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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Kamila Piwowarka
pt. ,, Wykorzystanie wytlokéw jablkowych w procesie fermentacji propionowej prowadzonej

przy uzyciu wybranych szczep6w z rodzaju Propionibacterium”
Doboér i znaczenie tematu

Ograniczone zasoby ropy naftowej, a takze troska o stan srodowiska naturalnego, kaza poszukiv‘vaé,
alternatywnych dla ropopochodnych, surowcéw do produkcji kwaséw organicznych. Tak jak w
przypadku substytucji paliw transportowych pochodzenia chemicznego paliwami produkowanymi z
surowcow odnawialnych, takze w przypadku produkcji wspomnianych kwasow, szczegélnie tych
stosowanych w przemysle spozywezym, surowce wywodzace si¢ z paliw kopalnych zastepuje sie,
badz tez prébuje si¢ zastapié, surowcami odnawialnymi, a produkcje prowadzi sie z wykorzystaniem
drobnoustrojow. Chcac obnizy¢ koszty surowca, a jednoczesnie dbajac o $rodowisko naturalne,
poszukujgc surowcéw odnawialnych, badacze kieruja si¢ w strone odpadowych produktow
przemystu spozywczego. Stosowany m. in. do utrwalania zywnos$ci i pasz kwas propionowy
produkuje si¢ obecnie w skali przemystowej wylacznie na drodze chemicznej poprzez
karboksylowanie etylenu. Ale trwaja zakrojone na szeroka skale badania naukowe dotyczace
wytwarzania kwasu propionowego na drodze mikrobiologicznej z wykorzystaniem przede
wszystkim bakterii z rodzaju Propionibacterium oraz rozmaitych odpadéw przemystu spozywczego
jako surowcow.

Autor niniejszej rozprawy podjal si¢ badan nad mozliwoscig zastosowania wytlokdw
jablkowych do otrzymywania tego kwasu, wykorzystujac w tym celu dwa szczepy
Propionibacterium fireudenreichii oraz jeden szczep Propionibacterium thoenii, dochodzac po I
etapie badan do stusznego wniosku, ze w dalszej czgéci pracy nalezy si¢ skoncentrowaé wylacznie
na szczepie Propionibacterium freudenreichii T82. W $wietle podanych wyzej faktéw podkresli¢
nalezy, ze wybdr powyzszej tematyki badawczej przez Doktoranta jest jak najbardziej uzasadniony.
Praca ma zarowno wysokie walory poznawcze jak i aplikacyjne.

Glownym efektem jego badan, bylo opracowanie optymalnych warunkéw prowadzenia

procesu biosyntezy kwasu propionowego z wytlokéw jabtkowych z wykorzystaniem wspomnianego



szczepu Propionibacterium freudenreichii T82, gdy podstawowym Kkryterium maksymalizacji byla

wysokos¢ produkeji tego kwasu.

Ocena formalnej strony pracy

Praca doktorska mgra Kamila Piwowarka liczy 278 stron. Z czego na cze$¢ literaturowa przypada 39
stron, na rozdzial Material i metodyka pracy — 18 stron, a na rozdzial Omdwienie i dyskusja
wynikéw — 98 stron. Uzasadnienie tematyki badawczej, cel i zakres pracy przedstawiono na 2
stronach, Wstep takze na 2 stronach, a Podsumowanie wynikow badan, stwierdzenia i wnioski — na 4
stronach. Doktorant zamiescit w pracy takze 54 stronicowy Aneks, w ktérym w 149 tabelach i na 2
rysunkach przedstawit Zrodlowe wyniki swoich analiz chemicznych i obliczen. Zasadnicza czgsé¢
pracy doktorskiej zawiera 40 tabel oraz 41 rysunkow. Spis literatury zawiera 378 pozycji, w tym 5
powotan na zrédla internetowe. Podkresli¢ nalezy, ze jedynie 7% pozycji literaturowych, to prace
polskojezyczne publikowane w Zrddiach nierejestrowanych w bazie World of Science. Cytowana
literatura jest tez stosunkowo nowa — 78% pozycji zostato wydanych w latach 2000-2018, a 34% w
obecnej dekadzie. Na ostatnich 6 stronach (w Czesci B) Doktorant przedstawil wykaz swoich
osiagnie¢ naukowych, ktére budzg uznanie co do ich jakosci i liczby i zdecydowanie przewyzszaja
wymagania ustawowe w tym zakresie.

Szata edytorska nie budzi istotnych zastrzezen. Zauwazono jedynie w kilkunastu wyrazach
przestawione, pominigte lub przypadkowe litery, co przy obecnych mozliwosciach edytorow tekstu

powinno by¢ mato prawdopodobne.

