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pracy doktorskiej mgr inz. Doroty Anny Samul pt. ,» Wykorzystanie bakterii
syntroficznych do eliminacji zanieczyszczen w brzeczkach pofermentacyjnych, w
mikrobiologicznej produkcji 1,3-propandiolu” wykonanej w Katedrze Biotechnologii i
Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem prof.

dr hab. Wlodzimierza Grajka

W procesie biotechnologicznym mozna wyr6zni¢ trzy podstawowe etapy tj.
przygotowanie materiatu biologicznego 1 substratow tzw. upstream processing,
przeprowadzenie wlasciwego procesu hodowlanego ( bioreaktor) lub biotransformacji oraz
oddzielenie biomasy od filtratu pohodowlanego i oczyszczenie bioproduktow, — tzw.
downstream processing. W ostatnim dziesigcioleciu nastgpil duzy postep zaréwno w
przygotowaniu materialu biologicznego, W szczegdlnosci zwigzany z postgpem w inzynierii
genetycznej, inzynierii metabolicznej oraz w obszarze inzynierii bioreaktorowej. Natomiast
nieco wolniejszy postep obserwuje¢ si¢ w zakresie wydzielania i oczyszczania bioproduktow.
Ta problematyka zajela si¢ Doktorantka opracowujgc biotechnologiczny proces
otrzymywania 1,3-propandiolu, z wykorzystaniem jako zrédio wegla odpadowy glicerol
pochodzacy z produkcji biodiesla. Z uwagi na stosunkowo duze zanieczyszczenie odpadowej
gliceryny, majace istotny wplyw na przebieg wytwarzania 1,3- propandiolu przez wybrane
bakterie, podjeto proby usunigcia czesci zanieczyszczen. Ponadto, podj¢to prace nad
mikrobiologicznym oczyszczaniem plynu pofermentacyjnego, jako jednego z etapow
oczyszczenia bioproduktu. Prace te, nalezy uzna¢ za w pelni uzasadnione i wartosciowe

celem opracowania optymalnej technologii 1,3-propoandiolu.




Rozprawa doktorska w formie maszynopisu zoétala przedstawiona na 123 stronach, z
klasycznym uktadem tresci. Przeglad pismiennictwa poprzedzony streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim, sklada si¢ z siedmiu podrozdziatow. W pierwszej czgsci Doktorantka
skrotowo opisuje metody produkcji biodiesla, dokonuje jego charakterystyki, a w
szezegdlnosci wystepujacych zanieczyszezen i metod ich usuwania. Nawigzuje rowniez do
wplywu zanieczyszczen na wzrost bakterii i zdolno$ci wykorzystywania glicerolu jako zrodta
wegla i energii. W dalszej czesci charakteryzuje wilasciwosci 1,3-propandiolu oraz omawia
jego chemiczng i biotechnologiczng produkcje. Kolejne trzy podrozdzialy sa po$wigcone
oczyszczaniu filtratéw pohodowlanych zawierajacych 1,3-propondiol. Omawiane sa gtownie
metody biologiczne, w tym syntropia mikroorganizméw i wykorzystanie mikroorganizmow
fermentacji metanowej do usuwania kwasow organicznych wystepujacych w brzeczkach po
fermentacji glicerolu do 1,3-propandiolu. Przeglad pismiennictwa zostal oparty o liczne
publikacje, gléwnie anglojezyczne, dotyczace tematyki zawartej w eksperymentalnej czgsci
pracy. Dobér tresci do poszczegdlnych podrozdzialéw byl whasciwy. W opinii Recenzenta
nalezalo jeden z podrozdzialéw poswieci¢ wykorzystaniu inzynierii metabolicznej 1
genetycznej do eliminowania produktow ubocznych na drodze nokautowania genow
okreslonych szlakéw metabolicznych i tym samym eliminowania czesci produktow

ubocznych fermentacji.

W rozdziale ,,Materiat i metody badan” Doktorantka scharakteryzowala uzyte w pracy
materialy i mikroorganizmy. W badaniach wykorzystata zar6wno izolaty wlasne, jak i
pochodzace z kolekcji szezepow DSMZ. Do identyfikacji wyizolowanych pojedynczych
szczepbéw bakteryjnych wykorzystano analize sekwencji nukleotydowych genu 16S rRNA, a
nastepnie dokonano  analizy filogenetycznej. Hodowle mikroorganizméw prowadzono w
kolbach Erlenmeyera lub bioreaktorach. Dobér metod badawczych byt prawidlowy, a opisy
poszczegdlnych eksperymentéw przedstawiono w sposéb przejrzysty, pozwalajacy na ich
odtworzenie w innych laboratoriach. Do analizy produktow fermentacji wykorzystano
wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa, chromatografi¢ gazowa sprzgzong z spektrometria
masowa oraz atomowa spektrometri¢ absorpcyjna. W wybranym cyklu eksperymentow
analizy zmiennych niezaleznych dokonano wykorzystujac sztuczne sieci neuronowe. Dobor

metod analitycznych nie budzi zastrzezen.

