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wykonanej przez mgr inz. Eweling Ewe Dymarska

Poszukiwanie nowych mozliwosci wykorzystania drobnoustrojow w biosyntezie
waznych metabolitow nalezy do znaczacych zadan biotechnologii przemystowej. Istotne
miejsce zajmuje w tym zakresie biosynteza kwasow organicznych. Jednym z nich jest kwas
cytrynowy, stosowany w przemyS$le spozywczym, farmaceutycznym Ilub chemicznym.
Aplikacyjna atrakcyjno$¢ jego wilasciwosci funkcjonalnych powoduje, ze jego produkcja
w skali §wiatowej systematycznie wzrasta.

Prowadzenie biosyntezy kwasu cytrynowego wymaga doboru okreslonego szczepu
drobnoustrojoéw, a takze ustalenia optymalnego sktadu podtoza i warunkéw procesu. Sprzyja
temu miedzy innymi postep wiedzy z obszaré6w: mikrobiologii, biotechnologii, bioinzynierii
oraz bioinformatyki.

Wisréd drobnoustrojow predysponowanych do biosyntezy kwasu cytrynowego
dominujg grzyby strzepkowe, a sposrod nich najczesciej stosowane sg szczepy z gatunku
Aspergillus niger. W produkcji kwasu cytrynowego wazne sg koszty stosowanych sktadnikéw
podtoza. W celu ich obniZzenia zwraca si¢ uwage na komponenty niekonwencjonalne. Ostatnio
obiektem zainteresowan jest glicerol odpadowy powstajacy w duzych ilosciach przy
produkcji biodiesla. Zastosowanie glicerolu odpadowego jako sktadnika podioza do
biosyntezy kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger wymaga prowadzenia badan

dotyczacych oceny jego przydatnosci biotechnologicznej, w tym glownie ustalenia jego




stgzenia w podiozu oraz warunkéw prowadzenia procesu. Znalazto to potwierdzenie w tresci

ocenianej pracy dysertacyjne;j.

Ocena pracy z uwzglednieniem wymagan formalnych

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Katedrze
Biotechnologii i Analizy Zywnosci Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroctawiu pod
kierunkiem prof. dr hab. Jerzego Pietkiewicza. Opracowanie obejmuje 170 stron w tym 13
z wykazem 262 pozycji cytowanego pismiennictwa. W tresci rozprawy wydzielono 6
rozdzialéw oraz oddzielnie wykaz stosowanych symboli, wstep oraz spis 41 tabel i 43
rysunkow, a takze streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim, ktére w mojej ocenie
powinny by¢ zamieszczone na poczatku pracy. Dyskusyjnym jest sposéb podzielenia catosci
opracowania na cz¢s¢ doswiadczalng i teoretyczna.

Zaproponowany tytul rozprawy nie w pelni odzwierciedla cel i zakres
przeprowadzonych badan.

Stwierdzam, Ze oceniana praca spetnia wymagania formalne stawiane rozprawom
dysertacyjnym na stopien doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologia Zzywno$ci

i Zywienia.

Ocena rozprawy z uwzglednieniem wymagan merytorycznych

W poczatkowym fragmencie pracy Doktorantka najpierw skrétowo we wstepie,
a nastepnie bardzo szeroko na podstawie literatury uzasadnita problematyke badan oraz ich
cel i zakres. Dokladnie opisala wlasciwosci kwasu cytrynowego oraz kierunki jego
zastosowania. W ocenianej czgéci pracy na uwage zastuguje opis czynnikow technologicznie
istotnych w biosyntezie kwasu cytrynowego. Szczegblng uwage zwrdcita na znaczenie doboru
skladu podloza, w tym zrodta wegla, a takze metod hodowli drobnoustrojéw
z uwzglednieniem ich oddziatywania na wydajno$é procesu. Do interesujgcych zaliczam
informacje o substratach stosowanych w biosyntezie kwasu cytrynowego (tabela 5) oraz
podanie przyktadéw zastosowania w tym celu odpadéw przemystu rolno-spozywczego (tabela
6). W mojej ocenie kontrowersyjnym jest wskazanie torfu jako substratu w biosyntezie kwasu

cytrynowego. Merytorycznie istotne s3 zamieszczone w tabelach 7 i 8 przyktady
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wykorzystania glicerolu w mikrobiologicznej syntezie przemystowo waznych metabolitow,
w tym kwasu cytrynowego w hodowli Aspergillus niger.

Przedstawione w ocenianej czesci rozprawy informacje literaturowe oceniam
pozytywnie 1 stwierdzam, ze Doktorantka dobrze opanowata wiedze dotyczaca
biotechnologicznych uwarunkowan efektywnej biosyntezy kwasu cytrynowego. Znalazlo to
potwierdzenie w sformulowanym celu oraz szescioetapowego zakresu badan.

