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RECENZJA

rozprawy doktorskiej pt.: ,Optymalizacja produkcji transglutaminazy przez wybrane
promieniowce w zmiennych warunkach hodowlanych.”

wykonanej przez mgr inz. Vitaliya Kolotylo w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci w Instytucie Nauk o Zywnosci, SGGW w Warszawie

pod kierunkiem promotora dr hab. inz. Marka Kieliszka prof. SGGW oraz

promotora pomocniczego dr Kamila Piwowarka

Podstawe formalng realizacji recenzji stanowi Uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnosci i Zywienia nr BON.5100.39.2025 Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (z dnia
7.11.2025 r.) oraz rozprawa doktorska mgr inz Vitaliya Kolotylo.

Podstawe prawng stanowi art. 190 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (DZ.U. z 2024 r. poz. 1571 ze zm.).

Ocena formalnej strony pracy

Przedmiotem niniejszej recenzji jest rozprawa doktorska mgr inz. Vitaliya Kolotylo,
ztozona w Szkole Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (Instytut Nauk o
Zywnosci), zatytutowana ,Optymalizacja produkcji transglutaminazy przez wybrane
promieniowce w zmiennych warunkach hodowlanych”. Promotorem pracy jest dr hab.
inz. Marek Kieliszek prof. SGGW, a promotorem pomocniczym dr Kamil Piwowarek.
Rozprawa ma charakter eksperymentalny z zakresu biotechnologii zywnosci i
mikrobiologii, a jej celem byto opracowanie optymalnych warunkéw biosyntezy

mikrobiologicznej transglutaminazy (MTG) przez promieniowce z rodzaju
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Streptoverticillium oraz otrzymanie preparatu enzymatycznego o wysokiej aktywnosci.
Tematyka pracy sytuuje sie na pograniczu nauk o zywnosci, biochemii i inzynierii
bioprocesowej, dotykajgc zaréwno zagadniern poznawczych (charakterystyka nowego
szczepu mikroorganizmu i enzymu), jak i aplikacyjnych (optymalizacja procesu
biotechnologicznego pod katem zastosowan przemystowych).

Pod wzgledem formalnym rozprawa spetnia wymagania stawiane pracom
doktorskim. Tekst pracy liczy tacznie 167 stron maszynopisu, z czego 71 stron obejmuje
zasadniczg cze$¢ merytoryczng (od wprowadzenia do wnioskéw), a pozostate strony
zawierajg streszczenia, spis literatury oraz zatgczniki. Praca zawiera streszczenie w
jezyku polskim oraz Summary w jezyku angielskim, co $wiadczy o dopetnieniu wymogu
przedstawienia wynikéw w jezyku kongresowym. Na stronie 9 zamieszczono wykaz
publikacji stanowigcych podstawe rozprawy — autor zrealizowat doktorat w formie
zintegrowanej z dorobkiem publikacyjnym. Kazda z tych publikacji zostata dotgczona w
aneksie pracy, a ponadto dotagczono o$wiadczenia wspotautoréw potwierdzajgce wktad
doktoranta. Konstrukcja pracy jest poprawna i typowa dla rozpraw doktorskich: obejmuje
Wstep i uzasadnienie podjecia tematu z przeglagdem literatury (rozdz. 1), jasno
sformutowane Cele pracy i hipotezy badawcze (rozdz. 2), opis Zakresu pracy, materiatow
I metodyki (rozdz. 3), rozdziat Najwazniejsze wyniki i dyskusja wynikéw (rozdz. 4) z
podziatem na podrozdziaty tematyczne, a na koricu Podsumowanie i wnioski (rozdz. 5)
oraz obszerny Spis literatury (rozdz. 6). Uktad ten $wiadczy o zachowaniu logicznej
struktury wywodu.

