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Recenzja Rozprawy Doktorskiej mgr inz. Natalii Kujawskiej
pt. ., Wytwarzanie kwasu dokozaheksaenowego przez mikroglony z rodzaju
Schizochytrium sp. z wykorzystaniem gliceryny technicznej”

1. Wprowadzenie

Podstawa napisania niniejszej recenzji-jest pismo z dnia 27 stycznia 2017 r. Pani dr
hab. inz. Ewy Paturcj, prof, UWM, Dziekan Wydzialu Nauk o Srodowisku Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

Oceniana rozprawa doktorska ma forme oprawionego maszynopisu i obejmuje 103
strony tekstu, 197 pozycji cytowanego pismiennictwa, 25 rysunkéw oraz 20 tabel, a takze
streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz wazniejszych oznaczen i symboli.

Recenzowana rozprawa dotyczy badan nad hodowla mikroglondw z rodzaju
Schizochytrium sp. na medium hodowlanym zawierajacym gliceryne techniczng bedaca
produktem odpadowym w produkeji biodiesla. Mikorglony Schizochytrium sp. charakteryzuja
sie zdolnoscia wytwarzania wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, w tym kwasu
dokozaheksaenowego DHA, bedacego cenionym produktem spozywczym. Produkcja DHA
na drodze hodowli mikroglonéw w skali techniczne] nic jest na razie oplacalna m.in. z
powodu wysokich kosztéw chemicznych sktadnikéw mediow hodowlanych. Zastapienie ich
przez substraty pochodzenia odpadowego, np. glicerol, pozwoliloby ograniczy¢ koszty
produkcji biomasy.

Rozprawa spelnia wymagania ustawowe wobec rozpraw doktorskich. Zawiera jasno
sformutowany cel, jak réwniez tezy i zakres badan, a takze szczegdtowy opis metodyki badan,
uzyskanych wynikow oraz dyskusje. Caloksztalt pracy $wiadezy o duzej wiedzy
merytorycznej Doktorantki oraz umiejetnosei planowania i prowadzenia eksperymentéw
naukowych.

2. Umiejscowienie tematyki i zakresu badan

Temat badan objetych praca doktorska zostal trafnie wybrany., Prowadzone przez
Doktorantke badania doskonale wpisuja sie w najnowsze kierunki prac dotyczacych
zastosowania mikroglonéw i produkowanych przez nie substancji w dziedzinach takich jak
medycyna, farmacja, przemyst spozywezy i produkcja pasz. Wykorzystanie mikroglonéw na

“skalg przemyslowa napotyka na ograniczenia wynikajace z wysokich kosztéw ich produkeji.
Jest to m.in. zwigzane z kosztami reagentéw chemicznych uzywanych do produkeji podiozy
hodowlanych. Proces produkcji kwasdéw thuszczowych np. kwasu dokozaheksaenowego DHA,
przez mikroalgi na podtozach zawierajgcych odpadowe Zrédto wegla jest technicznie



mozliwy, jednak konieczne jest poszukiwanie nowych metod hodowli, ktére przyczynia sie
do uzyskania wysokiej wydajnosci oraz wartosciowego produktu koncowego. W tym
kontekscie, badania prowadzone przez pania mgr inz. Natalie Kujawska polegajace na
optymalizacji efektywnosci hodowli glonéw z rodzaju Schizochytrium sp. na medium
hodowlanym zawierajacym glicerol pochodzenia odpadowego, przyczynia sic z pewnoscia do
obnizenia kosztéw hodowli. Jednoczesnie, konwersja odpadowych zrédet wegla w oleje o
wysokie] zawartosci cennych kwaséw tluszczowych, takich jak DHA, wpisuje si¢ w zasade
Zrownowazonego rozwoju i pozwala ograniczy¢ negatywny wplyw na $rodowisko. Wyniki
badafl przedstawione w rozprawie doktorskiej pani mgr inz. Natalii Kujawskiej dotycza
hodowli Schizochytrium sp. 1 produkeji DHA w skali zaréwno laboratoryjnej jak i pilotowej,
co sprawia, ze stanowia wazny krok w kierunku powickszania skali hodowli.

