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rozprawy doktorskiej mgr Tianyu Yang

pt.: ,,Identification and physicochemical evaluation of lysozyme after its thermo-
oxidative modification with microwave radiation”

wykonanej w Katedrze Zarzadzania Jakoscig i Bezpieczenstwem Zywnos$ci Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu

pod kierunkiem dr hab. Grzegorza Lesnierowskiego, profesora UPP

Recenzja zostala wykonana w oparciu o uchwate Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnoéci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 21 pazdziernika 2021r
w zwiazku z postgpowaniem wszczetym celem nadania panu mgr Tianyu Yang stopnia
naukowego doktora nauk rolniczych.

Dobor i znaczenie tematu

Lizozym (EC 3.2.1.17), jedno z najwazniejszych biologicznie aktywnych bialek jaja kurzego
(najbardziej popularne i dostepne zrodto), wystepujacy réwniez w innych surowcach
zwierzecych i roslinnych, jest znanym silnym enzymem o dziataniu hydrolitycznym w stosunku
do polisacharydéw, bakteriolitycznym 1 mukolitycznym. Hydrolizujac peptydoglikany obecne
w Scianach komorkowych bakterii, sktadajace si¢ z naprzemiennie potagczonych reszt f-1-4 N-
acetyloglukozaminy i kwasu N-acetylomuraminowego, lizozym jest w stanie inaktywowac i
eliminowa¢ bakterie Gram-dodatnie. Jakkolwiek byl on intensywnie badany od czasu jego
odkrycia przez Fleminga w 1922 roku, wciaz jest miejsce na nowe i naukowo uzasadnione
prace, skupiajace si¢ gtownie na strukturalnej modyfikacji czasteczki lizozymu w celu
uzyskania szerszego spektrum aktywnosci litycznej, szczegdlnie wobec bakterii Gram-
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ujemnych, ktore powoduja jedne z najpowazniejszych probleméw zdrowia publicznego na
swiecie ze wzgledu na swoja wysoka oporno$¢ na antybiotyki. Ponadto, wybrane modyfikacje
struktury lizozymu pod wptywem czynnikow chemicznych i1 fizycznych, w tym obrobki
termicznej i mikrofalowej, mogg réwniez skutkowac¢ zwiekszeniem funkcjonalnosci biatka i
rozszerzeniem jego zastosowan w réznych produktach spozywczych. Dlatego podjety przez
Doktoranta temat optymalizacji obrobki mikrofalowej lizozymu biatka jaja kurzego moze
uzupeli¢ wiedze teoretyczng na temat tego biatka, a takze poszerzy¢ jego praktyczne
zastosowania.

Ocena strony formalnej pracy

Oceniana rozprawa spetnia wymagania formalne stawiane tego typu pracom przedstawianym
w postepowaniu na stopien naukowy doktora, tj. ma charakter eksperymentalny i zawiera
wszystkie niezbedne rozdzialy ulozone w typowej sekwencji. Opracowanie stanowi zwarta
catos¢ 1 jest poprawnie napisane jasnym i zrozumiatym jezykiem.

Ocena merytoryczna pracy

Praca doktorska zgtoszona przez mgr inz. Tianyu Yang pt. ,,Identification and physicochemical
evaluation of lysozyme after its thermo-oxidative modification with microwave radiation”
sktada si¢ z 83 stron podzielonych na nastgpujace czesci: Streszczenie, Wprowadzenie, Cel 1
zakres badan, Wyniki i dyskusja, Nieoczekiwane efekty mikrofalowo-modyfikowanego
lizozymu po 12-miesigcznym przechowywaniu w warunkach chtodniczych, Wnioski,
Bibliografia, Zalacznik podzielony na Wykaz publikacji wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej, zalagczone wydruki Publikacji opisanych w rozprawie, O$wiadczenia
wspotautoréw publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej. Cze$¢ wstepna dotyczy
pierwszej publikacji, czyli pelnego artykulu przegladowego na temat lizozymu
opublikowanego w bardzo wysoko ocenianym (IF=12,563, 200 punktow MEiIN) czasopismie
Trends in Food Science and Technology. Po jednostronicowym rozdziale przedstawiajagcym
hipotezy badawcze i cel badan przedstawiono cztery czesci z krotkim opisem 1 gldwnymi
wnioskami z prac eksperymentalnych. Wszystkie te czg¢éci odzwierciedlajg cztery odrgbne,
opublikowane w uznanych czasopismach naukowych, prace, w ktorych mgr inz. Yang jest
pierwszym autorem (z wyjatkiem pracy nr 5, w ktorej mgr Yang jest drugim autorem). Wnioski
wraz z krotkim podsumowaniem oraz wykazem zacytowanych publikacji zamykaja
merytoryczng czes¢ pracy. Dodatkowo w pracy zalaczono dwa o$wiadczenia podpisane przez
wspotautorow wybranych publikacji.
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Oceniana rozprawa spelnia wymogi formalne dla tego typu prac, tj. przedstawianych do oceny
w postgpowaniu o nadanie tytutu doktora, tj. ma charakter eksperymentalny i zawiera wszystkie
niezbg¢dne rozdziaty utozone w typowej kolejnosci. Opracowanie stanowi spojng catosc i jest
poprawnie napisane jasnym i zrozumiatym jezykiem.