W rozdziale zatytulowanym ,,Wyniki” Autorka w dwoch podrozdziatach
zaprezentowata wyniki badan i ich oméwienie. Uklad i sekwencja nastepujacych po sobie

eksperyment6w jest logiczna i dobrze przemyslana. Wyniki badan zostaly zaprezentowane w
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12 tabelach i na 8 rysunkach. W pierwszym podrozdziale Doktorantka przedstawita wynik
badan dotyczace oczyszczania odpadowej gliceryny. Na wstepnie przedstawiono wyniki
analiz sktadu chemicznego gliceryn pochodzacych z trzech rafinerii. Wskazuja one na duze
zréznicowanie w skladzie poszczegdlnych gliceryn surowych, w szczegélnosci dotyczy to
stezef jonéw metali, a takze estréw dlugotancuchowych kwaséw organicznych. Szkoda, ze
Doktorantka nie oznaczyla wartosci pH tych gliceryn oraz stgzen jonéw hydroksylowych. Jest
to o tyle istotne, ze gtéwnym kationem w glicerynie byt jon sodowy, np. w jednej z gliceryn
jego stezenie wynosito 115 g/L, podczas gdy gldéwnym oznaczonym anionem byl jon
chlorkowy w stezeniu 35 g/L. Nalezaloby zapytac jakie byly inne aniony, gdyz na 1 mol Na+
(23 g/L) przypada 1 mol Cl- (35,5 g/L) w chlorku sodowym.

W dalszej czesci badan Doktorantka podjeta prace nad oczyszezaniem odpadowe;j
gliceryny metodami fizykochemicznymi poprzez dekantacje frakcji tluszczowej, adsorpcje
zanieczyszczen na weglu oraz ekstrakcje zanieczyszczen niepolarnymi rozpuszczalnikami.
Skuteczno$¢ tych metod oceniala poprzez testy fermentacyjne z wykorzystaniem Clostridium
butyricum DO14 transformujacego  glicerol do 1,3—propandiolu. Najlepsze efekty
oczyszczenia uzyskano stosujac dekantacje frakcji tluszczowej oraz adsorpcje na weglu
aktywnym. Ponadto wykazano, ze w wyniku wstepnego oczyszczenia odpadowej gliceryny
wzrastata wydajno$é produkcji 1,3-propandolu, a malalo stgzenie produktow ubocznych.
Konieczno$é¢ oczyszczania odpadowego glicerolu pokazujg kolejne wyniki badan, w ktérych
badano wplyw wybranych zanieczyszczen na 50% obnizenie produkcji 1,3-propandiolu.
Negatywny wplyw chlorkow sodowego i potasowego oraz siarczanu potasowego moze
wynikaé z obnizenia aktywnosci wodnej podloza fermentacyjnego, a nie ich toksycznosci. Z
kolei, pozornie silniejsze hamowanie fermentacji obecnoscia chlorkow niz siarczanow,
moze wynika¢ z duzo wigkszej masy czasteczkowej tych ostatnich. Nalezy pamigtac, ze
aktywno$é wodna zwiazana jest z preznoscig pary wodnej nad roztworem, a ta zalezy od

masy molowe;j soli.

W koncowej czesci podrozdzialu za pomocg sieci neuronowych wyprowadzono wzory,
ktory pozwalaja przewidywaé stezenia 1,3-propandiolu w ptynie pohodowlanym zaleznosci
od stezenia zanieczyszczefi obecnych w odpadowej glicerynie. W podsumowaniu nalezy
stwierdzi¢, iz w wyniku przyprowadzonych badan wykazano zaré6wno negatywne skutki
obecnosci zanieczyszczen w glicerolu odpadowym na produkcje 1,3-propandolu, jak tez

pokazano mozliwosci tagodzenia negatywnych efektow ich obecnosci w podiozu

fermentacyjnym.



W drugim podrozdziale Doktorantka podjeta problematyke dotyczaca oczyszczania
brzeczki pofermentacyjnej z wykorzystaniem drobnoustrojéow. W badaniach wykorzystano
trzy szczepy pochodzace z kolekcji szczepéw DSMZ, pig¢ izolatow pochodzacych z osadow
czynnych pozyskanych po fermentacji metanowej oraz trzech konsorcji wyizolowanych z
fermentacji metanowej. Pozyskiwanie mikroorganizméw do w/w celu z fermentacji
metanowej nalezy uzna¢ za w pelni uzasadnione, majac na uwadze rodzaj substratow
utylizowanych w tej fermentacji. Najlepsze wyniki dotyczace stopnia oczyszczania brzeczki
fermentacyjnej uzyskano po uzyciu konsorcjow mikroorganizméw. Po 10 dniach hodowli z
brzeczki usunicto w calosci resztki glicerolu, kwasy; bursztynowy, mlekowy i mrowkowy,
natomiast pozostaly znaczne ilosci kwasu mastowego i octowego, zas 1,3-propandiol nie byl

utylizowany.