3. Ocena pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska podzielona zostala na {rzynascie
rozdzialow. Osiem pierwszych stanowia kolejno Wprowadzenie, Stan bada¥, Cel, tezy i
zakres badan, Metodyka badan, Wyniki badan, Dyskusia wynikow badar, Podsumowanie i
whioski oraz Pismiennictwo. Dalsze rozdzialy pracy (od 9 do 13} to Spis réwna#, Spis Tabel,
Spis rysunkéw oraz Streszczenie w jezyku polskim i w jezyku angielskim. Praca zawiera
rowniez Wykaz wazniejszych oznaczest i symboli, zamieszczony na stronie 5. Strukture pracy
uwazam za tradycyjna, za$ podziat na poszczegdlne rozdziaty jest logiczny.

W pierwszym rozdziale, zatytutowanym Wprowadzenie, w jasny i rzeczowy sposob
nakreslona zostata tematyka badawcza i jej umiejscowienie na tle aktualnych trendéw badan
$wiatowych.

Kolejny rozdziat Stan badan, rozpoczyna sie na stronie 7 i liczy 16 stron. W rozdziale
tym Doktorantka dokonata przegladu literatury, dzielac go na dwa podrozdziaty. W
pierwszym z nich przedstawila powstawanie odpadowej frakeji glicerynowej w procesach
przemystowych oraz metody jej zagospodarowania. Drugi podrozdzial poswigcony jest
kwasom tluszczowym oraz ich roli w systemach biologicznych. Oméwiono tu réwniez proces
wytwarzania kwasow thuszezowych przez mikroglony oraz wykorzystanie przemystowe
kwaséw tluszczowych. W punkcie tym stosunkowo duzo miejsca zajmuje charakterystyka
kwasow ttuszczowych oraz roli, jakg pelnig w organizmach zywych (str. 15-17), a takze ich
synteza przez organizmy roslinne i zwierzece (str. 18-19). Lacznie te informacje zajmuja 5
stron tekstu, co stanowi okolo 30% catego, liczacego zaledwie 16 stron, przegladu
literaturowego. Wydaje sie, ze nie sg to informacje bezposdrednio zwigzane z tematykg
rozprawy doktorskiej, Znacznie bardziej wartosciowa, z punktu widzenia tematu pracy, jest
czes¢ poswiecona dotychczasowym probom wytwarzania kwaséw tluszezowych przez
mikroorganizmy, w tym przez mikroalgi hodowane na podlozach zawierajacych odpadowe
Zrodio wegla. Szkoda, ze w te] czesei pracy nie znalazl sie podrozdzial poswigcony metodzie
Placketta-Burmana oraz metodzie powierzchni odpowiedzi, ktére wykorzystano w pracy do
optymalizacji procesu hodowli mikroalg na podlozu hodowlanym zawierajacym odpadowy
glicerol.

W Rozdziale 3, na 23 stronie rozprawy, sformulowano cel badawczy, tezy i1 zakres
pracy. Praca miala na celu okreslenie wplywu parametréw technologicznych na proces
wytwarzania kwasu dokozaheksaenowego (DHA) przez mikroglony z rodzaju Schizochytrium
sp. z wykorzystaniem odpadowej gliceryny technicznej pochodzacej z produkceji biodiesla.
Doktorantka postawita trzy tezy. Pierwsza z nich zaklada, ze gliceryna techniczna jest
odpowiednim Zrédtem wegla do wykorzystania w procesie wytwarzania DHA przez
mikroglony Schizochytrium sp. Tezy 2 1 3 dotyczg wplywu parametréw technologicznych
procesu na efektywnos$é produkcji DHA przez testowang biomasg¢ glondéw. Teza druga



