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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Fulczyk:

»,Badanie wplywu ci¢zkiej wody na reakcje samorzutnej peptyzacji wybranych a-
aminokwasow o znaczeniu biologicznym”

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Fulczyk zostala przygotowana w
Instytucie Chemii Wydziatu Nauk Scistych i Technicznych Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach pod promotorska opieka Pana dr. hab. Mieczystawa Sajewicza, prof. US. Tematyka
pracy jest zwigzana z prowadzonymi wczesniej w tym Zespole, pod kierunkiem Pani Prof. dr
hab. Teresy Kowalskiej, niemonotonicznych zmian parametrow charakteryzujacych rézne
optycznie czynne substancje w roztworach. W dynamice tych przemian mozna byto
zaobserwowa¢ pewng periodyczno$¢é, nasuwajaca skojarzenia z chemicznymi reakcjami
oscylacyjnymi.

Na laczng liczbe 109 stron sktadajg si¢ 54 strony czgsci literaturowej, a zatem praca w
polowie poswiecona jest opisowi badan wilasnych, co stanowi rozsadna proporcje migdzy
zasadniczymi dwiema czeSciami rozprawy o tradycyjnej konstrukcji. W czesci literaturowe;
spis publikacji zostat przypisany do poszczegdlnych podrozdziatow 1 tacznie liczy 52 pozycije.
Z kolei cze$¢ dotyczaca badan wlasnych opatrzona jest 36 pozycjami literaturowymi. W
przekazanym mi, oprawionym egzemplarzu rozprawy zawarte sg takze wydruki 6 oryginalnych
wieloautorskich publikacji w migdzynarodowym czasopismie Reaction Kinetics, Mechanism
and Catalysis (IF = 2,081), jednym z nielicznych obecnie czasopism specjalizujacych sig Scisle
w problematyce kinetyki chemicznej oraz 1 praca o charakterze auto-przegladu, opublikowana
w wydawnictwie Frontiers in Chemistry (IF = 3,994).. Nalezy zaznaczy¢, ze we wszystkich
tych pracach Doktorantka jest ich pierwsza wspotautorkg. W dorobku Pani mgr inz. Agnieszki
Fulczyk znajduja si¢ rowniez 4 wieloautorskie publikacje w specjalistycznych czasopismach
dotyczacych chromatografii: 3 prace w Journal of Chromatography A (IF = 4,759) oraz 1 w
Journal of Chromatographic Science (IF = 1,681), merytorycznie niezwigzane z tematyka
rozprawy doktorskiej. Oznacza to, iz pelny dorobek naukowy Doktorantki obejmuje
wspotautorstwo 11 publikacji w cenionych czasopismach naukowych z listy filadelfijskiej.
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Tematyka pracy odnosi si¢ do dynamiki samorzutnej kondensacji wybranych
o-aminokwasow, ktora przebiega poprzez proste struktury peptydowe az po samoorganizacje
w roznego typu nano- 1 mikrostruktury, ktoére przynajmniej cze¢sciowo opuszczaja
homogeniczng faze¢ roztworu i ulegaja wytraceniu w postaci fazy stalej, mozliwej do badania
stosownymi metodami. W przebiegu procesOw peptyzacji Autorka rozprawy, wraz ze
wspoétautorami odnos$nych publikacji, dostrzega ich niemonotoniczno$¢ i mozna sgdzié, ze tym
samym postuluje ich interpretacj¢ w kategoriach mechanizmu analogicznego do chemicznych
reakcji oscylacyjnych. Z tego powodu czg$¢ literaturowa rozprawy zawiera, obok rozdziatu 1,
charakteryzujacego badane aminokwasy — cysteing, metioning, proling, hydroksyproline,
alaning i histydyne, takze rozdziat 2, w catosci poswigcony zwieztej charakterystyce reakcji
oscylacyjnych, ktorej poswigce teraz wigcej uwagi i komentarzy.

Na s. 23, w ogoélnej charakterystyce proceséw oscylacyjnych pada kontrowersyjne
stwierdzenie, iz ,,reakcje oscylacyjne [...] wstepnie wydajg si¢ chaotyczne, jednak cechujg sie
uporzadkowaniem”, podczas gdy reakcje te czesto charakteryzuja wrecz uderzajaca
periodyczno$cia. Powyzsze zdanie bardziej odpowiada istocie chaosu deterministycznego,
czyli ,,chaosu z ukrytym porzadkiem”, ktory wystepuje tylko w pewnych warunkach. Bytbym
tez ostrozny ze stwierdzeniem, ze w trakcie homogenicznej reakcji oscylacyjnej ,,mozna
zaobserwowac¢ spadek, a nastepnie wzrost st¢zenia zaréwno substratow, produktow oraz
produktow przejsciowych”, czemu zresztg przecza wykresy na rys. 9, wskazujace oscylacyjne
zmiany tylko produktéow posrednich, ktorych taka dynamika przede wszystkim w uktadach
homogenicznych dotyczy.

