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pt. , Wytwarzanie dihydroksyacetonu przez bakterie octowe w podlozu zawierajacym

odpadowy glicerol z produkcji paliw”

W zwiazku z rosngcg produkcjg biodiesla w Europie (szacunki méwig o tym, ze w
2017 roku w FEuropie wyprodukowano 14,155 milionéw litréw) pojawit si¢ problem
zagospodarowania produktu ubocznego z tego procesu produkcji - glicerolu. Wzrost
produkcji biodiesla mozna zaobserwowaé corocznie od 2010 roku (10,707 miliondéw litrow).
Roéwniez produkcja w Polsce w tych latach prawie sie podwoita. Produktem ubocznym w
otrzymaniu biodiesla jest glicerol odpadowy rowniez otrzymywany w coraz wiekszych
ilosciach. Zastosowanie go do syntez mikrobiologicznych moze i$¢ w réznych kierunkach.
Jednym z najbardziej obiecujgcych, z uwagi na duze zapotrzebowanie na rynku, jest
produkcja dihydroksyacetonu. Dihyroksyaceton znajduje zastosowanie miedzy innymi w
przemysle kosmetycznym, w medycynie, ros$nie réwniez perspektywa zwickszenia jego
zastosowania w produkcji zywnosci jako substancji stodzgcej, suplementu diety, emulgatora
czy plastyfikatora.

Pani mgr Katarzyna Gérska w swojej pracy doktorskiej podjeta sie zadania wyboru
szczepu bakterii octowych i optymalizacji procesu produkcji dihydroksyacetonu poprzez
biologiczna konwersj¢ odpadowego glicerolu. Jest to, jak si¢ wydaje, najbardziej
perspektywiczny kierunek przemystowej produkeji tego produktu.

Pracownicy obecnego Instytutu Chemii i Technologii Zywnosci Uniwersytetu
Ekonomicznego we Wroctawiu od lat odnoszg sukcesy zaréwno naukowe, jak i
komercjalizacyjne w dziedzinie badania i aplikacji wielu syntez mikrobiologicznych.
Wieloletnie doswiadczenia badawcze byly wiec dobrg podstawa do podjecia badan nad
maksymalnie efektywna, biologiczng metodg wytwarzania dihydroksyacetonu. Badania te
prowadzone pod kierunkiem profesora UE, dr hab. Zbigniewa Garncarka wpisuja si¢ w
problematyke¢ naukowg Instytutu w zakresie biosyntezy waznych produktéw, majacych

zastosowanie w przemysle spozywezym.



Celem pracy pt. ,,Wytwarzanie dihydroksyacetonu przez bakterie octowe w podtozu
zawierajagcym odpadowy glicerol z produkceji paliw” bylo opracowanie efektywnej metody
otrzymywania dihydroksyacetonu na drodze fermentacyjnej poprzez wybdr szczepu bakterii
octowych, charakteryzujacy sie wysoka wydajnoscia biokonwersji, prowadzonej z duza
szybkoscig 1 wysokim koncowym stgzeniem produktu. Dla wybranego szczepu
przeprowadzono optymalizacje sktadu podtoza fermentacyjnego, optymalnego poziomu pH
procesu w hodowlach wglebnych okresowych w warunkach kolb wstrzgsanych, w
bioreaktorze, a takze zasilanych hodowlach okresowych prowadzonych w bioreaktorze. Dla
scharakteryzowania procesow zastosowano szereg, dobrze dobranych, parametréw oceny
przebiegu procesu.