Tresé pracy

Wstep — Opracowano na podstawie pierwszej publikacji przedstawianej w rozprawie
doktorskiej (Lysozyme and its modified forms: a critical appraisal of selected properties and
potential, Trends in Food Science and Technology, 2021, 107, 333-342) cze$¢ wstepna jest
napisana zwie¢zle i zawiera najwazniejsze najbardziej istotne informacje na temat lizozymu,
jego naturalnych zrodet 1 wybranych witasciwosci biologicznych. W dwoéch akapitach autor
wskazal na mozliwo$ci modyfikacji lizozymu na drodze chemicznej, termicznej i z
wykorzystaniem technik membranowych. Wskazano takze pozytywny wplyw tych dziatan na
wybrane wiasciwosci oraz aktywno$¢ biologiczng enzymu. Ponadto, wymieniono inne metody
modyfikacji strukturalnej biatek z wyraznym wskazaniem na potencjalnie pozytywne efekty
zastosowania promieniowania mikrofalowego na wybrane wtasciwosci lizozymu.

Cel i zakres badan — Na podstawie danych literaturowych mgr inz. Yang sformutowat cztery
hipotezy badawcze, jako punkt wyj$cia do okreslenia celu badan. Doktorant stwierdzil, ze
promieniowanie mikrofalowe, wspomagane przez czynniki utleniajace, moze pozytywnie
modyfikowaé funkcjonalno$¢ lizozymu, ktéra moze by¢ dalej zmieniana przez warunki
zastosowane w trakcie przechowywania produktu. Jakkolwiek, przedstawione hipotezy maja
charakter informacyjny i pokazuja najwazniejsze zatozenia dla zaktadanych badan, mozna byto
sformutowa¢ je znacznie prosciej i1 jasniej. Cel pracy, opracowanie nowego sposobu
modyfikacji lizozymu, jest zbyt dlugi 1 zbyt szczegdlowy, co jest poniekad mylace. Autor
powinien sformutowa¢ jeden ogdlny cel pracy, a nastepnie kilka bardziej szczegdtowych 1
sprecyzowanych celow.

Wyniki i dyskusja — Tematyka naukowa wszystkich czterech przedstawionych prac dotyczy
wplywu mikrofal i mikrofal w powigzaniu z dzialaniem czynnika oksydujacego na lizozym w
formie proszku (praca 2 i 3) oraz ptynnego koncentratu (praca 4 i 5) w zakresie stopnia
oligomeryzacji biatka, wybrane cechy funkcjonalne ( hydrofobowos$¢ i rozpuszczalnos¢) oraz
aktywno$¢ hydrolityczng. Celem badan przedstawionych w Publikacji 2 (Thermal
modification of hen egg white lysozyme using microwave treatment, Acta Scientarum
Polonorum Technologia Alimentaria, 2020, 19(2), 149-157) bylo =zastosowanie
promieniowania mikrofalowego do modyfikacji lizozymu biatka jaja kurzego. Te wstgpne
badania wykazaty, ze lizozym (5%) jest zdolny do tworzenia form oligomerycznych, gtéwnie
dimeréw, o zwigkszonej hydrofobowosci, ale zmniejszonej rozpuszczalnosci i aktywnosci
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hydrolitycznej pod wptywem mikrofal o mocy miedzy 270 W a 630 W przy réznych warunkach
pH (4,0, 6,0 i 8,0). Wykazano, ze chociaz bioaktywnos¢ zmodyfikowanego lizozymu wobec
Micrococcus lysodeikticus zmniejszyta si¢ w wyniku zastosowania nowego typu obrobki
termicznej, to nadal byta ona istotnic wyzsza w poréwnaniu z preparatami po klasycznym
dziataniu termicznym lub termiczno-chemicznym.

