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rozprawy doktorskiej mgr inz. Ilony TRAWCZYNSKIE] pt. "Badanie i modelowanie
procesu permeabilizacji komérek drozdzy piekarskich wybranymi alkoholami”
wykonanej pod kierunkiem prof. Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego
w Bydgoszczy dr hab. inz. Marka WOICIKA.

PRZEDMIOT, CEL I ZAKRES ROZPRAWY

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Ilony TRAWCZYNSKIE]
zawiera tacznie 175 stron maszynopisu, w tym: 31 rysunkdéw, 55 tabel (19 z nich
zamieszczono w Zatacznikach 1 i 2 na korcu rozprawy) oraz 279 pozycji literatury
specjalistycznej.

Procesy biotransformacji sa obecnie szeroko stosowane w technologiach
przemystowych z uzyciem enzyméw. W przypadku enzyméw wewnatrzkomorkowych,
jako biokatalizatory, mogg by¢ uzyte cate komérki. Ze wzgledu na niska cene i duzg
zawartos¢ réznych enzyméw, w tym katalazy, w bioprocesach stosuje sie czesto
komorki drozdzy piekarskich. Aktywno$¢ takich biokatalizatoréw jest ograniczona
szybkoscia dyfuzji substratéw i produktéw bioreakcji przez $ciane komoérkowg i btony
komérkowe. Zabiegi podwyzszajace przepuszczalnogé sciany komérkowej i membran
komérkowych dla substratéw i produktéw, przy jednoczesnym zachowaniu aktywnosci
enzymatycznej i struktury komérek, nazywane sg procesem permeabilizacji. Mozliwog¢
wielokrotnego uzycia permaebilizowanych komérek drozdzy pozwala na ich efektywne
stosowanie w procesach biotransformacji.

Efektywnos¢ permaebilizacji oceniana jest przez pomiar aktywnosci wewnatrz-
komoérkowej katalazy. Enzym ten jest czesto stosowany w przemystowych procesach
biotransformacji, dzieki swojej zdolnoéci do rozktadu nadtlenku wodoru do wody
i czasteczkowego tlenu. Unika sie wdéwczas usuwania pozostatosci nadtlenku wodoru
za pomocg wodosiarczynu sodu, ktéry powoduje uszkodzenie osadu czynnego,
stosowanego w oczyszczaniu Sciekdw.

Przedmiot rozprawy stanowig studia literaturowe, badania doswiadczalne oraz
modelowanie procesu permeabilizacji komérek drozdzy piekarskich wybranymi

alkoholami. Ma on duze znaczenie zar6wno naukowe jak i aplikacyjne.



Celem naukowym niniejszej rozprawy byto poszerzenie wiedzy dotyczacej procesu
permeabilizacji drozdzy piekarskich przy uzyciu wybranych alkoholi: etanolu, 1-
propanolu i 2-propanolu. Jednoczesnie, nalezato zbada¢ wpltyw temperatury procesu,
stezenia roztworu alkoholi oraz czasu trwania procesu na aktywno$é
wewnatrzkomoérkowej katalazy, w oparciu o nowoczesng technike planowania
eksperymentu oraz przeprowadzenie modelowania matematycznego z zastosowaniem
metod statystycznych.

Zakres rozprawy obejmuje czes¢ teoretyczng i doswiadczalng. W czedci
teoretycznej, sktadajacej sie z czterech rozdziatéw, Doktorantka przedstawita:

- najwazniejsze informacje dotyczace budowy, wiasciwosci i funkcji $ciany komérkowej
i bton komérkowych drozdzy w procesach transportu masy,

- przeglad réznych metod prameabilizacji $ciany i bton komérkowych, zwlaszcza przy
uzyciu detergentéw i rozpuszczalnikéw organicznych,

- strukture, wiasciwosci, funkcje katalazy oraz przeglad metod oznaczania aktywnosci
katalazy,

- oméwienie metody powierzchni odpowiedzi RSM (ang. Response Surface Methodo-
logy), ktéra zastosowata w modelowaniu badanego procesu z uzyciem techniki
planowania eksperymentu.