W tekScie rozprawy wyrézniono liczne tabele, ryciny oraz schematy, ktére sg
czytelne i wiasciwie opisane. W szczegdlnosci, wyniki doswiadczen przedstawiono na 19
rycinach (wykresach, w tym wykresach Pareto oraz tréjwymiarowych powierzchniach
odpowiedzi z analizy RSM) oraz w tabelach podsumowujgcych m.in. parametry
optymalne i poréwnania literaturowe. Opisy osi i jednostki sg poprawne, a elementy
statystycznej istotnosci (np. oznaczenia literowe przy $rednich) zostaly konsekwentnie
zaznaczone pod wykresami. Praca zostata napisana w jezyku polskim w stylu
naukowym, poprawnym pod wzgledem jezykowym i terminologicznym. Struktura zdan
jest klarowna, a terminologia specjalistyczna (np. dotyczgca metodologii DoE — Design of

Experiments) zostata objasniona przy pierwszym uzyciu. Nieliczne dostrzezone drobne
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uchybienia redakcyjne (np. literéwki czy rozbicia wyrazoéw jak ,aminobak” na korcu linii)
nie zaktdcajg odbioru tresci i nie majg wptywu na warto§¢ merytoryczng opracowania.
Podsumowujac, rozprawa jest zgodna z wymaganiami formalnymi: posiada wtasciwe
strony tytutowe (polska i angielska), poprawny uktad rozdziatéw, spis tresci, streszczenia,
zestawienie dorobku, oswiadczenia oraz bogaty spis literatury.

Bibliografia obejmuje aktualne i licznie cytowane pozycje — w spisie literatury
znalazto sie ponad 100 zrédet, w tym publikacje z ostatnich lat (np. z 2023-2025).
Swiadczy to o dbatosci doktoranta o aktualno$¢ informacji i krytyczne odniesienie do
najnowszych doniesien naukowych. Styl cytowania (nazwisko i rok) oraz format
bibliografii sa jednolite i zgodne z przyjetymi standardami. Pod katem formalnym nie
mam zastrzezen - praca spetnia wszystkie kryteria edytorskie i merytoryczne
przewidziane dla dysertacji doktorskie;.

Podsumowujac stwierdzam, ze pod wzgledem formalnym w $wietle aktualnych

przepiséw prawa praca spetnia wymogi stawiane pracy doktorskiej.
Ocena wyboru tematu i zakresu pracy

Temat rozprawy nalezy uzna¢ za trafny, wazny i aktualny z punktu widzenia
rozwoju nauki i potrzeb praktyki. Transglutaminaza mikrobiologiczna (MTG) jest enzymem
o szerokich zastosowaniach w przemysle spozywczym — wykorzystuje sie jg do
sieciowania biatek, co poprawia teksture, stabilnos¢ i warto$¢ technologiczng produktéw
zywnosciowych. Rynek enzyméw w przemysle spozywczym dynamicznie rosnie (~21,9%
rocznie), a sama MTG stanowi znaczgcy segment o wartosci ok. 200 min USD (dane z
2020 r.). Zapotrzebowanie na innowacyjne, wydajne i optacalne metody produkgji
enzymow, takich jak transglutaminaza, jest zatem wysokie i stale rosnie. Omawiana praca
wychodzi naprzeciw tym potrzebom, skupiajgc sie na optymalizacji procesu wytwarzania
MTG przez promieniowce naturalnych producentéw tego enzymu w sposob potencijalnie
tanszy i bardziej zrbwnowazony.

Aktualnos¢ tematu podkresla réwniez aspekt wykorzystania odnawialnych
surowcow i produktow ubocznych przemystu jako komponentéw pozywki hodowlanej.

