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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr. inz. Katarzyny Robak
pt.;” Intensyfikacja wykorzystania monosacharydéw w procesie otrzymywania
bioetanolu drugiej generacji”
wykonanej w Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii
Wydziatu Biotechnologii i Nauki o Zywnoséci Politechniki Lédzkiej,
pod kierunkiem Pani dr hab. inz. Marii Balcerek, prof. uczelni

Podstawg sporzgdzenia recenzji jest pismo z dnia 29.09.2022 r. Dziekana Wydziatu
Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci Politechniki L.6dzkiej Pani dr hab. inz. Anny Diowksz,
prof. uczelni informujace o uchwale nr 82/2021 Rady do Spraw Stopni Naukowych z dnia 6
lipca 2021 r. z prosba o dokonanie oceng rozprawy doktorskiej w dziedzinie nauk rolniczych,
w dyscyplinie technologia zywnoéci i zywienia. Recenzje wykonano zgodnie z wytycznymi
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i

tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 . poz. 1789).

Ocena formalnej strony pracy.

Praca doktorska Pani mgr, Katarzyny Robak zawarta jest tacznie na 235 stronach, z
czego na streszezenie w jezyku polskim i angielskim oraz wstep i przeglad literatury przypada
74 strony, na cel pracy, material i metody badawcze jak i opis stanowiska badawczego 28
stron. Oméwienie i dyskusja wynikéw wraz z wnioskami zawarte zostaty na kolejnych 95
stronach. Materiat faktograficzny badan whasnych przedstawiono czytelnie w 23 tabelach i 38
rysunkach, Prace zamyka bibliografia, ktéra obejmuje 307 pozycji literaturowych, w tym 8
alktéw prawnych, Ponadto w opracowaniu, w formie zatacznikow, zawarte zostaty wyniki
analizy statystycznej obejmujace 16 tabel oraz wykaz dorobku naukowego doktorantki. Uktad
pracy jest odpowiedni dla rozpraw promocyjnych o charakterze doswiadczalnym.

Proporcje migdzy objetoscig poszczegélnych rozdzialdw pracy nalezy uznaé za

prawidtowe, mimo duzej objetosci catej pracy. Praca napisana jest jezykiem poprawnym
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i komunikatywnym. Nie ma duzych trudnosci w podazaniu za narracjg i mysla Autora,
jednakze zastosowanie w calym opracowaniu duzej ilosci oznaczen i skrotow zmusza do
pilnej analizy tekstu szczeg6lnie w czesci wynikowej pracy. Teoretyczne rozwazania poparto
ponadto licznymi danymi przedstawionymi w postaci 12 rysunkow i 1 tabeli.

W opinii recenzenta calo$¢ opracowania jest obszerna i zawiera kilka elementow,
ktérych pominigcie nie zaszkodzitoby jej jakoSci i przejrzystoéci. Dotyczy to migdzy innymi
fragmentow wstepu, w ktorych znajdziemy powtdrzenie streszczenia, a takze fragmenty
powtérzei w rozdziale 5.4 z rozdzialu 4. Jednakze oceniana rozprawa doktorska
przygotowana zostala z duzg starannoscig, co $wiadczy o swobodzie poruszania sig
Doktorantki w obszarze podejmowanych zagadnieil i spetnia wymagania formalne stawiane

pracom doktorskim.

Merytoryczna ocena pracy.

Problem bezpieczenstwa energetycznego oraz redukcja gazéw cieplarnianych to
gtowne cele polityki klimatyczno-energetycznej UE, ktéra obliguje panstwa cztonkowskie do
zwiekszenia produkcji energii ze Zrédet odnawialnych, w tym pochodzacych z biomasy.
Szczegoblng role odgrywaja biopaliwa ciekte, stosowane jako dodatki paliwowe. Do tej pory
byly to biopaliwa pierwszej generacji, do produkeji ktoérych wykorzystuje si¢ rosliny o
wysokiej zawartosci skrobi. Jednakze z konieczno$ci zachowania bezpieczenstwa
zywieniowego oraz w zgodzie z przyjetymi kryteriami zrownowazonego rozwoju coraz
wigksze zainteresowanie budzg biopaliwa drugiej generacji wykorzystujace biomase
lignocelulozowsy. Przyktadem produkeji cieklych biopaliw drugiej generacji jest bioetanol
produkowany z odpadowej biomasy lignocelulozowej. Surowce te sa odnawialne, stosunkowo
tanie i dostepne, co najwazniejsze nie stanowig konkurencji dla produkeji Zywnosci.

