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RECENZJA
rozprawy doktorskiej
mgyr inz. Natalii Kujawskiej

pt.: Wytwarzanie kwasu dokozaheksaenowego przez mikroglony 7

rodzaju Schizochytrium sp. 7 wykorzystaniem gliceryny technicznej
wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Marcina Debowskiego, prof, UWM

Podstawa formalna opracowania oceny

Podstawg formalna opracowania oceny rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalia Kujawska jest
uchwala rady Wydzialu Nauk o Srodowiskuy, Uniwersytetu Warminisko-Mazurskiego w

Olsztynie z dnia 20.01.2017.

Ogolna charakterystyki rozprawy doktorskiej

Biomasa mikroglondw jest Zrodtem cennych substancji, ktore moga byc

wykorzystywane w medycynie i innych galeziach przemystu. Dzieki temu, ze mikroalgi z
y ysty yey yen garg p ¥ ¢ g

rodzaju Schizochyirium sp. zdolne sa do wzrostu na réznorodnych Zrédiach wegla, istnieje

mozliwos¢ opracowania metody ich hodowli z wykorzystaniem odpadowego glicerolu,
Szczegodlnie, ze sa zdolne do wytwarzania kwaséw DHA stanowigcych produkt o wysokiej
wartosci przemystowej. Problemy z zastosowaniem mikroglonéw w przemysle wynikaja
glownie z ekonomicznych rozwiazan technologicznych, poniewaz do produkeji biomasy
mikroglonéw potrzebne sa chemiczne komponenty medium hodowlanego, co znacznie
podraza produkcj¢. Wykorzystanie odpadowego glicerolu jako zrodla wegla w procesie
heterotroficznej hodowli mikroalg moze zdecydowanie ograniczyé koszty eksploatacyjne i

naktady ponoszone na produkcje biomasy. Glicerol, alkohol tréjwodorotlenowy, stanowi



produkt uboczny przy wytwarzaniu tzw. biodiesla. Przy przewidywanym wzroscie produkcji
biodiesla bedzie tez rosnac ilos¢ pozostajacego do rozdysponowania glicerolu.
Wydaje sig, ze problem zagospodarowania glicerolu bedzie narastal wraz z intensyfikacjg
produkcji biopaliw. Wysoka podaz tego surowca odpadowego, stanowi obcigzenie dla
srodowiska. Wobec powyzszego podjgcie badaft w tym zakresie uwazam za celowe i w pelni
uzasadnione.

Tres¢ rozprawy koresponduje z jej tytutem, a tekst w wiekszosci jest zrozumialy i

czytelny. Sprawia to, ze studiuje si¢ ja z duzym zainteresowaniem.

Konstrukeja pracy

W przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej zlozonej ze 103 stron maszynopisu
zostaly opisane syntetyczne zagadnienia zwigzane z postawionym do rozwigzania w tytule i
celu pracy problemem naukowym. Praca jest zilustrowana 20 tabelami i 25 rysunkami.

Bibliografia obejmuje 206 pozycji w tym wickszosé angielskojgzycznej.

Dysertacja napisana jest wg klasycznego uktadu, poprawnie stylistycznie z
zastosowaniem profesjonalnego jezyka. Skiada si¢ z dwdch gtdwnych czesci literaturowej i
badawczej. Rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Kujawskiej sktada sie z siedmin rozdziatow,
dsmym jest spisem literatury, a na koficu zamieszczono ancks zawierajacy spis rysunkow i
tabel. Pierwszy rozdzial to wstep, nastepny to przeglad pismiennictwa, trzeci rozdzial to: cel,
tezy i zakres badan. Fundament rozprawy doktorskiej stanowia rozdzialy od czwartego do
siodmego to czgs¢ badawcza skladajaca si¢ z metodyki badan, opisu wynikdw badan,
dyskusji, podsumowania i wnioskow. Rozdzialy: przeglad pismiennictwa, metodyka badan i
wyniki badan podzielone zostaly na podrozdzialy pierwszego i drugiego rzedu. Catosé
zakonczona jest krotkim podsumowaniem i o$§mioma wnioskami. Praca uzupetniona jest o

streszczenie w jezyku polskim i angielskim, a takze wykaz skrétéw i symboli.

