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Aspergillus niger metod4 hodowli wglgbnej na podloZach z glicerolem"

wykonanej przez mgr in2. Eweling Ewg Dymarsk4

Poszukiwanie nowych moZliwoSci wykorzystania drobnoustroj6w w biosyntezie

walnych metabolit6w nalezy do znaczqcych zadafi biotechnologii przemyslowej. Istotne

miejsce zajmuje w tym zakresie biosynteza kwas6w organicznych. Jednym z rttchjest kwas

cytrynowy, stosowany w przemySle spoZywczym, farmaceutycznym lub chemicznym.

Aplikacyjna atrakcyjnoSd jego wlaSciwoSci firnkcjonalnych powoduje, 2e jego produkcja

w skali Swiatowej systematyczrie wzrasta.

Prowadzenie biosyntezy kwasu cytrynowego wymaga doboru okreSlonego szczepu

drobnoustroj6w, a takhe ustalenia optymalnego skladu podNoha i warunk6w procesu. Sprzyja

temu migdzy innymi postgp wiedzy z obszar6w: mikrobiologii, biotechnologii, bioinZynierii

oraz bioinformatyki.

WSr6d drobnoustroj6w predysponowanych do biosyntezy kwasu cytrynowego

dominuj4 grzyby strzgpkowe, a spo5r6d rnch nqczgSciej stosowane s4 szczepy z gatunku

Aspergillus niger. W produkcji kwasu cytrynowego wazne s4 koszty stosowanych skladnik6w

podloZa. W celu ich obnizeniazwraca sig uwagg na komponenty niekonwencjonalne. Ostatnio

obiektem zainteresowari jest glicerol odpadowy powstaj4cy w duZych iloSciach przy

produkcji biodiesla. Zastosowanie glicerolu odpadowego jako skladnika podLoaa do

biosyntezy kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger wymaga prowadzenia badafi

dotyczqcych oceny jego przydatno5ci biotechnologicznq, w tym gl6wnie ustalenia jego



stgZenia w podlo2u oraz wanrnk6w prowadzeniaprocesu. Znalazlo to potwierdzenie w tresci

ocenianej pracy dysertacyjnej.

Ocena pracy z uwzglgdnieniem wymagari formalnych

Przedstawiona do oceny rczprawa doktorska zostaLa wykonana w Katedrze

Biotechnologii i Analizy ZywnoSci Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroclawiu pod

kierunkiem prof. dr hab. Jerzego Pietkiewicza. Opracowanie obejmuje 170 stron w tym 13

zwykazem 262 pozycji cytowanego piSmiennictwa. W tresci tozprary wydzielono 6

rczdziaN6w oraz oddzielnie wykaz stosowanych symboli, wstgp oraz spis 4l tabel i 43

rysunk6w, a takhe streszczenie pracy w jgzyku polskim i angielskim, kt6re w mojej ocenie

powinny by6 zamieszczone na pocz4tku pracy. Dyskusyjnym jest spos6b podzielenia caloSci

opracowani a na czES(, doSwiadczaln4 i teoretyczn4.

Zaptoponowany tytul rozprary nie w pelni odzwierciedla cel i zakres

przeprowadzonych baduh.

Stwierdzam, ze oceniana praca spelnia wymagania formalne stawiane rozprawom

dysertacyjnym na stopieri doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologia ZywnoSci

i Zywienia.

