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I. Dob6r i znaczenie tematu

Obecnie wiele uwagi poSwigca sig realizacji proces6w technologicznych w spos6b
efektywny oraz ptzyjazny dla Srodowiska. Trwaj4, zakrojone na szerok4 skalg,
poszukiwania stabilnych i wydajnych katalizatorow, kt6re poprzez przyspreszanie reakcji
chemicznych umozliwiaiq obnrhenie koszt6w ich prowadzenia. Szczeg6lnquwagg zwracaj'
enzymy, naturalne biokatalizatory proces6w zachodzqcych w organizmach zywych,
pozwalajqce na wielokrotne zwigkszenie szybkoSci przemtany. Bialka te odznaczaj4 sig

wysokE specyficznoSci4 oraz selektywnoSci4 i tym samym znajduj4 coraz szersze
zastosowanie w wielu t62nych dziedzinach zycia codziennego, nauki oraz przemyslu.

Preparaty enzymatyczne stanowi4 nieodl4cznq czgst nowoczesnego przetw6rstwa
2ywnoSci. Ulatwiaj4 one otrzymanie polqdanych zmian surowca, poprawg jakoSci produktu
gotowego oraz zmniejszenie koszt6w produkcji. Na skalg przemyslow4 otrzymuje sig

enzymy, wykorzystuj4c do tego celu mikroorganizmy. preparaty enzymatyczne
pochodzenia mikrobiologicznego s4 lepszymi biokat alizatorami dIa roanych zastosowafl
przemyslowych niz ich odpowiedniki pozyskane z tkanek roSlinnych lub zwgzgcych.
Procesy biosyntezy enzym6w rozwijajE sig dynamicznie gl6wnie dzigki mozliwoSci
wykorzystania in?ynierii genetycznej do modyfikacj i organtzmow oraz nowych rozwrqzan
konstrukcyjnych bioreaktor6w. Gl6wnym ograniczeniem stosowania biokatalizator6w jest
znaazEce obniZenie ich aktywnoSci katalitycznej oraz niska stabilnoSd poza warunkami
naturalnego wystgpowania. TrudnoSci te powodujq, ze opracowanie metod poprawiaj4cych
ich wlaSciwoSci jest wysoce po?qdane. Jedn4 z takich technik, obecnie najpowszechniej
stosowan4, jest immobilizacja. Jej zadanie polega na zwigkszeniu stabilnosci oraz



wydluzeniu aktywnoSci unieruchomionego enzymu. Nastgpstwe m przyNqczenia enzymu do
nierozpuszczalnego noSnika na drodze immobilizacji jest powstanie zupeinie nowego
preparatu charakteryzuj4cego sig odmiennymi wlaSciwoSciami, w por6wnaniu z natywnym
bialkiem.

Badania prowadzone przez Doktorantkg doskonale wpisuj4 sig w ten obszar badawczy
W przedstawionej do oceny rczprawie doktorskiej Pani mgr inz. Joanna Bodakowska-

Boczniewicz ptowadzlla badanra nad, otrzymywaniem i unieruchomieniem naringinazy z
Asprgillus niger na magnetycznych, polisacharydowych noSnikach. Naringinaz a mo4e byc
wykorzystana przede wszystkim w przetw6rstwie owoc6w cytrusowych do zmniejszenia
ich gorzkiego smaku czy do wzmacnrania aromatu win i sok6w owocowych. w warunkach
praktycznych preparat handlowy nie jest dostgpny st4d opracowanie technologii biosyntezy
i immobilizacir stabilnego enzymu narrnginazy o wysokiej aktywnoSci jest niezwykle
cennym osi4gnigciem naukowym istotnym dla rozwoju technologii zywnoSci i zywienia.

il. Ocena formalna praclr.

Praca obejmuj e 1 60 stron maszynopisu w tym 20 rysunk6 w oraz 28 tabel. Struktura pracy
jest typowa dla rozpraw naukowych i obejmuje nastgpuj4ce czgsci: spis tresci, wstgp, czQsc

teoretyczn4, hipotezg badawcz4, cel pracy, materialy i metody badan, wyniki badari i ich
om6wienie, dyskusja i wnioski, literaturg, spis tabel oraz rysunk6w. Na kofcu pracy znajduje
sig streszczenie w jgzyku polskim i angielskim. Rozprawa zostalaprzygotowana z nale2y14

starannoSci4 i wskazuje na dobr4 orientacjg Doktorantkiw obszarze poruszanychzagadnien.

