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Obecnie wielkie nadzieje wigze si¢ z zastosowaniem drobnoustrojow, dotychczas

stosowanych gtownie do produkcji zywnosci i komponentéw uzywanych do Zzywnosci,
réwniez w procesach biokonwersji surowcdéw ubocznych i odpadowych.
W procesie produkeji biodiesla odpadem poprodukcyjnym jest glicerol, ktéry przy
opracowaniu odpowiednich biotechnologicznych metod jego konwersji moze by¢ zrodiem
cennych produktow, obnizajac koszty produkcji biodiesla. Jednoczesnie podczas
przetwarzania biotechnologicznego minimalizuje si¢ zagrozenie ekologiczne — Sciekowe.
Jednoczesénie do produkcji biomasy z glicerolu niezbedne jest dostarczanie do biosyntezy
biomasy mikrobiologicznej zZrodia przyswajalnego azotu. W recenzowane] pracy
przedstawiono bardzo ciekawy i1 pomysl, polegajacy na zastosowaniu obu przemystowych
produktéw ubocznych jako podloza do produkcji biomasy drozdzowej z jednoczesng
perspektywa obnizenia ich szkodliwos$ci dla sSrodowiska.

W ostatnich latach produkcja biodiesla w zwigkszata sig, stad pojawit si¢ problem
zagospodarowania produktu ubocznego z tego procesu produkcji - glicerolu. Wzrost
produkcji biodiesla w Europie mozna zaobserwowaé corocznie od 2010 roku. Réwniez
produkcja w Polsce w tych latach po 2010 roku si¢ podwoita. Co prawda wydaje sie, ze taka
tendencja nie utrzyma si¢ dlugo i mozemy sie spodziewaé obnizenia wielkosci produkcji i
wzrostu cen roéwniez glicerolu odpadowego, jednak proces ten moze by¢ dlugofalowy.
Natomiast ziemniaczana woda sokowa otrzymywana w procesie produkcji skrobi z
ziemniakow jest produkowana corocznie w podobnych ilosciach i stanowi duzy problem
ekologiczny dla wytwoérni krochmalu. Jest to z punktu widzenia Scieku (nawet po
powszechnie stosowanym w polskich zaktadach ziemniaczanych procesie oddzielania biatka
metoda termiczno-kwasowa) bardzo wysoko obcigzony i trudny do biodegradacji produkt.
Problemem jest to, ze jego produkcja jest kampanijna i wystepuje tylko przez kilka miesiecy

w roku.
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Pani mgr Anna Kot w swojej pracy doktorskiej podjeta si¢ zadania wyboru szczepow
drodzy z rodzaju Rhodotorula i oceny wptywu roéznych parametréw podloza i hodowli na
mozliwosci skojarzonego zastosowania glicerolu odpadowego i ziemniaczanej, odbialczone;j
wody sokowej, do biosyntezy biomasy w kierunku otrzymywania produktu o znaczacej
zawartosci biatka, thuszczu i karotenoidow. Wysokie koszty mikrobiologicznej biosyntezy
lipidow i karotenoidow przez drozdze ograniczajg perspektywy tych technologii w uzyciu w
produkcji przemystowej. Jednak zastosowanie tanich zrodet wegla i1 azotu do biosyntezy
moze takie wykorzystanie urealni¢. Uwazam, ze idea ta jest bardzo ciekawa 1
perspektywiczna i bardzo dobrze wpisuje si¢ w potrzeby gospodarki polskiej i europejskie;j.
Szczegolnie bliskie, s3 mi osobiscie, zagadnienia dotyczace ekologii i ochrony srodowiska
zwigzane z przemystowa produkcja zywnosci. Zaklady przemystu spozywczego generuja
produkty uboczne i Scieki o wysokim stopniu obcigzenia dla srodowiska 1 prace zmierzajace
do rozsadnego ekonomicznie, obniZenia ryzyka niewlasciwego oddzialywania zakladow
przemystowych tego sektora na srodowisko maja, w moim przekonaniu, powazne znaczenie.