Ocena merytoryczna rozprawy

Recenzowana rozprawa posiada znaczna wartos¢ naukowa, poznawcza i oraz
praktyczng. Dotyczy waznego zagadnienia zwigzanego z wykorzystaniem odpadowej frakcji
glicerynowej jako gtéwnego, zewngtrznego Zrodta wegla w hodowli mikroglonéw z rodzaju

Schizochytrium sp. zdolnych do wytwarzania kwasow DHA.

Na podstawie analizy literaturowe] opartej o liczne publikacje innych badaczy

zajmujacych sie problemami wykorzystania gliceryny technicznej do wzrostu biomasy



mikroglonéw 1 wytworzenie przez nich kwasdéw tluszczowych szczegdlnie kwasu
dokozaheksaenowego (DHA) Autorka zaplanowata badania naukowe wpisujgce sie¢ w
wspdlczesne trendy badan. Celem badan bylo okreslenie wplywu parametrow
technologicznych na proces wytwarzania kwasu dokozaheksaenowego (DHA) przez
mikroglony z rodzaju Schizochytrium sp. Z wykorzystaniem odpadowej gliceryny technicznej
pochodzacej z produkeji biodiesla.

Cel badan zostal zrealizowany poprzez logiczne zaplanowanie i wykonanie szeroko
zakrojonych, interdyscyplinarnych badan obejmujacych:

— okreslenie wplywu parametréw  technologicznych na wydajnos¢ hodowli

Schizochytrium sp. oraz efektywnosé wytwarzania DHA,

— okreslenie profilu kwasow ttuszczowych produkowanych przez Schizochytrium sp.
przy wykorzystaniu gliceryny technicznej jako Zrédta wegla,
— zweryfikowanie efektywnosci technologicznej procesu produkcji  biomasy

Schizochytrium sp. w hodowli okresowe|, z zasilaniem oraz ciaglej,

— okreslenie stopnia zmetabolizowania gliceryny technicznej oraz koncowego st¢zenia
kwasu DHA uzyskanego z biomasy w zaleznosci od sposobu prowadzenia hodowli,
— okreslenie efektywnosci hodowli w zaleznosci od zastosowanej wartosci
objetosciowego wspdlczynnika wnikania tlenu (kLa), |
— okreslenie charakterystyki Zewnatrzkomorkowych Substancji Polimerycznych (EPS)
produkowanych przez Schizochytrium sp. oraz ich wplywu na lepko$é hodowli oraz
produkcje kwasu DHA.

W rozdziale ,Metodyka badafn” mamy dokladny opis stosowanych substratow,
technologii, procedur badawczych i analitycznych oraz planowane statystyczne przetworzenie
danych.

Do badan wykorzystano olejodajne mikroglony Schizochytrium sp. i gliceryne
techniczng jako jedyne zrodio wegla. Pierwszy podrozdzial zawiera ogdlng koncepcje pracy
badawczej, Proces badawczy podzielono na cztery etapy. W ectapie | przeprowadzono
hodowle okresows i dobor kluczowych parametrow technologicznych wplywajacych na
proces wytwarzania kwasu DHA przez Schizochytrium sp. z wykorzystaniem gliceryny
technicznej jako zewngtrznego zrddta wegla. Plan eksperymentu oparto na planie
eliminacyjnym 2-wartoéciowym Placketta-Burmana oraz metodzie powierzchni odpowiedzi.
W etapie II proces hodowli biomasy i wytwarzania kwasu DHA przez Schizochytrium sp.

