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I. Dobor i znaczenie tematu

Obecnie wiele uwagi poswieca sie realizacji proceséw technologicznych w sposéb
efektywny oraz przyjazny dla $rodowiska. Trwaja, zakrojone na szerokg skale,
poszukiwania stabilnych i wydajnych katalizatoréw, ktore poprzez przyspieszanie reakcji
chemicznych umozliwiaja obnizenie kosztow ich prowadzenia. Szczegblng uwage zwracaja
enzymy, naturalne biokatalizatory procesow zachodzgcych w  organizmach zywych,
pozwalajace na wielokrotne zwiekszenie szybkosci przemiany. Biatka te odznaczaja si¢
wysokg specyficznodcig oraz selektywnoscia i tym samym znajdujg coraz szersze
zastosowanie w wielu réznych dziedzinach zycia codziennego, nauki oraz przemystu.

Preparaty enzymatyczne stanowia nieodtgezng czes¢ nowoczesnego przetworstwa
zywnosci. Ulatwiajg one otrzymanie pozadanych zmian surowca, poprawe jakosci produktu
gotowego oraz zmniejszenie kosztéw produkcji. Na skale przemystowa otrzymuje sie
enzymy, wykorzystujac do tego celu mikroorganizmy. Preparaty enzymatyczne
pochodzenia mikrobiologicznego sa lepszymi biokatalizatorami dla réznych zastosowan
przemystowych niz ich odpowiedniki pozyskane z tkanek roslinnych lub zwierzecych.
Procesy biosyntezy enzyméw rozwijaja si¢ dynamicznie glownie dzieki mozliwosci
wykorzystania inzynierii genetycznej do modyfikacji organizméw oraz nowych rozwigzan
konstrukcyjnych bioreaktoréw. Gloéwnym ograniczeniem stosowania biokatalizatorow jest
znaczace obnizenie ich aktywnosci katalitycznej oraz niska stabilno$é poza warunkami
naturalnego wystepowania. Trudnosci te powoduja, ze opracowanie metod poprawiajacych
ich wiladciwosci jest wysoce pozadane. Jedng z takich technik, obecnie najpowszechniej

stosowana, jest immobilizacja. Jej zadanie polega na zwiekszeniu stabilnosci oraz



wydluzeniu aktywnosci unieruchomionego enzymu. Nastepstwem przylaczenia enzymu do
nierozpuszczalnego nosnika na drodze immobilizacji jest powstanie zupelnie nowego
preparatu charakteryzujacego si¢ odmiennymi wiasciwosciami, w poréwnaniu z natywnym
biatkiem.

Badania prowadzone przez Doktorantke doskonale Wpisujg sie w ten obszar badawczy
W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Joanna Bodakowska-
Boczniewicz prowadzita badania nad otrzymywaniem i unieruchomieniem naringinazy z
Asprgillus niger na magnetycznych, polisacharydowych no$nikach. Naringinaza moze by¢
wykorzystana przede wszystkim w przetworstwie owocdw cytrusowych do zmniejszenia
ich gorzkiego smaku czy do wzmacniania aromatu win i sokéw owocowych. W warunkach
praktycznych preparat handlowy nie jest dostepny stad opracowanie technologii biosyntezy
1 immobilizacji stabilnego enzymu naringinazy o wysokiej aktywnosci jest niezwykle

cennym osiggnigciem naukowym istotnym dla rozwoju technologii zywnosci i Zywienia.

II. Ocena formalna pracy.

Praca obejmuje 160 stron maszynopisu w tym 20 rysunkow oraz 28 tabel. Struktura pracy
jest typowa dla rozpraw naukowych i obejmuje nastepujace czesci: spis tresei, wstep, czesé
teoretyczng, hipotez¢ badawcza, cel pracy, materiaty i metody badan, wyniki badan i ich
omowienie, dyskusja i wnioski, literature, spis tabel oraz rysunkow. Na konficu pracy znajduje
si¢ streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Rozprawa zostala przygotowana z nalezyta
starannoscig i wskazuje na dobra orientacje Doktorantki w obszarze poruszanych zagadnien.
Autorka wykorzystata 231 pozycji literatury. Sposrod literatury naukowej 95,3% (220)
stanowia pozycje anglojezyczne, 4,7% (11) polskojezyczne. Literatura naukowa z ostatnich
5 latach stanowi 27% (62). Majac na uwadze duzg ilo$¢ prac naukowych z podjetego zakresu
badawczego, nalezy stwierdzi¢ ze, dobor bibliografii jest odpowiedni i obejmuje
najwazniejsze pozycje literatury z ostatnich lat. 7 obowigzku Recenzenta musze jednak
wspomnie¢, w spisie literatury pozycje 14, 120,144,149,183, 191, 216 wymagaja korekty
edytorskiej.

