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Procesy produkeji enzyméw sa  jednym z wazniejszych i bardzo ciekawych
technologicznie biosyntez z uzyciem grzybow strzgpkowych, cechujacymi si¢ mozliwoscia
wytworzenia preparatow o zréznicowanych cechach w sposéb na tyle tani, aby mogly znalez¢
zastosowanie w przemysle spozywczym, ktory rzadko sigga po kosztowne preparaty
enzymatyczne. Mimo bogate] historii badaf naukowych nad produkcjg naringinazy siegajacej
polowy lat 50-tych ubieglego wieku, zastosowanie jej w przemysle jest ograniczone i w
Europie taki preparat komercyjny nie jest dostepny. Postep naukowy i technologiczny daje
nam do reki nowe mozliwosci ksztaltowania zawartosci, w produktach uzyskanych w hodowli
drobnoustrojow, sktadnikow o wysokiej i cennej aktywnosci biologicznej. Wymaga to jednak
dalszego postepu w badaniach. Pracownicy Instytutu Chemii i Technologii Zywnosci
Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroctawiu od lat odnosza sukcesy zaréwno naukowe jaki
komercjalizacyjne w dziedzinie uzycia grzybow strzepkowych do otrzymywania cennych
produktéw, szczegblnie tych o waznych zastosowaniach réwniez w przemysle Spozywczym
(np. kwasow organicznych).

Jest wige wielce zrozumialte i bardzo cenne, ze w ten wazny naukowo i komercyjnie kierunek
badan, wpisuje sie praca doktorska pani mgr inz. Joanny Bodakowskiej-Boczniewicz pt.
»Badania nad ofrzymywaniem i unieruchamianiem naringinazy z Aspergillus niger”
przygotowana pod kierunkiem profesora Zbigniewa Garncarka. Celem pracy byto otrzymanie
aktywnego enzymu naringinazy w procesie biosyntezy wybranego, z kolekcji wtasnej
Instytutu, szczepu grzybow strzgpkowych Aspergillus niger w warunkach hodowli
laboratoryjnej i jej unieruchomienie na nosniku, ktéry zapewniatby perspektywy zastosowan
W przemysle owocowo-warzywnym. Kierunki wykorzystania nariginazy sa wielorakie,
jednak sprawdzenie dziatania uzyskanego preparatu w postaci enzymu unieruchomionego na
magnetycznym, polisacharydowym nosniku, z uzyciem soku grejpefruitowego, wyraznie na

zastosowanie w technologii zywnosci wskazuje.
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W ramach niniejszej pracy dokonano bardzo pracochlonnego i wymagajacego

zastosowania metod hodowli wspomaganych metodg matematycznego planowania

do$wiadczen opracowania. Taki sposéb prowadzenia badan jest coraz czeéciej stosowany,

szczegolnie do optymalizacji procesow biosyntezy z udzialem drobnoustrojéw. Dzieki

takiemu postgpowaniu udato si¢ doktorantce zrealizowaé bardzo wiele postawionych sobie

zadan, ktére obejmowaly:

a)

b)

c)
d)

g)

h)

)

okreslenie wplywu zrédta wegla, azotu oraz induktora naringinazy w procesie
biosyntezy,

oceng wptywu temperatury hodowli na kornicows aktywno$é enzymu,

otrzymanie preparatu i optymalizacja sktadu podtoza hodowlanego,

wyprodukowanie magnetycznych no$nikéw polisacharydowych i adsorpcja na nich
naringinazy,

proby zwigkszenia stabilnosci wigzania enzymu z nosnikiem za pomoca aldehydu
dekstranowego,

okreslenie optymalnej temperatury, pH i stabilnosci formy wolnej i zwigzanej enzymu
w zaleznosci od pH i temperatury,

okreslenie parametréw kinetycznych: maksymalnej szybko$ci reakcji oraz stalej
Michaelisa-Menten wolnej, unieruchomionej i stabilizowanej narginazy oraz
podjednostek: o-L-ramnozydazy i B-D-glukozydazy, energii aktywacji i okresu
poltrwania, a takze energii aktywacji procesu dezaktywacji wszystkich form enzymu,
wybdr temperatury cigglego procesu hydrolizy naringiny przez stabilizowana
naringinaz¢ w oparciu o potencjalng produktywno$é enzymu z uwzglednieniem
wymagan technologicznych pracy z sokami,

badanie stabilno$ci operacyjne;j takiej formy preparatu,

i jako podsumowanie — zastosowanie stabilizowanej naringinazy do hydrolizy

naringiny w $wiezym i modelowym soku grejpfrutowym.

