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pt. Enzymatyczna alkoholiza katalizowana przez lipazy — modyfikacja niewodnego

srodowiska reakcji

Promotorem ocenianej pracy byt Pan prof. dr hab. inz. Tadeusz Antczak, a praca zostata
wykonana w Instytucie Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej, Wydziatu Biotechnologii

i Nauk o Zywnoéci Politechniki todzkiej.

Recenzje pracy przygotowano na podstawie pisma Pani Dziekan Wydziatu Biotechnologii
i Nauk o Zywnosci Politechniki tddzkiej, dr hab. inz. Anny Diowksz, prof. uczelni, z dnia
2.06.2023 roku. W pismie przedstawiono proshe o przygotowanie oceny pracy doktorskiej
Pana mgr. inz. Jakuba Szelgga w dziedzinie nauk relniczych, w dyscyplinie technologia zywnosci

i Zywienia, na podstawie Uchwaty nr 49/2023 Rady do Spraw Stopni Naukowych.

Wprowadzenie

W warunkach naturalnych enzymy katalizujg reakcje chemiczne zwykle w $rodowisku waody.
Z tego puwddu bufory, roztwory wodne, sg preferencyjnie wybierane jako media reakeyjne.
lednakie, aby sprosta¢ wymaganiom zastosowan przemystowych, ze wzgledu na mata
rozpuszczalnos¢ w wodzie wielu zwigzkdéw chemicznych o znaczeniu przemystowym,
stosowane sg media okredlane jako niekonwencjonalne, ktére w wielu zastosowaniach staly
sie juz rozwigzaniami standardowymi. Media reakecyjne niekonwencjonalne to miedzy innymi
rozpuszczalniki organiczne, rozpuszczalniki neoteryczne (ptyny nadkrytyczne, ciecze jonowe,
ciecze gleboko eutektyczne), a takze mieszaniny substratow stosowanych jako rozpuszezalniki.
Zastosowanie niewadnego ukladu rozpuszezalnikéw umozliwia rozwigzanie wiele problemdw,

w tym pomaga zapewni¢ odpowiednio duie stezenia w mieszaninie reakcyjnej substratow



hydrofobowych. Jest to technologia powszechnie stosowane w katalizie z uzyciem lipaz, ale
wcigz wydaje sie by¢ wyzwaniem dla innych biokatalizatoréw. Medium reakeji inne niz woda
nie jest obojetne dla wrazliwego na warunki $rodowiska biatka enzymatycznego. Stosuje sie
rozwigzania okreslane jako inzynieria srodowiska reakcyjnego, inzynieria reaktorow, ale moze
byC konieczne zastosowanie inzynierii biatka lub inzynierii genetycznej modyfikujace
wiasciwosci katalityczne enzymdw. Stosunkowo fatwe i szybkie sag metody z zastosowaniem
dodatku do mieszaniny reakcyjnej substancji ,pomocniczych”, ktére czesto w sposéh trudny
do wyttumaczenia stabilizuja, aktywuja, a czesto hiperaktywujg biatko enzymatyczne. Do tych
substancji zalicza sie sacharydy, szczegdlnie cukry nieredukujgce, polimery, np. glikol
polietylenowy Jub sole. Spektakularne zwiekszenie aktywnosci, np. amidazy penicylinowej
w srodowisku n-heksanu o 35000-razy dzieki zastosowaniu dodatku KCl jest godne uwagi.
Oczywiscie moiliwe i atrakcyjne jest takze poszukiwanie nowych stabilnych enzymow ze
srodowiska, w tym z uzyciem technik metagenomiki. Reakcje enzymatyczne muszg zapewniac
odpowiednio duzg wydajnosc, duig liczbe obrotdw enzymu i wysokie stezenia produktdw,
Dzigki zastosowaniu rozpuszczalnikéw innych niz woda mozliwe jest zwiekszenia stezenia
substratow oraz produktu/produktéw, a w konsekwencji zmniejszenie steienia odpaddw,
produktéw ubocznych. Dodatkowo, w tych niewodnych warunkach, enzymy moga tworzyé

reaktory kaskadowe z innymi, wrazliwymi na wode, np. katalizatorami chemicznymi.

