podobny aczkolwiek zawiera on entalpie swobodne 
aktywacji dla barier limitujących szybkość procesu konwersji dla jednego i drugiego enancjomeru, 
a nie jak zaznaczono w pracy dla tworzenia kompleksów ES. Bariery te są obliczane względem 
odpowiednich entalpii swobodnych kompleksów ES(R lub S). Wtedy faktycznie stosunek stężeń 

produktów powstałych w procesie zależy wyłącznie od G# a wartość ta uwzględnia zarówno 
różnice w dopasowaniu enancjomerów do centrum aktywnego jak i szybkość ich enzymatycznej 
konwersji. Zresztą do podobnego wniosku można dojść na podstawie pracy Chen i in (J. Am. Chem. 
Soc. 1982, 104, 7294-7299) cytowanej poniżej, gdzie enancjoselektywność zależy zarówno od 
stosunku stałych Km jak i stosunku maksymalnych szybkości obu procesów.  

Również kluczowy dla tej pracy mechanizm działania lipaz został nieprawidłowo przedstawiony na 
Schemacie 3 (strona 12). Doktorantka myli w opisie i na schemacie stany przejściowe (gdzie 
powstają i pękają wiązania) z kompleksem enzym-substrat, gdzie reagenty są związane z enzymem 
za pomocą oddziaływań niekowalencyjnych. Kompleksem EP nazwano kolejny stan przejściowy, 
przedstawiający proces transestryfikacji lub hydrolizy (w zależności od tego czym jest R3XH). Co 
więcej na schemacie nie zgadzają się transfery protonów (np. woda dokonując hydrolizy 
acylowanego enzymu pozostawia swoje protony w produkcie zamiast protonować His i odtwarzać 
wiązanie wodorowe z Ser). Generalnie cały schemat jest więc nieprawidłowy. W związku z tym 
proszę, aby w czasie obrony został prawidłowo omówiony mechanizm reakcji lipazy. 

Również tekst pod Schematem 14, opisujący reakcję z ortoestrami, wymaga poprawy. Po 
transferze protonu z kwasu na orotester następuje uwolnienie alkoholu, co zostało przedstawione 
na schemacie, ale nie jest opisane w tekście. Potem Doktoranta piszę, że: 

„Następnie oba związki są uwalniane z miejsca aktywnego i anion karboksylanowy atakuje 

zaktywowaną cząsteczkę ortoestru.” 

Ze schematu wynika, że anion karboksylanowy, stabilizowany przez dziurę oksoanionową, atakuje 
nukleofilowo zaktywowany ortoester jeszcze w centrum aktywnym i dopiero powstały addukt jest 
uwalniany. Do przegrupowania powstałego nietrwałego produktu przejściowego wg. mechanizmu 
proponowanego w literaturze ma dochodzić poza enzymem. Ponieważ Doktoranta w swojej 
rozprawie polemizuje z powyższym mechanizmem bardzo proszę o poprawne przedstawienie 
go w czasie obrony i skonfrontowanie go z hipotezą mechanistyczną proponowaną w pracy.  

W rozdziale można też znaleźć kilka drobniejszych potknięć natury edytorskiej. Wydaje się, że 
Doktorantka starała się zbyt zwięźle formułować myśli, co doprowadziło do powstania niejasnych 
passusów. Np. na stronie 16 pojawiło się dziwne zdanie: 

„W celu zwiększenia masy cząsteczkowej poliestrów reakcje prowadzono w próżni oraz stosowano 

rozpuszczalniki wysokowrzące, m. in. eter difenylowy.” 

Najwyraźniej doszło do jakiegoś skrótu myślowego – proszę o wyjaśnienie.  

Na stronie 17 opisując wpływ rozpuszczalników organicznych na reakcję, katalizowaną przez lipazę 
napisała: 

„W tych warunkach wzrasta elastyczność konformacyjna centrum aktywnego enzymu, co zostało 

potwierdzone przez wykonanie widm ESR (paramagnetycznego rezonansu jądrowego).” 