Ocena merytoryczna pracy

Rozdzial 1. Wstep
We Wstepie Doktorant bardzo przystepnie wprowadza czytelnika w problematyke, ktorej dotyczy
jego praca doktorska. Blednie tylko przytoczyt tonaz wytlokdw jabtkowych wytwarzanych rocznie

na $wiecie, co zostalo uzasadnione w nastepnym punkcie recenzji.

Rozdzial 2. Przeglad literatury

Przeglad literatury w pracy doktorskiej przedlozonej do recenzji $wiadczy o tym, ze Autor ma
rozlegla 1 gleboka wiedzg w zakresie problematyki, w ktérej prowadzit badania. W szczegdlnosci
dotyczy to glownej czesci przegladu, odnoszacej sie do metabolizmu bakterii propionowych oraz
podpunktu 2.6.2., w ktérym Doktorant prezentuje proby biotechnologicznego zagospodarowania
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wytlokow jablkowych. Porusza si¢ On bardzo swobodnie m.in. w zagadnieniach z zakresu
enzymologii, biologii molekularnej i genetyki. W tej czesci przegladu literatury dostrzezono jedynie
dwa przypadki budzace watpliwosci. Pierwszym z nich jest fragment tekstu na str. 35, w podpunkcie
2.4.3., gdzie Autor odsyla czytelnika do tabeli 2 sugerujac, ze znajdujg si¢ w niej odwolania m.in. do
pozycji literaturowych Trojanowska i Czaczyk, 1996 oraz Seidametova i wsp., 2004, a okazuje sie,
ze w tabeli takie odwotania nie wystepuja. Drugi przypadek dotyczy takze zawartosci tabeli 2. Nosi
ona tytut ,,Produkcja witaminy B12 z surowcéw odpadowych z wykorzystaniem bakterii z rodzaju
Propionibacterium”. Doktorant przytacza w tej tabeli 7 pozycji literaturowych, w ktorych rzekomo
przedstawiona jest produkcja tej witaminy z surowcoéw odpadowych. W rzeczywistosci dotyczy to
tylko 4 pozycji literaturowych. Autorzy pozostalych 3 publikacji stosowali w badaniach czysta
glukozg. Doktorant, co prawda informuje w odpowiedniej kolumnie tabeli, ze wykorzystywano w
tym przypadku do syntezy witaminy B12 glukoze, jednak tytut tabeli sugeruje czytelnikowi, ze byla
to glukoza odpadowa.

W podrozdziale 2.6 Doktorant charakteryzuje zaréwno $wiatowy jak i krajowy rynek jabtek
oraz wytlokow jabtkowych. Nie ustrzegt si¢ tutaj jednak pewnych pomytek, czy tez niedociagniec.
Na stronie 42, powotujac si¢ na zrédla literaturowe, Doktorant podaje, ze w sezonach handlowych
2016/2017 oraz 2017/2018 $wiatowa produkcja jablek wynosita po niespelna 80 min ton oraz na
nastepnej stronie, ze wytloki stanowia okoto 20% masy jablek. Z kolei na stronie 44 czytelnik,
rowniez odsylany do zrddta literaturowego, dowiaduje sig, ze w 2013 roku powstalo na $wiecie 80
mln ton wytlokow. Z kontekstu mozna si¢ domys$laé, ze chodzi o wytloki jabtkowe. W
rzeczywistosci, wedlug tego zrddla, to $wiatowa produkcja jablek wynosita w 2013 r. 80 min ton.
Nieprecyzyjnie jest tez opisana tabela 4 znajdujaca si¢ ww. podrozdziale. Autor przedstawia w niej
sktad 1 wybrane parametry fizykochemiczne wytlokow jablkowych wedlug 5 réznych Zrédet
literaturowych. Nie informuje jednak, ze w dwdch przypadkach wyniki dotycza wytlokéw

suszonych, a w 3 wytlokdw niesuszonych.