Wydaje si¢, ze naturalng kontynuacjg wstepnych rozwazan ze s. 23 powinny by¢
homogeniczne reakcje oscylacyjne, jednak Autorka decyduje si¢ w pierwszej kolejnosci na
opisanie uktadéw heterogenicznych, w tym rtgciowego i galowego ,,serca”. W opisie serca
rteciowego brakuje mi podania od razu prostego, przekonujacego mechanizmu powtarzajacych
si¢ pulsacji, ktory pojawia si¢ dopiero pdozniej, w opisie dziatania galowego serca. W opisane]
klasycznej wersji eksperymentu z sercem rteciowym, Z uzyciem zakwaszonego przez H>SO4
roztworem utleniacza takiego, jak KMnOs lub K>Cr,O7, istota mechanizmu polega na
powierzchniowym utlenieniu rteci do Hg2?*. Adsorpcja jonow Hg,?* na powierzchni rteci,
rekonstruujgca warstw¢ podwojng na granicy faz, powoduje dodatnie wzgledem roztworu
natadowanie powierzchni Hg. Czynnik ten, a dodatkowo takze tworzenie powierzchniowego
filmu Hg2SO4, widocznego gotym okiem, powoduje obnizenie napigcia mi¢dzyfazowego na
granicy faz: rte¢/roztwor elektrolitu. Kropla Hg rozptaszcza si¢ i powinna wtedy dotknaé
bocznie ustawionego drucika zelaznego. W ukladzie tak zwartych elektrod Fe dziata jako
reduktor jonow Hg,?*, a zatem takze destruktor filmu Hg2SOa, dzieki czemu napiecie
miedzyfazowe ro$nie, a wyprezajaca sie¢ w konsekwencji kropla rteci traci boczny kontakt z
drutem Zelaznym, stajgc si¢ ponownie fazg podatng na powierzchniowe utlenianie, np. przez
jony MnOys i sytuacja cyklicznie si¢ powtarza. Caly proces chemiczny sprowadza si¢ do
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utleniania zelaza przez jony MnO4™ za pomoca rteci (czy tez uktadu redoks Hg/Hg2SO4) jako
mediatora, ktory zachowuje si¢ przy tym atrakcyjnie od strony wizualnej. Podane w rozprawie
na stronie 25 reakcje (1) i (2) dotyczg analogicznej sytuacji z innym utleniaczem: H2O2, cho¢
nie wskazuje si¢ tam mozliwej roli Hg2SOs, skupiajgc si¢ na depolaryzacji elektrod Hg i Fe w
kontakcie z roztworem H202 + H2SOg, po ich zwarciu. Trzeba jednak przyznac, ze w pracach
réznych autoré6w mozna zauwazy¢ pewne rozbieznosci dotyczace chemicznych szczegdlow
mechanizmow dziatania uktadow typu rteciowego serca. Dla $cisto$ci musze jednak nadmienié,
7ze w cytowanej przez Doktorantke pracy [8] opisane sa gldwnie zasadniczo inne warianty
realizacji rtgciowego serca, w ktorych ma miejsce zewnetrzna polaryzacja elektrod, dochodzaca
nawet do kilkunastu woltéw, czyli sa to konstrukcje wymagajace zasilania przez zewngtrzne
zrodlo napigcia.