Tak szeroko zaplanowane i przeprowadzone badania, nie tylko przyniosty wiele

informacji o enzymie i zmianach parametréw w czasie unieruchamiania, ale pozwolity

uzyskac¢ stabilny preparat o przesunietej z 60 do 65°C optymalnej temperaturze dziatania

oraz zwigkszonej stabilnosci przy zmianach pH. Wybrany no$nik cechowat sie atwa

mozliwodcia usuniecia ze $rodowiska reakcyjnego. Uzyskano wiec, w tak precyzyjnie

zaplanowanych badaniach sukces, ktéry stworzyl z jednej strony pole do dalszych badan



w skali wielkolaboratoryjnej, a w dalszej perspektywie mozliwo$é zastosowan

komercyjnych.

Ocena formalnej strony pracy

Praca doktorska pani mgr inz. Joanny Bodakowskiej-Boczniewicz liczy 160 stron, z
czego na wstep 1 przeglad literatury przypada 33 strony, cel pracy i czes¢ metodyczna
obejmuje 23 strony, cze$¢ nazwana ,,Wyniki badaf i ich oméwienie” liczy 43 strony, a
oddzielnie w rozdziale ,,Dyskusja” autorka przeprowadzita rozbudowang (25 stron) dyskusje
swoich wynikéw z rezultatami innych badaczy. Wyniki przedstawiono w 19 tabelach i na 24
rysunkach. Zazwyczaj autorzy prac doktorskich jednoczesnie omawiaja wyniki i je dyskutuja,
ale wydaje mi sig, ze w przypadku tak rozbudowanej i wielowatkowej pracy zabieg
rozdzielenia tych rozdzialéw dobrze wplyngt na komunikatywno$é tekstu i utatwit
czytelnikowi podazanie za dyskusjg wynikow poszezegélnych etapéw pracy, zreszta bardzo
szczegdlowo pordwnywanymi z wynikami przedstawionymi w publikacjach. Autorka bardzo
starannie dobrala 231 pozycji literaturowych, cho¢ nie ustrzegta sie drobnych btedow, ktére z
obowiazku skrupulatnego recenzenta przytaczam (poz.14 Przemyst Chemiczny, poz.120
Journal of Food Science, poz.131 Bioresource Technology, poz.167 jaka National
Academy..., poz.191 Biotechnology Letters). Na koncu pracy umieszczono rdéwniez
przydatny wykaz tabeli i rysunkéw, oraz streszczenia napisane w jezyku polskim i
angielskim. Uklad pracy jest logiczny i przejrzysty, odpowiedni dla prac o charakterze
empirycznym.

Zaletg pracy jest bardzo dobrze i ciekawie napisana cze$é literaturowa, w ktorej
autorka zawarla wszystkie przydatne dla prowadzenia pracy informacje, bardzo szczegdlowo
cytujac wyniki poszczegolnych badaczy, ktérzy zajmowali sie zblizonymi do zaplanowanych
W pracy zagadnieniami. Mam wraZenie, ze material ten sklada si¢ na doskonala prace
przegladows i proszg o przemyslenie czy nie warto napisaé takiej pracy przegladowej do
czasopisma z wysokim IF,

