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1. Podstawa recenzji

Recenzje opracowano na podstawie pisma nr WNoS — DZ. 53.2.2017 Pani dr hab. inz.
Ewy Paturej prof. UWM Dziekana Wydziatu Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie oraz na podstawie decyzji Rady Wydziatu Nauk o Srodowisku
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 20 stycznia 2017 r., powotujacej

mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr inz. Szymona Talbierza.
2. Przedmiot i zakres rozprawy

Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska mgr inz. Szymona Talbierza nt. ,,Wplyw
promieniowania UV raz metanosulfonianu etylu na przyrost biomasy i kumulacje lipidow
w heterotroficznej hodowli Schizochytrium limacinum na bazie gliceryny technicznej”.

Promotorem pracy jest dr hab. inz. Marcin Dgbowski prof. UWM.
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Celem pracy bylo okreslenie wplywu promieniowania UV raz metanosulfonianu
etylu na przyrost biomasy mikroglonow Schizochytrium limacinum oraz
wewnatrzkomorkowg kumulacje lipidow w heterotroficznej hodowli z wykorzystaniem

gliceryny technicznej jako zrodla wegla.

Recenzowang prace poswiecono udowodnieniu tezy, iz gliceryna techniczna jest
odpowiednim Zrodlem wegla w procesie heterotroficznej hodowli kumulujacych bioolej
mikroglonow z gatunku Schizochytrium limacinu. Doktorant przy realizacji swoich badan
postawit rowniez teze¢ uzupetniajaca i pozwalajaca uszczegotowi¢ prowadzone eksperymenty
poprzez poddanie referencyjnego szczepu mikroglonéw Schizochytrium limacinum
dzialaniu promieniowania UV i metanosulfonianiu etylu pozwala na zwi¢kszenie
przyrostu ich biomasy oraz kumulacji lipidéow w komérkach w warunkach hodowli

heterotroficznej na bazie gliceryny technicznej.

Tematyka pracy nawigzuje do aktualnego zagadnienia poszukiwania alternatywnych
zrodet energii i paliw w dobie powszechnej i rabunkowej industrializacji. Jedynym sposobem
na ograniczenie lub spowolnienie globalnego ocieplenia jest ograniczenie wydobycia i
przetwarzania wegla, ropy i gazu. Swiatowe trendy zréwnowazonego rozwoju proponuja
zmniejszy¢ wykorzystanie paliw kopalnych w okoto 80%. Odpowiedzig na ten trend sg prace

badawcze prowadzone w ramach recenzowanej pracy.

Recenzowang rozprawe doktorska stanowi tekst przedstawiony na 88 stronach i zawarty
w dwoch glownych czesciach: teoretycznej i badawczej, skladajacych sie tacznie z 7
podstawowych rozdziatow. Pierwsza cze¢$¢ pracy stanowi przeglad literatury w zakresie
analizowanego tematu 1 sklada si¢ z dwoch rozdziatow: Wprowadzenie (rozdziat 1) oraz Stan
badan (rozdziat 2). Cz¢$¢ ta konczy si¢ okresleniem celowosci podjetych prac badawczych oraz
postawieniem dwoch tez pracy (rozdziat 3). Drugi czlon rozprawy jest jej czg$cig zasadniczg i
sklada si¢ z 4 rozdzialow: Metodyka badan (rozdziat 4), Wyniki badan (rozdzial 5), Dyskusja
wynikow badan (rozdzial 6), Podsumowanie 1 wnioski (rozdzial 7), na koncu zalgczono
literaturg, spisy tabel 1 rysunkow, streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim oraz zalacznik

przedstawiajacy zestawienie wynikow badan z etapu pierwszego.

W rozdziale pierwszym zatytulowanym ,Wprowadzenie” doktorant w sposob
wystarczajacy uzasadnia podjecie tematu pracy oraz formutuje problem badawczy, nawiazuje

rowniez do celow badawczych oraz zakresu badan.