Tematyka ocenianej pracy jest spdjna z wiodgcym kierunkiem prac w zakresie biokatalizy,
szczegOlnie w obszarze inzynierii srodowiska reakcji, zielonej chemii oraz gospodarki

zrownowazonej.
Ocena pracy

Oceniano wydruk, 130 stronny, rozprawy dysertacyjnej Pana mgr. inz. Jakuba Szelaga. Prace
przygotowano zgodnie ze standardowymi zasadami i zawierala 9 rozdziatéw pt.: Wykaz
skrotow; Wprowadzenie do tematu; Motywy powstania pracy; Cel i zakres pracy; Materiaty
i metody; Wyniki i dyskusja; Podsumowanie catosci pracy oraz Wnioski; Streszczenie; Abstract;
Cytowane prace. Na pierwszej, nie numerowanej stronie, znajduje sie tytut pracy, ktdry jest
dosc ogdlny i magthy zosta¢ skrocony do formy: Alkoholiza katalizowana przez lipazy —
modyfikacja niewodnego $rodowiska reakeji. Uktad pracy, tytuty podrozdziatéw przygotowane
przez Pana mgr. inZ. Jakuba Szelaga s3 oryginale, intrygujace, a czasami dyskusyjne. Oprécz

zamieszczenia streszczenia pracy na kofcu materiatu opisowego zastosowano oryginalne



skréty, choc literatura przedmiotu, tak polskojezyczna jak i angielska stosuje powszechnie
akceptowane i zrozumiatem skroty, np. CAL-B. Novozym 435 lub Lipozyme RM IM, Lipozyme
TL IM. Troche cierpliwosci wymaga takze zrozumienie i zaakceptowanie skrétéw opisujacych
otrzymane ﬁreparaty enzymatyczne z Mucor circinelloides. Prosze jednoczesnie o informacje
czy nazwa szczepu Mucor circinelloides jest obowigzujgca i czy jest to szczep bezpieczny

w stosowaniu?

Opis zaproponowanych skrétéw powinien byc precyzyjny, a brak jednolitego schematu opisu
definiujgcego chocby postad preparatu enzymatycznego, w tym informacje czy jest to enzym
immobilizowany (unieruchomiony) czy niezwigzany (rozpuszczalny) oraz jego pochodzenie,
zewnagtrz- lub wewnatrzkomorkowy, nie pozwalana na precyzyjne $ledzenie przedstawianych
wynikow. Doktorant w innych miejscach pracy jeszcze raz wprowadzone te skroty, przedstawia
je bardziej precyzyjnie jak np. na stronie 48, definiujgc posta¢ stosowanych handlowych
preparatow lipaz. Trudno czesto o jednoznaczne prawidtowe polskojezyczne okredlenia
dotyczgce biokatalizy, ale okreslenie skréotu MCL jako ,Preparat enzymatyczny Mucor
circinelloides otrzymany w trakcie izolacji biatek” jest niefortunne, prawdopodobnie chodzi
o preparat wewnatrzkomarkowy z M. circinelloides. Moje watpliwosci budzi takze okreélenie

i3

~Preparat calokomdrkowy lipazy...” czy rzeczywiscie opisuje on preparat immobilizowany
komorek M. circinelloides, a moze preparat immobilizowany enzymdw zwigzanych z
komorkami, biomasg? Wyjasnienie skrétu ,MCG — Preparat lipazy Mucor circinelloides
otrzymany poprzez sproszkowanie grzybni” rowniez nie jest precyzyjne, prawdopodobnie
chodzi o proszek preparatu wewngtrzkomdrkowego czyli wysuszony (jak?) preparat
wewngtrzkomorkowy? Przedstawione uwagi dotyczgce wprowadzonych skrétéw tracg wage,

poniewaz doktorant péiniej ich nie stosuje, a takie, jak juz wspomniatem, doprecyzowuje

niejasnosci w opisie dodwiadczen i analizie wynikow.

