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I. Dobbdr i znaczenie tematu

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Anety Ciosek pt. ,,Technologiczne i
mikrobiologiczne aspekty produkecji piw kwasnych’’ stanowi spdjny tematycznie cykl
sze$ciu publikacji dotyczacych opracowania efektywnej i ekonomicznej metody produkcji
piw kwasnych z wykorzystaniem bakterii Lactabacillus brevis WLP672. Temat rozprawy jest
nowatorski, czego potwierdzeniem jest nadal stosunkowo niewielka liczba publikacji
dotyczacych wykorzystania bakterii kwasu mlekowego w technologii piwowarstwa. Oprocz
aspektow naukowych, wybor tematyki badawczej jest trafny i wartosciowy pod wzgledem
aplikacyjnym. Silna konkurencja na rynku oraz oczekiwania konsumentdw wymagaja od
producentéw zywnos$ci poszerzania oferty handlowej o nowe wyroby. W grupie tych
produktéw na rynku browarniczym bardzo duzym zainteresowaniem cieszg si¢ piwa kwasne.
W technologii produkcji piw kwasnych kluczowg role odgrywa zastosowanie konsorcjum
mikroorganizméw bakterii i drozdzy w procesie technologicznym. Dobér szczepow
mikroorganizméw oraz warunkow ich propagacji i pracy w $rodowisku brzeczki
piwowarskiej czy wpltyw parametréw technologicznych stanowi istotne wyzwanie naukowe i
praktyczne dla browaréw. Sprawia to, ze zaréwno przemyst spozywczy, jak i naukowcy
poszukujg ciekawych rozwigzan technologicznych oraz mikroorganizmoéw, ktére moglyby
zostaé wykorzystane w technologii piwowarskiej celem produkcji napojow fermentowanych o
nowych cechach sensorycznych, ciekawym i stabilnym bukiecie aromatycznych, wysokiej

jakosci i stabilno$ci cech w trakcie przechowywania, ale przed wszystkim powtarzalnosci

produktu.



W swietle powyzszych informacji, badania przeprowadzone przez mgr inz. Anete
Ciosek w ramach pracy doktorskiej, dotyczace opracowania technologii produkcji piw
kwasnych uznaje za aktualne i uzasadnione. Uzyskane przez Doktorantke wyniki badan moga
postuzy¢ do opracowania technologii produkcji innowacyjnych napojéw fermentowanych z
wykorzystaniem bakterii kwasu mlekowego, prowadzagc w konsekwencji do wdrozenia
opracowanych technologii do praktyki przemystowe;. Produkcja takich napojow
fermentowanych jest odpowiedzia na oczekiwania konsumentéw, a wiedza dotyczaca
charakterystyki procesu prowadzonego z udzialem konsorcjum bakterii i drozdzy niezwykle
cenna. Ponadto, wprowadzenie przez polskie zaklady, takie jak browary
regionalne/rzemieslnicze do swojej oferty produkcyjnej nowych napojéow fermentowanych,
moze przyczyni¢ si¢ do zwiekszenia konkurencyjnosci tej grupy przedsiebiorstw i ulatwié

pozyskiwanie klientow zainteresowanych niestandardowymi produktami.

2. Formalna ocena pracy

Rozprawa liczy 35 stron tekstu i zawiera: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, stowa
kluczowe, wykaz publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej, wstep, przeglad
literatury, cel pracy wraz z hipotezami badawczymi, metodyke badan i wyniki (oméwienie
publikacji wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej), metody analityczne wykorzystane w
pracy, wnioski, literatur¢ oraz dodatkowo kserokopie publikacji bedgcych przedmiotem
rozprawy doktorskiej wraz z o$wiadczeniami wsp6lautorow. Cytowane pi$miennictwo
obejmuje 48 pozycji literaturowych, w 90% o zasiggu migdzynarodowym. Literatura z
ostatnich 5 lat stanowi ok 20 %. Przedstawiona do oceny praca doktorska jest opracowaniem
przygotowanym w oparciu o szes¢ publikacji wydanych w latach 2015-2020 w
recenzowanych czasopismach naukowych: 1 publikacja w Journal of the Institute of Brewing
(IF=1.504, MNISW=40 pkt), 1 publikacja w Biomolecules (IF=4,082, MNiSW=100 pkt), 3
publikacje w Przemysle Fermentacyjnym i Owocowo-Warzywnym (MNiSW=5 pkt) oraz 1
rozdziat w monografii pokonferencyjnej Szkoty Technologii Fermentacji. Sumaryczny
wskaznik IF publikacji wynosi 5,586, a liczba punktéw MNiSW=155. Wszystkie publikacje
s3 opracowaniami zbiorowymi (od 2 do 5 autoré6w), we wszystkich mgr inz. Aneta Ciosek jest
pierwszym autorem. Z o$wiadczen wspotautoréw wynika, ze Autorka niniejszej rozprawy
miata znaczacy udziat w realizacji prac na poziomie od 55 do 70%, polegat on na
projektowaniu eksperymentéw, przeprowadzeniu do$wiadczedi w laboratorium, analizie

