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Wprowadzenie

Lipazy sq powszechnie syntezowane przez rosliny, zwierzeta i mikroorganizmy. Jednak lipazy
pochodzenia mikrobiologicznego sg najczesciej preferowane, m.in. ze wzgledu réznorodnos¢
wtasciwosci, mozliwe mniejsze koszty produkcji, fatwos¢ manipulacji genetycznej. Na synteze
tych biokatalizatoréw przez mikroorganizmy ma wptyw szczep drobnoustroju, sktad podtoza
hodowlanego oraz parametry fizykochemiczne. Lipazy mikrobiologiczne sg gtéwnie enzymami
zewnatrzkomoérkowymi, wydzielanymi do pozywki hodowlanej w obecnosci odpowiednich
sktadnikow podtfoza i z reguty takze substratéw indukujgcych ich synteze, cho¢ mozliwa jest
takze regulacja syntezy poprzez represje kataboliczng. Synteza lipaz mikrobiologicznych
wymaga réznego czasu hodowli, od kilku godzin do kilku dni i jest zwykle zwigzana z faza
wzrostu wyktadniczego lub stacjonarnego. Przyjmuje sie, ze okoto 90% enzymodw
przemystowych wytwarzanych jest w procesie hodowli wgtebnej, w podtozu ptynnym i tego
typu warunki hodowli preferowane sg w syntezie lipaz. Warunki syntezy lipaz rdznig sie
w zaleznosci od szczepu drobnoustroju, rodzaju substratu i techniki fermentacji. Wymagany
jest wiec dobdr i optymalizacja warunkéw hodowli drobnoustrojow i syntezy lipaz.
Efektywnosé syntezy enzymoéw przemystowych zapewniona jest gtdéwnie przez zastosowanie
szczepow rekombinowanych, a nowe enzymy pozyskiwane s3 po zastosowaniu
wysokowydajnych metod selekcji i skriningu oraz izolacji i analizy metagenomu. Chociaz



metody te znacznie przyspieszajg produkcje enzyméw, wykorzystanie organizméw
rekombinowanych wymaga dodatkowych prac, ktére nie sg konieczne w przypadku systemow
natywnych. Réznorodnos¢ wymagan drobnoustrojow i czynnikdw wptywajacych na synteze
lipaz powoduje, ze konieczna jest optymalizacja warunkéw bioprocesu, zastosowanie metod
matematycznych. Szczegdlne znaczenie w produkcji przemystowej majg koszty procesu oraz
zapewnienie mozliwosci realizacji proceséw zréwnowazonych, w tym z uzyciem substratow
odpadowych, naturalnych i odnawialnych.

Lipazy, w tym enzymy pochodzenia mikrobiologicznego, nieprzerwanie od lat cieszg sie duzym
zainteresowaniem badaczy oraz przemystu. Znajdujg zastosowanie w przemysle spozywczym,
produkcji detergentdow, kosmetykow, lekow, a takze w bioremediacji Srodowiska. W warunkach
naturalnych enzymy katalizujg reakcje chemiczne zwykle w $rodowisku wody. Lipazy to
enzymy, ktore katalizujg hydrolize estréw dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych i glicerolu,
dziatajg na granicy faz olej-woda i charakteryzujg sie unikalnym zjawiskiem aktywacji
miedzyfazowej. Inng specyficzng cechg lipaz jest ich promiskuityzm. Promiskuityzm enzymow
definiuje sie jako ceche enzymu umozliwiajagcg katalizowanie reakcji chemicznej innej niz
naturalnej, ktéra wynika z funkcji fizjologicznej. Zmieniony zostat paradygmat dotyczacy
specyficznosci, selektywnosci, reakcji katalizowanych przez enzymy witasciwe z uwagi na ich
promiskuityzm. Enzymy wykazujgce tg ceche akceptujg wiecej niz jeden substrat i katalizujg
reakcje z innymi niz ich naturalne, fizjologiczne, substraty. Wtérna funkcja enzymu jest
okreslana takze jako wielofunkcyjnos¢, niejednoznacznos¢ substratowa lub czasami jako
reaktywnos¢ krzyzowa enzymow. Mozliwe jest, ze promiskuityzm enzymdéw moze nie by¢
istotny w warunkach fizjologicznych, np. z powodu matego stezenia substratéow lub z powodu
bardzo matej aktywnosci katalitycznej. Promiskuityzm enzyméw umozliwia ewolucje nowych
ich funkcji w przyrodzie, wykorzystywany jest do modyfikacji wtasciwosci enzymédw poprzez
zastosowanie ukierunkowanej ewolucji laboratoryjnej i technik inzynierii biatek.

Kataliza enzymatyczna jest zielong alternatywg dla syntezy chemicznej na skale przemystows.
Najnowszym trendem jest tgczenie kilku etapdw katalitycznych w reakcjach kaskadowych,
prowadzenie reakcji z uzyciem biokatalizatorow i katalizatoréw chemicznych. Kaskadowa
kataliza zapewnia kilka korzysci, m.in. nie ma potrzeby izolowania produktéw posrednich,
wyeliminowany jest problem niestabilnych produktéw posrednich.

W 1899 roku Adolf von Baeyer i Victor Villiger po raz pierwszy opisali przemiane ketonéw
w estry lub laktony w srodowisku nadkwaséw. Od tego czasu utlenianie Baeyera-Villigera (BV)
jest jedng z najczesciej analizowanych reakcji w syntezie organicznej. Szczegdlnie interesujgce
jest tworzenie e-kaprolaktonu ze wzgledu na jego znaczenie w syntezie polimeréw i wielu
innych produktow. W syntezie stosowane s3 monooksygenazy Baeyera-Villigera (BVMO) oraz
alternatywne, chemoenzymatyczne utlenianie BV przy uzyciu hydrolaz. Systemy te
wykorzystujg  katalizowang przez hydrolaze formacje perkwaséow (zastosowanie
promiskuitycznej aktywnosci "perhydrolazy"), po ktdrej nastepuje spontaniczne utlenianie BV.



