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Podstawa formalna

Recenzje, ktérej przedmiotem jest rozprawa doktorska nt. ,Wykorzystanie wytiokéw jablkowych w
procesie fermentacji propionowej prowadzonej przy uzyciu wybranych szczepéw bakteri z rodzaju
Propionibacterium” wykonano na zlecenie Dziekana Wydziafu Nauk o Zywnosci Szkoly Gidéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie, zgodnie z uchwata Rady Wydziafu Nauk o Zywnosci Szkoly Giéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie z dnia 21 wrze$nia 2018 roku, kiéra powofata mnie na recenzenta w przewodzie

doktorskim mgr Kamila Piwowarka.
Wybér i znaczenie tematu

Zbiér jabtek w Europie w roku 2018 osiggnat rekordowy poziom 12,6 min ton, przy
36% wzroécie w poréwnaniu z rokiem poprzednim. Obecnie, Polska jest liderem wérod
europejskich producentéw jabtek. Réwnoczesnie, nasz kraj jest najwigkszym w Europie |
drugim na $éwiecie producentem skoncentrowanego soku jabtkowego, wytwarzajgc do
300 tys. ton rocznie koncentratu soku jabtkowego. Ta niezachwiana od kilku lat pozycja
Polski jako producenta jabtek i ich przetworow skutkuje nie tylko dochodami w sferze
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gospodarczej, ale réwniez rodzi koniecznoé¢ zagospodarowania odpadéw poprodukcyjnych
w postaci wyttokéw jabtkowych. Jednym z najprostszych sposobéw utylizacji wyttokow jest
ich dodatek do pasz dla zwierzat, w postaci suszonych ptatkéw lub granulatu, wchodzacych
w sktad mieszanek petnoporcjowych dedykowanych dla wszystkich grup wiekowych bydta.
Wytloki stosowane sg tez w formie $wiezej lub w postaci kiszonek. Wykorzystywanie
wyttokéw jabtkowych jako zamiennika pasz objeto$ciowych energetycznych oraz wiéknistych
nie stanowi jednak rozwigzania wobec wielkosci ich podazy. Ze wzgledu na cenne skiadniki
(cukry, pektyny, polifenole, kwasy organiczne, mikroelementy i witaminy), wyttoki sg dobrym
materiatem do przetwarzania w procesach biotechnologicznych. Chociaz pomyst
wykorzystania wytiokéw jabtkowych w procesach fermentacyjnych nie jest nowoscig, to
zwykle rozwazany jest w kontekscie produkcji biopaliw Il generacji, ktérych wytwarzanie
stanowi wyzwanie technologiczne i finansowe. Propozycja prowadzenia fermentacji
propionowej opartej na biomasie odpadowej jabtek przemystowych jest interesujaca, a
otrzymywany kwas propionowy i witamina B12 stanowig substancje o wysokiej wartosci
komercyjnej. Pomimo, ze biotechnologiczna produkcja kwasu propionowego nadal nie jest
ekonomicznie konkurencyjna w stosunku do jego syntezy chemicznej, to wartoS¢ dodang
stanowi tu dywersyfikacja surowcow, znaczace obnizenie obcigzenia srodowiska
naturalnego odpadami poprodukcyjnymi oraz bezpieczenstwo produktéw, wynikajace ze
statusu GRAS (generally recognized as safe wg US FDA), czy QPS (qualified presumption of
safety wg EFSA) bakterii Propionibacterium freudenreichii. W tym kontekscie, wybor tematyki
pracy doktorskiej uwazam za w petni uzasadniony i wpisujgcy si¢ we wspoéiczesne trendy
nurtu ,biatej biotechnologii’. Podjety przez Pana mgr Kamila Piwowarka temat utylizaciji
wyttokow jabtkowych z udziatem bakterii fermentacji propionowej ukierunkowanej na
pozyskanie  konkretnych  metabolitbw  jest prébg  zaprojektowania  procesu
biotechnologicznego poprzez dobér szczepu bakterii i $wiadome modelowanie $rodowiska

hodowlanego w celu zmaksymalizowania wydajnosci produkcji okreslonych zwigzkow.
Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny praca obejmuje 278 stron, przy czym 181 stron to tekst
pracy, 37 stron wykazu literatury oraz aneks zawierajgcy 54 strony, na ktorych zestawiono
szczegotowe wyniki w postaci 149 tabel. Ostatnie 6 stron zawiera spis osiggnig¢ naukowych
Doktoranta. Dokumentacja w formie graficznej umieszczona w tekscie obejmuje 41 rysunkow
i 40 tabel. W rozprawie wydzielono 8 gtéwnych rozdziatéw: Wstep, Przeglad literatury,
Uzasadnienie podjetej tematyki badawczej, cel i zakres pracy, Materiat i metodyka pracy,
Omoéwienie i dyskusja wynikow, Podsumowanie wynikéw badan, stwierdzenia i wnioski, Spis