Dla mnie jako badacza, ktory w ramach grantu europejskiego (V-ty program Ramowy
UE) pracowal nad wysokotemperaturowa biologiczna biodegradacja sciekéw z przemystu
ziemniaczanego, a takze nad biosynteza biatka grzybowego na bazie wody sokowej, bardzo
wazng jest opracowana 1 badana przez zespoét prof. dr hab. Blazejaka, koncepcja
wykorzystania odpadowej ziemniaczanej wody sokowej jako zrédla azotu i w ograniczonym
zakresie wegla, w biosyntezie szeregu sktadnikow zywnosci (glukany, lipidy, selenobiatka) na
drodze wykorzystania drozdzy 1 glicerolu. W ten nurt badan wpisuje si¢ niniejsza praca
doktorska

Celem pracy pt. ,,Biosynteza tluszczu oraz karotenoidéw przez drozdze z rodzaju
Rhodotorula w podtozach z ziemniaczana woda sokowa” bylo opracowanie efektywne;j
metody produkcji biomasy drozdzowe] o znaczacej zawartosci lipidow 1 karotenoidow. Cel
ten realizowany byt w pieciu etapach dobrze przemyslanych i konsekwentnie realizowanych.
Dla recenzenta dodatkowym atutem tej pracy bylo podzielenie przez autorke opisu i dyskusji
wynikéw na pie¢ wyraznie oddzielonych czesei, kompatybilnych z pigcioma zaplanowanymi
etapami pracy, w dodatku podsumowanych konkluzjami z poszczegdlnych etapow, co
znaczaco utatwito sledzenie bardzo bogatej dokumentacji

W ramach niniejszej pracy wykazano, w pierwszym etapie badan, w ciekawych
mikrofermentacjach prowadzonych na aparacie Bioscreen C, ze istnieje mozliwosé
wykorzystania przez zastosowane drozdze z rodzaju Rhodotorula glicerolu odpadowego i

odbiatczonej ziemniaczanej wody sokowej dla uzyskania dobrego wzrostu mikroorganizmow.
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Najwickszy plon biomasy (R.glutinis, R.mucilaginosa) siggnal w nastepnych etapach badan,
30 g s.s przy zastosowaniu 5 1 10% dodatku glicerolu.

Natomiast najwyzszy stopien redukcji wskaznika ChZT (ok 80%) otrzymano w hodowlach
wykorzystujacych 3% dodatku glicerolu. Badane drozdze wytwarzaly wewnatrzkomdrkowe
tluszcze ale ich poziom nie osiggnal oczekiwanych przez autorke 20% zawartosci w s.s
biomasy. Nastepowata rowniez synteza karotenoidow jednak nie przekroczyla poziomu 230
mikrogramow w 1 g s.s. biomasy. Stosujac dos¢ arbitralnie wybrane warunki stresowe w
hodowlach prowadzonych z uzyciem kolb wstrzasanych, stwierdzono, ze obnizenie
temperatury do 20°C moze intensyfikowa¢ proces biosyntezy lipidow i karotenoidow. W
ostatnim etapie prowadzono biosynteze drozdzy w bioreaktorze laboratoryjnym stosujac
temperature 20°C. Najwyzszy plon biomasy uzyskano po 72 godzinach hodowli, zawartosc¢
thuszczu byla najwyzsza w trzeciej 1 czwartej dobie procesu, a biosynteza karotenoidow
przebiegata az do 120 godziny jednak procesy degradacji biomasy spowodowaly, ze
najwyzsza warto$¢é objetosciowe] wydajnosci biosyntezy tych zwigzkéw stwierdzono w 96
godzinie hodowli.

