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Opinia
na temat rozprawy doktorskiej nt. ,Biotechnologiczna produkcja enancjomeréw kwasu
mlekowego na odpadach kawowych w aspekcie ich catkowitej biorafinacji” wykonanej
przez mgr inz. tukasza Patryka Wysockiego
pod naukowym kierownictwem dr hab. Joanny Ciesli, prof. uczelni oraz
prof. dr hab. inz. Andrzeja Chwojnowskiego

1. Wainosc podjetej tematyki

Wykorzystanie naturalnych, odpadowych i tatwo dostepnych Zrddet substanciji
odzywczych jest gtéwnym trendem znanym obecnie jako gospodarka cyrkularna. Spozycie
kawy w Polsce, jak i na catym Swiecie jest bardzo popularne. Rdwnoczesnie powstajacy odpad,
niezalezny od sposobu przygotowania kawy, jakim sg fusy kawowe, nie znajduje obecnie
szerokiego zastosowania.

W recenzowanej pracy podjeto probe wykorzystania tego bioodpadu w kierunku
biotechnologicznego pozyskiwania kwasu mlekowego. Kwas mlekowy jest produktem
fermentacji o wysokim poziomie aplikacyjnym. Ma zastosowanie w przemysle spozywczym,
farmaceutycznym, kosmetycznym. Przypisuje mu sie role regulatorowg w organizmie.
Szczegdblne miejsce aplikacyjne zajmuje ponadto polimer kwasu mlekowego — polilaktyd. To
polimer biodegradowalny, co pozwala na jego szerokie wykorzystanie w bioopakowaniach, ale
takze biozgodny, stad stosowany jest w chirurgii i inzynierii biomedyczne;.

Majac powyzsze na wzgledzie, tematyke recenzowanej rozprawy doktorskiej uwazam
za bardzo aktualng, wartg dogtebnych badan. Potwierdza to réwniez fakt, ze praca doktorska
wpasowuje sie w misje przedsiebiorstwa EcoBean Sp. z 0.0., zatozonego w 2018 roku przez
pracownikéw Politechniki Warszawskiej.

2. Struktura pracy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata przygotowana w postaci monografii
wydanej przez wydawnictwo Politechniki Warszawskiej. Sktada sie z o$miu gtdwnych
rozdziatdw: Wprowadzenia, Celu i zakresu pracy, Materiatow i metod, Wynikdéw, Bilansu
energetycznego biorafinerii przetwarzajgcej SCG, Dyskusji, Podsumowania i Bibliografii. W
pracy znalazt sie takze wykaz stosowanych skrétéw, wykaz ilustracji, wykaz tabel oraz trzy
zataczniki. W sumie praca liczy dwiescie osiemdziesigt pie¢ stron. Przedstawionych zostato
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piecdziesigt cztery wykresy, szesédziesigt cztery tabele, wyjatkowo duza liczba, trzysta
osiemdziesiagt, pozycji literaturowych. Powyisze liczebniki $wiadczg o bardzo szerokim
podejsciu do rozwazanego zagadnienia badawczego.

3.Cel pracy

Gtownym celem pracy byto uzyskanie wydajnej produkcji kwasu mlekowego przy
uzyciu wybranych szczepow bakterii kwasu mlekowego, z zastosowaniem pozywki
opracowanej na bazie hydrolizatéw fuséw kawowych. Podjeto takie probe wstepnego
oczyszczenia otrzymanego kwasu mlekowego, stosujgc do tego celu cisnieniowe procesy
membranowe.

Korncowym celem pracy byt bilans masowy i energetyczny oraz schemat ideowy catej
biorafinerii.

4. Szczegotowy opis pracy

Standardowo, praca rozpoczyna sie od rozdziatu zatytutowanego Wprowadzenie, ktéry
stanowi aktualny opis wiedzy. Opisano w nim odpady kawowe (SCG) zwracajgc uwage na
aspekt prawny ich zagospodarowania oraz wskazujac na ich minimalne do tej pory
wykorzystanie np. do remediacji gleby czy do produkcji biogazu.

W kolejnym podrozdziale Wprowadzenia szeroko przedstawiono informacje na temat
kwasu mlekowego, opisujgc chemie tego zwigzku, role w organizmie cztowieka oraz
zastosowanie w przemysle spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym. Bez watpienia jest
to zwigzek o szerokim, niekoficzacym sie zastosowaniu. Szczegdlne miejsce zajmuje polimer
kwasu mlekowego, polilaktyd, ktéry jest obecnie najpopularniejszym ,plastikiem” z uwagi na
biodegradowalnos¢. Przedstawiono gatunki bakterii nalezagce do tzw. bakterii fermentacji
mlekowej (LAB). Cho¢ wszystkie nalezg do gromady Bacillota to réinig sie morfologicznie,
preferencjami srodowiskowymi, gtdéwnie optymalng temperaturg i pH. Krétko omoéwiono
techniki hodowli mikroorganizméw a dalej techniki membranowe w oczyszczaniu ptyndéw
pohodowlanych.