Rozdzial 2.2 poswigcony jest opisowi dwoch znanych homogenicznych procesow
oscylacyjnych: reakcji Braya-Liebhafsky’ego (BL) i Bietlousowa-Zabotynskiego (BZ), co na
tym etapie lektury moze sugerowaé, iz analiza oscylacyjnych mechanizméw reakcji bedzie
takze w dalszej czesci pracy istotnym elementem interpretacji wiasnych badan. W przypadku
reakcji BL podanych jest az 7 modelowych mechanizmow tego procesu, w postaci rOwnan
etapoOw reakcji, bez przypisanych im staltym szybkosSci, ktore majg istotne znaczenie, bo
zachowanie oscylacyjne to réwniez kwestia braku zbilansowania mig¢dzy szybko$ciami
tworzenia i destrukcji form przejéciowych. Z kolei dla reakcji BZ podane zostaty dwie
propozycje: Gyorgyi’ego 1 in. oraz Forsterlinga i in., ztozone odpowiednio z 17 1 16 etapow.
Mam jednak wrazenie, ze czytelnik, ktéry nie jest wprowadzony w istot¢ chemicznych
procesOw oscylacyjnych, w przedstawionych mechanizmach dostrzegtby jedynie ich,
prawdopodobnie zagadkowa na tym etapie, zlozono$¢, a miatby problem z okresleniem
zasadniczego, niejako uniwersalnego, szkieletowego zrodta chemicznych oscylacji. Sadze
wiec, ze byloby pozyteczne wskazanie, ze oscylacyjny przebieg reakcji chemicznych wynika
zawsze z gry migdzy dodatnimi i ujemnymi petlami sprz¢zen zwrotnych. Tworzenie pewnej
substancji (formy przejSciowej) w petli dodatniego sprzezenia zwrotnego jest z pewnym
opdznieniem hamowane przez ujemne sprzezenie zwrotne dokonujace si¢ za pomocg tworzacej
si¢ odpowiedniej, innej formy przej$ciowej. Niezaleznie od tej ogolnej konstrukeji oczywiscie
warto w mechanizmie konkretnej reakcji oscylacyjnej wskaza¢ jej kluczowe chemiczne
elementy. W odniesieniu do reakcji (83 — 86), stanowigcych fragment typowych mechanizméw
reakcji BZ, pozyteczne wiec byloby doktadniejsze wskazanie takiej kluczowej roli jonow
bromkowych. Pod tym wzgledem przejrzyste wyjasnienie oferuje mechanizm FKN, a jeszcze
bardziej czytelna jest jego modelowa wersja - Oregonator, ktory jednak nie zostat omowiony
w rozprawie. Oregonator wyraznie dzieli reakcje w uktadzie BZ na 3 grupy: A, B, C, z ktérych
pierwsza wymaga konsumpcji jonow bromkowych, druga dominuje, gdy stezenie tych jonoéw
staje si¢ bardzo mate; wtedy Ce(Ill) jest utleniany do Ce(lV) i autokatalitycznie powstaje
HBrO,. Co wazne, w stosunkowo powolnym procesie C, gdy jony Ce(IV) utleniajg kwas
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bromomalonowy, odtwarzaja si¢ jony Br™ i procesy grupy A zaczynaja znow dominowacé,
stopniowo zuzywajac jony Br itd. Taki mechanizm oscylacji nie wynika jednoznacznie z
sumarycznych rownan (83-86) podanych w rozprawie, a nawet pojawia si¢ mylgce
sformutowanie, iz ,proces pierwszy przebiega przy odpowiednio wysokim, granicznym
stezeniu jonow bromianowych [...], generowanych w etapie drugim”. W zadnym z powyzszych
etapOw nie s3 generowane jony bromianowe(V), ktére sa substratem, obecnym zresztg W
znacznym nadmiarze. Z pewno$cig w zdaniu tym powinna by¢ mowa o jonach bromkowych.

Pewnego uscislajacego komentarza wymaga tez zawarta dalej na s. 33 informacja, iz do
reakcji BZ, katalizowanej solami ceru, mozna dodaé ferroiny, aby uzyskaé natozenie barw:
z6ttej 1 niebieskiej, w celu otrzymania zielonej. Istotnie mozna tak postapic, lecz ferroina moze
by¢ takze samodzielnym katalizatorem reakcji BZ, wywotujac periodyczne przejscia miedzy
ciemnoczerwong 1 niebieskg barwg roztworu. Jestem pewien, ze pokazane na rys. 12
koncentryczne fale chemiczne, zostaly otrzymane wtasnie z uzyciem ferroiny jako jedynego
katalizatora, a gdyby obrazy byly kolorowe, mialyby posta¢ niebieskich kregow na
ciemnoczerwonym tle. Ciekawym neologizmem jest termin ,,proces autofalowy”, bedacy
zapewne doslownym przetozeniem anglojezycznego pojecia ,autowave process”  jako
rozszerzenia na zjawiska czasowo-przestrzenne terminu ,,autooscillations”, oznaczajgcego
spontaniczne oscylacje. Niektore anglojgzyczne pojecia z zakresu dynamiki nieliniowej nie
maj3 jeszcze oficjalnego polskojezycznego odpowiednika, wigc Doktorantka formutuje w tym
przypadku pionierska propozycje.

Omowiona w rozdziale 3.3 reakcja Briggsa-Rauschera, ktéra mozna uwazaé za
chemicznie potaczone reakcje BL i BZ, zostata zilustrowana mechanizmem zweryfikowanym
przez Edelsona za pomoca sensitivity analysis, w postaci Tabeli na s. 37, zaczerpnigtej z
oryginalnej publikacji [28]. Bytoby pozyteczne, a nawet eleganckie przetozenie legend tej
Tabeli na jezyk polski, polagczone w szczegdlnosci z wyjasnieniem takich pojec, jak ,.static
mechanism”, ,,CSTR mechanism” oraz ,static MMA mechanism”. Na marginesie, warto
wiedzie¢, ze skrobia tworzy niebieski kompleks nie z samym elementarnym jodem, lecz z
jonami polijodkowymi Iy".

