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Ocena
pracy doktorskiej mgr inz. Anny Marii Kot pt.: Biosynteza ttuszczéw i karotenoidéw
przez drozdze z rodzaju Rhodotorula w podtozach z ziemniaczang wodg
sokowg i glicerolem, zrealizowanej pod kierunkiem prof. dra hab. inz. Stanistawa
Btazejaka oraz dr inz. lwony Gientki jako promotora pomocniczego

Aktualnie obserwuje sie rosngce zainteresowanie ttuszczami pochodzenia
mikrobiologicznego oraz rozpuszczonymi w nich zwigzkami karotenoidowymi.
Dotyczy to m.in. biosyntezy R-karotenu przez drozdze z rodzaju Rhodotorula.
Substancja ta, znana jako prowitamina A wykazuje takze silne wiaSciwosci
przeciwutleniajgce i jest na nig szerokie zapotrzebowanie w przemysle spozywczym,
farmaceutycznym i kosmetycznym. Jednak powaznym ograniczeniem wykorzystania
tego procesu na skale przemystowa sa wysokie koszty, na ktére znaczny wptyw majg
ceny surowcéw. W zwiazku z tym autorka zaproponowata, by przetestowac na skale
laboratoryjna mozliwo$¢é wykorzystania jako substratébw w tym procesie znacznie
tanszej odpadowej wody sokowej z przemystu ziemniaczanego oraz odpadowego
glicerolu z produkcji biodiesla. Ta oryginalna idea ma nie tylko spory potencjat
poznawczy, ale takze aplikacyjny. W zwigzku z tym mogta by¢ atrakcyjnym
przedmiotem badan w ramach pracy doktorskiej.

Autorka skonstruowata jg w sposob typowy dla prac naukowych, a jej tres¢, bez
uwzgledniania ,Aneksu” oraz ,Wykazu osiggnie¢ doktoranta”, zamiescita na 190
stronach.

Interesujgca dla mnie byta lektura dos¢ obszernego rozdziatu po$wigconego
przegladowi piémiennictwa. Zadecydowat o tym staranny dobor literatury z punktu
widzenia jej zharmonizowania z przedmiotem badan. Jest w niej m.in.
dotychczasowa wiedza o taksonomii, fizjologii i morfologii drozdzy z rodzaju
Rhodotorula oraz o tluszczach i karotenoidach pochodzenia mikrobiologicznego.
Uwzglednia ona takze charakterystyke ziemniaczanej wody sokowej i odpadowego
glicerolu z produkciji biodiesla oraz kierunki wykorzystania tych sciekow/odpadow w
biotechnologii. Niektore fragmenty prezentowanych w literaturze przedmiotu

osiagnie¢ naukowych autorka przedstawita bardzo szczegotowo. Dotyczy to m.in.
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biochemicznych mechanizméw biosyntezy lipidow i karotenoidow w komérkach
drozdzy, co bardzo mi sie podobato. Bogaty w informacje i starannie napisany
Przeglad literatury” $wiadczy o tym, ze doktorantka dobrze zna zagadnienia, ktérym
poswiecita swoja prace, i z fatwoscig w nich sie porusza. W tej czesci oceniane
pracy mam zastrzezenia tylko do dwoch sformutowan. W zdaniu na str. 14
,Optymalna warto$¢ pH $rodowiska hodowlanego dla wigkszoéci gatunkow miesci
sie w zakresie 5,0 — 6,0” nie wiem, co autorka miata na mysli uzywajac terminu
,optymalna”. Gdyby dopisata w tym zdaniu np. ,...dla wzrostu...”, tej watpliwosci bym
nie miat, bo wiedzialbym, ze termin ten oznacza maksymalizacjg¢ wzrostu
drobnoustrojéw. Druga uwaga dotyczy zdania na str. 22: W wyniku procesu
uzyskano 45% redukcje wskaznika chemicznego zapotrzebowania na tlen”. Ja na
pewno nie uzytbym okreslenia: ,....uzyskano 45% redukcje ChZT..."