Rozdziat drugi to Cel i zakres pracy. Zakres pracy obejmowat optymalizacje proceséw
traktowania SCG, optymalizacje procesu fermentacji mlekowej wraz ze wstepnym etapem
oczyszczania kwasu mlekowego oraz stworzenie bilansu masowego i energetycznego
opracowanej technologii.

Rozdziat trzeci to Materiaty i metody, gdzie wszystkie stosowane odczynniki, aparatura
zostaty skrupulatnie wypisane. Bardzo doktadnie opisano metody analityczne oraz stosowane
procedury badawcze. W sposdb przejrzysty przedstawiono takze metode Taguchiego,
stosowang do planowania eksperymentu i pozwalajgcg na minimalizacje préb
eksperymentalnych. Metoda ta, jak najbardziej mogta zosta¢ zastosowana, gdyz wiadome
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byto, czego dotyczy ekstremum, a mianowicie dgzono do uzyskania jak najwyzszego stezenia
kwasu mlekowego.

Rozdziat 4 to Wyniki. Rozpoczyna sie on badan wstepnych dotyczgcych obroébki SCG
sktadajgcej sie z hydrolizy kwasowej, neutralizacji i hydrolizy enzymatycznej. Optymalizacje
parametrow przeprowadzono metoda Taguchiego. Wykonano réwniez wstepne hodowle na
hydrolizacie SCG, bez suplementacji, stosujac kilka wybranych szczepéw LAB. Prowadzone
réownolegle hodowle na bogatej, komercyjnej pozywce, MRS, wskazaty, ze hodowle wytacznie

nia SCG 53 mato fektywn (D

W dalszej czesci rozdziatu czwartego przedstawiono badania modyfikujgce obrobke SCG —

Badania nad ekstrakcjg heksanem i etanolem miaty przede wszystkim doprowadzi¢ do
wydajnej ekstrakcji oleju kawowego oraz antyoksydantéw, co nie byto przedmiotem

doktorat, QD

Kolejne podrozdziaty poswiecone zostaty przygotowaniu hydrolizatu. Jak pokazano w
badaniach wstepnych miat on by¢ otrzymany przez hydrolize kwasng (po dziataniu kwasu
siarkowego) oraz hydrolize enzymatyczng poprzedzong neutralizacja. Na kazdym etapie
rozwazano zastosowanie filtracji. Badano takze czas i temperature hydrolizy kwasowej oraz

zasadnos$¢ stosowania preparatu enzymatycznego.—

W kolejnych podrozdziatach czesci Wyniki poswiecono sporo uwagi nad doborem
odpowiedniego szczepu LAB oraz suplementacja pozywki hodowlanej. Uzyskano interesujgcy

wynik dla jednego ze szczepdw

W kolejnych badaniach dobierano warunki bioreaktorowe — natlenienie, temperature, pH
i zwigzang z tym regulacje w trakcie hodowli a takze sposéb inokulacji bioreaktora i dozowania
nowej pozywki.

Ostatnim elementem badan byto wstepne oczyszczenie kwasu mlekowego przy
zastosowaniu cisnieniowych proceséw membranowych. Do tego celu na pierwszym etapie

zastosowano membrane mikrofiltracyjn_ za$ dalej membrany

ultrafiltracyjne. Nalezy podkreslic, ze membrany ultrafiltracyjne zostaty wykonanie przez
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Doktoranta samodzielne w Instytucie Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej PAN w
Warszawie, pod kierunkiem Prof. dr hab. inz. Andrzeja Chwojnowskiego. Wyniki tej czesci
badan zostaty przedstawione giéwnie jako porédwnanie zawartosci kwasu mlekowego w
permeacie i w retentacie. Zabrakto zmiany strumienia permeacji w czasie, policzenia
wspotczynnika retencji. Tq czes$¢ badan konczy dosc lakoniczny wniosek, ze ptyn hodowlany
nie stanowi wyzwania technologicznego dla uktadéw membranowych, z czym nie moge sie
zgodzic.

Ostatnia cze$¢ rozdziatu Wyniki dotyczy bilansu energetycznego biorafinerii
przetwarzajgcej SCG. Przyjeto zatozenie wielkosci produkcji 3000 kg na dzien. Wydatek
energetyczny technologii jest wysoki, co wskazuje na konieczno$¢ dalszej optymalizacji
poszczegdlnych weztéw technologii.

