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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Katarzyny Robak zatytulowanej
»Intensyfikacja wykorzystania monosacharydéw w procesie otrzymywania bioetanolu

drugiej generacji”

Oceniana praca doktorska zostata wykonana w Instytucie Technologii Fermentacji i
Mikrobiologii, Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki L.odzkiej pod
kierunkiem Pani dr hab. Marii Balcerek, prof. uczelni (promotor rozprawy) oraz Pani dr inz.
Urszuli Dziekonskiej-Kubczak (promotor pomocniczy pracy).

Recenzj¢ wykonatem w oparciu o Uchwatg nr 82/2021 Rady do Spraw Stopni Naukowych
PL z dnia 6 lipca 2021 roku, a takze pismo Pani Dziekan Wydzialu Biotechnologii i Nauk o
Zywno$ci PL dr hab. inz. Anny Diowksz, prof. uczelni, z dnia 29 wrze$nia 2022 r. oraz
dostarczonego egzemplarza pracy doktorskiej.

Bioetanol drugiej generacji to alkohol etylowy wytwarzany z biomasy odpadowej,
zwlaszcza roSlinnej, zawierajacej oprocz celulozy 1 hemicelulozy znaczne ilosci ligniny.
Szczegodlnie przydatne sa odpady pochodzenia rolniczego np. stoma roéznych zboz, a takze
biomasa z terenow zieleni duzych aglomeracji miejskich np. skoszona trawa, czy opadte (pod
koniec okresu wegetacyjnego) liscie drzew. Obecnos¢ w biomasie ligniny powoduje
koniecznos$¢ jej eliminacji np. poprzez biodegradacje do monomeréw. W warunkach
naturalnych ligniny ulegaja powolnej degradacji mikrobiologicznej sprzyjajac powstawaniu
humusu i tym samym utrzymywaniu korzystnej dla rozwoju roslin struktury gleby.
Szczegdlng role odrywaja w tym procesie drobnoustroje lignino- i celulolityczne.
Wytwarzane przez nie enzymy, zwlaszcza: celulazy, hemicelulazy, lakazy, peroksydazy

wykorzystywane sg w roznych procesach przemystowych do hydrolizy polimeréow roslinnych,



jak rowniez przeksztatcania i detoksykacji produktow rozktadu lignin. Dotyczy to réwniez

produkcji bioetanolu na bazie odpadowej masy roslinne;.

W swojej pracy doktorskiej Pani mgr inz. Katarzyna Robak jako model badawczy
wykorzystala stome zyta ozimego (Secale cereale L.) odmiany Dankowskie Amber, ktora
zostata zarejestrowana Polsce w 2010 roku i jest uprawiana z powodzeniem na terenie calego
kraju, rowniez na stabszych glebach. Zawartos$¢ lignin w stomie zyta waha si¢ najczgsciej W
granicach 20 — 25 % w/w s.s. W przypadku zyta Dankowskie Amber, ilo$¢ ligniny w stomie
jest bliska gornej granicy (podanej wyzej wartosci liczbowej), dzigki czemu zdzbta tej
odmiany sg bardziej oporne na wyleganie, ale stwarza to dodatkowe trudnosci w uzyskiwaniu
bioetanolu ze stomy. Przy optymalizacji tego procesu zarowno na etapie obrobki wstepnej,
hydrolizy enzymatycznej, jak i fermentacji alkoholowej Doktorantka wykorzystata dostgpne
dane literaturowe oraz rezultaty wczesniejszych badan prowadzonych w zespole kierowanym

przez Panig promotor — dr hab. inz. Mari¢ Balcerek, prof. uczelni

W bardzo obszernej czesci teoretycznej rozprawy obejmujacej az 5 rozdzialow
zatytulowanych kolejno: Wstep, Zarys polityki klimatyczno-energetycznej UE, Biopaliwa,
czyli paliwa odnawialne pochodzenia biologicznego, Technologia produkcji biopaliw drugiej
generacji metoda termochemiczng, oraz Technologia produkcji biopaliw drugiej generacji
metoda biochemiczng na przykladzie bioetanolu, Doktorantka omoéwita szeroko zardwno
zagadnienia zwigzane bezposrednio z produkcja bioetanolu, jak 1 czynniki o charakterze
polityczno-ekonomicznym sprzyjajace wykorzystaniu biomasy odpadowej jako surowca do
wytwarzania ptynnych biopaliw drugiej generacji. Czg$¢ teoretyczna rozprawy zakonczona
jest podsumowaniem (rozdziat nr 6) uwypuklajagcym najistotniejsze kwestie omawiane w

poprzednich rozdziatach.