W rozdziale 2.3 Autorka zwiezle opisuje tematyke wczesniejszych badan swojego
Zespotu, kierowanego przez Panig Prof. Terese Kowalskg, przypominajgc niemonotoniczne
(quasi-oscylacyjne) niestabilno$ci w charakterystyce czasowe]j niskomolekularnych kwasow
karboksylowych, ujawnione w pomiarach wykonywanych metoda chromatografii
cienkowarstwowej i interpretowane jako samorzutna inwersja chiralna, dotyczaca np.
S-ibuprofenu. W kolejnym rozdziale (2.4) rozwazania te sg kontynuowane na podstawie badan
wykonanych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odniesieniu do kwasu
L-mlekowego, ktorego dlugoczasowa oligomeryzacja przebiegata w sposob niemonotoniczny,
quasi-oscylacyjny. Istotnym elementem tej dynamiki jest potwierdzenie periodycznego wktadu
do tego procesu, uchwyconego po zastosowaniu transformacji Fouriera do oryginalnego
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szeregu czasowego. Zaproponowany prosty, 4-etapowy model tego procesu zawiera etap
autokatalityczny, a konkretnie autokatalizowang agregacje miceli oligomeru, co podkresla
wspomniang przeze mnie wyzej role sprzezen zwrotnych w procesach oscylacyjnych. Z kolei
dla peptyzacji uktadu 2 aminokwasoéw: L-proliny i L-fenyloalaniny w roztworze wodno-
acetonitrylowym zaobserwowano powstawanie nierozpuszczalnych nano- i mikrostruktur, co
takze ma pewne znaczenie dla opisanych dalej przez Doktorantk¢ wynikow badan wtasnych.
Dla zrozumienia dynamiki oscylacyjnej z udziatem takich proceséw zostat takze w przesztosci
opracowany i opublikowany odpowiednio rozszerzony model, w ktorym tworzeniu |
roztwarzaniu nanowlokien przypisane zostalty odpowiednio dobrane state szybkosci tych
procesow. Nalezy wiec podkresli¢, ze w czgsci literaturowej wymienione sag 2 modelowe
mechanizmy oscylacyjne i mozna bylo oczekiwaé, ze zostang one wykorzystane lub
zmodyfikowane w celu interpretacji wynikéw badan biezacych.

Ostatni rozdziat czgéci literaturowe;j (3.1) poswigcony jest opisowi cigzkiej wody (D20),
z uwzglednieniem metod jej otrzymywania i wplywu na rézne organizmy. Dziwi mnie to, ze w
konteks$cie wtasnych badan Doktorantki nie zostat w tym miejscu opisany zaden proponowany
w literaturze mechanizm wptywu D20 na dynamik¢ chemicznych reakcji oscylacyjnych (np.
dla reakcji BZ i BR, o czym traktuja m. in. publikacje Stanisavljeva i in. oraz Rossiego i in.
wymienione jako pozycje [32 — 35] w pierwszej z zalaczonych publikacji, a zatem sg to
opracowania, ktore powinny by¢ Doktorantce znane. Nawiasem mowiac — dane bibliograficzne
dla odnosnika [32] zawieraja btad.

Rozpoczynajacy sie¢ od strony 55. opis wlasnych badan Doktorantki zawiera w
pierwszej kolejnosci sprecyzowanie celéw pracy, sprowadzajacych si¢ do: 1) badania
technikami wysokosprawnej chromatografii cieczowej przebiegu samorzutnej peptyzacji
wybranych a-aminokwaséw w $rodowiskach wodno-organicznych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem niemonotonicznosci tego procesu, okreslanego jako oscylacyjny oraz 2)
wplywu ciezkiej wody (D20) na samorzutng kondensacj¢ wybranych a-aminokwasow, z
uzyciem spektrometrii mas, mikroskopii elektronowe;j 1 turbidymetrii w celu analizy produktow
reakcji. Moze zatem odnie$¢ wrazenie, ze zalozonym celem badan nie byto wyjasnienie
mechanizmu obserwowanych zjawisk poprzez opracowanie ich mechanizmoéw, lecz jedynie
okreslenie przejsciowych i finalnych produktow, z uwzglednieniem mikroskopowej morfologii
tworzacych si¢ faz statych, czyli gtdéwnie zebranie faktow doswiadczalnych.