W ramach niniejszej pracy doboru szczepu dokonano sposréd siedmiu szczepow,
trzech szczepow Gluconobacter oxydans i czterech szczepdw Gluconobacter xylinus
wybranych z réznych kolekeji szczepéw. Troche brakowato recenzentowi w czasie
studiowania pracy, informacji co do uzasadnienia takiego wyboru. Wstepne badania
dotyczgce oceny przydatnosei tych szczepéw do biosyntezy dihedroksyacetonu z wybranego
surowca ubocznego wykonano w warunkach hodowli wstrzgsanych. Oceniano stezenie
produktu w podlozu hodowlanym, stezenie biomasy bakterii octowych, wydajnosé¢ produkcji
dihydroksyacetonu w odniesieniu do wprowadzonego surowca, szybkos$¢ objetosciows
biokonwersji glicerolu i wspdtczynnik efektywnosci produkcji dihydroksyacetonu. Te
parametry procesy w sposob nie budzacy watpliwosci pozwolity dokonaé wyboru
najefektywniejszego szczepu, ktéorym okazal sie Gluconobacter oxydans 1LMG 1385
pochodzacy z Belgijskiej Kolekeji Drobnoustrojow, wyizolowany z suszonych owocow.
Nastepnie przeprowadzono dla tego szczepu badania wptywu stezenia substratu w podlozu
hodowlanym na efektywnos¢ biokonwersji, stosujgc stezenia pomiedzy 10 a 200 g glicerolu
na dem’. Analiza uzyskanych w hodowlach wglebnych wstrzgsanych pozwolita na dobor
stezenia 70.0 g/dem® uzyskujac kohcowe stezenie produktu 53.7 g/dem’. Bardzo interesujgce
wyniki uzyskano w nastepnym etapie optymalizacji prowadzonej tg samg metodg hodowli,
dotyczaca wyboru zrédta azotu (w stezeniu 1.0 g/dem?). Otéz bardzo zblizone do najczesciej
uzywanego w literaturze zroédla azotu jakim jest ekstrakt drozdzowy wyniki, uzyskano dla
siarczanu amonu (szczegdlnie z punktu widzenia koncowego poziomu produktu - okoto
52g/dem3 — brak réznic istotnie statystycznych). Standardowa metode badania wptywu
skfadnikow podloza na efektywno$¢ procesu zastapiono, w optymalizacji stezenia
makroelementéw w podtozu hodowlanym,  zdecydowanie mniej pracochtonnym i

czasochfonnym sposobem dzigki wyznaczeniu wariantow hodowlanych z uzyciem



centralnego planu kompozycyjnego Boxa-Wilsona. Uzyskane wyniki (czesto wydajnosé w
wybranych tym sposobem hodowlach byla bardzo niska) analizowano uzywajac analizy
statystyczne]j wariancji w celu wyznaczenia wspotezynnikow regresji i opisano powierzchnie
odpowiedzi wyznaczonego modelu. Okazalo si¢ jednak, ze w optymalnym punkcie,
okreslonym ta metoda, uzyskano koncowe stgzenie dihydroksyacetonu o ponad 20% nizsze
niz w przypadku stosowania ekstraktu drozdzowego, a nie optymalizowanego siarczanu
amonu (wzbogaconego MgS0, i KH,PO4) oraz stezenie biomasy 75% nizsze. Autorka, co
wywotato u mnie pewne odczucie niedosytu co do mozliwosci dalszego badania przydatnosci
siarczanu amonu, wybrata do dalszych badan ekstrakt drozdzowy, z uwagi na zdecydowanie
wyzszg szybkos¢ objetosciowg konwersji oraz efektywnosé produkeji. Ciekawe jakie rzedu
oszczgdnosci w kosztach podtoza mozna by uzyskaé stosujac nieorganiczne zrédlo azotu.

Wykonujge optymalizacje wgtebnych hodowli okresowych prowadzonych w fermentorze
laboratoryjnym wykorzystano bioreaktor BIOMER 10 skonstruowany wezesniej w Instytucie.
Najpierw oceniano wplyw poczatkowego stezenia odpadowego glicerolu na efektywnosé
biokonwersji, uzyskujac identyczny z wynikami z hodowli wstrzgsanych optymalny poziom
substratu na poczatku hodowli tzn. 70 g glicerolu na 1 dem’. Dobierajac pH podtoza
hodowlanego stosowano poziomy 4.0; 5.0 i 6.0. Poziom pH mial szczegélnie istotny wplyw
na wzrost bakterii, poniewaz wraz ze wzrostem pH rosta szybko$é objetosciowa wzrostu i
stgzenie biomasy w plynie pohodowlanym. Finalnie najwyzsze koficowe stezenie
dihydroksyacetonu zaobserwowano w hodowli prowadzonej w pH 5.0 (67.0 g/ dem?), choé w
pH=4.0 byto ono bardzo zblizone (66.7 g/ dem®). Analiza przebiegu tych fermentacji sktonita
autorke do siegniecia po technike fermentacji duzo trudniejsza, szczegdlnie w sterowaniu
procesem, a mianowicie po zasilang wglebna hodowle okresowa. Podstawowa teza tego
zadania byto bardziej efektywne uzycie bioreaktora poprzez lepsze wykorzystanie aparatu
enzymatycznego drobnoustrojow (potencjatu metabolicznego juz namnozonych komorek).