Pytania: 1. Na jakich zatozeniach oparto dobdr wybranych warunkow dla pierwszego,
wstepnego eksperymentu (Pub. 2)? 2. Dlaczego w pierwszym eksperymencie tylko 2 ml
roztworu lizozymu (zawiesiny?) poddano dziataniu promieniowania mikrofalowego? 3. Na
jakiej podstawie do badan wybrano metodyke oznaczania aktywnosci hydrolitycznej lizozymu
(Parry 1 in., 1965)? Czy jest jaka$ istotna roznica mi¢dzy wybrang metodyka a metoda
spektrofotometryczng wg. Lesnierowskiego (2007), Nakimbugwe 1 in. (2006) czy Touch et.
(2004)?

Publikacja 3 (Changes in selected physicochemical properties of lysozyme modified with a
new method using microwave field and oxidation. PLoS ONE, 2019, 14(2): e0213021)
przedstawia wyniki i wnioski z badan nad modyfikacjg lizozymu promieniowaniem
mikrofalowym (270 W), a nastepnie obrobka chemiczng polegajaca na dodaniu nadtlenku
wodoru jako substancji o dziataniu utleniajgcym (0%-4%) oraz liofilizacji w celu konserwacji
preparatu. Gloéwny wniosek wynikajacy z pracy dotyczy potwierdzenia pozytywnego wpltywu
zastosowanego promieniowania mikrofalowego, a takze dodatku czynnika utleniajacego na
tworzenie dimerdéw 1 trimerow lizozymu wykazujacych wyzsza hydrofobowos$¢, ale obnizona
aktywnos¢ lityczng enzymu (nadal wyzsza niz prosta klasyczna obrobka termiczna). Pan Yang
jako pierwszy autor przedstawianej w dysertacji publikacji stwierdzil rowniez, Ze zastosowana
nowa metoda modyfikacji lizozymu jest szybka 1 tatwg opcja poprawy jego funkcjonalnosci.

Pytania: 1. Dlaczego zastosowano H2O2 po obrobce mikrofalowej a nie przed nig? Czy
obecno$¢ nadtlenku wodoru podczas obrobki mikrofalowej moze uszkodzi¢ czasteczke 1
aktywnos$¢ enzymu?

Trzecia eksperymentalna czg¢$¢ badania przedstawiona w ocenianej rozprawie doktorskiej
(Publikacja 4: Microwave modification as an excellent way to produce unique lysozyme with
potential for food and human health, Foods, 2021, 10,1319) opisuje wpltyw obrobki
mikrofalowej o mocy 270 W oraz dodania nadtlenku wodoru (1,5%) na funkcjonalnos¢ i
dziatanie bakteriolityczne ptynnego koncentratu lizozymu. Podobnie jak w badaniach
przeprowadzonych na lizozymie w formie proszku, Autorzy wykazali, Zze mikrofale o matej
mocy wraz z niskim stezeniem $rodka utleniajacego prowadzity do uzyskiwania wysokich
zawarto$ci utworzonych oligoform lizozymu o wigkszej hydrofobowosci 1 potencjalnie silnej 1
rozszerzonym spektrum aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej. Niemniej jednak zmniejszonej
aktywnosci litycznej wobec bakterii Gram-dodatnich.
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W ostatniej czesci pracy przedstawiono wyniki doswiadczenia przechowalniczego
przeprowadzonego na bazowym i modyfikowanym (takie same warunki jak w P4) koncentracie
lizozymu w formie cieklej (Publikacja 5 Unconventional effects of long-term storage of
microwave-modified chicken egg white lysozyme preparations, Scientific Reports, 2021, 11,
10707). Badania majace na celu ocen¢ funkcjonalnos$ci i aktywnosci biologicznej materiatu
doswiadczalnego przechowywanego przez 6 i 12 miesigcy w warunkach chtodniczych
wykazuja znaczng poprawe funkcjonalnosci enzymu poddanego dziataniu mikrofal i czynnika
oksydujacego oraz wskazujg nowe spektrum dziatania antybakteryjnego wraz z uptywem czasu
przechowywania. Im dluzsze przechowywanie tym wyzsze st¢zenie form oligomerycznych
lizozymu charakteryzujacych si¢ wyzsza hydrofobowos$ciag powierzchniowa. Pomimo utraty
aktywnosci litycznej po procedurze modyfikacji biatek, przechowywanie w temperaturze 4-6°C
skutkowalo wigksza zdolno$cia antybakteryjng wobec bakterii Gram+, a nawet niektorych
testowanych bakterii Gram-.

