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Ocena

Pracy mgr. Macieja Kluza pt.”Optymalizacja procesow produkcji
ryboflawiny / witaminy B, / przez zrekombinowane szczepy drozdzy Candida
flamata”, wykonanej w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Uniwersytetu
Rzeszowskiego pod kierunkiem prof. dr. hab. Andrzeja Sybirnego .

Witamina B, / ryboflawina/ jest substancjg niezbedng do prawidtowego funkcjonowa-
nia organizmow. Jednoczes$nie wystepuje powszechnie w przyrodzie; w produktach
miesnych, rybnych, mlecznych i zbozowych. Zapotrzebowanie na nig jest tak duze, ze
diete trzeba wzbogaca¢ przez dodawanie witaminy otrzymywanej na drodze produkcji
przemystowe;j.

Prowadzona poczatkowo synteza chemiczna RF okazata sie mniej konkurencyjna w po-
rownaniu z biosyntezg mikrobiologiczng. Ryboflawine wytwarza szereg mikroorganizm-
ow bakteryjnych /Bacillus subtilis, Clostridium acetobutylicum/ albo grzybowych /Ash-
bya gossypii, Eremothecium ashbyii, Candida famata, Pichia guilliermondii/.
Drobnoustroje sg potencjalnie nieprzebranym Zzrédtem réznych metabolitéw, z ktérych
cztowiek korzystat przez tysigclecia nieSwiadomie, a od ponad stu lat Swiadomie.
Najpierw selekcjonujac ze srodowiska szczepy o przydanych wtasciwosciach, a nastepnie
wraz z rozwojem nowych technik badawczych, konstruujgc nowe szczepy o szczegélnych
wiasciwosciach.

Idgc tym tropem Pan mgr inz. Maciej Kluz wtgczyt sie w badania nad mikrobiologicz-
nym pozyskiwaniem ryboflawiny, a wyniki tych prac przedstawit w recenzowanym opra-

cowaniu.
Formalna ocena pracy

Otrzymana do recenzji praca zawiera 174 numerowane strony, w tym 20 tabel, 81 rysun
F



kéw /z tego 4 w przegladzie literatury/.

Opracowanie ma uktad typowy dla dysertacji doktorskich.

Przeglad literatury 30 str.

Cel pracy 1str.

Materiaty i metody 14 str.

Omowienie wynikéw 79 str.

Dyskusja 6 str.

Whioski 1 str.

Literatura 17 str.

Za dyskusyjne i rzadko spotykane mozna uzna¢ zamieszczenie streszczenia przed wyko-

naniem pracy oraz brak podsumowania zamieszczanego zwykle na korncu pracy.

W wymienionym spisie literatury — 218 pozycji- w rzeczywistosci jest ich 214, bowiem

powtarzajg sie pozycje 35i36,73i75,112i113,174i177.

Literatura z ostatnich 10 lat stanowi ok. 53% catosci zamieszczonych w spisie pozycji.

Nie jestem przekonany, ze w pracy doktorskiej nalezy umieszcza¢ pozycje podreczniko-

we /p0z.12,21,23/ lub bardzo leciwe ; z 1950r./poz. 57/, z 1957r./p0z.60/, z 1968r.

/p0z.103/, z 1963r. /poz.127/, z 1946r./p0z.140/, z 1939r. ! /poz.181/, z 1956r./p0z.211/

tym bardziej ,ze nie wszystkie sg cytowane, np. pozycje 21,57,140,181.

Nie da sie nie zauwazy¢, ze w spisie literatury znajduje sie 57 pozycji /ok.26%/ niecyto-

wanych / poz.4,13,21,22,28,32,33,38,39,43,49,50,52,53,57,58,68,70,78,79,91,92,93,

107,108,111,114,116,117, 119,124,128,133,134,135,136,137,140,141,147,149,152,153,

156,163,164,167,168,169,176,178,179,181,191,192,195,196/.

By¢ moze, ze kilka tytutéw pomingtem i bede rad jesli Autor wykaze ,ze sig myle.

A moze byto to zamierzone tylko recenzent tego nie zrozumiat.