Na s. 56-57 podany jest zestaw stosowanych odczynnikdow, przy czym nalezy
odnotowac btad we wzorze strukturalnym L-histydyny, ktdrej czasteczka powinna zawiera¢ 5-
cztonowy, a nie 6-cztonowy pierscien heterocykliczny. Na kolejnych stronach opisany jest
proces przygotowywania probek oraz metodyka badan poszczegdlnymi, w/w metodami.

Opis eksperymentéw Doktorantki rozpoczyna si¢ na s. 64, od przedstawienia przemian
aminokwasow w roztworach o specjalnym, ze wzgledu na dlugi czas obserwacji, dziataniu
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antyseptycznym: 70% (objetosciowych) gtéwnie metanolu lub (w niektérych przypadkach)
acetonitrylu + 30% wody (H20). Badania technikg HPLC-ELSD miaty za cel okreslanie iloSci
monomerycznego, wyjsciowego enancjomeru. Rys. 20 dla L-cysteiny nie pozostawia
watpliwosci co do niemonotonicznego charakteru zmian chromatograficznego sygnatu. Dla
L-metioniny (rys. 22) niemonotoniczny przebieg sygnatu HPLC, generuje widmo mocy,
ztozone z wielu pikow, sugerujacych wiele sktadowych harmonicznych, ktére moglyby ztozy¢
si¢ na (zapewne raczej niefizyczny) przebieg periodyczny. Widmo dla L-proliny, moim
zdaniem, nie jest tatwe do interpretacji. Dla L-hydroksyproliny, mimo ewidentnie
niemonotonicznego przebiegu sygnalu chromatograficznego w czasie, widmo mocy ukazuje
tylko staly w czasie sktadnik wraz z szeregiem niskoamplitudowych sygnatéw, wérod ktorych
trudno jest znalez¢ silny wklad o czgstosci podstawowej. Co ciekawe, roztwory tych
aminokwasow w czystym D20 nie wykazywaly takiej dynamiki (piki chromatograficzne
zachowywaly stata wysoko$¢ sygnatu w czasie), ale trudno te dwie grupy eksperymentu
precyzyjnie porownywac, skoro w jednej z nich stosowano roztwory zawierajace 30% wody, a
w drugiej — byta to praktycznie 100% D20O. Tym niemniej hamujace catkowicie dynamike
przemian aminokwasoéw srodowisko 100% D20 nie ulega watpliwosci.

Od s. 71 rozpoczyna si¢ opis badan peptyzacji L-alaniny metoda HPLC-DAD. W
zasadzie nawet bez stosowania transformacji Fouriera widoczne sg tylko dwie poczatkowe,
stosunkowo wysokoamplitudowe oscylacje sygnatu (w zalozeniu proporcjonalnego do stezenia
monomerycznej L-alaniny), po czym nastepuje dryf do stanu quasistacjonarnego o posrednim
stezeniu L-Ala. L-His réwniez nie wykazata zdecydowanie niemonotonicznych zmian w
czasie, lecz praktycznie monotoniczny spadek stezenia. I znow w obu przypadkach uzycie
100% D20 jako srodowiska reakcji wyhamowato zmiany stezenia substratu.

Kolejna czes¢ badan, opisana w rozdziatach 3-5 (s. 75 — 105) dotyczy wptywu ciezkiej
wody na reakcje kondensacji a-aminokwasow, przy czym tym razem nie byla $ledzona
dynamika tych procesow, lecz analizowany byt koncowy (po uptywie 7 dni) sktad uktadu.
Zastosowane metody obejmowaly spektrometri¢ mas dla uchwycenia monomerycznych
aminokwasow i r6znych rozpuszczalnych peptydowych produktéw, skaningowa mikroskopig
elektronowg dla ujawnienia morfologii wytracajacych si¢ faz statych oraz turbidymetri¢ dla
oceny optycznych wlasciwosci probek, w ktorych zachodzita kondensacja.