Ponownie przeprowadzono dobor pH podioza fermentacyjnego w takim samym zakresie co
dla hodowli okresowych, ale prowadzono takze hodowle ze zmiennym pH. Najwyzsze
koncowe stezenie dihyroksyacetonu zaobserwowano we wglebnej zasilanej hodowli
okresowej o pH regulowanym na poziomie 5.0 (175.8 g/dcm?). Badajgc wptyw stezenia
glicerolu na efektywnos¢ produkeji - dihyroksyacetonu w takich warunkach procesu
stwierdzono, ze poziom 70 g/l, podobnie jak w przypadku hodowli wstrzasanych
prowadzonych w kolbach, daje najlepsze wyniki. Prace zakonczono ocena przebiegu
zasilanych wgtebnych hodowli okresowych stosujac podloza zawierajace zrdznicowane partie

odpadowego glicerolu z produkeji biopaliw. Srednie koncowe stezenie, mimo oczywistych
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roznic bylo nadal wysokie i siegatlo 160 g dihyroksyacetonu w 1 dem’ plynu

pofermentacyjnego.

Ocena formalnej strony pracy

Praca doktorska pani mgr inz. Katarzyny Gorskiej liczy 149 stron tekstu, z czego na
wstep 1 przeglad literatury przypada 31 stron, cel pracy i cze$¢ metodyczna obejmuje 24
strony, a cze$¢ zawierajgca omowienie i dyskusje oraz podsumowanie wynikéw wraz z
wnioskami jest najobszerniejsza i zajmuje 55 stron. Pozostate czesci to: spis literatury, spis
tabel i rysunkow oraz streszczenie w jezyku polskim. Moje zdziwienie wywolato bark
streszczenia w jezyku angielskim co jest standardem w tego typu pracach doktorskich.
Wyniki przedstawiono w 6 tabelach i 21 rycinach. Trzeba podkresli¢ staranno$¢ w doborze
224 pozycji literaturowych i wlasciwej pisowni literatury. Na poczatku pracy umieszczono
rowniez przydatny wykaz skrotow i symboli, bardzo pomocny, cho¢ zabrakto w tym spisie
skrotu MONG (Matter Organic Non Glycerol) z tabeli 6. Nie znalaztem tez w pracy opisu lub
definicji tego parametru. Trzeba jednak przyznaé¢ bez watpienia, ze uktad pracy jest logiczny
1 przejrzysty, odpowiedni dla prac o charakterze empirycznym.

Zaletami pracy sa bardzo przemyslana i ciekawie napisana cze$é literaturowa dajaca
dobrg podstawe do sformutowania tez pracy, oraz wzorowo przeprowadzona obszerna (19
stron) dyskusja z wykorzystaniem wielu aktualnych pozycji literaturowych. W czesci
literaturowej przeprowadzono miedzy innymi bardzo skrupulatng analize literatury dotyczaca
stosowanych w hodowlach tego typu zrédet i form zwigzkéw wehodzgeych w sktad podloza
hodowlanego, jak i suplementacji podtoza np. witaminami. Jezyk w pracy jest bardzo zwiezty
1 komunikatywny co utatwia znaczgco lekture catosci tekstu.