Rozdziat drugi sktada si¢ z trzech podrozdziatow. W podrozdziale 2.1 opisano stabe i
mocne strony wykorzystania mikroglonéw do produkcji biopaliw. Autor powotuje si¢ na liczne
zrodta literaturowe w ktorych wykazano, ze biomasa wspomnianych glonéw jest jednym z
najbardziej wydajnych, a takze przyjaznych srodowisku alternatywnych zrddet energii oraz
stanowi perspektywiczne zrddto biooleju, biokomponentéw do biopaliw lub samych biopaliw.
Ich hodowla moze ograniczy¢ emisje gazéw cieplarnianych do atmosfery. Jest to surowiec,
ktéry pod wzgledem wykorzystania moze konkurowaé z typowymi, ladowymi roslinami
wyzszymi, takimi jak rzepak, soja czy palma olejowa. Niezaleznie od dostepnosci medium
hodowlanego wykorzystujacego wode stodka lub stong istnieje mozliwo$¢ prowadzenia
efektywnej produkcji biomasy mikroglonéw. Po oméwieniu licznych zalet wykorzystania
mikroglonéw doktorant przedstawia rowniez stabe strony ich wykorzystania. W pierwszej
kolejnos$ci nalezy do nich wysoko$¢ naktadow inwestycyjnych i eksploatacyjnych hodowli, jak
rOwniez trudnosci w uzyskaniu odpowiedniej czystosci i1 skladu biomasy oraz trudnosci z
hodowlg alg w fotobioreaktorach. Ponadto negatywnym zjawiskiem, wynikajacym z
niewlasciwej eksploatacji systemow produkcji biomasy glondw, jest zanieczyszczenie
srodowiska substancjami odzywczymi, prowadzace do zmian w funkcjonowaniu 1 strukturze
ekosystemoéw wodnych. Jednocze$nie brak odpowiednich instrumentéw legislacyjnych nie
sprzyja produkcji biopaliw uzyskiwanych z biomasy alg. W podrozdziale 2.2. autor opisuje
systemy produkcji gatunkéw mikroglonéw kumulujacych zwiagzki lipidowe. Dokonuje tu
analizy takich typow systemow hodowli jak: fotoautotroficzny, heterotroficzny, miksotroficzny
1 fotoheterotroficzny. Przytacza przyktady reakcji, w ktorych produktem jest energia w postaci
biopaliwa, biokomponentu lub kwasu tluszczowego, za$ substratami sg §wiatto oraz dwutlenek
wegla 1 woda. Rozpatruje rézne substancje wspomagajace 1 przeszkadzajace majace wptyw na
wydajnos$¢ reakcji 1 produkeji biomasy. Podrozdziat 2.3. ,,Metody zwiekszania wydajnosci
produkcji biomasy mikroalg oraz wytwarzania biooleju” ukazuje ogdlnoswiatowa Sciezke
poszukiwan mozliwosci wzrostu oplacalnosci hodowli alg, eliminacji czynnikéw
ograniczajacych jak tez intensyfikacji wydajnosci produkcji zaréwno samej biomasy jak i
biopaliwa, ktore jest ubocznym produktem jej funkcjonowania w opisanych wczesniej
reaktorach. Czg$¢ teoretyczng autor konczy podsumowaniem wskazujac na wady i1 zalety
dotychczasowych rozwigzan stosowanych w hodowlach mikroglonéow oraz przedstawia
uzasadnienie podjecia badan 1 koniecznos$ci opracowania alternatywnych rozwigzan w zakresie
hodowli mikroglonéw, okresla cel prowadzenia prac badawczych i formutuje tezy pracy

(rozdziat 3).



W cze$ci doswiadczalnej rozprawy doktorant przedstawia w rozdziale czwartym ogdlng
koncepcj¢ pracy badawczej, ktora uwzglednia podziat prowadzonych eksperymentéw na trzy
etapy:

I. Badania wplywu promieniowania UV oraz EMS na efektywno$¢ przyrostu biomasy i
lipidow w komoérkach szczepu Schizochytrium limacinum.

Il. Badania wptywu réznych zrodet wegla na efektywno$¢ przyrostu biomasy i lipidow w
komoérkach  Schizochytrium  limacinum wraz z  optymalizacja parametréw
fizykochemicznych hodowli.

