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pt. 
"Wytwarzanie 

dihydroksyacetonu przez bakterie octowe w podlo2u zawieraj4cym

odpadowy glicerol z produkcji paliwoo

W zwr4zku z rcsnEcE produkcj4 biodiesla w Europie (szacunki m6wi4 o tym, ze w

2017 roku w Europie wyprodukowano I4,I55 milion6w litr6w) pojawil sig problem

zagospodarowania produktu ubocznego z tego procesu produkcji - glicerolu. Wzrost

produkcji biodiesla mo2na zaobserwowal corocznie od 2010 roku (10,707 milion6w litr6w).

R6wniez produkcja w Polsce w tych latach prawie sig podwoila. Produktem ubocznym w

otrzymaniu biodiesla jest glicerol odpadowy r6wnie2 otrzymywany w eotaz wigkszych

iloSciach. Zastosowanie go do syntez mikrobiolo gicznych moae iSi w roLnych kierunkach.

Jednym z najbardziq obiecuj4cych, z uwagi na duhe zapotrzebowanie na rynku, jest

produkcja dihydroksyacetonu. Dihyroksyaceton znajduje zastosowanie miedzy innymi w

przemySle kosmetycznym, w medycynie, roSnie rswtie? perspektywa zwiEkszenia jego

zastosowania w produkcji ZyrvnoSci jako substancji shodz4cej, suplementu diety, emulgatora

czy plastyfikatora.

Pani mgr Katarzyna G6rska w swojej pracy doktorskiej podjgla sig zadania wyboru

szczepu bakterii octowych i optymalizacjr procesu produkcji dihydroksyacetonu poprzez

biologiczna konwersjg odpadowego glicerolu. Jest to, jak sig wydaje, najbafiziej

perspektyw rczny kierunek przemyslowej pro dukcj i te go produktu.

Pracownicy obecnego Instytutu Chemii i Technologii ZywnoSci Uniwersytetu

Ekonomicznego we Wroclawiu od lat odnosz4 sukcesy zarowrTo naukowe, jak i

komercjalizacyine w dziedzinie badania i aplikacji wielu syntez mikrobiologicznych.

Wieloletnie doSwiadczenia badawcze byly wigc dobr4 podstaw4 do podjgcia badari nad

maksymalnie efektywn4, biologiczna, metod4 v,rytwaruania dihydroksyacetonu. Badania te

prowadzone pod kierunkiem profesora UE, dr hab. Zbigniewa Garncarka wpisuj4 sig w

problematykg naukow4 Insty'tutu w zakresie biosyntezy waznych produkt6w, mqqcych

zastosowanie w przemySle spoZywczym.



Celem pracy pt. ,,Wytwarzanie dihydroksyacetonu przez bakterie octowe w podlozu

zawreraJEcym odpadowy glicerol z produkcji paliw" bylo opracowanie efektywnej metody

otrzymywania dihydroksyacetonu na drodze fermentacyjnej poprzez wybor szczepu bakterii

octowych, charakteryzujQcy sig wysok4 wydajnoSci4 biokonwersji, prowadzonej z duaa

szybkoSci4 i wysokim koricowym stgZeniem produktu. Dla wybranego szczepu

przeprowadzono optymalizacje skladu podloha fermentacyjnego, optymalnego poziomu pH

procesu w hodowlach wglgbnych okresowych w warunkach kolb wstrz4sanych, w

bioreaktorze, a takhe zasilanych hodowlach okresowych prowadzonych w bioreaktorze. Dla

scharakteryzowania proces6w zastosowano szereg, dobrze dobranych, parametr6w oceny

przebiegu procesu.