Wracajace do czesci literaturowej i dyskusji trzeba stwierdzié, ze wyraznie wskazuje na dobrg
znajomos¢ przez autorke literatury i umiejetno$¢ korzystania z tych informacji w trakcie
dyskusji wynikow wiasnych badan.

W pracy pojawilo si¢ kilka drobnych usterek i niedoskonatosci jezykowych, ktére
musze z obowigzku recenzenta odnotowaé. W spisie tresci w czesci nazw pododdziatéw
znajdujg si¢ symbole prowadzonych hodowli a w czesei nie (np. p.4.4). Podobnie w opisach
rysunkow (np. rys.12 i 13). Troch¢ brakowato mi réwniez wyjasnienia zastosowanych dla
tychze procesow skrétow. Na przyktad symbol FBC opisany jest jako zasilana wgltebna
hodowla okresowa (rozumiem, ze skrét pochodzi od angielskiego Fed Batch Culture).

Dyskusyjne wydaje mi si¢ uzywanie nazewnictwa odpadowy glicerol, ja wole traktowaé go
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jako produkt uboczny, ale mysle, ze nazewnictwo takie wynika ze stopnia problemow z
zagospodarowaniem tego surowca w danej branzy. Bardzo sympatyczna, choé
nieprzekonujaca, jest nazwa ,,kotderka z waty” jako zamkniecie kolb wstrzgsanych, poniewaz
dotychezas spotykatem sie tylko z nazwa: korki z waty. Prosze nie uzywaé stowa najbardziej
optymalne (str. 109) bo co$ jest optymalne (najlepsze) albo nie. Bledéw stylistycznych
znalazlem niewiele jak na tak obszerng prace, cho¢ nie moge sie zgodzi¢ z wyrazeniem
»podobne wnioski zaobserwowano™ (str. 109), czy ,,zasadnicza role dla szybkosci” (str. 110).
Reasumujgc praca byla bardzo uwaznie napisana, a zauwazone usterki nie umniejszaja

odczucia dobrego i solidnego przygotowania edycji pracy.

Ocena merytoryczna pracy

W czgsci literaturowej pracy autorka przedstawila szczegdlowo zardwno rézne
aspekty otrzymywania dihydroksyacetonu na drodze biokonwersji z udziatem drobnoustrojow
jak 1 zagadnienie zastosowania tego produktu w réznych przemystach. Jak juz wspomniatem
wezesniej, bardzo uzyteczng czgscia tego przegladu literatury jest analiza substratéw i innych
sktadnikow podloza, stosowanych w hodowlach bakterii kwasu octowego prowadzonych dla
otrzymania dihydroksyacetonu. ~Analiza literatury sklonila zapewne autorke do
zrezygnowania z prac z unieruchomionymi bakteriami. Jest to zrozumiate bo w $wietle
analizowanej literatury wyniki tego kierunku badan nie sg perspektywiczne. Natomiast
uderzyl mnie w analizie literatury brak oceny wplywu temperatury na wydajnosé procesu.
Rowniez w czgdci optymalizacyjnej pracy zrezygnowano z oceny wplywu temperatury
hodowli na efektywnos¢ procesu. Bardzo prosze o wyjasnienie tego podejscia.

Zatozony cel pracy i sposob jego realizacji przedstawitem do$é¢ szczegdlowo w czescei
wstepnej, dlatego ogranicze sie tylko do stwierdzenia, ze cel zostal sformutowany prawidtowo
a zakres prac logicznie zaplanowany. Chciatbym podzieli¢ si¢ tez moim odczuciem, ze praca
ma solidny charakter, a zalozenia planu optymalizacji sa w pelni zrozumiate (z wyjatkiem
sprawy temperatury hodowli). Sposéb realizacji zadania optymalizacyjnego jest whasciwie
sprofilowany, a liczba stosowanych wspotczynnikéw opisujacych hodowle znaczna, co byé
moze utrudnia czasami studiowanie pracy, jednak zdecydowanie poszerza wiedze na ten
temat badanych zaleznosci .