Na 20 stronach przedstawiono wprowadzenie do analizowanych zagadnierd przygotowane na
podstawie literatury (uwagi dotyczgce literatury przedstawie w kolejnej czesci recenzji). Nie
jest to materiat wyczerpujgcy tematyke, ale przedstawiono kilka interesujacych zagadnien
czesto pomijanych w literaturze. Autor rozpoczat analize od rysu historycznego i zaznaczenia
wagi osiqg.nieé polskiego naukowca prof. Ernesta Syma (1893-1950), ktérego osiggniecia
zostaly zauwaione przez wybitnych naukowcéw zajmujacych sie tematyka biokatalizy

w mediach innych niz woda w latach 90 ubiegtego wieku. Warto bytoby takze zwrdci¢ uwage



na wspofczesne osiggniecia w tym zakresie, w tym osiagniecia zespotu Pana prof. Antczaka,
wskazujgce na aktywowanie w specyficzny sposob lipazy z Mucor circinelloides
w rozpuszczalnikach organicznych, np. dietanoloamine, trietanoloamine, pirydynie, co byto
spowodowane wigzaniami wodarowymi miedzy grupg indolowa reszty Trp zlokalizowanej na
powierzchni pokrywy i czasteczkami aktywatora (doktorant przedstawit te wyniki na etapie
dyskusji wynikow). Zjawisko to jest podobne do unikalnej i dos¢ powszechnej wasciwosci lipaz,

tzw. aktywacji miedzyfazowe;j.

Na stronie 5 pojawia sie pierwsza, cho¢ dos¢ ogdlna, informacja o celu prowadzonych prac,
ktére maja obejmowac co najmniej dwa kierunki, tj. prowadzenie i doskonalenie reakgji
alkoholizy z uzyciem 1-rzedowych alkoholi oraz opracowanie matematycznego modelu
procesu. Zadanie ktore podjat doktorant ma dotyczy¢ ,,...badania wptywu dodatku wody oraz
dietyloaminy...”. Zagadnienie to jest wazne dla wtasciwego przebiegu procesu enzymatycznego
jednak byty i sy stosowane rézne metody opisu wplywu wody na reakcje enzymatyczng.
Ciekaw jestem jakie jest zdanie doktoranta na temat postugiwania sie pojeciem stezenia wody
w uktadzie reakcyjnym, a nie, np. warto$cig wspéfczynnika aktywnosci wody? Na podstawie
literatury doktorant przedstawit opinie na stronie 23, ale prosze o wytrazenie swojego zdania

w tej kwestii.

Pan mgr ini. Jakub Szelag przedstawia zalety biokatalizy w mediach innych niz woda,
charakteryzuje ogélnie lipazy ich budowe chemiczng, mechanizm katalizy oraz przedstawia

mozliwosci pozyskiwania lipaz.

Wazne jest przedstawienie przez doktoranta zmian strukturalnych lipazy z Thermomyces
fanuginosus (rys.3) oraz zmodyfikowanego za Paiva i wsp. schematu reakji enzymatycznych
(rys. 4), cho¢ sga one mato czytelne, a sposobdéw przedstawienia mechanizmu reakji
katalizowanych przez lipazy jest wiele, np. rys. 7 oraz schemat na str. 11 i powtdrzony na str.
22. Nie sposob we wprowadzeniu do pracy doktorskie] przedstawi¢ petng charakterystyke
lipaz, dlatego doktorant skupit sie na wybranych przyktadach probujac takie wskaza¢ jako
atrakcyjng mozliwosc stosowania otrzymanych w prosty sposob niehomogennych preparatéw
enzymatycznych, Moje zdziwienie budzi jednak brak zacytowania w rozdziale dotyczacym
enzymatycznej syntezy biodiesla doskonatej i bardzo czesto cytowanej pracy z 2009 roku Pani

dr hab. Szczesnej-Antczak i wsp.



W podrozdziale 1.4 doktorant skupia sie na przedstawieniu i przygotowaniu podstaw do
dyskusji  naukowej dotyczacej enzymatycznej alkoholizy, gtéwnego zagadnienia
zaprezentowanego w tej pracy doktorskiej. Niestety chaotycznie przedstawione jest
zagadnienie dotyczace wplywu proporcji molowej substratow na przebieg alkoholizy, tj.
fragment od: ,Opisano takie inne przypadki. Przyktadem tego sg doswiadczenia...” do korica
tego zdania. Autor chciat chyba przedstawic rezultaty, wyniki reakeji, a opisuje sktad mieszaniny

reakcyjnej.