prowadzono w hodowli okresowej, okresowej ze zmiennym zasilaniem oraz ciaglej. Hodowle



okresowg i okresowg z zasilaniem prowadzono przez 120 godzin. Czas ten wynikat z rDCW —
szybkos§¢ przyrostu biomasy mikroglondw, i rDHA — szybkos¢ wytwarzania kwasu DHA.
W hodowli ciaglej badania prowadzono zwracajac uwage na dobdr wspélczynnika
rozcienczenia utrzymujgc komérki w fazie intensywnego wzrostu. W tym etapie do badan
laboratoryjnych wykorzystywano bioreaktor o pojemnosci roboczej 2 dm®. 111 etap to
okreslenie efektywnosci przyrostu biomasy oraz wytwarzania kwasu dokozaheksaenowego
przez Schizochytrium sp. w hodowli prowadzonej na bazie gliceryny technicznej w skali
pilotazowej. Badania te zostaly przeprowadzone w wiekszej skali wykorzystujac do tego
bioreaktor o objetosci catkowitej 20 dm’. Powigkszenie skali oparte byto na badaniach
przeprowadzonych w etapie [l uzyskujac najwyzsze efekty w hodowli okresowej z
zasilaniem. Badania w skali pilotazowej pokazaty réwniez pojawianie sie problemow
technologicznych typu pienienie si¢ pozywki. Stosujac $rodki antypienigce mozemy wplynaé
niekorzystne na przebieg hodowli, zanieczyszczaé produi(ty procesu oraz zmniejszac
szybkos¢ absorpcji tlenu. W etapie IV analizowano wplyw EPS (zewnatrzkomodrkowe
substancje polimeryczne) na efektywnos¢ produkeji kwasu DHA. Badania w tym etapie
prowadzono dla hodowli okresowej z zasilaniem. Celem tych badan bylo okreslenie
wspdtczynnika wnikania tlenu wynikajace z lepkosci medium w hodowli Schizochytrium sp.
Wykazano, ze wspétczynnik wnikania tlenu mozna zwigkszyé gdy zmniejsza sie lepkosé
medium poprzez zwigkszenie predkosci mieszania | natezenia przeptywu powietrza. W
podrozdziale ,Metody analityczne i statystyczne” przedstawiono metodyke oznaczenia
glicerolu 1 lipiddw w medium hodowlanym, analize jakodciowsa gliceryny technicznej,
monomerow sacharydow, analize jakosciowa i ilosciowa kwasdw tluszezowych oraz lepkosé
hodowli i oznaczenie wspdlczynnika wnikania tlenu. Wszystkic uzyskane wynik badafi
zostaty opracowane za pomoca programu STATSTICA 12.

Rozdzial ,,Wyniki Badan” podzielono na cztery czesci, analogicznie do czterech
etapow badan. Zawiera on zestawienia tabelaryczne i rysunki uzyskanych rezultatdw.
Rozdzial ten merytorycznie zostal starannie i rzetelnie opracowany. Uzyskane wyniki
poszerzajg wiedze na temat wykorzystania technicznej gliceryny do produkeji kwasu DHA z
uzyciem mikroglonéw z rodzaju Schizochytrium sp. W podrozdziatach 5.1.1 - 5.1.3
omawiane sa wytypowane parametry fizykochemiczne hodowli przez programy statystyczne i
potwierdzone cksperymentalnie. Metoda powierzchni odpowiedzi zostata wykorzystana do
ustalenia najistotniejszych parametréw hodowli okresowej do uzyskania najwyzszego
stezenia DHA i DCW (sucha masa komorek). Dane cksperymentalne i wartosci

przewidywane sg zblizone. Najwyzsze odchylenie zaobserwowano w przypadku stezenia