W czesci dosdwiadczalnej Autorka przedstawita sposéb wykonywania pomiaréw

z zastosowaniem wybranego dwupoziomowego planu kompozycyjnego oraz uzyte

materiaty. Drozdze piekarskie (Saccharomyces cerevisiae) wyprodukowane byly przez

firme Lasaffre Biocorporation S.A. w Wolczynie i permeabilizowane etanolem, 1-

propanolem oraz 2-propanolem. Nastepnie Autorka przeprowadzita modelowanie

matematyczne procesu permeabilizacji drozdzy piekarskich, kolejno etanolem, 1-

propanolem i 2-propanolem stosujac metode RSM dla wielomianu drugiego rzedu.

Przeprowadzita weryfikacje adekwatnodci wyznaczonych modeli w oparciu wartosci

wspdiczynnika determinacji R?, analize wariancji i test istotnodci F (Fishera-

Snedocora), poréwnata skuteczno$¢ wybranych alkoholi w procesie permeabilizacji

wyznaczajqc warunki procesu (stezenie alkoholu, temperatura procesu oraz czas

trwania) umozliwiajgce otrzymanie optymalnych wartosci aktywnodci wewnatrz-
komérkowej katalazy. Wykonata tez symulacje komputerowe skutecznodci procesu
permeabilizacji (aktywno$¢ katalazy A;) w zalezno$ci od dwéch zmiennych
niezaleznych przy ustalonej wartosci trzeciej zmiennej, czyli zaleznoéci: A=f(stezenie
alkoholu,%, czas trwania procesu, min, przy T=const., °C); A=f(T, °C, czas trwania

procesu, min, przy ustalonym stezeniu alkoholu, %) oraz A=f(stezenie alkoholu,%, T

°C, przy ustalonym czasie trwania procesu, min). Doktorantka przedstawita tez wyniki

badan stabilnosci pemeabilizowanych komérek drozdzy.
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OCENA ROZPRAWY

Wybér tematyki pracy jest uzasadniony. Rozprawa doktorska mgr inz. Iiony
TRAWCZYNSKIEJ przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy w zakresie zastosowania
enzyméw w praktyce przemystowej. Wykonanie tej pracy wymagato zdobycia szerokiej
wiedzy z dziedziny inzynierii procesowej, biotechnologii, metod analitycznych
w praktyce eksperymentalnej, metodologii planowania eksperymentu oraz
modelowania matematycznego. Zaréwno czesé¢ teoretyczna rozprawy jak i czescé
doswiadczalna zostata napisana jasno i zwieZle odzwierciedlajac przedmiot, cel i zakres
rozprawy.

Autorka wyznaczata aktywnos¢ katalazy metoda tlenowa, mierzac szybkosé
wydzielania tlenu w czasie rozkltadu nadtlenku wodoru (30%) w obecnosci buforu
fosforanowego (pH 7). Aktywno$¢ katalazy okreélana byta w jednostkach aktywnosci,
definiowanych jako ilo$¢ katalazy zawarta w 1 g wilgotnych drozdzy, ktéra katalizuje
przemiang 1 mikro-mola nadtlenku wodoru w czasie 1 minuty.

Autorka wykazata, Ze przeprowadzone pomiary i modelowanie potwierdzity
skutecznos¢ wybranych alkoholi, jako czynnikéw zwigkszajacych przepuszczalnosé
Sciany i bton komérkowych drozdzy piekarskich dla reagentéw reakcji, katalizowanej
przez ich wewnatrzkomérkowy enzym, katalaze.

Doktorantka przeprowadzita pomiary w punktach wyznaczonych przy
zastosowaniu dwupoziomowego planu kompozycyjnego. Umozliwito to sformutowanie
modeli matematycznych drugiego rzedu przedstawiajacych zalezno$é wartosci
aktywnosci katalazy od stezenia roztworu wodnego alkoholi, temperatury procesu
i czasu jego trwania, przy minimalnej ilosci punktéw pomiarowych, uwzgledniajacych
takze interakcje zmiennych wejéciowych.