W opisie wynikéw badan nalezy odroznia¢ czysta D20 jako $rodowisko reakcji od
mieszanin niewodnego rozpuszczalnika z D2O o zawartosci nieprzekraczajacej 30% obj. Dla
L-cysteiny zaobserwowano w widmie MS wzrost liczby i intensywnosci pikow ze wzrostem
stezenia D20, co wobec praktycznie pojedynczego piku dla 100% D>O sugeruje przejscie
stopnia ztozonosci produktow kondensacji przez maksimum. Dla L-Met bogactwo pikow
charakteryzowato takze uklady o umiarkowanej zawartosci DO, w poréwnaniu z czystag D20
jako $rodowiskiem reakcji. Porownanie z opisang dalej L-proling, dla ktorej stopien ztozono$ci
widm ze wzrostem [D20] przechodzi przez minimum, jest utrudnione ze wzgledu na inny
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zastosowany rozpuszczalnik niewodny w mieszaninie: metanol, podczas gdy w poprzednich
przypadkach byt to acetonitryl. Dla L-Hyp w mieszaninach z metanolem mozna byto z kolei
zaobserwowaé pewne wyhamowania procesu peptyzacji ze wzrostem [D20]. Réwniez dla L-
Ala dodatek D2O (w $rodowisku wodno-metanolowym) obnizal natezenia sygnatéw w
widmach MS, w porownaniu z roztworem zawierajacym tylko 30% H>O. W zasadzie podobny
co do tendencji wniosek mozna wysnu¢ z badan MS dla wodno-metanolowych uktadow z L-
histydyna. Oczywiscie wyniki takie wymagaja uwaznej interpretacji i w podsumowaniu
zawartym na s. 88 stusznie zwraca si¢ uwage na to, ze wyniki dla L-Cys i L-Met nie powinny
by¢ interpretowane pochopnie jako sprzyjanie peptyzacji tych aminokwasow przez obecno$¢
D20, poniewaz widma masowe ujawniajg sktad jedynie rozpuszczalnych peptyddéw, pomijajac
sktad wytracajacej sie wczesniej fazy stalej. Dlatego generalnym wnioskiem na tym etapie
badan jest uznanie, ze dodatek D2O wplywa hamujaco na peptyzacj¢, zgodnie zreszta z
obserwacjg poczyniong dla czystej D20. W przypadku pozostatych aminokwasow (badanych
jednak w innym srodowisku) wplyw ten jest bardziej ztozony, ujawniajac zestawione na rys.
38 trzy generalne tendencje: monotoniczny wzrost (L-Cys), przejscie przez maksimum (L-Pro)
i niewielkie monotoniczne obnizenie (L-Ala) stopnia ztozonos$ci widm MS. Nalezy jednak
jeszcze raz podkreslic fragmentaryczny obraz peptyzacji jako dotyczacy jedynie
rozpuszczalnych peptydow.

Z tego powodu opisane w p. 3.2 mikroskopowe obrazy wytraconych faz statych (mikro-
i nanostruktur), pokazane nas. 92 — 98, moglyby mie¢ komplementarny charakter do wynikow
opisanych metodg spektrometrii mas. Jednak jest to trudne, poniewaz:

(1) probki do badan MS analizowane bylty po 7 dniach, a fazy krystaliczne pochodzity
Z uktadéw przechowywanych az przez miesigc, poddawanych nastepnie odparowaniu do sucha

(2) faza stala zawierata zarowno nierozpuszczalne peptydy o wzglednie wysokiej masie
czasteczkowej, jak tez rozpuszczalne o nizszym stopniu agregacji.

Zastanawiam si¢ wiec, czy nie byloby takze celowe przeprowadzenie porownawczych
badan mikroskopowych fazy stalej wytracajacej si¢ bez odparowywania. Tym niemniej
wspolnym (i niezaleznym od szczegdtowej morfologii poszczeg6élnych struktur) trendem byto
utrudnienie przez obecno$¢ D20 tworzenia wyzszych peptydow.

Opisane w ostatnim podrozdziale (3.3) turbidymetryczne badania metno$ci roztworow
aminokwasow stanowig powrdt do badan dynamiki ich peptyzacji w czasie i dlatego
zastanawiam si¢, czy nie powinny one zosta¢ omdéwione wczesniej, wrecz na poczatku czegsci
eksperymentalnej, a wyniki dla 7. dnia pomiarowego porownywane z widmami MS. W
zasadzie sg to jedyne pomiary, ktore pokazuja pewng dynamike zmian stanu uktadu w czasie
bez istotnej w ten uklad ingerencji. Doktorantka interpretuje niemonotoniczne zmiany me¢tnosci
roztworow jako przejawy konkurencji migdzy spontaniczng peptyzacja aminokwasow i
hydrolityczng degradacja peptydéw, co jest oczywiscie mozliwe, ale takze moze by¢
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przejawem rownolegle postepujacej sedymentacji osadu peptydu o wzglednie wysokiej masie
czasteczkowej. Niestety procesy te trudno rozdzieli¢, nie majac dodatkowego, rownoleglego na
osi czasu, zrodta informacji. Dlatego wyniki pomiarow turbidymetrycznych majg w zasadzie
ogoblny i raczej pomocniczy charakter, niezaprzeczajacy jednak temu, ze dodatek D20 wptywa
hamujaco na proces agregacji.