W opisie czgsci doswiadczalnej Autorka na 27 stronach przedstawila charakterystyke
stosowanych w pracy materiatéw i metod badawczych. Dokladnie opisata komponenty podtéz
stosowanych w biosyntezie kwasu cytrynowego ze szczegélnym uwzglednieniem glicerolu
bezwodnego i odpadowego. Wazne miejsce w ocenianym rozdziale zajmuje opis aparatury
oraz procedur biotechnologicznych, w tym metod prowadzenia hodowli drobnoustrojow
z przekonywujacg ich ilustracjg na rysunkach 4 i 5. Z opisu sposobu prowadzenia hodowli
grzybéw wynika, ze jako Srodek odpieniajacy stosowano olej rzepakowy, ktéry mogh
stanowi¢ konkurencyjne zrédto wegla. Prosz¢ o wyjasnienie moich watpliwosci z tym
zwigzanych. Na wysoka ocen¢ zastuguje dobor metod analitycznych i obliczania wartosci
parametréw kinetycznych hodowli waznych w bioinzynieryjnej charakterystyce procesu
biosyntezy. Podobnie nalezy oceni¢ wskazanie parametréw optymalizacji skladu podioza
z udziatem glicerolu. Doktorantka w tym celu wybrata: maksymalizacje koficowego stezenia
produktu, szybkos¢ biosyntezy kwasu cytrynowego oraz uzyskanie najwyzszej wartosci
wspbtezynnika efektywnosei jego biosyntezy. Opis stosowanej procedury optymalizacyjnej
dobrze uzupetniajg informacje na rysunkach 6 i 7 oraz w tabelach 17 i 20. Dopehieniem
zastosowanej procedury optymalizacyjnej jest przeprowadzenie analizy statystycznej
i okreslenie wartosci optymalnych zmiennych wejsciowych oraz ich wzajemnych interakcji,
atakze zaproponowanie modelu matematycznego w postaci funkcji opisujacej zaleznosci
koncowych wartosci zmiennych wyjsciowych od parametréw metody.

Po zapoznaniu si¢ z tresciag rozdziatu 3 stwierdzam, ze Doktorantka dobrze
zaplanowala i przeprowadzila eksperymenty i prawidlowo dobrala metody analityczne.
W ocenianym rozdziale zauwazylem kilka niefortunnych sformulowan oraz niejasnosci. Do
nich zaliczam: r6znice w opisie jednostki parametru ,,szybko$¢ doptywu powietrza” w tabeli
14 1w p.3.9.3., a takze malo precyzyjne sformutowanie podpisu pod rysunkiem 3, na ktérym
przedstawiono schemat bioreaktora, a nie bioreaktor. Dyskusyjnym jest uzycie pojecia

»struktura biosyntezy kwasu cytrynowego” w podpisie rysunkow 6 i 7.
3




W rozdziale 4 na 50 stronach Doktorantka przedstawita wyniki badan. Ich oméwienie
jest bardzo szerokie i dotyczy wszystkich elementéw przeprowadzonych eksperymentow.
W pierwsze kolejnosci poinformowata o wynikach dotyczacych wyboru szczepu Aspergillus
niger PD-66, ktéry sposréd 19 tu testowanych najlepiej spetniat kryteria selekcji. Dalsze
fragmenty ocenianego rozdzialu dotycza opisu wynikéw pracochtonnej i merytorycznie
wartosciowe] wielokryterialnej optymalizacji sktadu podloza z glicerolem bezwodnym,
anastepnie z glicerolem odpadowym. Przeprowadzona analiza wariancji ANOVA
z wykorzystaniem testu Fishera wykazata statystycznie istotny wptyw badanych czynnikow
z tym, ze zakres zmian byt r6zny. Wartosciowym dopetnieniem procedury optymalizacyjnej
jest zastosowanie réwnania regresji pozwalajgce na obliczenie wspotczynnika efektywnosci
biosyntezy kwasu cytrynowego. Wyniki przeprowadzonej optymalizacji umozliwily na
dokladne ustalenie sktadu podloza hodowlanego z glicerolem bezwodnym, a takze
z glicerolem odpadowym. Migdzy innymi dlatego mozna je zaliczyé do aplikacyjnie
wartosciowych.

W opisie wynikéw dotyczacych optymalizacji sktadu podtoza hodowlanego na uwage
zastuguje zaprezentowanie ich w tabelach oraz na rysunkach. Graficzna prezentacja wynikow
ulatwia moim zdaniem ich interpretacje, a takze poréwnanie oddziatywan analizowanych
zmiennych.