probek, opracowaniu i interpretacji wynikéw oraz przygotowaniu publikaciji.



3. Ocena merytoryczna rozprawy

Tytul recenzowanej pracy doktorskiej odpowiada tematyce zaprezentowanej w cyklu
publikacji. W streszczeniu pracy Doktorantka w sposob syntetyczny, aczkolwiek
wyczerpujacy, przedstawia geneze, cel badan, zakres badan oraz uzyskane wyniki, ze
wskazaniem gléwnych osiggnie¢ pracy. Wprowadzeniem w tematyke badawcza realizowang
w ramach pracy doktorskiej jest wstep oraz przeglad literatury. We wstgpie Doktorantka
nakreslita rozwdj sektora browarniczego z uwzglednieniem rozwoju rynku nowych
produktow, w tym popularnych ostatnio piw kwasnych, wymienita metody produkc;ji tych piw
oraz uzasadnita wybor stosowanego w pracy szczepu bakterii Lactobacillus brevis WLP672.
Przeglad literatury zostal przygotowany w oparciu o pierwsza publikacje wchodzaca w sklad
rozprawy doktorskiej i zostal poswigcony charakterystyce bakterii kwasu mlekowego (LAB)
w technologii browarniczej. W tej czes$ci Doktorantka przedstawita systematyke bakterii
kwasu mlekowego (LAB), charakterystyke wybranych bakterii z rodzaju Lactobacillus,
omoéwila potencjal wykorzystania tych bakterii w produkeji zywnosci oraz stan wiedzy na
temat wykorzystania LAB w browarnictwie. — Rozdzial ,przeglad literatury’ zostat
przygotowany na podstawie publikacji przegladowej wchodzacej w sklad rozprawy
doktorskiej opublikowanej w 2015 roku zdaniem recenzenta tre$¢ tego rozdziatu powinna by¢
uzupelniona o przeglad literatury z ostatnich pigciu lat. Rozdziat ten koresponduje z czgscig
eksperymentalng pracy.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przestawila cel glowny i cele szczegbtowe pracy.
Gléwnym celem pracy bylo opracowanie metody wytwarzania piw kwasnych z uzyciem
komercyjnego szczepu bakterii heterofermentatywnych Lactobacillus brevis WLP672 w
odpowiedzi na potrzeby polskiego przemystu browarniczego. W pracy postawiono cztery
hipotezy badawcze, ktére poddano weryfikacji w ramach kolejnych eksperymentow,
ukierunkowanych na: dobér warunkéw propagacji bakterii LAB z wykorzystaniem brzeczki
stodowej jako podloza hodowlanego, oceng wpltywu alfa-kwaséw w brzeczce na przyrost
biomasy bakterii kwasu mlekowego, wptyw sekwencji wykorzystania bakterii i drozdzy
piwowarskich na efekty fermentacji, a takze wpltyw suplementacji brzeczki jonami Mg i Zn
na aktywno$¢ fermentacyjng bakterii LAB i drozdzy piwowarskich oraz charakterystyke
parametréw fizykochemicznych i profil aromatyczny produktéw finalnych.

W rozdziale ,,Metodyka badan i wyniki” Doktorantka oméwita publikacje wchodzace w
sktad rozprawy doktorskiej zgodnie z chronologig ich ukazywania w czasopismach
naukowych. Prace stanowigce niniejszg rozprawe sg tematycznie spojne, Autorka skupila si¢

na omowieniu najwazniejszych zatozen oraz rezultatow badar.