I11. Badania procesu dwustopniowej hodowli okresowej biomasy Schizochytrium limacinum.

W podrozdziale 4.2. autor charakteryzuje wykorzystane w pracy materiaty, w tym
odczynniki chemiczne (bufor fosforanowy, gliceryna techniczna, metanosulfonian etylu —
EMS), media hodowlane (ekstrakt drozdzowy, pepton, glukoza, gliceryna techniczna) i
inkulum bedace podstawa eksperymentow. W podrozdziale 4.3. opisane jest stanowisko
badawcze, ktore stanowig bioreaktory Biostat B Twin firmy Sartorius Stedim Gmbh oraz kolby
Erlenmeyera z zakrgtkami i przegrodami do hodowli inkulum. W podrozdziale 4.4 opisane sa
procedury badawcze w podziale na zastosowane etapy eksperymentéw. W pierwszym etapie
przeprowadzono traktowanie mikroalg promieniowaniem UV (na$wietlanie przygotowanych
probek 5, 10, 15, 20, 25, 30 minut), traktowanie mikroalg EMS (poprzedzone mieszaniem
probki i inkubacja w ciemnosci; EMS podawano w statej dawce), inkubacja (po traktowaniu
EMS 1 UV probki umieszczono w ciemnosci w inkubatorze o temperaturze 26°C do momentu
pojawienia si¢ wyraznych kolonii mikroglonéw), selekcja mikroalg (badania przesiewowe
szczepow o najwigkszej efektywnosci wzrostu 1 najwyzszym wskazniku produkcji lipidow)
oraz konczaca I etap badan charakterystyka wyselekcjonowanych mikroalg przy poréwnaniu
parametréw charakteryzujacych efektywnos$¢ przyrostu biomasy 1 kumulacji lipidow w
komorkach do szczepu referencyjnego. Drugi etap badan obejmowat: analiz¢ wptywu zrédta
wegla na proces hodowli. Analizowano media hodowlane o symbolach M5, M6 31 oraz M7 i
ich wplyw na tempo wzrostu biomasy oraz zawarto$¢ lipidow w komodrkach. Autor wyjasnia,
iz wykorzystal metode Plackett’a—Burman’a w celu identyfikacji parametréw fizycznych i
chemicznych hodowli, ktére majg najistotniejszy wptyw na szybkos$¢ przyrostu komorek,
koncowe stgzenie suchej biomasy mikroglonéw w uktadzie technologicznym oraz lipidow w
komorkach). Nastepnie optymalizowat wybrane parametry hodowli wskazane przez
zastosowang metodg Plackett’a—Burman’a, ktore istotnie wptywaja na efektywnos$¢ hodowli,

a na koncu zweryfikowat optymalne warunki hodowli. W etapie trzecim zostaly opracowane



ostateczne parametry technologiczne hodowli mikroglonéw na podstawie wynikow hodowli
okreslonych w etapie II. Nalezato do nich okreslenie wptywu temperatury oraz st¢zenia tlenu
na wydajno$¢ hodowli okresowej. Rozdziat czwarty konczy charakterystyka zastosowanych

procedur analitycznych i statystycznych.

