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Birdltomat avval a megjegyzéssel kell kezdenem, hogy nehéz a helyzete annak a biralonak,
aki mar a hazivédésen is akként szerepelt, hiszen érdemi megjegyzéseinek zome bizonyara
meghallgatdsra lelt a végsd dolgozat valtozat elkészitésekor. Bizony ez ebben az esetben is
igy van, akkori megjegyzéseim zomét Birdé Emese elfogadta, és azoknak megfeleléen
valtoztatott a dolgozatdn. gy jelen biralatom mar szerencsésen féként a munka
pozitivumainak kiemelésére koncentralhat.

Bir6 Emese egy mind tudomanyos mind gyakorlati szempontbé! rendkiviil fontos és izgalmas
tertiletét valasztotta enzimmérnoki tevékenységének, azt kivanta ugyanis megvizsgalni, hogy
hogyan lehet a természetbdl izolalt, eleddig tébbnyire homogén rendszerekben felhasznalt
enzimeket modern mddszerekkel effektiv heterogén fazisu katalizatorokka fejleszteni. Modell
enzimként a tejcukorbontd P-galaktozidazt, egy élelmiszeriparilag is jelentos, tehat ipari
felhasznalast enzimet valsztott.

Kutatasi célkitlizését a kovetkezokben foglalhatjuk §ssze: alkalmas eljarast kivant kidolgozni
makro-, mikro- €s nanoméretli kitozan hordozok eléallitisira és megoldast taldlni a
célenzimnek ezen hordozdkra torténd effektiv kovalens rogzitésére. Célul tiizte ki tovabba a
sol-gél modszer felhasznaldsaval nagy katalitikus hatékonysagu és megnévelt stabilitasu
enzimkészitményt el6allitasat.  Végiil természetesen ezen Ujonnan kialakitott rogzitett
enzimrendszerek részletes vizsgalatat is megcélozta.

A tézisekkel egyiitt 156 oldal terjedelmii mi felépitése a kovetkezdé: a célkitlizések
ismertetését egy 57 oldalas irodalmi dsszefoglalas koveti. Ezutan a jelolt 14 oldalon keresztiil
ismerteti a felhasznalt anyagokat és az alkalmazott modszereket, amelyet eredményeinek 72
oldalas ismertetése €s diszkusszidja kovet. Végiil a dolgozatot a harom oldalas 6szefoglalds
¢s a tézisek magyar és angol nyelvii ismertetése zarja. Ilyeténképpen, noha a mii Kkissé
hosszabb az elvartnal, felépitése azonban a kivant aranyok szerinti.

Megadja a jeldlt a dolgozat végén két impact faktoros idegennyelvii cikkének valamint 10
eldadasanak (7 kiilfoldi, koztik 3 romdniai konferencian elhangzott eléadasanak) adatait.
Nagyon meggy6z6 ez a lista arra vonatkozdan, hogy eredményei felkeltették a nemzetkozi
tudoményos kozvélemény figyelmét, kiilondsen, hogy a két folyoiratcikkre maris 18+7
fuggetlen hivatkozast szerzett A hazivédés ota kapott 3 ujabb fiiggetlen hivatkozas egyik
cikkére mutatja az értekezés témajanak korszerliségét, bedgyazottsdgat a nemzetkozi
tudomanyos aramlatokba..



Az irodami Osszefoglalas sorra veszi az enzim rogzitési modszereket erdsen koncentralva a
hordozok fajtaira, a kitozan és a sol-gél matrixok eddigi felhasznalasaira, az alkalmazott
modszerekre. Ezek az alfejezetek igen erGsen review-szeriek, emiatt kissé leirobbak a
sziikségesnél (értve ezalatt a ki mikor mivel mit csinélt szer(i feldolgozast), viszont élvezetes
¢s hasznos attekintést nytjtanak az olvasonak.

A dolgozat irodalomjegyzéke 182 irodalmi hivatkozast tartalmaz, amelyeknek legnagyobb
része, 75 %-a 2000 utani, ami mutatja az §sszefoglalas naprakész voltat.

Az irodalomjegyzékhez kapcsolddva kiemelem, hogy azt a hazivédési megjegyzésemet, hogy
ma mar illik minden hivatkozott miinek a cimét is megadni, megfogadta, és nyilvan nem kis
munkaval, gondoskodott réla, hogy a végsé dolgozatvaltozat mar minden cikk cimét is
tartalmazza. Evvel nagymértékben emelte dolgozatanak masok dltal  torténd
felhasznalhatosagat.

Az anyagok és modszerek fejezet kivald, a modszerek pontos leirdsa megteremti a
megismételhetoségét a kisérleti munkanak.