Do takich surowcow miedzy innymi nalezy stoma zbdz, ktorej w ostatnich latach w
Polsce, odnotowuje si¢ szacunkowa nadwyzke okoto 13 mln ton rocznie. Jednakze konwersja
surowca lignocelulozowego do monosacharydow na drodze biochemicznej jest procesem
trudniejszym niz standardowa restrukturyzacja surowcoéw skrobiowych. Proces ten wymaga
zazwyczaj kilku etapow obrobki wstepnej z powodu krystalicznej struktury celulozy i
obecnosci ligniny, ktore to zwigzki utrudniajg hydrolize enzymatyczng. Problem zwigzany z
wytworzeniem bioetanolu z tych surowcoéw stanowi rowniez jednoczesna fermentacja pentoz
i heksoz dostepnych w hydrolizatach lignocelulozowych.

Przedstawiona do oceny praca mgr. Katarzyny Robak wpisuje si¢ merytorycznie w

nurt badawczy tego typu zagadnien.




W czesci teoretycznej pracy Autorka przedstawila przeglad literatury Swiatowej i
krajowej adekwatny do realizowanego zakresu pracy. Cytowane Zrodta literaturowe w 88%
stanowig prace opublikowane w ostatniej dekadzie, co $wiadczy o aktualnodci podjetego
tematu badawczego. W tej czesci pracy Autorka poruszyla tematyke dotyczaca polityki
klimatyczno-energetycznej UE, biopaliw z uwzglednieniem podziatu ze wzgledu na stan
skupienia czy generacje. Duzo miegjsca w pracy Pani mgr po$wigcita technologii produkeji
biopaliw drugiej generacji przede wszystkim metoda biochemiczng na przyktadzie bioetanolu,
nie pomijajgc jednak metod termochemicznych, W rozdziale 5 Doktorantka bardzo
szczegbtowo opisata surowiec lignocelulozowy, wyraznie wyodrebniajac stome zbozowa
charakteryzujac jg pod katem sktadu, ilosci zbioru (mln ton) oraz $redniej ceny w zi/tong
uzyskiwanych w latach 2010-2020. Istotnym elementem czeéei literaturowej jest opracowany
przez Panig mgr przeglad metod obrobki wstepnej surowca lignocelulozowego z
uwzglednieniem najnowszych metod np. obrobki cieczami jonowymi. Autorka zwrécita
rowniez uwage na zagadnienia zwigzane z obrébka wstepng surowca o wyzszym poziomie
ligniny i zwigzany z tym problem detoksykacji produktow powstatych w wyniku obrobki
wstepnej takiego surowca. Produkty takie w wigkszosci sg inhibitorami enzyméw w procesie
fermentacji etanolowej. Dodatkowo Doktorantka klasyfikacje metod obrébki wstgpne;
surowcow lignocelulozowych przedstawita w opracowaniu whasnym, w postaci jasnego i
czytelnego rysunku, co znacznie ulatwilo analize opisywanych zagadnien. Kolejne
podrozdziaty dotyczyly hydrolizy enzymatycznej i fermentacji etanolowej. Ostatnie krotkie
podrozdzialy autorka po$wigcita strategii produkcji etanolu drugiej generacji oraz destylacji i
dehydratacji etanolu. Jedynym stabym elementem dotyczacym tresci zawartych w rozdziale
pigtym jest pobiezne potraktowanie zagadnienia zwigzanego z odwadniania alkoholu
etylowego (podroz. 5.8).