Autorka wykorzystala 231 pozycji literatury. SpoSr6d literatury naukowej g5,3% (220)
stanowi4 pozycje anglojEzyczne, 4,7o/o (11) polskoj Qzyczne. Literatura naukowa z ostatnich
5 latach stanowi 27% (62). Maj4c nauwadze du24 iloS6 prac naukowych z podjgtego zakresu

badawczego, nalezy stwierdzi6 2e, dob6r bibliografii jest odpowiedni i obejmuje

nqwu;zniejsze pozycje literatury z ostatnich lat. Z obowi4zku Recenzenta muszg jednak

wspomnied, w spisie literatury pozycje 14, r20,r44,14g,rg3, 191, 216 wymaeaj4 korekty
edytorskiej.

III. Ocena merJztorlzczna pracy

Tytul pracy koresponduj e z jej treSci4. Przegl4d literatury jest SciSle zwr4zany z tematyka,

badan. Doktorantka przedstawila w nim szczegoLow4 charakterystykg i budowg naringinazy.
Om6wila najwtzniejsze hr5dla jej wystgpowania orM warunki biosyntezy.
ScharakteryzowaLa drobnoustroje produkuj4ce ten enzym oraz kluczowy sklad podLo2a.



Ponadto Autorka dokladnie opisala metody immobiliza cji oraz wpiyw tego procesu na
optymalne parametry aktywnosci nafingrnazy. Przeglqd literatury jest bardzo ciekawy i
wieloaspektowy' Autorka zebraLa w nim wahne merytorycznie informacje, udokumentowane
pozyciami literatury, co wskazuj e na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne Doktorantki w
zakresie realizowanego tematu. Stanowi teZ dobre wprowadzenie do kolejnych rozdzial6w
ptacy,jest sp6jny i dobrze przemyslany. Tresi tego rozdzialu jest przygotowana z narezytq
starannosci4 edytorsk4. Poziom meryroryczny tego rozdzialu oceniam bad,zo wysoko, jest
przygotowany w oparciu o bardzo bogaty material bibliograficzny, w spos6b przemySlany i
bardzo dojrzaly .

W oparciu o dokonany przeglqd, piSmiennictwa Autorka sformulo wala cel bad.ah,
kt6rym byla immobilizacja naringinazy z hodowli wstrz4sanej Aspergillus niger KMS, na
magnetycznym, polisacharydowym noSniku. Realizacja celu gl6wnego wymagala wykonania
szczeg6lowych bada"6, kt6rych zakres byl bardzo szeroki, pomimo tego zostal precyzyjme i
czytelnie przedstawiony przez Doktorantkg. uzupelnieniem celu bylo szes6 tezbadawczych.
Cel i tezy badawcze zostaly sformulowane poprawnie.

W kolejnym tozdziale ,,MateriaNy i metody badan" Autorka przedstawila material
biologiczny, opisala podlo2a hodowlane, przebieg prowadzonych prac eksperymentalnych
oraz zastosowane metody analityczne. Jako mateial biologiczny wybrala szczep Aspergillus
niger KSM pochodz4cy z kolekcji drobnoustroj6w Katedry Biotechnologii i Analizy
Zywnosci Instytutu Chemii i Technologii Zywnosci uE we Wroclawiu. proszg Doktorantkg o
uzasadnienie wyboru tego szczepu do badan spoSr6d innych wymienionych na str. 44
szczepSw z kolekcji.

Na podkreSlenie zastuguje bardzo szeroki zakres realizowanych zadan badawczych.
Obejmowal on:

o BiosyntezQ narrnginazy w hodowli Aspergiluss Niger, w tym: dob6r Lrodla wggla,
azotu i skladnik6w stymuluj4cych biosyntezg naringinazy, dob6r temperatur y oraz
optymalizacjg skladu podlo2a do biosyntezy tego enzymu z wykorzystaniem metody
czynnikowo-gradientowej Boxa i Wilsona.

o ImmobirizaciE natinginazv, w tym: otrzymanie nosnika poprzez pokrycie magnetytu
polisacharydem, jego aktywacjg, adsorpcjg nainginazy na noSniku, optymalizacjq
immobilizacji (pH, temperatura, stgzenie bialka, czas), stabilizacjg wrqzania enzymu z
noSnikiem za pomocq aldehydu dekstranoweso.



o Charakterystykg unieruchomionej i stabilizowanej naringinmy, w tym: wplyw pH i
temperatury na aktywnos6 i stabilnos6 enzym6w, okreslenie parametr6w

kinetycznych, energii aktywacj i, okreslenie stabilnosci operacyjnej.

