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RECENZJA

rozprawy doktorskiej p. mgr Macieja KLUZA pt.
,,Optymalizacja proceséw produkcji ryboflawiny (witaminy B,) przez
zrekombinowane szczepy drozdzy Candida famata”
wykonanej w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii
Uniwersytetu Rzeszowskiego w Rzeszowie
pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Sybirnego

1. Ocena problematyki rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pod w/w tytutem jest
zwiezlym maszynopisem, bo liczacym tylko 174 stron tekstu, jest napisana w
tradycyjnym ukladzie, obejmujacym bardzo obszerny 32-stronicowy przeglad
literatury, nazwany wstepem, poprzedzony spisem skrotow uzywanych w
tekScie oraz 5 stronicowym streszczeniem pracy w jezyku polskim i angielskim.
We wstepie Autor zamiescit 4 rysunki, dotyczace struktur chemicznych i szla-
kéw metabolicznych syntezy ryboflawin i jej pochodnych, a na jego koncu
przedstawil cele swych badan. Omoéwieniu materialu biologicznego i metod
uzytych w badaniach jest poswiecony 14 stronicowy rozdzial — material i meto-
dy, a kolejng bardzo obszerng cz¢s¢ tekstu, bo liczaca 79 stron to interesujace
wyniki badan, ktére zilustrowano 77 rysunkami i 20 tabelami, co stanowi bardzo
obszerng i wyjatkowo dobrze przedstawiong dokumentacj¢ pracy. Po wynikach
nastepuje bardzo tresciwa, 6-stronicowa dyskusja najwazniejszych osiagnigé
doktoranta i 5 wnioskéw podsumowujacych catos¢ badan. Koncowy rozdziat to
piSmiennictwo, liczacy 218 pozycji, w tym 6 stron internetowych, nalezy zazna-
czy¢, ze w wiekszosci sg to oryginalne prac z ostatniego dziesieciolecia facznie
z kilkunastoma najnowszymi artykutami, publikowanymi w 2015 roku, ktére
wykorzystano we wstepie pracy, celem wprowadzenia czytelnika w omawiany
problem. Na poczatku maszynopisu znajduje sie spis tresci.

Tekst rozprawy jest napisany dobra polszczyzng btedy literowe i stylis-
tyczne w kontekscie rozmiaru pracy sg nieliczne i na tyle nieistotne, ze nie bede
ich cytowac. Uktad tekstu jest przejrzysty, kolejnos¢ rozdziatow logiczng,
a jakos$¢ dokumentacji wysoka.




Do najwazniejszych probleméw wspotczesnej cywilizacji XXI wieku
zaliczy¢ nalezy zagadnienia dotyczace wyzywienia wzrastajacej liczby ludnosci,
zdrowotnosci ludzi i zwierzat, dostepu do Zrédet wody i energii oraz zachowanie
naturalnego srodowiska w stanie nie gorszym niz go zastaliSmy. Eksperci juz
dzi$ ostrzegaja, szczegdlnie w krajach rozwijajacych sie, a takze i w Polsce, ze
wzrastajaca liczba ludnosci pociagnie za sobg wzrost probleméw zwigzanych z
dostepem do zywnosci, jakoscig zywnosci jej dystrybucja, a takze przyczynic si¢
moze do fali migracji ludnosci w poszukiwaniu lepszej, tanszej i zdrowszej
zywnos$ci. Stad $wiadomos$¢ naszych dziatan zmierzajgcych do eliminacji
wszystkich zagrozen, ktére moglyby w jakikolwiek sposéb wptywaé negatywnie
na naszg egzystencje. Do ludzi dociera $wiadomos¢, ze podejmujac niekiedy
proste dziatlania, mozna nie niszczac podstawowych elementéw Srodowiska
wyeliminowaé szkodliwe czynniki z naszego otoczenia, a prowadzac odpo-
wiedni styl zycia zachowac¢ zdrowie na dtugie lata.