Opracowany przeglad literatury zawiera liczne dane umieszczone w tabelach,
rysunkach w formie wykreséw oraz jasnych i czytelnych schematow, ktore w wigkszosci sg
opracowaniami wlasnymi autora. W opinii recenzenta, kazdy z opracowanych rozdziatow
mogiby stanowié oddzielny material o duzych walorach dydaktycznych, co $wiadczy o
bardzo dobrym przygotowaniu doktorantki do realizowanego tematu badawczego. Catos¢
czedel teoretycznej zostata spieta syntetycznym podsumowaniem.

Przeglad literatury dat dobrg podstawe do sformutowania celu pracy. Cel glowny

zostat przedstawiony w sposob jasny i komunikatywny. Zostat rozwinigty przez cele




szczegdlowe, ktérych Autorka wymienia siedem, W opinii recenzenta sg to jednak bardziej
zadania (etapy) badawcze niz cele szczegbtowe, przedstawiajgce zakres prowadzonych badan.

Czes¢ pracy zatytulowana: ,Materialy badawcze” Autorka opracowata w sposéb
prawidtowy, opisujgc obszernie z pelng charakterystyka material badawczy, chociaz pewna
konsternacj¢ recenzenta wzbudzit rys. 8.1, gdzie podstawiono zdjgcie stomy zZytniej, ktora
wedtug opisu powinna by¢ zmielona do czgstek o rozmiarach od 2-5 mm, co jednak jasno nie
wynika z przedstawionego rysunku.

W rozdziale pt.” Przebieg postgpowania badawczego” Pani mgr przestawia
syntetyczny opis wykonania kolejnych etapdéw zwiazanych z obrobka wstepng surowca,
optymalizacja hydrolizy enzymatycznej oraz optymalizacjg procesu fermentacji etanolowe;.
Na szezegblng uwage zastuguje etap badan dotyczacy optymalizacji obrébki wstepnej stomy
zytniej przy wykorzystaniu jednostopniowej obrobki cieczami jonowymi. Wykorzystanie
cieczy jonowych w badaniach stanowi o ambitnym podejsciu Doktorantki do zagadnienia
obrébki wstepnej surowca lignocelulozowego. Na uwage zastuguja rowniez dobrze wykonane
schematy przedstawiajgce warianty przetwarzania stomy zytniej w uwzglednieniem operacji
jednostkowych obrobki wstgpnej i hydrolizy enzymatycznej. Nie mniej ciekawymi
nowatorskim podejéciem do rozwigzania problemu badawczego zwigzanego z fermentacja
pentoz bylo zastosowanie rekombinowanych genetycznie drozdzy odznaczajgcych sie
podwyzszonym stopniem wykorzystania ksylozy badz arabinozy z podioza. Szczepy
pozyskano dzieki wspolpracy miedzynarodowej O$rodka Loédzkiego z Uniwersytetem
Teksanskim w Austin USA.

Dobrym uzupelnieniem dla oceny rezultatbw przeprowadzonych badan byly
prawidtowo przedstawione metody obliczen miedzy innymi odzysku czesci stalych, stopnia
usuniecia ligniny po obrobce wstepnej, wydajnosci etapu hydrolizy enzymatycznej czy
stopien wykorzystania pentoz i heksoz w czasie procesu fermentacji, chociaz wymagajace
uwaznego przesledzenia kolejnosci dziatan.

Oceniajac cato$¢ czesci metodycznej pracy nalezy stwierdzié, ze zostala ona
opracowana w sposob przemyslany, Uktad poszczegdlnych doswiadezen, sekwencja analiz z
wykorzystaniem nowoczesnych analiz instrumentalnych, statystyczne opracowanie wynikow
wskazujg na oryginalne podejscie Autorki do rozwigzywanego problemu badawczego.
Podjete badania wymagaly zastosowania réznorodnych metod: fizycznych, chemicznych,

instrumentalnych i wskazuja na opanowanie warsztatu badawczego przez Doktorantke.