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

oceniaj4c tg czESc pracy podkreSlam po ruzkolejny szeroki zal<reswykonanychbadan
oraz wykorzystanie nowoczesnych narzEdzr analitycznych. Uklad doSwiadczenia jest bardzo
dobtze zaplanowany, wlasciwie przemySlany i opisany. Doktorantka prawidlowo dobrala
metody analityczne. PruyjEte metody i analizy bad,awcze zostaly przedstawione i opisane
precyzyjnie.

Jedynie, celem uzupelnienia proszg o informacje jaki byl czas suszenia cz4stek
owoc6w grejpfruta czerwonego (str.45). Czy w uzyskanych suszach sprawdzan o zwartos1
suchej masy?. Czy w warunkach laboratoryjnych przygotowano fiwniez preparaty z
grejpfruta bialego, pomarurtczy azy pamelo opisywanych w p.3.r.2.3 (str.45). Jak
prowadzono proces filtracji preparatu naringinazy (str. 52, p.3.5).

Przedstawione powyZej uwagi majq charakter uzupelni ajqcy b4d2redakcyjny i nie maj4
zasadniczego wplywu na bardzo d,obrze zaplanowane doSwiadc zenta i prawidlowo dobrane
metody analityczne.

Rezultaty ptzeprowadzonych badah Autorka przedstawila w kolej nym rczdziale
,,Wyniki badah i ich om6wienie" w postaci 19 tabel i24 rysunk6w prezentuj4c obszerny
mateiaL badawczy w formie uporz4dkowanej, przejrzystej i zrozumialej dla czytelnika.
Dokumentacja jest przygotowana z nale|yt4 starannoS ciq i bardzo dobrze uzupeiniaj4 tresi
pracy doktorskiej. Drobne uwagi dotycz4 braku opisu osi na rys. I I i 2g, zal w tabelach 27 i
28 podano temperaturg w innych j ednostkac h niz w pozostalej czgsci pracy .

W efekcie tealizacji pierwszego etapu badah Doktorantk a dobrala sklad podl oLa d,o

biosyntezy nannginazy z Aspergillus niger KMS. Na podstawie przeprow adzonych test6w
jako 2todlo wggla w}'btala ramnoz}, lrodlo azotu: ekstrakt drozdzowy i azotan (V) sodu.
Induktorem procesu biosyntezy byla naringinina oruz sproszkowane albedo, flawedo i blony
segmentowe grejpfruta czerwonego. Zastosowanie tych produkt6w ubocznych bylo ciekawym
i nowatorskim pomyslem. Na podkreSlenie zasluguj e r6wnie|wykorzystanie nowoczesnych
narzEdzi matematycznych, dzigki kt6rym Autorka dokonala optymalizacji skladu podlo2a
hodowlanego' W efekcie uzyskala preparat enzymatyczny naringinazy o wysokiej
aktywnoSci' Wazna czgscil pracy bylo opracowanie procesu immobilizacji enzymu. SpoSr6d
wielu przetestowanych nosnik6w najlep szym okazala sig guma karobowa aktywowana



polietylenoimin4. Co wazne adsorpcja enzymu na tym nosniku byla odwracalna. Sukcesem
Doktorantki bylo zwigkszenie sily wiqzaniaunieruchomionej na nosniku nannginazy poprzez
dodatkowe pokrycie aldehydem dekstranowym, co wplyn Elo takze na lepszq stabilnos6
tetmicznq enzymu. W efekcie szeroko zakrojonych badan Doktorantk a uzyskala stabilny
enzym natinginazy o najt+ylszej aktywioSci w niskim pH 3,5 i temperatur ze 65uC, odporny
na kwasne srodowisko i wysokie temperatury. Na podkreSlenie zasluguje bogaty material
dotycz4cy charakterystyki wolnej, unieruchomionej i stabilizowanej naringinazy i jq
podjednostek s-L-rammnozydazy i B-D-glukozyd,azy. okreslenie wplywu m.in.: pH i
temperatury na aktywnoSd i stabilnoS c enzymow, okreSlenie parametr6w kinetycznvch.
energii aktywacj i, okresl enie stabilno Sci operacyj nej .

zwiehczeniem badari byla ocena mozliwosc r praktycznego zastosowania otrzymanego
preparatu natingtnazy. Autorka zweryfikowala jego efektywnoS (, prowadzaj4c hydrolizg
naringininy zawartej w Swiezym i modelowym soku z grejpfruta.

Podsumowuj qc, ptzedkladana dysertacja doktorska d.ostarcza wielu informacji na
temat biosyntezy i immobilizacii enzymu naringinazy z Asprgillus niger na magnety cznych,
polisacharydowych noSnikach. Istotne znaczenie w tej pracy majq bad,ania zwiEzane z
doborem rodzalu noSnika oraz wplywu warunk6w procesu na stabilnoSi i aktywno5i
katalityczn4 unieruchomionych enzym6w, a takae anarizy majqce na celu wskazanie
p otencj alnych ki erunk6 w zasto s o w an otr zy manej nar rnginazy .