Wydaje sig, ze nowoczesne procesy biotechnologiczne wykorzystujace
najnowsze zdobycze wiedzy z zakresu biochemii, biologii molekularnej, gene-
tyki, inzynierii genetycznej i mikrobiologii mogg sprosta¢ stojacym przed ludz-
koscia zadaniom i przyczyni¢ si¢ do zapewnienia dostatecznej ilos¢ dobrej
jakosciowo zywnosci dla catej ludzkosci. Nic, wiec dziwnego, ze temat pracy
doktorskiej p. mgr Macieja Kluza zwigzany jest z biologia, aktywnoscig i wlas-
ciwosciami biochemicznymi drozdzy (Candida famata), ktére odpowiednio
zrekombinowane metodami inzynierii genetycznej zamierza wykorzysta¢ do
produkcji ryboflawiny (witaminy B,).

Ryboflawina jest niezbednym sktadnikiem diety ludzi i zwierzat, stuzy
jako prekursor koenzymoéw flawinowych: mononukleotydy flawinowego (FMN)
i dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD), ktére zaangazowane sg w metabo-
lizm i inne procesy zachodzace w komorkach. Produkowana komercyjnie wita-
mina B, stosowana jest w zywieniu ludzi i zwierzat, jako suplement diety oraz
sktadnik pasz i jako dodatek do zywnosci w przemysle spozywczym. Wykorzys-
tuje sie ja takze w leczeniu oraz profilaktyce szeregu chordb np. oczu, uktadu
nerwowego czy skory.

Nalezy zaznaczy¢, ze swiatowy rynek produkcji ryboflawiny ksztattuje si¢
na poziomie 9 000 t rocznie przy obrocie rownym 150 — 500 min dolaréw. Do
konca XX w ryboflawing pozyskiwano gtownie na drodze syntezy chemiczne;j,
jednakze w ostatnich latach obserwuje sie silny rozwdj mikrobiologicznej
syntezy, a do jej produkcji stosuje si¢ genetycznie zmodyfikowane bakterie,
grzyby i drozdze. Jak na razie wykorzystanie mikroorganizméw do bioprodukcji
ryboflawiny na skale przemystowsg napotyka liczne trudnosci, spowodowane
glownie niestabilnoscig szczepoéw. Ponadto efektywnosé pozyskiwania rybofla-
winy w procesach biotechnologicznych zalezy od wielu czynnikow jak chociaz-
by: odpowiednie zroédlo wegla, dobor mikroelementdow, odczynu, parcjalnego
ci$nienia tlenu, szybkosci rozcienczania, szybkosci mieszania oraz wielu innych
mniej poznanych parametréw. Te skomplikowane warunki przebiegu syntezy




wskazuja jak trudny jest to proces i ile jeszcze trzeba szczegdtowych badan, aby
otrzymywac na drodze mikrobiologicznej ten cenny sktadnik diety.

Dlatego jestem peten uznania za trud podjecia badan zmierzajgcych do
opracowanie takiego sposobu syntezy ryboflawiny, aby w optymalnych warun-
kach hodowlanych pozyskiwaé jak najwieksze jej ilosci. Stad gldéwnym celem
pracy bylo wybranie najlepszego producenta ryboflawiny i optymalizacj¢ jej
produkcji. Podjecie powyzszych badan uwazam za stuszne i celowe, a wyko-
nanie ich na konkretnych zrekombinowanych szczepach drozdzy i przepro-
wadzenie doswiadczen w warunkach laboratoryjnych gdzie stworzono i kontro-
lowano wiele zaleznosci i interakcji za bardzo cenne osiggniecie Doktoranta.