Uzyskane przez doktoranta wyniki badan sg omowione w rozdziale 5 w odniesieniu do
kazdego z poszczegdlnych etapow badawczych. Wstepne badania prowadzace do ustalenia
wptywu promieniowania UV oraz EMS na efektywno$¢ przyrostu biomasy i lipidow
prowadzone byly na zbiorze 283 pojedynczych kolonii badanego szczepu mikroalg
Schizochytrium limacinum. Wykorzystujac promieniowanie UV uzyskano 221 kolonii, za$
EMS - 62 kolonii, co udowadnia, iz czynnikiem determinujagcym wzrost i kondycje alg byt
testowany zwigzek chemiczny. W dalszej czesci prac eksperymentalnych stwierdzono, iz oba
testowane czynniki finalnie maja negatywny wptyw na przezywalno$¢ komoérek. Nastepnie
analizowano poszczegolne badane kolonie pod katem zdolno$ci do wzrostu w pozywkach
ptynnych zawierajacych gliceryne techniczng jako jedyne zrodlo wegla, a w dalszej kolejnosci
pod katem zdolno$ci akumulacji lipidow w biomasie. W badaniach poréwnawczych
stwierdzono istotnie wyzsze koncowe stgzenie biomasy w ukladzie w stosunku do
obserwowanego dla szczepu referencyjnego. Najwyzsze stezenie lipidow w biomasie w
przypadku obu szczepoéw osiagnieto po 152 h hodowli. W drugim etapie badan poréwnywano
wplyw wybranych zewnetrznych zrodel wegla (gliceryny technicznej, glukozy, oczyszczonej
gliceryny technicznej) na szybko$¢ przyrostu biomasy, stezenie biomasy w ukladzie
technologicznym oraz efektywnos$¢ akumulacji lipidow. Najlepsze efekty zwigzane z
szybko$cig przyrostu biomasy uzyskano w wariancie, w ktorym zewnetrzne zrodlo wegla
stanowila glukoza. Gliceryna techniczna okazata si¢ zrodtem wegla, ktére pozwalato na
uzyskanie wyzszej efektywnosci przyrostu biomasy w poréwnaniu do oczyszczonej gliceryny
technicznej. Najszybszy wzrost stezenia lipidow oraz najwyzsza koncowa warto$¢ stezenia
tych zwigzkow zostala osiagnigta dla hodowli, w ktorej zewnetrznym zZrodtem wegla byta
glukoza. Nieznacznie wyzsze st¢zenia lipidow w suchej masie komérkowej odnotowano dla
hodowli, w ktorej zastosowano gliceryne techniczng w poréwnaniu do oczyszczonej
technicznej. W dalszej czgsci badan udowodniono, iz stosowana temperatura procesu jest
parametrem, ktoéry ma najwigkszy wpltyw na koncowe st¢zenie biomasy oraz lipidow w
hodowli. Natomiast najmniejszy wplyw ma stezenie ekstraktu drozdzowego w medium
hodowlanym. Otrzymane w pracy wyniki pozwalajg stwierdzi¢, iz wysokie stezenie gliceryny

wptywa zarowno na poprawe efektywnosci produkcji suchej masy komoérkowej oraz wysoka



wydajnos¢ produkeji lipidéw. Z kolei nizsza temperatura, nizsze st¢zenie tlenu oraz azotu w
hodowli wptywa na poprawe procesu kumulacji lipidow w komoérkach. Prace eksperymentalne
przeprowadzone w etapie III zmierzaly do opracowania jednolitych wytycznych
technologicznych przy realizacji eksperymentéw w uktadzie 1- i 2-stopniowym. W stopniu
pierwszym zapewniono optymalne warunki hodowli, a ~w drugim stopniu proces
kontynuowano przy zastosowaniu zoptymalizowanych warunkow odpowiadajacych

intensyfikacji kumulacji substancji thuszczowych.