Nagyra értékelem azt a szisztematikus munkat, amit Emese az eredmények 3.1 fejezetében ad
kozre. Ez azoknak a modszereknek a végigvitelét jelenti, amelyekkel lehetséges volt makro-
mikro- €s nanorészecskéket eldallitani kitozan alapon a lehetd legkisebb 4tlagos
részecskedtmérd és a legkarcsubb méreteloszlas elérése céljabol. Az itt leirtak eredményeit
foglalja 0ssze az 1.Tézispont is, amelynek megallapitasaival egyetértek. Evvel kapcsolatban
jegyzem meg, hogy a végsé viltozathoz elkészitett tézisjegyzék illetve tézisfiizet, igy,
alpontokba foglalva és kiemelve a sajat eredményeket, valamint mindenhol magadva a
hivatkozasokat is a sajat munkara, mar sokkal jobb és meggy6zobb.

Ezeknek a kisérletsorozatoknak az eredménye az is, hogy megalapozta a kovetkezé nagyon
ertékes kisérleti munkarész — amelynek eredményeit a 3.2 fejezetben foglalta 6ssze —alapjait,
azaz azt, hogy meghatarozta azokat a paramétereket, amelyek leginkabb hatnak a részecske
méret eloszlasra, ezek a kovetkezok: a keverGsebesség, a kitozan koncentricio, a Tween80
koncentraci¢ és a glutaraldehid koncentracio.

Ennek alapjan egy végeredményben 43 kisérleti bedllitast tartalmazo6 4 faktoros, haromszinti
Box-Behnken kisérlettervet realizalt, majd a kisérletek eredményeit statisztikailag értékelte,
illetve felallitotta a szignifikdns hatdsok alapjan a rendszer linearis és négyzetes tagokat
valamint kétoldalu kolesonhatdsokat tartalmazoé statisztikus matematikai modelljét, majd
részletesen elemezte az egyes hatdsokat az ANOVA rendszer alapjan. Masodik 1épésben a
nem szignifikans hatdsok elhagyasaval egy modositott matematikai modellt kapott, amelyben
csak négy linedris hatds és 5 kolesonhatds maradt és amely alkalmas az egyes technoldgiai
paramétereknek az dtlagos részecskeatmérd értékére gyakorolt hatdsa megjdsoldsira. Ez a
része a dolgozatnak lefedi a 2. Tézispont 5 alpontjat. ( Emese elfogadta azt a javaslatomat,
hogy az eredetileg 2 és 3. tézispontot vonja egybe)

A dolgozat kovetkezd fejezete ugyan utal a makro- mikro és nanorészecskékre torténd
enzimrdgzités eredményeire, de szisztematikusan csak a mikro-val foglalkozik, ami nem baj,
hiszen igy tud az fentickben bemutatott logikai vonal folytatddni. Itt a szerzé a
bétagalaktozidaz mikrohordozora torténd rogzitésének optimalizalasarol szamol be, mégpedig
az enzim terhelés és a glutaraldehid koncentraci6, valamint a rogzités idejének fiiggvényében.
Ezeket az eredményeket foglalja Ossze a 3. Tézispont is. Ez el is fogahatd, avval, hogy



nagymérétékben  technologiai  jellegli, gyakorlati  szempontb6l a  legfontosabb
megallapitasokat tartalmazza,

Az utolsé rogzitéssel foglalkozé része a dolgozatnak a szol-gél bezards modszerével
foglalkozik és az itt tapasztaltakat foglalja ossze az 4.Tézispont is. Itt nagyon leegyszerisitve
az lehet a tézis lényege, hogy egy Uj mddszer lett kidolgozva, hiszen ezt a médszert elészor
alkalmaztdk bétagalaktozidaz rogzitésére. Maga a munka vizsgalja az alkilcsoport hatasat, a
rogzités megvaldsitasanak illetve a TEOS-METEOS szilox4n aranyanak a hatasat, tovabba
additivok és az enzimterhelés kérdését és az egész modszer reprodukalhatosaganak
vizsgalatat, tehat végeredményben egy protokollt tesz le az asztalra, szerintem megfelel egy
tézispontnak.