Doktorant zaproponowat zastgpienie konwencjonalnych, kosztownych Zzrodet azotu w

oy
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pozywce (np. wyciggow drozdzowych czy peptonow) tanszym substratem odpadowym z
przemystu rolno-spozywczego — namokiem kukurydzianym (ang. corn steep liquor), czyli
ptynem powstajgcym przy produkcji skrobi kukurydzianej. Jest to zgodne z trendami
gospodarki o obiegu zamknigetym i poszukiwaniem ,zielonych” rozwigzan w biotechnologii
przemystowej. W pracy wykazano, ze zastosowanie odpadowego namoku jako zrodta
azotu pozwala uzyskac istotne zwiekszenie aktywnosci MTG w poréwnaniu z tradycyjnym
medium zawierajgcym komercyjny aminokwasowy dodatek (tzw. ,aminobak”). Tym samym
temat pracy wpisuje si¢ w aktualne nurty badawcze zmierzajace do obnizenia kosztow
produkcji enzyméw i poprawy efektywnosci proceséw fermentacyjnych z uzyciem
surowcow odpadowych.

Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze wybrany szczep mikroorganizmu Streptoverticillium
cinnamoneum KKP 1658 nie byt dotad szerzej opisywany w literaturze jako producent
transglutaminazy (MTG). Wigkszo$¢ dotychczasowych badan skupiata sie na klasycznym
gatunku Streptomyces mobaraensis (dawniej Streptoverticillium), z ktérego wyizolowano
pierwszg MTG

Podsumowuijgc, tematyka pracy jest niewatpliwie wazna i aktualna. Optymalizacja
bioprodukcji enzymu o duzym znaczeniu rynkowym, z uzyciem nowego szczepu i
tanszych substratéw, wpisuje sie w Swiatowe trendy badawcze zaréwno w obszarze
biotechnologii zywnosci, jak i tzw. biatej biotechnologii przemystowej. Co istotne, doktorant
umiejscowit swoje badania w kontekscie najnowszych osiggnie¢ w pracy przywotano m.in.
aktualne prace dotyczace perspektyw wykorzystania MTG w nowych dziedzinach (np. w
medycynie regeneracyjnej do tworzenia biomateriatéw). To pokazuje, ze Autor rozumie
szersze implikacje swojej pracy i potrafi uzasadni¢ znaczenie podjetego tematu na tle
aktualnego stanu wiedzy.

Problematyka badawcza doktoratu umiejscowiona jest w naukach rolniczych, w
dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia i moze by¢ podstawg opracowania dysertacji

na stopien naukowy doktora.
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Merytoryczna ocena pracy

Rozprawa doktorska mgr inz. Vitaliya Kolotylo ma charakter tzw. pracy z artykutow
(cumulative dissertation) — jej podstawe merytoryczng stanowig cztery publikacje
naukowe, ktorych autorami sg doktorant oraz wspoétpracownicy (promotor i inni cztonkowie
zespotu). Wykaz tych publikacji zostat zamieszczony na poczatku pracy (str. 9). Wszystkie

cztery prace ukazaty sie w recenzowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym:

1. Kolotylo V., Piwowarek K., Kieliszek M. (2023). Microbiological transglutaminase:
Biotechnological application in the food industry. Open Life Sciences, 18, 1,
20220737.

2. Kolotylo V., Piwowarek K., Kieliszek M. (2024). Production of microbial
transglutaminase by Streptoverticillium cinnamoneum KKP 1658. EXCLI Journal,
23.

3. Kolotylo V., Piwowarek K., Synowiec A., Kieliszek M. (2025). Optimization of
fermentation conditions for microbial transglutaminase production by
Streptoverticillium  cinnamoneum KKP 1658 using response surface
methodology (RSM). Folia Microbiologica 70, 259-269.

4. Kolotylo V., Piwowarek K., Synowiec A., Gientka |., Kieliszek M. (2025).
Characterisation and optimisation of microbial production of transglutaminase
produced by Streptoverticillium cinnamoneum. Applied Microbiology and
Biotechnology 109, 228.