Tematyka ocenianej pracy jest spdjna z wiodgcymi kierunkami prac w zakresie pozyskiwania
nowych wydajnych katalizatoréw oraz doskonalenia biokatalizy, szczegélnie w obszarze

inzynierii Srodowiska reakcji, zielonej chemii oraz gospodarki zréwnowazone;.
Analiza dysertacji

Oceniano wydruk, 135 strony, rozprawy dysertacyjnej Pana mgr. inz. Tomasza Szymczaka. Prace
przygotowano zgodnie ze standardowymi zasadami i zawierata 8 rozdziatéw pt.: Streszczenie;
Spis symboli i skrotéw; Wstep; Przeglad literatury; Cel pracy i hipotezy badawcze; Materiaty
i metody; Wyniki; Dyskusja; Wnioski; Bibliografia (236 pozycji, 10 i 2 pozycji odpowiednio
z roku 2022 i 2023). Na pierwszej, nie numerowanej stronie, znajduje sie tytut pracy, ktory jest
dos¢ ogodlny i mogtby zosta¢ skrocony do formy: Opracowanie metody biotechnologicznej
otrzymywania lipazy do zastosowan przemystowych. Szkoda, ze nie wskazano w tytule o jakie
zastosowania chodzi, do katalizy jakich reakcji ma byé uzyta lipaza i czy ma to by¢ jeden
preparat czy wiecej (po analizie catosci pracy wydaje sie, ze tytut powinien by¢ jeszcze bardziej
zmodyfikowany). Zawsze duze zainteresowanie towarzyszy pracom, ktore wskazujg nie tylko
na badania podstawowe, ale takze na zwykle trudne zadania aplikacyjne, ktdre zostato
w analizowanej pracy czesciowo objete klauzulg poufnosci. Uznanie juz na poczatku budzi
takze finansowanie pracy ze srodkéw MNISW. Uktad pracy, tytuty podrozdziatéw, pracy
dysertacyjnej przygotowanej przez Pana mgr. inz. Tomasza Szymczaka sg klasyczne i bez

dyskusyjne.

W streszczeniu pracy przedstawiono niestety tylko bardzo ogdlne informacje, nie ma zadnych
danych. Znalaztem zaledwie trzy cyfry, a wiekszos¢ tego rozdziatu dotyczy ogdlnych informaciji
dotyczacych klasycznego procesu mikrobiologicznej syntezy lipaz. Tylko dwa bardzo ogdlne
zdania dotyczg reakcji enzymatycznej, brak jest nawet informacji o stosowanych substratach,
wydajnosci procesu. Niepokdj budzi takze informacja o tym, ze skale procesu syntezy lipazy
rozpoczeto stosujg 25 cm?® podtoza hodowlanego, a nastepnie hodowle przeniesiono do
bioreaktora, ale o pojemnosci zaledwie 1,5 dm3 (robocza objeto$¢ znacznie mniejsza).
Uwazam, ze zasadne jest stosowanie uniwersalnych jednostek z uktadu SI (Miedzynarodowy
Uktad Jednostek Miar), choé¢ wiadomym jest, ze nie jest to powszechna preferencja, nawet

w wymaganiach czasopism naukowych.



W kolejnym rozdziale doktorant pomaga czytelnikowi przedstawiajgc wyjasnienia stosowanych
w pracy symboli i skrétéw. Jest to zestawienie wyjasnien skrotow, wzoréw zwigzkéw
chemicznych, wyjasnien skrétéw okreslen angielskich. Wydaje sie, ze wyjasnienia mogtyby by¢
bardziej precyzyjne, prezentujac, np. sktad podfoza LB czy YPG, a takze postac preparatu lipazy
B z Candida antartica. Lipaza CAL-B dostepna jest przeciez w formie wolnej i immobilizowanej
(Novozym 435). Doktorant w kolejnych rozdziatach przedstawia informacje na temat tego
enzymu, cho¢ przedstawione informacje wymagajg weryfikacji, bo rdoznie przedstawiane sg w
literaturze dane na temat preparatéw CAL-B. Przy okazji prosze o informacje czy nazwa szczepu
syntezujgcego lipaze B, ktéra jest powszechnie stosowana w laboratoriach jest obowigzujaca
i prawidtowa, a moze jednak powinnismy stosowaé nazwy: Pseudozyma antarctica lub
Moesziomyces antarcticus. Prosze takize o wyjasnienie réznicy miedzy wprowadzonymi
pojeciami: gesto$é optyczna (OD) i absorbancja (ABS)? Niefortunne jest takze wyjasnienie
symboli ,M” i ,,mM”, np. ,M —masa molowa wyrazona w molach”, poniewaz masa molowa to
masa 1 mola zwigzku chemicznego, a jednostky tego parametru w uktadzie Sl jest kg/mol.
Niefortunna jest réwniez préba przettumaczenia angielskiego skréotu ,MWCO” jako ,wartos¢
odciecia masy czgsteczkowej”, proponuje okreslenie: graniczna masa czgsteczkowa poréw
membrany. Tak jak juz to wczesniej wyrazitem, jestem zwolennikiem przedstawiania jednostek
z uktadu SI, a takze nazewnictwa chemicznego zgodnie z wytycznymi IUPAC lub innymi
oficjalnymi. Prosze takze o wyjasnienie czym réznig sie ,,FC” i ,NFC”, tj. wyttoki po produkcji
odpowiednio soku zageszczonego i niezageszczonego z jabtek? Prawidtowa nazwa zwigzku
chemicznego stosowanego do spektrofotometrycznego oznaczania aktywnosci lipaz, p-NPP, to
p-nitrofenylo palmitynian. Wiele skrétéw wprowadozno, a potem ich nie stosowano w tekscie,

a innym razem stosowano inne okreslenia, np. zamiast diacyliglicerole, diglicerydy.

Na jednej stronie przedstawiony jest wstep, ktdry wskazuje na atrakcyjne katalizatory, lipazy,
ktore preferencyjnie wskazywane sg jako katalizatory przegrupowania BV. Czesto opisuje sie
enzymy czy biokatalize z uzyciem wielu okreslen, np. tani, drogi, stabilny, niestabilny, etc.
Wydaje sie, ze do obiektywnego przedstawienia zalet i wad bioprocesu konieczne sg
specyficzne parametry, czasami nawet analiza ekonomiczna, ktéra oczywiscie moze by¢ obca
lub trudna do wykonania przez technologia. Do tego dochodzi analiza oddziatywania na

srodowisko czyli, np. $lad srodowiskowy, $lad weglowy, ocena cyklu zycia.



Przeglad literatury, jak przedstawit to Pan mgr Szymczak, przygotowano na podstawie
publikacji ktérej jest wspétautorem, m.in. wraz z Panig prof. Cybulskg i Panem dr. Podlesnym,
opiekunami przygotowanej pracy. Taka informacja wskazuje, ze informacje z anglojezycznej
publikacji zostaty zacytowane i przedstawione w ocenianej pracy dysertacyjnej (nie znalaztem
za to tej publikacji w zestawieniu cytowanej literatury). Przyznam, ze zapis, ktory zostat
przedstawiony wzbudzit moje watpliwosci czy materiat ma byé powieleniem informacji
zapisanych w publikacji, czy tez tylko elementem zaprezentowanego materiatu w pracy
dysertacyjnej. Po weryfikacji obu materiatéw przyjagtem, ze zacytowano publikacje Szymczak

i wsp. z roku 2021 opublikowang w czasopismie MDPI Agriculture.

