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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr inz. llony Trawczynskiej ,,Badanie i modelowanie procesu

permeabilizacji komoérek drozdzy piekarskich wybranymi alkoholami” wykonanej pod

kierunkiem dr. hab. inz. Marka Wéjcika, prof. UTP

Recenzjg wykonano na zlecenie Dziekana Wydziatu Technologii i Inzynierii Chemiczne;j,
zgodnie z Uchwala Rady Woydzialu Technologii i Inzynierii Chemicznej
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z dnia 13 stycznia
2015 roku, ktéra powotata mnie na recenzenta w przewodzie doktorskim mgr inz. llony

Trawczynskiej.

1. Wstep
Drozdze piekarskie zawierajg wiele enzymoéw, w tym katalaze. Katalaza posiada zdolnosé
rozktadu nadtlenku wodoru, ktéry jest silnym utleniaczem wykorzystywanym w wielu
procesach technologicznych. Poprodukcyjne pozostatosci nadtlenku sg czesto usuwane
za pomocy wodorosiarczynu sodu, ktérego nadmiar powoduje uszkodzenie osadu
czynnego wykorzystywanego w kolejnych etapach oczyszczaniu $ciekéw. Zastosowanie
katalazy do usuwania pozostatosci nadtlenku wodoru pozwala wyeliminowaé ten
problem.

Aktywno$¢ wewnatrzkomérkowej katalazy drozdzy ograniczona jest oporami éciany
komérkowej i membran komérkowych dia ruchu przez nie substratéw i produktéw

bioreakcji. Zwiekszenie tej aktywnosci mozna uzyskaé poddajac droidie procesowi



permeabilizacji. Jest to zabieg prowadzony w celu zwiekszenia przepuszczalnoéci $ciany
komaorkowej i membran komérkowych dla substratéw i produktéw, przy zachowaniu
aktywnosci enzymatycznej i struktury enzymu.

Majac na uwadze rozwdj gospodarki przyjaznej srodowisku, w obliczu rosnacego
zuzycia nadtlenku wodoru w przemysle, stosowanie do jego rozktadu catych komérek
drozdiy o zwigkszonej aktywnosci katalazy jest obiecujaca alternatywa.

Przedmiot rozprawy, a mianowicie: permeabilizacja komérek drozdzy piekarskich
wybranymi alkoholami, jest wiec wazny, w aspekcie zaréwno poznawczym, jak i
uzytkowym.

2. Ogoélna charakterystyka rozprawy

Rozprawa napisana jest w uktadzie klasycznym. Liczy 171 stron i zostata podzielona na
14 rozdziatéw, przedstawionych w dwdch wyrézniajacych sie czesciach: teoretycznej (4
rozdziaty, 81 stron) i dodwiadczalnej (10 rozdziatéw, 76 stron). W rozprawie
zamieszczono 31 rysunkéw i 36 tabel. Dodatkowo, na koncu pracy, Doktorantka
zamiescita 2 tabele (14 stron). Bibliografia obejmuje 279 pozycji i zawiera zestawienie
publikacji w czasopismach naukowych, monografiach i na stronach internetowych.

Rozprawa napisana jest poprawnym jezykiem, a zauwazone btedy s3 nieliczne. Praca
zredagowana jest starannie i wydrukowana estetycznie. Na podkreélenie zastuguje
zilustrowanie wynikéw badarn dos$wiadczalnych kolorowymi rysunkami, ktére sa
wykonane starannie, a przez to sg czytelne.

3. Zakres rozprawy

W czesci teoretycznej, w pierwszym rozdziale Doktorantka podata istotne informacje
dotyczace funkcji sciany komdrkowej i membran komérkowych drozdzy w procesach
wymiany masy z pozywka.

W drugim rozdziale Autorka dokonata analizy réznych metod permeabilizacji, ze
szczegldlnym  uwzglednieniem permeabilizacji detergentami i rozpuszczalnikami
organicznymi. W trzecim rozdziale Doktorantka opisata strukture, funkcje i wtaéciwosci

katalazy oraz dokonata przegladu metod wyznaczania aktywnodci katalazy. Czeéé



teoretyczng konczy opis metody powierzchni odpowiedzi, ktéra Doktorantka
zastosowata do planowania dosdwiadczen.

Oceniajgc te czed¢ pracy, mozna uznaé, ze Doktorantka dokonata przegladu
aktualnego stanu wiedzy w sposéb kompetentny i wyczerpujacy. Na podkreslenie
zastuguje staranny wybdr najwazniejszych informacji z bardzo obszernej bibliografii
przedmiotu.