Doktorant jest pierwszym autorem we wszystkich pracach i autorem korespondencyjnym
w jednej z nich, co potwierdza jego przewodnig role w powstaniu wszystkich artykutéw.
Potwierdzeniem tego sa réwniez oswiadczenia wspoétautorébw dotgczone do rozprawy
zazwyczaj w takich oSwiadczeniach wspotautorzy potwierdzajg, ze doktorant wykonat
zasadniczg czeS¢ pracy. Cho¢ same os$wiadczenia nie zostaly zacytowane
bezposrednio, ich obecnos$¢ (na koncu pracy) swiadczy o formalnym potwierdzeniu
wktadu Doktoranta. Na podstawie analizy stylu i tresci publikacji mozna réwniez

stwierdzi¢, ze Autor rozprawy posiadt umiejetnos¢ samodzielnego formutowania tekstu
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naukowego w jezyku angielskim na wysokim poziomie. Artykuty P2—P4 sg poprawnie
napisane, co sugeruje biegtos¢ doktoranta w terminologii i stylistyce naukowe;.
Szczegolnie imponujacy jest artykut przegladowy (P1) opublikowany w Open Life
Sciences wymagat on przetworzenia ogromnej ilosci literatury i syntetycznego ujecia
tematu, co Doktorant wykonat wspoélnie z promotorem.

Reasumujgc, wktad Doktoranta w powstanie rozprawy i zwigzanych z nig
publikacji jest bardzo duzy i wiodacy. Uwazam, ze mgr inz. Vitaliy Kolotylo wykazat sie
samodzielno$cig badawczg i dojrzatoscig naukowg adekwatng do stopnia doktora.

Konstrukcja rozprawy jest logiczna, spéjna i dobrze przemys$lana. Prace otwiera
rozdziat Wstep i uzasadnienie podjecia tematu, ktéry petni funkcje obszernego przegladu
literatury. Autor w sposéb ptynny wprowadza czytelnika w zagadnienie transglutaminazy
najpierw przedstawia ogélng charakterystyke tego enzymu (struktura, mechanizm
dziatania), nastepnie omawia rézne zrédta transglutaminaz (pochodzenia roslinnego,
zwierzecego i mikrobiologicznego), ze szczegélnym uwzglednieniem transglutaminazy
mikrobiologicznej i jej producentow (bakterie z rodzaju Streptoverticillium/ Streptomyces i
inne).

W tym miejscu Recenzent zauwazyt btgd merytoryczny Doktorant pisze na str. 11
pracy ze ,centrum aktywne transglutaminaz tworzy triada aminokwasow takich jak
cysteina, asparginina | histydyna” podczas gdy klasyczna triada katalityczna
transglutaminaz to Cys—His—Asp (https://doi.org/10.1074/jbc.M203933200). Niestety
nalezy uznac¢ to za bfgd w opisie mechanizmu katalitycznego tej grupy enzymow.
Wprawdzie moge domniemywac, ze to tzw. czeski btgd ale z punktu widzenia biochemii
enzymow ma istotne znaczenie.

Kolejna czeS¢ wstepu dotyczy zastosowan transglutaminazy na skale
przemystowg w pracy zacytowano liczne przyktady praktycznego wykorzystania MTG w
produkcji zywnosci (np. poprawa witasciwosci pieczywa, produktdéw miesnych, nabiatu,
zastosowania w produktach bezglutenowych itp.). Autor wspomina tez o kontrowersjach i
najnowszych badaniach nad potencjalnym wptywem MTG na zdrowie. Rozdziat 1 konczy
podrozdziat poswiecony metodom optymalizacji produkcji MTG, gdzie krotko opisano
koncepcje optymalizacji proceséw biotechnologicznych od klasycznych metod

jednoczynnikowych (OFAT) po nowoczesne podejscie wykorzystujace planowanie
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eksperymentu (DoE) i metodologie RSM. To ptynnie prowadzi do sformutowania celoéw i
hipotez.

Rozdziat Cel pracy i hipotezy badawcze (rozdz. 2) zostat przygotowany wzorcowo.
Gtowny cel sformutowano jasno: ,dobdér optymalnych warunkéw produkgii
mikrobiologicznej transglutaminazy przez promieniowce z rodzaju Streptoverticillium w
warunkach laboratoryjnych oraz otrzymanie preparatu biatkowego o wysokiej aktywnosci
MTG". Nastepnie autor przedstawit trzy hipotezy badawcze (H1-H3), ktére szczegdtowo
precyzuja, co zamierzat zweryfikowac.

