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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Vitaliya Kolotylo pt. ,,Optymalizacja produkcji transglutaminazy przez
wybrane promieniowce w zmiennych warunkach hodowlanych” wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz.
Marka Kieliszka, prof. SGGW, w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Szkoty Glownej

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.
Podstawa formalna

Podstawa formalna wykonania niniejszej recenzji jest pismo Przewodniczacej Rady Naukowej
Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
oraz uchwata nr 2/TZiZ-2025/2026 podj¢ta w dniu 7 listopada 2025 roku przez Rade Naukowa
Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia SGGW w Warszawie.

Uzasadnienie tematyki badan

Enzymy stanowig nieodlaczny element wspoéltczesnej technologii zywnosci. Wykorzystanie
enzymOw w procesach produkcyjnych jest preferowane nie tylko ze wzgledu na liczne korzysci
technologiczne, ale tez ekonomiczne oraz ekologiczne. Transglutaminazy, a $cislej ich odmiany
mikrobiologiczne, stanowig jedno z najwazniejszych narzgdzi biotechnologicznych, majacych
zastosowanie w niehydrolitycznych modyfikacjach biatek zywnosci. Ich korzystne parametry
funkcjonalne, tj. szeroki zakres dopuszczalnej temperatury i pH, niezalezno$¢ od jondw wapnia, a takze
wielofunkcyjno$¢ w odniesieniu do r6znorakich substratow biatkowych powoduja, ze znajdujg one role

w modelowaniu szeregu wlasciwosci funkcjonalnych biatek.

Poszukiwania nowych transglutaminaz o odmiennych wlasciwosciach w nieprzebranych
populacjach mikroorganizméw réznych nisz Srodowiskowych ciagle jest uzasadnione. Wdrod
przemystowych producentéw transglutaminaz dominujg promieniowce z rodzaju Streptomyces, a

optymalne warunki hodowlane sg zazwyczaj indywidualng cechg szczepowg. Nowe dzikie szczepy
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produkcyjne moga by¢ bezposrednio wykorzystane do produkcji tych enzyméw. Alternatywnie geny
transglutaminazy moga podlegac¢ ekspresji na innych, zoptymalizowanych platformach; mozna réwniez, za
pomoca metod inzynierii bialka, modyfikowa¢ struktur¢ samego enzymu, modulujac jego wiasciwosci.
Zastosowanie szczepdw dzikich niesie za sobg zaréwno zalety jak i wady. Do niewatpliwych korzysci
nalezy ominigcie ztozonej specyfiki pracy z mikroorganizmami mody fikowanymi, a takze utatwiony aspekt
regulacyjny i spoleczny. W kazdym jednak wypadku niecodtagcznym elementem opracowania technologii
produkcji enzymu jest dobor warunkéw procesu tak, aby minimalizowa¢ koszty z jednoczesnym
utrzymaniem jego wysokiej wydajnosci. Najczgstszym, wysoce racjonalnym podejsciem jest zastosowanie
produktow  ubocznych m.in. przemyshi rolno-spozywczego jako gléwnych  skladnikow
mikrobiologicznych podlozy produkcyjnych. Szczegélowy ustalenie sktadu podtoza nastgpuje najczgsciej
w serii eksperymentéw optymalizacyjnych, wspieranych nierzadko metodami statystycznego planowania
doswiadczen. Kolejnym niewatpliwym wyzwaniem jest powigkszenie skali procesu produkcyjnego, co

m.in. ze wzgledu na zmian¢ metody hodowlanej czg¢sto dalekie jest od liniowych zaleznosci.

Przedstawiony do oceny cykl publikacji stanowi probg kompleksowego podej$cia do problemu
biosyntezy transglutaminazy przez wyselekcjonowany izolat bakterii Streptoverticillium cinnamoneum
KKP 1658, integrujac etapy charakterystyki enzymu, optymalizacji bioprocesu z uzyciem produktow

ubocznych oraz przeniesienia go ze skali laboratoryjnej do bioreaktorowe;.
Ocena formalna rozprawy