Analiza trendéw na rynku napojéw fermentowanych sktonita Doktorantke do podjecia prac
badawczych ukierunkowanych na charakterystyke materiatu biologicznego stosowanego w
projektowaniu piw kwasnych. Poczatkowe prace eksperymentalne zostaly poswiecone
poszukiwaniu optymalnych warunkéw propagacji bakterii L. brevis WLP672 na brzeczce
stodowej. Badania prowadzono w skali laboratoryjnej z wykorzystaniem bioreaktora Biotech
Biostat B. Doktorantka i wspdtautorzy wykazali, ze liczebno$é i zywotnoS¢ bakterii zalezata
od takich parametréw jak: ekstrakt brzeczki, czas propagacji, temperatura procesu oraz ilo$é
biomasy wykorzystywanej do zaszczepienia brzeczki. Najlepsze efekty uzyskano prowadzac
proces propagacji na brzeczce stodowej o zawartosci ekstraktu 12°Plato, w temperaturze 25°C
przez 3 dni. Uzyskane wyniki opublikowano w publikacjach nr 2 i 3.

W czwartej publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej zamieszczone zostaty
wyniki badan dotyczace wplywu materiatu biologicznego: bakterii L. brevis WLP672 i
drozdzy S. cerevisiae Safale US-05 na przebieg i efekty procesu fermentacji podczas
produkcji piw kwasnych. Doktorantka prowadzita procesy fermentacji szczepige brzeczke
nastawng materialem biologiczny w trzech wariantach: (1) bakterie nastepnie drozdze (2)
drozdze nastepnie bakterie oraz (3) kultury mieszane z udziatem konsorcjum bakterii i
drozdzy jednocze$nie. Doktorantka i wspotautorzy wykazali, ze kolejnos¢ i czas szczepienia
bakterii i drozdzy podczas produkcji piw kwasnych ma znaczacy wplyw na przebieg procesu
oraz parametry fizykochemiczne produktéw finalnych w tym i.in na: wartogé pH, stezenie
kwasu mlekowego, zawarto$é alkoholu czy ekstraktu rzeczywistego. W oparciu o
szczegblowy analiz¢ wynikéw, jako wariant optymalny wskazano zaszczepienie brzeczki
nastawnej bakteriami LAB, a po 3 dobach fermentacji mlekowej, przeprowadzenie
fermentacji etanolowej z udziatem wybranych drozdzy piwowarskich.

Przedmiotem badan opisanych w pigtej publikacji bylo okreslenie wplywu stopnia
nachmielenia brzeczki na wzrost i metabolizm bakterii kwasu mlekowego. Zastosowano dwa
poziomy nachmielenia brzeczki 4 i 8 IBU, brzeczka niechmielona stanowila probe kontrolna.

W badaniach wykazano, ze badany szczep L. brevis WLP672 jest bardzo wrazliwy na
zwiazki chmielu i jego metabolizm byl hamowany juz przy dawce 4 mg izo-a-kwasow/ litr
brzeczki. Otrzymane piwa charakteryzowaly si¢ zbyt malym zakwaszeniem pH>4,0 i bardzo
niskim stezeniem kwasu mlekowego <0,2 g/L. W przypadku zastosowania badanego szczepu
LAB zalecono stosowanie brzeczek niechmielonych lub o niskim stopniu nachmielenia <4
mg izo-a-kwasow/ litr.

W széstej publikacji, Doktorantka i wspblautorzy zamiescili rezultaty badan dotyczgcych

oceny wptywu suplementacji brzeczki jonami magnezu i cynku na metabolizm bakterii kwasu



