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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi spdjny tematycznie zbiér trzech
oryginalnych artykutéw naukowych opublikowanych w czasopismach z listy Journal Citation Report
(JCR). Sa to nastepujgce czasopisma: Green Chemistry (IF,021= 11.034), Science of The Total
Environment (IF2021=10.753) i ACS Sustainable Chemistry & Engineering (IF2021= 9.224).

We wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszg autorka. Z oswiadczen
wspoétautorow wynika jednoznacznie, ze jej udziat w czesci doswiadczalnej i, co wazne, w pisaniu

manuskryptéw byt znaczacy (60-75%).

Wiodgcym tematem prac jest produkcja kwasu kapronowego z odpadu mleczarskiego,
kwasnej serwatki, przez wyselekcjonowane beztlenowe wspélnoty mikroorganizméw. Zrédtem
mikroorganizmow byt beztlenowy osad z oczyszczalni $ciekéw, z ktérego poprzez dtugotrwata
selekcje w hodowlach ciggtych Doktorantka otrzymata konsorcja produkujgce kwasy organiczne
z dominujgcym udziatem kwasu kapronowego, pozbawione archeonéw metanogennych. Badano
warunki operacyjne pracy bioreaktoréw najbardziej korzystne dla syntezy kwasu kapronowego,
wptyw dodatkéw w postaci mleczanu i etanolu na przebieg procesu, bioréznorodnos¢ wspélnot
mikroorganizmow, korelacje pomiedzy poszczegdlnymi grupami mikroorganizmdéw a powstajgcymi



metabolitami, ktére wskazujg dominujgce szlaki metaboliczne w danych warunkach. Prace
opublikowane w Green Chemistry i Science of The Total Environment przedstawiajq uktady ciggte
hodowli konsorcjow na podtozach zawierajgcych kwasng serwatke z dodatkiem mleczanu i/lub
etanolu a artykut z czasopisma ACS Sustainable Chemistry & Engineering opisuje hodowle
stacjonarne na podtozach syntetycznych zawierajgcych laktoze, mleczan i etanol w réznych
kombinacjach.

Tematyka pracy doktorskiej wpisuje sie w ogdlnoswiatowe trendy i dziatania majgce
na celu wykorzystanie réznorodnych odpaddéw organicznych i produktéw ubocznych przemystu
spozywczego w kierunku wartosciowych bioproduktéw. Produkcja kwasu kapronowego jest
typowym przyktadem biatej biotechnologii, czyli wykorzystania naturalnych procesow
prowadzonych przez mikroorganizmy (bioproceséw) do produkcji uzytecznych dla cztowieka
substancji, typu leki, chemikalia, materiaty polimerowe, biopaliwa, dodatki konsumpcyjne.

Struktura rozprawy doktorskiej.

Na poczatku rozprawy doktorskiej znajduje sie informacja o projektach grantowych
bedacych zrédtem finansowania badan, nastepnie lista artykutdw wchodzacych w sktad rozprawy
i lista pozostatych publikacji Doktorantki z drugim autorstwem oraz informacja o wniosku
patentowym, ktdrego jest wspdtautorka. Po spisie tresci znajduje sie trzystronicowe streszczenia
w jezyku angielskim i polskim oraz liste stosowanych skrétéw. Od str. 15 zaczyna sie czes¢
opisujgco-podsumowujgca wyniki opublikowanych badan, sktadajgca sie ze wstepu, celu pracy,
stosowanych metod, wynikéw potgczonych z dyskusjg, wnioskéw, uwag korncowych
z perspektywami dalszych prac i przeglgdem literatury konczgcym sie na str. 63 rozprawy. Opis ten
uzupetniony jest o najnowszg wiedze literaturowg, o czym $wiadczy np. czterostronicowa Tabela 1,
ktora jest rozbudowang wersjg Tabeli 1 z artykutu opublikowanego w czasopismie Green
Chemistry. Nastepnie zafgczone sg trzy artykuty naukowe wraz z suplementami oraz oswiadczenia
wspotautoréw. Na konicu pracy (str. 137-141) znajduje sie jeszcze raz lista wszystkich publikacji
Doktorantki, jej udziat w projektach grantowych, staze zagraniczne i krajowe, udziat
w konferencjach zagranicznych i krajowych. Wszystko to pokazuje wyrdzniajgca sie aktywnosc
naukowg Doktorantki.

Wartos¢ merytoryczna rozprawy doktorskiej.

Trzy oryginalne artykuty naukowe wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej stanowig
logiczny cigg opisujgcy kolejne etapy badan, ulepszany warsztat badawczy w celu petniejszego
zrozumienia szlakdw metabolicznych syntezy kwasu kapronowego. We wszystkich pracach
stosowano nowoczesne metody biologii molekularnej, metody analityczne, analizy
bioinformatyczne, analizy statystyczne. O bardzo wysokiej wartosci merytorycznej wykonanych
badan swiadczy poziom czasopism, w ktorych zostaty opublikowane artykuty. Prace wchodzgce
w sktad rozprawy doktorskiej zostaty juz ocenione pozytywnie przez recenzentdw poszczegdlnych
czasopism. Jako recenzentka pracy doktorskiej chciatam jedynie podjg¢ dyskusje z Doktorantkg

na temat otrzymanych wynikdw.



1. W rozdziale 1.3. jest mowa o zastosowaniach kwasu kapronowego. Jakie mechanizmy
sprawiaja, ze kwas kapronowy ma wtasciwosci antybakteryjne, poprawia wzrost roslin,
do produkcji jakich farmaceutykéw, substancji zapachowych czy barwnikéw jest uzywany?
Jakiej czysto$ci wymagajq te zastosowania? Czy mozliwe jest jej osiggniecie
w zaprezentowanym uktadzie?