Inny aspekt zwigzany ze spisem literatury dotyczy sposobu zapisu. W wielu pozycjach

praktykowany jest zapis bez petnego wykazu autoréw. To nie jest przeoczenie bo takich-

przypadkow jest co najmniej 35 /ok. 16%/.

Ponadto wskazane bytoby zamieszcza¢ pozycje tego samego autora w porzadku chrono-

logicznym. S3 to drobiazgi, ale wptywajg na przystepnosc pracy.

| wreszcie, zeby zakonczy¢ sprawe literatury, zwracam uwage, ze s3 w tekscie odnosniki

do pozycji literaturowych, ktérych nie ma w spisie /14/. Sg to: s. 18-Siddiq i Khan,1982;

Terrade et al.2009, s. 21.-Plaut et al.,1978, s.22- Forn i Brown,1975 ; Nielsen i Bacher,
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1978, s.27- Mitsuda et al. 1973; Efimoy et al. 1998 /réwni4z na s.28/, s.35-Sahm et al.,

2013, 5.48/Tab.1/- Dmytruk et al. 2001, s.52- Lowry,1951, s.53- Shavlowsky et al., 1980,
s.144- Krishna Rao et al.,2008 ; Yan et al. 2005 ; Zafar et al.,2012.

| jeszcze jedna uwaga; gdy w spisie literatury sg dwie pozycje np. 164 i 165 odpowiada-
jace jednemu odnoénikowi Schmidt et al.1996 /s.35/, nalezy je odpowiednio odr6znic
np.,a” i,b”.

Ocena merytoryczna

Odnoszac sie do zrédtowej literatury przedmiotu, Autor charakteryzuje znaczenie
ryboflawiny w organizmach zwierzecych, wystepowanie w przyrodzie oraz wytwarza-
nie jej przez organizmy roslinne i zwierzgce. Omawia budowg i wiasciwosci tego zwia-
zku oraz szlak biochemiczny syntezy RF.

Szczegbtowo referuje doniesienia pismiennictwa z zakresu biosyntezy i degradacji FMN
/ mononukleotyd flawinowy/ i FAD / dinukleotyd adeninoflawinowy/. Sa to bardzo
interesujace informacje, ktére, mam nadzieje, beda przydatne w planowaniu i wyko-
naniu pracy.

Przemystowa produkcja RF przy udziale mikroorganizméw wyparta synteze chemiczng,
gdyz ta pierwsza okazata si¢ mniej kosztowna i bardziej przyjazna dla srodowiska. Wyko-
rzystywano w tym celu wspomniane wczesniej Eremothetium asbyii i Ashbya gossypii.
W przypadku tego ostatniego organizmu stosowano, W produkcji przemystowej, od-
pady zwierzece jako zrodto aminokwaséw, oraz olej sojowy jako Zrodto wegla.

Warto takie przypadki odnotowac ,majac w perspektywie przemystowe zastosowanie
wynikOw recenzowanej pracy

W literaturze odnotowano prace z wykorzystaniem grzybéw Candida famata i Pichia
guilliermondii. Podkreslam z ,,wykorzystaniem grzybow”, bowiem w przegladzie litra-
tury /s.39/ jest fraza ,u bakterii, drozdzy i grzybow”. Jaka jest réznica miedzy drozdza-
mi a grzybami ? Czy drozdze to nie grzyby?

Na tej samej stronie /39./ zapisano ,rozpad grzybni i wytwarzanie przetrwalnikow”.
Czy nie lepiej ,przetrwalniki” zarezerwowac dla form spoczynkowych bakterii ?
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Znaczng cze$¢ /7 s./ przegladu literatury zajmuja ,,wybrane zagadnienia z projektowa-
nia proceséw biotechnologicznych”. Temat sam w sobie bardzo ciekawy i przydatny w
planowanym procesie hodowli badanych drozdzy. Tyle tylko, ze nie jest to przeglad li-
tera tury lecz streszczenie opracowania / Chmiel,1988/, bez zadnych nowosci z ostat-
nich 18 lat.