3. Ocena merytoryczna pracy

Mikroalgi, organizmy tworzace biomas¢ w procesie fotosyntezy, staly si¢ obecnie
jednym z najbardziej obiecujacych zrodet odnawialnej energii. Algi sa dogodnym zrédiem
biomasy ze wzgledu na szybkie tempo wzrostu oraz stosunkowo duzg zdolno$¢ do wigzania
dwutlenku wegla. Ich hodowl¢ mozna prowadzi¢ w bioreaktorach lub stawach, gdzie
utrzymuje si¢ odpowiednie dla ich wzrostu warunki. Pozyskana w ten sposéb biomasa moze
zosta¢ wykorzystana do produkcji biopaliw ptynnych, ich komponentéw czy biooleju. Sam
pomyst wykorzystania mikroalg jako zrédta pozyskiwania paliw alternatywnych nie jest nowy.
Trwajg intensywne prace w kierunku nowoczesnych i optacalnych ekonomicznie technologii
ich pozyskiwania. Dostrzezono rowniez potencjalne korzysci hodowli alg na cele
energetyczne, ktore pomoglyby w walce z globalnym ociepleniem, poprzez zmniejszenie
zuzycia paliw kopalnianych oraz wykorzystaniem znacznych ilosci CO2 na swoja produkcjeg.
Z drugiej strony istnieja powazne trudnosci W produkcji biomasy z mikroalg, np. czystos¢
kolonii i ustalenie sktadu biomasy, duza zawarto$¢ wody, mata przejrzystos¢ zawiesiny
komorek glonéw, co powoduje ktopoty z ich hodowla w reaktorach. Ponadto nalezy zwracac
uwage, aby populacja mikroorganizmdéw nie osiaggneta stacjonarnej fazy wzrostu, a
pozostawala w fazie wykladniczej wzrostu. Autor rozprawy zauwaza ograniczenia metod
fotoautotroficznych, co generuje konieczno$¢ poszukiwania konkurencyjnych technologii
produkcji biomasy mikroglondéw, ktérych zastosowanie bedzie uzasadnione pod wzgledem
ekonomicznym oraz technologicznym. Innowacyjnos$¢ przeprowadzonych przez doktoranta
prac polega na okresleniu wptywu UV oraz EMS na wydajno$¢ przyrostu biomasy i biosyntezy
lipidow w komorkach, ustaleniu optymalnego stezenia glicerolu w pozywce oraz okresleniu
fizyko-chemicznych parametréw hodowli mikroalg zapewniajacych wysoka wydajnosci
produkcji biomasy oraz lipidow. Ciekawym rozwigzaniem byly proby wykorzystania

substancji odpadowych stanowigcych dodatkowe zrodio wegla dla hodowanych kolonii.



Jednoznacznie wykazano, iz glukoza pozwala na najwyzszg akumulacje lipidow oraz suchej
masy komorkowej w hodowli, lecz wymaga poniesienia najwyzszych kosztow z uwagi na jej
wysoka cen¢ jednostkows. Z kolei, w wyniku zastosowania gliceryny technicznej, ktora
stanowi material odpadowy, odnotowano st¢zenie suchej masy komorkowej na wyzszym
poziomie niz przy zadawkowaniu oczyszczonej gliceryny technicznej. Wedtug doktoranta
gliceryna techniczna jest lepszym zrédlem wegla w poréwnaniu do oczyszczonej gliceryny
technicznej, a uniknigcie dodatkowych etapéw oczyszczania surowca pozwala na zmniejszenie

kosztow operacyjnych przygotowania podtoza hodowlanego.

Oceniajac rozprawe doktorska w zakresie kryteriow merytorycznych i metodycznych
stwierdzam, ze recenzowana praca dotyczy interesujacego i1 aktualnego zagadnienia. Wybor
tematu pracy nalezy uzna¢ za wlasciwy gltownie ze wzgledow poznawczych. Koncepcja
realizacji badan i rozwigzania problemu zwigkszenia produkcji biomasy zawarta w pracy jest
oryginalna i stanowi osiggni¢cie wlasne doktoranta. Dyskusja wynikdéw oraz wnioski zostaty
oparte o obszerny material doswiadczalny $wiadczacy o dobrej znajomosci zagadnien
Zwigzanych zaréwno z procesami produkcji mikroalg, jak réwniez technik analitycznych, a
takze umiejetnosci interpretacji uzyskanych wynikéw. Praca ma dobra konstrukcje, brak jest

niepotrzebnych powtdérzen. Przeglad literatury stanowi wymagane 30% tresci.

Jednoczesnie do w petni uzasadnionych atutow pracy i wpisywania si¢ jej tematyki w

priorytety rozwoju Unii Europejskiej do 2030 nalezy wymienic¢ kilka uwag krytycznych:

1. Z pracy nie wynika jednoznacznie, czy zmieniano dawke¢ EMS, czy pracowano
wylacznie na tej samej zmieniajac czas inkubacji. Nie podano st¢zenia
wykorzystywanego roztworu EMS oraz procedury jego przygotowania.

