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Recenzja

rozprawy doktorskiej pt. ,,Wytwarzanie dihydroksyacetonu przez bakterie octowe w podtozu
zawierajgcym odpadowy glicerol z produkcji biopaliw” przygotowanej przez
mgr inz. Katarzyne Gorska

Postep w biotechnologii przemystowej w duzym stopniu zwigzany jest z doskonaleniem
procesu biokatalizy. Stosuje sie w tym celu oczyszczone preparaty enzymatyczne lub komorki
drobnoustrojéw w postaci wolnej lub immobilizowanej. Poznanie specyfiki mikroorganizmow oraz
aktywnosci wewnatrzkomérkowych enzymoéw jest jednym z kryteridw oceny ich przydatnosci do
biokonwersji okreslonego substratu do oczekiwanego produktu. W tym celu niezbgdna jest
pogtebiona wiedza o szlakach metabolicznych z udziatem enzymow.

Mozliwoéci zastosowania wybranych drobnoustrojow w procesie biokonwersji
wykorzystata Autorka ocenianej rozprawy. W oparciu o znajomos¢ szlakéw metabolicznych oraz
biokatalitycznego znaczenia dehydrogenazy glicerolowej wybrata szczep bakterii octowych zdolny
do biokonwersji glicerolu do dihydroksyacetonu, aplikacyjnie wartosciowego zwigzku o szerokim
spektrum zastosowania np. w przemysle farmaceutycznym i spozywczym. Proponowana
procedura biotechnologiczna jest alternatywa dla procesu chemicznego, sprzyjajaca poprawie
jakoéci gotowego produktu. W celu jej upowszechnienia niezbedne jest eksperymentalne
poszukiwanie mozliwosci minimalizacji kosztéow zastosowania procesow biotechnologicznych
w produkcji dihydroksyacetonu. W tym zakresie waznym kierunkiem badan jest migdzy innymi
ocena przydatnosci tanich zrédet substratow np. produktow ubocznych, do ktdrych zaliczyc
mozna glicerol odpadowy pozostajacy po produkcji biodiesla. O jego przydatnosci jako
komponentu podtéz w procesach mikrobiologicznych do$¢ szeroko informuje dostgpna literatura
z tym, ze tylko nieliczne zespoty probowaty go stosowac jako surowiec w pozyskiwaniu
dihydroksyacetonu. Wyzwanie to jest przedmiotem studiow literaturowych oraz gtéwnym celem
badan, ktérych wyniki sa zaprezentowane w ocenianej rozprawie doktorskiej.




Ocena rozprawy z uwzglednieniem wymagan formalnych

Recenzowana rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze Biotechnologii i Analizy
Zywnosci, Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroctawiu. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab.
inz. Zbigniew Gancarek, a promotorem pomocniczym dr inz. Matgorzata Janczar-Smuga.

Catos$¢ ocenianego opracowania obejmuje 151 stron, w tym 21 z wykazem 224 pozycji
cytowanego pismiennictwa.

Ukfad tresci rozprawy jest dosé typowy. Wydzielono w niej 6 rozdziatléw oraz oddzielnie
wykaz stosowanych skrotow i symboli; wstep; wykaz pismiennictwa, a takze tytutow
zamieszczonych w pracy tabel - 14 oraz rysunkow - 31.

Streszczenie pracy w jezyku polskim oraz angielskim zamieszczono w jej koncowej czesci
pracy mimo, ze zwyczaje edytorskie zalecajg, aby poprzedzato ono tres¢ opracowan naukowych.

Zaproponowany tytut rozprawy w stopniu zadowalajgcym odzwierciedla cel i zakres
przeprowadzonych badan. Szkoda, ze =zabraklo w nim pojecia kluczowego jakim jest
biokonwersja glicerolu do dihydroksyacetonu.

Stwierdzam, Zze oceniana praca spefnia wymagania formalne stawiane rozprawom
dysertacyjnym na stopien doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia.

Ocena wartosci merytorycznej rozprawy

Zgodnie z przyjetymi zasadami przygotowania opracowan naukowych Autorka rozprawy
w krétkim wstepie, a nastepnie bardzo szeroko na podstawie cytowanego pismiennictwa
uzasadnita problematyke, cel oraz zakres przeprowadzonych badan.

Dos¢ szczegdtowo przedstawita wiasciwosci dihydroksyacetonu oraz wskazata kierunki
jego zastosowania. Nastepnie opisata metody jego pozyskiwania. Zwrocita uwage na
niedoskonatosci procesu chemicznego i uzasadnita szanse i mozliwosci stosowania w tym celu
proceséw biotechnologicznych.

Do merytorycznie wartosciowych zaliczam opis mechanizmu mikrobiologicznej konwersji
glicerolu do dihydroksyacetonu. Intersujgcy jest takze opis metod modyfikacji genetycznych
bakterii octowych oraz mozliwosci ich immobilizacji.