II. Ocena merytoryczna pracy

Tytut pracy koresponduje z jej trecia. Przeglad literatury jest Scisle zwiazany z tematyka
badan. Doktorantka przedstawita w nim szczegdlows charakterystyke i budowe naringinazy.
Omoéwita najwazniejsze  zrédla  jej wystgpowania  oraz  warunki  biosyntezy.

Scharakteryzowata drobnoustroje produkujace ten enzym oraz kluczowy sklad podtoza.



Ponadto Autorka dokladnie opisata metody immobilizacji oraz wplyw tego procesu na
optymalne parametry aktywnogci naringinazy. Przeglad literatury jest bardzo ciekawy 1
wieloaspektowy. Autorka zebrata w nim wazne merytorycznie informacje, udokumentowane
pozycjami literatury, co wskazuje na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne Doktorantki w
zakresie realizowanego tematu. Stanowi tez dobre wprowadzenie do kolejnych rozdziatow
pracy, jest spojny i dobrze przemyslany. Tres¢ tego rozdziatu jest przygotowana z nalezytg
starannoscig edytorska. Poziom merytoryezny tego rozdziatu oceniam bardzo wysoko, jest
przygotowany w oparciu o bardzo bogaty materiat bibliograficzny, w sposéb przemyslany i
bardzo dojrzaty .

W oparciu o dokonany przeglad pismiennictwa Autorka sformulowala cel badan,
ktérym byla immobilizacja naringinazy z hodowli wstrzasanej Aspergillus niger KMS, na
magnetycznym, polisacharydowym nog$niku. Realizacja celu glownego wymagata wykonania
szczegbtowych badan, ktorych zakres byt bardzo szeroki, pomimo tego zostal precyzyjnie i
czytelnie przedstawiony przez Doktorantke. Uzupelnieniem celu bylo szes¢ tez badawczych.
Cel i tezy badawcze zostaty sformulowane poprawnie.

W kolejnym rozdziale ,,Materialy i metody badan” Autorka przedstawila material
biologiczny, opisala podtoza hodowlane, przebieg prowadzonych prac eksperymentalnych
oraz zastosowane metody analityczne. Jako materiat biologiczny wybrata szczep Aspergillus
niger KSM pochodzacy z kolekcji dranoustrojéw Katedry Biotechnologii i Analizy
Zywnosci Instytutu Chemii i Technologii Zywnosci UE we Wroctawiu. Prosze Doktorantke o
uzasadnienie wyboru tego szczepu do badan sposrod innych wymienionych na str. 44
szczepow z kolekcji.

Na podkreslenie zastuguje bardzo szeroki zakres realizowanych zadan badawczych.
Obejmowat on:

* Biosyntez¢ naringinazy w hodowli Aspergiluss Niger, w tym: dobér zrédta wegla,
azotu i skladnikéw stymulujacych biosynteze naringinazy, dobér temperatury oraz
optymalizacje¢ sktadu podtoza do biosyntezy tego enzymu z wykorzystaniem metody
czynnikowo-gradientowej Boxa i Wilsona.

e Immobilizacje naringinazy, w tym: otrzymanie nosnika poprzez pokrycie magnetytu
polisacharydem, jego aktywacje, adsorpcje naringinazy na nosniku, optymalizacje
immobilizacji (pH, temperatura, stezenie biatka, czas), stabilizacje wiazania enzymu z

nosnikiem za pomocg aldehydu dekstranowego.



o Charakterystyke unieruchomionej i stabilizowanej naringinazy, w tym: wpltyw pH i
temperatury na aktywno$é¢ i stabilnogé enzyméw, okreslenie parametrow
kinetycznych, energii aktywacji, okreslenie stabilnosci operacyjne;j.

e Zastosowanie uzyskanego stabilizowanego preparatu do hydrolizy naringininy
zawartej w Swiezym i modelowym soku grejpfrutowym.

