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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr inz. Michala Palysa
pt.: ,Mikrobiologiczna konwersja sacharydéw do kwasu mlekowego przez nowo

wyizolowane szczepy grzybow z rodzaju Rhizopus”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Michata Patysa, zostata
wykonana w Katedrze Biotechnologii, Zywienia Czlowieka i Towaroznawstwa Zywnosci
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Zdzistaw
Targonski.

Badania nad kwasem mlekowym majg dtugg i ciekawa histori¢. Po raz pierwszy zostat on
odkryty w kwasnym mleku przez szwedzkiego chemika Schelle w 1780 roku i uznany za
sktadnik mleka. W 1890 roku Lavoisier nazwat ten sktadnik mleka ,,Lactique acide”, co
przyczynito sie¢ do obecnej terminologii kwasu mlekowego. Jednak w 1857 roku Pasteur odkryt,
ze nie jest on elementem mleka lecz jego metabolitem. W 1839 roku Fremmy otrzymat kwas
mlekowy na drodze fermentacji roznych weglowodandw, takich jak sacharoza, laktoza, mannitol,
skrobia i dekstryny. Pierwsza mikrobiologiczna komercyjna produkcja kwasu mlekowego
rozpoczeta si¢ w Stanach Zjednoczonych Ameryki Potnocnej w 1881 roku.

Kwas mlekowy ma duze zastosowanie w przemysle chemicznym i spozywczym. Jako
chemiczny dodatek do zywnosci okreslany jest symbolem E270. Mleczan wapnia stuzy do
produkcji syropoéw leczniczych i wielu lekow oraz jako sktadnik proszkéw do pieczenia i
pewnych rodzajéw wyrobdéw cukierniczych. W tej formie stuzy on jako Zzrdédlo tatwo
przyswajalnego dla organizmu wapnia. Dodatek kwasu mlekowego jest korzystny w produkcji
chleba typu "Graham" i niektérych innych rodzajéw pieczywa pszennego. W przemysle
spozywczym moze zastepowa¢ w produkcji lemoniad kwas cytrynowy i winowy. Kwas mlekowy
uzywa si¢ tez do konserwowania migsa i przetwordw migsnych oraz roslinnych. W rolnictwie

jest wykorzystywany jako dodatek przy sporzadzaniu pasz zwierzecych. Dodatek kwasu



mlekowego do pasz zwierzecych lub do wody pitnej zwigksza zdrowotno$¢ zwierzat, zmniejsza
procent upadkdow, zapobiega biegunkom.

Jest on tez uzywany w garbarstwie do odwapniania skor, w przemysle wiokienniczym
stuzy jako zaprawa przy barwieniu tkanin niektorymi barwnikami. Czysty, bezbarwny kwas
mlekowy stosuje si¢ w procesie wyrobu niektérych mas plastycznych, zas jego polimer daje
biodegradowalne tworzywo wykorzystywane w formie opakowan przez przemyst spozywezy.

Mleczan zelazawy stosuje siec w przemysle farmaceutycznym, zas mleczan sodowy jest
uzywany w medycynie jako lek. Pszczelarze uzywaja go do walki z roztoczem Varroa
destructor.

Nowoczesne podejscie do zagadnienia biotechnologicznej produkeji kwasu mlekowego
zaklada zastosowanie produktéw odpadowych generowanych przez roézne galezie przemystu,
gtéwnie spozywczego, jak réwniez produktow rolnych. Do produkeji kwasu mlekowego
wykorzystywane s3 surowce odnawialne tj.: surowce skrobiowe (ziemniaki, pszenica,
kukurydza, kassawa, ryz, sorgo, zyto, owies, jeczmien), przemystowe produkty odpadowe
(melasa i serwatka), surowce celulozowe (stoma ryzowa, pszeniczna i kukurydziana) oraz
widkna lucerny, drewno odpadowe, makulature. W te tematyke wpisuje si¢ doskonale rozprawa
doktorska mgr inz. Michata Palysa. Warto przy tym zaznaczyé, ze podjecie tego typu badan
otwiera droge do wykorzystania nowych substratow do produkcji kwasu mlekowego oraz
opracowania wydajniejszej technologii jego produkcji.