mlekowego Lactobacillus brevis WLP672, przebieg i efekty fermentacji z udzialem kultur
mieszanych i powstanie zwigzkéw aromatycznych w piwach kwasnych. Ta czg$¢
prowadzonych badan jest najbardziej interesujaca i wnosi najwigcej cennych informacji
zar6wno naukowych jak i praktycznych wskazan. Obejmuje szerokie spektrum badan
analitycznych. Niewatpliwym osiggnieciem naukowym badan zaprezentowanych w tej czesci
pracy doktorskiej bylo przeanalizowanie wplywu jonéw cynku na przebieg i efekty
fermentacji piw kwasnych. Stwierdzono, ze dodatek jonéw cynku do brzeczki negatywnie
wplywal na przebieg fermentacji mlekowej, skutkowal otrzymaniem piwa o nizszej
zawarto$ci kwasu mlekowego. Ponadto w probach suplementowych stwierdzono wyzsze
stezenie kwasu bursztynowego, ktory nie jest pozadany, poniewaz obniza pijalnos¢ piwa.
Ponadto stwierdzono 8-12 krotnie wyzsze stezenie zwigzkow zapachowych: kwasow
thuszczowych i terpenéw. To wazne odkrycie gdyz suplementacja jest standardowg procedurg
stosowana w browarach i warto rozwazy¢ ograniczenie lub rezygnacje z suplementacji jonami
cynku podczas produkcji piw kwasnych.

W ostatniej czesci pracy dokonano weryfikacji wynikéw uzyskanych w skali laboratoryjne;.
Na podstawie zebranych danych, opracowano recepture piwa kwasnego, ktére nastgpnie
uwarzono w browarze eksperymentalnym Uniwersytetu Przyrodniczego w Krakowie na
warzelni o wybiciu 1 hl. Przeniesienie skali jest bardzo istotne dla wdrozenia wypracowanych
rozwiazan do warunkéw przemystowych i potwierdza w peini aplikacyjny charakter
zrealizowanych badan.

W kolejnym rozdziale Doktorantka zamiescita wykaz metod analitycznych wykorzystanych
w pracy. Do analizy i charakterystyki materiatu biologicznego oraz sktadu chemicznego
produktéw koncowych wykorzystano rekomendowane techniki badawcze, zgodne z analityka
EBC oraz wlasciwg aparature badawczg m.in.: cytometr przeptywowy BD Accuri, analizator
piwa 4500 M, spktrofotometr Beckmana, chromatograf gazowy sprz¢zony ze spektrometrig
mas (GC/MS) oraz chromatograf cieczowy HPLC.

Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka sformutowata 8 wnioskéw. Sposob
zredagowania wnioskow jest poprawny, a ich strona merytoryczna znajduje uzasadnienie w
analizie prezentowanych wynikow badaf. Tres¢ wnioskéw potwierdza dokonanie przez

Doktorantke weryfikacji przyjetych hipotez badawczych.

Uwagi ogdlne i szczegdlowe:
Z obowiazku recenzenta nalezy wymieni¢ nieliczne drobne uchybienia zauwazone podczas

lektury niniejszej rozprawy, takie jak bledy literowe i jgzykowe. W spisie literatury wiele



pozycji wymaga korekty edytorskiej, w tym m.in: pisownia nazw gatunkowych
mikroorganizméw, powinny byé zapisana kursywa (s. 31-35, poz. 13, 16, 19, 30, 34, 39, 47).
Podobne uwagi dotycza publikacji nr 3.

W opinii recenzenta dobrym rozwigzaniem byloby zamieszczenie w pracy podrozdzialu
»Modele eksperymentalne” w postaci schematéw przedstawiajgcych etapy poszczegdlnych
badan, z jednoczesnym wskazaniem punktéw poboru prébek do badaf i wykonywanych
analiz oraz uzupelnienie czedci metodycznej o zestawienie i charakterystyke podtéz
stosowanych podczas fermentacji z uwzglednieniem parametrow technologicznych ich
przygotowania oraz prowadzenia proceséw fermentacji na poszczegélnych etapach realizacji
prac badawczych.