Oceniajgc te czeg$¢ pracy podkreslam po raz kolejny szeroki zakres wykonanych badan
oraz wykorzystanie nowoczesnych narzgdzi analitycznych. Uktad do$wiadczenia jest bardzo
dobrze zaplanowany, wlasciwie przemyslany i opisany. Doktorantka prawidtowo dobrata
metody analityczne. Przyjete metody i analizy badawcze zostaly przedstawione i opisane
precyzyjnie.

Jedynie, celem uzupelnienia prosz¢ o informacje jaki byl czas suszenia czastek
owocow grejpfruta czerwonego (str.45). Czy w uzyskanych suszach sprawdzano zwarto$é
suchej masy?. Czy w warunkach laboratoryjnych przygotowano réwniez preparaty z
grejpfruta biatego, pomaranczy czy pamelo opisywanych w p.3.1.2.3 (str.45).  Jak
prowadzono proces filtracji preparatu naringinazy (str. 52, p.3.5).

Przedstawione powyzej uwagi majg charakter uzupelniajgcy badz redakcyjny i nie maja
zasadniczego wplywu na bardzo dobrze zaplanowane doswiadczenia i prawidtowo dobrane
metody analityczne.

Rezultaty przeprowadzonych badan Autorka przedstawita w kolejnym rozdziale
,»Wyniki badan i ich oméwienie”> w postaci 19 tabel i 24 rysunkéw prezentujac obszerny
material badawczy w formie uporzadkowanej, przejrzystej i zrozumiatej dla czytelnika.
Dokumentacja jest przygotowana z nalezyty starannoscig i bardzo dobrze uzupeltniajg tresé
pracy doktorskiej. Drobne uwagi dotycza braku opisu osi na rys. 11128, za§ w tabelach 27 i
28 podano temperature w innych jednostkach niz w pozostalej czesci pracy.

W efekceie realizacji pierwszego etapu badan Doktorantka dobrata sktad podloza do
biosyntezy naringinazy z Aspergillus niger KMS. Na podstawie przeprowadzonych testow
jako zrédto wegla wybrata ramnozg, zrodio azotu: ekstrakt drozdzowy i azotan (V) sodu.
Induktorem procesu biosyntezy byla naringinina oraz sproszkowane albedo, flawedo i blony
segmentowe grejpfruta czerwonego. Zastosowanie tych produktéw ubocznych byto ciekawym
1 nowatorskim pomystem. Na podkreslenie zasluguje réwniez wykorzystanie nowoczesnych
narzedzi matematycznych, dzigki ktérym Autorka dokonata optymalizacji sktadu podloza
hodowlanego. W efekcie uzyskala preparat enzymatyczny naringinazy o wysokiej
aktywnosci. Wazna czescia pracy byto opracowanie procesu immobilizacji enzymu. Sposrod

wielu przetestowanych nognikéw najlepszym okazala si¢ guma karobowa aktywowana



polietylenoiming. Co wazne adsorpcja enzymu na tym nogniku byla odwracalna. Sukcesem
Doktorantki byto zwigkszenie sity wigzania unieruchomionej na nogniku naringinazy poprzez
dodatkowe pokrycie aldehydem dekstranowym, co wplyneto takze na lepsza stabilnogé
termiczng enzymu. W efekcie szeroko zakrojonych badan Doktorantka uzyskata stabilny
enzym naringinazy o najwyzszej aktywnosci w niskim pH 3,5 i temperaturze 65°C, odporny
na kwasne $rodowisko i wysokie temperatury. Na podkreslenie zastuguje bogaty material
dotyczacy charakterystyki wolnej, unieruchomionej i stabilizowanej  naringinazy i jej
podjednostek  a-L-rammnozydazy i B-D-glukozydazy. Okreslenie wplywu m.in.: pH i
temperatury na aktywno$¢ i stabilno$é enzymoéw, okreslenie parametréw kinetycznych,
energii aktywacji, okreslenie stabilnogci operacyjne;.

Zwieniczeniem badan byla ocena mozliwosci praktycznego zastosowania otrzymanego
preparatu naringinazy. Autorka zweryfikowata jego efektywno$¢ prowadzajac hydrolize
naringininy zawartej w $wiezym i modelowym soku z grejpfruta.