Czgs¢ literaturowa bez watpliwodci wskazuje na dobrg znajomo$é przez doktorantke literatury
i umiej¢tnos$¢ korzystania z tych informacji w trakcie dyskusji wynikow wlasnych badan.
Czg$¢ metodyczna pracy jest zwarta i informatywna. Chcialem zapyta¢ na jakiej podstawie
autorka wybrata temperature 50°C dla oceny aktywnosci naringinazy (p.3.2.2) i czy uwaza, ze
to byla stuszna decyzja. Zwracam tez uwage, ze uzywany w pracy chromatograf HPLC to
Perkin Elmer (str. 49). Moim zdaniem, szkoda tez, ze nie podani zostali producenci i miejsca

produkcji wielu stosowanych urzadzen. Na tej samej stronie (49) nie scharakteryzowano tez
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wystarczajgco stosowanej albuminy wotowej. Recenzent nie ma wiekszych zastrzezen do tej
czesei, chociaz bardzo uwaznie trzeba sledzi¢ jakie temperatury hodowli i inkubaciji
otrzymanego enzymu stosowano w poszczegolnych etapach pracy. Niezrozumiate jest ostanie
zdanie tej czesci pracy na str. 62.

W ocenie formalnej czgsci pracy musze zwroci¢ uwage na to, ze w czesci opisujacej wyniki
nie zostala opisana rzedna i odcigta prezentowanych chromatograméw, nie jestem tez
przekonany o wiasciwym doborze planu eksperymentu (tabela 11, najlepsze wyniki dla
wariantu 32). Dos¢ zaskakujaco w tabelach 26 i 27 zastosowano stopnie Kelvina, podczas gdy
w calej pracy postugiwano sie stopniami Celsjusza (prosze to wyjasnié). Na ostanim rysunku
(nr 30) chochlik edytorski pojawit si¢ w opisie rzednej. Sg to drobne uwagi, ktére nie
wplywajg na generalnie wysoka ocene jakosci tej czesci pracy.

Jak juz wyzej wspominatem przeprowadzona w oddzielnym rozdziale dyskusja jest dzieki
temu fatwa w zrozumieniu i interpretacji, a zarazem bardzo obfita w informacje i
szczegotowa. Autorka w sposob bardzo uczciwy nie pomija badaf, ktére w niektérych
clementach (ale nielicznych), prezentujg lepsze wyniki niz jej whasne doswiadczenia. Kilka
drobnych niezrgcznosci jezykowych nie wptywa na bardzo pozytywny odbidr tej czedei.

Do wnioskow cheiatbym sig odnie$¢ w czesci nastepnej poswicconej ocenie merytoryczne;

pracy.

Ocena merytoryczna pracy

Jak juz napisalem, czeé¢ literaturowa jest bardzo mocng strong pracy. Przeglad
literatury daje odczucie bardzo dobrej znajomosci literatury dotyczacej zagadnien
poruszanych w pracy i stanowi dobrg podstawe do sformulowania celéw i nastepnie do
bardzo dogtebnej dyskusji wynikow pracy.

Metody dobrano wilasciwie, a sposob realizacji zadafh optymalizacyjnych jest zakrojony
szeroko. Liczba stosowanych wspotezynnikéw opisujacych uzyskane formy enzymu wiecej
niz wystarczajgca. Wiele z zastosowanych metod analitycznych to metody nowoczesne.
Zastosowano rowniez nowoczesne narzedzia matematyczne dla proceséw optymalizacyjnych
1 dobrze je wykorzystano.

W rozdziale ,,Wyniki badan i ich oméwienie” autorka w sposéb jasny i logiczny
omawia wyniki badan, a przygotowane tabele i rysunki daja przekonujaca podstawe do ich
przyjecia. Rozdzial ten jest bardzo dobrze przygotowanym rozdzialem i mimo dosé
rozbudowanego planu badan nie daje sie zagubié recenzentowi w trakcie $ledzenia wynikow

poszczegdlnych etapow postepowania.