Uzyskane wyniki niew4tpliwie stanowi4 du4q wafioSi pracy. Zal<res prowadzonych
badan byl szeroki, a jego wykonanie pracochlonne. Pomimo tak szerokiego zakresu bad,an

Doktorantka ptzedstawlla analizg wynik6w w spos6b bardzo czytelny i uporz4dkowany.
Poszczeg6lne czgsci pracy konczq sig kr6tkimi podsumowaniami z ktorych wynika wyb6r
wariantu do dalszych etap6w pracy, czyni to praca bardzo czytelna, i latwq w odbiorze
pomimo szerokiego zakresu badali. Doktorantk a bardzo dobrze posluguje sig odnoSnikami
dziEki czemu latwo mo2naporuszad sig po pracy i sledzii jej etapy.

Na podkreslenie zasluguje bardzo obszerna dyskusja wynik6w. Autorka umiejgtnie
dobrala literaturg i poprawnie dokonala interpretacji wlasnych wynik6w badan zestawraj4c je
z wnrkami uzyskanymi ptzez innych autor6w. Swiadczy to o umiejgtnosci analzy i
interpretacji wlasnych wynik6w badari w swietle osi4gnig6 przedstawionych w literaturze
przedmiotu oraz dojrzaloSci naukowej Doktorantki.

Na podstawie przeprowadzonych badari otaz otrzymanych wynik6w Autorka
sformulowatra 12 wniosk6w. Swiadczq one o rcalizacji wyznaczonego celu badari. W
badaniach Doktorantka nie oceniala skladu proszku z grejpfru ta czerwonego wigc nie



powinna umreszczac we wnioskach pierwszego punktu. we wniosku 4 nale^y podai peln4
nazwQ szczepu Aspergillus niger KMS.

oceniana praaadoktorska jest niew4tpliwie oryginalnym dzielemnaukowym, w kt6rym
Doktorantka wykazala dobre przygotowanie teoretyczne, samodzielnosd w prowadzeniu
badan naukowych, umiejgtnos6 poslugiwania sig nowoczesnymi metodami anality cznymi.
okreslony w pracy cel badawczy zostal zrealizowany Na podkreslenie zasluguj e po raz
kolejny szeroki zakres badan i bardzo wysoki poziom merytoryczny caLej ptaay oruz jej
potencjat aplikacyjny. zawarte w recenzji uwagi maj4 charakter gl6wnie redakcyjny i
dyskusyjny, nie mail wplywu na oceng koricow4 przedstawionej do recenfi pracy
doktorskiej.

Bior4c pod uwagg caloksztalt pracy doktorskiej, jej wysok4 wartosc merytorycznq
skladam do Rady wydzialu Inzynieryjno-Ekonomi cznego,uniwersytetu Ekonomicznego we
wroclawiu wniosek o wyro2nienie pracy doktorskiej mgr inz. Joanny Bodakowskiei-
Boczniewicz.

Wniosek koricowy

Reasumuj4c stwierdzam, 2e oceniana tozprawa doktorska mgr inz. Joanny
Bodakowskiej - Boczniewicz speinia wymagania formalne i merytoryczne stawiane
rozprawom na stopieri doktora. Rozszerza wiedzg na temat biosyntezy i unieruchamiania
nafinginazy z Aspergillus niger. uzyskany przez Doktorantkg preparat enzymatyczny
wykazuje wysoki potencjal aplikacyjny. Recenzowana praca wykazuje elementy nowosci
naukowe.i, swiadczy o dobrym opanowaniu przez Autorkg zasad i metod pracy naukowej.
charakteryzuje sig oryginalnosci4 naukow4 i jednoczesnie l4czy aspekty naukowe z
ptaktycznymi' Spos6b tealizacji pracy wskazuje, 2e Doktorantka jest bardzo dobrze
przygotowana do prowadzenia badan naukowych. oceniana rozprawa spelnia wymagania
stawiane pracom doktorskim pnez aktualn4 ustawg o stopniach i tytule naukowym. Na tej
podstawie wnioskujg do Rady wydzialu rnhymeryjno-Ekonomi cznego, uniwersytetu
Ekonomicznego we wroclawiu o dopuszczenie mgr inz. Joanny Bodakowskiej- Boczni ewicz
do dalszych etap6w przewodu doktorskieso.

Wroclaw, dnia 27 .08.2019 r.