literatury oraz Aneks. Poszczegélne rozdziaty pracy stanowig spojne jej elementy, a kazdy



rozdziat zawiera zwiezle podsumowanie, uzasadniajgce przejscie do kolejnego etapu badan.
Taki uktad jest bardzo przejrzysty i znaczaco utatwia czytelnikowi $ledzenie toku badan, co
nie jest fatwe przy tak obszernej pracy eksperymentainej. W opisie etapow badan Pan
mgr Kamil Piwowarek przedstawia wyniki przeprowadzonych badan, plasujgc je na tle
obszernie przytaczanych danych literaturowych. Doktorant szczegotowo analizuje
rozbieznosci pomiedzy wynikami wtasnych eksperymentow i danymi zrodiowymi, wskazujgc
na przypuszczalne przyczyny réznic. Tak rzetelna i dogtebnie przeprowadzana analiza
$wiadczy zaréwno o wiedzy mgr Kamila Piwowarka w zakresie badanego tematu, jak i pasji
naukowej oraz checi poznania i zrozumienia, co jest niezwykle cenne u miodych badaczy.
Tekst rozprawy jest bardzo starannie przygotowany pod wzgledem edytorskim. Biedy
literowe sa nieliczne i nie rzutujg na odbidr oraz warto$¢ naukowg pracy. Styl opisu jest
zwiezly i klarowny, a jedyna moja uwaga w tym zakresie dotyczy wtrgcania okreslen zargonu

laboratoryjnego.
Ocena merytoryczna pracy

Przeglad literatury obejmuje 38 stron i pomimo, ze jest precyzyjnie zwigzany z
tematem pracy, wyczerpujgco przedstawia problematyke badawczg. Pan mgr Kamil
Piwowarek sprawnie porusza sie¢ w obszarze zagadnien fizjologii i metabolizmu bakterii
propionowych, ze zrozumieniem wskazujgc na mozliwe interakcje pomigdzy Srodowiskiem i
odpowiedzig populacji bakterii z rodzaju Propionibacterium. W tej czesci pracy znajduje sig
rowniez szeroko przedstawione tto dotychczasowych badan nad pozyskiwaniem kwasu
propionowego i witaminy B12 na drodze biotechnologicznej, z wykorzystaniem
drobnoustrojéw. Zawarte tu przyktady wczesniejszych badan obejmujg takze dane ilosciowe |
ich poréwnanie. Szczegblowa analiza szlakow metabolicznych bakterii syntezujgcych kwas
propionowy (Clostridium propionicum, Bacteroides ruminicola, Megasphaera elsdenii,
Roseburia inulinivorans czy Propionibacterium sp.) oraz uwarunkowan s$rodowiskowych
produkcji tego kwasu wskazuje na $wiadomy dobor organizmu eksperymentalnego.

Wybor surowca, jakim sg wyttoki jabtkowe, ma réwniez swoje uzasadnienie juz w czgsci
teoretycznej pracy. Autor nie tylko analizuje sktad tego odpadu poprodukcyjnego w aspekcie
jego przydatnosci jako podstawowego sktadnika podioza mikrobiologicznego, ale wskazuje
na rozmiar produkcji tego odpadu w Polsce i na $wiecie oraz dotychczasowe sposoby jego
wykorzystania. To kompleksowe ujecie zagadnienia dobrze wprowadza czytelnika w podjgty

w badaniach w temat, wskazujac réwnoczeénie nowa droge jego wykorzystania.

Cel i zakres pracy zostaty wiasciwie sformutowane i w petni przedstawiajg koncepcje
pracy doktorskiej. Chociaz nie brakuje tu oceny ekonomiki produkcji kwasu propionowego z
wykorzystaniem wyttokéw jabtkowych, to Autor podkresla warto$¢ dodang realizacji takiego
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procesu biotechnologicznego. W peini zgadzam sie z Panem Kamilem Piwowarkiem, ze
nawet kosztochtonne procesy biotechnologiczne majg szanse realizacji, jesli sg przyjazne
dla $rodowiska i wigzg sie ze zmniejszeniem jego zanieczyszczenia, czy wytwarzaniem
bioproduktéw bezpiecznych dla konsumenta. Etapowe ujecie zakresu pracy pokazuje nie
tylko jej przebieg, ale réwniez sekwencyjne podejscie do badan, gdzie wyniki
poszczegolnych etapéw determinujg kolejne decyzje badacza. Za dodatkowy walor pracy

uwazam zsekwencjonowanie genomu szczepu Propionibacterium freudenreichii T82.