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska oparta jest na cyklu czterech spojnych tematycznie
publikacji naukowych — jednej publikacji przegladowej oraz trzech prac eksperymentalnych. Publikacje te
ukazaly si¢ w latach 2023-2025 i wszystkie zostaly wydane w dostepie otwartym, w czasopismach z listy
Journal Citation Reports (JCR). Sumaryczna punktacja dla cyklu publikacji, zgodnie z wykazem
Ministerstwa Edukacji i Nauki wynosi 280 punktéw. Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, ze Autor nie korzystat
z czasopism, ktore mogg by¢ uwazane za drapiezne, natomiast publikowal w renomowanych
wydawnictwach, tzn. De Gruyter (Open Life Sciences) i Springer (Folia Microbiologica, Applied
Microbiology and Biotechnology), a takze w czasopisSmie EXCLI Journal sygnowanym przez Leibniz
Research Centre for Working Environment and Human Factors, przy Uniwersytecie Technicznym w
Dortmundzie. Ranga naukowa poszczeg6lnych tytuldéw wydawniczych oraz ich rozpoznawalnos¢ nie budzi

najmniejszych zastrzezen, co odzwierciedla wysoki fgczny wskaznik Impact Factor wynoszacy 14.

We wszystkich czterech publikacjach przedstawionego cyklu mgr inz. Vitaliy Kolotylo jest
pierwszym autorem, natomiast jedynie w publikacji przegladowej jest autorem korespondencyjnym.
Publikacje powstaty w zespole trzyosobowym (P1 i P2), czteroosobowym (P3) oraz pigcioosobowym (P4).

Na podstawie zalgczonych o$§wiadczen o wspodtautorstwie mozna stwierdzi¢, ze udzial mgr inz. Vitaliya
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Kolotylo w przygotowaniu omawianych publikacji byl dominujacy i obejmowat udzial w opracowaniu
koncepcji badan, planowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej, analizie danych, a takze przy gotowaniu

manuskryptow i zaangazowaniu w proces ich recenz;ji.

Rozprawa doktorska mgr inz. Vitaliya Kolotylo liczy 92 strony, z wylaczeniem publikacji
stanowigcych monotematyczny cykl, bedacy podstawa do ubiegania si¢ o stopien doktora. Struktura tresci
rozprawy jest typowa dla podobnych opracowan i nie budzi zastrzezen. W jej sktad wchodzg nastepujgce
rozdzialy: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz publikacji stanowiacych rozprawe doktorska,
wstep literaturowy razem z uzasadnieniem podjgcia tematu badan, cel pracy oraz hipotezy badawcze,
podsumowanie zakresu wykonanych prac, cz¢$¢ metodyczna, omdéwienie najwazniejszych wynikow badan
wraz z dyskusja wynikow, podsumowanie i wnioski oraz spis literatury. W dalszej cz¢s$ci zamieszczono

kopie publikacji stanowigcych rozprawe doktorska i o§wiadczenia o wspotautorstwie.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska zostala przygotowana w sposob staranny i rzetelny, w
zgodnosci z przyjetymi standardami dla tego typu prac. Autor sprawnie operowat terminologia fachowa,
co jest widoczne zarowno w tresci samej dysertacji, jak i w dorobku publikacyjnym. Pod wzgledem
stylistycznym opracowanie nie budzi wigkszych zastrzezen, cho¢ sporadycznie wyst¢puja w nim
kolokwializmy i skroty myslowe. Nie stwierdzono istotnych uchybien o charakterze edytorskim i
technicznym. Nalezy podkresli¢, ze praca napisana jest jezykiem komunikatywnym i przystgpnym, a jej

przejrzysty i logiczny ukfad sprzyja czytelnikowi.

Podsumowujac oceng formalng, stwierdzam, ze przedlozona rozprawa doktorska spetnia wymagania

stawiane dysertacjom w procesie ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora.
Ocena merytoryczna rozprawy

Pierwszy rozdzial rozprawy stanowi wprowadzenie w tematyk¢ pracy doktorskiej. Doktorant
omawia w sposob kompleksowy takie aspekty jak histori¢ poznania i aplikacji transglutaminaz,
charakterystyke rodziny tych enzyméw oraz ich mozliwosci katalityczne. Autor wprowadza takze podziat
transglutaminaz ze wzgledu na pochodzenie zwierzece roslinne i mikrobiologiczne, przy czym najwiecej
tresci poswigca tym ostatnim. W dalszej czgsci Autor dokonuje przegladu przemystowych zastosowan
preparatéw transglutaminaz, a nastgpnie porusza zagadnienie produkcji tych enzymow z wykorzystaniem
mikroorganizmow r6znych gatunkéw, kladac nacisk na optymalizacj¢ proceséw fermentacyjnych, co
bezposrednio zwiagzane jest z celem rozprawy. W obrgbie tego rozdzialu Autor zamieszcza nalezyte
uzasadnienie podjecia prezentowanego tematu badawczego. Tre$¢ rozdziatu stanowi syntetyczne
podsumowanie publikacji przegladowej P1, wchodzacej w sktad cyklu bedacego podstawa do ubiegania