Doktorantka wykazata w pracy, ze najlepszym alkoholem permeabilizujagcym by#
2-propanol. Najwyzsza wartos¢ aktywnosci katalazy wewnatrzkomérkowej drozdzy
piekarskich (A,x=6310 U/g), permeabilizowanych 2-propanolem (stezenie 55%,
temperatura 15 °C, czas trwania procesu 40 min.), byfa 60-krotnie wieksza od
aktywnosci drozdzy niepermeabilizowanych. Dla procesu permeabilizacji etanolem i 1-
propanolem, Autorka uzyskata odpowiednio 47-krotny i 40-krotny wzrost aktywnosci
katalazy w stosunku do aktywnosci katalazy drozdzy piekarskich nie-
permeabilizowanych,

Doktorantka spodziewa sie, ze permeabilizowane alkoholami drozdze piekarskie
mogq by¢ zastosowane w przemysle, poniewaz charakteryzuja sie wysokg aktywnosciq
metaboliczng i dobrg stabilnoscig podczas przechowywania.

Metodyka i technika przeprowadzonych analiz teoretycznych, wykonanie
niezbednych pomiaréw w oparciu o dwupoziomowy, kompozycyjny plan

eksperymentu, wyznaczenie warunkdw procesu odpowiadajacych wartoéciom



optymalnych aktywnosci katalazy oraz prezentacja wynikéw w tabelach i na rysunkach
$wiadczg o dobrym przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia trudnych badan.
Przedstawione opracowanie i dyskusja wynikéw badan swiadczg takze o umiejetnosci
wyciggania poprawnych wnioskow uogoélniajgcych.

Niewielkie btedy korektorskie zauwazone w pracy, zaznaczone otéwkiem w tekdcie
rozprawy, nie zostang przytoczone.

Nalezy podkresli¢ jasnos¢ i przejrzystos¢ przedstawienia zarédwno analizy
teoretycznej, badan doswiadczalnych, przeprowadzonego modelowania jak i wnioskéw
z tych badan.

UWAGI KRYTYCZNE

Po przestudiowaniu opiniowanej rozprawy nalezy stwierdzié, ze jej czes¢
literaturowa jak i eksperymentalna sa poprawne pod wzgledem merytorycznym, a
wktad pracy Doktorantki w badaniach podstawowych, modelowaniu i opracowaniu
wynikéw jest bardzo duzy. Nasuwa sie jednak kilka uwag krytycznych, ktére
wyszczegdlniono ponizej.

Doktorantka mogta podac (obliczy¢) wartosci liczbowe 95% przedziatébw ufnosci
dla wyznaczonych wspétczynnikéw wystepujacych w petnym modelu 2-go rzedu przy
wejsciowych zmiennych niezaleznych (wielomian zawierajacy wyraz wolny, state przy
trzech zmiennych niezaleznych, state przy trzech zmiennych niezaleznych
podniesionych do drugiej potegi oraz przy zmiennych interakcyjnych). Prawdziwa
wartos¢ wspotczynnika zawierataby sie w przedziale: warto$é oczekiwana (wyznaczona
z rownania regresji) +/-warto$é liczbowa 95% przedziatu ufnodci (obliczona
statystycznie z analizy zmiennych resztowych).

W metodach tych przeprowadzajac analize zmiennych resztowych (wykres
rozktadu zmiennych resztowych, dla wszystkich punktéw pomiarowych) mozna
wyznaczy¢ odchylenia standardowe poszczegdélnych punktéw dos$wiadczalnych
wzgledem réwnania modelu, a tym samym wyznaczyé $redni blad wzgledny

identyfikacji &6 (wyrazony w %; N - liczba punktéw dodwiadczalnych, Yexp - Wartosc

zmierzonej zmiennej zaleznej, y, - wartos¢ obliczonej zmiennej zaleznej z réwnania

rgresji), na przyktad:

N (v =5
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bedacy srednig miara doktadnosci aproksymacji (analiza regresji).