W czesci doswiadczalnej, Doktorantka opisata metodyke prowadzenia doswiadczen
oraz zastosowane materialy. Jako substancje permeabilizujgce stosowata etanol, 1-
propanol i 2-propanol. Drozdze piekarskie Saccharomyces cerevisiae wyprodukowane
byty przez Lasaffre Biocorporation S.A. w Wotczynie.

Aktywno$¢ katalazy Doktorantka wyznaczata metody tlenowa, tj. przez pomiar
szybkosci wydzielania tlenu podczas rozktadu nadtlenku wodoru (30%) w obecnoéci
buforu fosforanowego o pH 7. Doswiadczenia prowadzita dla katalazy zawartej w
komdrkach poddanych i niepoddanych permeabilizacji oraz dla katalazy wydzielonej 2
komérek w wyniku dezintegracji ultrad?wickowej. Aktywnoéé katalazy wyrazono w
jednostkach aktywnosci, zdefiniowanych jako iloéé katalazy zawarta w 1 g wilgotnych
drozdzy, ktdra katalizowata przemiane 1 .umola nadtlenku wodoru w czasie 1 minuty.

4. Merytoryczna ocena rozprawy

Zakres badan doswiadczalnych przeprowadzonych przez Doktorantke byt szeroki i
wszystkie cele postawione w rozprawie zostaty osiggniete. Doktorantka prowadzita
badania doswiadczalne i modelowanie matematyczne w my$l zasad metody powierzchni
odpowiedzi. Parametry znaczaco wplywajace na permeabilizacje testowane byly
jednoczednie w minimalnej liczbie préb, 2godnie z odpowiednio dobranym planem
doswiadczen. Dzieki temu, przy minimalnej liczbie doéwiadczen, Doktorantka
sformutowala modele matematyczne opisujgce zaleznoéé wartoéci aktywnosci katalazy
od stezenia roztworu alkoholu, temperatury i czasu.

Do wyznaczenia zakreséw pomiarowych dla badanych parametréw, Doktorantka
wykorzystata metode najwiekszego wzrostu, czynnikowe plany doswiadczer i modele

pierwszego rzedu. Wartosci aktywnosci katalazy, wyznaczone w doéwiadczeniach



przeprowadzonych w  punktach  wynikajacych 2z  dwupoziomowego planu
kompozycyjnego, Doktorantka opisata modelami drugiego rzedu, uwzgledniajacymi
interakcje parametrow.

Doktorantka wykazata, ze etanol, 1-propanol i 2-propanol sg skutecznymi czynnikami
zwigkszajgcymi przepuszczalnos¢ Sciany komdrkowej i membran komérkowych drozdizy
piekarskich Saccharomyces cerevisiae dla nadtlenku wodoru i tlenu. Najskuteczniejszym
czynnikiem permeabilizujacym byt 2-propanol. Najwieksza aktywno$é katalazy drozdizy
permeabilizowanych 2-propanolem byla 60-krotnie wieksza od aktywnosci katalazy
drozdzy niepermeabilizowanych. Dla drozdzy permeabilizowanych etanolem i 1-
propanolem, Doktorantka uzyskata réwniez kilkudziesieciokrotny (odpowiednio 47-
krotny i 40-krotny) wzrost aktywnosci katalazy w poréwnaniu z aktywnoécia katalazy
drozdzy niepermeabilizowanych.

Wyznaczone przez Doktorantke modele matematyczne, dla kaizdego alkoholu z
osobna, pozwalajg obliczy¢ wartosci stezenia alkoholu, temperatury i czasu, dla ktérych
aktywnos¢ katalazy wewnatrzkomérkowej drozd2y piekarskich Saccharomyces cerevisiae
jest najwieksza.

Doktorantka przewiduje, ze drozdze piekarskie permeabilizowane (stosowanymi)
alkoholami moga znalei¢ zastosowanie w przemyéle, dzieki ich duzej aktywnosci
metabolicznej i stabilnosci podczas przechowywania.

5. Uwagi

Na str. 89 w objasnieniach do réwnania (28) Doktorantka pisze ...10 — wspétczynnik
wynikajqcy z przeliczenia objetosci. Doktorantka nie podata jednak z jakich jednostek
objetosci na jakie.

Na rysunkach na str. 101, 102, 103, 108, 112 i 116 Doktorantka nie podata wartoéci
trzeciego parametru. Np. na rys. 8-1 dla a) nie podano czasu, dia b) nie podano stezenia i
dla c) nie podano temperatury.

Na str. 109 Doktorantka stwierdza ... steZenie alkoholu i temperatury procesu wzrasta
(podkr. recenzenta) do pewnej wartosci krytycznej ... Stezenie alkoholu i temperatura

byly zmiennymi niezaleznymi, a ich wartosci byly narzucone przez Doktorantke.