DHA i DCW (tab. 14) i wykazuje, ze w zaleznosci od glownego celu przeprowadzanej
hodowli, a mianowicie zwigkszenia efektywnosci przyrostu biomasy lub przyrostu siezenia
DHA, konieczny jest dobor odmiennych wartosci najistotniejszych parametréw hodowli.
Wykazano, ze w jednej hodowli nie uda si¢ uzyskaé wysokiego stezenia komorek i kwasu
DHA. Podrozdzial 5.2.1 przedstawia typowa okresowa hodowle gdzie wzrost
mikroorganizmdéw przechodzi kilka etapéw od adaptacji do zamierania. Najwazniejszym
etapem jest przyspieszenie wzrostu i wzrost wyktadniczy (zwany czasami logarytmicznymi).
W tym przypadku okres hamowania wzrostu biomasy nastgpowat w 60 godzinie, natomiast
stezenic DHA rosfo do 80 godziny trwania procesu ( rys. 11). Zuzycie gliceryny technicznej
byto catkowicie zalezne od zmieniajacego sig stgzenia DCW. Szybkos¢ zuzycia tego substratu
wynosita 1,17 g/dm3 x h. W tym podrozdziale przedstawiono réwniez uzyskane wyniki
z okresowej hodowli z zasilaniem i hodowli ciggtej. W okresowej hodowli ze zmiennym
zasilaniem uzyskano przedluzenie czasu zwigzanego z utriymywaniem stale wysokiego
stgzenia DHA | DCW, jednak wymagalo to zwickszenia ilosci technicznej gliceryny.
W hodowli cigglej obserwowano efektywnos¢é przyrostu biomasy Schizochytrium sp.,
wytwarzania lipidéw oraz kwasu DHA w zaleznosci od doboru wspdtczynnika rozcienczenia. |
Do tego postuzono sie ﬁodstawowym rownaniem stosowanym w hodowlach cigghych.
Najwyzsze stezenic DCW  wynoszace 51,9 g/dm® zanotowano dla wspotczynnika
rozcienczenia D = 0,2 1/doba, natomiast najnizsza wartos¢ rdwna 16,02 g/dm® dla D = 0,8
l/doba (rys. 13). Szybkos¢ przyrostu biomasy byla zalezna od dobranego wspdlczynnika
rozcieAczenia. Najnizsza warto$¢ rDCW wynoszgea 10,38 g/dm3 x doba zanotowano dla
wspotczynnika [ = 0,2 [/doba , natomiast najwyzsza wartos¢ rDCW=17,63 g/dm? x doba dla
D = 04 l/doba. W prowadzonych badaniach wykazano 7ze, kwasami thuszczowymi
0 najwickszym udziale si¢ we frakcji lipidowej, niezaleznie od typu hodowli, byty nasycony
kwas palmitynowy (C 16:0) oraz nienasycony kwas dokozaheksacnowy (C 22:6) nalezacy do
grupy Omega-3. W Il etapie okreslano efektywnosé przyrostu biomasy oraz wytwarzania
kwasu dokozaheksaenowego (DHA) przez Schizochytrium sp. w hodowli prowadzonej na
bazie gliceryny technicznej w skali pilotowej poprzez charakterystyke wzrostu biomasy
mikroglondw i stopnia kumulacji lipidéw oraz kwasu DHA oraz porownano wskazniki
efektywnosci hodowli w skali laboratoryjnej i pilotazowej. W skali pilotazowej nastgpito
przesuniecie czasowe przy wzroscie lipidéw poniewaz zawartodei lipidéw w zaobserwowano
miedzy 40 a 100 h hodowli w przypadku skali laboratoryjnej czas ten byl krotszy i konczyt
sie na 80 godzinie procesu. Po 60 h inkubacji w skali pilotazowej obserwowano przejécie

biomasy do fazy stacjonarnej. W hodowli prowadzonej w skali laboratoryjnej faza stacjonarna