Przyjety cel zaktadat okreslenie zdolnosci wybranych szczepéw drozdzy z
rodzaju Rhodotorula do biosyntezy — wewnatrzkomorkowego  ttuszczu i
rozpuszczonych w nim karotenoidéw w podtozach zawierajacych odpadowy glicerol z
produkcji biodiesla, a takze odbiatczong, ziemniaczang wode sokowg. Ponadto
obejmowat ocene mozliwosci jednoczesnej biodegradacji obydwu tych skfadnikéw
poditoza. W $wietle dotychczasowych osiggnie¢ oraz dostgpnej literatury przedmiotu
uwazam, ze tak sformutowany cel byt interesujgcy i realny do osiggnigcia. Po

zapoznaniu sie z catg pracg sadze, ze w formule jej celu powinna sig znalez¢ fraza:

,...poziomu lub stopnia biodegradacji...” zamiast ,...mozliwosci jednoczesnej
biodegradaciji...”. Nie mam uwag krytycznych ani do zakresu badan ani do planu
eksperymentow.

W kolejnym rozdziale szczegétowo zapoznano ze stosowanym materiatem
biologicznym, odczynnikami chemicznymi | podtozami hodowlanymi, a takze
pochodzeniem i sktadem chemicznym odbiatczonej, ziemniaczanej wody sokowe;
oraz odpadowego glicerolu z produkgji biodiesla. Precyzyjnie opisano sposoby
hodowli biomasy drozdzy, metody analityczne, stosowang aparaturg naukowg oraz
metody statystycznej analizy wynikéw badan. Jedng z zalet tej czesci pracy byto
zamieszczenie w niej rysunkéw i dobrze skonstruowanych tabel utatwiajgcych jej
analize i ocene. Przyjete metody badawcze, analityczne oraz statystyczne sg typowe
dla tego rodzaju badan i dajg solidng podstawe do stwierdzenia, ze otrzymane z ich

pomocg wyniki sg wiarygodne.
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Wyniki poszczegolnych etapéw badan, ich analize i dyskusje zamieszczono w
rozdziale 4. W dwodch poczatkowych etapach badan pozytywnie zweryfikowano
przydatno$¢ odpadowego glicerolu z produkcji biodiesla oraz odbiatczonej,
ziemniaczanej wody sokowej jako skfadnikow podtozy wzrostowych dla trzech
szczepdw drozdzy z rodzaju Rhodotorula. Dokumentujg to rezultaty zamieszczone w
tab. 8 oraz zilustrowane graficznie na rys. 14A-C, a szczegOtowe dane
charakteryzujace te dwa etapy badan zamieszczono w aneksie. Najwazniejszym
osiagnieciem | i Il etapu badan byto wykazanie zasadnosci stosowania obydwu
testowanych produktéw odpadowych jako waznych i wzajemnie komplementarnych
(uzupetniajgcych sie) skitadnikow podfozy dla wzrostu stosowanych szczepdw
drozdzy. Otworzyto to droge do kontynuowania prac prowadzgcych do zrealizowania
zamierzenia wytyczonego w celu pracy. Przyktadem zauwazonych przeze mnie
mankamentéw o charakterze redakcyjnym w tym fragmencie pracy doktorskiej byta
niepoprawna jednostka wskaznika ChZT w tab. 7 (powinno by¢ mg O2-dm?) oraz
niefortunnie sformutowane zdania: ,Krzywe wzrostu badanych szczepdw uzyskane w
podtozu kontrolnym...” na str. 86 (nie podoba mi si¢ stwierdzenie ,krzywe uzyskane”)
oraz ,Sposrod badanych szczepow, najwyzszy wzrost...” na str. 87 (w tym zdaniu
wystepuje btad sktadni).

