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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Doroty Anny Samul pt. :
» Wykorzystanie bakterii syntroficznych do eliminacji zanieczyszczen w brzeczkach
pofermentacyjnych w mikrobiologicznej produkcji 1,3-propanodiolu ”

wykonanej w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnoséci, Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem prof. dr hab. Wtodzimierza Grajka

Dobér i znaczenie tematu

Poszukiwanie tanich i efektywnych metod produkcji 1,3-propanodiolu na drodze
mikrobiologicznej o wysokiej selektywnosci procesu i z uzyciem réznych gatunkéw bakterii jest
nadal atrakcyjnym przedmiotem badan znaczacych osrodkéw naukowych na $wiecie. W
procesach produkcji tego zwigzku stosowano zaréwno dzikie szczepy baterii wyizolowane ze
$rodowiska naturalnego jak réwniez stosowano mikroorganizmy modyfikowane genetycznie
stosujgc rézne systemy hodowlane. Gliceryna z produkcji biodiesla, jako produkt uboczny
otrzymywana w procesie trans-estryfikacji, jest nadal atrakcyjnym surowcem do biosyntezy tego
diolu. Poszukiwanie zastosowan gliceryny odpadowej w procesach biologicznych jest nadal
aktualne i badane. Zastosowanie gliceryny w procesach biosyntezy kwasu cytrynowego,
erytrytolu, ttuszczéw mikrobiologicznych (SCO) i innych produktéw jest najlepszym przyktadem
atrakcyjnosci tego substratu w procesach biotechnologicznych. Zanieczyszczenia zawarte w
glicerynie mogg mie¢ bardzo duzy wptyw na tempo wzrostu bakterii i efektywno$é samego
procesu produkcji 1,3-PD. Zanieczyszczenia chemiczne mogg stymulowaé ilo$ci produktéw
ubocznych tworzacych sie w trakcie produkcji gtéwnego produktu, co powoduje obnizenie sie
selektywno$ci procesu. W tej tematyce badawczej miesci sie przedstawiona do oceny praca
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doktorska mgr inz. Doroty Samul, ktérej celem byta analiza wptywu zanieczyszczen
chemicznych w réznych rodzajach gliceryny na przebieg fermentacji propanodiolowej oraz
opracowanie wydajnej i wysoce selektywnej technologii produkcji 1,3-propanodiolu z glicerolu
przez bakterie Clostridium butyricum DO14 poprzez usunigcie produktéw ubocznych (gtéwnie
kwaséw organicznych) metodami mikrobiologicznymi z uzyciem wyselekcjonowanych innych
gatunkéw bakterii syntroficznych. Podjecie takich badan przez Doktorantke jest w petni
uzasadnione i z pewnos$cig wnosi nowe elementy poznawcze do intensyfikacji produkcji 1,3 PD
na drodze biologicznej.

Ocena formalnej strony pracy

Praca doktorska mgr inz. Doroty Samul przedtozona do recenzji liczy 117 stron wraz z wykazem
literatury obejmujgcym 173 pozyciji literaturowych. Literatura dobrana jest prawidtowo i obejmuje
tematycznie zagadnienia zwigzane z problematykg badawcza, metodyczng oraz wykorzystang
w czesci dyskusyjnej dysertacji. W pozycji 117 i 118 brakuje autoréw, tytutu i roku patentu
(np.117 powinno by¢ - Thomas Haas, Norbert Wiegand, Dietrich Amtz.  Process for the
production of 1,3-propanediol. 1992). W pracy zamieszczono 16 rysunkéw i 24 tabele. Uktad
pracy jest typowy dla tego typu opracowan naukowych i obejmuje wszystkie niezbedne
rozdziaty wedtug kolejnosci przedstawianych zagadnien i zakoriczony jest zatgcznikiem, gdzie
zamieszczono dane doswiadczalne, na podstawie ktérych powstata sie¢ neuronowa. W pracy
zamieszczona jest takze specjalna strona informujgca, ze wyniki badan byty wykonane i
finansowane w ramach projektu badawczego POIG nt. ,,Biotechnologiczna konwersja glicerolu

do polioli i kwaséw dikarboksylowych”.