Ponieważ reakcje estryfikacji nie generują form rodnikowych widocznych w EPR zdanie wydaje się 
błędne. Tymczasem w cytowanej pracy stosowano rodnikowy znacznik, który wiązał się w centrum 
aktywnym co faktycznie pozwalało na badania elastyczności konformacyjnej enzymu.  
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Rozdział ten porusza również intrygujące aspekty. Doktoranta wspomina pobieżnie temat pamięci 
molekularnej lipaz, ale ponieważ cytuje trudno dostępny podręcznik, prosiłbym o rozwinięcie tego 
tematu w czasie obrony.  

Część literaturową kończy rozdział podsumowujący, który jeszcze raz rekapituluje główne tematy 
poruszone w pierwszej części pracy. Jest to ciekawe rozwiązanie, ale nie wydaje się szczególnie 
potrzebne.  

Badania własne 

Rozdział poświęcony badaniom własnym, po zaprezentowaniu koncepcji badań, skupia się na 
estryfikacji kwasów karboksylowych estrami kwasu węglowego i alkoholi organicznych z 
wykorzystaniem mieszanek różnych enzymów. Jest to chyba najbardziej frapująca część pracy, 
dostarczająca zaskakujących wyników dla badaczy przywykłych do redukcjonistycznego reżimu 
badań enzymologicznych. Czytelnik zostaje niejako zaskoczony zastosowaniem mieszanin 
enzymatycznych, gdyż w rozdziale brak jest wyjaśnienia co spowodowało podjęcie tak 
interesującego wątku badawczego. Również w części eksperymentalnej brak informacji, jakim 
kluczem kierowano się komponując zestawy enzymatyczne do dalszych badań. W tej części 
Doktorantka przedstawia serię eksperymentów, które mają rozwikłać zarówno mechanizm reakcji 
jak i zoptymalizować samą reakcję. Aby zdobyć informacje na temat mechanizmu Doktoranta 
badała różne substraty, tj. kwasy alkiloaromatyczne z różnymi podstawnikami w pozycji para i orto, 
jak również różne estry kwasu węglowego z metanolem i etanolem mierząc wydajność reakcji po 
24 i 48 h. Z kolei drugi cel realizowany był poprzez testy aktywności z indywidualnymi enzymami 
oraz ich kombinacjami i eksperymenty z różną ilością wody. Muszę przyznać, że wyniki tej części 
pracy są nie tylko intrygujące, ale i konfundujące. Nie jest dla mnie jasne, dlaczego proces lepiej 
zachodzi akurat w obecności Novozyme 435 i acylazy z Aspergillus oryzae i jakie interakcje między 
dwoma białkami powodują wzrost wydajności procesu, który wg. zaproponowanego mechanizmu 
zachodzi w centrum jednego enzymu.  

Z kolei eksperyment z różnymi substratami został zaprojektowany w ten sposób, że trudno 
jednoznacznie ocenić wpływ podstawnika. Np. szybkość reakcji z kwasem p-MeO-benzylowym 
dobrze by było porównywać z szybkością dla kwasu benzylowego oraz p-Br i p-Cl. Tymczasem 
zmianie ulega nie tylko podstawienie pierścienia, ale również podstawnik, na którym znajduje się 
grupa karboksylowa. Podobna sytuacja jest dla innych substratów. Brak też w Tabeli 3 błędów 
oznaczonych wartości wydajności, przez co czytelnik ma utrudnioną ocenę istotności statystycznej 
obserwowanych różnic. Na koniec pomiar „kinetyczny” po 24 h jest odrobinę problematyczny. Aby 
poprawnie interpretować mechanistycznie wpływ budowy substratu na szybkość reakcji należy 
zbadać reakcję początkową (stosując podejście różniczkowe) albo cały przebieg reakcji, 
dopasowując kinetyczne równanie w postaci całkowej. Wtedy można by próbować połączyć 
strukturę substratów, a właściwie opisujące ją deskryptory molekularne, z parametrami 
kinetycznymi. Co prawda z tabeli widać, że konwersje po 24 h (reprezentujące średnią szybkość 
reakcji w ciągu 24 h) dalekie są od konwersji końcowych (które są osiągane zazwyczaj po 48 h), to 
jednak nie wiemy na ile reakcja zdążyła zwolnić z powodu wyczerpywania się substratu (z 
pewnością było tak w przypadku 1b i 1c). Dlatego mimo ogromu pracy włożonego w badanie 
reakcji z różnymi reagentami wnioski z tego eksperymenty mają charakter jakościowy. Bardzo 
trudno bowiem zastosować metodologię ilościowej zależności struktury od aktywności (QSAR) do 
analizy tak przygotowanych danych. Pomimo tego w podsumowaniu podrozdziału Doktorantka 
napisała: 
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„Stwierdzono wyraźną selektywność substratową enzymu ze względu na: oddalenie centrum reakcji 

od pierścienia aromatycznego oraz zmiany podstawników w pierścieniu aromatycznym” 