Kolejnym waznym zagadnieniem przedstawionym przez doktoranta jest opis wptywu
rozpuszczalnikow organicznych i wody na przebieg reakcji enzymatycznej (str. 20-23). Niestety
nie zrozumialy jest dla mnie opis przedstawiony na stronie 20, akapit rozpoczynajacy sie od
stéw: ,Rozpuszczalniki polarne oddziatujg...”. Przedstawienie symulacji dystrybucji wody na
powierzchni kutynazy jest wartosciowe jednak wymaga doprecyzowanie dlaczego
przedstawiono dwie struktury enzymu dla kaidego rozpuszczalnika? Prawdopodobnie dla
zapewnienia obiektywnego obrazu lokalizacji wody na powierzchni biatka przedstawiono
enzym z dwach stron. Prosze o informacje jakie wnioski dotyczace wiasciwosci enzymow,
przebiegu reakcji, mozna sformutowac po analizie roznej dystrybucji wody na powierzchni

biatka enzymatycznego?

Ekstremalnie interesujgce sg analizy dotyczace substancji wpiywajacych na katalize
enzymatyczng (rozdziat 1.4.4.), ale reprezentatywna analiza mozliwa jest tylko po
przedstawieniu dogiebnej analizy i chodby zestawienia uzyskiwanych wynikdw. Tylko taka
kompleksowa analiza, przygotowana na podstawie reprezentatywnej literatury i doswiadczen
wiasnych, uprawnia do uzywania okreslen stosowanych przez doktoranta typu: ,najczesciej”,
W niemal wszystkich przypadkach”, etc. Chciathym takze zwrdécié uwage na to, ze z uwagi na
bardzo specyficzne wiasciwosci lipaz/lipazy syntezowane] przez M. circinelloides moze nie byé
tatwo prowadzi¢ dyskusje naukowsg i poréwnywaé uzyskane wyniki z wynikami uzyskanymi

w reakcjach z innymi lipazami.

W kolejnych rozdziatach Pan mgr Szelag definiuje cel pracy. Opis, préba uzasadnienia celu
w dwdch rozdziatach wprowadza zamieszanie, a jednoczesnie pokazuje bardzo szeroki zakres
prowadzonych prac, dotyczacych zaawansowanych i racjonalnych modyfikacji $rodowiska
reakeji (inzynieria $rodowiska reakcji, a propos chyba ani razu doktorant nie uzyl tego

okreslenia?) po modelowanie matematyczne. Zgadzam sie z autorem, Ze pofaczenie



prezentacji wynikow i ich dyskusji z uwagi na duzy zakres prowadzonych prac byto zasadne,
Przy okazji do tej pory doktorant ani razu nie probowat uzasadni¢ dlaczego zamierza
zastosowac jako substraty wybrane alkohole (propylowy, butylowy, 2-metylo-1-butylowy,
heptylowy, oktylowy i decylowy) oraz olej rzepakowy (tylko oznaczanie aktyWnos’ci lipaz)

i sfonecznikowy (reakcje), a takze trioleinian (modelowanie matematyczne)?

Zakres wykonanych prac znajduje potwierdzenie w opisie doswiadczen i stosowanych metod
analitycznych (20 stron). Czes¢ opisu doswiadczen przedstawia informacje podstawowe,
bardzo szczegotowe, ktére mozna pominag, czasami stosowany jest jezyk roboczy stosowany
w laboratoriach. Bardzo prosze, aby mdj komentarz dotyczacy tego obszernego fragmentu
pracy potraktowac jako material do dyskusji, weryfikacji podczas dalszych etapéw pracy
naukowej. Chciatbym zwrdci¢ uwage na przygotowanie inokulum i jego standaryzacje.
Biotechnolodzy czesto juz na poczatku doswiadczerr maja problem z powtarzalnoscia
uzyskiwanych wynikow, a otrzymanie standardowego inokulum z biomasy grzybéw
strzgpkowych, wykazujgcych dimorfizm wzrostu, w matych objetosciach pozywki jest duzym
wyzwaniem. Zapewne doktorant miat na tym etapie problemy stad tez koniecznoé¢ stosowania

substancji aktywnej powierzchniowo do préby zdyspergowania materialu.