zaklada, ze najwickszy wpltyw na efektywno$¢ procesu maja temperatura, stezenie gliceryny
techniczne] oraz stezenie tlenu. Natomiast teza trzecia zaklada, Zze zwigkszenie wartosci
objetosciowego wspdlczynnika wnikania tlenu przez zmiane parametréw mieszania i
napowietrzania w hodowli Schizochytrium sp. wpltywa na zwiekszenie stgzenia DHA w
uktadzie technologicznym. W odniesieniu do tez 2 1 3 trudno si¢ oprzeé wrazeniu, ze zostaly
one postawione po zakonczeniu prac eksperymentalnych, na podstawie de facto dokonanych
juz obserwacji najbardziej istotnych parametréw procesu hodowli. Realizacja celu
badawczego oraz weryfikacja postawionych tez wymagala realizacji kolejnych zadan
zdefiniowanych w zakresie pracy, w tym okreslenia wptywu parametréw technologicznych
takich jak pH, temperatura, napowictrzanie, predko$¢ mieszania, stgzenie Zrodla wegla i
zrédla azotu, poziom zasolenia, stezenie makro- i mikroelementdéw oraz stgzenie witamin na
wydajnos¢ procesu hodowli Schizochytrium sp. 1 efektywnosé wytwarzania DHA, okreélenie
profilu  kwaséw thuszczowych produkowanych w trakcie procesu oraz okre§lenie
efektywnosei hodowli w zaleznodci od zastosowanej wartosci objgtosciowego wspolezynnika
wnikania tlenu (kia). Dodatkowo w zakresie pracy wymieniono zadania takie jak
zweryfikowanie efektywnosci technologiczne] procesu produkeji biomasy Schizochytrium sp.
w hodowli okresowej, okresowej z =zasilaniem oraz ciaglej, okreslenie stopnia
zmetabolizowania gliceryny technicznej oraz koncowego stezenia DHA w zaleznosci od
sposobu prowadzenia hodowli i wreszcie okredlenie charakterystyki zewnatrzkomoérkowych
substancji polimerycznych (extracellular polimeric substances — EPS) produkowanych przez
Schizochytrium sp. oraz ich wplywu na lepko$é hodowli oraz produkcje kwasu DHA, Zakres
pracy nie budzi zastrzezeni 1 shuzy realizacji celu badawczego, nalezy przy tym stwierdzic, ze
wykracza poza postawione w pracy tezy.

Rozdzial czwarty oceniane] rozprawy zostal poswigcony bardzo dokladnemu
oméwieniu metodyki prowadzonych badan. Rozdziat ten liczy 20 stron, zostat zilustrowany
siedmioma rysunkami, przedstawiajacymi m.in. stanowisko badawcze 1 zastosowane
materialy, a takze siedmioma tabelami.

W podpunkcie 4.1. Doktorantka wyjasnita ogdlng koncepcje pracy badawczej. Prace
eksperymentalne podzielono na cztery etapy. W etapie pierwszym zidentyfikowano
najbardziej istotne parametry procesu hodowli Scizochytrium sp. na podlozu zawierajacym
gliceryne techniczng. Etap ten wymagal realizacji serii eksperymentow, ktore zaplanowano
przy uzyciu metody statystycznej Placketta-Burmana. Natomiast wartosci kluczowych
parametréw procesu okreslono z wykorzystaniem metody powierzchni odpowiedzi (Response
Surface Methodology). Drugi etap prac polegal na hodowli Schizochytrium sp. przy
zastosowaniu parametréw wylonionych w poprzednim etapie oraz okresleniu parametrow
procesu takich jak kinetyka wzrostu mikroalg, szybkos¢ zuzycia gliceryny technicznej,
konicowe stezenie lipidéw i DHA w komorkach Schozochytrium sp. oraz koficowe stezenie
biomasy w reaktorze. Hodowla biomasy Schizochytrium sp. w tym etapie badan prowadzona
byla na trzy sposoby: hodowla okresowa, okresowa z zasilaniem oraz ciggla. W etapie trzecim
prowadzono hodowle Schizochytrium sp. w skali pilotazowej, w reaktorze o objgtosci 20 dm?.
Wreszcie, w etapie czwartym, analizowany byt wplyw EPS wytwarzanych przez mikroglony
z rodzaju Schizochytrium sp. na efektywno$¢ kumulowania kwasu DHA w komérkach,
poprzez powigzanie lepkosci podioza hodowlanego z wartodeia wspélczynnika okreslajgcego
efektywnosé transportu tlenu do komoérek. W dalszych podpunktach rozdziatu poswigconego
metodyce badan, przedstawiono kolejno materiaty zastosowane w pracach eksperymentalnych,
stanowisko badawcze (4.2), procedury badawcze zastosowane w kolejnych etapach badan
(4.3) oraz zastosowane metody analityczne i statystyczne (4.4). Bardzo istotny jest podpunkt
4.3. poswiecony procedurom badawczym, w ktérym objasniono plan eksperymentu
zmierzajacego do wytypowania kluczowych parametréw hodowli mikroglonéw z rodzaju
Schizochytrium sp. z wykorzystaniem metody Placketta-Burmana oraz metode powierzchni