Dosc¢ tatwowiernie przyjmuje Autor teze, ze optymalna temperatura hodowli drozdzy
wynosi ok. 30°. Dla biotechnologa nie jest tajemnicg, ze inna jest optymalna tempera-
tura dla drozdzy piwowarskich, inna dla winiarskich, a jeszcze inna dla gorzelniczych
/s.44/.

Czy Doktorant zgadza sie ze stwierdzeniem, ze duzo ciepta dostarczajg procesy zyciowe,
a w mniejszym stopniu proces mieszania / s.44/. Czy nie podano jaki jest mechanizm
wptywu mieszania na dostarczanie ciepta ? To moze by¢ interesujgce bo w ocenianej
pracy , Srodowiska hodowlane bedg poddawane procesowi mieszania z rézng intensyw-
noscia.

Przeglad literatury pozwolit Autorowi postawic cel pracy, ktérym jest optymalizacja

procesu syntezy RF przez zrekombinowane szczepy drozdzy Candida famata.
Do realizacji tego zadania Autor zastosowat odpowiednie mikroorganizmy, metody
genetyczno-molekularne i biochemiczne oraz podtoza hodowlane i metody hodowli.
Z uznaniem odnosze sie do przewidywanego zakresu badan i zwigzanej z tym liczby
analiz.
Do badan wybrano dwa szczepy drozdzy Candida famata, # 3 i # 91 i zoptymalizowano
sktad podtoza do ich hodowli.
Jako Zrodta wegla badano glukoze, ksyloze, sacharoze , L-arabinoze i mannitol. Hodowle
prowadzono w kolbach i bioreaktorach. Maksymalne ilosci biomasy drozdzy i RF uzys-
kiwano po 96 godz., na podtozach z glukozg lub sacharoza.
Recenzent nie znalazt uzasadnienia wyboru w/w Zrédet wegla. Szczegdlnie ksylozy,
L-arabinozy czy mannitolu. Jakie sg potencjalne Zrodta tych zwigzkéw w planowanej
produkcji przemystowej ? Na s.55 Autor rezygnuje ze skrobi ,, poniewaz jest to wielocu-
kier praktycznie nierozpuszczalny w wodzie”. Czy nie ma form rozpuszczalnych w wo-
dzie ? Moze wiekszg barierg jest niedostepnos¢ skrobi dla enzymatycznego aparatu
drozdzy ?
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Warto zauwazy¢, ze skrobia jest cukrem wystepujacym powszechnie i w znacznej ob-
fitosci w przyrodzie.

Dlaczego nie zwrécono uwagi na laktoze wystepujaca jako cukier odpadowy w produk-
tach przemystu mleczarskiego / serwatka/.

Jako zrédto azotu zastosowano siarczan amonu w stezeniu 0,5; 1,5; 3 g/L . w takim sa-
mym stezeniu fosforan amonu oraz mocznik w stezeniu 1;1,5; 2 ; 2,5 g/L.

Najbardziej zachecajace wyniki uzyskano w przypadku siarczanu amonu dla szczepu

# 91 i mocznika dla szczepu # 3.

Jako #rédto fosforu zastosowano diwodorofosforan potasu /KH,PO,/ i wodorofosforan
di potasu /K,HPO,/ w zatozonych stezeniach. Najbardziej przydatne stgzenia zastosowa-
ne w hodowli to 0,2g KH,PO, /L dla szczepu # 91 i 1,2g K,HPO,/L dla szczepu # 3.

Brak uzasadnienia stosowano wiasnie takie dawki. Czy w literaturze nie byto wskazo-
wek? Z przedstawionych danych nie wynika, ze np. dawka wyzsza niz 3g siarczanu amo
nu/L nie databy wyzszych wynikéw.

Znacznie lepsze wyniki hodowli uzyskano w bioreaktorach niz w kolbach. Brak w tym
przypadku naukowego zadziwienia, refleksji czy komentarza ; dlaczego?

Nastepnie Autor podjat prébe optymalizacji podtoza hodowlanego Op5m posfugujac
sie systemem analizy statystycznej wg Placketa-Burmana.