Dyskusyjne jest okreslenie, ze grzybnie hadowano na piankach poliuretanowych. Fizycznie i na
podstawie zamieszczonych zdje¢ widaé, ze biomasa ulokowana byta w strukturze pianki, a nie
na jej powierzchni. Trudne jest takie przewidzenie czy w obszarze gdzie znajdowata sie
biomasa w piance byty warunki, ktére umotzliwiaty rozwéj grzyhéw, czy grzyby byly aktywne
(utrudniony transport substancji odiywczych i tlenu). Czastki pianki przemywano woda
i zastanawiam sie dlaczego mierzono absorbancje przy 280 nm, monitorowano tylko obecnos¢
biatka? Hodowle prowadzono w podtozu z dodatkiem oleju rzepakowego i w kolejnych etapach
usuwano wiasnie lipidy zewnatrzkomdrkowe z pozywki. Poczatkowo po informacji
przedstawionej w pracy, ze usuwano lipidy z grzybni sadzitem, ze chodzi o lipidy
wewnatrzkomorkowe co jednak byfoby trudne do uzyskania z uzyciem zaproponowanej
procedury. lestem takze przekonany, ze zastosowanie szczegdlnie acetonu nie skutkowato tylko
usunieciem oleju (lipidéw?), a takie nie zapewniato catkowitego usuniecia hydrofobowych
sktadnikow podtoza hodowlanego. Otrzymane trzy form preparatu lipolitycznego z M.
circinelloides powinny charakteryzowac sie rdéing aktywnoscia w przeliczeniu na suchg

substancje, dodatkowo procedury ich otrzymywania nie koriczyt sie na etapie standardowego



suszenia, a wydawafoby sie, ze najlepszym rozwigzaniem jest liofilizacja. Wydaje sie, Ze réina
posta¢ preparatu lipolitycznego, w tym nie rozpuszczalnosé ekstraktu wewnatrzkomdrkowego
w ttuszczach” i alkoholach” powodowata dodatkowe trudnosci w interpretacji wynikéw. To
wyzwanie zdecydowanie speiniajgce wymog wartosci naukowej i oryginalnosci pracy

dysertacyjnej.

Prezentacja zasad oznaczania aktywnosci lipolitycznej oczywiscie jest zasadne, ale
najwazniejsze bytoby zdefiniowanie przyjetej definicji jednostki aktywnosci lipazy. Czy nie
wiasciwe bytoby zastosowanie do oceny pomiaru aktywnosci hydrolitycznej preparatéw lipaz
oleju stonecznikowego, tego ktéry wybrano do prowadzenia reakcji alkoholizy? Doceniona
powinna by¢ krytyczna ocena przez doktoranta i weryfikacja, walidacja, metody chromatografii
cienkowarstwowej (TLC). Doktorant stosowat zweryfikowang technike chromatografii
cienkowarstwowej i cieczowej (HPLC) do analizy sktadu mieszaniny reakcyjnej. Czy stosowane
wzorce odpowiadalty wymogom stosowanych technik chromatograficznych? Szkoda, ie
w pracy nie znalazly sig przyktadowe zdjecia, chromatogramy. Nie jest tez dla mnie jasne

w ktdrych etapach doswiadczen stosowano metode TLC a w ktdrych HPLC?

Do opisu doswiadczen reakcji jak i zastosowanych metod statystycznych (metoda optymalizacji
doswiadczeri (RSM) oraz rownanie Gompertza) nie mam uwag, jednak stosowanie czgstek
pianki z biomasg w probéwkach firmy Eppendorf (objetos¢ 1-2 ¢cm?) wydaje sie bardzo
problematyczny, szczegdlnie z uwagi na jakos¢ transportu masy, zréznicowanie warunkdw

reakcji w poréwnaniu do innych stosowanych katalizatoréw w formie drobnych czastek.

W opisie obliczenn kinetycznych, przebiegu reakcji brakuje chyba sposcbu przeliczania,
stosowanych jednostek, sposobu monitorowania przebiegu reakcji uwzgledniajacego
aktywnosc stosowanego katalizatora (stosowano bowiem 50 mg katalizatora/0,59 cm? oleju)
(str. 43) oraz tego jak obliczono mase molowg oleju stonecznikowego, poniewa?z postugiwano

sie¢ masg molowa, a proporcja molowa substratow wynosita 5:1 (alkohol:olej) (str. 43).