Ocena merytoryczna pracy

W kolejnych czesciach obszernego przegladu literaturowego, obejmujgcego 25 stron
maszynopisu, Autorka porusza najwazniejsze zagadnienia zwigzane z produkcja 1,3- PD
z glicerolu na drodze biologicznej. Niejednokrotnie sg to bardzo szczegoétowe informacje
przedstawione na podstawie najnowszej literatury fachowej. W pierwszej kolejnosci zostaty
przedstawione zagadnienia zwigzane z produkcjg biopaliw, gtownie biodiesla, gdzie w procesie
technologicznym powstaje gliceryna odpadowa o réznym stopniu czysto$ci. Ze wzgledu na
swoje atrakcyjne wtasciwosci moze by¢ zagospodarowana w procesach biotechnologicznych
jako atrakcyjne zrédto wegla réwniez do produkcji 1,3-PD przez bakterie Clostridium butyricum.
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W zaleznosci od stopnia oczyszczenia, udziat gliceryny w produkcie moze by¢ od 40 do 99%.
W glicerynie obecne mogg by¢ takze inne zwigzki chemiczne takie jak metanol, wolne kwasy
ttuszczowe, mydta, MONG, sole sodowe i inne. Wedtug licznych doniesien literaturowych
obecnos$¢ tych zwigzkéw w glicerynie ma wplyw na przebieg proceséw biochemicznych,
oddziatywanie na metabolizm i fizjologie komérki oraz uzyskiwanie nizszych stezen
metabolitéw. Opracowanie metody oczyszczania gliceryny i wptyw zanieczyszczen obecnych w
glicerynie na proces fermentacji propanodiolowej zostat pojety w niniejszej pracy przez
Doktorantke.

Zostaly przedstawione takze zagadnienia zwigzane z pozyskiwaniem 1,3-propanodiolu,
zarébwno na drodze chemicznej jak i biologicznej. Profesjonalnie zostaty takze omoéwione
zagadnienia biologiczne obejmujgce najwazniejsze mikroorganizmy wykorzystywane w takim
procesie takie jak Citrobacter freundii, Clostridium butiricum, Klebsiella pneumoniae czy
Clostridium pasterianum, szlaki metaboliczne, w ktérych nastepuje biokonwersja glicerolu do
1,3-PD oraz produkty uboczne tworzone w czasie procesu. Duzo miejsca Autorka poswiecita
omoéwieniu metod oczyszczania brzeczek pofermentacyjnych zawierajagcych 1,3-PD, w tym
szczegolnie metod biologicznych, w ktérych mozna wykorzystaé potencjat syntroficzny izolatow
bakterii pozyskiwanych z fermentacji metanowej. Istotg takiego podej$cia jest catkowite
usuniecie produktéw ubocznych (gtéwnie kwasdéw organicznych) przy jednoczesnym
pozostawieniu 1,3-PD. Wedtug Autorki, $rodowisko fermentacji metanowej moze by¢
atrakcyjnym zrodtem pozyskiwania cennych izolatéw bakterii, zdolnych do utylizacji kwasow
organicznych. Mikroorganizmy te sg naturalnie zaadoptowane do Srodowiska zawierajgcego te
zwigzki chemiczne. Z tego powodu szczepy bakterii zostaty wyizolowane z tego Srodowiska i
zostaty przebadane w kierunku utylizacji kwaséw organicznych w niniejszej pracy doktorskie;.

Na podstawie przegladu literatury Autorka sprecyzowata hipoteze badawczg i cel swojej
pracy doktorskiej, ktéry zaktada, ze usuniecie zanieczyszczen z gliceryny odpadowej powinno
zwiekszy¢ wydajno$é procesu produkcji 1,3-PD, a usuniecie produktéw ubocznych z udziatem
bakterii wyizolowanych ze srodowiska fermentacji metanowej, gdzie stosowano specyficzng
biomase tj. kiszonki kukurydziane lub fermentowane warzywa, zwiekszy selektywnos¢ procesu,
co ma utatwi¢ w dalszej kolejnosci proces oczyszczania metabolitu gtéwnego czyli 1,3-PD.