W ramach niniejszej pracy doboru szazepu dokonano spoSr6d siedmiu szczepow,

trzech szczepow Gluconobacter oxydans i czterech szczep6w Gluconobacter xylinus

wybranych z r62nych kolekcji szczepow. Trochg brakowalo recenzentowi w czasie

studiowania pracy, informacji co do uzasadnienia takiego wyboru. Wstgpne badania

dotyczqce oceny przydatno6ci tych szczepow do biosyntezy dihedroksyacetonu z wybranego

surowca ubocznego wykonano w warunkach hodowli wstrz4sanych. Oceniano stg2enie

produktu w podloZu hodowlanym, stgZenie biomasy bakterii octowych, wydajnoS6 produkcji

dihydroksyacetonu w odniesieniu do wprowadzonego surowca, szybkoSi objgto$ciow4

biokonwersji glicerolu i wsp6lczynnik efektywnoSci produkcji dihydroksyacetonu. Te

parametry procesy w spos6b nie budzqcy w4tpliwoSci pozwolily dokona6 wyboru

najefektywniejszego szczepv, kt6rym okazaN sig Gluconobacter oxydans LMG 1385

pochodz4cy z Belgijskiej Kolekcji Drobnoustroj6w, wyizolowany z suszonych owoc6w.

Nastgpnie przeprowadzono dla tego szczepu badania wplywu stgZenia substratu w podlozu

hodowlanym na efektywnoSi biokonwersji, stosuj4c stgZenia pomigdzy l0 a 200 g glicerolu

na dcm3. Analiza uzyskanych w hodowlach wglgbnych wstrz1sanych pozwolila na dob6r

stgZenia 70.0 gldcm3 uzyskuj4c koncowe stgZenie produktu 53.7 gldcm3. Bardzo interesuj4ce

wyniki uzyskano w nastgpnym etapie optymalizacji prowadzonej tq sam4 metod4 hodowli,

dotycz4cq wyboru 2rodNa azotu (w stgzeniu 1.0 g/dcm3). Ot6zbardzo zbhaone do najczgsciej

uzywanego w literaturze 2r6dLa azotu jakim jest ekstrakt dro2d2owy wyniki, uzyskano dla

siarczanu amonu (szczegolnie z punktu widzenia koricowego poziomu produktu - okolo

52gldcm3 - brak 62nic istotnie statystycznych). Standardow4 metodg badania wplywu

skladnik6w podLola na efektywnoSd procesu zast4piono, w optymalizacji stgZenia

makroelement6w w podloLu hodowlanym, zdecydowanie mniej pracochtronnym i

czasochlonnym sposobem dzigki Wznaczeniu wariant6w hodowlanych z u?yciem



centralnego planu kompozycyjnego Boxa-Wilsona. Uzyskane wyniki (czgsto wydajnoSd w

wybranych tym sposobem hodowlach byla bardzo niska) analizowano ulywajqc analizy

statystycznej wariancji w celu Wznaazenia wsp6lczynnik6w regresji i opisano powierzchnig

odpowiedzi wyznaczonego modelu. Okazalo sig jednak, ze w optymalnym punkcie,

okreSlonym ta metod4, uzyskano koricowe stgzenie dihydroksyacetonu o ponad 20o/o ni2sze

niz w przypadku stosowania ekstraktu dro2dzowego, z nie optymalizowanego siarczanu

amonu (wzbogaconego MgS04 i KH2POa) oraz stg2enie biomasy 75%o nizsze. Autorka, co

wywolalo u mnie pewne odczucie niedosytu co do mo2liwoSci dalszego badaniaprzydatnoSci

siarczanu amonu, wybrala do dalszychbadan ekstrakt droadaotwy, z uwagi na zdecydowanie

wy2sz4 szybkoS6 objgtoSciow4 konwersji oraz efektywnoS6 produkcji. Ciekawe jakie rzgdu

oszczgdnoSci w kosztachpodLolamo2na by uzyskad stosuj4c nieorganiczne 2r6dlo azotu.

Wykonuj4c optymahzacjg wglgbnych hodowli okresowych prowadzonych w fermentorze

laboratoryjnym wykorzystano bioreaktor BIOMER i0 skonstruowany wczeSniej w Instltucie.