Rozdzial 3. Uzasadnienie tematyki badawczej, cel i zakres pracy
Uzasadnienie tematyki badawczej jest przedstawione przekonywujaco. Cel pracy jest jasno

okreslony, a jej zakres przedstawiony precyzyjnie.
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Rozdzial 4. Material i metodyka pracy

W tym rozdziale Doktorant wyczerpujaco opisuje stosowane podioza hodowlane i odczynniki,
warunki prowadzenia hodowli, metody analityczne, metody statystyczne i sposob sekwencjonowania
genomu szczepu Propionibacterium freudenreichii T82. Biorac jeszcze pod uwage sposob
prezentacji zakresu pracy, czytelnik otrzymuje klarowny opis programu badan i sposobu ich
realizacji. Nie ustrzegl si¢ jednak Autor w tym rozdziale kilku pomytek. W podpunkcie 4.5.5.
dotyczacym oznaczania suchej substancji znajduje si¢ informacja, ze ,,Suchg substancje obliczono
odejmujac mase szalki Petriego z wysuszonymi wytlokami od masy szalki z mokrg biomasa” (str.
61-62). W ten sposéb otrzymuje si¢ mas¢ odparowanej wody, a nie suchg substancje. Oczywiscie nie
sadzg, aby blad ten wynikal z niewiedzy Autora. Mysle, ze raczej z niestarannej korekty tego
fragmentu testu, tym bardziej, ze sucha substancja zostata w pracy prawidlowo oznaczona. Nastepna
pomylke zauwazono w podpunkcie 4.5.9. dotyczacym oznaczania zawartosci biatka ogdtem i azotu
metoda Kjeldahla. Na stronie 65 Doktorant pisze, ze przy miareczkowaniu, ktére jest jednym z
etapéw tej metody, 1 ecm’ 0,1 M HCI odpowiada 0,00014 g N, w rzeczywistosci odpowiada on
0,0014 g N. Ostatnim z dostrzezonych niedociggnie¢ w tym rozdziale jest blednie sformutowana, w
tabeli 12 na stronie 69, jednostka zawartosci witaminy B12 w roztworach wzorcowych. Zbedny jest

w niej czynnik cm™.

Rozdzial 5. Omoéwienie i dyskusja wynikéw
Praca doktorska mgra Kamila Piwowarka ma dobry, logicznie utozony program badan. Podkresli¢
nalezy, ze program ten jest bardzo szeroki. Ponadto Doktorant kazdg parti¢ otrzymanych wynikow
opracowal statystycznie. Stosujac m.in. analize wariancji oraz metode planowania eksperymentu.
Badajac wplyw sktadu podlozy modelowych na wzrost bakterii propionowych oraz na produkcje
kwasu propionowego i octowego, Doktorant stusznie wybratl plany simpleksowe, gdyz sktad
pozywki w kazdym doswiadczeniu dobieral tak, aby suma stezen fruktozy, glukozy i sacharozy byta
stata, a wlasnie m. in. do takich celéw te plany stuza.
Moim zdaniem nalezalo jednak wyjasni¢ dlaczego zarowno w procesach prowadzonych z uzyciem
podtozy modelowych, jak i z uzyciem podtozy wyttokowych, poczatkowa zawartos¢ cukrow ogotem
dobierano na poziomie 25 g/dm’, a nie na poziomie ok. 50 g/dm3, czyli zblizonym do zawartosci
cukrow ogétem w ekstrakcie z wytlokéw jablkowych. Prawdopodobna przyczyna byta obawa przed
inhibicja, ale Autor powinien jednak w pracy o tym wspomnie¢.

W podrozdziale 5.1. nie znaleziono w teks$cie zadnych elementow budzacych watpliwosci.
Znaleziono je natomiast w podrozdziale 5.2. Na stronie 74 Doktorant pisze, ze ,,Najdluzsza lag faza

miata miejsce w podlozach nr V, VI i X (7 godzin)”, natomiast z danych przedstawionych w tabeli
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14 (strona 75) wynika, ze trzecim podlozem, w ktérym lag faza trwata 7 godzin byto podtoze nr IX.
W tym samym podrozdziale, w tytule tabeli 17 przedstawiajacej wyznaczone modele wzrostu
uzytych do badan szczepéw bakterii z rodzaju Propionibacterium, Autor blednie nazywa te modele
liniowymi. Sg to zredukowane modele kwadratowe, albo tez inaczej zredukowane wielomiany
drugiego stopnia. W nastepne;j tabeli, 18, Doktorant juz swéj btad skorygowat i nazywa te modele
kwadratowymi. Natomiast pewnej korekty wymaga tytul tej tabeli. Jego poczatek zamiast
,»Wspotczynniki modeli...” powinien mie¢ brzmienie ,,Wspolczynniki determinacji modeli...”. Zte
nazewnictwo wyznaczonych modeli matematycznych wystepuje rowniez w podrozdziale 5.3. w
tabeli 26, na stronie 103. Podobnie jak wczesniej sa one nazywane modelami liniowymi, podczas

gdy pierwszy z nich jest zredukowanym wielomianem niepelnego trzeciego stopnia, a drugi, tak jak

w tabeli 18, zredukowanym modelem kwadratowym. Troche inaczej, ale prawidlowo sa nazwane te
modele w tabeli 25, odpowiednio: specjalny kubiczny oraz kwadratowy. Podobnie jak zasugerowano
dla tabeli 18, poczatek tytutu tabeli 25 powinien brzmieé: ,,Wspdtczynniki determinaciji modeli...”.