Cel pracy, jak i przedstawione w siedmiu punktach cele szczegotowe (rozdziat nr 7)
zostaty jasno sprecyzowane i nie budzg zastrzezen. W kolejnych rozdziatach zatytulowanych:
Materiaty badawcze, Przebieg postepowania badawczego, Metody oznaczen analitycznych i
Metody obliczen (rozdzialy o kolejnych numerach 8 — 11) Doktorantka przedstawila
szczegotowo techniki i metody stosowane w trakcie realizacji doktorskiej, a takze kwestie

zwigzane metodyka opracowywania wynikow.



Zasadniczg czg$¢ pracy doktorskiej stanowi rozdziat 12 zatytutowany Wyniki badan i
dyskusja oraz bardzo krotki ale rownie wazny dla cato$ci rozprawy rozdziat 13 Bilans masy
podczas produkcji bioetanolu drugiej generacji. Uwidocznione w tych rozdziatach rezultaty
badan zostaly ujete w postaci 38 rycin oraz 23 tabel uzupelionych komentarzami
uwypuklajacymi najbardziej istotne dane. Przedstawionym wynikom towarzyszy wnikliwa
ocena uzyskanych danych, na tle doniesien literaturowych. Przeprowadzona w rozprawie
dyskusja swiadczy zaro6wno 0 bardzo szerokiej i ugruntowanej wiedzy Doktorantki,
krytycznym podejsciu do wlasnych osiaggniec¢, jak i o duzym zaangazowaniu w problematyke

naukowa zwigzang z Jej dysertacja doktorska.

Whioski (rozdziat 14) i stwierdzenia koncowe wyciagniete z przeprowadzonych badan
i dyskusji zostaty przedstawione w 9 punktach, co w petni odzwierciedla zakres i ztozono$é¢
zagadnien, ktorymi zajmowala si¢ Doktorantka. Spis literatury (rozdzial 15) obejmuje
najwazniejsze pozycje piSmiennictwa, z uwzglednieniem najnowszych publikacji
dotyczacych problematyki rozprawy doktorskiej (lgcznie 307 cytowanych pozycji
literaturowych). Rozprawa doktorska zawiera rowniez krotkie streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wykaz stosowanych w pracy oznaczen oraz dwa zalaczniki zawierajgce wyniki

analizy statystycznej i wykaz dorobku naukowego.

Do najwazniejszych osiagni¢c recenzowanej pracy doktorskiej zaliczam:

1. Wykazanie, ze uzycie w trakcie obrobki wstepnej stomy zytniej 5% w/v zasady
sodowej moze doprowadzi¢ do usunigcia ponad 98% ligniny, co w dalszym

postepowaniu znaczaco utatwia hydrolize enzymatyczna glukanu.

2. Uzyskanie, w trakcie hydrolizy enzymatycznej surowca, efektu synergii
spowodowanej uzyciem stosownej kombinacji preparatu enzymatycznego Cellic
CTec2 i surfaktantu Tween 20, co pozwolito na otrzymanie hydrolizatu zawierajacego
glukoze, ksylozg i arabinoze z wydajnosciag na poziomie odpowiednio: 98,8, 95,6 i

78,6% wydajnosci teoretycznej w przeliczeniu na uzyta biomase.

3. Uwidocznienie, Zze zastosowanie symultanicznej inokulacji podlozy fermentacyjnych

mieszang kulturg drozdzy Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red + Pachysolen



tannophilus 0043 moze zaowocowac zwigkszeniem stezenia etanolu w plynie

pohodowlanym do wartosci 11,26 g/1.

4. Wykazanie, ze zastosowanie szczepu drozdzy natywnych P. tannophilus 0043 oraz
szczepow drozdzy rekombinowanych genetycznie SSS do fermentacji poditozy o 12%
Ww/Vv s.s. obcigzeniu biomasy stomy zytniej odmiany Dankowskie Amber
umozliwia uzyskanie stezenia alkoholu etylowego powyzej 40 g/l, co pozwala na
prowadzenie optacalnej ekonomicznie produkcji bioetanolu drugiej generacji na bazie

odpadowej stomy Zytnie;j.

Niemniej istotne (zwlaszcza z aplikacyjnego punktu widzenia) wydaja si¢ by¢ wyniki
uzyskane przez Doktorantkg, wskazujace ze monokultury drozdzy: P. tannophilus i
modyfikowanych genetycznie szczepéw SSS wykazuja zwigkszong (w stosunku do drozdzy
Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red) zdolno$¢ do wykorzystania pentoz, zwlaszcza

ksylozy.