Az utolso fejezet és egyben a 5. Tézispont az alkalmazott rogzitési modszerekkel készitett
immobilizalt bétagalaktozidaz preparatumok tulajdonsagait vizsgélja és hasonlitja Gssze az
oldott enziméivel. A hémérséklet hatast csak egy szempontbol vizsgélja, azaz hogy a
magasabb hémérsékleten torténd rovidebb-hosszabb inkubalds hatasara hogyan veszit
aktivitast az enzim. Ezt meg kell kiilonboztetni attol, hogy hogyan hat a hémérséklet az
enzimaktivitasra. Utobbi esetben magat az aktivitismérést kell az adott hdmérsékleten
végezni. E két modszerrel kapott eredmények jelentésen eltérhetnek egymastél.Ez sz6 szerint
megegyezik a hazivédésen mondottakkal, amire ugyan Emese meggy6zéen azt vélaszolta,
hogy 0 a termostabilitist tartja fontosnak ¢és azt vizsgdlta, amivel én is egyetértek,
mindazondltal tovabbra is hidnyolom annak megvilagitasat, hogy itt nem csak errél kell szot
ejteni, hanem, hogy egy régzitett enzimnek a hémérséklet optimuma is eltérhet a nativétdl ezt
pedig Emese nem vizsgalta, de nem is emliti, azaz nem tesz kiilonbséget a kétféle hatas
kozott. Nem beszélve arrdl, hogy a fejezet avval a szakmailag pontatlan megfogalmazassal
kezd6dik, hogy ,,The activity of enzymes, except termostable enzymes, is usually decreasing
or is completely lost with increasing of operation temperatures, due to the irreversible
conformational changes at tertiary structure level” Ez igy nem igaz.

A kinetikai gorbékkel kapcsolatban megjegyzem, hogy tovabbra is hagynak kivannival6t
maguk utan, bar jelentésen javultak a hazivédés oOta. Az a problémam, hogy az
enzimbemérések el vannak dugva a szovegben, illetve molarisan nem kovethetok, tovabba a
Sigma-Plot-tal kapott illesztéseknél nem értem, hogy a V-0t miért nem adta meg. Az
idofligges gorbék nyilvanvaléan megfelelnek a Michaelis-Menten hiprbolék egy- egy
pontjanak (a legnagyobb S bemérésnek illetve bemérésnél), de oda-vissza szamolaskor bizony
csak részben kaptam hasonld eredményeket. Lasd a szamolt enzim beméréseket illstve key
(=kp) értékeket:

M-M-bél 1d0ogorbébol szamolt enzim
Keat ky bemérés
Nativ: 948 min-1 2982 min-1 3,84.10° mM
Kovalens 196,4 220,1 4,259,10"* mM
Sol/gél 62,9 46,05 1,448.10° mM

Vajon van- e magyarazet ezekre az eltérésekre, hiszen utdbbi két esetben lehet, hogy a mérési
hibak jelentik az eltérést, de az els6nél nagyon nagy a kiilénbség. Vajon tényleg ennyi volt-e



az enzim bemérés a harom esetben, ahogy az eredményekbél szdmolhaté? Ha ezeket az

eredményeket publikalni akarja utélag, véleményem szerint tovabbi finomitisra szorulnak.

Ha osszefoglaljuk a kinetikai eredményeket, az alabbiakat nyerjiik:

I<m Km kcal kcat Kcat/ Km Kcal/ Km

ONPG lakt6z ONPG laktoz ONPG laktoz
nativ 3,93 84,42 81,055 948 g7 20,62 11,23
kovalens 13,95 140,7 12,72 196,4 0,91 1,40
Sol/gél 10,53 123,6 23,68 62,89 2,25 0,51

Affinitds csékken tehat ebben az iranyban: nativ >sol/gél >kovalens mindkét szubsztratra, mig
keat esetében a sorrend nativ >> kovalens > sol/gél de csak a laktéz szubsztratnal, az ONPG-
nél marad a fenti sorrend.

Tudna-e ezekre magyardzattal szolgalni.illetve arra, hogy az ONPG-re miért specifikusabb az
enzim mindharom esetben?

A dolgozat szerkesztése kivalo, a tablazatok és az abrak informativak, utébbiak esztétikusak
is.

A dolgozat angolja — amennyire én meg tudom itélni — korrekt, kénnyen olvashato, kevés
szembe&tld nyelvi hibat és elirast tartalmaz.

Osszef oglaléan megallapithatom, hogy Biré Emese egy egészen kivald PhD értekezést tett le
az asztalra. Kutaté munkdja soran modern modszereket alkalmazott, eredményei
meggybdzéek. Valamennyi tézisét ¢s azok altézispontjait elfogadom uj tudomdnyos
eredménynek.

Véleményem szerint a dolgozat illetve annak uj tudoményos eredményei sikeres védés esetén
alkalmasak a doktori cim elnyerésére. Gratulalok mind a jelsltnek mind témavezetéjének az

értékes tudomanyos eredményekhez.
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