Pytania: 1. Jakimi testami mikrobiologicznymi mozna zweryfikowa¢ potencjat
przeciwdrobnoustrojowy preparatu lizozymu otrzymanego w wyniku zastosowania nowej
metody modyfikacji? 2. Czy neutralizowano dodatek H20>, jesli tak to w jaki sposob? 3. Czy
efekt antybakteryjny jest zwigzany tylko z oligomerami enzymu czy moze z obecnos$cig
nadtlenku wodoru? 4. Dlaczego w badaniach nie uwzgledniono analizy pozostatych, poza
barwa, wlasciwosci sensorycznych preparatu, ktore mogtyby mie¢ wptyw na barwe, smak, a
nawet zapach samego biatka, wplywajac na koncowg atrakcyjno$¢ preparatu/produktu w
ktérym moze zosta¢ zastosowany? 5. Jakie sg potencjalne zastosowania nowego lizozymu w
przemysle spozywczym i nie tylko? 6. Jaka jest efektywno$¢ ekonomiczna produkcji nowego
preparatu enzymatycznego?

Prace podsumowujag cztery wnioski korespondujace z publikacjami zawartymi w rozprawie
doktorskiej. Przedstawiona forma wnioskow jest zbyt opisowa, zamiast w sposéb Scisty i
czytelny wskazywaé najwazniejsze osiagni¢cia pracy. Zaleta tej czeSci dysertacji jest
wskazanie przyszlych kierunkow, w ktérych mozna by kontynuowa¢ badania nad
rozpoznaniem mozliwosci modyfikacji oraz charakterystyki biologicznej i technologicznej
lizozymu, jak réwniez przysztych zastosowan przemystowych.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, chciatbym stwierdzié, ze oceniana praca doktorska ma potencjal naukowy z
nowatorskimi aspektami dotyczacymi modyfikacji lizozymu metodami fizycznymi 1
fizykochemicznymi. Przedstawione badania zostaty starannie zaplanowane i przeprowadzone
przy uzyciu odpowiednio dobranej i dostepnej klasycznej metodologii oraz wyposazenia.
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Zebrane wyniki zostaly przedstawione w sposob przejrzysty, za pomoca nowych narzg¢dzi
graficznych (bardzo korzystne i pomocne jest zastosowanie graficznego abstraktu na poczatku
kazdej czg$ci eksperymentalnej pracy), przeanalizowane, omowione 1 zinterpretowane w
sposob doktadny i1 rzeczowy. Wyniki zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach o
wysokiej punktacji, co §wiadczy o nowosci 1 wysokim poziomie prowadzonych badan (faczna
liczba punktow MEiIN=550). Tre$¢ rozprawy doktorskiej mgr inz. Tianyu Yang pt.: .,
Identification and physicochemical evaluation of lysozyme after its thermo-oxidative
modification with microwave radiation” i wynikajace z niej mozliwosci praktycznego
zastosowania wskazujg, iz spetnia ona wszystkie wymagania okreslone w Rozporzadzeniu
Ministra Nauki i Wyzszego Wyksztatcenie (art. 261., 19 stycznia 2018 r.) o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 261, z p6zn.
zm.). Dlatego z pelnym przekonaniem sktadam wniosek do Rady dyscypliny Technologia
Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgr
Tianyu Yang do dalszych etapow postgpowania zwigzanego z ubieganiem si¢ o nadanie stopnia
naukowego doktora nauk rolniczych.
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dr hab. inz. Matgorzata Korzeniowska, prof. UPWr

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU

WYDZIAL BIOTECHNOLOGII I NAUK O ZYWNOSCI

KATEDRA ROZWOJU FUNKCJONALNYCH PRODUKTOW ZYWNOSCIOWYCH
l‘ r UL. J. CHELMONSKIEGO 37, 51-630 WROCLAW

TEL. +48 71 320 7782 « FAX +48 71 320 7781

R EXCELLENCE IN RESEARCH E-MAIL: DFFPD@UPWR.EDU.PL *