W informacjach dotyczacych wystepowania lipaz (str.4), ale takze w innych miejscach pracy,
doktorant sugeruje lub stwierdza, wymieniajac zalety enzymoéw mikrobiologicznych, ze s one
bardziej stabilne od innych enzymdw, enzymodw innego pochodzenia. Nie znam takiej
specyficznej zaleznosci, jest jg takze trudno ogodlnie przedstawi¢, poniewaz stabilnosé
enzymow zalezy od warunkéw srodowiska, a narzedzie ktérym dysponujemy, tj. inzynieria
Srodowiska reakcji, umozliwia drastyczne zmiany warunkdow katalizy enzymatycznej
i stabilno$ci enzyméw. Publikacja, ktérg na poparcie swoich stéw doktorant cytuje dotyczy
immobilizacji lipaz i nie znajduje w niej potwierdzenia stwierdzen z ocenianego materiatu.

Prosze o komentarz w tej w sprawie.

Na rysunku 2 pt. Triada katalityczna lipaz, przedstawiono schemat nieznanej konformacji triady
katalitycznej hydrolaz serynowych. Schemat jest do$¢ mato informacyjny. Prosze o wyjasnienie
co oznaczajg symbole przestrzennego wigzania chemicznego? Czy mamy rzeczywiscie do

czynienia z wigzaniami chemicznymi pomiedzy aminokwasami triady?

W kolejnych rozdziatach przedstawiono opracowane w latach 90 informacje o strukturze lipaz
i mechanizmie katalizy, powtarzane wielokrotnie w publikacjach, opracowaniach ksigzkowych,
ktore ukazujg sie do dzisiaj. Czasami wiec trudno jest znalez¢ rzeczywisty Zzrodtowy materiat.
Tak jest, np. z rysunkiem 3, ktéry przedstawiono za Casas-Godoy i in., 2018, a prezentowany
jest takze w innych publikacjach. Identyczne zestawienie aktywnej i nieaktywnej struktury tych

samych lipaz z Candida rugosa i Rhizomucor miehei przedstawiono w pracy CONTESINI i in.,



2020'. Oczywiscie kazdy moze przygotowac takie schematy z uzyciem dostepnych struktur w bazie PDB
oraz programéw komputerowych. Przy okazji prosze o wyjasnienie co przedstawiajg struktury

kuliste na rysunku 3 b?

W kolejnych rozdziatach 2.3-2.5 przedstawiono informacje na temat reakcji katalizowanych przez lipazy,
specyficznosci lipaz i ich zastosowania. Oczywiscie w pracy dysertacyjnej nie sposéb przedstawic
wszystkich informacji z zakresu reakcji katalizowanych przez lipazy oraz przedstawié¢ warunki tych
reakcji. Ciekaw jednak jestem jakie kryterium prezentacji reakcji chemicznych katalizowanych przez
lipazy przyswiecato doktorantowi? Wiekszo$¢ podstawowych, fundamentalnych informacji na temat
lipaz przedstawiono jak juz wspomniatem w latach 90, wracam wiec do kwestii reprezentatywnych
cytowan i z catym szacunkiem dla autorow pracy Kotodziejska i in. 2013 (str.7), to inni autorzy jako
pierwsi opisali wczesniej prezentowane informacje determinujgce selektywnos¢ lipaz wzgledem grupy

acylowej i alkoholu.

Na rysunku 10 doktorant przedstawit ogdlny schemat triacyloglicerolu. Wczesniej jednak wprowadza
wilasciwg numeracje stereochemiczng i szkoda, ze nie przedstawit budowy stereochemicznej
triacyloglicerolu na tym ogdélnym schemacie. Mam réwniez uwage dotyczacg klasycznych informacji na
temat selektywnosci lipaz. W czeéci doswiadczalnej pracy doktorant wykazuje promiskuityzm lipaz,

dlaczego nie wspomina o tej wyjatkowo uzytecznej i analizowanej wtasciwosci lipaz?

Na kolejnych stronach 12-17 Pan mgr Szymczak prébuje przedstawic zastosowania przemystowe lipaz,
ktore nalezy to jednak dodaé, s wybranymi przyktadami i bazujg na literaturze sprzed 10-20 lat.
Wtasciwie autor tylko wylicza mozliwe zastosowania lipaz, co zrozumiate z uwagi na rodzaj
przygotowanego materiatu, wiec moze witasciwe bytoby skupienie sie na opisie tylko wybranych,
reprezentatywnych, przyktadach i przedstawienie rzeczywistego postepu w tych obszarach stosowania
lipaz. Mam watpliwosci czy wszystkie wymienione przyktady dotycza zastosowan przemystowych.
Prosze o komentarz na temat tej watpliwosci. Jako, ze reprezentuje takze technologie zywnosci prosze
o informacje na temat rzeczywistego zastosowania lipaz w produkcji zywnosci. Z uwagi na moje
zainteresowanie enzymatyczng syntezg biodiesla, mam przeswiadczenie o przedstawieniu nie
reprezentatywnych i nie aktualnych informacji na temat tego zagadnienia. Bardzo ogdlne i chyba jednak
kontrowersyjne jest stwierdzenie doktoranta, ze ,Zastosowanie enzymu do produkcji biodiesla jest
optacalne i przyjazne dla srodowiska.”. Jesli bytaby to prawda zamiast chemicznej syntezy biodiesla

powszechna byfaby synteza enzymatyczna, a przeciez tak nie jest. Kazda synteza biodiesla wymaga

1 CONTESINI F.J., DAVANCO M.G., BORIN G.P., VANEGAS K.G., CIRINO J.P.G., MELO R.R.D., MORTENSEN U.H.,
HILDEN K., CAMPOS D.R. ,CARVALHO P.D.O., 2020. Advances in Recombinant Lipases: Production, Engineering,
Immobilization and Application in the Pharmaceutical Industry. Catalysts, 10(9): 1032. 10.3390/catal10091032:
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dotacji, a postep w zakresie enzymatycznej syntezy biodiesla dotyczy, m.in. stosowania tanich
enzyméw, np. plynnego preparatu Callera’ Trans L; zastosowania tfuszczu mikrobiologicznego

i z glonéw oraz stosowania przyjaznych dla sSrodowiska rozpuszczalnikéw.