Podkreslam wielo$é i réznorodnoéé stosowanych metod oraz przemyslany dobér
skiadu pozywek hodowlanych w warunkach modelowych. Nalezy zwréci¢ uwage, ze chociaz
zdefiniowanie pozywek wydaje sie by¢ zadaniem metodycznym, to ich skiad jakosciowy i
ilo$ciowy powinien byé dostosowany do profilu chemicznego utylizowanego surowca. W
opisie materiatu biologicznego brakuje mi szerszej charakterystyki zrédta izolacji szczepow
Propionibacterium freudenreichii T82 oraz Propionibactrium thoenii T117. Rozwazenie
$rodowiska bytowania tych bakterii mogloby stanowi¢ wskazéwki w doborze szczepéw do
badan, zatem prosze o uzasadnienie wyboru tych wiasnie szczepéw. Warto§¢ pracy podnosi
zastosowane statystycznej oceny wynikéw badan. Wielowariantowe eksperymenty z kilkoma
zmiennymi parametrami, ktére zostaty zrealizowane w ramach przedstawionej do oceny
pracy, sa niezwykle trudne w interpretacji. Wykorzystanie metody planowania do$wiadczen
Design of Experiment oraz odpowiednio dobranych narzedzi statystycznych (simpleksowe
plany dla mieszanin tréjsktadnikowych, czy ocena istotnosci modeli), umozliwito stworzenie
modeli matematycznych wigzgcych istotne skiadniki pozywek ze wzrostem bakterii.
Umiejetnos¢ stosowania technik analizy prognostycznej w planowaniu procesu

biotechnologicznego, ktérg prezentuje Pan mgr Kamil Piwowarek jest niezwykle cenna.

Zastosowanie wielowariantowych mikrohodowli bakterii w 10 pozywkach modelowych
jest ciekawym rozwigzaniem, pozwalajgcym na sprawng i wiarygodng optymalizacje sktadu
chemicznego $rodowiska hodowli dia trzech szczepéw bakterii propionowych. Przy wyborze
modelu najlepiej opisujgcego wzrost bakterii w zalezno$ci od skiadu jakosciowego i
iloéciowego cukréw wykorzystano trzy plany doswiadczen: simpleksowo-kratowy,
simpleksowo-centroidowy i simpleksowo-rozszerzony. Obrazowanie odpowiedzi populacji
bakterii przedstawiono na wykresach poziomicowych i wykresach Pareto, co znacznie
ulatwia analize wynikdéw. Zgodnie z zatozeniami potwierdzono wiarygodnos¢ wybranego
modelu w pozywce z dodatkiem ekstraktu z wyttokéw jabtkowych jako zrodia wegla,
zawierajacych w puli cukréw 53% fruktozy. Starannie zaplanowany i przeprowadzony etap
modelowania $rodowiska, zaleznie od uzdolnien metabolicznych szczepu bakterii, zostat

zakonczony wyborem do dalszych badan szczepu Propionibacterium freudenreichii T82 i



wykazat jego predyspozycje metaboliczne do wzrostu w pozywce z dodatkiem ekstrakiu z
wyttokéw jabtkowych. W tej czesci opisu wynikéw mam niewielkie zastrzezenia do legend
dokumentacji graficznej i tabelarycznej, gdzie stosowane skroty lub brak opisu warunkow
doktadnie identyfikujgcych eksperyment utrudnia czytelnikowi odbiér. Zgodnie z zasadg ,self-
reading” opis dokumentacji powinien by¢ wystarczajgco precyzyjny dla zidentyfikowania

poszczegdinych eksperymentow.