Najpierw oceniano wplyw pocz4tkowego stgZenia odpadowego glicerolu na efektywnoSd

biokonwersji, uzyskujqc identyczny z wynikami z hodowli wstrz4sanych optymalny poziom

substratu na pocz4tku hodowli tzn. J0 g glicerolu na 1 dcm3. Dobieraj4c pH podloaa

hodowlanego stosowano poziomy 4.0; 5.0 i 6.0. Poziom pH miaN szc,zeg6lnie istotny wplyw

na wzrost bakterii, poniewaz wraz ze wzrostem pH rosla szybkoSd objgtoSciowa wzrostu i
stgzenie biomasy w plynie pohodowlanym. Finalnie najwyasze koficowe stgzenie

dihydroksyacetonu zaobserwowano w hodowli prowadzonej w pH 5.0 (67.0 gl dcm3), chod w

pH:4.0 bylo ono bardzo zblilone (66.7 gldcm3;. Anahzaprzebiegu tych fermentacji sklonila

autorkg do siggnigcia po technikg fermentacji duzo trudniejszq, szczeg6lnie w sterowaniu

procesem, a mianowicie po zasilana, wglgbna hodowlg okresow4. Podstawowq tezq tego

zadania bylo bardziej efektywne uTycie bioreaktora poprzez lepsze wykorzystanie aparatu

enzymatycznego drobnoustroj6w (potencjatu metabolicznego juL namnozonych kom6rek).

Ponownie przeprowadzono dob6r pH podlola fermerrtacyjnego w takim samym zakresie co

dla hodowli okresowych, ale prowadzono takhe hodowle ze zmiennym pH. Najwyzsze

koricowe stgzenie dihyroksyacetonu zaobserwowano we wgtgbnej zasilanej hodowli

okresowej o pH regulowanym na poziomie 5.0 (175.3 g/dcm3). Badaj4c wplyw stgaenia

glicerolu na efektywnoSi produkcji dihyroksyacetonu w takich warunkach procesu

stwierdzono, 2e poziom 70 gll, podobnie jak w przypadku hodowli wstrz4sanych

prowadzonych w kolbach, daje najlepsze wyniki. Pracg zakohczono ocen4 przebiegu

zasilanych wglgbnych hodowli okresowych stosuj4c podloaa zawieraj4ce zrohmcowane partie

odpadowego glicerolu z produkcji biopaliw. Srednie kofrcowe stgzenie, mimo oczywistych



rohnic bylo nadal wysokie i siggatro 160 g dihyroksyacetonu w 1 dcm3 plynu

pofermentacyjnego.

Ocena formalnej strony pracy

Praca doktorska pani mgr inL. Katarzyny G6rskiej liczy I49 stron tekstu, z czego na

wstgp i przeglqd literatury przypada 31 stron, cel pracy i czqs(, metodyczna obejmuje 24

strony, a czgS(, zawteraj4ca om6wienie i dyskusjE oraz podsumowanie wynik6w wraz z

wnioskami jest najobszerniqszai zajmtje 55 stron. Fozostatre czgsci to: spis literatury, spis

tabel i rysunk6w oraz streszczenie w jgzyku polskim. Moje zdziwienie wywolalo bark

streszczenia w jEzyku angielskim co jest standardem w tego typu pracach doktorskich.

Wyniki przedstawiono w 6 tabelach i 2l rycinach. Trueba podkreslid starannoSi w doborze

224 pozycji literaturo!\ych i wlaSciwej pisowni literatury. Na pocz4tku pracy umieszczono

r6wniez przydatny wykaz skr6t6w i symboli, bardzo pomocny, choc zabraldo w tym spisie

skr6tu MONG (Matter Organic Non Glycerol) z tabeli 6. Nie znalazNemteZw pracy opisu lub

definicji tego parametru. Trzeba jednak przyznac bez wqtpienia, 2e uklad pracy jest logiczny

r przejrzysty, odpowiedni dla prac o charakterze empirycznym.

Zaletami pracy sqbardzo przemySlana i ciekawie napisana czESc literaturowa dajqca

dobr4 podstawg do sformulowania tez pracy, oraz wzorowo przeprowadzona obszerna (19

stron) dyskusja z v,rykorzystaniem wielu aktualnych pozycji literaturowych. W czESci

literaturowej przeprowadzonomiedzy innymi bardzo skrupulatn4 anahzg literatury dotyczEcq

stosowanych w hodowlach tego typu fuodetr i form zwiqzkow wchodz4cych w sklad podloaa

hodowlanego, jak i suplementacji podlo?a np. witaminami. Jgzyk w pracy jest bardzo zwiqzly

i komunikatywny co ulatwia znacz4co lekturg caloSci tekstu.