2. Ocena pracy pod wzgledem metodycznym

Przystepujac do oceny recenzowanej pracy, jako rozprawy doktorskiej
pragn¢ zaznaczyc¢, ze zebrane wyniki dotycza ogromnego zakresu badan wyko-
nanych w warunkach laboratoryjnych. Powyzsze badania stanowig cenne
osiagnigcie naukowe z zakresu biologii molekularnej, mikrobiologii i inzynierii
metabolicznej, wyjasniajace wiele probleméw zwigzanych z modyfikacjami
genetycznymi drozdzy. Zastosowane metody badawcze oparte sg na powszech-
nie stosowanych metodach genetycznych, mikrobiologicznych i chemicznych,
sa wlasciwie dobrane oraz zastosowane, pozwalajace na udowodnienie posta-
wionego celu. Praca wykonana jest poprawnie pod wzgledem metodycznym. Na
szczegOlne podkreslenie zastuguja badania nad konstruowaniem szczepdéw
drozdzy zdolnych do produkcji w stwarzanych warunkach laboratoryjnych
znacznych ilosci ryboflawiny. Powyzsze badania Doktorant przeprowadzi wy-
jatkowo starannie, w licznych powtoérzeniach, co zaowocowato wieloma bardzo
interesujagcymi wynikami, ktore by¢ moze znajda praktyczne zastosowanie w
procesach biotechnologicznych zwigzanych z wykorzystaniem skonstruowanych
szczepdw drozdzy do przemystowej produkcji ryboflawiny.

3. Ocena pracy pod wzgledem merytorycznym

Z obowiazku recenzenta powinienem wskazaé jakie$ niescistosci, nie-
kompletne tezy, czy tez inne niejasnosci w ocenianej rozprawie doktorskiej,
jednak nie znajduje fragmentow, ktére wymagatyby dodatkowych wyjasnien.

Oceniana praca doktorska zawiera bardzo dobrze opracowang czesé
wstepng-przegladows, w ktdrej autor opisuje dotychczasowy dorobek naukowy
w tej dziedzinie, dajagc wyraz swej doskonalej orientacji w najnowszych
osiggnig¢ciach badawczych nad rolg i znaczeniem drobnoustrojéw w tym niekto-
rych gatunkow bakterii i drozdzy w produkcji ryboflawiny i jej znaczeniu w zy-
wieniu ludzi i zwierzat. Szczegétowo analizuje technologie stosowane podczas
Jjej syntezy i analizuje rézne czynniki wplywajace na jej produkcje, jak chociaz-
by: dobdr szczepéw mikroorganizméw, rodzaj proceséw biotechnologicznych




zwigzanych z jej pozyskiwaniem, rodzajem hodowli oraz analizuje wplyw
takich czynnikdw na jej synteze jak tlen, odczyn, temperatura, sktadniki podtoza,
czy sposob wydzielenia produktow.

Glownym celem wykonanej pracy doktorskiej byly badania genetyczne
nad modyfikacja drozdzy, zmierzajace do otrzymania nowych efektywnych
szczepow, ktore konstruowane nowoczesnymi metodami inzynierii genetycznej
bylyby zdolne do syntezy cennej ryboflawiny. Zamierzony cel osiagnigto
poprzez konstruowanie nowych szczepodw Candida famata wykorzystujac do
tego celu wiele szczepéw o réznych genotypach oznaczonych jako: AF-4, AF-
4/RIB1/RIB7, AF-4/RIB1/RIB7/SEF1 i plazmidow oraz nowoczesne metody
transformacji i ekspresji genow, a takze wiele metod biochemicznych pozwala-
jacych analizowaé aktywno$¢ skonstruowanych nowych szczepéw drozdzy
zawierajacych w plazmidzie wazne geny kodujace cechy, ktére umozliwiajg im
synteze zwiekszonej ilosci cennej ryboflawiny.

W wyniku przeprowadzonych badan genetycznych, biochemicznych,
i mikrobiologicznych Doktorant uzyskat wyniki, ktoére wigzg si¢ z badaniami
syntezy ryboflawiny przez drozdze Candida famata, ktére uzyskano na drodze
inZzynierii genetycznej, metabolicznej i klasycznej selekcji, zdolnych do zwig-
kszonej produkcji ryboflawiny. Szczegdlnie interesujace sa wyniki dotyczace
m.in.:

Transformacji komorek drozdzy Candida famata na drodze elektroporacji.
Metod konstruowania nowych szczepdw drozdzy z ekspresja genu SEF'/.
Izolacji genomowego RNA i DNA z komorek drozdzy.