Rozdziat 6 to krotka Dyskusja wynikow, ktdra witasciwie jest juz czescig Podsumowania,
ktore stanowi rozdziat 7. Podstawowy cel pracy, jakim byto uzyskanie wydajnej produkcji
kwasu mlekowego przy uzyciu wybranych szczepéw bakterii kwasu mlekowego, z
zastosowaniem pozywki na bazie fuséw kawowych zostat osiggniety.

5.Zagadnienia do poruszenia w czasie obrony

Praca jest napisana tadnym naukowym jezykiem, zostata przygotowana starannie,
rysunki i tabele sg czytelne a podziat tekstu logiczny. Bardzo liczna literatura jest cytowana i
zestawiona poprawnie.

W czasie publicznej obrony pracy doktorskiej chciatabym prosi¢ Autora o wyjasnienie
nastepujacych kwestii:

1. Dlaczego do produkcji kwasu mlekowego nie rozwazono bezposredniego (oczywiscie
po wczesniej sterylizacji w celu usuniecia ewentualnych plesni) stosowania fuséw
kawowych w tzw. bioreaktorze na podtozu statym?

2. Wykres 1, wykres 2 — dlaczego uzyskujac najwyzszy wynik stezenia cukrow przy
najnizszym stosowanym stezeniu enzymu (5% w/w), najnizszym czasie hydrolizy (24h)
nie podjeto préb stosowania nizszego stezenia enzymu i krétszego czasu, co bytoby
znaczyco bardziej ekonomiczne?

3. Wykres 15 — Préba 4 data znaczaco (prawie dwukrotnie) lepsze wyniki ([ D

G /"¢ ten jednk

zaniedbano z uwagi ,na kontekst projektowania biorafinerii”. Wniosek ten stoi w

kontrascie do badar przedstawionych na Rycinie 19 4 G

“

4. Wykres 46 — przy poréwnaniu dodatkéw do pozywki SCG otrzymanej po ekstrakcji
fusow kawowych przydataby sie préba $lepa tj. produkcja kwasu mlekowego bez
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pozywki SCG, a z wszystkimi dodatkami, co istotnie podkreslito by sensownosc¢
zastosowania hydrolizatu z fuséw kawowych.

5. Str. 190 - jak wyttumaczy¢ fakt, ze membrana o relatywnie duzych porach (P
wykazywata punkt odciecia na poziomie 30-50 kDa? Czy nastapit az tak silny fouling?
Jezeli tak, to jak mozna by byto go ograniczy¢?

6. Nie jest zrozumiaty dla mnie wniosek umieszczony pod Wykresem 54 dotyczacy modutu
I

7. Str. 200 - czy sformutowanie, ze fusy kawowe wykorzystywane sg w 100 % jest
prawidtowe? Wedtug ryciny 3, mozna tak domniemag¢, ale czy na kazdym etapie tzw.
proceséw oczyszczania np. ligniny nie jest generowana znaczgca masa odpadow?
Ponadto wracajac do punktu 3 tego podrozdziatu recenzji, stosowano ostatecznie filtrat
po procesie hydrolizy, a odfiltrowane ciato state stato sie produktem ubocznym
technologii.

8. Dorobek naukowy

Wedtug zatgczonego raportu dotyczgcego dorobku Pan tukasz Wysocki jest autorem
siedmiu prac, z czego w dwodch z nich jest pierwszym autorem. Trzy pozycje to artykuty w
czasopismach z IF (sumaryczny IF 9,395). Indeks Hirscha wynosi 3. Mozna te parametry uznaé

jako dorobek dobry.

Reasumujgc uwazam, ze Pan mgr inz. tukasz Patryk Wysocki rozwigzat z
powodzeniem zadania bedace celem Jego rozprawy doktorskiej, ktéra stanowi
oryginalne, bogate w liczne eksperymenty osiggniecie naukowe. Wykazat sie przy
tym wiedzg oczekiwang od kandydata do stopnia doktora w dyscyplinie naukowej
Biotechnologia.

Uwazam, ze przedtozona rozprawa spetnia wszystkie wymagania stawiane
formalnie i zwyczajowo pracom doktorskim i stawiam wniosek o dopuszczenie Pana
mgr inz. tukasza Patryka Wysockiego do publicznej jej obrony. Réwnoczesnie majac
na uwadze szeroki zakres przeprowadzonych prac wnioskuje o wyréznienie tej

rozprawy doktorskiej.
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