W kolejnym rozdziale przedstawiono trudno dostepne informacje na temat danych dotyczacych rynku
i prognoz rynku enzymow. Poddaje jednak pod watpliwos¢ zasadnos¢ prezentacji tabeli 1, w ktérej
przedstawiono dane dotyczace preparatéw oferowanych przez firme Merck. Lista dotyczy preparatéw
stosowanych w celach badawczych, nie przemystowych. Ceny i oferta enzyméw firmy Merck dla
przemystu wymaga indywidualnych zapytan, a z doswiadczenia wiem, ze ceny, charakterystyka, rodzaj
enzymow przemystowych oferowanych przez potentatéw w ich produkcji, np. firme Novozymes,

Amano, sg drastycznie inne od tych przedstawionych w tabeli.

W kolejnych rozdziatach przedstawione sg techniczne i technologiczne uwarunkowania syntezy lipaz
oraz mozliwe do zastosowania w syntezie i produkcji substraty odpadowe. Nie jest to bardzo istotna
kwestia, jednak jestem za informacyjnym tytutem rozdziatdw. Rozdziat 2.8 ma tytut: , Produkcja lipaz
mikrobiologicznych na odpadach rolno—przemystowych”, z mojej perspektywy w rozdziale powinienem
znalez¢ informacje na temat przemystowych (bo ,produkcja”) metod prowadzenia hodowli
drobnoustrojow na podtozu statym (bo ,na odpadach”). W materiale doktorant przedstawit
podstawowe, bardzo ogdlne informacje o technikach hodowli drobnoustrojéw i uwazam, ze ten
rozdziat moégtby by¢ pominiety bez zmiany wartosci pracy. W kolejnym rozdziale pojawiajg sie
informacje na temat doswiadczen przedstawionych w literaturze, zastosowywania odpadéw
zawierajacych substancje ttuszczowe, odpaddw lignocelulozowych i $ciekdw przemystowych, do
syntezy lipaz. Doktorant prébuje wykaza¢ mozliwosci, przekonaé do stosowania tych substratéow
w syntezie lipaz. Przewrotnie poprosze jednak o informacje czy doktorant widzi jakie$ zagrozenia,
niedogodnosci stosowania produktow ubocznych, odpaddéw w syntezie i produkcji mikrobiologicznej

lipaz?

Analize zagadnien w Swietle literatury uzupetnia opis podstaw i mozliwosci zastosowania reakcji BV
oraz biotransformacji produktéow reakcji do polimeréw. Opis jest podstawowy, dla wybranych reakgji
i zastanawiam sie nad reprezentatywnoscig przedstawionych informacji. Enzymy przemystowe
otrzymywane sg gtéwnie dzieki rekombinowanym mikroorganizmom, a postep w zakresie reakcji BV
dotyczy zastosowania inzynierii enzymatycznej, kierowanej ewolucji molekularnej, inzynierii
Srodowiska reakcji. Tych informacji brakuje mi w opracowaniu, cho¢ doceniam takze zauwazalng prébe
prezentacji osiggnie¢ polskich naukowcow (przy okazji nie znalaztem w zestawieniu literatury publikacji:

Szczepaniak, 2022).



Cel pracy opisany jest mato konkretnie, obejmuje takze prébe uzasadnienia podjetych prac, jednak
uzasadnienie jasno wynika z lektury przedstawionych wczesniej rozdziatow. Jak to zwykle bywa w pracy
dysertacyjnej doktorant stara sie wykazac szeroki zakres prac i dla mnie ten szeroki zakres prac jest
jasny i zdefiniowany, od hodowli drobnoustrojéow w celu pozyskania lipaz do katalizy reakcji BV, a
wszystkie doswiadczenia majg by¢ zwigzane z stosowaniem na skale przemystowa. Moja ciekawosé
kolejny raz zostata nie zaspokojona, poniewaz doktorant pisze o ,skalowaniu procesu”, co
prawdopodobnie oznacza zadanie powiekszenia skali procesu biotechnologicznego, ale brak jest
danych. Jedli jest to zadanie weryfikacji wynikéw aktywnosci lipaz uzyskanych w hodowli wgtebnej
wstrzgsanej (25 cm?) i hodowli w bioreaktorze (500 cm?3), to nie jest to powiekszenie skali bioprocesu.

To jest poréwnanie warunkéw laboratoryjnych hodowli z uzyciem dwdch metod.

Opis materiatéw i metod przedstawiono na 21 stronach, co $wiadczy o ztozonym i szerokim
zakresie przeprowadzonych prac. Do selekcji i skriningu szczepdw syntezujgcych lipazy
wykorzystano wstepnie wyselekcjonowane na podstawie analizy literatury, 13 szczepéw
bakterii i 4 szczepy drozdzy. Niestety analize tego waznego rozdziatu musze rozpoczgé od uwagi
na temat tytutu rozdziatu: Przyspieszenie metabolizmu i wzrost biomasy mikroorganizmaéw.
Tytut jest bardzo intrygujacy i odczytatem go jako prébe zastosowania inzynierii metabolicznej
do zwiekszenia metabolizmu drobnoustrojéw. Niestety tre$é rozdziatu dotyczy przygotowania
inokulum, kultury ptynnej z prébek biomasy przechowywanej w postaci liofilizatow i zawiesin
w glicerolu (klasycznych metod przechowywania drobnoustrojow w kolekcjach szczepow).
Doktorant zaproponowat i przeprowadzit selekcje jakosciowg szczepdw syntezujgcych lipazy z
uzyciem metody dyfuzyjnej w podtozach z dodatkiem oleju z oliwek, rhodaminy B oraz Tweenu
80. Doceniam zakres wykonanych analiz, mam kilka pytan i uwag, prosze o komentarz. Nie
wiem dlaczego w tescie dyfuzyjnym zastosowano 3 substraty do weryfikacji aktywnosci
lipolitycznej szczepow? Metody dyfuzyjne majg swoje zalety, ale takze wady, szczegdlnie jesli
dyfuzja nastepuje z osrodkdw o rdinej polarnosci. Tween i zastosowany barwnik
fluorescencyjny dobrze rozpuszczajg sie w wodzie, ale jak doktorant przygotowat podtoze z
dodatkiem oleju z oliwek? Fundamentalng wtasciwoscig lipaz, jak wykazat to takze doktorant,
jest ich aktywnos¢ na powierzchni miedzyfazowej, wazna jest zatem jakos$¢ i przygotowanie
wysokiej jakosci zemulgowanego substratu. Kolejne pytanie dotyczy standaryzacji hodowli do
testéw dyfuzyjnych, czy byly analizowane parametry hodowli, ilos¢ biomasy w hodowli?
Watpliwos¢ dotyczy zasadnosci dodawania ptynu hodowlanego (biomasa wraz ze sktadnikami

pozywki) do studzienki (zdjecia z publikacji doktoranta i pracy rys. 29, wskazujg na problemy).