Mimo, ze autorka z duza skromno$cig ustosunkowuje sie do sukceséw uzyskanych w
realizacji swojej pracy to nalezy podkresli¢ pare elementéw nowosci naukowej, takich jak
zastosowanie albedo owocdw cytrusowych jako skladnika podtoza hodowlanego w produkcji
naringinazy z uzyciem Aspergillus niger, przeprowadzenie optymalizacji procesu
unieruchomienia naringinazy na aktywnych polisacharydowych nosnikach, ocena aktywnosci
podjednostek narnginazy w zaleznosci od pH $rodowiska, czy wplywu inkubacji w
roztworach o zréznicowanym pH, na aktywno$¢ immobilizowanej naringinazy. W ramach
niniejszej pracy wykazano tez, ze podjednostki naringinazy: o-L-ramnozydaza i B-D-
glukozydaza wykazywaly maksymalng aktywno$¢ w tej samej temperaturze (60°C), a w
wyniku unieruchomienia wartos¢ ta dla obu enzyméw podniosta sie do 65°C. W kontekscie
ewentualnych  zastosowan —przemystowych sukcesem byta stabilizacja aldehydem
dekstranowym preparatu naringinazy, powodujgca lepsza stabilnos¢ termiczng niz
wykazywaly inne formy. Bardzo wazna z punktu widzenia naukowego i dalszych prac w
wigkszej skali, jest przeprowadzona petna charakterystyka enzymu i obliczenie parametrow
kinetycznych enzymu, jego preparatow i podjednostek. Nowg informacja jest wykazanie
wyzszej wartosci maksymalnej szybkosci dla a-L-ramnozydazy niz B-D-glukozydazy co
wskazuje, ze B-D-glukozydaza jest gléwnym czynnikiem hamujacym szybkos¢ hydrolizy
naringiny przez naringinaze.
Niezaprzeczalnym sukcesem pracy jest to, ze unieruchomiona przez doktorantke naringinaza
wykazuje lepsza stabilno$¢ 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, koniecznosé ochrony
termolabilnych zwigzkéw bioaktywnych).
W pracy sformulowano 12 wnioskéw, z ktorych moim zdaniem wniosek nr 1 nie znajduje
bezposredniego potwierdzenia w badaniach tej pracy (substancije stymulujgce). Nie jest
precyzyjne sformutowanie we wniosku nr 7, ze usieciowane unieruchomionej naringinazy
podnosi jej stabilno$¢ w zaleznosci od pH i temperatury $rodowiska. Prosze o ustosunkowanie
si¢ do mojej uwagi. Wniosek nr 10 jest raczej stwierdzeniem niz udowodnionym wnioskiem.
Podsumowujac, recenzowana praca ma charakter bardzo kompleksowej pracy
wykonanej w skali laboratoryjnej. Daje nie tylko zaawansowany technicznie preparat o duzej
stabilnosci i mozliwosci szybkiego i fatwego usuniecia ze $rodowiska reakcyjnego, ale
przynosi wiele nowych danych o charakterze badan podstawowych.
Precyzyjnie nakreslony plan zostat w petni i z sukcesem zrealizowany, a otrzymany preparat

ma duze perspektywy aplikacyjne. Dlatego po przemysleniu zalet i wad (glownie drobne
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niedociagnigeia edycyjne) zdecydowatem zwréci¢ sie do Rady Wydziatu Inzynieryjno-

Ekonomicznego z wnioskiem o wyréznienie niniejszej pracy.

Whiosek koncowy

W mojej opinii przedstawiona do recenzji praca prezentuje bardzo dobry poziom
naukowy. Charakteryzuje si¢ wlasciwie zaplanowanym i przeprowadzonym postepowaniem
naukowym, ktére znajduje finat w uzyskaniu preparatu o bardzo wysokich mozliwosciach
zastosowan przemystowych. W pracy zamieszczono bogaty i dobrze przedstawiony material
faktograficzny. Wyniki badan nosza znamiona oryginalnoci i nowosci naukowej. Odnosi sie
to szczegolnie do przeprowadzonych prac optymalizacyjnych i badan nad wpltywem cech
srodowiska reakcyjnego na aktywno$¢ i stabilnos¢ réznych form naringinazy. O
mozliwosciach komercjalizacyjnych koficowej formy preparatu jednoznacznie przekonuja
koncowe badania nad zastosowaniem dla modyfikacji soku grejpfrutowego i jego cechy
praktyczne.
Moge wige stwierdzi¢ jednoznacznie, Ze przedstawiona do oceny praca pani mgr inz. Joanny
Bodakowskiej-Boczniewicz odpowiada wymaganiom ustawowym stawianym rozprawom na
stopienr doktorski i prosze¢ Wysoka Rade Wydziatu Inzynieryjno-Ekonomicznego o jej

dopuszczenie do publicznej obrony.

Poznan, 29.07.2019
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