Rozprawa obejmuje 230 stron maszynopisu, w tym 74 tabel i 54 rysunkdw. Praca jest
napisana poprawnym i precyzyjnym jezykiem. Zostata zredagowana starannie, cho¢ w tekscie
wystepuje wiele usterek jezykowych. Prezentacja graficzna wynikow jest dobrej jakosci i fatwa
do analizy. Rozprawa ma strukture typowa dla prac doswiadczalnych i zawiera komplet
rozdziatéw oraz odpowiednig dokumentacje wynikowa. Jest obszernym kilkuwatkowym
opracowaniem i zawiera wszystkie wymagane dla rozprawy doktorskiej czesci, tzn. streszczenie,
wstep, cel pracy, metodyke, wyniki, dyskusje, wnioski, a ponadto spis publikacji oraz wykaz
skrotow. Jest to material dobrze uporzadkowany i duzo w nim praktycznych informacji oraz
uzytecznych przyktadow. Na uznanie zastuguje takze umiejgtne stosowanie cytowan
piSmiennictwa naukowego. W calej rozprawie cytowanych jest 162 prac, w zdecydowanej

wiekszosci (prawie 73%) opartych na najnowszej literaturze z ostatnich 6 lat.



Rozdziat Wstep zostal napisany poprawnie pod wzgledem formalnym i merytorycznym
w oparciu o bogata literature, zwiazana z problematyka recenzowanej rozprawy doktorskiej. Jest
on dobrym uzasadnieniem podjetych zadan badawczych konsekwentnie realizowanych w
kolejnych etapach pracy. Pierwsza jego cze$¢ pracy stanowi przeglad literatury, ktéry oceniam
jako bardzo dobry, choé zbyt dtugi (47 stron). Autor przedstawit w nim takie zagadnienia jak:
charakterystyke, wytwarzanie oraz wykorzystanie kwasu mlekowego; charakterystyke grzybow
z rodzaju Rhizopus, biochemizm fermentacji mlekowej przy udziale tego grzyba, zrodta wegla
i azotu oraz odpady organiczne i produkty uboczne wykorzystywane do wytwarzania tego
kwasu. Interesujace informacje zostaly opracowane w rozdziale 2.10. dotyczace wplywu
warunkéw hodowli na morfologie grzybéw i wytwarzanie kwasu mlekowego (wartos¢ pH
podtoza hodowlanego, wielkos¢ inokulum, napowietrzanie, wytrzgsanie i temperatura hodowli).
Kolejny rozdziat dotyczy okreslenia wptywu immobilizacji na nosnikach naturalnych i
syntetycznych grzybni z rodzaju Rhizopus na wytwarzanie kwasu mlekowego. W ostatnim
rozdziale zostat pos$wiecony doborowi optymalnych warunkéw hodowli w/w grzybow —w
procesie wytwarzania kwasu mlekowego. Autor przedstawit tylko Kklasyczne metody
optymalizacyjne, ale nie uwzglednit wszystkich najwazniejszych metod wspomaganych technika
komputerowa, jak sieci neuronowe, metodg¢ ewolucyjng, systemy logiki rozmytej i algorytmy
genetyczne. Niektore z nich jak np. metoda simplex i modified simplex sa stosunkowo proste i
tatwe do uzycia, znaczaco zmniejszajac czasochtonno$é procesdw optymalizacyjnych.

W celu pracy Autor niepotrzebnie zawart hipotezg, ktérej nie mogt w petni udowodnic¢ z
uwagi na niedostepno$¢ szczepow z kolekeji miedzynarodowych. Jako cel swoich badan, Autor
wyznacza selekcje najaktywniejszego szczepu z rodzaju Rhizopus w zakresie syntezy kwasu
mlekowego z kolekcji zaktadowej, ocene wplywu Zrodta wegla i azotu oraz doboru parametrow
hodowli (warto$¢ pH podloza hodowlanego, temperatura, napowietrzanie, obroty mieszadta,
inokulum, immobilizacja grzybni). Jest to typowa praca biotechnologiczna zwigzana z procesem
mikrobiologicznej syntezy kwasu mlekowego.