W kolejnym fragmencie rozdziatu 4-go Doktorantka przedstawita wyniki badan,
w ktorych prowadzono hodowle wglebne Aspergillus niger na podtozu o ustalonym wczesdniej
sktadzie i oceniano wptyw poczatkowego stezenia glicerolu na szybkos§¢ i efektywno$é
biosyntezy kwasu cytrynowego. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze najkorzystniejsze wartosci
parametréw kinetycznych opisujgcych proces biosyntezy kwasu cytrynowego zapewnia
prowadzenie hodowli 4. niger na podlozu o zoptymalizowanym skladzie. W ten Sposob
Autorka rozprawy udowodnita, ze w mikrobiologicznej syntezie metabolitow niezbedne jest
ustalenie sktadu podloza z zastosowaniem wspélczesnie dostepnych procedur i metod
analitycznych.

Do interesujacych zaliczam wyniki uzyskane w kolejnym etapie badan, w ktérych
oceniano wptyw dodatku sacharozy do podtoza hodowlanego na szybkos¢ i efektywnosé
biosyntezy kwasu cytrynowego w okresowych hodowlach wglebnych. W ocenianych

badaniach Doktorantka potwierdzita, ze 10% dodatek sacharozy do podloza z udzialem




glicerolu odpadowego sprzyja intensyfikacji procesu i pozwala zwigkszy¢ wydajnosé
biosyntezy kwasu cytrynowego.

Mniej ~ satysfakcjonujace, aczkolwiek wazne ze wzgledow poznawczych
1 aplikacyjnych, sa moim zdaniem wyniki badan dotyczacych oceny wplywu poczatkowego
stezenia glicerolu oraz momentu zasilania podioza glicerolem na szybko$é i efektywnos$é
biosyntezy kwasu cytrynowego w hodowlach zasilanych.

Przedmiotem tresci kolejnego rozdzialu jest dyskusja wynikéw badan wlasnych
z wynikami innych autoréw co umozliwilo Doktorantce wskazanie ich wartosci poznawczej
i praktycznej. W ocenianym rozdziale do interesujacych zaliczam interpretacj¢ znaczenia
optymalizacji skladu podifoza w procesach mikrobiologicznych. Wysoko oceniam
interpretacj¢ mechanizmu oddziatywania dodatku sacharozy na efekty biosyntezy kwasu
cytrynowego na podlozu z glicerolem z uwzglednieniem wiedzy o katabolizmie
alternatywnego Zrodta wegla.

W przeprowadzonej dyskusji wynikéw Doktorantka wskazata na potrzebe kontynuacji
badan z uwzglednieniem poglebienia wiedzy o szlakach metabolicznych waznych
w biokonwersji glicerolu przez Aspergillus niger. Potwierdzila w ten sposob swojg dojrzatosé
naukowa.

W tredci rozdzialow 4 i 5 zauwazytem drobne usterki stylistyczne, ktore zaznaczylem
W ocenianym egzemplarzu pracy oraz niefortunnie dobrane sformutowania np. tytuly tabel 23,
25, 27, 30, 32, 34, ktore ilustrujg wyniki analizy wariancji, a nie analiz¢. Zauwazylem takze
brak konsekwencji w nazwie glicerol/gliceryna (str. 83).

W koncowej czesci pracy Autorka sformutowata 10 wnioskow, ktorych tresé dobrze
informuje o zalozeniach i zakresie przeprowadzonych badan, a takze o wartosci

merytorycznej uzyskanych wynikéw.

Podsumowanie. Wniosek koricowy

Oceniang rozprawe doktorskg zaliczam do interesujacych i wartosciowych opracowan
naukowych w obszarze nauk o zywnosci. Przedstawiono w nim przekonywujgco uzasadnione
hipotezy badawcze. Dobrze zaplanowano i przeprowadzono szeroki zakres badaf.

Zastosowano prawidlowo dobrane metody analityczne, procedury optymalizacyjne




i biotechnologiczne. Otrzymane wyniki potwierdzajg stuszno$¢ zalozen badawczych.
Wigkszos¢ z nich ma wartos¢ aplikacyjna w biotechnologii przemystowe;j.

Rozprawe napisano poprawnym jezykiem i dosé przystepnie. Wystepuja w niej
nieliczne usterki stylistyczne oraz niefortunnie dobrane sformutowania.

Stwierdzam, ze praca pt. ”Otrzymywanie kwasu cytrynowego z udziatem Aspergillus
niger metoda hodowli wglebnej na podtozach z glicerolem” przygotowana przez mgr inz.
Eweling Ewe Dymarskg spetnia warunki okrelone w art.13 Ustawy Stopniach i Tytule
Naukowym z dnia 14 marca 2002r. (Dz.U. nr 595 z pozniejszymi zmianami) stawiane
rozprawom dysertacyjnym na stopiefi doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologia
Zzywnosci 1 zywienia.

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

Biorgc pod uwage interesujaca problematyke badan, ich szeroki zakres oraz
pracochtonnos¢, a takze warto$¢ merytoryczng i aplikacyjng uzyskanych wynikéw wnioskuje

0 wyréznienie Autorki pracy odpowiednig nagroda.
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