Istotny dla oceny rozprawy problem powstaje przy lekturze s. 105, gdyz podane tam
,Wnioski” stanowig w duzym stopniu raczej zestawienie opisanych wczesniej
obserwacji/faktow eksperymentalnych. Przedmiotem rozprawy doktorskiej powinno by¢
bowiem, zgodnie z Ustawg i dobrymi akademickimi obyczajami, ,,oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego”, ktory to problem w tym przypadku brzmi: ,,dlaczego D>O hamuje
proces peptyzacji aminokwasow”?

Tak skonstruowana rozprawa pozostawia wigc wrazenie pewnego niedosytu, takze z
nastepujacych powodow.

1. Skoro w czesci literaturowej Doktorantka niemato miejsca poswigcita skomplikowanym
mechanizmom chemicznych reakcji oscylacyjnych, a nawet wspomina o wczes$niejszych
prostych modelach prébujacych opisa¢ oscylacyjng peptyzacje aminokwasow, oczekiwatbym
w prezentacji wlasnej pracy proby przynajmniej potilosciowego zastosowania jednego z tych
mechanizmow lub zaproponowania wiasnego, do opisu badanych przez Nig procesow. Niestety
W rozprawie nie ma na ten temat nawet stowa komentarza, przynajmniej sugerujacego, ktory z
opublikowanych wcze$niej dwoch modeli mogtby by¢ zastosowany do opisu aktualnie
wyznaczonych szeregéw czasowych. Czg$¢ literaturowa 1 wlasna sg wigc w pewnym stopniu
niezrbwnowazone, a nawet poniekad rozbiezne. Jest to wazna kwestia, poniewaz celem
rozprawy doktorskiej w jej tradycyjnej koncepcji jest wykazanie przez Doktoranta/Doktorantke
umiejetnosci dojrzatej prezentacji wynikow swojej pracy i twdrczej interpretacji wynikow.

2. Zgodnie z tym, co napisalem wyzej, cho¢ inhibitujace przemiany aminokwaséw dziatanie
ciezkiej wody nie ulega watpliwosci w $wietle opisanych 1 opublikowanych wynikéw badan,
W samej rozprawie nie znajduj¢ ani jednego zdania, ktore sugerowatoby jakikolwiek
mechanizm tego zjawiska. Jak wspomniatem wyzej, w publikacjach, ktorych Doktorantka jest
wspotautorka, podane sa odno$niki do prac opisujacych wptyw D20 na dynamike wybranych,
chemicznych reakcji oscylacyjnych i w kazdej z tych prac zawarte sg sugestie mechanistyczne,
poparte konkretnymi mechanizmami reakcji. Naturalne jest wigc oczekiwanie recenzenta, ze w
rozprawie pojawig si¢ analogiczne koncowe wnioski, dotyczace wptywu cigzkiej wody na
procesy peptyzacji. Dopiero analiza publikacji, ktorych Doktorantka jest wspotautorka,
wskazuje, iz takie sugestie zostaty w nich poczynione. Dlaczego zatem nie zostaty one ujete w
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rozprawie, pozostawiajacej eksperymentalne fakty bez poglebionej interpretacji? Nalezy
przypomnieé, ze - §cisle rzecz biorgc - recenzowana jest wiasnie rozprawa, a nie publikacje.

| tak, przyktadowo: w wieloautorskiej pracy A. Fulczyk et al.: React. Kin. Mech. Catal.
125 (2018) 555 wspomina si¢ o mozliwym dwukierunkowym dziataniu D,O: fizycznym
oddziatywaniu typu dipol-dipol lub tworzeniu wigzania wodorowego migdzy czgsteczkami
D20 i L-Cys, ktore na zasadzie kinetycznego efektu izotopowego miatoby wptywac na stale
szybkosci w mechanizmie reakcji opisanym w dostgpnym razem z publikacja suplemencie.
Inna, opisana w publikacji propozycja sugeruje wyczerpujacg izotopowa wymiang protondéw w
czasteczkach L-Cys na deuterony, z takze istotnymi konsekwencjami kinetycznymi. W kolejnej
publikacji z 2019 roku o L-Met pojawia si¢ sugestia roli wymiany izotopowej w grupach
funkcyjnych -COOH i -NH2 w odniesieniu do molekularnych mechanizmow reakcji, ktore
zawarte s w suplemencie do publikacji, a nie ma o tym ani stowa w rozprawie. W publikacji z
2020 r., odnoszacej si¢ do L-Hyp, pojawiaja si¢ sugestie o deuterowaniu grupy >NH do >ND
jako gléwnego czynnika utrudniajacego tworzenie wigzan peptydowych. Nawiasem mowiac,
w syntetycznym przegladzie, opublikowanym w 2020 roku we ,,Frontiers in Chemistry”
zestawione sg znow glownie zasadnicze wyniki eksperymentalne, bez sugestii
mechanistycznych.