W rozdziale Materialy i metody badan Autor przedstawil material doswiadczalny,
stosowane podtoza, odczynniki, sprzet, warunki hodowli oraz metody analityczne. Sg one
opisane w sposdb zwarty, zawiera wszystkie istotne informacje niezbgdne do odtworzenia

przeprowadzonych do$wiadczen. Sposob ich prezentacji $wiadczy o dobrym warsztacie



biochemicznym i znajomosci nowoczesnych metod analitycznych, szczegélnie metod
chromatograficznych.

Rozdziaty Wyniki badan oraz Dyskusja Doktorant omowit oddzielnie, co nie jest sprawg
tatwa w pracy o charakterze wielowatkowym. Nie ustrzegt si¢ przez to konieczno$ci powtorzenia
czesci wynikéw w dyskusji dla prezentacji kolejnego zadania badawczego. Wyniki przedstawit
na 93 stronach. Wszystkie uzyskane wyniki zostaty skrupulatnie opisane i udokumentowane w 74
tabelach i 54 rysunkach. W obszernej dyskusji Doktorant kfadzie nacisk na poréwnanie
uzyskanych wynikéw z danymi opisanymi w literaturze. Przedstawia takze wiasne poglady i
rozwiazania, ktore analizuje w oparciu o cytowane pi$miennictwo.

Whioski i stwierdzenia (rozdziat 7 rozprawy doktorskiej) zostaty ujgte w 12 punktow.
Majac na uwadze szeroki zakres pracy i ilos¢ uzyskanych wynikéw, liczba wnioskéw nie budzi
zastrzezen, chociaz wedtug mojej oceny sg zbyt szczegotowe.

Za najwazniejsze osiggnigcia  pracy doktorskiej mgr Michata Palysa uwazam
wykorzystanie po raz pierwszy jablek, sokow owocowych i syropu pszenicznego jako
sktadnikéw podioza hodowlanego w produkcji kwasu mlekowego przez Rhizopus oryzae.
Stwarza to mozliwosé rozszerzenia bazy surowcéw w procesie produkcji kwasu mlekowego.

Uwagi merytoryczne

- W opinii recenzenta zbgdne sg podrozdziaty 5.215.3., roznigce sie tylko stgzeniem
sacharydéw w podtozach (od 50 do 150 g/);

- cennym uzupetnieniem badan byloby okreslenie aktywnos$ci enzymow tj.: inwertaza,
pektynaz (PG i PE), amylaz (alfa- i glukoamylazy), co pozwoliloby na okreslenie
korelacji miedzy tymi aktywnosciami tych enzymow a aktywnoscig w zakresie
wytwarzania kwasu mlekowego;

- niejasne dla recenzenta jest, dlaczego Autor nie wybrat najaktywniejszego szczepu i nie
zoptymalizowal warunkéw do syntezy kwasu mlekowego na najwydajniejszym zrodle
wegla i azotu;

- jaka jest tolerancja Rhizopus oryzae na kwas mlekowy?

- jakos¢ zdjeé na rys. 52 i 53 jest stabo czytelna, nie ma mozliwosci stwierdzenia w jakiej
formie grzybnia ro$nie w hodowli wytrzasanej i w bioreaktorze. Korzystniejsze bytyby
zdjecia z ptytki Petriego lub z uzyciem mikroskopu;

- w kolejnych etapach badan okreslono wptyw okreslonych parametréw hodowli (pH,



temperatura, zrédto wegla i azotu, czas hodowli) lecz wyniki te nie zawsze zostaty
uwzglednione w dalszych etapach pracy;

- cennych informacji mogtoby dostarczy¢ przeliczenie wydajnosci kwasu mlekowego na
gram suchej masy grzybni;

- na forme wzrostu morfologicznego duzy wplyw ma tez lepkos¢ podtoza, dlatego
parametr ten powinien by¢ uwzgledniony w dalszych badaniach;

- w trakcie dtugotrwatej hodowli (144 godz.) podtoze odparowuje, jednak brak informacji
w pracy na ten temat, gdyz zaggszczone podtoze wplywa na zawyzenie wynikow
oznaczen kwasu mlekowego;

- niezrozumialy jest opis intensywnosci napowietrzania w bioreaktorze (0,1-1,5 ml/dm’
podtoza — str. 80), brak informacji w jakim czasie? Czy nie jest to za zbyt niska
intensywno$¢? Jakie wiec bylo stezenie tlenu w bioreaktorze podczas syntezy
kwasu mlekowego?