Rozdziat ,,Materiaty i metody” zawiera informacje dotyczace zakresu zaplanowanych
przez Doktorantke badan. Opisano szczegétowo:



CRERUAf &
/ )
B D
&/ z
e -
> £

s N Wa‘} ;—,:: .

Hrrs S

—

| UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
| WE WROCEAWIU

KATEDRA BIOTECHNOLOGII I MIKROBIOLOGII ZY WNOSCI

sktad podtozy mikrobiologicznych stosowanych w poszczegdinych eksperymentach pracy oraz
listy uzytych w badaniach odczynnikéw i zrédto ich pochodzenia,
przedstawiono metody oceny sktadu chemicznego uzytych w badaniach surowcéw, w tym 3
rodzajow gliceryny odpadowej i modelowej brzeczki pofermentacyjnej,
zamieszczono takze opisy metod oczyszczania gliceryny odpadowej metodami
fizykochemicznymi ,
w pracy zawarte sg niezbedne informacje dotyczgce eksperymentéw majacych na celu ocene
zanieczyszczen obecnych w glicerynie na przebieg procesu produkcji 1,3-PD, gdzie
wykorzystano jednokierunkowg sie¢ neuronowg do interpretacji interakcji zachodzacych
pomiedzy 6 badanymi czynnikami,
opisane s3 takze prawidtowo metody izolacji i identyfikacji bakterii ze Srodowiska fermentacji
metanowej oraz wyboér szczepdw uzdolnionych do utylizacji poszczegdélnych kwasow
organicznych,
autorka opisata takze w sposéb zrozumiaty idee metody oczyszczania brzeczki przy uzyciu
wyizolowanych bakterii Citrobacter freudii D7 w hodowli dwuetapowe;.

W mojej ocenie wszystkie informacje metodyczne zostaty zawarte w niniejszym rozdziale i
od strony merytorycznej sg opisane prawidtowo.

W czesci Wyniki nastepujgce po sobie eksperymenty sg omoéwione logicznie. W
pierwszej kolejnosci Autorka ocenita sktad chemiczny 3 badanych réznych rodzajéw gliceryn
odpadowych. Wykorzystywane w badaniach gliceryny réznity sie znacznie zawartoscig
metanolu, chlorkéw, estrow metylowych kwaséw ttuszczowych i zawartoscig sodu. Wszystkie
zawieraty podobne ilosci glicerolu 80-84 %. W kolejnych etapach pracy zostaty przebadane
rézne metody oczyszczania gliceryny odpadowej, celem usuniecia zanieczyszczen ( 5 metod),
a nastepnie poréwnano wskazniki technologiczne procesu produkcji 1,3-PD na oczyszczonej
glicerynie z udziatem szczepu C. butyricum DO14. Jako proba kontrolna byta stosowana
gliceryna o czystosci technicznej i gliceryna odpadowa nie oczyszczona celem poréwnania
selektywnosci poszczegélnych proceséw. Uzyskane wyniki wykazaty i potwierdzity hipoteze
badawczg Doktorantki, ze obecno$¢ niektérych zanieczyszczen wptywa na ilos¢ produktéw
ubocznych. We wszystkich wariantach hodowli, gdzie stosowano oczyszczanie nie byt
produkowany kwas bursztynowy. Pomimo, ze ilo§¢ kwasu mrowkowego zwiekszyto sie nawet
3-krotnie to jego stezenie byto nadal niskie i nie przekraczato 0,8 g/L. Generalnie oczyszczanie
gliceryny odpadowej nie miato wptywu na wzrost zawartosci 1,3-PD, ktérego ilosci wynosity od
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12,5 do 12,6 g/L. Tylko w przypadku stosowania wegla aktywnego stezenie tego metabolitu
byto nizsze i wynosito 10,2 g/L. Generalnie we wszystkich przypadkach uzyskano niewielki
wzrost selektywnosci procesu produkcji 1,3-PD. W interpretaciji kolejnych uzyskanych wynikéw
Autorka trafnie ocenita, Zze obecno$¢ estrow metylowych kwaséw tluszczowych miato
zasadniczy wptyw na produkcje 1,3-PD. A metoda dekantacji frakcji tluszczowej jest jedyng
uzasadniong metodg oczyszczania gliceryny odpadowej od strony ekonomicznej i ekologiczne;.