W celu okreslenia rodzaju i gatunkéw mikroorganizméw wystgpujacych w badanych
konsorcjach wykonano identyfikacj¢ taksonomiczng szczepéw poprzez analize PCR-DGGE,
ktéra jednak nie pozwolita na identyfikacje skladu gatunkowego. Dlatego tez,
przeprowadzono identyfikacje bakterii do gatunkéw z wykorzystaniem analizy sekwencji
16S rRNA. Stwierdzono obecno$é 16 gatunkéw, przy czym pi¢¢ z nich bylo wspolne dla
dwoch konsorcji. W kolejnych eksperymentach z konsorcjéw wyosobniono pojedyncze
izolaty, a nastepnie badano ich zdolnosci do utylizacji zanieczyszczen wystepujacych w
ptynach pofermentacyjnych po hodowli Clostridium butyricum DO14. Najlepszy izolat nr D7
hodowany w warunkach tlenowych wykorzystywal metabolity uboczne z wyjatkiem kwasu
mastowego, przy wysokiej selektywnosci w stosunku do 1,3-propandiolu wynoszacej 89%. W
wyniku analizy filogenetycznej stwierdzono, Ze badany izolat jest blisko spokrewniony z

Citrobacter freundii LMG 3246 i dlatego okreslono go jako Citrobacter freundii D7.

Koficowym etapem badan byla hodowla Clostridium butyricum DO14 na podlozu z
odpadowym glicerolem w 5,0 litrowym bioreaktorze, a nastepnie hodowla Citrobacter
freundii D7 celem oczyszczenia brzeczki z produktéow ubocznych pierwszego etapu
fermentacji. W wyniku 10-dniowego drugiego etapu fermentacji w ptynie fermentacyjnym
pozostat 1,3-propandiol, kwas mlekowy i dodatkowo pojawil si¢ kwas fumarowy, a
selektywnos¢ konwersji gliceryny odpadowej do 1,3-propadniolu zwiekszyla si¢ z 61 % do

85%, co nalezy uznaé za znaczacy sukces koncowy prowadzonych badan .

Dyskusja wynikéw badan zostala przeprowadzona w sposob dojrzaly i1 rzeczowy.

Autorka nawiazuje w niej do wynikéw podobnych prac prowadzonych przez innych badaczy.



Dyskusja jest dos$¢ szczegdlowa i obszerna, a Autorka dyskutujac wyniki wiasnych
eksperymentéw pokusila si¢ o ich poglebiong interpretacje. Whnioski wynikajgce z badan
znajduja uzasadnienie w wynikach prac eksperymentalnych. Wskazujg one, ze w wyniku
realizacji badan dokonano znaczacego postgpu zar6wno W przygotowaniu odpadowe;j
gliceryny do procesu fermentacji, jak i pozyskano mikroorganizmy zdolne do efektywnego
usuwania zanieczyszczen metabolicznych po procesie fermentacji glicerolu do 1,3-

propandiolu przez Clostridium butyricum DO14.

W mojej opinii przedstawiona do recenzji praca jest interesujacym, warto$ciowym
studium nad opracowaniem technologii usuwania zanieczyszczen z odpadowej gliceryny, jak
i po procesie 1,3-propanolowe;j fermentacji. Na podkreslenie zastuguje dojrzatosc badawcza
Doktorantki, a w szczegolnosci Jej dobre i wszechstronne przygotowanie warsztatowe. W
pracy zamieszczono wartociowy i dobrze opisany material faktograficzny. Zwraca uwage

poprawnos¢ formulowania mysli, bardzo dobra stylistyka j¢zykowa oraz poprawna grafika
pracy.

Biorac pod uwage warto$¢ aplikacyjng pracy, ktérg oceniam wysoko, zawarte w niej
elementy nowosci o charakterze aplikacyjnym, dobrze wywazony zakres przeprowadzonych
eksperymentéw badawczych, bardzo dobre przygotowanie warsztatowe Doktorantki
stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Doroty Anny Samul w
pelni odpowiada wymaganiom stawianym rozprawom na stopieni naukowy doktora w

dyscyplinie ,,biotechnologia” i wnoszg o dopuszczenie jej do publicznej obrony.