Ponieważ dalej wątek ten nie jest kontynuowany bardzo bym prosił o rozwinięcie tych 
obserwacji w czasie obrony.  

Mimo moich uwag krytycznych na podkreślenie zasługuje fakt, że osiągnięty z sukcesem został 
praktyczny cel tej części pracy – udało się zoptymalizować warunki reakcji tak aby osiągnąć 
ilościowe konwersje substratów, a nawet uzyskać estry o wysokim nadmiarze enancjomerycznym 
w przypadku substratów racemicznych. Wartościowym wynikiem jest również demonstracja, że 
proces może przebiegać z wykorzystaniem substratu jako jedynego rozpuszczalnika organicznego.  

Kolejna część pracy skupia się na enzymatycznej estryfikacji pochodnych kwasu 3-arylo-4-
pentenowego. Na wstępie Doktorantka przedstawia wykonane w skali gramowej syntezy kwasów 
3-arylo-4-pentenowych (p-F i p-OMe) oraz ich racemicznych metylowych i etylowych estrów. 
Następnie Doktorantka przeprowadziła szeroko zakrojone badania przesiewowe testując 18 lipaz 
lub preparatów enzymatycznych o aktywności lipazy (zazwyczaj proszków acetonowych z wątrób 
zwierzęcych) w reakcji estryfikacji kwasów ortooctanem, ortomrówczanem i ortobenzoesanem 
trietylowym jako czynnikiem acylującym. Wyniki pozwoliły na uzyskanie estryu etylowego kwasu 
(S)-3-(4-F-arylo)-pentenowego z bardzo wysoką wydajnością (45-47%) i doskonałymi nadmiarami 
enancjomerycznymi (97-99%) przy pomocy immobilizowanej lipazy z C. antractica (Novozym 435) 
oraz preparatu GLAP. W przypadku związku podstawionego grupą metoksylową rówież 
uzyskiwano wysoką wydajność i izomer S najefektywniej z ekstraktem acetonowym (tym razem 
BLAP) chociaż nie uzyskano aż tak wysokich czystości chiralnych (ee 69%). W trakcie tych badań 
Doktoranta po raz kolejny zaobserwowała, że podstawnik R1 w strukturze ortoestru wpływa na 
enancjoselektywność procesu, czego nie uwzględnia mechanizm przedstawiony w literaturze. W 
kolejnych eksperymentach zdecydowała się dokładniej zbadać ten problem. Wyniki tych dociekań 
przedstawiła w Tabeli 7. Niestety w eksperymencie zmieniały się dwa czynniki, rodzaj grupy R1 
(Me lub Ph) oraz rodzaj enzymu, Jeżeli miał być badany wpływ R1 powinien zostać użyty jeden 
(zdefiniowany) enzym i być może więcej typów podstawnika R1. Co więcej w badaniach użyto 
wyłącznie ekstraktów zamiast czystych, wyizolowanych enzymów, którymi przecież Doktoranta 
dysponowała. Nie znalazłem w pracy dokładnej charakterystyki proszków acetonowych, ale 
zakładam, że zawierają wiele enzymów i izoenzymów o aktywności lipazy (lipaz i fosfolipaz). Np. 
wg BRENDY lipazie wątrobowa człowieka (EC 3.1.1.32) odpowiadają 4 zidentyfikowane geny 
kodujące różne lipazy (a samych wpisów identyfikujących różne aktywności/enzymy jest znacznie 
więcej). Zasadnym jest więc podejrzenie, że u kozy lub gęsi, nie tak w końcu biologicznie odległych 
od człowieka, jest podobnie. Preparaty AP mogą więc zawierać enzymy, które będą preferencyjnie 
wiązały różne donory acylu (np. tylko fenylowe albo metylowe ortoestry) a jednocześnie w różny 
sposób wiązały substrat, co mogłoby skutkować różną enancjoselektywnością procesu 
estryfikacji.. Aby więc pozytywnie zweryfikować hipotezę postawioną przez Doktorantkę, 
zakładającą wpływ grupy R1 na enancjoselektywność procesu estryfikacji ortoestrami, należałoby 
przeprowadzić analogiczny eksperyment jak ten przedstawiony w Tabeli 8, ale w oparciu o 
zdefiniowany katalizator zawierający jedną lipazę. Jeżeli takie badania zostały przeprowadzone a 
nie pokazane w pracy (albo ja się ich w pracy nie dopatrzyłem) to bardzo proszę o przedstawienie 
tych wyników w czasie obrony. Jeżeli takich wyników brak, to obawiam się, że kwestionowanie 
mechanizmu Morrone’a jest przedwczesne. Zakładam, że faktycznie część wyników nie została 
pokazana, gdyż w tekście opisującym Tabelę 7 na stornie 63 Doktoranta odnosi się również do 
zmian grupy R2 a wyników takich trudno się doszukać w tabeli. 
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Ponownie, chociaż mam zastrzeżenia do sposobu przeprowadzenia badań podstawowych, 
Doktorantce udało się osiągnąć wysokie enancjoselektywności rozdziału kinetycznego co 
stanowiło podstawę do opracowania koronnego eksperymentu – metody dynamicznego 
enzymatycznego rozdziału, o którym napisała w następnej części pracy.  