Omowienie wynikéw zawiera obszerng dokumentacje rezultatow kolejno
przeprowadzonych badan. Kolejnoé¢ omawianych proceséw tworzy logiczny cigg zgodny z
zatozonymi celami (etapami) badawczymi,

Pierwsza cze$¢ omowienia dotyczyla ustalenia wplywu obrébki wstepnej surowca na
wydajnosé hydrolizy enzymatycznej. W tym celu Doktorantka zastosowata wybrane metody
chemicznej obrobki wstepnej stomy Zytniej, a mianowicie zweryfikowata zastosowanie
obrébki; zasadowej (NaOH o stezeniu od 1 do 7,5% w/v), oksydacyjnej (H202 w zakresie od
1,0 do 5,0% w/v), dwustopniowej alkaliczno-oksydacyjnej (NaOH od 1,0 do 5,0% oraz Hz02
od 1,0 do 5,0% w/v), kwasowej (H2SO4 o stezeniu od 1,0 do 5,05 w/v) oraz cieczami
jonowymi stosujac [Bim][Ac], [Bim][Ac] z 5,0% w/v NaOH, [Emim][SCN], [Bmpyr][NT£2].
W wyniku przeprowadzonych badan okazalo sig, ze zastosowanie obrébki wstepnej stomy
zytniej przyczynito si¢ do zwigkszenia wydajnosci hydrolizy enzymatycznej poszczegodlnych
polisacharydow. Najefektywniejszg obrobka wstepng surowca, przy ktorej osiggnigto
najwyzszg wydajno$¢ hydrolizy polisacharydéw to obrébka z zastosowaniem 5,0% wiv
NaOH w temp. 121°C przez 1h. Ta metoda obrobki zostata wybrana do dalszego etapu badan.
Nalezy tutaj réwniez wspomnie¢ o zastosowaniu cieczy jonowych do obrobki wstepnej, w
najkorzystniejszym uktadzie [Bim][Ac]+5,0 % NaOH, pomimo ostatecznie wykluczenia tej
metody z dalszego etapu badan, uzyskany stopiefn usunigcia ligniny (do 97,3%) jest jednak
wynikiem, ktéry nalezy zauwazy¢ pomimo relatywnie stabego odzysku polisacharydow.

Ten etap pracy zostat bardzo dobrze opracowany i przedstawiony. Doktorantka dobrze
zweryfikowata chemiczne metody obrébki wstgpnej surowca, a przeprowadzona hydroliza
enzymatyczna byta dobrym miernikiem jej skutecznosci.

W kolejnym etapie badan Autorka podjgla probe zoptymalizowania procesu hydrolizy
enzymatycznej wstepnie przetworzonej stomy zytniej poprzez zastosowanie komercyjnych
preparatow wieloenzymatycznych. W celu zwigkszenia wydajnodci procesu dodatkowo
zastosowata pie¢ srodkdéw powierzchniowo czynnych miedzy innymi Tween 20 i Tween 80 w
dawkach od 1,0 do 3,0 g/l. W wyniku przeprowadzonych badan Doktorantce udato sig ustalié
najefektywniejszy rodzaj jak i dawke komercyjnego preparatu enzymatycznego oraz srodka
powierzchniowo czynnego, ktore wytypowano do dalszych badan.

W ostatnim etapie badain w celu optymalizagji procesu fermentacji etanolowej
hydrolizatow stomy zytniej przeprowadzona badania w kierunku doboru: dawek inokulum
drozdzy, kultury starterowej, technik szczepienia podtozy mikroorganizmami o zdolnosciach