W kolejnym etapie analizowano ilosciowo aktywnos¢ zewnatrzkomodrkowa szczepdw
wzgledem p-NPP, ktéry jest jednym z wielu mozliwych substratow i jednym z najtrudniejszych
do przygotowania. Skad wybdr kwasowosci (pH 8), w ktérej prowadzono oznaczenia, jak
mozna poréwnywacé wyniki testow jakosciowych i testu ilosSciowego? Moim zdaniem jak
stusznie przedstawit to doktorant, synteza enzyméw lipolitycznych indukowana jest obecnoscia
substratu w podtozu, tak wiec dlaczego nie prowadzono hodowli w podtozach z induktorami
i czy nie zasadne bytoby sprawdzenie w prosty sposéb aktywnosci wewnatrzkomorkowej lipaz?

Wracam do tych zagadnien na etapie analizy wynikéw.

Interesujgca i bardzo przydatna moze byé zastosowana przez doktoranta procedura weryfikacji
aktywnosci metabolicznej wybranych drobnoustrojéw wzgledem wybranych grup substratéw.
Prosze jednak o wyjasnienie co okresla wartos¢ AWCD i R? Uwagi na temat tego etapu

doswiadczen przedstawie takze analizujgc wyniki.

W kolejnym etapie doktorant podjat sie przygotowania hodowli wgtebnych wstrzgsanych oraz
hodowli na podtozu statym (to informacja od autora) z uzyciem réznych substratéw, odpadéw
i produktéw ubocznych. Wyselekcjonowane 5 szczepdw z rodzaju Burkholderia, Pseudomonas
i Moesziomyces namnazano w podfozu ptynnym wzbogaconym 2% dodatkiem: glicerolu
technicznego, destylatu kwasow ttuszczowych, produktéw utleniania cykloheksanu, permeatu
serwatki, sruty i makuch rzepakowych lub stonecznikowych oraz wyttokéw z jabtek. Juz
zadatem pytanie wczesniej choc liczytem na pomytke autora, jednak i na tym etapie pojawia
sie informacja o wyttokach jabtkowych uzyskanych po produkcji soku jabtkowego
i zageszczonego soku jabtkowego. Prosze o informacje jaka byta rdznica miedzy tymi
surowcami? Jestem takze przekonany, ze podioza ktére byty przygotowane z niektdrymi
dodatkami byty zawiesinami, a nie roztworami, co powoduje wiele probleméw podczas

realizacji bioprocesu i powinno by¢ zdecydowanie zaznaczone w opisie procedur.

Jesli dobrze zrozumiatem, hodowle ktére doktorant okresla jako prowadzone na podtozu
statym byty prowadzone w podfozu ptynnym zawierajgcym 5% dodatek permeatu serwatki,
$ruty i makuch rzepakowych lub stonecznikowych oraz wyttokdw z jabtek. Kryterium, ktore
przyjmuje sie do okre$lenia warunkéw jako hodowli na podtozu statym jest brak wolnej wody.
Prosze o informacje czy rzeczywiscie przygotowane podtoza spetniaty kryteria podtéz statych?

W konsekwencji prosze o wyjasnienie procedur pozyskania ptynu pohodowlanego do



oznaczenia aktywnosci lipolitycznej zewnatrzkomorkowej, tj. ,Wykonano ekstrakcje 5 mL/g

surowca przy uzyciu roztworu Triton X—100 10 g/L wykorzystujac mieszanie...”.

Kolejny etap doswiadczen to weryfikacja mozliwosci zastgpienia zrédta azotu w hodowli
szczepu 18 Pseudomonas spp. i wykonanie hodowli w réznych warunkach temperatury i co

warto jednak zaznaczy¢ przy réznej wartosci poczgtkowej kwasowosci podtoza.

Wszystkie do tej pory opisane hodowle prowadzono w matych objetosciach podtéz w kolbach
Erlenmeyera. To co doktorant okresla jako ,skalowanie” nazwatbym weryfikacjg warunkéw
syntezy lipazy w hodowli wgtebnej w bioreaktorze i poréwnaniem do hodowli wgtebnej
wstrzgsanej. Nie skorzystano jednak z mozliwosci, ktore oferuje bioreaktor i nie prowadzono
hodowli w warunkach pH-statycznych. Warunki hodowli w bioreaktorze wskazujg na
laboratoryjng skale procesu (500 cm?® podtoza). Hodowle prowadzono w podtozu z dodatkiem
makuch stonecznikowych, tym razem dodatek makuch wynosit 3% i prosze o uzasadnienie tego

wyboru.

Na etapie przygotowania materiatu do wydzielenia i wstepnego oczyszczenia lipazy, zmieniono
warunki namnazania szczepow i zastosowano hodowle w kolbach w podtozu z dodatkiem
makuch stonecznikowych i oleju z oliwek. Trudno jest zrozumiec racjonalne przestanki zmian
warunkow doswiadczenn wykonanych przez doktoranta. Trzeba przyznaé, ze Pan mgr inz.
Tomasz Szymczak nie unikat pracy, ale z zainteresowaniem wystucham wyttumaczenia
algorytmu postepowania. Doceni¢ nalezy prébe wykorzystania réznych odpadoéw, produktéw
ubocznych, wszystko to zgodnie z przestaniem materiatu wprowadzajgcego, ktdre przekonuje
i zacheca do stosowania zasad zielonej technologii. Jak jednak wyttumaczy¢ zastosowanie,
w ostatnim etapie, oleju z oliwek, do indukcji syntezy lipaz? Dodatkowo nie rozumiem
procedury wydzielania biomasy z ptynu pohodowlanego i efektu wirowania biomasy
przedstawionego na rysunku 26. Jes$li miatbym poradzi¢ co$ Panu mgr. Szymczakowi, to
zalecitbym w warunkach laboratoryjnych filtracje, co zapewne rozwigzatoby problem rozdziatu
faz, zwrdcitbym takze uwage na warunki wirowania i zaproponowatbym przemycie materiatu
rozpuszczalnikiem organicznym w celu usuniecia ttuszczu, ktdry bedzie stwarzat wiele
probleméw podczas kolejnych etapéw wydzielania enzymu. Zdecydowanie unikatbym
okreslenia ,Warstwa w postaci btony”. Ta frakcja to zapewne biomasa, ktéra w sposob
naturalny w warunkach hodowli w podfozu z substratem hydrofobowym gromadzi sie na