- brak informacji dotyczacych wptywu mieszania mechanicznego (300 obr./min.) na
trwato$¢ unieruchomionej grzybni;

- z pewnoscig wykorzystanie metody simplex lub modified simplex przyczynitoby si¢
znaczaco do zmniejszenia ilosci analizowanych prob oraz ograniczytoby czasochtonnos¢
procesOw optymalizacyjnych.

Uwagi redakcyjne

Praca jest napisana poprawnym i zrozumiatym jezykiem. Niemniej Autor nie uniknat

btedow i pomylek. Oto niektore z nich:

-nastr. 201 30, Rys. 317 - powinny zawiera¢ polskie opisy;

- na str. 37 - jest Wajsman - powinno by¢: Waksmann;

- na str. 98 - jest: najwyzsze warto$ci dynamiki produkcji kwasu mlekowego w podiozu
- co to znaczy?

-nastr. 107 - jest: ,Interakcja badanych szczepdw Rhizopus z rodzajem sacharydu” - co
to znaczy? Podobnie na str. 153: ,,temperatura oraz jej wspotdziatanie z odpowiednim
szczepem”.

- nastr. 113 - jest: ,,w substracie skrobi” - powinno by¢: przy uzyciu substratu
skrobiowego;

- nastr. 166 - jest: ,,odczyn podloza” - powinno by¢: wartos¢ pH;



- nastr. 165 - jest: ,,grzybni strzepiastej” - powinno by¢: grzybni nitkowatej;

- nastr. 178 - jest: ,,komérek grzybéw immobilizowanych nosnikami kostek
poliuretanowych” - powinno by¢: grzybni immobilizowanej na poliuretanowych
kostkach;

- na str. 191 - jest: ,,zastosowano surowce skrobiowe takie jak...jabtka, sok
jabtkowy, sok winogronowy” - ¢zy mozna je zaliczy¢ do surowcow skrobiowych?

- pa str. 197 - jest: ,.dostepne pismiennictwo potwierdza wyniki badan wilasnych” —
powinno by¢: wyniki badan wiasnych sg zgodne z uzyskanymi wezesniej przez innych
autorow’.

Przytoczone powyzej uwagi i pytania (usterki) nie umniejszaja w sposob istotny wartosci
pracy, sg jedynie wskazéwkami do ewentualnego wykorzystania w/w wynikéw do publikacji.

Reasumujac moja ocene stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
stanowi oryginalna, wartosciowg prace badawcza, na co skladajg sie takie elementy jak:
interesujaca tematyka badawcza, osiggnigcie zatozonych celéw badawczych, prawidtowo
przeprowadzone eksperymenty, z matymi wyjatkami poprawna metodyka badan, prawidtowo
sformutowane wnioski. Omowienie i dyskusja wynikéw badan wskazuja na umiejgtnosc
Doktoranta do formutowania i weryfikacji hipotez oraz logicznego rozumowania. Zatozenie tak
obszernego zakresu badan, charakteryzujacych si¢ duza zlozonoscia, wymagato od Doktoranta
opanowania i umiejetnosci zastosowania roznorodnych metod mikrobiologicznych, jak i technik
analizy biochemicznej. Poznanie przez mgr Michala Patysa tak szerokiego wachlarza metod
analitycznych wzbogacito niewatpliwie jego warsztat badawczy.

W $wietle powyzszych danych uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Michata Patysa pt.:
,Mikrobiologiczna konwersja sacharydéw do kwasu mlekowego przez nowo wyizolowane
szczepy grzybéw z rodzaju Rhizopus”, wykonana pod kierownictwem jest prof. dr hab.
Zdzistawa Targofiskiego, spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim i z petnym
przekonaniem przedkladam Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii,
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o dopuszczenie mgr Michata Patysa dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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