W rezultacie otrzymat skfad podtoza opisany na s.106. Zaskakujace jest, ze sktad tego
podtoza byt podany w rozdziale 6.6,7. Materiaty i metody /s.56/, z tym, e ten ze 5.106
jest bogatszy o mikroelementy, ale za to ubozszy o wodg destylowang w poréwnaniu
z podtozem ze s.56.

W nastepnym eksperymencie Autor poréwnat przyrost biomasy drozdzy i synteze RF
w hodowli szczepéw # 3 i #91 na podtozu bogatym YPD i podtozu optymalnym Op5m,
w hodowlach okresowych w kolbach i w fermentorach szklanych o poj. 1,3 L.

W hodowli okresowej na podtozu YPD wigksze ilosci biomasy i RF wytwarzat szczep #3.
Na podtozu Op5m lepsze wyniki otrzymano w przypadku szczepu #91.

W hodowli okresowej w bioreaktorach, na obydwu podtfozach, obydwa szczepy
wykazywaty podobng, ale zdecydowanie wyzszg wydajno$¢ niz w hodowli okresowej
w kolbach. | tu zndw brak refleksji i komentarza jak te wyniki wykorzystac.

Do dalszych badan nad optymalizacja hodowli wybrano szczep # 91.

W tym eksperymencie badano wptyw réznych warunkow hodowli.
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Wptlyw temperatury badano w zakresie 26-30°. Najlepsze wyniki przyrostu biomasy
drozdzy i RF uzyskano w temp. 28 i 29° C, przy czym w bioreaktorach kilkukrotnie wyz-
sze.

Najkorzystniejszym odczynem $rodowiska byto pH w zakresie 5,0-5,5 /te badania
prowadzono tylko w bioreaktorze, brak wyjasnienia dlaczego ?/

Przy stosowanych szybkosciach obrotu mieszadta w bioreaktorze / od 600 do 1200 rpm/
najlepsze rezultaty uzyskano przy 1000 rpm.

Badajac wptyw szybkosci napowietrzania srodowiska hodowlanego /vvm/ stwierdzono
najlepsze rezultaty przy 1 vvm.

Ponadto najwyisze przyrosty biomasy drozdzy #91 i syntezy RF stwierdzono przy

40% nasycenia podtoza tlenem i zastosowaniu 20% inoculum.

Rodzaj stosowanego odpieniacza nie miat wigkszego znaczenia.

Na s.121 Autor stwierdza, ze stezenie RF byto ,zalezne od szybkosci obrotéw mieszad-
ta czyli od natlenienia podfoza”. Czy nie sugerowato to powigzania szbkosci mieszania z
szybkoscig napowietrzania i stopniem nasycenia podtoza tlenem ?

Podsumowaniem badan nad otrzymywaniam RF byta hodowla wybranego szczepu #91
w zoptymalizowanych warunkach czyli na wczeséniej zbadanym podtozu Op5m w opty-
malnch parametrach natlenienia, temperatury i pH. Hodowle prowadzono w bioreakto-
rach o poj. 1,3 i 7,0 L. Zdecydowanie lepsze wyniki uzyskano w bioreaktorze 7,0 L.

W dyskusji zreferowano wyniki uzyskane podczas badar, poréwnujac je do niektdrych
danych literaturowych. Podkreslono przydatnos¢ otrzymanego szczepu #91 do prze-
mystowej produkgji RF, jako stabilnego genetycznie. Nie zauwazytem /moze przez nie-
uwage/ na jakiej podstawie tg stabilnos¢ genetyczng stwierdzono.

Prace podsumowuje 5 wnioskéw przywotujacych wazniejsze wyniki badan.

Uwagi szczegotowe

W przypadku upowszechniania wynikéw tej pracy proponowatbym poprawki redak-
cyje. .

Na Ryc. 15-54, mysle, ze dobrze bytoby w opisie poda¢ miano np. g/L. Te dane sa w teks-
cie, ale po uzupetnieniu Ryc. bedg bardziej czytelne.

i ¥




Czy poprawny jest zapis /s.51/ ,ze ,komérki drozdzy dekantowano przy 4000 obr/min”,
Dekantacja to cos innego niz wirowanie.