W kolejnej czesci badan eksperymentalnych Doktorantka okreslita wptyw stezenia 6
wybranych zanieczyszczen na ilo§¢ wyprodukowanego 1,3-PD. Kazdy pojedynczy czynnik
hamowat produkcje tego metabolitu stabiej niz w potgczeniu z innym. Przeprowadzona duza
ilos§¢ eksperymentéw pokazata, ze przekroczenie granicy ilosci réznych zanieczyszczen
powoduje zahamowanie procesu produkcji 1,3-PD. Ponadto, uzyskanie wielu danych
eksperymentalnych postuzyto doktorantce do stworzenia jednowarstwowej sieci neuronowej,
ktéra pozwala przewidzie¢ stezenie 1,3-PD w zaleznosci od ilosci 6 wybranych zanieczyszczen.
Otrzymanie odpowiedniej formuty matematycznej do oszacowania iloéci uzyskania 1,3-PD jest
warto$ciowym osiggnieciem w tej czesci pracy doktorskiej dr inz. Doroty Samul.

Bardzo ciekawym elementem w niniejszej pracy jest cykl badan dotyczgcych selekciji
mikroorganizméw zdolnych do usuwania kwaséw organicznych z brzeczki fermentacyjnej,
celem zwigkszenia selektywnosci procesu produkcji 1,3-PD. W badaniach byty wykorzystywane
szczepy referencyjne z kolekcji, pojedyncze izolaty i konsorcja wyizolowane ze $rodowiska
fermentacji metanowej. Tylko zastosowane konsorcja mikroorganizméw pozwolity zmniejszy¢
ilosci kwaséw organicznych w brzeczce i zwigkszy¢ selektywnos$¢ procesu z 61 do 82-93%. Aby
osiggnac¢ taki rezultat proces degradacji produktéw ubocznych musiat byé prowadzony okoto 10
dni. W brzeczce byt jednak nadal obecny kwas mastowy w ilosci od 1,3 do 2,5 g/L w zaleznosci
od sposobu prowadzenia procesu (tlenowy Iub beztlenowy). Préba wykorzystania
zaadaptowanych komoérek do warunkéw takiego $rodowiska réwniez nie skrocita czasu
procesu. Kolejnym krokiem byta identyfikacja dominujgcych bakterii w poszczegdinych
konsorcjach i ich identyfikacja poprzez analize PCR-DGGE i analize sekwencji kodujgcej
16s rRNA. Wyizolowane mikroorganizmy poddano nastepnie testom hodowlanym w celu oceny
ich zdolnosci metabolicznych. Badania te wymagaty od Doktorantki duzego naktadu pracy i
umiejetnosci metodycznych. Dla wiekszosci pozyskanych szczepdédw proces w warunkach
tlenowych byt mniej skuteczny w poréwnaniu do procesu beztlenowego. Jedynie izolat D7 w
warunkach tlenowych utylizowat wiekszo$¢ kwaséw organicznych oprécz kwasu mastowego, co
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pozwalato uzyska¢ wysokag selektywnosc procesu 89%. lzolat ten w wyniku analiz zostat
zidentyfikowany jako Citrobacter freundii D7. lzolat ten zostat wykorzystany w ostatnim cyklu
badan tj. w dwuetapowej hodowli w reaktorze 5-litrowym, gdzie w pierwszym etapie
pozyskiwano gtéwny metabolit tj. 1,3-PD z udziatem C. butyricum DO14, a nastepnie
wprowadzano do reaktora namnozong kulture bakterii C. freundii D7. Hodowla w wigkszej skali
potwierdzita wczesniejsze badania z hodowli kolbkowych, ze proces jest diugotrwaty i nie
pozwala usung¢ tg metodg wszystkich produktéw ubocznych. W 240 godzinnej hodowli
pozostawato jeszcze okoto 3 g/L kwasu mastowego i dodatkowo tworzyto sie 2,5 g/L kwasu
fumarowego. Szkoda, ze Doktorantka nie rozbudowata tej cze$ci badann w kolejnych
eksperymentach w bioreaktorze. Odnosnie tego eksperymentu mam 2 pytania do Doktorantki.
Czy jednoczesne rozpoczecie hodowli z bakteriami C. butyricum DO14 i C. freundii D7 byto by
dobrym rozwigzaniem technologicznym skracajgcym czas usuwania produktéw ubocznych,
oraz czy inne grupy mikroorganizméw np. drozdze mozna by wykorzysta¢ do usuwania
produktéw ubocznych po zakonczeniu procesu produkgiji 1,3-PD ?