odpowiedzi. Zaréwno ten podpunkt, jak i caly rozdzial Mefodyka badas, $wiadezy o
doskonalej umiej¢tnosci planowania eksperymentéw badawczych z wykorzystaniem
najnowszych metod statystycznych. Nie mam réwniez zastrzezenn do zastosowanych
procedur analitycznych oraz metod analizy statystycznej.

W rozdziale pigtym Pani mgr inz Natalia Kujawska przedstawila wyniki
prowadzonych prac eksperymentalnych. Rozdzial ten podzielony zostal na cztery
podrozdziaty, po$§wigconych kolejnym etapom badan. W podrozdziale 5.1. wytypowano
kluczowe parametry hodowli, majac na uwadze osiggniecie dwoch celéw: a) przyrost
biomasy oraz b) wytwarzanie kwasu dokozaheksacnowego. Najistotniejsze parametry
zidentyfikowano na podstawie wynikéw eksperymentow zaprojektowanych metodg Placketta-
Burmana (podpunkt 5.1.1.), za§ ich wartosci okreslono metodg powierzchni odpowiedzi
(podpunkt 5.1.2.). Stwierdzono, ze do najbardziej istotnych parametréw warunkujacych
proces hodowli Schizochytrium sp. oraz wytwarzanie kwasu DHA nalezaly: stezenie
gliceryny technicznej, temperatura, stezenie tlenu oraz stezenie peptonu. Stwierdzono réwniez,
ze na stgzenie biomasy komorek (DCW) oraz stezenie kwasu DHA wplywajg te same
parametry hodowli, jednak w zaleznosci od celu hodowli (osiagnigcie jak najwyzszego
stezenia biomasy lub maksymalnej produkcjii DHA) parametry te powinny mieé rézne
wartosci, co, jak shusznie zauwazyla Doktorantka, wskazuje na celowo$¢ prowadzenia
hodowli dwustopniowej. Poréwnano réwniez wartosci przewidywane metodami analizy
statystycznej z rzeczywistymi wynikami hodowli w dwo6ch wariantach: zmierzajac do
uzyskania jak najwyzszego stezenia biomasy oraz maksymalnej produkeji kwasu DHA. W
rezultacie porownania wynikéw analizy statystycznej metodg powierzchni odpowiedzi oraz
danych eksperymentalnych stwierdzono, ze stgzenie DCW (masy komorek w jednostce
objetodci) uzyskane w rzeczywistych warunkach laboratoryjnych bylo o 1,27% nizsze od
przewidywanego. Natomiast uzyskane eksperymentalnie stezenie kwasu DHA w komdrkach
bylo o 3,03% wyzsze od przewidywanego. Wyniki te w pelni potwierdzaja prawidlowosé
zastosowanego podejscia do planowania prac badawczych z zastosowaniem metod
statystycznych.

W kolejnym podrozdziale oméwiono wyniki uzyskane dla trzech wariantow hodowli:
okresowej, okresowej z zasilaniem oraz hodowli cigglej, przy réznych wspélczynnikach
rozcienczenia i poréwnano uzyskane w tych wariantach stezenia DCW, temp przyrostu
stezenia DHA oraz sklad kwaséw tluszczowych wytwarzanych przez Schizochytrium sp. W
przypadku hodowli cigglej najlepsze efekty (najwyzsze wartosci stezenia lipiddw oraz kwasu
DHA) uzyskano stosujac wspolezynnik rozeienczenia D = 0,4 1/d. Najbardziej efektywna pod
wzgledem tempa przyrostu biomasy, stezenia lipidow w biomasie oraz stezenia kwasu DHA
okazala si¢ by¢ hodowla okresowa z zasilaniem.