fermentacyjnych, suplementacji podioza solami mineralnymi, suplementacji podtoza
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zwigzkami azotowymi oraz obcigzen biomasg. Kryterium optymalizacyjnym procesu byla
maksymalizacja stgzenia i wydajnosci etanolu. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazaty na
brak istotnego wplywy zwigkszonej dawki inokulum na stgzenie i wydajnosé etanolu.
Najlepszym pod wzgledem przyjetych kryteriéw optymalizacyjnych szczepem drozdzy
okazata si¢ natywna monokultura Pachysolen tannophilus 0043 (75,5% wyd. teoret.) sposrdd
9 testowanych monokultur starterowych, wéréd 7 rekombinowanych genetycznie szczepow
najlepszy okazal si¢ SSS (74,5% wyd. teoret.) jako szczep referencyjny wykorzystywano
Ethanol Red. Sposrod zastosowanych technik inokulacji symultanicznej (jednoczesna) i
sekwencyjnej bardziej efektywniejsza pod katem wydajnosci teoretycznej etanolu w
przeliczeniu na surowiec natywny czy produktywnosci etanolu wykazywaty sie kultury
mieszane w symultanicznej inokulacji podiozy fermentacyjnych. Wzbogacenie hydrolizatow
stomy zytniej dodatkiem soli mineralnych nie wplynelo istotnie na wazrost efektywnosci
produkeji etanolu niezaleznie od uzytych drozdzy w procesie fermentacji. Suplementacja
azotem w postaci ekstraktu drozdzowego wplyneta ogolnie na podwyzszenie wydajnosei,
jednakze po 72 h najlepszg wydajnosé odnotowano w przypadku fermentacji z uzyciem
Ethanol Red, Pachysolen fannophilus 0043 oraz SSS (szczep rekombinowany genetycznie).
Zwigkszenie obcigzenia biomasg od 3% do 12% w/v s.s. wplynglo na wzrost stezenia i
produktywnos$¢ etanolu, ale nie odnotowano poprawy wydajnosci etanolu z jednostki
surowca.

Przedstawiony bilans masy produkcji bioetanolu drugiej generacji przy ustalonych
optymalnych warunkach procesu stanowi dopetnienie catosci prowadzonych bada.

Uzyskane wyniki, z szerokiego zakresu badail eksperymentalnych, Autorka
podsumowata w kolejnym rozdziale rozprawy formulujac obszerne, przejrzyste stwierdzenia i
wnioski, ktére swiadczg o zrealizowaniu celéw szezegSlowych (etapéw) i celu gléwnego,
zatem wskazujg na pelng realizacj¢ zaplanowanych badan. Jednakze w opinii recenzenta
brakuje wniosku koncowego przedstawiajgcego efekty pracy w ujeciu nowosci i korzysci
wynikajacych z zastosowanych eksperymentow.

Z obowigzku recenzenta wskazuje ponizej zagadnienia do dyskusji:
1. Co bylo podstawg zainteresowania sig stomg zytnig (najmniejszy uzysk) jako surowca
odpadowego stuzgcego do wytworzenia bioetanolu metodg biochemiczng? Czy to, ze
zawiera stosunkowo wysoka zawarto$é¢ lignin lezalo u podstaw zainteresowania sie

tym surowcem odpadowym?



2. Jak Autorka odniesie si¢ do frakeji cieklej powstatej podczas obrébki wstepnej stomy
zytniej. Czy frakcja ta stanowi zagrozenie dla srodowiska, czy jest bezpieczna?

3. Nie ma w pracy propozycji Autorki, w sprawie zbilansowania efektywnosci catodci
procesu technologicznego. Przedstawiony bilans nie do kofica wyznacza najbardziej
efektywny model procesu. Czy mozna wyznaczy¢/ znalez¢é model bardziej efektywny

uwzgledniajgoy prace urzgdzen?