si¢ o stopien doktora. Fakt zamieszczenia w niniejszym cyklu artykulu przeglagdowego uwazam za
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niezwykle Korzystny. Z jednej strony jest to dowodem bieglosci Autora w literaturze przedmiotu i
umiejetnosci krytycznej syntezy ogromu danych literaturowych, a z drugiej strony daje pewnos¢, ze Autor

prawidtowo zidentyfikowatl luki badawcze i $wiadomie sformutowat cele wlasnych badan.
Po analizie tej czesci rozprawy nasuwajq si¢ drobne uwagi:

. na stronie 15 rozprawy znalazly si¢ sformulowania: ,enzym traci pelng aktywno$¢ w
temperaturach...”, ,,aktywno$¢ jest zwykle tracona w temperaturach...” —nie sg to typowe okreslenia

uzywane przy omawianiu optiméw aktywnosci enzymatycznych

. zarbwno w rozprawie na stronie 18, jak i w publikacji P1, w trakcie omawiania bezpieczenstwa
stosowania transglutaminazy, znalazlo si¢ odniesienie do stanowiska Amerykanskiej Agencji ds.
Zywnosci i Lekow (FDA), zabrakio natomiast wzmianki o opiniach Europejskiego Urzedu ds.
Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) dopuszczajacych okre§lone preparaty transglutaminaz do
zywnosci jako substancje pomocnicze (processing aids), po szczegétowej ocenie ich bezpieczenstwa

zgodnie z ustalong rozporzadzeniem procedura.

Kolejny wyodrebniony rozdzial rozprawy zawiera cel pracy oraz trzy postawione hipotezy
badawcze. Autor sformulowat cel przejrzy$cie i zwigzle, natomiast poszczeg6lne hipotezy odzwierciedlaja

kolejne etapy badan, majacych je zweryfikowac.
Hipotezy badawcze co do zasady sq poprawne, budzq jednak nastgpujgce pytania:

. Czy namok kukurydziany w hipotezie H1 powinien by¢ okreslany niekonwencjonalnym Zrodiem

azotu skoro jest stosowany od dziesigcioleci w procesach biotechnologicznych?
. Czy szczep produkcyjny nie powinien by¢ wymieniony juz w hipotezie H1?

. Czy w hipotezie H1 okreslenie ,,podioze z aminobakiem” jest wlasciwe? Aminobak jest nazwa
handlowg konkretnego peptonu z firmy BTL - inni producenci moga posiada¢ zblizone produkty.
Poza tym Aminobak jest jednym z wielu sktadnikéw pozywki.

. Czy hipoteza H3 nie jest zbyt ogélna? Moglaby ona zawiera¢ przynajmniej spodziewany kierunek

zmian poziomu aktywno$ci enzymatycznej.

Kolejny rozdziat rozprawy dotyczy zakresu prowadzonych prac oraz metodyki badan. Zamieszczony
przez Autora schemat organizacji badan jest wartoSciowy, gdyz obrazuje kolejnos¢ wykonanych
doswiadczen, zestawiajac je z poszczegdlnymi publikacjami prezentowanego cyklu. Zamieszczona synteza

zakresu prac ukazuje logiczny ciag, jakiemu podlega cata rozprawa, a takze odwolania do poszczeg6élnych

hipotez badawczych.
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Dalsza czg$¢ rozdzialu zawiera szczegélowe omoéwienie materiatow i metodyki badan, ze
wskazaniem na poszczegOlne etapy. Autor zawarl tu informacje na temat szczepu produkcyjnego
Streptoverticillium cinnamoneum KKP 1658, metod hodowlanych oraz sktadu poszczegélnych pozywek,
metod analitycznych oraz procedur przygotowania preparatu enzymatycznego. Rozdzial wienczy zwigzly
opis ukladu doswiadczalnego wg Boxa-Behnkena, wykorzystanego na II i III etapie badan. Zasadniczo,
opis metodyczne zostaly przygotowane starannie, z uwzglednieniem niezbednych szczeg6tow
umozliwiajacych odtworzenie poszczegdlnych doswiadczen. Zastosowane przez Autora metody bazuja
raczej na klasycznych technikach mikrobiologii i enzymologii, sg jednak w zupelno$ci adekwatne do
postawionych celow. Na korzy$¢ rozprawy przemawia tez fakt podjgcia przez Autora proby modelowania
opisywanych zjawisk za pomoca wielorakiej regresji nieliniowej, be¢dacej trzonem technik zwanych