Rozdziat Zakres pracy, materiaty i metodyka zawiera dokfadny opis przebiegu
badan. Na uznanie zastuguje fakt, ze Autor wyraznie wyodrebnit zakres pracy (3.1) czyli
plan badan podzielony na etapy oraz szczegétowa metodyke (3.2) z podrozdziatami
odpowiadajgcymi poszczegolinym etapom (oznaczonym jako P2, P3, P4). Jest to bardzo
czytelne podejsScie, zwtaszcza ze etapy P2-P4 odwotujg sie do numeracji publikaciji
stanowigcych rozprawe. Taki uktad utatwia $ledzenie, ktdére wyniki zostaty opublikowane i
gdzie. Ponadto w metodyce (podrozdz. 3.2.1) doktadnie scharakteryzowano materiat
badawczy, czyli szczep S. cinnamoneum KKP 1658, wraz z pochodzeniem kultury
(Kolekcja Czystych Kultur SGGW).

Jednoczesnie jako Recenzent zauwazytem réozne numery KKP jako oficjalne oznaczenie

szczepu. Oto przyktady:

e w artykule P2 (EXCLI) jako materiat badawczy wskazany jest KKP 1658; w
streszczeniu angielskim artykutu P4 (AMB) mowa jest o KKP 1648 jako szczepie
optymalizowanym w bioreaktorze;

e w czeSci wynikowej i dyskusji pracy doktorskiej opisujgcej walidacje modelu i
charakterystyke enzymu zndéw przeplataja sie oznaczenia 1648 | 1658 dla tego
samego doswiadczenia bioreaktorowego,

e we wnioskach koncowych raz podsumowuje sie potencjat KKP 1648, raz 1658
Jako producenta MTG (np. wniosek 3 i 8).

Bardzo prosze Doktoranta o odniesienie sie do tych réznic poniewaz z punktu widzenia
wiarygodnoSci i powtarzalno$ci badan to bfgd merytoryczny: nie jest jednoznacznie
okreSlone, jaki doktadnie szczep (numer kolekcji) jest przedmiotem pracy. Chciatbym
rowniez dopyta¢ o brak kontroli czyli szczepu z kolekcji miedzynarodowych np. DSMZ
czy ATTC ?

Podano rowniez skfady stosowanych podtéz hodowlanych (np. medium bazowe z
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skrobig, aminobakiem, namokiem kukurydzianym itp.) oraz parametry prowadzenia
hodowli. Rozdzielono opis metod dla poszczegolnych etapéw. Kazdy z tych etapéw ma
opis dedykowanych metod. Metodyka zostata wiec przedstawiona bardzo szczegétowo i
wyczerpujgco, co pozwala oceni¢ wiarygodnosc¢ i powtarzalnosé badan. W mojej ocenie
dobdor metod jest trafny i nowoczesny, adekwatny do postawionych celéw. Autor
zastosowat standardowe procedury mikrobiologiczne i analityczne o uznanej wartosci
taczac je z zaawansowanym podejsciem statystycznym. Takie potgczenie metod
klasycznych i nowoczesnych zwieksza wiarygodno$é uzyskanych wynikéw i pozwala
lepiej je zinterpretowaé. Nalezy podkresli¢, ze samo zastosowanie RSM jest mocnym
atutem pracy. RSM stanowi obecnie uznane narzedzie do optymalizacji procesow
fermentacyjnych jest to metoda efektywna, pozwalajgca zredukowaé liczbe
doswiadczen, a jednoczesnie uwzgledni¢ interakcje miedzy kilkoma czynnikami.
Pomimo powyzszych zalet, Recenzent pragnie zgtosi¢ kilka uwag krytycznych
dotyczacych wykorzystania i opisu metodologii RSM w rozprawie.