Jaka juz wspomniatem wczesniej doktorant postugiwat sie oryginalnie dobranymi metodami,
takze sformutowaniami, np. zastosowat opisany w 2-3 publikacjach parametr ktdry zostat
okreslony jako intensywnosc katalizy (IOT). Bardzo prosze o przyblizenie tego parametru

i wyjasnienie decyzji o jego wyborze. Parametr ten zgodnie z informacjg przedstawiong na str.



43 jest wynikiem pomnotzenia ,ilosci lipazy” przez ,czas” i podzieleniem uzyskanej wartosci

przez ,iloé¢ oleju”,

W rozdziale 5 przedstawiono wyniki i dyskusje wynikéw trzech zaplanowanych etapow
realizacji pracy dysertacyjnej, a kazdy zakoriczony podsumowaniem. Pomimo tytutu rozdziatu
przedstawiono w nim takie wiele informacji metodycznych, doprecyzowujacych
i odpowiadajgcych czesciowo na przedstawione wczesniej pytania, komentarze (np. mase
molowa olejow przeliczano na trioleinian). Nie jestem przekonany czy takie rozwiazanie
ufatwia lekture pracy, cho¢ z uwagi na liczbe zmiennych parametréw, co autor prébuje
wielokrotnie uzasadni¢, moze pozwoli¢ zrozumiec intencje i tok rozumowania. Chciatbym
wigc, zrozumie¢ wybdr preparatéw lipaz, ktére poréwnywano do otrzymanych we wlasnym

zakresie preparatow z M. circinelloides?

W pierwszym etapie prowadzono reakcje okresowe z uzyciem oleju stonecznikowego oraz
butanolu Jub oktanolu. Przedstawione wyniki s3 wartoiciowe, ale tez wymagaja uwagi
a pojawia sig wiele pytan. Prosze o informacje na jakiej podstawie poprowadzono krzywe
faczace wyznaczone punkty na rys. 13 (podobnie rys. 28) oraz jakie byto odchylenie
standardowe, w ilu powtérzeniach przeprowadzono reakecje? Jak doktorant wyttumaczy
obecnos¢ duzej ilosci estréw juz na poczatku reakcji, dla wiekszoici preparatéw
enzymatycznych, w czasie ,0”? Kolejne pytanie dotyczy rys. 14, jak naleiy interpretowacd mate
stezenie WKT przy braku wody (0), a jednoczesnie duze stezenie w tych samych warunkach
MAG i DAG? Podobne pytanie dotyczy stezenia TAG przy stezeniu wody okreslonym jako ,0”
~ (rys. 15). Doktorant informuje o wydajnosci syntezy estréw (str. 52), ale jak wydajnosc

obliczano, nie ma informacji o tym parametrze na wykresach i w tabelach?

Pierwszy etap doswiadczel zakoriczono weryfikujgc hipoteze o koniecznoéci otrzymania
wartosci parametru opisujgcego zmiany stezenie wody w mieszaninie reakeyjnej (ACw) na nie
zmienionym poziome i przy zachowaniu wymaganego poczgtkowego stezenia wody

W mieszaninie.

W kolejnych rozdziatach doktorant przedstawia szczegétowo kalejne etapy prowadzenia
doswiadczen, co wprowadza troche zamieszania bo dotyczy informacji z ktérymi zapoznano sie
na etapie lektury weczeéniejszych rozdziatdw. Z uwagi na transport, rozpuszczalnogé,

oddziatywanie fizyko-chemiczne trudno jest moéwi¢ o takim samym wplywie wody



w srodowisku reakcji, jej transporcie, gdy stosowano preparat otrzymany z uzyciem pianki
poliuretanowej lub krzemionki (Lipozyme TL IM). Dodatkowo warunki mieszania dla reakgji
z uzytymi preparatami enzymatycznymi w matych probéwkach zapewniajg prawdopodobnie
mieszanie tylko fazy ptynnej? Pomimo watpliwosci teze dotyczacy koniecznosci stabilizacji
stezenia wody w mieszaninie reakcyjnej potwierdzono w dtugoterminowych do$wiadczeniach
z uzyciem reaktora kolumnowego . Wykazano mozliwosé prowadzenia katalizy przez 100 dni
bez zmiany ,wydajnosci” procesu (prawdopodobnie chodzi jednak o stezenie estréw, choé na
str. 81 pojawia sig informacja o produktywnosci (to nie jest wydajno$é) wynoszacej okoto 350
mg estrow/g biokatalizatora przez 1 godzine). Podobnie doktorant w podsumowaniu postuguje
sie pojeciem stabilnosci operacyjnej, ale tego parametru takze nie oznaczono? Uznanie
i zaskoczenie budzi bardzo duia efektywno$¢ preparatu lipolitycznego otrzymanego przez
doktoranta, ktdra byta poréwnywana do preparatow handlowych. Nie znalaztem w pracy

informacji o zmierzonej aktywnosci lipolitycznej stosowanych preparatéw enzymatycznych.