Reasumujagc  udowodniono, ze mozliwa jest wydajna biosynteza drozdzy (wybrano
R.gracilis), ktore stanowi¢ mogg zrodlo ttuszczu mikrobiologicznego 1 karotenoidow a
jednoczesnie jest to hodowla ograniczajgca znaczaco szkodliwo$é, uzytych jako sktadnik

podioza, produktow ubocznych przemystow biopaliwowego i krochmalniczego.

Ocena formalnej strony pracy

Praca doktorska pani mgr inz. Anny Kot jest bardzo obszerna i liczy 282 strony, z
czego na wstep 1 przeglad literatury przypada 49 stron, cel pracy, uzasadnienie podjetej
tematyki 1 cze$¢ opisujgca materialy i metody badan obejmuje 27 stron, a cze$¢ zawierajaca
omoéwienie 1 dyskusje oraz podsumowanie wynikoéw wraz z wnioskami jest najobszerniejsza i
zajmuje az 95 stron. Pozostate czesci to: spis literatury, bardzo obszerny aneks zawierajacy
139 tabel oraz wykaz osiggnig¢ doktorantki. Wyniki opisane 1 dyskutowane w czgsci
~Omoéwienie i dyskusja wynikéw™ przedstawiono w 21 tabelach i na 42 rysunkach. Trzeba
podkresli¢ staranno$¢ w doborze 277 pozycji literaturowych i wlasciwej pisowni literatury.
Chcialem podkresli¢ , ze w recenzjach pochwalamy korzystanie z literatury z ostatnich lat, ja
tutaj szczegdlnie cheiatbym podkresli¢ to, ze autorka pracy nie wahata sie cofnaé do starszych

prac (czesto trudniej dostepnych) jesli taka byta potrzeba, 1 poczytam to jako zalete pracy.

-
3



Trzeba rowniez podkresli¢, ze wprowadzenie przez mgr Anng Kot podziatu tak
kompleksowych, bogatych w wyniki i bardzo wnikliwie analizowanych danych w pig¢
etapéw zakonczonych podsumowaniem ulatwilo sprawne poruszanie si¢ w tym ogromie
danych. Taki uklad pracy (wczesniej przeze mnie nie spotykany) spowodowal, ze mimo ze
praca jest tak obszerna, znalaztem ja jako logiczng i przejrzysta, odpowiednia dla opisu prac
empirycznych, co po pierwszym przegladnieciu pracy weale nie wydalo mi si¢ takie
oczywiste.

Zaletami pracy sa bardzo przemyslana i ciekawie napisana czes¢ literaturowa dajaca
dobra podstawe do sformulowania tez pracy, oraz wzorowo przeprowadzona obszerna
dyskusja z wykorzystaniem wielu wlasciwych dla danego zagadnienia pozycji literaturowych.
Jezyk w pracy jest bardzo dobry, zwiezly i komunikatywny co ulatwia znaczaco lekture
catosci tekstu.

Wracajac do czesci literaturowej i dyskusji trzeba stwierdzié, ze wyraznie wskazuje na dobra
znajomo$¢ przez autorke literatury i umiejetnos¢ korzystania z tych informacji w trakcie
dyskusji wynikéw wiasnych badan (réwniez z dodatkowych pozyciji).

Tak jak to jest nieuniknione w tak obszernej pracy skrupulatny recenzent wyszukat kilka
drobnych usterek i niedoskonatosci jezykowych, ktére musi z obowigzku recenzenta
odnotowaé. Dyskusyjne wydaje mi sie uzywanie naprzemiennie nazewnictwa surowiec
odpadowy i produkt uboczny dla zastosowanych w pracy surowcoéw. Mimo nazwy odpadowy
glicerol, ja wole traktowa¢ go jako produkt uboczny, ale mysle, ze nazewnictwo takie wynika
ze stopnia probleméw z zagospodarowaniem tego surowca w danej branzy. Na str 42 (wiersz
7 od dotu) ,.czasteczka glicerolu wynika do komoérek™. Str 55: metodyke opracowano na
podstawie etapéw procesu technologicznego (pewnie zrgczniej bytoby byloby: na podstawie
przebiegu poszczegdlnych etapow procesu technologicznego). Str 96 (w.14 od dotu) powinno
by¢ polega ono na wystapieniu...Str 99 (w 3 od géry) -zwigkszenie pH to skrot myslowy. W
tytule niektorych tabeli (np. tab. 12 pojawita si¢ niezrgczna literowka pomijajaca ,.na” w
zwrocie ,,w przeliczeniu na zwigzki”.