Lh

Na str. 116 Doktorantka pisze ...Wskazuja one na zaleznoé¢ paraboliczng pomiedzy
analizowanymi parametrami procesu. Miedzy parametrami procesu (stezeniem
alkoholu, temperaturg i czasem) nie bylo zaleznoéci, poniewaz ich wartoéci Doktorantka
dobrata na podstawie kompozycyjnych planéw doéwiadczen.

Na str. 122 Doktorantka stwierdza ... A otrzymana aktywnos¢ A, jest bardzo zblizona
(podkr. recenzenta) do catkowitej aktywnosci katalazy A. wyznaczonej na podstawie
procesu dezintegracji ultradzwigkowej komérek drozdzy. Doktorantka nie podata tu, jaka
czgS¢ (lub ile %) wartosci A. stanowita warto$é A,y

Na str. 123 Doktorantka podaje, ze dla drozdzy permeabilizowanych 2-propanolem
otrzymana przez Nig maksymalna wartos¢ aktywnoséci katalazy réwna 6310 U g’ byta
prawie dwukrotnie mniejsza od aktywnosci katalazy wyznaczonej przez Sekhara i wsp.
dla komérek drozdzy permeabilizowanych CTAB (bromek cetylotrimetyloamionowy). Z
drugiej strony, dla komdrek niepermeabilizowanych aktywno$¢ katalazy wyznaczona
przez Doktorantke wynosita 100 U g, a otrzymana przez Sekhara i wsp. byta réwna 4 U
g, czyli wartoéé otrzymana przez Doktorantke byta 25 razy wieksza. Prosze Doktorantke
o ustosunkowanie sie do tych wartosci w czasie publicznej obrony pracy.

Na str. 134 Doktorantka stwierdza ..zaobserwowano powolny spadek aktywnosci
enzymu w permeabilizowanych komdrkach (podczas przechowywania — przyp.
recenzenta) i niewielki jej wzrost (podk. recenzenta) w supernatantach. Aktywnos¢
metaboliczna przechowywanych enzyméw zmniejsza sie w czasie, a Doktorantka
zaobserwowata jej wzrost w czasie w supernatantach. Prosze Doktorantke o wyjasnienie
tej kwestii w czasie publicznej obrony.

Uwagi redakcyjne

Str. 99, wiersz 11 od dotu. Jest ... ,sandard error”, a powinno byé ,standard error”.

Na str. 99, wiersz 10 od dotu. Jest ... ,t-studenta”, a powinno by¢ , t-Studenta”.

W nagtéwkach tabel na str. 99, 110, 113 i 117 sugeruje zastgpi¢ stowo ,estymowany”
stowem ,,obliczony”.

Str. 128, wiersz 12 od gory. lest ...wyniki zebrano w tabeli 13-4. Powinno by¢ w tabeli
13-6.



Na str. 128 Doktorantka pisze ...Ze wzgledu na bardzo niska skutecznosé¢ 1-propanolu
w temperaturach powyzej 18,5°C, w tabeli 13-4 nie ujeto tego alkoholu. W celu
poréwnania wynikéw doswiadczalnych otrzymanych dla wszystkich (trzech) uzytych
alkoholi, wartoéci A" i n dla 1-propanolu powinny byé réwniez podane w tabeli 13-4,
niezaleznie od tego jakie duze one byty.

Powyzsze uwagi poczyniono z obowigzku recenzenta i nie pomniejszajg one wartosci
merytorycznej rozprawy.

6. Wniosek koncowy

Praca doktorska mgr inz. llony Trawczynskiej ma charakter nowatorski i zawiera
wartosciowe wyniki, ktére mogg byé wykorzystane w praktyce. Temat podjety przez
Doktorantke byt ambitny, wielowatkowy i wymagat od Niej znajomosci szerokiego
zakresu wiedzy 2 réznych dziedzin nauki.

Zaplanowanie i wykonanie doswiadczenn oraz forma przedstawienia i analizy
otrzymanych wynikéw swiadcza o duzej dojrzatosci naukowo-badawczej mgr. inz. llony
Trawczynskiej.

Biorac to pod uwage, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. llony Trawczynskiej
»Badanie i modelowanie procesu permeabilizacji komérek drozdzy piekarskich
wybranymi alkoholami” spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim, okreélone w
artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595, z
pdZniejszymi zmianami).

Dlatego wnioskuje do Rady Wydziatu Technologii i Inzynierii Chemicznej
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o dopuszczenie

mgr inZ. llony Trawczynskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