metodami powierzchni odpowiedzi (RSM).
Podczas czytania tego rozdziatu budzq sie jednak pewne wqtpliwosci wymagajgce wyjasnienia:

. W skroconym opisie zakresu prac, na stronie 25, wymienione sg szczepy Streptomyces mobaraensis
KKP 1659 i Streptoverticillium cinnamoneum KKP 1648 jako przedmiot badan wstepnych. Brakuje
szczegolowych informacji lub cytowania dotyczacego poréwnania szczepow lub efektow skriningu.
Ponadto, zostal tu wymieniony szczep S. cinnamoneum o numerze kolekcyjnym KKP 1648, podczas

gdy w zalagczonych publikacjach i ich opisie widnieje numer KKP 1658.

. We wzorze shuzagcym do obliczania aktywnosci transglutaminazy warto uscisli¢c nazwy niektorych

wspotczynnikow, tzn. € - molowy wspotczynnik absorpcji, d — dlugo$¢ drogi optyczne;j.

. Dlaczego podczas zaggszczania preparatu transglutaminazy stosowano membrang ultrafiltracyjng o
punkcie odci¢ecia 100 kDa, podczas gdy typowa masa czasteczkowa tego enzymu, zgodnie z

informacja zamieszczong w publikacji przegladowej P1 wynosi 38 kDa?
. Dlaczego rownanie krzywej wzorcowej do metody Lowry’ego zawiera wyraz wolny?

. W planie wg Boxa-Behnkena Autor przypisal jednej ze zmiennych wejsciowych (dawce azotu)
rzeczywiste poziomy wynoszace 1%, 2% oraz 4%, czyli odleglo$¢ migdzy poziomem niskim a
srodkowym wynosi 1, natomiast migdzy Srodkowym a wysokim wynosi 2. Trzeba zauwazy¢, ze
plany BBD wymagaja symetrii poziomow zmiennych, aby zachowal swoje wlasciwosci
statystyczne. Ztamanie tej zasady jest w pewnych sytuacjach dopuszczalne, ale ma konsekwencje w
postaci utraty ortogonalnosci, a co za tym idzie poszczegdlne efekty moga byl blednie wyznaczone
(najbardziej wrazliwe sg efekty kwadratowe). Ostatecznie moze to rzutowaé na trafnosé

przeprowadzonej optymalizacji.
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. W opisie analiz statystycznych warto wyraznie rozgraniczy¢ procedury testowania hipotez
dotyczacych istotnosci réznic migdzy Srednimi od diagnostyki modelu regresji opracowanego na

podstawie planu Boxa-Behnkena.

Kolejny rozdzial rozprawy zawiera podsumowanie najwazniejszych wynikéw zawartych w
publikacjach eksperymentalnych P2-P4, wraz z odniesieniem do weryfikowanych hipotez, a takze dyskusje
wynikow. Autor podzielit tres¢ rozdzialu na trzy cze$ci: badania wstgpne, optymalizacja warunkow
hodowli w kolbach oraz zmiana skali procesu w postaci hodowli w bioreaktorze. Uktad ten podkresla
spdjnosc¢ catego projektu badawczego opartego o jeden szczep Streptoverticillium cinnamoneum KKP 1658
i uwypukla ostateczny cel jakim jest opracowany proces wytwarzania transglutaminazy i jej

charakterystyka.