Oznaczania aktywnosci enzymdéw czynnych w syntezie ryboflawiny.
Seria doswiadczen nad doborem optymalnego podtoza hodowlanego oraz
metod i warunkéw prowadzenia hodowli i sposobdw jej optymalizacji.
Zastosowania metod chemicznych i analitycznych do oznaczania
ryboflawiny i produktow uzytych do optymalizacji hodowli drozdzy.
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Przeprowadzone badania sg bardzo wazne pod wzgledem naukowym i nie
budza zadnych zastrzezen natury merytorycznej. Jako oryginalne i bardzo
ciekawe wnoszg one nowe elementy poznawcze do genetyki i fizjologii drozdzy
oraz ich aktywnos$ci w procesie syntezy ryboflawiny. Uzyskane wyniki wyraznie
wskazuja, ze czynniki genetyczne oraz warunki hodowli majg istotny wptyw na
proces powstawania ryboflawiny, warunkowany przez wiele czynnikéw, ktore
odpowiednio modyfikowane mogg przyczynic sie do zwiekszenia jej uzysku.

W oparciu o uzyskane wyniki z przeprowadzonych badan Doktorant
wyciggnal wnioski, ktore sprecyzowane sa bardzo rzeczowo i konkretnie. Do
najwazniejszych wnioskow Doktoranta nalezy zaliczy¢ te, w ktorych stwierdza,
ze najwazniejszymi czynnikami decydujacymi o produkcji ryboflawiny sa czyn-
niki genetyczne i srodowiskowe, w tym sklad nowego optymalnego podtoza
i warunki hodowli, w ktérych wykazal, ze:




1. Szczep #91 drozdzy Candida famata okazat si¢ najlepszym producentem
ryboflawiny ze wszystkich badanych szczepow drozdzy.

2. Stezenie syntetyzowanej przez drozdze C. famata ryboflawiny zalezy od
specyficznej aktywnos$ci enzymow zaangazowanych w synteze RF — GTP
cyklohydrolazy II oraz ryboflawinowej syntazy.

3. Najwyzsze ilosci ryboflawiny oraz wydajnos¢ syntezy ryboflawiny
uzyskano w hodowlach, gdzie wykorzystano optymalizowane podioze
OpSm.

4. Napowietrzanie mialo znaczacy wpltyw na wydajno$¢é procesu biosyntezy
ryboflawiny przez wyselekcjonowane szczep #91 drozdzy C. famata.
Optymalny stopien nasycenia podtoza tlenem %pO, wynosit 40.

5. W warunkach hodowli optymalnej w bioreaktorze o poj. 7,0 L szczep #91
drozdzy C. famata syntetyzowat az 16,82 g/L ryboflawiny z wydajnoscia
185,32 mg Rf/g biomasy.

Z obowiazku recenzenta powyzszej rozprawy doktorskiej, zgtaszam naste-
pujace uwagi oraz prosze o doktadniejszg informacje w sprawie:

1. Witaminy to grupa substancji biologicznie czynnych, niezbednych do
prawidtowego funkcjonowania organizmow cztowieka i zwierzat. Pro-
szg przedstawi¢ histori¢ badan nad tg wazng grupg zwigzkow i ogdlny
ich podzial.

2. Jak wyglada produkcja ryboflawiny na $wiecie, przy wykorzystaniu
metod mikrobiologicznych, z zastosowaniem drobnoustrojow?

3. Jakie geny odpowiedzialne sg za produkcje ryboflawiny u bakterii a
jakie u drozdzy? Czy szlaki metabolizmu sg podobne?

4. Prosz¢ omowic¢ gléwne zalety: inzynierii genetycznej, inzynierii meta-
bolicznej i metody selekcji oraz jak je nalezy stosowaé?

5. Prosz¢ oméwic¢ gtowne etapy tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) i
w jakim celu jej sie uzywa?

6. Prosz¢ omowi¢ najwazniejsze metody hodowli drobnoustrojéw stoso-
wane w warunkach laboratoryjnych i przemystowych.

7. Co to sa protisty, o ktérych Pan wspomina we wstepie?

8. Proszg omowi¢ metody wydzielania produktow koncowych z hodowli
drobnoustrojéw.

9. Ktory ze sktadnikéw podloza hodowlanego makro- i mikroelementow
mial najwigkszy wplyw na synteze ryboflawiny i czy tatwo mozna go
modyfikowaé?