e Autor wielokrotnie pisze o ,modelu wielomianu kwadratowego” i ,modelu
kwadratowym” dla planu Box—Behnkena. Jednak przedstawione réwnania modelu
zawierajg wyrazy wyzszego rzedu niz kwadratowe, typowe dla modeli kubicznych
/ ztoZzonych. Zauwazytem to w zaréwno w opisie hodowli kolbowych jak i dla
hodowli bioreaktorowych. W réwnaniach pojawiajg sie terminy co najmniej
trzeciego rzedu (np. AC? A?C, BA? ). Przy klasycznym podejsciu RSM z planem
Box—Behnken dla 3 czynnikéw model ma postac¢ czysto kwadratowg. Wigczenie
dodatkowych wyrazéw nie jest uzasadnione ani opisane w metodologii, a liczba
parametrow zaczyna przewyzszac¢ informacje dostarczang przez plan (15
doswiadczen).

e ZauwazZytem rowniez brak rozréznienia zmiennych zakodowanych vs
rzeczywistych. O ile W planach Box—Behnkena czynniki sg kodowane (-1, 0, +1),
co Autor poprawnie opisuje w tablicach pozioméw A, B, C. To juz w rozprawie:
rownania modelu sg zapisane wprost w funkcji A, B, C, nigdzie nie jest jasno
zaznaczone, ze A, B, C w réwnaniach to zmienne zakodowane, a nie wartoS$ci
rzeczywiste (procent azotu, godziny, pH), opis jakosciowy wynikéw (np. optimum
przy pH 6,5; azot ~3 %, 72 h) jest formutowany tak, jakby réwnania operowaty na
wartoSciach rzeczywistych, a nie kodowanych. Je$li potraktowac¢ te réwnania
dostownie przy rzeczywistych wartosciach zmiennych (A w %, B w h, C jako pH),
ofrzymuje sie fizycznie absurdalne warto$ci prognozowanej aktywnosci (rzedu
setek U/mL), podczas gdy rzeczywiste zakresy w tabelach to kilka U/mL.

e W czeSci dotyczgcej optymalizacji hodowli w kolbach metodg RSM wystepujg
istotne niespojnosci. W artykule P3 (Folia Microbiologica), wklejonym do
rozprawy, jednoznacznie wykazano, ze po 24 | 72 h aktywno$s¢ MTG nie
przekracza 4 U/mL, natomiast najwyzsze aktywnosci >6 U/mL osiggano po 48 h
hodowli przy wysokich dawkach azotu (pH 6,4—6,6). Tymczasem w czeSci
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opisowej rozprawy pojawia sie stwierdzenie, ze na podstawie wykresow
powierzchni odpowiedzi maksymalng aktywnos¢ 5,0 U/mL uzyskano po 72
godzinach inkubacji przy pH 6,5, co jest sprzeczne z danymi P3. Dodatkowo
wartos¢ 6,59 U/mL, ktéra w badaniach wstepnych (P2) odnosita sie do 72 h, w
streszczeniu przypisana zostata do 48 h | powigzana z optymalizacjg RSM.
Prowadzi to do nigjasnosci co do rzeczywistych warunkéw uzyskania
maksymalnej aktywnosci enzymu w hodowlach kolbowych.

Rozdziat Najwazniejsze wyniki i dyskusja wynikéw (rozdz. 4) podzielony jest na
logiczne czesci odpowiadajgce wczesniej opisanym etapom badan. W podrozdziale 4.1
opisano badania wstepne i ich wyniki: (4.1.1) wybor zrédta azotu, (4.1.2) wybor pozywki
inokulacyjnej, (4.1.3) wplyw pH poczatkowego. Nastepnie podrozdziat 4.2 stanowi
dyskusje do badan wstepnych, gdzie autor interpretuje otrzymane wyniki, poréwnuje je z
literaturg i wycigga wnioski do dalszego etapu (np. wyboér najlepszych warunkéw
wyjsciowych do optymalizacji). W kolejnych czes$ciach: 4.3 opisuje proces optymalizacji
warunkéw hodowli w kolbach z wykorzystaniem RSM, a 4.4 dotyczy zmiany skali
procesu i wynikébw hodowli w bioreaktorze. Taki ukfad dowodzi, ze autor potrafit
przedstawi¢ wyniki w przejrzysty sposéb, nie mieszajgc rdéznych etapow, lecz
konsekwentnie prezentujac je etapami wraz z towarzyszacg dyskusja.