Reasumujac trzeba jednak zdecydowanie podkresli¢, ze praca byta bardzo uwaznie napisana,
a zauwazone usterki byly nieliczne co dalo mocne odczucie dobrego i solidnego

przygotowania edycji pracy.



Ocena merytoryczna pracy

W czesci literaturowej pracy autorka przedstawita charakterystyke drozdzy z rodzaju
Rhodotorula, opisala wazne drobnoustroje olejogenne i mechanizmy biosyntezy lipidow 1
karotenoidéw w komérkach drozdzy, szczegétowo analizujac mechanizmy biochemiczne ich
powstawania. Opisala takze zastosowanie frakeji glicerynowej z produkcji biodiesla 1
ziemniaczanej wody sokowej oraz inne mozliwosci zastosowania tych produktéw ubocznych
w réznych przemystach. Zabraklo mi w tej czesci, analizy wplywu réznych czynnikéw
stresowych na proces biosyntezy lipidow i karotenoidow, dlatego odczutem wybdr dokonany
przez autorke jako do$¢ arbitralny. Prosze o wyjasnienie przyczyn dokonanego wyboru
czynnikow stresowych.

Zatozony cel pracy i sposéb jego realizacji przedstawitem do§¢ szczegdtowo w czegsel
wstepnej, dlatego ograniczg sie tylko do stwierdzenia, ze cel zostal sformutowany prawidlowo
a zakres prac logicznie zaplanowany.

Rozdzial: . Materialy i metody badan™ jest dobrze i szczegolowo opracowany. a
dobrane metody wlasciwe i wielu wypadkach, nowoczesne. Nie mam uwag co do
zastosowanych metod. Pewien niedosyt czuje¢ W kwestii optymalizacji hodowli
bioreaktorowych, ale ogrom pracy skiadajacy si¢ na t¢ pracg i jej kompleksowos¢, nie
pozwala mi na poczytanie tego za blad, raczej rozpatrywal bym ten aspekt w kwestii
indywidualnych wyboréw : co dla mnie jest najwazniejsze, najciekawsze itp.

Chciatbym podzieli¢ si¢ moim odczuciem, ze praca ma wyjatkowo solidny charakter.
Liczba i zakres przeprowadzonych hodowli i ich ocena analityczna jest imponujaca. Jednak
najbardziej ujat mnie bardzo szczegotowy i dojrzaty sposéb prowadzenia dyskusji wynikow 1
rozsadna, merytoryczna dyskusja z doniesieniami literaturowi. Wyjasnienia niektorych, czgsto
niespodziewanych wynikéw, sa bardzo merytoryczne i oparte na analizie ewentualnie
mozliwych oddzialywan biochemicznych. Uwazam dyskusje wynikow za jedna z
najmocniejszych stron tej pracy. Nie mam tez zastrzezen do sposobu przedstawienia wynikow
i ich analizy statystycznej (dobrze, ze znalazly si¢ w aneksie).