granicy faz woda:olej. Dodatkowo nalezy przypuszczaé, ze uzyte przez doktoranta szczepy
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i warunki hodowli oprécz syntezy lipaz indukowaty synteze takie innych metabolitow
wtérnych, np. biosurfaktantéw, ktére utrudniajg rozdziat faz, zmieniajg potencjat zeta
i wspodtczynnik hydrofobowosci-hydrofilowosci biomasy. Procedure, ktéorg przedstawit
doktorant z nieznanych mi przyczyn, tj. zastosowanie ultradzwiekéw do obrébki biomasy,
doprowadzita zapewne do jej dezintegracji i uzyskania w  supernatancie

wewnatrzkomérkowego preparatu lipaz 18 Pseudomonas spp.

W ostatnim etapie doktorant, jesli dobrze zrozumiatem zapis, zastosowat preparat CAL-B,
a jesli to byt enzym o numerze katalogowym L3170 (okres$lony jako pochodzacy z Candida sp.),
to jest to preparat ptynny, enzym rozpuszczony. W nieprzyjaznych warunkach srodowiska
reakcji BV, znacznie lepsza wydajnos¢ biokatalizy jest zapewniona dzieki stabilizacji lipaz przez
immobilizacje. Dla poréwnania, w ramach pracy dysertacyjnej, stosowano takze preparaty
ptynne uzyskane z 18 Pseudomonas spp. i Moesziomyces antarcticus ATCC 28323, w tym takze
w moim przekonaniu o czym juz informowatem preparat wewngtrzkomérkowy z 18
Pseudomonas spp. Rysunek 27 umozliwia zrozumienie sktadu wielu mieszanin reakcyjnych
zaproponowanych przez doktoranta. Niestety nie podano informacji o ilo$ci uzytego enzymu,
reagentdw i rozpuszczalnika. Prosze o informacje jaki wzorzec zastosowano do analizy

chromatograficznej stezenia kaprolaktonu.

Doceni¢ nalezy zakres realizowanych prac, rozmach, jednak zrozumienie postepowania
przedstawionego w pracy wymaga zmudnej analiz. Opis mégtby byé znacznie krétszy, bez
zmiany wartosci pracy, skupiony tylko na opisie procedur, metod i chyba jednak powinien by¢
doktadniejszy. Licze na wiele wyjasnien podczas posiedzenia komisji. Reasumujgc chciatbym
jednak zwrécié uwage, ze podczas waznego i trudnego etapu weryfikacji sposobu
otrzymywania lipaz, warunkéw hodowli kontrolowano tylko aktywnos¢ lipolityczng. To
zdecydowanie zbyt mato, zeby racjonalnie wnioskowaé o zaleznosciach. Konieczne sg takze
informacje o sktadzie chemicznym stosowanych substratéw. Przedstawienie literaturowych
informacji na temat mozliwego sktadu chemicznego odpaddw i produktéw ubocznych ma
ograniczong wartos¢. Opis prac doswiadczalnych konczy przedstawienie stosowanych metod
statystycznych. Tutaj rdwniez znajdujg sie rezultaty dos¢ specyficznego uktadu doswiadczen.
W pracy najwazniejsze byly dwa etapy, tj. synteza lipaz i reakcje enzymatyczne w celu
otrzymania kaprolaktonu, a najwiecej uwagi poswiecono statystycznej obrébce wynikow

aktywnosci metabolicznej drobnoustrojow.
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Doswiadczenia zwigzane ze wstepnym oznaczeniem aktywnosci lipolitycznej przedstawia
tabela 17 i witasciwie nie znajduje podstaw do rozbudowanej analizy wynikéw, podobnie
opisuje wyniki Pan mgr Szymczak. Jak mozna sie domysle¢ na podstawie moich uwag
dotyczacych metod analitycznych uwazam, ze stosowanie na tym etapie 3 testéw dyfuzyjnych
i oznaczenia spektrofotometrycznego nie przyniosto wymiernych korzysci, poniewaz
najlepszym sposobem prezentacji aktywnosci enzymow jest wyrazenie ilosciowe aktywnosci
wzgledem p-NPP. Wyniki mozna bytoby udoskonali¢ prezentujagc oznaczenia
spektrofotometryczne aktywnosci wewngtrzkomdrkowej. Przy okazji rysunek 29 obrazuje
problem zwigzany z zastosowang procedury, tj. w studzienkach widoczny jest wzrost
drobnoustrojéw, tak wiec zasadne jest pytanie, co mierzono, aktywnos¢ lipaz czy aktywnosé
wzrostu drobnoustrojéw w przyjetych warunkach i aktywnos¢ wytworzonych lipaz?
Przypomne, ze dodawano tylko 50ul hodowli do studzienki i inkubacje prowadzono w 30 lub
37°C przez 72h, co zapewne prowadzito do szybkiego odparowania wody ze studzienki,
probleméw z dyfuzjg i wzrostem drobnoustrojow. Prosze jednak o krétka informacje czy

doktorant znalazt korelacje pomiedzy wynikami uzyskanymi z zastosowaniem réznych testow?

Doceniam informacje charakteryzujgce aktywnos¢ metaboliczng wybranych szczepow
drobnoustrojéw, ich preferencje substratowg i wrazliwos¢ na warunki srodowiska. Sg one
bardzo przydatne, charakteryzujg szczepy drobnoustrojéw, dajg mozliwo$¢ doboru
i kierowania aktywnosciag metaboliczng drobnoustrojow. Analiza uzyskanych wynikéw
z uzyciem testéw Biolog® zostata zapisana na stronach 63-79. Prosze jednak o krotkie
podsumowanie w jaki sposéb wykorzystano uzyskane dane do realizacji kolejnych etapow
doswiadczen, zadan realizowanych w ramach pracy doktorskiej? Prosze takze o opis danych
przedstawionych na rysunku 32, a mdj drobny komentarz do dyskusji jest nastepujgcy:
1. Przebieg krzywych jest nie do zaakceptowania, czy mozna wyttumaczy¢ w przebiegu
krzywych gwattowne zwiekszenia i zmniejszenia wartosci absorbancji? 2. Zakres zmian
wartosci absorbancji jest bardzo maty od 0 do 0,14, zwykle warto$é¢ absorbancji hodowli
drobnoustrojéw obrazujgca ich wzrost w ptytce osigga znacznie wieksze wartosci, wiec prosze
o informacje jakie maksymalne wartosci mozna osiggngé w zastosowanym tescie? Nie
rozumiem takze informacji w tytutach wykreséw o poziomie istotnosci réznic, prosze

0 wyjasnienie. Prosze pozwoli¢ mi takze podzieli¢ sie uwaga, ze zrozumienie i analiza testu
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Biology® przez oceniajgcego bytoby lepsze, gdyby na etapie prezentacji wynikéw, a nie na

etapie prezentacji procedury opisywane bytyby zasady testéw i ich wyniki.