W kolejnym etapie do$wiadczen prowadzonych na wstrzgsarce poszerzono
spektrum analizowanych wskaznikow o zmiany w trakcie hodowli pH oraz zawartosci
w podtozu zwigzkow redukujacych, glicerolu i azotu ogolnego. W biomasie drozdzy
oznaczano ogdlng zawarto$¢ tluszczu i karotenoidéw, a takze skiad kwasow
truszczowych i profil syntezowanych karotenoidéw. A dzigki rozszerzonej palecie
indykatorow chemicznych obliczano wskazniki kinetyczne charakteryzujgce
efektywno$¢ biosyntezy ttuszczu oraz karotenoidow. Oznaczano ponadto chemiczne
zapotrzebowanie na tlen (ChZT), by oceni¢ stopien rozktadu tadunku zanieczyszczen
chemicznych podtoza wniesionych przez dodawane do niego produkty odpadowe.
Syntetyczne wyniki badan zamieszczono w tabelach nr 8-12 oraz zilustrowano
graficznie na rys. od nr 15 A-C do nr 23 A-C. Podobnie jak wczesniej, szczegotowe
dane charakteryzujgce ten etap badan sg w aneksie. Analiza tych wynikow sugeruje,
se oczekiwania autorki okreslone w celu pracy staty sie realne, ale na tym etapie

badan byly jeszcze niezadawalajgce. Przyktadem dostrzezonych przeze mnie btedow
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redakcyjnych jest zdanie: ,Podczas pierwszej doby hodowli...” na str. 96 (zamiast
,cukrow redukujgcych” powinno by¢ ,substancji redukujgcych”).

W nastepnym etapie badan podjeto proby poprawy wskaznikow kinetycznych
biosyntezy ttuszczu i karotenoidéw modyfikujgc warunki hodowli wstrzgsanych.
Zmiany polegaty na dodatku do podtoza chlorku sodu i/lub nadtlenku wodoru,
obnizeniu temperatury hodowli i jej naswietlaniu. Globalne wyniki badan w ramach IV
etapu zamieszczono w tabelach nr 13, 14, 15 i 16 oraz zobrazowano na rys. od nr 24
A-C do nr 32 A-C. | w tym przypadku w aneksie mozna znalez¢ szczegdtowe dane
charakteryzujgce ten etap doswiadczen. Stwierdzono, ze stosowane szczepy
drozdzy odmiennie reagowaty na zmiane warunkéw $rodowiskowych, a biorgc pod
uwage cel pracy, najkorzystniejszym okazat si¢ szczep Rhodotorula gracilis ATCC
10788. W biomasie tego szczepu uzyskanej podczas hodowli w temperaturze 20°C
wykazano najwyzszg zawarto$¢ tluszczu ogotem, w ktérym udziat kwasow:
oleinowego, linolowego i linolenowego wynosit odpowiednio: 50,48%, 23,22% i
5,56%. Za$ frakcja karotenoidowa tej biomasy zawierata 68,18% B-karotenu oraz
30,38% torulenu. Te wskazniki, lepsze w poréwnaniu z wczesniejszymi etapami
badan, budzity nadzieje na dalszg ich poprawe w skutek powigkszenia skali i kolejnej
modyfikacji parametréw $rodowiskowych. W tej czeéci pracy mam zastrzezenia do
stwierdzenia na str. 143/144: ,Dopiero po zapewnieniu stabilnosci, ekspresja genow
odpowiedzialnych za synteze enzymoéw katalizujgcych biosynteze karotenoidéw
powrocita do pierwotnego poziomu”, ktére, moim zdaniem, jest raczej spekulacja.
Byé moze jest to prawda, ale autorka tego w swojej pracy nie badata.

W ostatnim etapie planu badarn hodowle szczepu Rhodotorula gracilis ATCC
10788 prowadzono w bioreaktorze BioFlo 3000 o pojemnosci roboczej 4 dm?
zachowujac warunki, ktére okazaly sie najkorzystniejsze we wczesniejszych
eksperymentach. Wyjatek stanowito napowietrzanie, ktére mozna byto regulowac¢ w
odréznieniu od hodowli wstrzgsanych. W tym etapie badan wydtuzono listg
oznaczanych wskaznikéw o zawarto$¢ biatka i sacharydow w biomasie drozdzy.
Generalne wyniki tego etapu badan zamieszczono w tab. nr 17-21 i zilustrowano
graficznie na rys. nr 33-42. Konsekwentnie kompletne dane charakteryzujgce ten
etap badan podano w aneksie. Okazato sie, ze hodowle w bioreaktorze
zdynamizowaty wzrost biomasy, co byto korzystne i mozna byto tego sie spodziewac.