W drugim etapie doéwiadczen analizowano wptyw substancji pomocniczych, amin oraz ektoiny
na efektywnos¢ reakcji alkoholizy pomiedzy 2-metylobutanolem i olejem stonecznikowym,
katalizowang przez preparat komérkowy z M. circinelloides. Na tym etapie wybrano
dietyloamine (DEA) jako stymulatora reakeji alkoholizy, choé dodatek DEA do stezenia 30 mM
umozliwiat uzyskanie tylko o 5% wigkszego stezenia estréw po 48h. Zaproponowano takze,
prawdopodobne oddziatywanie DEA na sktadniki mieszaniny reakcyjnej, z czego wydaje sie iz
oddziatywanie na lipaze/monomolekularng wode oraz hydratacja hydrofobowa wydaja sie

prawdopodobne.

W konsekwencji w ostatnim etapie doswiadczen analizowano i optymalizowano wptyw
stezenia wody (0-3%) i DEA (0-60 mM) na efektywnos¢ syntezy estréow katalizowang przez
preparat komorkowy z M. circinelloides oraz zaproponowano model matematyczny opisujacy
analizowane zaleznosci. Potwierdzono oddziatywanie wody w mieszaninie reakcyjnej i DEA
w odpowiednich stezeniach, w tym wspdtoddziatywanie tych parametréw, na mozliwosé

zwiekszenia stezenie estrow w mieszaninie reakcyjnej z 65% do okoto 80%.

W podsumowaniu doktorant raz jeszcze przedstawit konkluzje, ktére odpowiadaty wezeéniej

podsumowanym etapom przeprowadzonych doswiadczen.



Z uwagi na duzy zakres prac, rozumiejac jednoczeénie uwarunkowania organizacyjne,
cheiatbym podzieli¢ sie uwagami, komentarzami, ktére mam nadzieje pomoga w dalszych

etapach postepowania, a takze beda przydatne doktorantowi.

Zapewne zasadne bytoby wprowadzenie w pracy obowigzujacego nazewnictwa chemicznego
I stosowanie standardowych jednostek miary (SI). Obraz skomplikowanych procedur,
przemyslen, krokdw, podczas realizacji pracy byly bardziej zrozumiaty, gdyby zostat

przygotowany ogolny schemat przeprowadzonych dodwiadczen.

Przedstawiam takze, moim zdaniem, niefortunne sformutowania uzyte w pracy: str. 4:
w-usunigcie wody...niweczy strukture 3-rzedowa...”; str. 4 ,,...dzieki tym fenomenom biatka 53
w stanie zachowac swojg funkcjenalnosé..”; str. 4 takie str. 20: ,Klibanowa” powinno hyé
Klibanova; str. 8: ,Na rys. 2 zamieszczono og6lny schemat..”; ,Z przemystowego punktu
widzenia...”(str. 14); ,..metanoliza enzymem..” (str. 19); ,Rys. 6. Wyniki symulacji
modelowania...”; ,...réznych wariantéw preparatu...” (str. 27); , Przygotowanie inokulum do
szczepienia” (str. 27); ,tryton X-10” (str. 28); ,,...usuwano faze ciekty na lejku Buchnera...” (str.
28); ,Pianki poliuretanowe przero$niete grzybnia..” (str. 29); ,Odlipidowanie grzybni
zachodzito...” (str. 29); ,Odczynnikiem rozwijajacym byta mieszanina...” (str. 35); ,--podczas
procesowania preparatu MCG.” (str. 51) i inne. Uwazam, ze zasadne jest zwrécenie uwagi na
poprawnosc stosowania stéw lipidy i ttuszcz/olej. Nalezy unika¢ takie pewnego rodzaju
personifikacji enzymdw, przypisywania im niemal ludzkich cech, bo przeciez enzymy katalizujg
reakcje chemiczne, obnizajg energie aktywacji, a nie: »--potrafia dokonywad aktu
katalitycznego... ” (str.7) lub ,,..lipazy s rowniei zdolne do katalizowania reakcji odwrotnej...”
(str. 10), ,,...uzdolnienia katalityczne enzyméw...” (str. 56), a ,Grzyby plesniowe zdolne do
wytwarzani...” (str. 12). Doktorant operuje okresleniami ,spadia”, ,urosta”, ,nizsza”, WyZsza”,