Jesli chodzi o analize aktywnosci lipolitycznej oznaczonej w ptynie po hodowli drobnoustrojéw
to jest jg trudno analizowa¢ w tak przygotowanej tabeli 19 (duza tabela bez informacji
o rodzaju danych w kolumnach). Niestety nie udato mi sie w metodyce znalez¢ informacji w
jaki sposdb oznaczono aktywno$¢ po hodowli metodg SSF wyrazong w U/g podtoza? Powtdrze
w tym miejscu, swojg wczesniejszg uwage, ze analiza licznych wynikdéw jest ograniczona
poniewaz nie ma informacji o kinetyce syntezy lipaz, kinetyce zmian hodowli drobnoustrojéw.
Mam takze pytanie na jakiej podstawie przyjeto parametry temperatury prowadzenia hodowli,

kwasnosci poczgtkowej podtoza i czasu hodowli?

Doktorant nie zastosowat metod statystycznych, nie zweryfikowat wszystkich zmiennych, wiec
tytut rozdziatu 5.3.2 Optymalizacja procesu fermentacji, nie odpowiada przeprowadzonym
doswiadczeniom. Prosze jednoczesnie o informacje dlaczego przyjeto, ze zrédto azotu bedzie
krytycznym parametrem oddziatujgcym na aktywnos$¢ lipaz zewngtrzkomdrkowych?
Powazniejszy problem zwigzany jest z brakiem logicznego powigzania poprzednich etapow
doswiadczen. Doktorant przygotowat podfoza mineralne z dodatkiem réznych Zzrédet azotu,
bez zrédta wegla wybranego w poprzednim etapie (Tabela 14)? W tabelach 20-22 bardzo
przydatna bytaby statystyczna analiza rdznic aktywnosci lipolitycznej. Zaproponowane
poczgtkowe wartosci kwasowosci i maty zakres analizowanych temperatury, w ktérych
prowadzono hodowle jest bardzo dyskusyjny. Jesli jednak doktorant zapomniat w sktadzie
podtoza hodowlanego uwzgledni¢ wczesniej wybrane zrédio wegla, wyniki zaprezentowane
w rozdziale 5.3.2 nie powinny znalez¢ sie w pracy doktorskiej. Prosze o uzasadnienie planu

doswiadczen uwzgledniajgcego ocene wptywu zrddta azotu na synteze lipaz.

To co pan mgr inz. Tomasz Szymczak niestety wcigz nazywa ,skalowaniem” namnazania
i syntezy, ogranicza sie do wynikdw 6 pomiarow aktywnosci lipolitycznej (tabela 23), to

naprawde za mato zeby méwié o doskonaleniu bioprocesu.

Wocigz bardzo trudno zrozumiec jest ide, filozofie prowadzonych doswiadczen, lektura
opracowania jest bardzo trudna. Autor stosuje rdine preparaty do wydzielenia i préb
oczyszczenia lipaz. Hodowle prowadzone sg w matej skali, pojawia sie znéw jako dodatek do

podtoza oliwa z oliwek, wszystko to wbrew tytutowi pracy i jej celowi. Dopetnieniem uwag
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dotyczacych realizowanych zadan jest tabela 24. Okreslenia preparatéw, ktérych aktywnosé
oceniano sg nie do zaakceptowania, tj. ,Warstewka olejowa...”, ,0sad w formie btony....".
Wazne jest nie tylko nazewnictwo, ale rowniez to ze doktorant olej i zawiesine dodaje do

studzienki mikroptytki w celu wykonania pomiaru absorbancji p-nitrofenolu.

W kolejnym rozdziale doktorant prébuje opisa¢ réine etapy wydzielania, oczyszczania
preparatu. Operacje jednostkowe monitorowane sg jednak tylko poprzez przedstawienie
aktywnosci lipolitycznej. W standardowych procedurach oczyszczanie enzymdéw monitoruje
sie prezentujgc na kazdym etapie: stezenie biatka, aktywnos$¢ enzymatyczng catkowitg
i specyficzng a takze ogdlny wskaznik oczyszczenia, wydajno$¢ ogdlng i wydajnos¢ etapow.
Wszystkie te parametry powinny i mogtaby byé przedstawione w tej pracy, ale niestety nie
mamy mozliwosci oceny jakosci zaproponowanych procedur. Musze takze skomentowac ztg
jakos¢ zdje¢ zeli po rozdziale elektroforetycznym, a na rysunku 48 przedstawiono
w nieakceptowalny sposéb profil wzorca masowego (dorysowana ,drabinka” mas). Moje
obawy budzi takze zdjecie przedstawione jako rysunek 51. Po wirowaniu uzyskano, jesli dobrze
widze 3 fazy, prosze o komentarz o ich pochodzeniu, sktadzie i prosze o informacje z ktérej fazy

pobierano prébke do analizy chromatograficznej kaprolaktonu?

Podsumowujgca przeprowadzone prace, analiza efektéw zastosowania lipaz w reakcji BV,
W mieszaninach o réinym skifadzie zmusza recenzenta do zadania pytan

i przedstawienia watpliwosci:

1. Niestety pojawia sie kolejny raz w zestawieniu okreslenie ,preparat enzymatyczny
w postaci btony...”.

2. Brak jest danych o wartosci wspétczynnika konwersji, bo dopiero ten parametr
z potgczeniu ze stezeniem produktu w mieszaninie reakcyjnej daje obraz jakosci
procesu.

3. Zastosowano dodatek rdinej masy preparatdw enzymatycznych, ktére rdinity sie
aktywnoscig enzymatyczng i nie uwzgledniono tego parametru w analizie efektywnosci
reakcji enzymatycznej, produktywnosci enzymu.

