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Procesy produkcji enzymow s4 jednym z wtzniejszych i bardzo ciekawych

technologicznie biosyntez z u?yciem grzyb6w strzgpkowych, cechuj4cymi sig mozliwoSci4

wytworzeniapreparatow o zr6Znicowanych cechach w spos6b na tyle tani, aby mogly znale2c

zastosowanie w przemySle spo?ywczym, kt6ry rzadko sigga po kosztowne preparaty

enzymatyczne. Mimo bogatej historii badannaukowych nad produkcj4 naringinazy siEgajqcej

polowy lat 5O-tych ubieglego wieku, zastosowanie jej w przernySle jest ograniczone i w
Europie taki preparat komercyjny nie jest dostgpny. Postgp naukowy i technologiczny dale

nam do rgki nowe mo2liwoSci ksztaltowania zaww\ofici, w produktach uzyskanych w hodowli

drobnoustroj6w, skladnik6w o wysokiej i cennej aktywnoSci biologicznej. Wymaga to jednak

dalszego postgpu w badaniach. Pracownicy Insty.tutu Chemii i Technologii ZywnoSci

Uniwersltetu Ekonomicznego we Wroctrawiu od lat odnosz4 sukcesy zarowno naukowe jaki

komercjalizacyine w dziedzinte utycia grzybow strzgpkowych do otrzymywania cennych

produkt6w, szczegolnie tych o waznych zastosowaniach r6wnieL w przemySle spozywczym

(np. kwas6 w or ganicznych).

Jest wigc wielce zrozumiale ibardzo cenne, ze w ten wahny naukowo i komercyjnie kierunek

badan, wpisuje sig praca doktorska pani mgr inZ. Joanny Boclakowskiej-Boczniewicz pt.

,,Badania nad otrzymywaniem i unieruchamianiem naringinazy z Aspergillus niger"

przygotowana pod kierunkiem profesora Zbrgmewa Gamcarka. Celem pracy byLo otrzymanie

aktywnego enzymu naingrnazy w procesie biosyntezy wybranego, z kolekcji wlasnej

Instytutu, szczepu grzybow strzgpkowych Aspergillus niger w warunkach hodowli

laboratoryjnej i jej unieruchomienie na noSniku, ktSry zapewnialby perspektywy zastosowari

w przemySle owocowo-watzywnym. Kierunki wykorzystania narigrnazy s4 wielorakie,

jednak sprawdzenie dzialutia uzyskanego preparatu w postaci enzymu unieruchomionego na

magnetycznym, polisacharydowym noSniku, z uiryciem soku grejpefruitoweg o, wyra1nie na

zastosowanie w technologii ZywnoSci wskazuj e.



W ramach niniejszej pracy dokonano bardzo pracochlonnego i wymagaj4cego

zastosowania metod hodowli wspomaganych metod4 meLtematycznego planowania

doSwiadczeri opracowania. Taki spos6b prowadzenia badaf jest coraz czE(:ciej stosowany,

szczeg6lnre do optymalizacji proces6w biosyntezy z udzialem drobnoustroj6w. Dzigki

takiemu postgpowaniu udalo sig doktorantce zrealizowac bardza wiele postawionych sobie

zadah, kt6re obej mowaly :

a) okreSlenie wplywu 2rodla wggla, azotu oraz induktora naringrnazy w procesie

biosyntezy,

b) oceng wplywu temperatury hodowli na kofcow4 aktywnoSC enzymu,

c) otrzymante preparatu i optymalizacja skiadu podlo2ahodowlanego,

d) wyprodukowanie magnetycznych noSnik6w polisacharydowych i adsorpcja na nich

naringtnazy,

e) pr6by zwigkszenia stabilnoSci wi4zanra enzymu z noSnikiem za pomoc4 aldehydu

dekstranowego,

0 okreSlenie optymalnej temperatury, pH i stabilnoSci formy wolnej r zwiqzanej enzymu

w zalelno1ci od pH i temperatury,

g) okreSlenie parametr6w kinetycznych: maksymalnej szybkoSci reakcji oraz stalej

Michaelisa-Menten wolnej, unieruchomionej i stabitizowanej natgrnazy oraz

podjednostek: u,-L-ramnozydazy i B-D-glukozydazy, energii aktywacji i okresu

p6ltrwania, atakhe energii aktywacji procesu dezaktywacji wszystkich form enzymu,

h) wyb6r temperatury ci4glego procesu hydrolizy naringiny przez stabilizowan4

narrnginazg w oparciu o potencjaln4 produktywnoS6 enzymu z uwzglgdnieniem

wymagari technologic zny ch praay z sokami,

i) badanie stabilnoSci operacyjnej takiej formy preparatu,

j) i jako podsumowanie zastosowanie stabilizowanej naringinazy do hydro|zy

naringiny w SwieZym i modelowym soku grejpfrutowym.