Na uwage zastuguje fakt, ze dyskusja wynikéw jest obszerna i merytorycznie
bogata. Doktorant nie ograniczyt sie do wyliczenia uzyskanych wartosci, lecz poddat je
krytycznej analizie i konfrontowat z danymi z literatury. Przyktadowo, omawiajgc wptyw
réznych zrodet azotu na produkcje MTG, autor odnidst sie do analogicznych badan (np.
badania Liu i wsp. 2016 na innej bakterii, gdzie réwniez obserwowano wptyw rodzaju
azotu). W dyskusji autor wychwycit, ze najwyzsza aktywnos¢ MTG (w 96-h hodowli) byta
uzyskana przy zastosowaniu potgczenia aminobaku z namokiem kukurydzianym, co
miato nie tylko efekt technologiczny (zwiekszenie aktywnosci do ~4,73 U/mL), ale i
ekonomiczny, obnizajgc koszt pozywki. Ten wniosek znajduje potwierdzenie w cytowanej
literaturze o zaletach zastepowania cze$ci peptonéw tanszymi hydrolizatami
odpadowymi. Innym ciekawym spostrzezeniem w dyskusji jest brak bezposredniej
korelacji miedzy wzrostem biomasy a produkcjg enzymu Autor zauwazyt, ze szczep KKP
1658 w pewnych warunkach osiggat wysoki poziom enzymu mimo nie najwyzszej

biomasy, co sugeruje ztozong regulacje (np. enzym produkowany jest gtdbwnie w fazie
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idiometabolicznej, a intensywny wzrost nie gwarantuje maksymalnej syntezy MTG). Tego
typu wnioski $wiadczg o dojrzatosci naukowej Doktoranta i umiejetnosci gtebokiego
zrozumienia danych eksperymentalnych.

Rozdziat Podsumowanie i wnioski zawiera syntetyczne ujecie najwazniejszych
rezultatow oraz zwiezte wnioski numerowane. Jest on zgodny z przyjetymi standardami —
w kilku punktach autor ujat kluczowe ustalenia swojej pracy. Miedzy innymi stwierdzono
jednoznacznie, ze hipoteza H1 zostata potwierdzona: zastosowanie
niekonwencjonalnego zrodta azotu (namoku) zwiekszyto aktywnos$¢ MTG wzgledem
medium z aminobakiem. Hipoteza H2 réwniez zostata potwierdzona optymalizacja
pozwolita uzyska¢ w kolbach aktywnos¢ 6,59 U/mL (a wiec znacznie powyzej
zaktadanych 3 U/mL), zas w bioreaktorze osiagnieto 4,29 U/mL w supernatancie i az 22
U/mL po zatezeniu, co jednoznacznie dowodzi mozliwosci przekroczenia progu 3 U/mL.
Hipoteza H3 dotyczaca wptywu skalowania zostata zweryfikowana: stwierdzono, ze
przejscie z kolb do bioreaktora rzeczywiscie wptywa na aktywno$¢ enzymu w tym
przypadku przejawiato sie to jej spadkiem w nieoptymalnie napowietrzonym bioreaktorze
(najwyzsza aktywno$¢ w bioreaktorze byta mniejsza niz w kolbie), co sugeruje, ze
warunki hydrodynamiczne i transfer tlenu w bioreaktorze wymagajg dalszej optymalizacji.
Autor uznat wigc, ze skalowanie procesu wigze sie z pewnymi wyzwaniami i nalezy je
uwzgledni¢ przy wdrazaniu (ta uwaga jest cenna praktycznie czesto bowiem warunki
optymalne w kolbie nie przektadajg sie liniowo na skale fermentora).