W podpunkcie 5.3. Doktorantka poréwnata wskazniki efektywnoscei hodowli uzyskane
podczas badan laboratoryjnych oraz badan prowadzonych w skali pilotazowej (bioreaktor o
pojemnosei 20 dm?). Zaréwno w hodowli laboratoryjnej jak i pilotazowej wyréiniono trzy
fazy wzrostu mikroglondw: faze adaptacji, faze logarytmicznego wzrostu (pomiedzy 20 a 80
godzing hodowli w skali laboratoryjnej oraz pomig¢dzy 20 a 60 godzing hodowli w skali
pilotazowej} i fazg stacjonarna. W obu rodzajach hodowli zaobserwowano podobna dynamike
przyrostu biomasy (zmiany stezenia DCW) do 60 godziny trwania eksperymentu. Po 120
godzinach hodowli w skali pilotazowej uzyskano o 24% nizszy przyrost biomasy mikroalg
niz w tym samym okresie czasu dla hodowli prowadzonej w warunkach laboratoryjnych. W
hodowli pilotazowej uzyskano stezenia lipidéw oraz kwasu dokozaheksaenowego wynoszace
okoto 78% wartodci uzyskanych w hodowli w warunkach laboratoryjnych. Chciatabym prosié
Doktorantke o ocene, czy uzyskana w Jej badaniach wydajnos¢ hodowli pilotazowej jest
wystarczajgca, aby mysle¢ o zastosowaniu procesu na skale przemystowa w niedlugim
horyzoncie czasowym. Doktorantka zaobserwowala rowniez, ze w logarytmicznej fazie



wzrostu komérek mial miejsce najwiekszy przyrost stezenia DHA, natomiast po wejsciu
hodowanej biomasy w stacjonarng fazg wzrostu, produkcja DHA utrzymywala si¢ na statym,
intensywnym poziomie.

W ostatnim, czwartym podpunkcie rozdziatu poswigconego Wynikom badan, pani
mgr inz. Natalia Kujawska analizowala wplyw Zewnatrzkomorkowych —Substancji
Polimerycznych (skr6t z  jez. ang. EPS) na efektywno$é produkcji kwasu
dokozaheksaenowego. Stwierdzita, ze zaleznos$é lepkosci medium hodowlanego od wzrostu
stezenia biomasy miala charakter liniowy, o wysokim wspélezynniku korelacji R?
wynoszacym 0,9825. Doktorantka podaje réwniez (podpunkt 5.4.2, str. 66), ze lepkosé
medium hodowlanego jest liniowo powigzana ze stezeniem polisacharydow, stanowigcych
czes¢ produkowanych EPS, jednak stwierdzenie to nie jest poparte wynikami obliczefi ani
rysunkami. Na przywotanym w tym miejscu Rys. 22 pokazano jedynic zalezno$é lepkosci
medium hodowlanego oraz stgzenia EPS od czasu trwania hodowli. W dalszej czesci
podrozdziatu Doktorantka przeanalizowata wplyw objetosciowego wspolczynnika wnikania
tlenu kia na produkcje biomasy oraz kwasu DHA, stwierdzajgc, ze wzrost efektywnosci
transportu tlenu do komorek powoduje zwigkszenie zardwno przyrostu biomasy mikroglonow
jak 1 wigksza efektywnosé wytwarzania DHA.