Głównym celem pracy było opracowanie metody dynamicznego kinetycznego rozdziału kwasów 
karboksylowych. Mając opanowaną metodę nieodwracalnej estryfikacji z wykorzystaniem 
ortoestrów Doktorantka przystąpiła do poszukiwania katalizatora umożliwiającego selektywną 
racemizację substratu (a nie produktu) w obecności enzymu. Jako związek modelowy Doktoranta 
wybrała racemiczny kwas 3-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)- propanowy, którego zsyntetyzowała z 
wykorzystaniem kondensacji aldolowej i hydrolizy estru.  

Doktorantka dokonała bardzo kompleksowej optymalizacji procesu, wybierając najlepszy 
rozpuszczalnik organiczny, donor grupy alkoksylowej (PhC(OEt)3) oraz enzym. Jak zwykle w 
przypadku optymalizacji wieloczynnikowej okazało się, że różne typy lipaz odpowiadają w 
zróżnicowany sposób na zmiany rozpuszczalników zarówno w zakresie wydajności reakcji jak i 
enancjoselektywności, co doskonale ukazuje Tabela 11. Co istotne udało się odnaleźć enzymy 
pozwalające zarówno na estryfikacje izomeru S jak i R co otwarło drogę do otrzymania obu 
produktów z wysokimi wydajnościami w przypadku zastosowania DEKR. Nie jest jednak jasne dla 
czytelnika, który ostatecznie z warunków/typów enzymów uważa Doktoranta za najlepsze do 
osiągnięcia zamierzonego produktu o najwyższej czystości optycznej. Bardzo proszę o podanie w 
czasie obrony tych najlepszych, zdaniem Doktorantki, przykładów.  

W kolejnym kroku doktorantka zsyntetyzowała serię 8 produktów o różnych podstawieniach 
pierścienia aromatycznego w pozycji orto i para i przeprowadziła proces EKR. Ponownie zauważyła, 
że związki posiadające podstawniki elektronoakceptorowe były „lepiej akceptowane przez 
enzym”. Czy wniosek ten wynika z jednopunktowej wartości wydajności? Do postawienia takiej 
hipotezy wymagana byłaby chyba pełniejsza charakterystyka kinetyczna, wymagająca 
wyznaczenia KA lub chociaż obserwowanego Km. Ponadto, jeżeli reakcje były prowadzone w 
warunkach saturacji substratem to różnice w obserwowanej wydajności powinny wynikać z 
szybkości reakcji. Czy Doktoranta jest w stanie powiązać efekt elektornowoakceptorowego 
podstawnika na szybkość estryfikacji czy jedynie z ewentualnym wiązaniem substratu w 
centrum aktywnym? 