Podrozdziatl dotyczacy badan wstgpnych, odzwierciedlajacy tres¢ publikacji P2, dokumentuje
badania nad optymalizacjg procesu biosyntezy transglutaminazy mikrobiologicznej (MTG) przy uzyciu
dzikiego szczepu Streptoverticillium cinnamoneum KKP 1658. Ten etap optymalizacji przebiegal zgodnie
z tradycyjnym podejs$ciem zmiany jednego czynnika naraz (One-Variable-At-a-Time, OVAT). Obejmowat
on dobor zrodta azotu sposrod dwoch zrédet organicznych (pepton Aminobak i namok kukurydziany) i
dwoch soli azotowych. Analizowano takze wpltyw wieku inokulum, dawki inokulum oraz poczatkowego
pH podloza. Oznaczanymi w badaniach zmiennymi byla aktywno$¢ MTG oraz plon biomasy
promieniowcow. Ostatecznie zidentyfikowano najkorzystniejsze zestawienie skladu pozywki i warunkow
hodowlanych: polaczenie peptonu Aminobak z namokiem kukurydzianym przy pH 6,0 oraz zastosowanie
10% dodatku 24-godzinnego inokulum pozwolilo na uzyskanie 6,59 U/mL MTG, po 72 godzinach hodowli.
W dalszej czgsci Autor, odnoszac si¢ do historycznych i wspétczesnych danych literaturowych, omawia
zastosowania rozmaitych podlozy hodowlanych oraz mozliwe do uzyskania poziomy aktywnos$ci MTG,
koncentrujgc si¢ na wykorzystaniu dzikich szczepéw bakteryjnych. Autor mocno podkresla ideg
wykorzystania odpadéw przemyshu rolno-spozywczego jako komponentéw podlozy produkcyjnych.

Istotno$¢ powyzszego etapu badan polegata na okresleniu punktu wyjsciowego dla dalszej
optymalizacji procesu biosyntezy MTG. Uznanym postgpowaniem jest wstepne stwierdzenie istotnosci
wplywu czynnikow, ktore maja by¢ nastgpnie optymalizowane metodami statystycznymi oraz okreslenie

zakresow w ktorych optima bedg poszukiwane.

Opis oraz dyskusja dotyczaca badan wstgpnych nie budza zastrzezen, za wyjatkiem sporadycznie
wystepujgcych niefortunnych sformulowan tj. ,,szczepy niewykorzystujace modyfikacji genetycznych”,
,.biomasa nie byta rekordowa”, ,,przyrost zywej biomasy”, ,,w przemysle mielenia na mokro kukurydzy”,
»postanowiono uzy¢ temperatury 28°C”. Ponadto, zamiast okre$lenia ,,ziemniak zelowany” warto uzy¢

»ziemniak kleikowany” lub ,,ziemniak o skleikowanej skrobi”.
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Przechodzac do rozdzialu rozprawy pt. ,,Optymalizacja warunkéw hodowli w kolbach
laboratoryjnych” Autor omawia wyniki eksperymentu wykorzystujacego 3-czynnikowy plan
doswiadczalny wg. Boxa-Behnkena. Plan ten, nalezacy do metod powierzchni odpowiedzi, umozliwia
modelowanie zalezno$ci nieliniowych opisanych réwnaniem kwadratowym, a $cislej wielomianem
zawierajgcym wspOlczynniki liniowe 1 kwadratowe dla poszczegdlnych zmiennych niezaleznych, a takze
interakcje mig¢dzy nimi. Jako zmienne wejsciowe Autor przyjat dawke azotu, czas hodowli oraz poczatkowe
pH pozywki, natomiast odpowiedz stanowita aktywno$¢ transglutaminazy. Jako efekt doswiadczenia
zbudowany zostal model regresji, ktory zgodnie ze wspétczynnikiem determinacji R?> = 0,9935, czyli
wyjasnia ponad 99% zmiennosci aktywnosci MTG na podstawie zmian trzech czynnikéw wejsciowych.
Autor w prawidlowy sposob omawia model, zamieszczajac niezbedne dokumenty analizy, tj. wykres Pareto
standaryzowanych efektéw i wykreslone powierzchnie odpowiedzi w dwoch réznych wizualizacjach —
plaszczyznowej i tréjwymiarowej. W odpowiadajacej publikacji P3 znalazly si¢ pozostate dokumenty, czyli
tabela analizy wariancji dla modelu i poszczegélnych wspotczynnikéw regresji, dopasowane rownanie
regresji, a nawet diagnostyczny wykres korelacji migdzy zmierzonymi i przewidywanymi warto§ciami

aktywnosci MTG.