Dyskusja wynikéw zostata przedstawiona w rozdziale szdstym, ktory rozpoczyna sic
na stronie 71. Doktorantka omdwita tu wyniki prowadzonych badan na tle dokonan badaczy
prezentowanych w piSmiennictwie. Cze$¢ informacji zawartych w tym rozdziale mogtaby z
powodzeniem znalez¢ si¢ w Rozdziale 2 Stan badar, co w zaden sposdb nie umniejsza
prezentowanych informacji, a jedynie stanowi uwage dotyczaca organizacji manuskryptu. W
rozdziale Dyskusja wynikéw Doktorantka wskazuje miedzy innymi, ze w dotychczasowych,
pionierskich badaniach, stwierdzono istotny wplyw Zrodla wegla na wzrost biomasy oraz
syntez¢ wielonienasyconych kwasow thuszezowych (WNKT), przy czym hodowle, w ktérych
zrodtem wegla byl glicerol charakteryzowaly sie wyzszymi wydajnosciami w poréwnaniu do
hodowli w ktérych zastosowano glukoze, olej kokosowy, odpady z przemystu browamniczego
czy Scieki z produkcji mleka sojowego. Prezentuje réwniez doniesienia literaturowe, w
ktorych, podobnie jak w badaniach wiasnych Doktorantki, uzyskano najwyzsza wydajnosé
procesu w hodowli okresowej z zasilaniem. Waznym dokonaniem pracy pani mgr inz. Natalii
Kujawskiej byto poréwnanie wydajnosei hodowli Schizochytrium sp. w skali laboratoryjnej i
pilotazowej, co jak dotychczas, realizowane bylo przez nielicznych badaczy., Wydajnoéci
uzyskane w badaniach Doktorantki (stezenie biomasy na poziomie ok. 103 g/dm® oraz
stezenie kwasu DHA 39,2 g/dm’) byly wyzsze od wydajnosci osiagnietych w skali
pilotazowej w reaktorze o pojemnosci 50 dm® (odpowiednio stezenie biomasy 92,7 g/dm? i
stezenic DHA 17,7 g/dm®). W dalszej czesci Dyskusji Doktorantka w sposob bardzo jasny
wskazuje na umiejscowienie podjetej tematyki badawczej na tle trendéw badan $wiatowych.
Zaréwno w Dyskusji wynikéw, jak i w ogdle w pismiennictwie, zdecydowanie dominuje
literatura angielskojezyczna, co stanowi walor pracy i §wiadczy o jej nowatorstwie.

Na stronach 80-81 rozprawy przedstawiono Podsumowanie i wnioski. Doktorantka
sformutowala 8 wnioskéw szczegdtowych (nienumerowanych). Postawione w pracy wnioski
wynikajg bezposrednio z przeprowadzonych prac eksperymentalnych i wynikajg jasno z treei
r0Zprawy.

4. Uwagi dotyczace pracy
Pani mgr inz. Natalia Kujawska, pomimo wysokiego poziomu merytorycznego

rozprawy, nie ustrzegla si¢ pewnych bledéw, w tym literdwek, btedéw interpunkcyjnych itp.,
ktére mozna skorygowaé przed opublikowaniem pracy.



Chcialabym prosi¢ Doktorantke o wyjasnienie nastepujgcej kwestii. W podpunkcie 4.3
rozdziatu Metodyka badani podano zmienne parametry hodowli mikroglonéw. Lacznie
testowano 10 zmiennych, do ktérych nalezaly temperatura, poczatkowe pH, procentowe
stezenie tlenu, objetosciowe natezenie przeplywu powietrza, zawarto$¢ inokulum, stezenie
gliceryny technicznej, zasolenie, st¢zenie ekstraktu drozdzowego, predkos$é obrotow
mieszadla oraz st¢zenie peptonu. W trakcie eksperymentéw zaprojektowanych metods
Placketta-Burmana kazda z wymienionych zmiennych byla badana na poziomie niskim (-}
oraz wysokim (+). Wartosé¢ zmiennej na poziomie niskim byla to najnizsza warto$¢ danego
parametru, ktéra umozliwiala wzrost Schizochytrium sp. oraz produkcje kwasu
dokozaheksaenowego, za$§ zmienna na poziomie wysokim odpowiadata najwyzszej wartodei
parametru, ktéra nie hamuje wymienionych procesow. Na stronie 31 pracy Doktorantka
stwierdza, ze wartoéci zmiennych dobrano na podstawie analizy dostepnych danych
literaturowych, jednak nie podaje w tym miejscu (ani tez w innych miejscach pracy) zadnych
odniesiet do wzmiankowanych prac. Bardzo proszg o wymienienie tych prac oraz podanic
warto$ci parametrow, ktére w nich stosowano. Uwazam, ze szczegélowy opis wartodci
zastosowanych zmiennych wraz z uzasadnieniem z konkretnymi odwotaniami do
pidmiennictwa powinien znajdowaé sie¢ w rozdziale 2 Stan bada#, ktéry jest malo
rozbudowany. Odniesienia do wspomnianych prac moglyby réwniez wzbogaci¢ Dyskusje
wynikow zawartg w rozdziale 6. Szkoda, Zze zagadnienie to nie zostalo szerzej oméwione w
pracy.