Whiosek koncowy

Podsumowujgc stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr inz Katarzyny Robak
dostarcza wartoSciowych, oryginalnych wynikéw badan zwigzanych z otrzymywaniem
bioetanolu drugiej generacji z odpadowych surowcéw lignocelulozowych, Badania
przeprowadzone w ramach opiniowanej rozprawy majg charakter zaréwno poznawczy jak i
aplikacyjny oraz stanowig oryginalny wikfad do dziedziny nauk rolniczych i dyscypliny
technologii zywno$ci i zywienia. Przedstawiona do recenzji praca dowodzi wysokich
umiejetnoéci  analitycznych Autorki, umiejetnosci radzenia sobie z problemami
metodycznymi, a dodatkowo wskazuje na szeroka wiedze w prezentowanym temacie,
Autorka wykazata si¢ biegloscia w prowadzeniu do$wiadczen naukowych, réwniez
umiejgtnoécia analizowania uzyskanych wynikow oraz wnioskowania. Reasumujac
stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr inz Katarzyny Robak pt.:"Intensyfikacja
wykorzystania monosacharydow w procesie otrzymywania bioetanolu drugiej generacji”
spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z ustawg z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i
whnioskuj¢ do Rady ds. Stopni Naukowych Politechniki Lodzkiej w dyscyplinach nauki
chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia zywno$ci i zywienia o przyjecie pracy i

dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

\Q Q\A{M @MQ,

Poznan, 23.12.2022 r.



Poznan, 23.12.2022 g

Prof. UPP dr hab. inz. Matgorzata Gumienna
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Katedra Technologii Zywnosci Pochodzenia Roélinnego
Pracownia Fermentacji i Biosyntezy

ul. Wojska Polskiego 31

60-624 Poznan

Whiosek o wyréznienie

rozprawy doktorskiej Pani mgr. inz. Katarzyny Robak
pt.:” Intensyfikacja wykorzystania monosacharydéw w procesie otrzymywania
bioetanolu drugiej generacji”
wykonanej w Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii
Wydzialu Biotechnologii i Nauki o Zywnosci Politechniki Lodzkiej,
pod kierunkiem Pani dr hab. inz. Marii Balcerek, prof. uczelni

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska stanowi istotny wklad w poszerzenie
wiedzy na temat pozyskiwania bioetanolu Il generacji z surowca lignocelulozowego, jego
obrobki wstepnej czy samego procesu fermentacji z udziatem szczepéw natywnych i
rekombinowanych genetycznie. Wykonane badania i sposob ich prezentacji $wiadczg o
obszernej wiedzy teoretycznej w zakresie podjgtego w rozprawie tematu oraz o bardzo
dobrym przygotowaniu Doktorantki do pracy naukowo-badawczej. Wysokg wartos$¢ naukowg
rozprawy potwierdza ranga czasopism w jakich zostaly opublikowane wyniki, uzyskane w
ramach prowadzonych badan.

Uwzgledniajgc wysokg wartosé naukowg rozprawy wnioskuje do Rady ds. Stopni
Naukowych Politechniki L.odzkiej w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria chemiczna,
technologia zywnosci i zywienia o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny
Robak pt.:” Intensyfikacja wykorzystania monosacharydéw w procesie otrzymywania
bioetanolu drugiej generacji”. O wysokiej warto$ci naukowej pracy decyduje koncepcja
pracy, nowoczesne metody analityczne oraz mozliwosci aplikacyjne przedstawionych w
pracy rozwigzan. Dodatkowym argumentem przemawiajacym za wyrdznieniem rozprawy jest
znaczgcy dorobek publikacyjny z zakresu badawczego Doktorantki, obejmujgcy 6
oryginalnych publikacji, z czego 5 publikacji anglojezycznych z listy JCR o zasiggu
mig¢dzynarodowym i fagcznym sumarycznym IF 14,285, tacznej sumie punktéw MEIN 470
pkt. Doktorantka jest réwniez autorka lub wspdlautorkg 5 rozdziatdéw monografii, byta
kierownikiem projektu w ramach Funduszu Mtodych Lideréw Nauki na Wydziale
Biotechnologii i Nauki o Zywnosci, jak réwniez wykonawcg w projekcie Biostrateg2. Wyniki
badan prezentowata takze na licznych konferencjach naukowych, za ktére byta nagradzana i
wyrdzniana.
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