Ale nie poprawity sie kinetyczne wskazniki biosyntezy ttuszczu i karotenoidow.
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Ponadto zmienita sie struktura zaréwno kwasoéw ttuszczowych jak i karotenoidéw.
Niejasne jest ostatnie zdanie na str. 168, w ktorym nie wyjasniono, co nalezy
rozumie¢ pod pojeciem ,optymalizacji sktadu biomasy”.

Dyskusje, podobnie jak inne fragmenty tej pracy, czyta sie i odbiera bardzo
dobrze. Jest ona rzeczowa i $wiadczy o umiejetnosci ostroznej, krytycznej analizy i
interpretacji wtasnych wynikéw badan w $wietle osiggnie¢ przedstawionych w
literaturze przedmiotu. Prace konczg wnioski, ktére sg dobrze zredagowane i
udokumentowane. Dobrze brzmi tez konkluzja koncowa, stanowigca osobisty
komentarz autorki do uzyskanych wynikow.

Cytowana literatura jest zZrédtem obszernej wiedzy dobrze nawigzujgcej do pracy,
a okazaty ,Aneks”, stanowiacy integralng czesc¢ pracy, dat mi okazje (rzadko
spotykang w pracach doktorskich) poznania jej ,kuchni naukowej’, jak réwniez
zaznajomienia sie z ogromem pracy witozonej do jej powstania. Z satysfakcjg
odnotowatem takze zamieszczenie ,Wykazu osiggnie¢ doktorantki’, ktdry zawiera
pokazng liste opublikowanego przez autorke niniejszej pracy dorobku naukowego
oraz udziatu w grantach i konferencjach naukowych.

Na zakonczenie chciatbym podzieli¢ sie z doktorantkg jeszcze jedng uwaga.
Chociaz wyznaczony cel pracy zostat osiggniety, to jestem przekonany, ze w
przyjetym planie badan nie wyczerpano jeszcze wszystkich rezerw w poprawianiu
pozgdanych wynikoéw badanego procesu. Tkwig one m.in. w optymalizacji warunkow
Srodowiskowych.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Anny Marii Kot
jest oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego polegajgcego na okresleniu
zdolnoéci wybranych szczepdéw drozdzy z rodzaju Rhodotorula do biosyntezy
wewnatrzkomérkowego tuszczu i karotenoidéw w podtozach zawierajgcych
odpadowy glicerol z produkcji biodiesla, a takze odbiatczong, ziemniaczang wode
sokowg oraz oceny stopnia biodegradacji obydwu tych sktadnikéw podtoza.
Recenzowana praca dowodzi, ze doktorantka ma ogélng wiedze z nauk rolniczych i
potrafi samodzielnie prowadzi¢ prace naukowa, analizowac i interpretowac jej wyniki
oraz je redagowac. Posiadanie tych umiejgtno$ci spetnia wymienione w Ustawie o
zmianie ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki oraz niektorych innych ustaw (Dz. U. poz. 859, art. 1, pkt 1, lit. a z
dnia 21 kwietnia 2017 r., ktéra weszta w zycie z dniem 29 kwietnia 2017 r.)
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wymagania stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z tym wnosze O
dopuszczenie mgr inz. Anny Marii Kot do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
prowadzacego do otrzymania stopnia naukowego dra nauk rolniczych i dyscyplinie
technologia zywnosci i zywienia.

Jednoczesnie proponuje wyréznic te prace. Przemawia za tym nie tylko
oryginalny i wysoki poziom naukowy przedstawionych w niej badan. Prace wyrdznia

takze bardzo dobra redakcja i zawarta w niej kompletna, szczegétowa dokumentacja.
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