W kilku miejscach pracy uzyto niewlaciwych jednostek. Na stronie 31 pracy
Doktorantka podaje jednostke objetosciowego natezenia przephwu powietrza jako
Lpow/minxLasior. Jednostkg objeto$ciowego natezenia przeptywu plynu, czyli strumienia
objetosci, jest m3/s. Z kolei na str. 37 pracy pojawia sie parametr F szybko$é przeplywu
substratu, ktérego jednostka jest, wedhug Doktorantki [m*/doba]. Podana jednostka odnosi sie
do obje¢tosciowego natezenia przeplywu, nie do predkodci, zatem albo bl¢dnie zdefiniowano
parametr F jako ,,szybkos¢”, albo podana jednostka jest niewlasciwa. Dalej, rowniez na str. 37,
parametr D z jednostka [1/doba] nie jest ,,szybkoscia rozcienczania”. Prawdopodobnie chodzi
tu o ttumaczenie angielskiego stowa ,rate”, ktére moze oznaczaé predkosé, jednak bardziej
odpowiednim tlumaczeniem bylby w tym wypadku ,,wspdlczynnik” lub ,wskaznik”,
ewentualnie ,tempo™.

Zgodnie, z uwagami podanymi wezesniej, uwazam, ze tezy pracy (szczegodlnie tezy 2 i
3) powinny zosta¢ sformutowane w inny sposob. Na sir. 50 pracy mozna przeczytac
nastepujace stwierdzenie: ,,Potwierdzono, iz w zaleznosci od gtéwnego celu przeprowadzonej
hodowli, a mianowicie zwiekszenia efektywnosci przyrostu biomasy lub przyrostu stezenia
DHA, konieczny jest dobor odmiennych wartosei najistotniejszych parametréw hodowli”. To
zdanie brzmi jak odniesienie do tezy, ktorej jednak w rozprawie nie postawiono wprost. Brak
réwniez tezy odnoszacej si¢ do wplywu lepkosci hodowli na warto$é wspdlczynnika wnikania
tlenu oraz na wydajnoéé hodowli,

Ponizej przedstawiam liste uwag szczegdlowych, ktére moga by¢ pomocne przed
opublikowaniem pracy.

Uwagi szczegélowe

— Jezeli jaka$ nazwa pojawia si¢ w tekscie po raz pierwszy, nie powinno si¢ stosowaé
skrétu, tylko pelng nazwe, a w nawiasie podaé skrdt — w pracy na str. 13 pojawia sig
skrot DHA, rowniez na str. 13 WNKT, na str. 22 DCW; w poprzedzajgcym tekscie nie
ma pelnej nazwy; .

— Wydaje sie, ze w podrozdziale 2.1. informacje sa podawane nie po kolei. Najpierw
opisane zostaly produkty wytwarzane przez mikroalgi wykorzystujace odpadowy
glicerol jako zrédlo wegla (str. 10-12). Ten fragment rozdzialu jest niejako



podsumowany zamieszczong na str. 12 Tabelg 1 (Substancje bioaktywne wytwarzane
przez mikroorganizmy na bazie odpadowego glicerolu). Jednak na str. 14 ponownie
pojawiajg si¢ dane dotyczace B-karotenu, astaksantyny oraz skwalenu. Jest to pewna
niekonsekwencja, kidra zapewne tatwo bedzie skorygowaé w przypadku publikowania
pracy,

str. 18 brak odwolan do literatury przy opisie syntezy kwaséw tluszezowych przez
organizmy roélinne i zwierzece, '