Tak szeroko zaplanowane i przeprowadzone badania, nie tylko przyniosly wiele

informacji o enzymie i zmranach parametr6w w czasie unieruchamiania, ale pozwolily

uzyska(, stabilny preparat o przesunigtej z 60 do 650C optymalnej temperaturze dziaLanra

otaz zwiEkszonej stabilnoSci przy zmianach pH. Wybrany noSnik cechowal sig latw4

moZliwoSci4 usunigcia ze Srodowiska reakcyjnego. Uzyskano wigc, w tak precyzyjnie

zaplanowanych badaniach sukces, kt6ry stworzyl z jednej strony pole do dalszych bad,an



w skali wielkolaboratoryjnej, a w dalszej perspektywie moZliwoSi zastosowari

komercyjnych.

Ocena formalnej strony pracy

Praca doktorska pani mgr inZ. Joanny Bodakowskiej-Boczniewiczliczy 160 stron, z

czego na wstgp i przegl4d literatury przypada 33 strony, cel pracy i czg|(, metodyczna

obejmuje 23 strony, czgS6 nazwana,,Wyniki badin i ich omirwienie" liczy 43 strony, a

oddzielnie w rozdziale ,,Dyskusja" autorka przeprowadziLarozbudowan4 (25 stron) dyskusjg

swoich wynik6w z rezultatami innych badaczy. Wyniki przedstawiono w 19 tabelach i na 24

rysunkach. Zazwyczaj autorzy prac doktorskich jednoczesnie omawiaj4 wyniki i je dyskutuj4,

ale wydaje mi sig, 2e w przypadku tak rozbudowanej i wielow4tkowej pracy zabieg

tozdzielenia tych rozdziaL6w dobrze wpNynql na komunikaLtywnoSd tekstu i ulatwil

czytelnikowi podqzanie za dyskusj4 wynik6w poszczeg6lnych etap6w pracy, zreszt4bardzo

szczeg6Lowo por6wnywanymi z wynikami przedstawionymi w publikacjach. Autorkabardzo

starannie dobrala 23I pozycji literaturowych, cho6 nie ustrzegla sig drobnych blEd6w, kt6re z

obowi4zku skrupulatnego recenzenta przfiaczam (poz.I4 Przetmysl Chemiczny, poz.l2}
Journal of Food Science, poz.I31 Bioresource Technology, poz.I67 jaka National

Academy..., poz.l9I Biotechnology Letters). Na kofcu pracy umieszczono r6wnie2

ptzydatny Wkaz tabeli i rysunk6w, oraz streszczenia napisane w jgzyku polskim i
angielskim. Uklad pracy jest logiczny i przejrzysty, odpowiedni dla prac o charakterze

empirycznym.

Zalet4 pracy jest bardzo dobrze i ciekawie napisana czgS6 literaturowa, w kt6rej

autorka zawarla wszystkie przydatne dla prowadzenia pracy informacje , bardzo szczeg6lowo

c1'tuj4c wyniki poszczeg6lnych badaczy,kt6rzy zajmowali sig zbliZonymi do zaplanowanych

w pracy zagadntenrami. Mam wra2enie, 2e materiaN ten sklada sig na doskonal4 pracA

przegl4dow4 i proszg o przemySlenie czy nie warto napisad takiej pracy przegl4dowej do

czasopisma z wysokim IF.

Czgllliteraturowabezw4tpliwoSci wskazuje na dobr4 znalomolc przez doktorantkg literatury

i umiejgtnoS6 korzystania z tych informacji w trakcie dyskusji wynik6w wlasnych bad,ah.