Wracaj4c do czgSci literaturowej i dyskusjitrzeba stwierdzii, 2ev,yrahnie wskazuje na dobr4

znajomoS6 przez autorkg literatury i umiejgtnoSi korzystania z tych informacji w trakcie

dyskusji wynik6w wlasnych badan.

W pracy pojawilo sig kilka drobnych usterek i niedoskonaloSci jgzykowych, kt6re

muszg z obowrqzku recenzenta odnotowad. W spisie tresci w czgsci nazw pododdzial6w

znaidujq sig symbole prowadzonych hodowli a w czElci nie (np. p.4.4).Podobnie w opisach

rysunk6w (np. rys.12 i I3). Trochg brakowalo mi r6wnie2 wyjaSnienia zastosowanych dla

tychAe proces6w skr6t6w. Na przyklad symbol FBC opisany jest jako zasilana wglgbna

hodowla okresowa (rozumiem, 2e skr6t pochodzi od angielskiego Fed Batch Culture).

Dyskusyjne wydaje mi sig u2ywanie nazewnictwa odpadowy glicerol, ja wolg traktowai go



jako produkt uboczny, ale mySlE, 2e nazewnictwo takie wynika ze stopnia problem6w z

zagospodarowaniem tego surowca w danej bran|y. Bardzo sympalyczna, choi

nieprzekonujqca,jest nazwa,,kotrderka zwaty"jako zamknigcie kolb wstrz4sanych, poniewaZ

dotychczas spotykalem sig tylko z nazwE: korki z waty. Proszg nie uzl.wai slowa najbardziej

optymalne (str. 109) bo coS jest optymalne (najlepsze) albo nie. Btgd6w stylistycznych

znalazlem niewiele jak na tak obszernq prac% chod nie mogg sig zgodzic z wyrazentem

,,podobne wnioski zaobserwowano" (str. 109), czy ,,zasadnLcz4 rolg dla szybkoSci" (str. 110).

Reasumuj4c praca byla bardzo uwaZnie napisana, a zauwahone usterki nie umniejszaj4

odczucia dobrego i solidnego przygotowania edycji pracy.

Ocena merytoryczn pracy

W czgSci literaturowej pracy autorka przedstawiNa szczegolowo zarowno roane

aspekty otrzymywania dihydroksyacetonu na drodze biokonwersji z udzialem drobnoustroj6w

jak i zagadnienie zastosowania tego produktu w r62nych przemyslach. Jak juz wspomnialem

wczeSniej, bardzo uLyteczna, czgsci4 tego przegl4du literatury jest analiza substrat6w i innych

skladnik6w podloha, stosowanych w hodowlach bakterii kwasu octowego prowadzonych dla

otrzymania dihydroksyacetonu. Anahza literatury sklonita zapewne autorkg do

zrezygnowania z prac z unieruchomionymi bakteriami. Jest to zrozumiale bo w Swietle

analizowanej literatury wyniki tego kierunku badari nie s4 perspektywiczne, Natomiast

uderuyl mnie w analizie literatury brak oceny wplywu temperatury na wydajnoSd procesu.

R6wniez w czgSci optymalizacyjnej pracy zrezygnowano z oceny wplywu temperatury

hodowli na efektywnoSi procesu.Bardzo proszg o wyjasnienie tego podejscia.

ZaLo2ony cel pracy i spos6b jego realizacji przedstawilem dolt szczeg6lowo w czgsci

wstgpnej, dlatego ograniczg sig tylko do stwierdzenia,2e ce| zostaN sformulowany prawidlowo

a zal<res prac logicznie zaplanowany. Chcialbym podzielic sig teZ moim odczuciem , 2e praca

ma solidny charakter, a zalohenia planu optymalizacji s4 w pelni zrozumiaNe (z wyj4tkiem

sprawy temperatury hodowli). Spos6b realizacjr zadania optymalizacyjnego jest wlaSciwie

sprofilowany, a liczba stosowanych wsp6lczynnik6w opisuj4cych hodowle znaczna, co by6

mohe utrudnia czasami studiowanie pracy, jednak zdecydowanie poszena wrcdzE na ten

temat badanych zalelnolci .