Drugi etap badan, to zwiekszenie skali procesu z ok. 350 ul do 500 cm® nadal w
pozywkach modelowych. Doktorant przeprowadzit analize przebiegu fermentacii
propionowej, modelujgc $rodowisko zréznicowaniem ilosciowym i jako$ciowym zrodet wegla
oraz monitorujgc wzrost bakterii, wykorzystanie cukrow oraz produkcje i proporcje
wytwarzanego kwasu propionowego i octowego. Kolejny etap obejmowat badania w tej
samej skali, ale w pozywce zawierajgcej ekstrakt z wytlokow jabfkowych. Tu zakres badan
byt nie mniej szeroki i dotyczyt 9 wariantow pozywki. Ponadto, jako czynniki modelujgce
kierunek i wydajnosé fermentacji propionowej wybrano Zrédia azotu, witamin i soli
fosforanowych. Optymalizowano réwniez stosunek ilosciowy wegla do azotu (C/N) w
pozywce, dodatek biotyny, czesto$é zobojetniania hodowli w czasie fermentacji oraz
temperature. W mojej opinii Pan mgr Kamil Piwowarek rozwazyt wptyw wszystkich istotnych
chemicznych i fizycznych czynnikéw $rodowiska hodowli na wydajno$¢ procesu produkcji
kwasu propionowego. Sposob opisu wynikéw i dyskusja $Swiadczy o $wiadomosci
wystepowania interakcji réznych czynnikow na poziomie metabolizmu komorki oraz
koniecznoéci zachowania réwnowagi pomiedzy szlakami przemian konkretnych zwigzkow.
Doktorant podjat probe modelowania procesu wytwarzania kwasu propionowego oraz
witaminy B12 poprzez regulacje poziomu substratéw w pozywce oraz optymalizacje

czynnikow fizycznych srodowiska hodowli.

Zwienczeniem badan jest zwiekszenie skali fermentacji do objetosci 4 dm?®,
prowadzonej w bioreaktorze w pozywce z dodatkiem ekstraktu z wyttokéw jabtkowych i o
optymalnym skiadzie chemicznym i ustalonej temperaturze i pH pozywki. Dyskusyjna wydaje
sie byé ocena Doktoranta skali tego procesu jako pottechniczna. Uwazam, ze jest to ocena
zawyzona. Prosze o uzasadnienie takiej klasyfikacji. Réwniez na tym etapie badan zostata
przeprowadzona szczegOtowa analiza zuzycia substratéw i wydajnosci produkcji kwasu
propionowego i octowego. Na podkreélenie zastuguje umiejetno$¢ mgr Kamila Piwowarka
krytycznej oceny wynikéw badan wiasnych oraz wskazanie przypuszczalnych przyczyn
rozbieznosci. O technologicznym podejsciu do procesu, $wiadczy fakt, ze podczas
modelowania jego przebiegu, Autor bierze pod uwage réwniez aspekt ekonomiczny,

uwzgledniajgc potencjalne zwigkszenie do skali przemystowej. Aspekt ekonomiczny w



badaniach o charakterze aplikacyjnym jest bardzo istotny, aczkolwiek rzadko poruszany w

rozprawach doktorskich.

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej mgr Kamila Piwowarka zawierajg
elementy inzynierii metabolicznej. Doktorant podczas badan nie zapomina, ze pracuje z
zywym organizmem, o okrelonym profilu metabolicznym i wrazliwym na szeroko pojete
czynniki stresu $rodowiskowego. Zatem, nie dziwi mnie podjecie trudu zsekwencjonowania
genomu bakterii Propionibacterium freudenreichii T82. Praca zawiera opis i analize
funkcjonalng genomu tego szczepu, co moze byC pomocne przy ewentualnych probach

modyfikacji jego cech.

Uwazam, ze wyniki badan zostaly opisane prawidiowo i poparte wiasciwie
przygotowang dokumentacja. Czasem opis jest prowadzony zbyt drobiazgowo, z podaniem
liczbowych danych szczegétowych, co jednak nie zakiéca zrozumienia przekazu pracy.
Sposob prowadzenia dyskusji lokuje wyniki nie tylko w przedmiotowym obszarze wiedzy, ale
rowniez wyjasnia zjawiska na poziomie przemian zachodzgcych w komérce bakterii.
Konkluzje pracy to 10 obszernych wnioskéw, zawierajgcych liczne dane liczbowe, ktore byty
juz wczesniej przytoczone w pracy w formie podsumowania kolejnych rozdziatow. W mojej

opinii wnioski powinny byé bardziej ogéine i przedstawia¢ kierunki modelowania Srodowiska.

Praca zawiera bogatg bibliografie, na ktoéra sktada sie 376 pozyciji. Niemal jedna
czwarta piSmiennictwa stanowig pozycje pochodzgce z ostatnich pigciu lat. Spis literatury
zostat przygotowany starannie, a drobne uchybienia edycyjne czy niejednolite formatowanie

nie wptywaja na identyfikacje cytowanych Zrodet.
Uwagi szczegéfowe

Przedstawione ponizej uwagi nie umniejszajg wartosci pracy i przytaczam je z obowiazku

recenzenta.