4. Nic nie wiemy o kinetyce reakcji enzymatycznej.

5. Po zastosowaniu analizy chromatograficznej, szczegdlnie w pracy doktorskiej, zalecane

jest przedstawienie choé wybranych chromatograméw.
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Dyskusja wynikow i wnioski sg konsekwencjg przeprowadzonych doswiadczen. Moim zdaniem
dyskusja jest mato atrakcyjna, analizowano wiele parametréw, ale z uzyciem wtasciwie dwéch
deskryptorow, tj. aktywnosci lipolitycznej i stezenia kaprolaktonu. Taka prezentacja osiggniec
ogranicza dyskusje, cho¢ zestawienie uzyskiwanych przez innych naukowcéw wartosci
aktywnosci lipolitycznej zewnatrzkomdrkowej i stezenia kaprolatonu, datoby szanse na

obiektywizacje jakosci uzyskanych wynikow.

Z uwagi na duzy zakres prac, rozumiejac jednoczesnie uwarunkowania organizacyjne,
chciatbym podzieli¢ sie uwagami, komentarzami, ktére mam nadzieje pomogg w dalszych

etapach postepowania, a takze bedg przydatne doktorantowi.

Praca jest napisana bardzo mato przyjaznie dla czytelnika, bardzo trudno jest jg analizowac,
opisy metodyczne mieszaty sie z analizg wynikdéw, towarzyszy temu czesto jezyk trywialnych
okreslen. Zakres skomplikowanych procedur, przemyslen, krokéw, podczas realizacji pracy byty
bardziej zrozumiaty, gdyby =zostat przygotowany ogélny schemat przeprowadzonych

doswiadczen.
Przedstawiam takze, moim zdaniem, niefortunne sformutowania uzyte w pracy:

Str. 3 ,,...po system eukariotyczny, taki jak drozdze i grzyby strzepkowe.”; ,...otrzymywania
enzymu lipazy na drodze biotechnologicznej przy uzyciu mikroorganizméw na podfozach

fermentacyjnych.”
Str. 4 ,Lipazy sg szeroko rozpowszechnione w...organach roslin i mikroorganizmoéw.”
Str. 4 ,,...lipazy rdéznig sie sekwencjg aminokwasowg w czesci biatkowej...”

Str. 5 ,,..Ta aktywna katalityczna czgsteczka lipazy...” (prawdopodobnie chodzi o strukture

przestrzenng centrum aktywnego)

Str. 5 ,..ktére sg potaczone z gtdwna strukturg enzymu elastyczng struktury.”

(prawdopodobnie przecinek zmienitby sens zdania.

Str. 5 ,,”Wieczko” jest elementem ruchomym i moze otwiera¢ miejsce aktywne w obecnosci

reakcji zachodzacej w uktadzie dwufazowym. Kiedy ,wieczko” odstania miejsce aktywne

enzymu umozliwia dostep substratu reakcji...Nie wszystkie lipazy wykazuja zjawisko aktywacji

miedzyfazowej, gdzie do wyjatkdow mozna zaliczy¢ lipaze B z Candida antarctica”

15



Str. 7 ,We wszystkich przypadkach reakcja jest przeprowadzana na granicy faz ukfadu

dwufazowego, ktéry zawiera faze organiczng i hydrofobowg”
Str. 7 ,,...aktywno$¢ katalityczna lipaz jest odwracalna”

Str. 12 Opisujac zastosowania lipaz: ,,...gdzie enzymy odpowiadajg za czyszczenie tkanin...”,
»-.W produktach farmaceutycznych stuzg do produkcji zwigzkéw leczniczych.”, ,,...przy procesie

obrabiania skory...”

Str. 13 ,,Przemyst detergentowy”

Str. 17 ,,...przedstawiono przyktadowe preparaty enzymatyczne na bazie lipaz...”

Str. 24 ,,Odpady oleiste” (informacje o $rucie i makuchach, wyttokach?)

Str. 28 ,,...na ataku czynnika nukleofilowego zwigzku nadtlenowego na wegiel karbonylowy
ketonu, gdzie powstaje tetraedryczny produkt ...”

Str. 36 ,,...prowadzona na podtozach hodowlanych opartych na surowcach...”

Str. 41 ,,...podtoze wycieto otwory o $rednicy 5 mm, w ktérych zaszczepiono 50 pL hodowli

poszczegdlnych mikroorganizmow...”

Str. 41 ,,Przyrost stezenia barwnego produktu mierzono...”

Str. 54 ,,Ptyn pohodowlany po wirowaniu z fermentacji szczepu...”
Str. 54 ,,...prowadzono na lodzie przez 10 minut...”

Str. 57 ,,...Moesziomyces antarcticus ATCC 28323 w postaci ptynu po dializie oraz preparat
enzymatyczny w postaci btony 18 Pseudomonas spp. w oparciu o modyfikacje uzytych

rozpuszczalnikéw...”

Str. 58 ,,...faze mobilng zastosowano 50 mM kwas siarkowy, gdzie jej przeptyw podczas analiz...”
Str. 67 ,,...charakteryzowaty sie podobng iloscig utylizowanych substratow...”

Str. 68 ,,...okreslony przy pomocy wskaznika R w 48 godzinie inkubac;ji.”

Str. 80 : ,,...wykorzystaniem naturalnych zrédet wegla o charakterze odpadowym”
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Str. 96 ,,Preparat enzymatyczny w postaci btony 18 Pseudomonas spp.” okreslenie nie do
zaakceptowania

Czesto stosowane powtérzenia: ,,enzym lipaza” i btgd zwigzany z uzyciem ,x” zamiast ,x”.

Stosowane zbedne personifikacje: ,Mikroorganizmy zdolne do...”
Podsumowanie

Wskazane uwagi, dyskusyjne, moze zbyt szczegétowe, a czasami nie wnoszgce nowej wartosci
do przygotowanej pracy sktaniajg jednak do wstepnej pozytywnej oceny pracy przygotowane;j
przez Pana mgr. inz. Tomasza Szymczaka w dziedzinie nauk rolniczych dyscyplina rolnictwo
i ogrodnictwo. Zauwazony powinien by¢ duzy zakres wykonanej pracy, réznorodnosc

wykonanych zadan. Mam takze nadzieje, na dyskusje i wyjasnienia podczas spotkania komisji.
Whniosek kornicowy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.), Ustawie
z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U.z2018r. poz. 1669 ze zm.); Ustawie z dnia 30 kwietnia 2010 r. o Polskiej Akademii Nauk
(Dz. U. z 2020 r. poz.. 1796 ze zm.). Zwracam sie z wnioskiem do Wysokiej Rady Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN o dopuszczenie Pana mgr. inz. Tomasza Szymczaka

do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Mvele MML &OZ
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