Podsumowujac, przedktadana dysertacja doktorska dostarcza wielu informacji na
temat biosyntezy i immobilizacji enzymu naringinazy z Asprgillus niger na magnetycznych,
polisacharydowych nosnikach. Istotne znaczenie w tej pracy majg badania zwigzane z
doborem rodzaju nosnika oraz wplywu warunkéw procesu na stabilno$é i aktywno$¢
katalityczng unieruchomionych enzymow, a takze analizy majagce na celu wskazanie
potencjalnych kierunkéw zastosowan otrzymanej naringinazy.

Uzyskane wyniki niewatpliwie stanowig duzg warto$¢ pracy. Zakres prowadzonych
badan byt szeroki, a jego wykonanie pracochtonne. Pomimo tak szerokiego zakresu badan
Doktorantka przedstawita analize wynikow w sposéb bardzo czytelny i uporzadkowany.
Poszezegolne czgsci pracy koncza si¢ krotkimi podsumowaniami z ktérych wynika wybor
wariantu do dalszych etapow pracy, czyni to pracg bardzo czytelng i fatwg w odbiorze
pomimo szerokiego zakresu badan. Doktorantka bardzo dobrze postuguje sie odnosnikami
dzigki czemu fatwo mozna poruszaé si¢ po pracy i $ledzi jej etapy.

Na podkreslenie zastuguje bardzo obszerna dyskusja wynikow. Autorka umiejetnie
dobrata literature i poprawnie dokonata interpretacji wlasnych wynikéw badan zestawiajac je
z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw. Swiadczy to o umiejetnodci analizy i
interpretacji wlasnych wynikow badan w  $wietle osiggnie¢ przedstawionych w literaturze
przedmiotu oraz dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Na podstawie przeprowadzonych badan oraz otrzymanych wynikow Autorka
sformutowata 12 wnioskow. Swiadczq one o realizacji wyznaczonego celu badan. W

badaniach Doktorantka nie oceniala skladu proszku z grejpfruta czerwonego wiec nie



powinna umieszczaé we wnioskach pierwszego punktu. We wniosku 4 nalezy poda¢ petna
nazwe szczepu Aspergillus niger KMS.

Oceniana praca doktorska jest niewatpliwie oryginalnym dzietem naukowym, w ktérym
Doktorantka wykazata dobre przygotowanie teoretyczne, samodzielno$é¢ w prowadzeniu
badafi naukowych, umiejetnogé postugiwania sie nowoczesnymi metodami analitycznymi.
Okreslony w pracy cel badawczy zostat zrealizowany Na podkreslenie zastuguje po raz
kolejny szeroki zakres badan i bardzo wysoki poziom merytoryczny calej pracy oraz jej
potencjal aplikacyjny. Zawarte w recenzji uwagi maja  charakter glownie redakeyjny i
dyskusyjny, nie maja wplywu na ocene koncowa przedstawionej do recenzji pracy
doktorskie;j.

Biorac pod uwage catoksztatt pracy doktorskiej, jej wysokg wartosé merytoryczng
sktadam do Rady Wydziatu Inzynieryjno-Ekonomicznego, Uniwersytetu Ekonomicznego we

Wroclawiu wniosek o wyréznienie pracy doktorskiej mgr inz. Joanny Bodakowskiej-

Boczniewicz.

Wnhiosek koncowy

Reasumujac  stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska mgr inz. Joanny
Bodakowskiej - Boczniewicz spetnia wymagania formalne i merytoryczne stawiane
rozprawom na stopien doktora. Rozszerza wiedz¢ na temat biosyntezy i unieruchamiania
naringinazy z Aspergillus niger. Uzyskany przez Doktorantke preparat enzymatyczny
wykazuje wysoki potencjat aplikacyjny. Recenzowana praca wykazuje elementy nowosci
naukowej, $wiadczy o dobrym opanowaniu przez Autorke zasad i metod pracy naukowej.
Charakteryzuje sie oryginalnoscig naukowa i jednoczesnie taczy aspekty naukowe z
praktycznymi. Spos6b realizacji pracy wskazuje, ze Doktorantka jest bardzo dobrze
przygotowana do prowadzenia badan naukowych. Oceniana rozprawa spelnia wymagania
stawiane pracom doktorskim przez aktualng ustawe o stopniach i tytule naukowym. Na tej
podstawie wnioskuje do Rady Wydziatu Inzynieryjno-Ekonomicznego, Uniwersytetu
Ekonomicznego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz. J oanny Bodakowskiej- Boczniewicz

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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