Musze doda¢, ze zawarte w oprawionej wersji rozprawy wydruki tych publikacji sa
niekompletne, nie zawierajg bowiem istotnych suplementow, w ktorych podane zostaty roézne
propozycje mechanizméw reakcji. Na szczescie pelne wersje publikacji z wydawnictwa
Springer Nature sg dostepne w Internecie dla pracownikow Uniwersytetu Warszawskiego.
Uwazam wigc, ze Doktorantka dysponowata wszelkimi danymi, aby w rozprawie, poza
prezentacja danych doswiadczalnych, zamie$ci¢ takze konkretne wnioski lub przynajmniej, tak
jak w publikacjach, sugestie mechanistyczne, odnoszace si¢ do natury zjawisk
interpretowanych jako oscylacyjne niestabilno$ci i przede wszystkim — wptywu D20 na
stabilizowanie oryginalnych form aminokwasow. W koncu tytut rozprawy wskazuje, ze jej
celem jest badanie wptywu cigzkiej wody na badane reakcje, a praca naukowa polega nie tylko
na wykonaniu pomiaréw i opracowaniu danych doswiadczalnych, lecz takze na interpretacji
wynikéw. Nie ma co prawda watpliwosci co do oryginalnosci samego problemu oraz
interesujacego i inspirujacego do dalszych rozwazan materialu eksperymentalnego, ale opis
zawarty w rozprawie pozostawia, jak wspomniatem, uczucie pewnego niedosytu.

Wybrane dodatkowe uwagi szczegdtowe:
s. 8, w 8 od gory: zapewne powinna to by¢ ,,pula wolnych aminokwasow”

s. 8, w. 13 od gory: powinno by¢ ,,Czgsteczki aminokwaséw zbudowane sg z centralnie...
s. 8, podpis pod rys. 1 — powinno by¢ ,,Schemat budowy czasteczki aminokwasu....”
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S. 9 — sformulowanie ,,wigzanie peptydowe [...] tworzy si¢ pomig¢dzy atomami w wyniku
wzajemnego dziatania elektronow” jest tak lakoniczne, ze moze by¢ mylace — elektrony si¢
odpychaja, a wigzania elektronowe powstajg dzieki przycigganiu si¢ elektronéw walencyjnych
jednego atomu z dodatnio natadowanymi rdzeniami drugiego atomu, w wyniku czego taczna
energia elektronéw zaangazowanych w tworzenie wigzania ulega obnizeniu.

S. 26 — tytul podrozdziatu 2.2.1 powinien brzmie¢: ,,Reakcja Braya-Liebhafsky’ego”

S. 32 — czy jest mozliwe, aby kwas malonowy ulegat ODWRACALNEMU utlenianiu do CO»
w tych warunkach?

s. 33, reakcja (85) — brak znaku + po prawej stronie reakcji

S. 37 — opisy kolumn w Tabeli 8 powinny by¢ polskojezyczne

S. 39 — na czym polega réznica miedzy zachowaniem ,,0scylacyjnym” i ,,fluktuacyjnym”?

s. 50, w. 4 od gory: zapewne SciSlej byloby napisaé, ze sposobem otrzymywania D20 jest
elektrolityczny rozktad naturalnej wody, prowadzacy do zatezenia zawartej w niej D20.

s. 50: dlaczego rownanie (100) ma ilustrowaé pozbawianie wody deuteru?

s. 55 — czy pojecia peptyzacji (p. 1) i kondensacji (p. 2) sa tu uzyte jako synonimy?

S. 59 — Tabela 13, 14: jakie procenty (masowe, obje¢tosciowe, molowe) zostaly przyjete w
podanych sktadach mieszanin?

s. 65 1 nastepne: opisy osi rysunkow powinny by¢ polskojezyczne. Przyktadowo — jaki jest
polskojezyczny réwnowaznik terminu ,,Power as MSA” (np. na rys. 23)?

W podsumowaniu podkreslam raz jeszcze niedoskonala konstrukcje samej rozprawy,
przy pozytywnej jednak catosciowej ocenie merytorycznej materialu zawartego po
uwzglednieniu petnej tresci publikacji. Z tego wzgledu uwazam, iz ujety w ten sposob dorobek
naukowy Pani mgr inz. Agnieszki Fulczyk spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim, okre§lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.). Wnosz¢ wigc o dopuszczenie Pani mgr inz.
Agnieszki Fulczyk do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.

Prof. dr hab. Marek Orlik
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