W mojej opinii, konstrukcja i sposéb przedstawienia tresci w rozprawie zastugujg
na wysoka ocene. Praca jest napisana przejrzyscie, z odpowiednim podziatem na
sekcje, co utatwia Sledzenie toku rozumowania autora. Kazdy rozdziat petni klarownie
okreslong role, a razem tworzg spoéjng narracje od przestanek teoretycznych, przez plan
badan, realizacje¢ eksperymentow, po analize wynikéw i ich synteze we wnioskach. W
catej pracy widoczny jest logiczny ciag: pytanie badawcze — metoda — wynik —
interpretacja — wniosek. Dzieki temu czytelnik nie ma watpliwosci, jakie problemy

rozwigzano i jakie nowe informacje uzyskano.
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Pytania dotyczgce rozprawy doktorskiej
W zwigzku z zapoznaniem sie z treScig rozprawy, podczas publicznej obrony

chciatbym zada¢ Panu mgr inz. Vitaliyowi Kolotylo nastepujgce pytania:

1. W jaki sposéb mozna by udoskonali¢ zastosowang w pracy metodologie RSM, aby
uwzgledni¢ wiekszg liczbe zmiennych (np. natlenienie, temperature, sktad
pozywki), nie zwiekszajgc drastycznie liczby eksperymentéw? Czy rozwazat Pan
zastosowanie bardziej zaawansowanych technik planowania eksperymentu, np.
hybrydowych podejsc¢ lub algorytmow optymalizacyjnych?

2. W pracy wykazano wysokg aktywnoS$c¢ transglutaminazy po koncentracji roztworu
przy uzyciu siarczanu amonu. Jakie metody dalszego oczyszczania i stabilizacji
enzymu (np. chromatografia jonowymienna, immobilizacja) rozwazytby Pan w
przysztosci, majgc na celu uzyskanie preparatu przemystowego?

3. Czy przeprowadzit Pan lub planuje przeprowadzic testy aplikacyjne opracowanego
preparatu MTG w rzeczywistych matrycach zywnoS$ciowych (np. miesie, nabiale)?
Jakie sg potencjalne trudnosSci technologiczne | regulacyjne zwigzane z
wdrozeniem enzymu produkowanego przez badany szczep S. cinnamoneum KKP
1658 do zastosowan spozywczych?

Podsumowujgc, praca doktorska mgr inz. Vitaliya Kolotylo jest dojrzatym dzietem
naukowym, stanowigcym istotny wkfad w dziedzine biotechnologii zywnosci. Autor w
petni udowodnit swojg samodzielnos¢ i kompetencje badawcze. Rekomenduje
dopuszczenie rozprawy do dalszych etapow przewodu doktorskiego (obrony) i jestem
przekonany, ze jej pomysina obrona przyczyni sie do wzbogacenia grona specjalistow z
zakresu biotechnologii o nowego doktora, zas wyniki pracy znajdg kontynuacje w

kolejnych badaniach i by¢ moze w praktycznych wdrozeniach.
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Whniosek konncowy

Rozprawa doktorska przygotowana przez mgr inz. Vitaliya Kolotylo, pt.
,Optymalizacja produkgji transglutaminazy przez wybrane promieniowce w zmiennych
warunkach hodowlanych”, stanowi oryginalne i warto$ciowe osiggniecie naukowe,
wnoszgce istotny wktad w rozwoj dyscypliny technologia zywnosci i zywienia oraz
pokrewnych obszaréw biotechnologii. Praca tgczy badania podstawowe 2z
zastosowaniem praktycznym. Dysertacja w petni spetnia wymagania stawiane tego typu
pracom, okreslone w art. 187 ust.1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie

wyzszym i nauce (DZ.U. z 2024, poz. 1571 ze zm.) oraz odpowiada standardom rozpraw

doktorskich.
plad e
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