Waine miejsce w ocenianym rozdziale zajmujg informacje o znaczeniu warunkow
namnazania bakterii octowych np. dostep tlenu, kwasowo$¢ srodowiska itp. oraz doboru sktfadu
podtoza z uwzglednieniem jego wptywu na wydajnosé procesu. Dotyczy to przede wszystkim
jakosci i stezenia stosowanego substratu tj. glicerolu.

Po zapoznaniu sie z trescig ocenianej czesci pracy stwierdzam, ze Doktorantka dobrze
opanowata wiedze dotyczacy problematyki przeprowadzonych badan. Znalazto to potwierdzenie
w sformutowanym celu oraz zakresie badan. Zaznaczam jednoczednie, ze wystepujg w niej
sformutowania mato precyzyjne, niefortunnie dobrane np. ,Badania nad otrzymywaniem
dihydroksyacetonu na drodze biokonwersji (czego?) przez bakterie octowe” s.10. Czytajgcego




prace razi czeste powtarzanie pojecia ,otrzymywanie dihydroksyacetonu na drodze biokonwersji
glicerolu” (niekiedy kilka razy na jednej stronie).

Opis czesci doswiadczalnej Autorka rozpoczyna prezentacjg stosowanych w pracy
materiatéw oraz 7 czystych kultur bakterii octowych (z réznych Kolekcji), z ktérych wybrano
szczep  Gluconobacter oxydans LMG 1385. Dokfadnie opisata procedury przygotowania
stosowanych podtéz oraz ich komponentow w tym charakterystyke 3 partii odpadowego glicerolu
rézniacych sie sktadem chemicznym (tabela 6). Szkoda, ze zabrakio w niej informacji:
o kwasowosci, a takze o tym, ktorg z trzech partii glicerolu stosowano w poczatkowym etapie
badan. Brakuje takze informacji czy w ustalaniu wielkosci dodatku odpadowego glicerolu do
podtoza przeliczano dawke na zawarto$¢ czystego glicerolu? Brakuje jednoznacznego rozroznienia
poje¢ surowiec tj. odpadowy glicerol oraz substrat tj. glicerol jako komponent w/w surowca.
Znalazto to odzwierciedlenie w dalszej czesci pracy np. w opisie procedury chromatograficznego
oznaczania zawartosci glicerolu w analizowanych prébkach, a takze w obliczaniu parametrow
wydajnosci procesu biokonwersji, w omawianiu wynikéw oraz w tabelach.

W ocenianym rozdziale Autorka opisata stosowang w badaniach aparature oraz procedury
prowadzenia hodowli wgtebnych z uwzglednieniem metod kontroli ich przebiegu. W prezentacji
stosowanych metod analitycznych szczegdtowo opisata warunki oznaczania dihydroksyacetonu
i glicerolu metodg HPLC. Wysoko oceniam zastosowane metody obliczania wartosci parametréw
kinetycznych hodowli waznych w charakterystyce procesow biotechnologicznych. Pozytywnie
oceniam zastosowane metody optymalizacji sktadu podtoza oraz analizy statystycznej uzyskanych
wynikow.

Po zapoznaniu sie z trescig rozdziatu 3 stwierdzam, ze Doktorantka dobrze zaplanowata
i przeprowadzita eksperymenty i prawidtowo dobrata metody analityczne.

W rozdziale czwartym Autorka pracy przedstawita wyniki przeprowadzonych badan,
a takze ich omdéwienie. Rozpoczyna go od opisu wynikéw optymalizacji warunkow wgtebnych
hodowli okresowych wybranego szczepu bakterii octowych prowadzonych w kolbach metoda
wstrzasana. Nastepnie zaprezentowata intersujgce i aplikacyjnie wazne wyniki dotyczgce
oddziatywania sktadu podtoza w tym stezenia glicerolu, a takze makro- i mikrosktadnikow na
efektywnos¢ procesu biokonwersji glicerolu do dihydroksyacetonu.

W kolejnej czesci ocenianego rozdziatu rozprawy (r.4.2) Doktorantka zaprezentowata
wyniki badan uzyskanych podczas optymalizacji warunkéw okresowych hodowli Gluconobacter
oxydans LMG 1385 prowadzonych metoda wgtebng w bioreaktorze. W tym etapie badan
oceniano efektywnos$é biokonwersji glicerolu do dihydroksyacetonu w zaleznosci od
poczatkowego stezenia glicerolu w podfozu w zakresie od 40 do 100 g/dma, a takze od
kwasowosci podtoza . Uzyskane wyniki zamieszczone w tabelach oraz zilustrowane na rysunkach
przekonywujgco potwierdzaja te zaleznosci.

Do intersujacych, gtéwnie ze wzgledéw aplikacyjnych, zaliczam wyniki uzyskane
w optymalizacji warunkéw zasilanych wgtebnych hodowli okresowych bakterii Gluconobacter
oxydans prowadzonych w bioreaktorze. Eksperymentalnie wykazano, ze stosujgc je mozna
uzyska¢ wyzsze stezenie produktu koricowego niz w tradycyjnych hodowlach okresowych.