W odniesieniu do pracy prosze Doktorantke o uzupeienie informacji lub komentarz w
zakresie podejmowanej dyskusji:

- W niektérych eksperymentach brzeczki do przygotowania podtéz pochodzily z browaru w
innych pracach przygotowano je w warunkach laboratoryjnych z ekstraktow stodowych. Czy
wiadomo, jakie surowce stanowily podstawe do przygotowania brzeczek? Na jakim etapie
technologicznym byta pobierana brzeczka z browaru, czy brzeczka byta chmielona ( tylko w
jednej publikacji znajdujemy informacje, ze nie). Czy podloza do fermentacji byty
standaryzowane?. Dlaczego niektére brzeczki byly poddawane dwukrotnie sterylizacji w
temp. 121° C przez 20 lub 30 min., inne jednokrotnie. Jak proces sterylizacji moze wplynaé
na skfad chemiczny i profil weglowodanowy brzeczek? W niektérych etapach pracy do
fermentacji stosowano brzeczki o zawartosci ekstraktu 8° Plato w innych 12°Plato. W pracy
stosowano rozne temperatury fermentacji mlekowej 20°C (publikacja 4), 25°C (publikacja 5)
oraz 30°C (publikacja 6). Jaki byl czas prowadzenia procesu fermentacji etanolowej w pracy
nr 6. Po analizie materiatu prosze o rekomendacje dotyczace parametréw technologicznych
prowadzenia proceséw fermentacii mlekowe;j i etanolowej z uzyciem badanych szczepow.

- dlaczego stosujac bakterie heterofermentatywne do procesu w pierwszych pracach
analizowano wylgcznie zawartoéé kwasu mlekowego i pH, a ocene zawartogci innych
kwaséw zwlaszcza kwasu octowego dopiero w ostatniej etapie pracy. W pracy nr 6
zastosowano inng metode analizy kwasu mlekowego niz w pozostatych pracach.

- W pracy stwierdzono zréznicowanie pomigdzy wynikami w zakresie ilosci wytworzonego
kwasu mlekowego - 6 g/l dla wariantu BY72 ( publikacja 4) oraz 0,6 — 1,6 g/l (publikacja 6).
Jak thumaczy to Autorka.



Jak wynika z przeprowadzonych badan stosowne w pracy bakterie mlekowe wykazywaty
duzg wrazliwos$¢ na izo-0- kwasy pochodzgce z chmielu, co wykazano w pracy nr 5. Czy
Doktorantka podejmowata proby wykorzystania technologii ,,kettle soure’” zakwaszania na
etapie przygotowania brzeczki przed chmieleniem w swoich badaniach? Jaka jest opinia
Doktorantki w tym temacie?

- prosz¢ o uzupehienie informacji, jakie stezenie kwasu mlekowego uzyskano w warunkach
browaru eksperymentalnego?.

Powyzsze uwagi nie obnizajg warto$ci merytorycznej rozprawy doktorskiej. Oceniana
praca doktorska jest niewatpliwie oryginalnym dzielem naukowym, w ktérym Doktorantka
wykazala dobre przygotowanie teoretyczne, samodzielno$¢ w prowadzeniu badan
naukowych, umiejetnos¢ postugiwania si¢ nowoczesnymi metodami analitycznymi.
Okreslony w pracy cel badawczy zostal zrealizowany. Na podkreslenie zastuguje potencjal
aplikacyjny pracy. Zawarte w recenzji uwagi majg charakter uzupelniajacy, redakcyjny i
dyskusyjny, nie maja wplywu na ocen¢ koncowsg przedstawionej do recenzji pracy

doktorskie;j.

Podsumowanie i wniosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anety Ciosek jest
oryginalnym i warto§ciowym opracowaniem. Zawarte w niej wyniki badan sg Zrédiem
wiedzy o charakterze naukowym, jak i aplikacyjnym, na temat mozliwo$ci wykorzystania
bakterii kwasu mlekowego do produkcji piw kwasnych. Doktorantka sprawnie sformutowata
temat i cel pracy, poprawnie zaplanowala i przeprowadzita prace eksperymentalne sluzace
jego realizacji, umiejetnie wykorzystala narzedzia badawcze, analityczne i statystyczne, co
podnosi znaczgco wiarygodno$¢ ustalen naukowych prezentowanych w rozprawie.
Potwierdzeniem tego sg publikacje naukowe wchodzace w sktad recenzowanej dysertacji.
Przedlozong do recenzji prace doktorskg oceniam pozytywnie i stwierdzam, ze rozprawa ta
spelnia wszystkie ustawowe wymogi i kryteria. Zwracam si¢ do Rady Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona KoHataja w

Krakowie o dopuszczenie Pani mgr inz. Anety Ciosek do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
Wroctaw, dnia 17.10.2021 r. : /
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