Wysoki poziom przedstawia 20 stronicowy rozdziat Dyskusja. Autorka bardzo dojrzale
przedyskutowata wyniki uzyskane w swojej pracy z wynikami innych autoréw. Pokazata na
podstawie szeregu doniesien literaturowych dotyczgcych produkcji 1,3-PD, ze glicerol
odpadowy pochodzacy z réznych zrédet ma znaczacy wplyw na produkcje tego metabolitu
przez rézne rodzaje i gatunki bakterii beztlenowych. Szeroko zostaty przedyskutowane aspekty
wstepnego oczyszczania gliceryny z zanieczyszczen i ich roli na metabolizm réznych
mikroorganizméw. Bardzo wazny aspekt niniejszej pracy to proba zwiekszenia selektywnosci
procesu produkcji 1,3-PD poprzez wykorzystanie mikrobiologicznej metody usuniecia
produktéw ubocznych z brzeczki fermentacyjnej z uzyciem bakterii syntroficznych. Zostaty
wnikliwie przedyskutowane rézne aspekty zastosowania mikroorganizméw do utylizacji
produktéw ubocznych, w tym bardzo interesujacego sposobu z zastosowaniem dwdéch
mikroorganizméw skojarzonych od poczatku procesu biosyntezy 1,3-PD. Tg cze$¢ dysertacji
oceniam bardzo wysoko.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autorka sformutowata 6 wnioskéw, ktére
podsumowujg najwazniejsze etapy badan i najwazniejsze wyniki uzyskane w niniejszej pracy.
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Whiosek koncowy

Podsumowujac analize recenzowanej pracy, stwierdzam, ze praca doktorska
mgr inz. Doroty Samul zawiera ciekawe wyniki dotyczgace wykorzystania wyizolowanych
bakterii beztlenowych C. freundii D7 do usuwania produktéw ubocznych z brzeczek
pofermentacyjnych tworzacych sie w czasie produkcji 1,3-PD. Autorka w sposob prawidtowy
dobrata i przeprowadzita eksperymenty doswiadczenia, w tym uzyte metody analityczne i
osiggneta zamierzony cel swojej pracy. Oceniajgc w catosci przedstawiong prace mgr inz.
Doroty Samul nalezy stwierdzi¢, ze zostata ona wykonana prawidiowo pod wzgledem
merytorycznym i zawiera dane majgce duzg warto§¢ poznawcza, a takze aplikacyjna.
Doktorantka wykazata dojrzato$¢ badawczg potwierdzong przede wszystkim w przygotowaniu
trudnego warsztatu badawczego, jakim sg procesy z wykorzystaniem zaréwno
specjalistycznych metod mikrobiologicznych i chemicznych. Niektére moje uwagi zamieszczone
W recenzji mogg by¢ dyskusyjne i nie umniejszajg wartosci niniejszej pracy.

W mojej ocenie praca doktorska mgr inz. Doroty Samul odpowiada wymaganiom
stawianym pracom doktorskim i wnioskuje o dopuszczenie Jej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego i publicznej obrony.
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