Forma przedstawienia wnioskéw w postaci 7 konkretnych zagadnien wzbogaconych
dodatkowymi stwierdzeniami i konkluzja koncowa odpowiada mi jako forma odpowiednia

dla tak rozbudowanej i wielowynikowej pracy.

wn



Whniosek koncowy

W mojej opinii przedstawiona do recenzji praca prezentuje bardzo dobry poziom
naukowy i wysoki poziom mozliwosci publikacyjnych. Charakteryzuje si¢ wiasciwie
zaplanowanym i przeprowadzonym postepowaniem badawczym, ktérego final owocuje taka
efektywnoscia proceséw prowadzonych w laboratoryjnej skali bioreaktorowej, ktora daje
nadzieje na zastosowania przemystowe po uzupelnieniu w proponowane w koncowej
konkluzji badania wraz z badaniami optymalizacyjnymi procesu hodowli.

W pracy zamieszczono wyjatkowo bogaty i dobrze przedstawiony material
faktograficzny. Wyniki badaf nosza znamiona oryginalnosci i nowosci naukowej. Odnosi sig
to szczegblnie do udowodnienia mozliwosci otrzymania cennych zywieniowo sktadnikow i
jednoczesnym obnizeniu szkodliwosci ekologicznej zastosowanych produktow ubocznych.

Moge wiec stwierdzi¢ jednoznacznie, Ze przedstawiona do oceny praca pani mgr inz.
Anny Marii Kot odpowiada wymaganiom ustawowym stawianym rozprawom na stopien
doktorski i prosze Wysoka Rade Wydzialu Nauk o Zywnosci Szkoty Gléwnej Gospodarstwa
Wiejskiego o jej dopuszezenie do publicznej obrony.

W zwiazku z tym, Ze chciatbym wnioskowaé o wyroznienie tej pracy dolgczam osobny

wniosek w tej sprawie.
Poznan, 29.10.2018
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Whniosek o wyréznienie pracy doktorskiej mgr inz. Anny Marii Kot
pt. ,,Biosynteza tluszczu oraz karotenoidéw przez drozdze z rodzaju Rhodotorula w

podlozach z ziemniaczana wodg sokowg”

Uprzejmie prosze Wysoka Rade Wydzialu Nauk o Zywnosci Szkoly Giownej
Gospodarstwa Wiejskiego o rozpatrzenie mozliwosci nagrodzenia autorki powyzszej pracy w
odpowiednim trybie.

Pani mgr Anna Kot w swojej pracy doktorskiej podjeta si¢ zadania oceny mozliwosci
skojarzonego zastosowania glicerolu odpadowego i ziemniaczanej wody sokowej (a wigc
ucigzliwych przemystowych produktéw ubocznych) do biosyntezy biomasy w kierunku
otrzymywania produktu o znaczgcej zawartosci biatka, thuszczu i karotenoidow. Wysokie
koszty mikrobiologicznej biosyntezy lipidéw i karotenoidow przez drozdze ograniczaja ich
perspektywy w zastosowaniu w produkcji przemystowej, jednak zastosowanie tanich Zrodet
wegla i azotu do biosyntezy moze takie wykorzystanie urealni¢. Uwazam, ze idea ta jest
bardzo ciekawa i perspektywiczna i bardzo dobrze wpisuje si¢ w potrzeby gospodarki polskie]
i europejskiej.

Praca doktorska Pani Anny Kot cechuje sie nie tylko wysoka jakosciag naukows ale i bardzo
dobrym przygotowaniem edycyjnym. Przede wszystkim chcialem jednak zwréci¢ uwage na
dojrzato$¢ naukowa i merytoryczng z jaka zostata przeprowadzona dyskusja naukowa
uzyskanych wynikow.

Przedstawiona do recenzji praca ma niezaprzeczalne walory naukowe, i publikacyjne, ktore
jak zauwazylem, zostaly juz w czesci wykorzystane (spis publikacji doktorantki). W zwiazku
Z tym, Ze na reprezentowanym przez mnie Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu jest to element niezbedny do wyr6znienia pacy,
zwracam na to uwage Wysokiej Rady.

Bardzo prosze Wysoka Radg o rozpatrzenie mojego wniosku.
Z powazaniem
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. dr hab. Jacek Nowak
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