W pocz4tkowym fragmencie pracy Doktorantka najpierw skr6towo we wstgpie,

anastgpnie bardzo szeroko na podstawie literatury uzasadnila problematykg badah oraz ich
cel i zakres. Dokladnie opisala wlaSciwoSci kwasu cytrynowego oraz kierunki jego

zastosowania. W ocenianej czgsci pracy na uwagg zasluguje opis czynnik6w technologicznie

istotnych w biosyntezie kwasu cytrynowego. Szczeg6ln4 uwagg zwr6cilana znaczerrie doboru

skladu podNola, w tym 2r6dNa wggla, a takhe metod hodowli drobnoustroj6w

zuwzglEdnieniem ich oddzialywania na wydajnoSi procesu. Do interesujqcych zaliczarn

informacje o substratach stosowanych w biosyntezie kwasu cytrynowego (tabela 5) oraz

podanie przyl<Nad6w zastosowania w tym celu odpad6w przemyslu rolno-sp obywczego (tabela

6). W mojej ocenie kontrowersyjnym jest wskazanie torfu jako substratu w biosyntezie kwasu

cytrynowego. Merytorycznie istotne s? zarmieszczone w tabelach 7 i I przy1Jady
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wykorzystania glicerolu w mikrobiologicznej syntezie przemyslowo waznych metabolit6w,

w tym kwasu cytrynowego w hodowli Aspergillus niger.

Przedstawione w ocenianej czgsci rozprawy informacje literaturowe oceniam

pozytywnie i stwierdzam, 2e Doktorantka dobrze opanowala wiedzg dotyczEcq

biotechnologicznych uwarunkowari efektywnej biosyntezy kwasu cytrynowego. Znalazlo to

potwierdzenie w sformulowanym celu oraz szescioetapowego zakresu badan.

W opisie czgSci do6wiadczalnej Autorkana2T stronach przedstawila charakterystykg

stosowanych w pracy material6w i metod badawczych. Dokladnie opisala komponenty podt6z

stosowanych w biosyntezie kwasu cytrynowego ze szczeg6lnym uwzglgdnieniem glicerolu

bezwodnego i odpadowego. Wa2ne miejsce w ocenianym rczdziale zajmuje opis aparatury

oraz procedur biotechnologicznych, w tym metod prowadzenia hodowli drobnoustroj6w

zprzekony!\uj4c4 ich ilustracj4 na rysunkach 4 i 5. Z opisu sposobu prowadzenia hodowli

grzyb6w wynika, 2e jako Srodek odpieniaj4cy stosowano olej rzepakowy, kt6ry m6gl

stanowi6 konkurencyjne fu6dlo wggla. Proszg o wyjaSnienie moich wqtpliwoSci z tym

zwi1zanych. Na wysok4 oceng zasluguje dob6r metod analitycznych i obliczania wartoSci

parametr6w kinetycznych hodowli waZnych w bioin2ynieryjnej charakterystyce procesu

bioqmtezy. Podobnie naIe?y ocenii wskazanie parametrSw optymalizacji skladu podloaa

zudzialem glicerolu. Doktorantka w tym celu wybrala: maksymalizacjg kofrcowego stgzenia

produktu, szybkoSd biosyntezy kwasu cytrynowego oraz uzyskanie nalwyzszq wartoSci

wsp6lczynnika efektywnoSci jego biosyntezy. Opis stosowanej procedury optymalizacyjnej

dobrze uzqetniajq informacje na rysunkach 6 i 7 oraz w tabelach 17 i 20. Dopelnieniem

zastosowanej procedury optymalizacyjnej jest przeprowadzenie analizy statystycznej

i okreSlenie wartoSci optymalnych zmiennych wejScio!\rych oraz ich wzajemnych interakcji,

atakhe zaproponowanie modelu matematycznego w postaci funkcji opisuj4cej zalehnoSci

kofcowych wartoSci zmiennych wyjSciowych od parametr6w metody.

Po zapoznariu siE z trelci1 rozdziatu 3 stwierdzam, 2e Doktorantka dobrze

zaplanowaNa i przeprowadziLa eksperymenty i prawidlowo dobrala metody analityczne.