etc., zamiast prawdopodobnie zalecanymi do analiz liczbowych: "wieksza”, ,mniejsza”, etc.

Wskazane uwagi, dyskusyjne, moze zbyt szczegétowe, a czasami nie wnoszace nowej wartosci
do przygotowanej pracy nie podwazajg bardzo pozytywnej oceny pracy przygotowanej przez
Pana mgr. inz. Jakuba Szelaga. Zauwazony powinien by¢ ogromny zakres wykonanej pracy,
réznorodnos¢ wykonanych zadan, z uzyciem unikalnego katalizatora z ktdrego adkrycia stynie

zespot Pana prof. Antczaka.



Literatura z ktorej korzystat doktorant obejmuje 123 pozycje. Moja uwaga na temat literatury
dotyczy jej aktualnodci. Oczywiscie fundamentalne prace z zakresu biokatalizy w mediach
innych niz woda powstaty w latach 80 i 90, ale wcigz prezentowane sg nowe zagadnienia,
czgsto z uzyciem nowych technik. We wprowadzeniu na stronie 6 autor przedstawit
zwigkszajgca sig na przestrzeni fat liczbe publikacji dotyczaeych biokatalizy z uzyciem lipaz,
a w zestawieniu sg tylko dwie pozycje z roku 2022, 6 z roku 2021, jedna z 2020. Zestawienie
literatury to takze miejsce w ktérym tatwo o btedy: literowe (skrét p. i pp., np. pozycja 10, 109,
pozycja 25: autorem tej bardzo dobrej publikacji sa: S. Hari Krishna, N. G. Karanth), nie
zachowanie jednolitej formy zapisu, stosowanie matych i duiych liter (np. pozycja 1 a pozycja
3), znakéw interpunkeyjnych (np. pozycja 14 a 16), stosowanie kursywy (np. pozycja 29, 30,
38, 39, 56, 57, 100, 101, 102), brak danych edytoréw monografii (np. pozycja 44, 85), a takze

uzycie obowigzujgcych skrétow nazw czasopism (np. pozycja 8, 26, 27, 66, 68, 107, 116).

W zestawieniu cytowanej w pracy literatury znajduje sie jedna pozycja, ktérej wspotautorem
jest Pan mgr. Szelag (pozycja 12, IFanis 0,836). W dostepnych bazach literatury znalaziem
jeszcze 3 inne publikacje, ktdrych wspétautorem jest doktorant, w tym 2 w czasopismach

z bazy JICR .
Podsumowanie

Po analizie przedstawionej pracy dysertacyjnej Pana mgr. inz. Jakuba Szelaga stwierdzam, ze
stanowi ona oryginalng analiz¢ postawionego problemu naukowego. Autor wykazat sie wiedzg
teoretyczng, uzasadnit celowosSc przeprowadzenia pracy naukowej, wykazat sie
umiejetnosciami planowania i wykonania oryginalnych doswiadczed, w tym analiz
matematycznych. Wyniki ktore zostaly uzyskane sa wartosciowym uzupetnieniem wiedzy

z zakresu dyscypliny technologia zywnosci i zywienia.
Whiosek koncowy

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawa
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595 z pdz. zm.), Rozporzadzeniem Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdtowego trybu i warunkow
przeprowadzania czynnos$ci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz

w postepowaniu o nadanie tytutu profesora oraz Ustawa z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz.U. 2018 poz.



261) oraz Przepisami wprowadzajgcymi ustawe - Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz.U.
2018 poz. 1669 z poz, zm.). Zwracam sie z wnioskiem o dopuszczenie Pana mgr. inz. Jakuba

Szelaga do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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