Uwagi i pytania dodatkowe.

1. Na stronie 10 rozprawy Doktorantka pisze: ,,W ostatniej fazie badan otrzymane
hydrolizaty celulozowe poddano fermentacji przy uzyciu 17 kultur drozdzy na ktore
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sktadaty si¢: ...” i tu podaje nazwy drobnoustrojow bez peilnej nazwy rodzajowej,

mimo Ze pojawiajg si¢ one po raz pierwszy w rozprawie.

2. W ostatnim zdaniu podrozdziatu 3.1. (str. 30 rozprawy) Doktorantka stwierdza: ,, W
szczegbdlnosci Polska, jako kraj rolniczy, posiada bardzo duzy potencjal produkcji
biomasy.” Udziat rolnictwa w tworzeniu PKB w Polsce wynosi jedynie 3%, a
zatrudnienie w sektorze rolno-spozywczym okoto 10%. Natomiast udzial powierzchni
rolnej stanowi 56% w odniesieniu do calo$ci powierzchni calego kraju. Dlatego
wydaje si¢, ze bardziej odpowiednie byloby sformutowanie: , W szczegdlnosci
Polska, jako kraj ktérego powierzchnia rolna stanowi 56% w odniesieniu do cato$ci

powierzchni kraju, posiada bardzo duzy potencjat produkcji biomasy”.

3. W podrozdziale 9.1.4 Doktorantka podaje: ,,Do kolb podawano réwniez roztwor

antybiotykow w dawce 10 mg/l, w celu ograniczenia ryzyka wystapienia zakazenia



mikrobiologicznego.” Z dalszej czgsci pracy wynika, ze inkubacj¢ prowadzono w
temp. 50 °C, przez 72 godziny. Czy w tych warunkach nie nastepowala czesciowa
inaktywacja penicyliny G oraz streptomycyny i czy tym samym nie byto koniecznosci

dodatkowego wprowadzania antybiotykow do badanych uktadow?

. W podrozdziale 9.3.1 oraz 9.3.2 (odpowiednio str. 87 i 88) opisane sg warunki
odwirowania drozdzy i hydrolizatu. Podany jest typ wirowki, czas wirowania 0raz
liczba obrotow/min. Powinien tez by¢ podany typ/ srednica rotora lub prosciej warto$¢
g przy ktoérej wirowano proby. Czy przy braku informacji o temperaturze w jakiej

wirowano badane probki nalezy rozumieé, ze byta to temperatura pokojowa?

W catej rozprawie Doktorantka uzywa okreslenia ,,mikroorganizmy”, co jest
oczywiscie prawidtowe i powszechnie stosowane w literaturze naukowej. Niemniej
gdy wyraz ten czgsto si¢ powtarza, czasami nawet dwa razy w tym samym zdaniu

(podrozdziat 5.6.3, str. 63), mozna by tez uzy¢ stowa ,,drobnoustroje”.

Pragne zaznaczy¢, ze przedstawione wyzej uwagi i pytania maja jedynie charakter

dyskusyjny lub porzadkowy i nie obnizajg bardzo wysokiej warto$ci poznawczej oraz

aplikacyjnej recenzowanej pracy doktorskiej.

Podsumowujgc swojg ocene stwierdzam, iz rozprawa doktorska Pani mgr inz.

Katarzyna Robak zatytutlowana ,,Intensyfikacja wykorzystania monosacharydow w procesie

otrzymywania bioetanolu drugiej generacji” spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim

i z pelnym przekonaniem przedktadam Wysokiej Radzie do Spraw Stopni Naukowych

Politechniki L.odzkiej wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Robak do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie majac na uwadze:

e znaczacy dorobek naukowy Doktorantki, w tym publikacje zwigzane bezposrednio z

tematyka doktoratu, w ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem;

e trafne sformutowanie hipotez badawczych, jak roéwniez precyzyjne i jasne ujecie celu

gldwnego oraz celow czastkowych badan;



e zastosowanie z powodzeniem w pracy nowoczesnych technik badawczych, umiejetne
opracowanie wynikoéw, przeprowadzenie wnikliwej | przekonywajacej ich oceny na
tle danych literaturowych oraz wyciagnigcie trafnych wnioskow koncowych;

e duza szans¢ na zastosowanie uzyskanych wynikéw w praktyce;

wnosz¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Katarzyny Robak stosowna

nagroda.
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Prof. dr hab. Jerzy Dtugonski