2. Czy Doktorantka moze okresli¢ poziom gotowosci technologicznej (TRL) systemu produkcji
kwasu kapronowego opisanego w Publikacjach 1 i Il. Jakie sg mozliwosci na dzien dzisiejszy
odczyszczenia kwasu kapronowego od pozostatych produktéow fermentacji i jaka jest propozycja
wykorzystania pozostatosci? Czy jest rozwazane opracowanie uktadéw dwuetapowych,
produkcji kwasu kapronowego i metanizacji pozostatosci, zwtaszcza, gdy planowane jest
skalowanie instalacji?

3. Uwaza sie, ze warunki operacyjne zapewniajg réownowage mikrobiomu bioreaktora, a ta
stabilizacje proceséw metabolicznych i powstawanie pozadanego produktu koricowego. Czy wg
Doktorantki prowadzenie procesu w scisle okreslonych warunkach operacyjnych
zdefiniowanych w Publikacjach I i ll, typu state HRT, pH, stezenie substratu (kwasnej serwatki),
dodatek mleczanu i etanolu w optymalnych stezeniach zapewnitoby réwnowage konsorcjum
mikroorganizméw i prowadzenie procesu produkcji kwasu kapronowego w sposdb ciggty
stabilny? Czy mimo wszystko bedg zachodzity jakies zmiany?

4. Wiadomo, ze wiekszosci mikroorganizmdéw nie mozna wyhodowaé w postaci czystych kultur.
Czy podjeto jednak proby izolacji bakterii w postaci czystych kultur potencjalnych producentéw
kwasu kapronowego, ich identyfikacji i badania aktywnosci metabolicznej izolatéw. Stwarza to
mozliwosci odkrycia nowych szczepow bakterii syntetyzujgcych kwas kapronowy i w przysztosci
wzbogacania nimi hodowli otwartych. Nalezatoby sie ich spodziewa¢ w rodzinach
Coriobacteriaceae, Ruminococcaceaea i Prevotellaceae.

5. We wszystkich pracach kwas mlekowy/mleczan oznaczany byt metoda HPLC, a pozostate kwasy
metoda chromatografii gazowej GC. Skad taki wybér metod?

6. Czy w pracy opublikowanej w Green Chemistry badano sktad gazu fermentacyjnego?
Prawdopodobnie zawierat on metan w dniach poboru préb do oznaczen sktadu konsorcjum, tj.
dni poboru préb 36, 77,292 i 336 (Figure 4)?

7. Czy planowana jest analiza metagenomiczna mikrobiomu bioreaktora produkcji kwasu
kapronowego, oparta na sekwencjonowaniu catkowitego DNA nie tylko fragmentu genu
kodujgcego 16SrRNA? Taka analiza databy mozliwosci okreslenia potencjatu metabolicznego
mikrobiomu bioreaktora w réznych warunkach operacyjnych, jego sktad gatunkowy i dynamike
zachodzgcych zmian. Sekwencjonowanie fragmentu genu kodujgcego 16SrRNA nie daje takich
mozliwosci.

8. W pracy opublikowanej w Science of the Total Environment dane na wykresie (Figura 1)
pokazujg, ze w bioreaktorze produkowany byt woddr i nastgpit wzrost stezenia maslanu wsréd
produktow fermentacji. Czy wg Doktorantki woddr mogt by¢ produktem szlaku metabolicznego
konwersji mleczanu i octanu do maslanu, czy istnieje jakie$ inne wyttumaczenie?



Ponizej przedstawiam drobne uwagi krytyczne. Pierwsza z nich dotyczy terminologii
w jezyku polskim — ,fermentacja kultur otwartych”. Fermentacja laktozy czy glukozy oznacza,
ze substratem podlegajacym fermentacji jest dany cukier. Fermentacja mlekowa czy etanolowa
odnosi sie do gtéwnego produktu koricowego fermentacji, mleczanu lub etanolu. W ,fermentacji
kultur otwartych” kultury te nie sg ani substratem ani produktem fermentacji, sg
narzedziem/sposobem prowadzenia procesu. Bardziej trafnymi bytyby okreslenia: fermentacje
z uzyciem kultur otwartych, hodowle otwarte kultur mieszanych, hodowle (otwarte)
wspolnot/konsorcjéw bakterii fermentacji mieszanych (w warunkach niesterylnych).

Druga uwaga dotyczy zasad pisowni jednostek taksonomicznych. Nazwy gatunku, rodziny,
rzedu, klasy, dziatu oraz krélestwa pochodzg z j. facinskiego i nalezy pisaé je zawsze kursywa. Takie
wymagania sg stawiane w czasopismach z dziedziny mikrobiologii. W czasopismach z dziedziny
chemii te zasady sg nie do kornca respektowane, przyjmuje sie pisanie kursywg nazwy rodzaju
i gatunku, a wyzsze taksony czcionka prosty. W tekscie rozprawy doktorskiej panuje w tym
aspekcie batagan i kompletna dowolnos¢, raz nazwy pisane sg kursywa, innym razem czcionkg
prosta.

Podsumowujac, rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko, zaréwno w czesci
merytorycznej, metodologicznej jak i w odniesieniu do dorobku, osiggniec i aktywnosci naukowej
mgr Anny Duber.

Praca w petni spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 13.1 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pdzn. zmianami).

W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Naukowej Wydziatu Inzynierii Srodowiska i Energetyki
Politechniki Poznanskiej o dopuszczenie Doktorantki mgr Anny Duber do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora. Jednoczesnie zwracam sie do Wysokiej Rady o nadanie
wyrdznienia pracy doktorskiej.
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