Nalezy zaznaczy¢, ze Autor w nietypowy sposob zestawia ze sobg powierzchnie odpowiedzi — nie
ujawnia czasu hodowli jako jednej z trzech zmiennych, ale pokazuje interakcj¢ pH z dawka azotu na trzech
réznych wykresach, odpowiadajacych przedzialom czasowym. Nie uwazam tego za blad, ale raczej za
ciekawe podejécie dopasowane do sposobu omawiania wynikow. Wadga takiego rozwigzania jest jednak

brak wizualizacji pozostalych dwoch interakcji modelu.

Mocna strong opracowania jest niewatpliwie samo zastosowanie metody powierzchni odpowiedzi
oraz staranny sposob omoéwienia wynikow i oceny jakosci samego modelu. Autor nie mogt jednak
wyznaczy¢ Scistych optiméw ze wzgledu na maksima, ktore wystapily na skraju uktadu doswiadczalnego,

zastgpit to jednak doktadnym opisem obszaréw najkorzystniejszych dla omawianego procesu.
Zwracam sig¢ do Doktoranta z prosbg o wyjasnienie nastgpujgcych kwestii:

. Dlaczego w modelu uwzgledniono interakcje kwadratowo-liniowe? Nalezy zwrdci¢ uwage, ze
stosowanie interakcji liniowo-kwadratowych w ramach modelu Boxa-Behnkena jest nieuzasadnione,
gdyz plan ten zostal zaprojektowany wylacznie do estymacji parametréw wielomianu drugiego
stopnia. Wprowadzenie czlonow trzeciego rzedu przy ograniczonej liczbie punktow pomiarowych

grozi nadmiernym dopasowaniem modelu (overfitting) i utrata jego zdolnosci predykcyjnych

(generalizacji).
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. Sktadniki koncowego réwnania modelu nie zgadzaja si¢. Z jednej strony wykraczaja poza
standardowe réwnanie drugiego stopnia, obejmujace wyraz wolny, trzy parametry liniowe, trzy
parametry kwadratowe oraz trzy interakcje liniowe. Z drugiej strony, jezeli celem bylo
zamieszczenie interakcji liniowo-kwadratowych, to brakuje ich pelnego zestawu (prawdopodobnie

sg niemozliwe do wyznaczenia).

. Warto zweryfikowaé, czy ograniczenie interakcji do liniowo-liniowych nie spowoduje
korzystniejszego, bardziej uproszczonego przebiegu powierzchni odpowiedzi, umozliwiajacego
wyznaczenie rzeczywistych optiméw przynajmniej dla dawki azotu i czasu hodowli, przy

minimalnie gorszym wspétczynniku R2.

° Dlaczego nie pokazano wyniku testu ,.Lack of fit” (brak dopasowania) kluczowego w analizie
ANOVA dla modeli regresji, ktory ocenia adekwatno$¢ modelu do opisywanych danych

doswiadczalnych?

Ostatni podrozdziat czesci eksperymentalnej nosi tytut ,,Zmiana skali procesu produkcji MTG —
hodowla w bioreaktorze laboratoryjnym” i odzwierciedla tre$¢ publikacji P4. Gléwnym celem koncowego
etapu badan bylo uzyskanie preparatu transglutaminazy o wysokiej aktywnosci w hodowli szczepu
Streptoverticillium cinnamoneum KKP 1658 w warunkach bioreaktorowych. Badania koncentrowaly si¢
na optymalizacji warunkéw fermentacji z wykorzystaniem ukiadu wg. Boxa-Behnkena, a takze na
charakterystyce biochemicznej czg¢$ciowo oczyszczonego enzymu. Autor postuguje si¢ tu identycznym
uktadem doswiadczalnym jak w publikacji P3, zmieniajac natomiast metod¢ hodowlang i skale procesu.
Hodowle bakterii prowadzone byly metoda okresowa w bioreaktorze mieszadtowym o objetosci roboczej
3 litrow. Autor ponownie z duzg starannoscia i w podobny sposéb opisuje wyznaczone zaleznosci, a takze
jako$¢ modelu regresyjnego. Z powodzeniem wyznaczona zostaje optymalna warto$¢ dawki azotu,

natomiast oszacowane zostaja najkorzystniejsze wartosci dla poczatkowego pH i czasu hodowli.

Jako zwienczenie eksperymentu optymalizacyjnego, Autor przeprowadza takze walidacj¢ modelu,
ktora potwierdza jego zdolnos$ci prognostyczne. Nie moglo tez oczywiscie zabrakng¢ charakterystyki
biochemicznej enzymu wyprodukowanego w nowo ustalonych warunkach. Znajduja si¢ tu najwazniejsze
z punktu widzenia procesowego parametry funkcjonalne, tj. optima temperatury i pH oraz stabilno$¢

temperaturowa i pH.