W ocenianym rozdziale zauwulylem kilka niefortunnych sformulowah oraz niejasnoSci. Do

nich zaliczam: rcZnice w opisie jednostki parametru ,,szybkoS6 doptywu powietrza" w tabeli

14 i w p.3.9.3., atakhe malo precyzyjne sformulowanie podpisu pod rysunkiem 3, na kt6rym

przedstawiono schemat bioreaktorq a nie bioreaktor. Dyskusyjnym jest uZycie pojgcia

,,struktura biosyntezy kwasu cytrynowego" w podpisie rysunk6w 6 i7.
J



W rozdziale 4 na 50 stronach Doktorantka przedstawila wyniki badan. Ich om6wienie

jest bardzo szerokie i dotyczy wszystkich element6w przeprowadzonych eksperyment6w.

W pierwsze kolejnoSci poinformowala o wynikach dotyczEcych wyboru szczprr Aspergillus

niger PD-66, kt6ry spoSr6d 19 tu testowanych najlepiej spelnial kryeria selekcji. Dalsze

fragmenty ocenianego rozdziabt dotycz4 opisu wynik6w pracochlonnej i merytorycznie

wartoSciowej wielokryterialnej optymalizacji skladu podloza z glicerolem bezwodnyrn,

a nastgpnie z glicerolem odpadowym. Przeprowadzona analiza wariancji ANOVA

z wykorzystaniem testu Fishera vrykazala statystycznie istotny wplyw badanych czynnik6w

ztym, 2e zal<res zmianbyL ri;.Lny. WartoSciowym dopelnieniem procedury optymalizacyjnej

jest zastosowanie r6wnania regresji pozwalaj1ce na obliczenie wsp6lczynnika efektywnofci

biosyntezy kwasu cytrynowego. Wyniki przeprowadzonej optymalizacji umozliwily na

dokladne ustalenie skladu podlo2a hodowlanego z glicerolem bezwodnym, a tak2e

z glicerolem odpadowym. Migdzy innymi dlatego mohna je zaliczy| do aplikacyjnie

wartoSciowych.

W opisie wynik6w datyczqcych optyrnalizacji skladu podtoaahodowlanego na uwagQ

zasluguje zaprezentowanie ich w tabelach oraznarysunkach. Graficztaprezentacjawynik6w

ulatwia moim zdaniem ich interpretacje, a takie por6wnanie oddziaLyvan analizowanych

zmiennych.

W kolejnl'rn fragmencie rozdzialu 4-go Doktorantka przedstawita wyniki badan,

w kt6rych prowadzono hodowle wglpbne Aspergillus niger napodloZu o ustalonym wczesniej

skladzie i oceniano wplyw pocz4tkowego stg2enia glicerolu na szybkoSd i efektywnoS6

biosyntezy kwasu cytrynowego. Uzyskane wyniki potwierdzily, ie najkorzystniejsze wartoSci

parametr6w kinetycznych opisuj4cych proces biosyntezy kwasu cytrynowego zapewnia

prowadzenie hodowli A. niger na podloZu o zoptymalizowanym skladzie. W ten spos6b

Autorka rozprawy udowodnila, 2e w mikrobiologieznq syntezie metabolit6w niezbgdne jest

ustalenie skladu podloha z zastosowaniem wsp6lczeSnie dostgpnych procedur i metod

analitycznych.

Do interesujQcych zaliczam wyniki uzyskane w kolejnym etapie badan, w kt6rych

oceniano wplyw dodatku sacharozy do podloza hodowlanego na szybkoSi i efektywnoS6

biosyntezy kwasu cytrynowego w okresowych hodowlach wglgbnych. W ocenianych

badaniach Doktorantka potwierdzila, 2e I\Yo dodatek sacharozy do podloza z udzia\em



glicerolu odpadowego sprzyja intensyfikacji procesu i pozwala zwigkszyd wydajnos6

biosyntezy kwasu cytrynowego.

Mniej satysfakcjonuj4ce, aczkolwiek wahne ze wzglgd6w paznawczych

i aplikacyjnych, s4 moim zdaniem wyniki badari dotyczqcych oceny wplywu pocz4tkowego

stgZenia glicerolu oraz momentu zasilania podloza glicerolem na szybkoSd i efektywnoS6

biosyntezy kwasu cytrynowego w hodowlach zasilanych.

