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Prace zwigzane z unieruchamianiem enzyméw, charakterystyka uzyskanych ukladéw oraz ich
zastosowaniem procesowym s3 przedmiotem badan wielu renomowanych osrodkow
naukowych czego potwierdzeniem sg liczne prace naukowe. Kataliza enzymatyczna obejmuje
procesy, w ktorych jako katalizatory wykorzystuje sie enzymy przyspieszajace reakcje poprzez
obnizenie energii aktywacji. Niestety wada tej grupy katalizatoréw jest ich niska stabilnogé
w warunkach procesu i brak mozliwosci wielokrotnego wykorzystania. Rozwigzaniem tego
problemu moze by¢ proces immobilizacji enzyméw na powierzchni lub we wnetrzu no$nikow.
Wyzwaniem jest immobilizacja wigcej niz jednego enzymu gdyz wymaga to odpowiedniego
doboru warunkow immobilizacji oraz ilosci poszczegélnych enzymow, a nastepnie odpowiedni
dob6r warunkéw catego procesu. Uklady wieloenzymatyczne, w ktorych dwa lub wiecej
enzymy pracuja jednoczesnie, a produkty reakcji sa substratami kolejnej przemiany, cieszg sie
duzym zainteresowaniem. Pozwalaja one na otrzymanie produktu finalnego bez potrzeby
izolacji produktéw posrednich.

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy doboru warunkow immobilizacji, a nastepnie

wykorzystania immobilizowanych enzyméw w procesie otrzymywania mleka bezlaktozowego.



Tematyka ta jest niezwykle aktualna i istotna zwlaszeza z punktu widzenia konsumentow
borykajacych si¢ z nietolerancjg laktozy. Celem prezentowanej rozprawy doktorskiej byto
zaprojektowanie i przeprowadzenie procesu wieloenzymatycznego z wykorzystaniem
p-galaktozydazy, oksydazy glukozowej i katalazy. Opracowany proces dotyczy otrzymywania
mleka bezlaktozowego wykazujacego podwyzszong stodko$é wynikajaca z enzymatycznej
(z wykorzystaniem B-galaktozydazy) hydrolizy laktozy, ktérej oba produkty glukoza
1 galaktoza wykazuja wyzszy indeks stodko$ci w stosunku do samej laktozy. Opracowano
réwniez proces otrzymywania mleka bezlaktozowego o obnizonej stodkosci z przeznaczeniem
do produktdw o ..charakterze wytrawnym”. W tym procesie laktoze hydrolizowano do glukozy
(z wykorzystaniem [-galaktozydazy), ktérg nastgpnie przeksztalcano w kwas glukonowy
(z wykorzystaniem oksydazy glukozowej oraz katalazy) obnizajac stodkosé mleka
bezlaktozowego. Enzymy immobilizowano na nosnikach pochodzenia naturalnego: membrany
z regenerowanej celulozy lub z poliamidu, oraz we wnetrzu kapsulek alginianu sodu.
Wybierajac ten rodzaj nos$nikow Autorka kierowata si¢ wymogami stawianym przez przemyst
SPOZYWCZY.

Rozprawa sklada si¢ z picciu glownych rozdzialow: wstgpu teoretycznego, celu pracy,
prezentacji metod badawczych, oméwienia wynikoéw oraz podsumowania i wnioskow.
W ramach pierwszego rozdziatu Doktorantka omawia problem nietolerancji laktozy oraz
strategie usuwania laktozy z mleka poprzez czy to hydrolize kwasng, separacje membranowa
lub hydrolizg enzymatyczng. Szczegdlng uwage poswieca tej ostatniej metodzie uwazajac ja za
jedna z najlepszych metod eliminacji laktozy. Autorka zwraca rowniez uwage, ze
enzymatyczny rozklad laktozy powoduje zwigkszenie stodkosci mleka bezlaktozowego, co
w zaleznosci od jego pédzniejszego zastosowania moze by¢ efektem pozadanym lub wprost
przeciwnie. Zwigkszona stodkos¢ mleka bezlaktozowego jest korzysta dla jego zastosowan
we wszelkiego rodzaju deserach mlecznych, jednakze w produktach o charakterze wytrawnym
nalezy jej si¢ pozby¢. W takiej sytuacji mozna zastosowaé konwersje glukozy do kwasu
glukonowego z zastosowaniem oksydazy glukozowej. Jednoczesnie, jak zaznacza Autorka,
pojawia si¢ problem obnizenia pH medium reakcyjnego oraz powstania toksycznego dla
enzymow produktu ubocznego (H20:). Nastepnie Doktorantka przechodzi do omowienia
procesu immobilizacji, po krétce opisujge najwazniejsze metody immobilizacji i stosowane
nosniki. Wstep teoretyczny koficzy rozdzial poswigcony kaskadom wieloenzymatycznym,
pokazujacy ich istotne znaczenie w procesach biokonwersji. Rozwazania te oparte sg
o literature, Doktorantka cytuje 266 pozycji literaturowych z czego znaczaca wiekszosé jest

z ostatniej dekady, co Swiadezy o aktualnosci podjetego przez nig tematu.