Nalezatoby odroé zniac ,,ilos¢” od , liczby”

Bytbym ostrozniejszy w uzywaniu stowa ,posiada¢” , tam gdzie mozna zastosowac mniej
urzedowe okreslenia ; mieé, wykazywac,zawiera¢ itp.

Niezgrabne jest sformutowanie /s.11/ ,dalszej kontynuacji” /pleonazm/ , zjawisko z
dzidziny tautologii.

Pewnie przez niedopatrzenie korektorskie znalazto sie stowo /s.21/ ,nie dawno” pisa-
ne rozfgcznie.

Pod rozwage poddaje czesto uzywane okreslenie ,produkowany”. Drobnoustroje swo-
je metabolity raczej wytwarzajg lub syntetyzujg. Czy nie lepiej stowem ,produkcja”
okreslac dziatalnosc¢ technologiczng i ekonomiczng aranzowang przez cztowieka z wy-
korzystaniem organizmoéw syntetyzujgcych pozgdang substancje ?

Na s.37 znalaztfo sie stwierdzenie : ,bedgcego rowniez flawinogennym drozdzem”.

Jaka jest forma mianownika Ip tego rzeczownika ?

Dopetniacz Im rzeczownika , podtoze” brzmi ,podtozy”, a nie ,, podtdz” jak na s.142.
Przypomne na koniec /cho¢ od tego moze powinienem zaczgc/, ze skrét od , doktor”
tylko w mianowniku zapisuje sie / w polskim jezyku/ bez kropki ,,dr”. W innych przy-
padkach np. doktora, doktorowi, z doktorem skrét pisze sie ,,dr.” z kropka, poniewaz
»I" nie jest ostatnig literg wyrazu. To samo dotyczy skrétu od ,, magister’.

Ocena ogodlna

Pan mgr inz. Maciej Kluz wykonat duzg prace, zaréwno pod wzgledem przegladu li-
tera tury jak i badan wtasnych.

Spetnit zatozone zadania, cho¢ mozna by dyskutowac, czy w petni. Czy mozna uznac
badania za optymalizacje ? Co to jest optymalizacja ? Badano wptyw poszczegdlnych
czynnikéw / sktadu pozywki i warunkéw hodowli/ na biosynteze RF. Ale przeciez posz-
czegéblne czynniki moga byé wzajemnie powigzane. Np. pH i temperatura hodowli. Ste-
zenie cukru i natlenienie. Zrédta wegla w kontekscie innych sktadnikow.

Czy Autor moze uzasadnié jak wykorzystat /jesli miat taki zamiar/ wyniki rozdziatu 7.4.
,Dobdr sktadnikéw podtoza ,, w dalszych badaniach np. przy konstruowaniu podtoza
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optymalnego Op5m.

Recenzent zdaje sobie sprawe, ze nie mozna zrobi¢ wszystkiego, dlatego proszg uwagi
te traktowac jako dyskusyjne i ewentualne wskazéwki na przysztosc.

Z uznaniem odnosze sie do naktadu pracy i umiejetnosci organizacji badan przez
Autora.

Proponowatbym tylko na przyszto$¢, bardziej skrupulatng i wnikliwg korekte tekstu
przed wydrukowaniem / komputer tez si¢ myli/.

Whiosek koncowy

Doceniam dojrzatoé¢ naukowa Doktoranta, umiejetnos¢ korzystania z literatury i sta-
wiania hipotezy naukowej, dlatego w oparciu o oceng pracy mgr.inz. Macieja Kluza

pt. ,Optymalizacja proceséw produkcji ryboflawiny /witaminy B, / przez zrekombino-
wane szczepy drozdzy Candida famata” stwierdzam, wypetnia ona wymagania ustawy
o stopniach naukowych z dnia 14 marca 2002r. /Dz. U. 65 p0z.595 z péZn. zmianami/

i wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Technologii Zywnosci Uniwersytetu Rolnicze-
go im. Hugona Kottgtaja w Krakowie, o dopuszczenie Autora do publicznej obrony.

Warszawa, dnia 10.03.2016r.