Kolejnym ważnym etapem było znalezienie katalizatora umożliwiającego racemizację substratu 
przy zachowaniu chiralności estru. Doktorantka przebadała 5 typów katalizatorów, kompleksów 
metali rodu, palladu i rutenu, oraz rozpuszczalników organicznych, w których prowadzono proces 
racemizacji. Należy podkreślić ogrom pracy jaki włożono w ten etap badań, wykonując dziesiątki 
reakcji i prowadząc za każdym razem charakterystykę produktów z pomocą chiralnej 
chromatografii cieczowej. Ostatecznie wyselekcjonowano bardzo prosty katalizator, bimetaliczny 
kompleks rodu (II) i kwasu octowego, co pozwoliło na uzyskanie w toluenie bardzo wysokich 
wydajności i enancjoselektywności (z wykorzystaniem niezawodnego Novozymu 435). Wynik jest 
moim zdaniem spektakularny, szczególnie, że udało się zastąpić drogi katalizator dostępny 
komercyjnie tanim zamiennikiem.  

W podsumowaniu Doktorantka napisała, że zaobserwowała wpływ lipofiliwości rozpuszczalnika 
organicznego, struktury donora grupy alkoksylowej oraz substratu na enancjoselektywność 
reakcji. Czy jednak poza obserwacją fenomenologiczną udało się wyciągnąć Doktorantce jakieś 
wnioski, które pomogłyby przyszłym pokoleniom badaczy w optymalizacji procesu DEKR? 
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Wydaje się bowiem, że na obecnym etapie, opracowanie procesu DEKR dla danej reakcji jest 
bardziej dziełem sztuki niż naukowego rzemiosła.  

Na koniec, zupełnie na marginesie chciałbym zauważyć, że enzymatyczne metody redukcji 
ketonów do chiralnych alkoholi (również możliwe do stosowania w przypadku ketokwasów) 
pozwalają na syntezę z dużymi wydajnościami i przy wysokich stężeniach produktu – vide proces 
BASFu z dehydrogenazami alkoholowymi w 60% izopropanolu pozwalający na 95% konwersję 0.5 
M ketonów w ciągu 24 h. Metoda DEKR jest tak wszechstronna a przez to syntetycznie atrakcyjna, 
że nie potrzeba czytelnikowi udowadniać jej przewag deprecjonując inne metody, które rozwiązują 
ten sam problem w alternatywny sposób.  

Podsumowanie 

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja doktorska pani mgr inż. Małgorzaty Zysk jest dziełem pod 
wieloma względami intrygującym, pobudzającym do myślenia, podważającym przyjęte w 
literaturze protokoły badawcze czy mechanizmy. Jest to też praca, która w pełni zrealizowała 
zamierzony praktyczny cel – opracowanie wydajnego procesu DEKR dla ważnej klasy kwasów 3-
hydroksy-3-arylopropanowych. Dysertacja jest również bardzo nierówna – fragmentami czyta się 
ją doskonale a eksperymenty i wyniki układają się w spójną logiczną całość wspierającą postawione 
hipotezy. Miejscami występują metodologiczne niedociągnięcia lub nawet błędy wynikające w 
większości jak sądzę z nadmiernych uproszczeń czy niedbałej edycji tekstu (szczególnie w części 
literaturowej).  

Pomimo tych niedociągnięć oraz niejasności, o których wyjaśnienie zwróciłem się w powyższej 
recenzji w czasie obrony pracy, doceniam ogrom wysiłku włożonego przez Doktorantkę i jej 
promotora w rozwiązanie wielowymiarowego i ambitnego problemu badawczego. Nie mam 
wątpliwości, że praca w sposób oryginalny rozwija naszą wiedzę na temat enzymologii lipaz i 
otwiera nowe, ciekawe ścieżki dalszych badań. Stwierdzam, że przedstawiona mi praca spełnia 
kryteria stawiane kandydatom do stopnia doktora, określone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o 
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65 
poz 595, z późn. zm.) i wnoszę do Rady Naukowej Instytutu Chemii Organicznej Polskiej Akademii 
Nauk, w Warszawie o dopuszczenie Jej do dalszych etapów przewodu doktorskiego. 
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