Kolejne strony rozprawy (ok. 30 stron) poswiecone sg bardzo szezegélowemu opisowi metod
badawczych i pomiarowych. Gléwny rozdzial pracy liczacy ok. 70 stron stanowi prezentacja
otrzymanych wynikéw 1 ich oméwienie. Doktorantka czytelnie przedstawia, omawia
1interpretuje wyniki badan dzielgc je na kilka etapéw. W pierwszym etapie charakteryzuje
natywng B-galaktozydaze (preparat handlowy NOLA™ FIT 5500) okreslajac wplyw stezenia
substratu na aktywno$¢ enzymu, stale kinetyczne czy wplyw egzogennie dodawanych
produktow. Nastepnie podobna seria eksperymentéw wykonana zostata dla enkapsulowanej
w alginianie sodu B-galaktozydazy, wykazujac, ze immobilizacja pozwolita na obnizenie statej
inhibicji (w przypadku inhibicji galaktozg). Jednoczeénie Doktorantka nie zaobserwowala
znoszenia efektu inhibicji galaktoza poprzez dodatek glukozy do medium reakeyjnego, co byto
widoczne dla enzymu natywnego. Autorka okreélita réwniez stabilnogé procesows
otrzymanego heterogenicznego katalizatora oraz okreslita wplyw ograniczen dyfuzyjnych na
aktywnos¢ immobilizowanego enzymu. Kolejnym krokiem bylo kowalencyjne zwiazanie
P-galaktozydazy na powierzchni membrany z regenerowanej celulozy i membrany
poliamidowej. Niestety w tym przypadku obserwowata bardzo maty stopien zwigzania enzymu
z nosnikiem, co przetozylo si¢ na niska aktywno$¢ preparatu. Na kolejnych stronach tego
rozdziatu opisany jest proces otrzymywania mleka bezlaktozowego o zmniejszonej stodkosci
z wykorzystaniem oksydazy glukozowej i katalazy. Podobnie jak to miato miejsce w przypadku
B-galaktozydazy najpierw scharakteryzowano natywne enzymy okreglajagc optymalne warunki
pracy (pH, temperatura), po czym zastosowano je w konwersji glukozy do kwasu glukonowego
z rownoczesnym rozkladem nadtlenku wodoru. Dodatkowo Doktorantka zajeta sie problemem
regulacji pH w trakcie procesu stosujgc dodatek zasady sodowej lub weglanu wapnia oraz
opracowata efektywny system napowietrzania uktadu. Kowalencyjna immobilizacja oksydazy
glukozowej i katalazy na membranach wigzala si¢ z bardzo matg wydajnoscia wiazania biatka
i niskg aktywnoscig katalityczna. Zalezno$¢ ta obserwowano zaréwno w przypadku
rownoczesnej Jjak 1 dwuetapowej immobilizacji enzyméw. Znacznie lepsza metoda
immobilizacji okazala si¢ enkapsulacja enzyméw w alginiane sodu. Jednakze i w tym
przypadku pojawily si¢ problemy zwigzane z wymywaniem enzymow z sieci alginianu. Jako
rozwigzanie tego problemu Autorka zaproponowala sieciowanie miedzyczasteczkowe
w obecnoscei aldehydu glutarowego lub karbodiimidu. Kapsutki wzbogacone karbodiimidem
odznaczaly si¢ wyzszym stopniem retencji immobilizowanych enzymow, przy zachowaniu
zadowalajacej aktywnosci. Zabieg ten pozwolil rowniez na wielokrotne wykorzystanie
enkapsulowanych oksydazy glukozowej i katalazy (co najmniej 9 cykli reakcyjnych).