nastgpowata 20 h pdzniej. Po 120 h hodowli w skali pilotazowej uzyskano 103,44 g /dm?
biomasy mikroglondw, co stanowito o 24% nizszy przyrost w poréwnaniu z hodowla w skali _
laboratoryjnej. W TV etapie Doktorantka okreslifa efektywnos$¢ produkcji DHA  przez
Schizochyfrium sp. pod wpltywem Zewnatrzkomdrkowych Substancji Polimerycznych.
Uzyskane wyniki (rys.20, 21) lepkosci i stgzenia biomasy to wartosci rosngce systematycznie
a zaleznos¢ pomigdzy lepkoscig i wzrostem stgzenia biomasy od 80 godzin procesu do 120 s3
prawie identyczne i jest zaleznoscig liniows. Frakcja polisacharydowa EPS to w znacznej
mierze glukoza, zdecydowanie nizsze stezenie dotyczy galkatozy, mannozy, fukozy i ksylozy.
Istotnym czynnikiem wptywajacym na efektywnos¢ technologiczng w hodowli jest stopief
whnikania tlenu i tu przeprowadzone badania przy trzech roznych wspétczynnikach wnikania
tlenu 150 1/h, 500 1/h i 750 1/h wykazaly, 7e czym wyzszy wspotezynnik tym wyzsze
stezenie biomasy, lipidéw i DHA.

Szczegdtowa interpretacje uzyskanych danych podczas badan w konteksdcie faktow
znanych z pismiennictwa znajdujemy w rozdziale , Dyskusja wynikow badan”. Doktorantka
swiadoma waznosci tego rozdziatu bardzo merytorycznie przygotowata t¢ cze$é rozprawy.
Tutaj zostaly oméwienie wyniki umieszczone w tle danych z szeroko cytowanego
pisSmiennictwa. Rozdziat ten moim zdaniem jest napisany niezwykle starannie i rzetelnie. Nie
zawiera zbednych szczegotdéw ani dlugich nie merytorycznych wywodow przez co tworzy
spojna i rzeczows dyskusje $wiadczacg o biegtosci Doktorantki w literaturze przedmiotu,
wnikliwosci interpretacyjnej i duzej swobodzie poruszania sie w wielu dziedzinach biochemii,
mikrobiologii, biotechnologii medycznej. Chciatabym réwniez pochwalié bardzo dobrg
estetyke pracy doktorskiej, w szczegdlnosei to, ze Doktorantka zastosowata starg maksyme
chinska mowiacs, ze ,, jeden obrazek jest wart stu slow”,

Podsumowaniem calej rozprawy jest osiem wnioskow, sformulowanych w ostatnim
rozdziale pracy, ktore w petni dowodzg teze.

Tematyka pracy stanowi szetoki zakres zagadnien, doktorantka uwzglednita wiele
réznych czynnikow, mogacych mie¢ wptyw na efektywnosé technologiczng wytwarzanie
kwasu dokozaheksaenowego przez mikroglony z rodzaju  Schizochytrium  sp.
z wykorzystaniem gliceryny technicznej. Z pewnoscig olbrzymia ilo$é danych uzyskanych w
wynika badan mogta przyczyni¢ si¢ do faktu, iz Autorce nie udato si¢ unikngé pewnych
usterek. Zestawione ponizej uwagi edytorskie i redakeyjne, krytyczne oraz sugestie lub uwagi
stanowigce podstawy do dyskusji, moga w przypadku opublikowania dzieta w postaci

monografii lub publikacji przyczyni¢ sie do poprawy jego jakosci.



Uwagi edytorskie i redakcyjne

1.

Cytowanie wigcej niz dwoch pozycji literaturowych w tekscie powinno wykazywaé

porzadek alfabetyczny lub wg roku wydania.

Na rysunku nr 1 brak odpowiedniego indeksu przy rodniku w triglicerydzie, MeOH w
chemii nieorganicznej to wodorotlenek metalu, unikatabym takiego skrotu.