Szczegoblnie wartos$ciowy jest podrozdzial, w ktérym Autor omawia podobienstwa i réznice migdzy
modelami zbudowanymi dla hodowli w kolbach oraz w bioreaktorze, co lezy u podstaw weryfikacji

hipotezy H3. Autor nie tylko przytacza charakter wplywu poszczegdlnych sktadowych obu modeli, z
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uwzglednieniem wspotczynnikoéw liniowych, kwadratowych i interakcji, ale rowniez podejmuje si¢

wyjasnienia przyczyn obserwowanych zaleznosci.

Autor konczy rozdzial obszerna dyskusja wynikéw, w ktorej koncentruje si¢ na poréwnaniu
parametrow funkcjonalnych oraz masy czasteczkowej transglutaminaz mikrobiologicznych uzyskanych
przez innych badaczy. Stosunkowo duzo miejsca poswigca tez komentowaniu ultrafiltracji jako etapu

wstepnego w procedurze oczyszczania enzymu.

W zwigzku z tym, ze model RSM w ostatnim etapie badan zostal poddany analizie w sposob
analogiczny do poprzedniego, moje dotychczasowe uwagi pozostaja aktualne. Chcialbym tez zwroéci¢
uwage, Ze korzystniej byloby uzywac terminu ,,aktywnos$¢ wlasciwa™ zamiast ,,aktywno$¢ specyficzna”.
Mimo, ze drugie okreslenie nie jest do konca bledne, stanowi raczej kalk¢ z terminu anglojezycznego.
Dodatkowo, w treSci samej publikacji P4 uzycie terminu ,breeding” w stosunku do hodowli

mikroorganizmow wydaje si¢ niewlasciwe.
Prosze o doprecyzowanie jednej kwestii:

. Jaki byt cel przedstawienia w tabeli oczyszczania (Tabela 5) wydajnosci odzysku w przeliczeniu na

1 mL? Zazwyczaj w tym miejscu zestawia si¢ ze soba warto$ci aktywno$ci catkowitej.

Zwiehczeniem ocenianej rozprawy sa jest rozdzial zawierajacy podsumowanie i wnioski, w ktorym
Autor w sposob wyczerpujacy odnosi si¢ do zaprezentowanych wynikow. Autor formutuje wnioski bardzo
precyzyjnie, nie pozostawiajac zadnych dwuznacznosci, wykazujac przy tym, ze osiagnal sukces w postaci
weryfikacji poszczegolnych hipotez badawczych. Tym samym potwierdza skuteczno$¢ opracowanych
przez siebie warunkOéw procesu wytwarzania mikrobiologicznej transglutaminazy z promieniowcow
Streptoverticillium cinnamoneum KKP 1658. Opracowanie opatrzone jest spisem literatury zlozonym z 135
pozycji, wérdd ktorych dominowaly angloje¢zyczne prace tworcze. Autor wykorzystat takze nieliczne prace

przegladowe oraz monografie.
Podsumowanie i wniosek koncowy

W mojej opinii rozprawa doktorska p.t. ,,Optymalizacja produkcji transglutaminazy przez wybrane
promieniowce w zmiennych warunkach hodowlanych” stanowi wartosciowa prac¢ naukowg. Na uznanie
zastuguje kompleksowe podejscie do tematu, oparte na rzetelnym i spdjnym planie badawczym oraz
zastosowaniu wiasciwie dobranej metodologii. Konsekwentna realizacja badan pozwolila na weryfikacje
postawionych hipotez i osiagnigcie zatozonego celu. Podjgte przez Doktoranta watki badawcze tacza w
sobie charakter poznawczy z wysokim potencjalem aplikacyjnym, stanowigc cenny wklad zaréwno w

teorig, jak i praktyke dyscypliny.
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Biorac pod uwage powyzsze, stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Dz. U.
z 2023, poz. 742 ze zmianami. Wnioskuj¢ wiec do Rady Naukowej Dyscypliny Technologa Zywnosci i

Zywienia Szkoly Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Pana mgr inz. Vitaliya

Kolotylo do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

0&/!/24,4 ‘,24 g

dr hab. inz. Wojciech Laba, prof. UPWr
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