- Zwracam uwage na czesto stosowane w pracy okreslenia zargonowe, uzywane w
codziennej pracy laboratoryjnej, np. ,stabsza szybko§¢ wzrostu™ (s. 27), ,przyrost
bakterii”, czy , w hodowli kolbowej” (s.158), ,hodowli bioreaktorowej” (s. 161).

- Prosze o unikanie personifikacji bakterii, np. ,bakterie sg w stanie” (s. 14, 34), czy
szczep... ,jest w stanie wytwarza¢ witaming B12” (s. 181), czy ,bakterie z rodzaju
Propionibacterium sg do&¢ wybredne jedli chodzi o zadane warunki hodowlane”
(s. 156).

- Prosze o wyjasnienie sformutowania ,ekstrakcja kwasu propionowego drogg

destylacji” (s.16). Czy nie sg to dwa rézne procesy?



- Prosze o wyjasnienie sformutowania ,klasyczne, jak i skérne bakterie z rodzaju
Propionibacterium® (s. 40).

- Czy zamieszczone na s. 72 okreslenie ,wymagania hodowlane” dotyczg wymagan
pokarmowych?

Powyzej przytoczone usterki nie wplywajg na zrozumienie i nie zaktécajg odbioru pracy.
Konkluzje recenzji

Podsumowujgc, stwierdzam Ze cel pracy zostat w petni zrealizowany. Przedstawione
badania nalezg do pionierskich, prowadzonych w obszarze utylizacji wyttokdw jabtkowych na
drodze fermentacji propionowej. Praca istotnie poszerza stan wiedzy w réwniez obszarze
badan nad bakteriami z rodzaju Propionibacterium. Podkreslam walor aplikacyjny pracy, a jej
wyniki mogg stanowi¢ podstawy do opracowania zatozen technologicznych np. procesu
fermentacji wyttokéw jabtkowych wzbogaconych odpadami produkgji rolnej-spozywczej
bogatymi w zwiagzki azotu.

Stwierdzam, ze bedgca przedmiotem oceny rozprawa Pana mgr Kamila Piwowarka
spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zawarte w Ustawie o Stopniach
Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca
2003 r. (Dz. U. nr 65, poz. 595) z p6zniejszymi zmianami (Dz. U. 20186, poz. 882) oraz w
Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 26 wrzeénia 2016 r. w
sprawie szczegétowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie
doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora
(Dz. U. 2016 poz. 1586) i przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Nauk o Zywnosci Szkoty
Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wniosek o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie mgr Kamila Piwowarka do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na kompleksowe, analityczne podejscie do postawionego celu badan,
szeroki warsztat badawczy oraz umiejetno$¢ stosowania technik analizy prognostycznej w
planowaniu procesu biotechnologicznego, rozprawe doktorska mgr Kamila Piwowarka
oceniam jako wyrézniajacg sie. Wniosek o wyréznienie wraz z jego szczegbtowym

uzasadnieniem przedstawiam w osobnym pismie.
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Whniosek o wyréznienie pracy doktorskiej mgr Kamila Piwowarka

nt. ,Wykorzystanie wyttokéw jabtkowych w procesie fermentacji propionowej
prowadzonej przy uzyciu wybranych szczepow bakterii z rodzaju Propionibacterium”

wykonanej

w Katedrze Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnos$ci na Wydziale Nauk o Zywnosci
Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Promotor: dr hab. Edyta Lipinska
Promotor pomocniczy: dr inz. Elzbieta Ha¢-Szymanczuk

Zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Nauk o Zywnosci Szkoty Gtownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie z wnioskiem o wyréznienie niniejszej pracy. W mojej

opinii praca zastuguje na wyréznienie z nastepujgcych powodow:

- Praca stanowi prébe modelowania metabolizmu bakterii z rodzaju Propionibacterium
dedykowanych do utylizacji wyttokéw jabtkowych.

- Kompleksowe, analityczne podejscie do postawionego celu badan, szeroki warsztat
badawczy oraz umiejetno$é stosowania technik analizy prognostycznej w planowaniu
procesu biotechnologicznego.

- Ponad przecietny dorobek naukowy Doktoranta, oraz znaczacy progres publikacyjny

w ciggu ostatnich dwéch lat.