CzES(, metodyczna pracy jest zwarta i informatywna. Chciatrem zapfiac na jakiej podstawie

autorka vrybralatemperaturg 500C dla oceny aktywnoSci naringina zy (p.3.2.2) i czy uwaza, ze

to byla sluszna decyfia. Zwracam te7 uwagE, 2e uzywany w pracy chromatograf HPLC to

Perkin Eimer (str. 49). Moim zdaniem, szkoda teL,2e nie podani zostaliproducenci i miejsca

produkcji wielu stosowanychurz4dzeh. Na tej samej stronie (49) nie scharakteryzowano te2



rnystarczai4co stosowanej albuminy wolowej. Recenzent nie ma wigkszych zastrzeae| do tej

czESci, chocia? bardzo uwalnie trzeba Sledzil jakie temperatury hodowli i inkubacji

ottzymanego enzymu stosowano w poszczeg6lnych etapachpracy. Niezrozumiale jest ostanie

zdarre tej czgSci pracy na str. 62.

W ocenie formalnej czEsci pracy muszg zwrocic uwagg na to, Le w czgsci opisuj4cej wyniki

nte zostala opisana ruEdna i odcigta prezentowanych chromatogram6w, nie jestem te|
przekonany o wlaSciwym doborze planu eksperymentu (tabela 11, najlepsze wyniki dla

wariantu 32). DoSi zaskakuj4co w tabelach26 i27 zastosowano stopnie Kelvina, podczas gdy

w calej pracy poslugiwano sig stopniami Celsjusza (proszg to wyjaSni6). Na ostanim rysunku

(nr 30) chochlik edyorski pojawil sig w opisie rzEdnej. S4 to drobne uwagi, kt6re nie

wplywaj4 na generalnie wysok4 oceng jakoSci tej czgsci pracy.

Jak juz v,yzei wspominalem przeprowadzona w oddzielnym ro:zdziale dyskusja jest dzigki

temu latwa w zrozvmieniu i interpretacji, a zarazem bardzo obfita w informacje i
szczeg6lowa. Autorka w spos6b bardzo uczciwy nie pomija badan, kt6re w niekt6rych

elementach (ale nielicznych), prezentuj4 lepsze wyniki niz jej wlasne doSwiadczenia. Kilka

drobnych nrezrQcznoSci jgzykowych nie wplywa nabardzo pozytywny odbi6r tej czgsci.

Do wniosk6w chcialbym sig odniesi w czgsci nastgpnej poSwigconej ocenie merytorycznej

pracy.

Ocena merytorycznapracy

Iak juL napisalem, czgS(, literaturowa jest bardzo mocnE stron4 pracy. Przegl4d,

literatury daje odczucie bardzo dobrej znajomoSci literatury dotyczqcej zagadnien

poruszanych w pracy i stanowi dobr4 podstawg do sformulowania cel6w i nastgpnie do

bardzo doglgbnej dyskusji wynik6w pracy.

Metody dobrano wlaSciwie, a spos6b reahzacji zadan optymahzacyjnych jest zakrojony

szeroko. Liczba stosowanych wsp6lczynnik6w opisuj4cych uzyskane formy enzymu wigcej

niZ wystarczajEca. Wiele z zastosowanych metod analitycznych to metody nowoczesne.

Zastosowano r6wnie2 nowoczesne nangdzia matematyczne dla proces6w optymalizacyjnych

i dobrze je wykorzystano.

W rozdziale ,,Wyniki badan i ich om6wienie" autorka w spos6b jasny i logiczny

omawia wyniki badart, a przygotowane tabele i rysunki daj4 przekonuj4c4 podstawg do ich

ptzyjgcia. P.ozdzial ten jest bardzo dobrze przygotowanym rozdziaLem i mimo doS6

rozbudowanego planu badah nie daje sig zagubi6 recenzentowi w trakcie Sledzenia wynik6w

poszczegolnych etap6w postepowania.



Mimo, 2e autorka z du24 skromnoSci4 ustosunkowuje sig do sukces6w uzyskanych w
realizacji swojej pracy to naIe2y podkreslid parg element6w nowoSci naukowej, takich jak

zastosowanie albedo owoc6w cytrusowych jako skladnika podloaa hodowlanego w produkcji

naringinazy z u2yciem Aspergillus niger, przeprowadzenie optymalizacjt procesu

unieruchomienia naringinazy na aktywnych polisacharydowych noSnikach, ocena aktywnoSci

podjednostek narnginazy w zalehnofici od pH Srodowiska, czy wplywu inkubacji w
roztworach o zr62nicowanym pH, na aktl.wnoS6 immobilizowanej naringinazy. W ramach

niniejszej praay wykazano te2, 2e podjednostki naringinazy: s-L-ramnozydaza i p-D-