Opis rysunkéw i tabel bardzo wyprzeda ich graficzne przedstawienie. W nastgpnym
akapicie po wystgpieniu powotania powinna znajdowac sie tabela lub rysunek. Mozna
to jednak wytlumaczy¢ tym, iz Doktorantka nie jest na state zwigzana ze
srodowiskiem naukowym.

Kilka pozycji literaturowych w bibliografii nie znajduje odpowiednikéw w tekscie.
Brak powotania w tekscie na rysunki 5, 8, tabele 1.

Niezreczne sformutowanie kwasny metanol, stezenie Zrédta azotu.

Uwagi, dotyczyes zawartosei merytoryeznej rozprawy doktorskiej

1.

W pracy wkradty sie niescistosdei, poniewaz w zakresie podano, Ze okreslano wptywu
parametrow technologicznych takich jak, predkos¢ mieszania, poziom zasolenia,
stezenie nmakroelementdw, stgzenie mikroelementdw, stezenie witamin na wydajnosé
hodowli Schizochytrium sp. oraz efektywnos¢ wytwarzania DHA, w pracy brak jednak
takich danych,

Czym kierowano si¢ wybierajac metode Placketta-Burmana a niec metode np. Boxo-

Wilsona czy sieci neuronowe.

. Czym wyjasni¢ kontrole stezenia technicznego glicerolu co 5 godzin w hodowli

okresowej z zasilaniem i czy mozna bylo zatozyé, ze w tym czasie jego stezenie
obniza si¢ do 60 g/dm’. Wobec tego bylo to zasilanie o stalym natezeniu czy
zmiennym. Na rysunku 12 zas jest, ze dawkowano techniczng gliceryng co 4 godziny,
Prezentowane wartosci na rysunku 16 nie odpowiadaja oméwionym wynikom.

Prosze o wyjasnienie stezenie dodanej gliceryny technicznej podczas catego procesu w
hodowli okresowej wyniosto 416,23 g/dm? rysunek 12.

Bardzo waznym elementem w takiej produkcji jest analiza ekonomiczna technologii o
ktorej Doktorantka wspomina we wstgpie, w pracy zas nie przedstawiono zadnych
danych dotyczacych analizy ekonomicznej. Jak ma si¢ do pozyskiwania kwasu DHA

w stosunku do ryb? Prosze o wyjasnienie.



7. Optymalna temperatura wzrostu biomasy rézni sie od optymalnej temperatury
wytwarzania DHA wobec tego jak rozwiazaé te efektywnie.
8. W skali pilotazowej pojawito sig pienienie pozywki i dodano Anitofam. Czy wptynat

on na przebieg hodowli, szybko$¢ wnikania tlenu.

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Kujawskiej prezentuje interesujace i
cenne wyniki badan, zaréwno wybrana tematyka, zastosowana metodyka, przeprowadzenie
badai doswiadczalnych z wykorzystaniem skali laboratoryjnej i pilotazowej oraz
wnioskowania sg poprawne i na dobrym poziomie merytorycznym a wszystko to $wiadczy o
duzych umiejgtnosciach Doktorantki. Przedstawione uwagi w wiekszosci maja charakter
dyskusyjny i nie umniejszajg one wartosci rozprawy. Tres¢ oceniangj pracy kwalifikuje mgr
inZ. Natali¢ Kujawska do ubiegania sig o stopiei doktora w dziedzinie nauk technicznych w
dyscyplinic inzynieria srodowiska.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska w petni odpowiada wymaganiom
okreslonym w Uslawie z dnia 14 marca 2003 roku z pdzniejszymi zmianami o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule sztuki (Dz. U. Nr.65 poz. 595) .
Stawiam wniosek o przyjecie pracy mgr inz. Natalii Kujawskiej p.t. ,, Wytwarzanie kwasu
dokozaheksaenowego przez mikroglony z rodzaju Schizochytrium sp. 7 wykorzystaniem
gliceryny technicznef” jako rozprawy doktorskiej i dopuszezenie Autorki do publicznej

obrony,
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