Doktorantka podjgla si¢ rowniez zadania regulacji pH z wykorzystaniem zasady sodowej



i weglanu wapnia oraz stwierdzila, ze celem efektywnej konwersji glukozy do kwasu
glukonowego konieczne jest napowietrzanie mieszaniny reakcyjnej. Zwienczeniem pracy byt
rozktad laktozy w probee rzeczywistej mleka krowiego z wykorzystaniem natywnej
B-galaktozydazy ora enkapsulowanych oksydazy glukozowej 1 katalazy.
Do najwazniejszych osiggnie¢ prezentowanej rozprawy doktorskiej zaliczam:
e Wskazanie efektywnej metody immobilizacji B-galaktozydazy, oksydazy glukozowej 1
katalazy.
e Okreslenie kluczowych parametrow majgcych wplyw na przebieg procesu
otrzymywania mleka bezlaktozowego o zwiekszonej lub zmniejszonej stodkosci
o Okredlenic ukladu reakcyjnego pozwalajacego na realizacj¢ niskotemperaturowe]

biokatalizy prowadzonej dla przemyslowych stezen substratu.

Doktorantka jest wspolautorka 8 publikacji z Listy Filadelfijskiej oraz 19 publikacji spoza tej

listy, brala réwniez udzial w licznych konferencjach naukowych.

7 wielkg przyjemnoscia i uwaga przeczytatam przestang mi do recenzji prace. W trakcie
lektury nasunely mi sie pewne uwagi, ktérymi cheiatabym podzieli¢ si¢ z Doktorantka

i poprosi¢ o krotki komentarz.

1. Str. 31. . Konwersja duzych substratéw wymusza stosowanie nosnikow utworzonych z
polimerow syntetycznych, zapewniajgcych bezposredni kontaki pomiedzy substratem a
enzymem, jak réwniez zwiekszong wyitrzymatosé mechaniczng w trakcie procesu. Z kolei
porowate nosniki biopolimerowe umozliwiajg katalize substratow o mniejszej masie
czgsteczkowej”

Czy moglaby to Pani szerzej wyjasnic i uzasadnic.

2. Str.36-38. Opisuje Pani strategie tworzenia uktadow wieloenzymatycznych. Czy mogtaby
Pani bardziej szczegdtowo wyjasnic réznice pomiedzy procesami in vitro a procesami typu
one-pot?

3. Czy okreslata Pani stabilno$¢ mechaniczna otrzymanych kapsulek z alginianu sodu?

4. Str. 84. ,Interakcje zaobserwowane pomiedzy galaktozq a natywng [p-galaktozydazq
NOLA odpowiadajg przebiegowi inhibicji kompetycyjnej”

Jakie interakcje ma Pani na mysli? Jakie przestanki wskazuja, ze mamy tutaj do czynienia

z inhibicjg kompetencyjng?



5. Str. 87. Wrykres 12. Pokazuje Pani mozliwo$¢ ponownego wykorzystania
enkapsulowanego preparatu NOLA, wyraznie wida¢ spadek aktywnosci preparatu
w kolejnych cyklach reakcyjnych. Czy rozwazata Pani, w przypadku tego enzymu
mozliwos¢ sieciowania miedzyczasteczkowego, tak jak miato to miejsce dla oksydazy
glukozowej 1 katalazy?

6. Str. 89. Pisze Pani, ze do okre§lenia ograniczen dyfuzyjnych w procesach
z wykorzystaniem enkapsulowanego preparatu NOLA wykorzystano modut Thielego.
Jednakze w pracy nie znalazlam wyznaczonej wartosci tego modutu. Czy mogtaby to Pani
wyjasni¢?

7. Str. 89. Wykres 14. Dlaczego poréwnujac natywny i enkapsulowany preparat NOLA
zastosowano inne stezenia enzymow (enkapsulowana NOLA 0,8 g/L, natywna NOLA 1,32
g/L)?

8. Str.87. Wykres 12.; Str.99. Wykres 23; Str.107. Wykres 24. Opis 0si OY :”Poczatkowa
szybkos¢ reakeji [%]7.

Szybkos¢ reakcji nie moze by¢ wyrazona w procentach. Wydaje mi sie, ze chodzi tu
o wzgledna poczatkowa szybkos¢ reake;ji.
9. Str. 108. Do regulacji pH mieszaniny reakcyjnej wykorzystano NaOH i CaCOs. Czy

zwiazki te sg dopuszczalne w przesle spozywezym?

Powyzsze uwagi nie umniejszajg wartosci dysertacji, dlatego konkludujac, uwazam, zZe
przedstawiona mi do recenzji praca spelnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia
20 lipca 2020 prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020, poz. 85) i niniejszym
wystepuje z wnioskiem do Rady Dyscypliny Inzynieria Chemiczna Politechniki Wroctawskiej
0 dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Czyzewskiej do dalszych etapdéw przewodu

doktorskiego.
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