str. 31 zamiast ,warto$¢ progowa gliceryny technicznej” powinno by¢ ,,warto$é
progowa stezenia gliceryny technicznej”,

str. 38 zamiast ,wedlug procedury opisanej w punkcie 0” powinno by¢ ,zamiast
procedury opisanej w punkcie c)”

str. 44 zamiast ,,zmieniata si¢” powinno by¢ ,,zmieniato sie”

str. 49 zastosowane wykresy warstwowe nie ilustrujg w czytelny sposéb omawianych
wynikow. Umozliwiajg wprawdzie przestrzenne pokazanie trzech zmiennych, jednak
wydaje sig, ze wykresy liniowe lub stupkowe bylyby o wiele lepszym rozwigzaniem,
str. 53 parametr rpcw nie powinien by¢ definiowany jako ,,szybkos¢ przyrostu biomas™
— angielskie stowo ,rate” powinno byé w tym wypadku przettumaczone jako ,,tempo
przyrostu”.

5. Walory poznawcze pracy

Oceniana rozprawa doktorska stanowi istotny wklad w badania polegajace na
wykorzystaniu odpadowych substratdéw organicznych do hodowli mikroglondéw z rodzaju
Schizochytrium sp. na cele przemystowe W szczegdlnosei, za istotne dokonania rozprawy
uwazam.

wytypowanie kluczowych parametréw warunkujacych wzrost biomasy Schizochytrium
sp. na podiozach hodowlanych zawierajacych odpadowe zrédto wegla w postaci
gliceryny {echnicznej;

przeprowadzenie optymalizacji procesu hodowli Schizochytrium sp. majgc na uwadze
uzyskanie jak najwyzszego przyrostu biomasy mikroalg oraz efektywnosci produkcii
kwasu dokozaheksaenowego;

wykazanie, ze jakkolwiek przyrost biomasy oraz efektywnos¢ produkcji kwasu DHA
uzaleznione sg od tych samych parametréw hodowli, jednak w zaleZznosci od celu
hodowli wskazane sg inne wartosci analizowanych parametréw, co wskazuje na
celowos¢ prowadzenia hodowli dwustopniowo;

poréwnanie parametréw 1 wydajnodcei procesu hodowli mikroalg Schizochytrium sp. na
podiozu sporzadzonym z wykorzystaniem gliceryny technicznej w skali laboratoryjnej
i w skali pilotazowej, co stanowi wazny krok w kierunku ewentualnego wdrozenia
procesu w skali przemystowej;

potwierdzenie, ze najwyzszy przyrost stezenia lipidéw oraz kwasu DIA nastepuje w
logarytmicznej fazie wzrostu natomiast w stacjonarnej fazg wzrostu produkcja kwasu
DHA utrzymuje si¢ na jednakowym, wysokim pozicmie;

wykazanie, ze podwyzszenie wartodci wspolezynnika wnikania tlenu kia w wyniku
zwiekszenia objetodciowego nat¢zenia przeplywu powietrza oraz obrotéw mieszadta,
powoduje wzrost produkcji biomasy oraz efektywnosci wytwarzania kwasu DHA

6. Wnioski koncowe

Wszystkie moje zastrzezenia i uwagi w niczym nie umniejszajg pozytywnego obrazu

caloksztaltu dysertacji. Rozprawa Pani mgr inz Natalii Kujawskiej zatytulowana



»~Wytwarzanie kwasu dokozaheksaenowego przez mikroglony z rodzaju Schizochytrium sp. z
wykorzystaniem gliceryny technicznej” zawiera oryginalne wyniki i posiada niewatpliwe
walory poznawcze. Doktorantka wykazala si¢ umiejetnoscia planowania i prowadzenia
eksperymentéw badawczych, analizy wynikow oraz formulowania wnioskéw, posiadajacych
potencjal zastosowania w praktyce. Podsumowujac mojg recenzje stwierdzam, Ze oceniana
rozprawa Pani mgr inz. Natalii Kujawskicj spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w art.13 ust.l Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U. Nr 65, poz. 595, z p6zn.
zm.). Wnioskuje o dopuszezenie rozprawy do publicznej obrony.
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