W podrozdziale 5.4. sporo watpliwosci budzi tabela 27 (strona 109). Autor podal stezenie
azotu oraz cukrow w procentach. Nie precyzujac do czego te procenty si¢ odnosza. Mnozac jednak
stezenie molowe przez mas¢ molowa, mozna si¢ domyslaé, ze jest to tzw. procent masowo-
objetosciowy. Ponadto analizujac kolumny 4 i 5 w tej tabeli, okazuje sie, ze stosunek molowy C/N
nie byl obliczany jako iloraz liczby moli wegla i liczby moli azotu lecz jako stosunek lgcznej liczby
moli sacharozy, glukozy i fruktozy do liczby moli azotu. Tak samo byty obliczane wartoéci stosunku
C/N przedstawione w tabeli 30 na stronie 117. Nadmieni¢ tez nalezy, ze w poréwnaniu do tabeli 7, w
tabeli 30 zamienil Doktorant miejscami podloza VIIIA i IXA, ale dalsze oméwienie wynikéw i
dyskusje kontynuowat juz konsekwentnie wedtug uporzadkowania podtozy w tabeli 30. W ostatnim
zdaniu na stronie 128 podrozdziatu 5.4 Autor bigdnie odsyta czytelnika do rysunku 29, zamiast do
rysunkow 26-28.

W podrozdziale 5.5.3. Doktorant podjat si¢ takze pordwnania wysokosci kosztéw produkcii
kwasu propionowego w zaleznosci od wybranych skladnikéw podioza. Tabelaryczne zestawienie
(tab. 38) prezentujace te koszty zostalo wykonane prawidlowo. Nie ustrzegl sie jednak Autor
pewnych niescistosci podczas omowienia wynikow. Informuje czytelnika, ze wytworzenie kwasu
propionowego z azotu kosztuje 2,59 zl/kg, a wytworzenie kilograma kwasu propionowego przy
uzyciu NaOH moze kosztowaé 1,22 zl. Precyzyjniej nalezalo napisac, ze udzial azotu i NaOH w

kosztach wytworzenia 1 kg kwasu propionowego wynosi odpowiednio 2,59 zt oraz 1,22 zt.



Rozdzial 6. Podsumowanie wynikéw badan, stwierdzenia i wnioski
Ten rozdzial nie budzi zadnych zastrzezen. Doktorant precyzyjnie redaguje wszystkie wnioski do

ktorych dochodzit zgodnie z chronologig prowadzonych badan.

Rozdzial 7. Spis literatury

Niektore pozycje literaturowe, np. 55, 73, 83, 84, 348 nie zostaly uporzadkowane w kolejnosci

alfabetyczne;j.

Aneks
Watpliwosci dotycza jedynie tabel 22A, 43A, 48A, a dokladniej kolumn p w tych tabelach, gdyz
litera p sugeruje, ze sa to wartosci prawdopodobienstwa, a pojawiaja sie tam zaréwno liczby ujemne,

jak i wigksze od 1.

Whniosek koncowy
Uwazam, ze przedlozona mi do oceny praca mgra Kamila Piwowarka przedstawia oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, jakim jest wykorzystanie wytlokéw jablkowych w procesie
fermentacji propionowej prowadzonej przy uzyciu wybranych szczepéw z  rodzaju
Propionibacterium. Na podstawie ocenianej pracy mozna stwierdzié¢, ze Doktorant ma rozlegla
wiedze z nauk rolniczych, a w szczegblnosci z zakresu technologii zywnosci i zywienia. Potrafi
samodzielnie prowadzi¢ badania naukowe i dojrzale redagowac tekst naukowy. Posiadanie tych
umiejetnosci speinia wymienione w Ustawie o zmianie ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz niektérych innych ustaw (Dz. U. poz.
859, art. 1, pkt 1, lit. a z dnia 21 kwietnia 2017 r., ktéra weszla w zycie z dniem 29 kwietnia 2017 r.)
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze wiec o przyjecie rozprawy doktorskiej mgra
Kamila Piwowarka i dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w celu

uzyskania stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologii zywnosci i zywienia.

Wroclaw, 06.11.2018 Prof. dr hab. inz. Edmund Cibis