Podane wartosci wspotczynnikéw determinacji R? nie sq najlepsza metodg
okreslania jakosci dopasowania, zwlaszcza przy poréwnywaniu jakosci dopasowania
pomiedzy réznymi modelami (ukfadami).

Na rysunkach 3D, obrazujacych powierzchnie odpowiedzi dla aktywnosci katalazy
wewnatrzkomorkowej drozdzy, permeabilizowanych roznymi alkoholami: rysunki 8-1,
8-2, 8-3, 10-1, 11-1, oraz 13-2 Doktorantka nie podata wartosci trzeciego parametru.
Przyktadowo, na rysunku 8-1a nie podano czasu trwania procesu, na rysunku 8-1b nie
podano stezenia alkoholu oraz na rysunku 8-1c nie podano temperatury procesu.
Takze podpisy pod tymi rysunkami powinny raczej zaczynal sie "Powierzchnie
odpowiedzi dla.., a nie "Wykresy powierzchni odpowiedzi dla.., gdyz nazwa:
przyktadowo Rysunek 8-3, jednoznacznie okresla, ze jest to wykres (pojecie
zargonowe),

Na stronie 109 Doktorantka napisata: ... steZenie alkoholu i temperatury procesu
wzrasta do pewnej wartosci krytycznej ... Jest to btad, poniewaz stezenie alkoholu
i temperatura procesu sa zmiennymi niezaleznymi. Ich wartosci byty zmiennymi
niezaleznymi wejsciowymi i byly ustalone w wyniku zastosowania dwupoziomowego
kompozycyjnego planu eksperymentu.

Nagtowki tabel i nagtéwki jednej z kolumn wystepujace w tabelach 8-3 -8-5, 10-2,
11-2 i 11-2 sy nastepujace: ,Estymowane wspotczynniki modelu matematycznego”.
Powinny one by¢ nastepujace: ,Wartosci estymowanych (lub aproksymowanych)
wspotczynnikéw”.

Inne, mniej wazne, nieliczne niedociagniecia i drobne niekonsekwencje
wystgpujace w pracy zostaty tutaj pominiete.

W rozprawie brakuje streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim.

Doktorantka zastosowata w rozprawie cytowanie literatury niewystepujgce
w czasopismach naukowych. Jezeli spis cytowanej literatury utozony jest alfabetycznie
wedtug nazwisk autoréw (tak jest tutaj) to cytowanie w tekscie powinno zawierad
nazwisko/nazwiska autoréw i rok publikacji. Nastapito tutaj pomieszanie dwédch
systemoéw cytowania literatury. Zastosowano cytowanie cyfrowe, wowczas spis
Cytowanej literatury powinien by¢ utozony wedtug kolejnosci cytowania.

Powyzsze uwagi krytyczne nie obnizajg wysokiej merytorycznej wartosci pracy,
chociaz ich uwzglednienie podniostoby komunikatywnoé¢ oraz wartosci poznawcze
rozprawy.

WNIOSEK KONCOWY

Doktorantka wykazata w swojej pracy dobrg i wszechstronng wiedze z zakresu
analizy teoretycznej, modelowania i weryfikacji doswiadczalnej procesu permaebilizacji

komérek drozdzy piekarskich wybranymi alkoholami. Tym samym potwierdzita



dojrzatos¢ do formutowania problemdéw naukowych, umiejetno$é ich rozwigzywania,
interpretacji uzyskanych wynikéw i wyciagania poprawnych wnioskow.

W mojej opinii, rozprawa przygotowana przez mgr inz. Ilone TRAWCZYI\'ISK/-\ pt.
"Badanie i modelowanie procesu permeabilizacji komérek drozdzy
piekarskich wybranymi alkoholami” odpowiada w petni wymaganiom stawianym
pracom doktorskim.

Wobec tego prosze uprzejmie Rade Wydziatu Technologii i Inzynierii Chemicznej
Zachodnio-pomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie jej do publicznej obrony.
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