2. Metoda Plackett’a—Burman’a jest znang metoda do identyfikacji najwazniejszych
czynnikow we wczesnej fazie eksperymentow, przy niepeinej dostepnosci pozostatych
parametréw badanego ukladu/systemu. Autor powinien przytoczy¢é wyjasnienie
zasadno$ci zastosowania tej metody oraz jej poréwnanie ze Stosowanymi innymi
metodami statystycznej weryfikacji danych.

3. Przy okre$leniu wptywu temperatury oraz st¢zenia tlenu na wydajno$¢ hodowli
okresowej zastosowano waski zakres zmian temperatur nie uzasadniajgc, dlaczego
zastosowano tak waski zakres zmian temeratury. W opinii recenzenta powinny by¢
rozpatrzone brzegowe warunki zycia w szerszym zakresie temperatur. Podobnie,

niezadowalajgco okreslono wpltyw stezenia tlenu w odniesieniu do jego koncentracji



wyrazonej w mgO2 w 1 dm? objetoséci pozywki oraz przyjmowanej przez jednostke
masy mikroglonow.

4. Przedstawiona w rozdziale czwartym (podrozdziat 4.6) analiza statystyczna jest dos¢
uboga i potem niezbyt doktadnie analizowana w omowieniu wynikow badan. Z drugiej
za$ strony prawie potowe opisu uzyskanych wynikow badan w podrozdziale 4.4 stanowi
statystyczne wyjasnienie i poszukiwanie rozwigzan optymalnych, do ktérego nie ma
odniesienia w podrozdziale 4.6. Nalezato potozy¢ nacisk, iz swoistg analiz¢ statystyczng
stanowi metoda Plackett’a—Burman’a, ktora dazy do ukazania istotnych réznic i
istotnych parametrow. Kolejng metoda jest powigzana z powyzszg metoda CCD oraz
dane pozyskane dzigki Design-Expert — rowniez nie oméwione w podrozdziale 4.6.

5. Dowiedziono, iz powodu zawartoSci w oleju alg wielonienasyconych kwasow
thuszczowych, produkt podczas przechowywania, moze ulega¢ stosunkowo szybko
utlenianiu, hydrolizie i polimeryzacji, co prowadzi rowniez do zmiany lepkosci. Jest to
kolejny czynnik (po kosztach inwestycyjnych i eksploatacyjnych instalacji) generujacy
dodatkowe koszty. Warto zasiegna¢ informacji, czy i jak mozna go wyeliminowac.

6. Powtarzany w pracy ,.efekt technologiczny” powinien by¢ przeliczony i wyrazony
procentowo. Odrebng grupe przeliczeniowa stanowig parametry analityczne i parametry

technologiczne, ktore nie zostaty w rozprawie w wystarczajacy sposob podkreslone.
Niemniej uwagi przedstawione powyzej nie umniejszaja warto$ci poznawczej rozprawy.
4. Wniosek koncowy

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Szymona Talbierza prezentuje interesujace
i cenne wyniki badan i mimo podanych uwag krytycznych, zarowno wybrana tematyka,
zastosowana metodyka, przeprowadzenie badan doswiadczalnych, ich opis 1 analiza oraz
wnioskowania s3 poprawne i1 na dobrym poziomie merytorycznym. Uzyskane wyniki
poszerzaja wiedz¢ na temat metod i warunkow hodowli mikroalg, jak tez efektow pozyskania

lipidéw w roznych warunkach prowadzenia procesOw 1 przy wykorzystaniu réznych pozywek.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr inz. Szymona Talbierza nt. ,,Wptyw
promieniowania UV raz metanosulfonianu etylu na przyrost biomasy i kumulacj¢ lipidow w
heterotroficznej hodowli Schizochytrium limacinum na bazie gliceryny technicznej” spetnia
wymagania formalne w odniesieniu do prac doktorskich, odpowiada wymogom Ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14

marca 2003 (Dz.Ustaw nr 65 poz, 595 wraz z pdzniejszymi zmianami).



Zwracam sie, zatem do Rady Wydziatu Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie 0 przyjecie rozprawy doktorskiej oraz dopuszczenie Pana mgr inz.
Szymona Talbierza do dalszych etapéw postepowania przewidzianego w przewodzie

doktorskim.