Przedmiotem treSci kolejnego rczdzialu jest dyskusja wynik6w badari wlasnych

z wynikami innych autor6w co umoZliwilo Doktorantce wskazanie ich wartoSci poznawczej

i praktycznej. W ocenianym rozdziale do interesuj4cych zaliczam interpretacj g znaczenia

optymalizacji skladu podhoZa w procesach mikrobiologicznych. Wysoko oceniam

interpretacjg mechanizmu oddziaNywania dodatku sacharozy na efekry biosyntezy kwasu

cytrynowego na podloZu z glicerolem z uwzglgdnieniem wiedzy o katabolizmie

altematyum ego 2r6dla wggla.

W przeprowadzonej dyskusji wynik6w Doktorantkawskazalana potrzebg kontynuacji

badan z uwzglgdnieniem poglEbienia wiedzy o szlakach metabolicznych wa2nych

w biokonwersji gliceroluprzez Aspergillus niger. Potwierdzila w ten spos6b swoj4 dojrzaloSi
naukow4.

W treSci tozdzial6w 4 i 5 zauwaiylem drobne usterki stylistyczne, kt6re zaznaczylem

w ocenianym egzemplarzu pracy oraz niefortunnie dobrane sformulowania np. frtuly tabel23,
25, 27, 30, 32,34, kt6re ilustruj4 wyniki analizy wariancji, a nie analizg. Zauwu1ylem tak2e

brak konsekwencji w nazwie glicerol/gliceryna (str. g3).

W kofcowej czgsci pracy Autorka sformulowala 10

informuje o zaNozeniach i zakresie przeprowadzonych

merytorycznej uzyskanych wynik6w.

wniosk6w, kt6rych tresd dobrze

badan, a takhe o wartoSci

Podsumowanie. Wniosek koricowy

Ocenian4 rozpraw9 doktorsk4 zaliczarrdo interesuj4cych i wartoSciolvych opracowaf
naukowych w obszarze nauk o 2yvmoSci. Przedstawiono w nim przekonywuj4co uzasadnione
hipotezy badawcze. Dobrze zaplanowano i przeprowadzono szeroki zakres badari.
Zastosowano prawidlowo dobrane metody analityczne. procedury optymalizacyjne



ibiotechnologiczne. Otrzl'rnane wyniki potwierdzaj4 sfusznoSi zaNoZefi badawczych.

wigkszosd z nrch ma wartosi aplikacyjn4 w biotechnologii przemyslowej.

Rozprawg napisano poprawnym jgzykiem i dos6 przystgpnie. wystgpui4 w niej

nieliczne usterki stylistyczn e oraz nieforhmnie dobrane sformulowania.

Stwierdzam, 2e praca pt. "Otrzymywanie kwasu cytrynoweg o z udzialem Aspergillus

niger metod4 hodowli wglgbnej na podlozach z glicerolem" przygotowana przez mgr fu;t.

Eweling Ewg Dymarsk4 spelnia warunki okreslone w art.13 Ustawy Stopniach i Tytule
Naukowym z dnia 14 marca 20A2r. (Dz.U. nr 595 z pohniejszymi zmiarrami) stawiane

rozprawom dysertacyjnym na stopiefi doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologia

ZywnoSci i Zywienia.

Na tej podstawie proponujg Radzie Wydzialu Inzynieryjno-Ekonomicznego

Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroclawiu dopuszczenie Autorki rozprary do jej
publicznej obrony.

Bior4c pod uwagg interesuj4c4 problematykg baduh, ich szeroki zakres oraz
pracochlonnoS6, a takZe wartoSi merytorycznqi aplikacyjn4 uzyskanych wynik6w wnioskujg
o wyr62nienie Autorki pracy odpowiedni4 nagrod4.

Olsztyn 17.09.2017r.
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