glukozydaza wykazywaly maksymaln4 aktywnoSi w tej samej temperaturze (600C), a w
wyniku unieruchomienia wartoSc ta dla obu enzym6w podniosla siE do 650C. W kontekScie

ewentualnych zastosowaf przemyslowych sukcesem byler stabilizacja aldehydem

dekstranowym preparatu narrngrnazy, powoduj4ca lepszq stabilnoSd termicznq niz

wykazywaLy inne fo.trry. Bardzo walna z punktu widzenia naukowego i dalszych prac w

wigkszej skali, jest przeprowadzona pelna charakterystyka enzytnu i obliczenie parametr6w

kinetycznych enzymu, jego preparat6w i podjednostek. Now4 informacj4 jest wykazanie

wy2szej warloSci maksymalnej szybkoSci dla s-L-ramnozydazy niz B-D-glukozydazy co

wskazuje, ze B-D-glukozydaza jest gl6wnym czynnikiem hamuj4cym szybkoS6 hydrolizy

naringiny pr zez naringinazE.

Niezaprzeczalnym sukcesem pracy jest to, 2e unieruchomiona przez doktorantkg naringrnaza

wykazuje lepsz4 stabilnoS6 w niskim pH i niskich temperaturach niz inne formy preparatu, co

jest wielce korzystne z punktu widzenia jej zastosowania w procesach technologicznych

usuwania gorzkiego smaku soku grejpfrutowego (niskie pH, koniecznoSi ochrony

termolabilny ch zwi4zkow bioaktywnych).

W pracy sformulowano 12 wniosk6w, zktorych moim zdamem wniosek nr I nie znalduje

bezpoSredniego potwierdzenra w badaniach tej pracy (substancje stymuluj4ce). Nie jest

ptecyzyjne sformulowanie we wniosku w 7, 2e usieciowane unieruchomionej nannginazy

podnosi jej stabilno1c w zalelnoSci od pH i temperatury Srodowiska. Proszg o ustosunkowanie

sig do mojej uwagi. Wniosek nr 10 jest raczej stwierdzeniem niz udowodnionym wnioskiem.

Podsumowuj4c, recenzowana praca ma charakter bardzo kompleksowej pracy

wykonanej w skali laboratoryjnej. Daje nie tylko zaawansowany technicznre preparat o duiej

stabilnoSci i mo2liwoSci szybkiego i latwego usunigcia ze Srodowiska reakcyjnego, ale

przyno si wi el e nowych danych o charakter ze b adah po dstawowych.

Precyzyjnie nakreSlony planzostaL w pelni i z sukcesem zrealizowany, a otrzymany preparat

ma duhe perspektywy aplikacyjne. Dlatego po przemySleniu zalet i wad (gl6wnie drobne



niedoci4gnigcia edycyjne) zdecydowalem zwr6ci6 sig do Rady WydziaNt Inlynieryjno-

Ekonomicznego z wnioskiem o wyr6znienie niniejszej pracy.

Wniosek korflcowy

W mojej opinii przedstawiona do recenzji praca prezentuje bardzo dobry poziom

naukowy. Charakteryzuje sig wlaSciwie zaplanowanvm i przeprowadzonym postgpowaniem

naukowym, kt6re znqduje final w uzyskaniu preparatu o bardzo wysokich mozliwoSciach

zastosowaf przemyslowych. W pracy zarrrieszczono bogaty i dobrze przedstawiony material

faktograficzny. WynikibadahnoszqznamionaoryginalnoSci i nowoSci naukowej. Odnosi sig

to szczeg6lnie do przeprowadzonych prac optymalizacyjnych i badan nad wplywem cech

Srodowiska reakcyjnego na aktywnoSd i stabilnoSi rohnych form naringinazy. O

moZliwoSciach komercjalizacyjnych koricowej formy preparatu jednoznacznie przekonuj4

koricowe badania nad zastosowaniem dla modyfikacji soku grejpfrutowego i jego cechy

praktyczne.

Mogg wigc stwierdzil jednoznacznie,2e przedstawiona do oceny pracapani mgr inL. Joanny

Bodakowskiej-Boczniewicz odpowiada wymaganiom ustawowym stawianym rozprawom na

stopieri doktorski i proszg Wysok4 Radg Wydziatru Inlynieryjno-Ekonomicznego o jej

dopuszczenie do publicznej obrony.
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