Opracowane parametry biotechnologiczne Autorka zastosowata w koncowym etapie
badan, ktérych celem byta ocena wptywu sktadu surowca (trzech partii) réznigcych sie
zawartoscia glicerolu - substratu na przebieg i wydajnosc procesu jego biokonwersji.

Wyniki zestawione w tabeli 14 wskazujg , ze najkorzystniejsze stezenie dihydroksyacetonu
w podtozu - 175,8 g/dm> uzyskano stosujac w hodowli bakterii jako sktadnik podtoza surowiec -
Partia |, w ktorym rzeczywista zawartosc glicerolu/substratu byta najnizsza. W pracy nie znalaztem
interpretacji uzyskanych wynikdw badan. Zabrakto takze graficznej ilustracji przebiegu tej
hodowli. Prosze o wyjasnienie, jak ustalano wielko$¢ dodatku glicerolu do podfoza? Czy wartosc¢
poczatkowego stezenia — 70 g/dm? dotyczy surowca (glicerol odpadowy) czy substratu (glicerol
w surowcu)? Ktére wartosci stosowano w obliczaniu parametréw opisujacych proces. Mam takze
watpliwosci dotyczgce celowosci obliczania wynikéw srednich (tabela 14).

W rozdziale pigtym Doktorantka przeprowadzita dyskusje uzyskanych wynikéw badan
wtasnych z wynikami innych autorow zajmujacych sie podobng problematyka wskazujac, ze nie
stanowig Oni licznej grupy. Do wartosSciowych ze wzgledow merytorycznych i praktycznych
zaliczam te fragmenty dyskusji, w ktorych Autorka interpretuje znaczenie inhibicji procesu
biokonwersji wywotywanej nadmiarem substratu oraz stezeniem produktu. Wysoko oceniam
wyjasnienia przyczyn zmniejszenia aktywnosci wewngtrzkomorkowej dehydrogenazy glicerolowej
powodowane wysokim stezeniem dihydroksyacetonu co utrudnia transport substratu - glicerolu
do wnetrza komdrek bakterii. Interesujgca jest takze interpretacja wynikow badan wtasnych
dotyczaca optymalizacji sktadu podtoza oraz warunkéw hodowli stosowanych bakterii octowych.

W tresci rozdziatdbw czwartego i pigtego zauwazytem powtarzajgce sie niefortunne
sformutowania, o ktérych informowatem wczesniej. Dyskusyjnym jest stosowanie pojecia
W badaniach prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy”.

W rozdziale széstym Autorka przedstawita 10 wnioskow, ktérych tres¢ dobrze informuje
o zakresie przeprowadzonych badan oraz o wartosci merytorycznej wynikow.

Uwazam, ze niektore z nich to raczej stwierdzenia np. wniosek 7. Bedac zwolennikiem
problemowego formutowania wnioskdw sugeruje potaczenie tresci wnioskow 8 i 9.

Podsumowanie oceny. Wniosek koricowy

Przedstawiong do oceny rozprawe doktorskg zaliczam do typowych opracowan
naukowych. W jego tresci uzasadniono postawione interesujace hipotezy badawcze.
Dobrze i precyzyjnie zaprezentowano cel i szeroki zakres badan. Poprawnie wykonano
eksperymenty, prawidfowo dobrano metody analityczne i optymalizacyjne. Zrealizowano
wszystkie zaplanowane zadania badawcze. Otrzymane wyniki potwierdzity trafnos$¢ postawionych
tez badawczych. Interpretacja wiekszosci wynikow $wiadczy o dobrym przygotowaniu
teoretycznym oraz o dojrzatosci badawczej Doktorantki. Znaczgca cze$¢ z otrzymanych wynikow
ma znaczenie praktyczne, gtéwnie w biotechnologii przemystowe;.



Rozprawe napisano poprawnie i do$¢ przystepnie. Wystepujg w niej usterki stylistyczne
i niefortunnie dobrane sformutowania. Wiekszo$¢ z nich zaznaczytem w ocenianym egzemplarzu
pracy.

Stwierdzam, ze praca pt. ,Wytwarzanie dihydroksyacetonu przez bakterie octowe
w podtozu zawierajacym odpadowy glicerol z produkcji biopaliw” przygotowana przez mgr inz.
Katarzyne Gorska spetnia warunki okreélone w art. 13 Ustawy o Stopniach i Tytule Naukowym
7 dnial4 marca 2003 r (Dz.U.nr 595 z pdzniejszymi zmianami) stawiane rozprawom dysertacyjnym
na stopien doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologii zywnosci i zywienia.

Na tej podstawie proponuje Radzie Wydziatu Inzynieryjno —Ekonomicznego Uniwersytetu
Ekonomicznego we Wroctawiu dopuszczenie Autorki rozprawy do jej publicznej obrony.

Olsztyn 30.01.2018r.