Rozdzial: ,,Materialy i metody badah" zawiera kilka podrozdziaL6w poSwigconych

przedstawionym w tytule zagadnieniom. IJwazam, 2e charakterystyka drobnoustroj6w i
stosowanych podloZy hodowlanych, metody badan oraz logika kolejnoSci postgpowania



zostalaprzedstawiona jasno i wyczerpuj4co. Brakuje mi wyjaSnienia, dlaczego w fazie doboru

szczepLL zdecydowano sig a2 na 4 szczepy Gluconobacter xylinus. Chciatem takZe prosii o

wyjaSnienie, jak duZe s4 rcZnice w wynikach uzyskiwanych z zastosowaniem oznaczania

stgzenia dihydroksyacetonu metod4 kolorymetryczn4 w stosunku do metody

chromatografrcznej.

W rozdziale ,,Wyniki badan i ich om6wienie" autorka w spos6b jasny r Iogiczny omawia

wyniki badan. RozdziaN ten, w moim odczuciu, jest bardzo dobrze przygotowanym

rczdziaLem. Przedstawienie rezultat6w gl6wnie w postaci wykres6w slupkowych ulatwia

wtalizg wynik6w, szczegolnieSledzenie zmiansporej Iiczby zastosowanychwskaZnik6w.

Dyskusja wynik6w z danymi literaturowymi (zamieszczona w rozdziale ,,Dyskusja ") jest

nastgpn4 siln4 stronq pracy. Dyskusja ta jest w pelni merytoryczna, dokumentuje szerok4

wiedzg autorki w zakresie rcalizowanych zagadnief i umiejgtnoSi wykorzystania tej wredzy

w interpretacji uzyskanych rezultat6w. Brakowalo mi jedynie wyjaSnienia decyzji o

rezygnacjt z uwzglgdnienia temperatury procesu w procesie optymalizacyjnym, o czym

wspominal em juL uprzednio.

Nastgpuj4ce po tej czgficipraay wnioski sformulowano prawidlowo.

Z moiego punktu widzenia w pracy za maNo wyeksponowane zostaly sur<cesy procesu

optymaltzacji i zastosowanej drogi zmian technik fermentacji. Uzyskane wyniki, zar6wno w

prowadzeniu hodowli wglgbnych bioreaktorowych, jak i szczeg6lnie zasllanych, s4 bardzo

dobre. Bardzo czgsto uzyskane koricowe stgzenie dihydroksyacetonu jest wyZsze niL w
badaniach innych badaczy. Jest to dowodem na to, 2e autorka wlaSciwie dobrala stgzenia

surowc6w i warunki prowadzenia procesu, a takhe, co nie jest latwe w tego typu hodowlach

prowadzonych w bioreaktorach laboratoryjnych, dobrze opanowala technikg prowadzenia

takich proces6w i ich sterowania. Rezultatem s4 wyniki (potwierdzone na r6hnych partiach

surowca, co wymaga podkreSlenia) o wysokich perspektywach aplikacyjnych. Daj4 bowiem

mocne podstawy do kontynuowania badan w kierunku izolowania produktu z podloaa i
powigkszenia skali produkcj i

Wniosek korflcowy

W mojej opinii przedstawiona do recenzjr praca prezentuje dobry poziom naukowy i

wysoki poziom perspektyw komercjalizacji proponowanej technologii. Charakteryzuje sig

wlaSciwie zaplanowanym i przeprowadzonym postgpowaniem optymalizacyjnym, kt6rego



ftnat owocuje bardzo dobrymi wynikami efektywnoSci proces6w prowadzonych w

laboratoryjnej skali bioreaktorowej .

W pracy zafiireszczono bogaty r dobrze przedstawiony material faktografrczny.

Wyniki badart noszq znarniona oryginalnoSci i nowoSci naukowej. Odnosi sig to szczeg6lnte

do spektakularnego zwigkszenia kofcowego stgZenia produktu w zaproponowanej metodzie

hodowli wglgbnej z zasilaniem.

Mogg wigc stwierdzil jednoznacznie, 2e przedstawiona do oceny praca pani mgr inZ.

Katarzyny G6rskiej odpowiada wymaganiom ustawowym stawianym rozprawom na stopieri

doktorski i proszg Wysok4 Rade Wydzialuln|ynieryjno-Ekonomicznego o jej dopuszczenie

do publicznej obrony.
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