10.Skad pochodzity szczepy bakterii i drozdzy, plazmidy oraz startery
wykorzystywane do badan?

11.Czy byly problemy z produkcja biomasy drozdzy w czasie hodowli w
bioreaktorach?



Moje uwagi - nie maja charakteru krytycznego i oczywiscie nie wptywaja
W najmniejszym stopniu na warto$¢ naukowa pracy, a sg jedynie pytaniami i
uwagami w dyskusji oraz powinny stuzy¢ lepszemu przygotowaniu pracy do
druku.

4. Ocena pracy pod wzgledem formalnym i strukturalnym

Praca napisana jest bardzo tresciwie, doktadnie, precyzyjnie i konkretnie,
stad przedstawiong rozprawe p. mgr Macieja Kluza oceniam bardzo wysoko.
Uzyskane w Jego pracy wyniki wzbogacaja naszg wiedzg z zakresu mikrobio-
logii i proceséw biotechnologicznych przeprowadzanych przez drozdze Candida
Sfumata wykorzystywanych do produkcji ryboflawiny. Gromadzenie tego rodzaju
faktow jest szczegélnie cenne w obecnym czasie, kiedy obserwujemy gwat-
towne zapotrzebowanie na nowe aminokwasy, witaminy antybiotyki czy inne
substancje biologicznie czynne. Nalezy podkresli¢, ze praca wykonana jest po-
prawnie pod wzgledem formalnym, stylistycznym i jezykowym oraz nie budzi
zadnych zastrzezen natury naukowej. Na uwage zastuguje poprawny styl i jezyk
polski. Na specjalna pochwate zastluguje sama redakcja pracy, ktérag wykonano
bardzo estetycznie i wyjatkowo starannie, co dodatkowo $wiadczy o wszech-
stronnych uzdolnieniach Doktoranta.

5. Wniosek koncowy

Biorgc pod uwage powyzsze dane dotyczace oceny formalnej, metodycz-
nej i merytorycznej pracy doktorskiej pana mgr Macieja Kluza , pt.:

., Optymalizacja proceséw produkcji ryboflawiny (witaminy B,) przez
zrekombinowane szczepy drozdzy Candida famata”

stwierdzam, ze powyzsza rozprawa stanowi niewatpliwie oryginalne i cenne
osiggniecie naukowe doktoranta w zakresie mikrobiologii i biotechnologii.
Wykazat w prezentowanej pracy umiejetno$¢ organizacji i samodzielnej reali-
zacji badan. Duza znajomos¢ literatury przedmiotu, opanowanie techniki badaw-
czej z zakresu mikrobiologii i analityki - wskazujg na dobre przygotowanie
doktoranta do pracy naukowej. Powyzsza praca powinna by¢ opublikowana.

W Swietle powyzszych danych uwazam, ze rozprawa doktorska pod w/w
tytutem wykonana przez p. mgr Macieja Kluza z Katedry Biotechnologii i
Mikrobiologii Uniwersytetu Rzeszowskiego, pod kierunkiem p. prof. dr hab.
Andrzeja Sybirnego w_pelni odpowiada wymogom-stawianym rozprawom
doktorskim. W zwiagzku z powyzszym stawiam wniosek do Wysokiej Rady
Wydzialu Technologii Zywnos$ci Uniwersytetu Rolniczego im. H. Kollataja
w_Krakowie o dopuszczenie p. mgr Macieja KLUZA do dalszych etapow

postepowania przewodu doktorskiego.




Z uwagi na znaczenie naukowe tematu, duzy wktad pracy wiasnej w
badaniach oraz sposob przedstawienia wynikéw, ich opracowanie i oméwienie
stawiam wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Technologii Zywnosci UR w
Krakowie o wyroznienie powyzszej rozprawy doktorskiej p. mgr Macieja
KLIUZA - stosowng nagroda (Nagroda Dziekana, Nagrodg Rektora lub
Nagroda Ministra).
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