Rozdziat: ,Materialy i metody badan” zawiera kilka podrozdziatéw poswieconych
przedstawionym w tytule zagadnieniom. Uwazam, ze charakterystyka drobnoustrojow i

stosowanych podlozy hodowlanych, metody badan oraz logika kolejnosci postepowania
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zostata przedstawiona jasno i wyczerpujaco. Brakuje mi wyjasnienia, dlaczego w fazie doboru
szczepu zdecydowano si¢ az na 4 szczepy Gluconobacter xylinus. Cheiatem takze prosi¢ o
wyjasnienie, jak duze sa roéznice w wynikach uzyskiwanych z zastosowaniem oznaczania
stezenia  dihydroksyacetonu metoda kolorymetryczng w  stosunku do  metody
chromatograficzne;j.

W rozdziale ,,Wyniki badan i ich oméwienie” autorka w sposéb jasny i logiczny omawia
wyniki badan. Rozdzial ten, w moim odczuciu, jest bardzo dobrze przygotowanym
rozdzialem. Przedstawienie rezultatow gléwnie w postaci wykresow stupkowych ulatwia
analiz¢ wynikow, szczegdlnie sledzenie zmian sporej liczby zastosowanych wskaznikow.
Dyskusja wynikéw z danymi literaturowymi (zamieszczona w rozdziale ,,Dyskusja ) jest
nastepna silng strong pracy. Dyskusja ta jest w pelni merytoryczna, dokumentuje szeroka
wiedz¢ autorki w zakresie realizowanych zagadnien i umiejetno$é wykorzystania tej wiedzy
w interpretacji uzyskanych rezultatow. Brakowalo mi jedynie wyjasnienia decyzji o
rezygnacji z uwzglednienia temperatury procesu w procesie optymalizacyjnym, o czym
wspominatem juz uprzednio.

Nastepujace po tej czesci pracy wnioski sformutowano prawidtowo.

7, mojego punktu widzenia w pracy za malo wyeksponowane zostaly sukcesy procesu
optymalizacji i zastosowanej drogi zmian technik fermentacji. Uzyskane wyniki, zaréwno w
prowadzeniu hodowli wglebnych bioreaktorowych, jak i szczegdlnie zasilanych, sa bardzo
dobre. Bardzo czgsto uzyskane koficowe stezenie dihydroksyacetonu jest wyzsze niz w
badaniach innych badaczy. Jest to dowodem na to, ze autorka whasciwie dobrata stezenia
surowcOw 1 warunki prowadzenia procesu, a takze, co nie jest fatwe w tego typu hodowlach
prowadzonych w bioreaktorach laboratoryjnych, dobrze opanowata technike prowadzenia
takich procesow i ich sterowania. Rezultatem sg wyniki (potwierdzone na réznych partiach
surowca, co wymaga podkreslenia) o wysokich perspektywach aplikacyjnych. Daja bowiem
mocne podstawy do kontynuowania badan w kierunku izolowania produktu z podloza i

powiekszenia skali produkcji
Whiosek koncowy
W mojej opinii przedstawiona do recenzji praca prezentuje dobry poziom naukowy i

wysoki poziom perspektyw komercjalizacji proponowanej technologii. Charakteryzuje sie

wlasciwie zaplanowanym i przeprowadzonym postgpowaniem optymalizacyjnym, ktérego



final owocuje bardzo dobrymi wynikami efektywnosci proceséw prowadzonych w
laboratoryjnej skali bioreaktorowe;.

W pracy zamieszczono bogaty i dobrze przedstawiony material faktograficzny.
Wyniki badan nosza znamiona oryginalnosci i nowos$ci naukowej. Odnosi sie to szczegdlnie
do spektakularnego zwigkszenia koncowego stezenia produktu w zaproponowanej metodzie
hodowli wglebnej z zasilaniem.

Moge wiec stwierdzi¢ jednoznacznie, ze przedstawiona do oceny praca pani mgr inz.
Katarzyny Gorskiej odpowiada wymaganiom ustawowym stawianym rozprawom na stopief
doktorski 1 prosze Wysoka Rade Wydziatu Inzynieryjno-Ekonomicznego o jej dopuszczenie

do publicznej obrony.
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