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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Weroniki Cieciury-Wloch
pt. , Wytwarzanie wodoru w procesie ciemnej fermentacji z wykorzystaniem odpadowej
biomasy roslinnej”
Promotor pracy: dr hab. inz. Sebastian Borowski, prof. uczelni

Podstawe formalng sporzadzonej recenzji stanowilo pismo Dziekana Wydziatu
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lédzkiej Pani dr hab., inz. Anny Diowksz, prof.
uczelni z dnia 24.11.2022, informujgce o powolaniu mnie na recenzenta rozprawy
w nawigzaniu do Uchwaty nr 74/2021 Rady do Spraw Stopni Naukowych w dyscyplinach nauki

chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia zywnosci i zywienia.

Problem badawczy i gléwny cel pracy; ocena zasadnos$ci podjetej tematyki badawczej
Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy wykorzystania odpadowej biomasy roslinnej
do wytwarzania wodoru w procesie ciemnej fermentacji. Wodér jest uwazany za dobry nosnik
energii i najbardziej obiecujacg alternatywe dla paliw kopalnych ze wzgledu na ponad 2,5-
krotnie wyzsza wydajno$¢ energetyczng oraz wytwarzanie wody zamiast gazéw cieplarnianych
podezas spalania. Obserwuje si¢ niezwykle dynamiczny rozwoj badan nad produkcja wodoru
na $wiecie. Sposréd metod biologicznych, wytwarzanie wodoru w procesie ciemnej fermentacji
uwazane jest za technologi¢ najbardziej obiecujaca, jesli chodzi o mozliwos¢ komercjalizacii,
ze wzglgdu na wymagania energetyczne, mozliwos¢ wykorzystania réznorodnych Zrédel
substratow, w tym organicznych materialow odpadowych, oraz mozliwo$é prowadzenia
procesu w warunkach ci$nienia atmosferycznego. Co wigcej, poferment moze byé dalej
wykorzystywany, co dodatkowo podnosi warto$¢ materiatéw odpadowych, ktére stanowily
substrat do produkecji wodoru. Chociaz znaczaca rolg w produkcji wodoru odgrywaja

zbiorowiska mikroorganizméw zaangazowanych w ciemng fermentacje, to szczegdlowa



ewolucja struktury tych zbiorowisk jest nadal niejasna. Wiadome jest, ze mieszane kultury
powinny by¢ poddawane modyfikacji w celu selekcji tworzacych przetrwalniki bakterii
produkujacych wodor i zahamowania wzrostu bakterii konsumujacych wodér. Dlatego badania
nad rozwojem technologii ciemnej fermentacji obejmujg obrébke wstepng nie tylko substratu,
ale rowniez inoculum, aby inaktywowa¢ mikroorganizmy metanogenne. Pomimo
zdefiniowania licznych rodzajow roslinnych materiatléw odpadowych podatnych na ciemna
fermentacj¢, zastosowanie procesu na skale techniczng jest ograniczone niskg wydajnoscia
produkcji. Dlatego niezbgdna jest optymalizacja warunkéw obrobki wstepnej, parametrow
eksploatacyjnych reaktoréw ciemnej fermentacji, sposobéw ograniczania wplywu inhibitoréw
nieorganicznych i organicznych czy bioinhibitor6w. Ponadto, potrzebny jest postep w rozwoju
systemow ciaglych czy polcigglych, ktore cho¢ majg szereg ograniczen, w tym niska lub
umiarkowang wydajnos$¢ wodoru, to najbardziej sprzyjaja zwiekszaniu skali. Z tych wzgledéw
stuszne wydaje si¢ podjgcie przez mgr inz. Weronike Cieciure-Wloch badan nad
mozliwosciami zwigkszenia wydajnosci biologicznej produkeji wodoru. Tematyka podjeta
w rozprawie bardzo dobrze wpisuje si¢ w obszar badan naukowych nad waloryzacja biomasy
lignocelulozowej. Gléwnym celem badan bylo okreslenie efektywnosci biologicznego
wytwarzania wodoru z odpadowej biomasy roélinnej oraz intensyfikacja ciemnej fermentacji
przez suplementowanie azotem, fosforem i zelazem. Cel pracy ma aspekt nie tylko naukowy,
ale rowniez praktyczny. Realizacja celu gléwnego i celow szczegotowych daje wiele cennych

wskazdéwek prowadzacych do zwigkszenia wydajnosci produkcji wodoru z odpadéw.

Struktura i tre§¢ rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Weroniki Cieciury-Wtoch
stanowi spojny fematycznie zbidr 5 dwu- lub wieloautorskich artykutéw naukowych
opublikowanych w latach 2019-2021 oraz jednej pracy bedacej w recenzji. Zbidr prac zostat
opatrzony 36-stronicowym opisem osiagnigcia naukowego, zawierajagcym: streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, wstgp i cel pracy z obszernym sze$ciopunktowym zakresem
badan, opis kolejnych 6 etapéw badan z celem, podej$ciem metodycznym i synteza uzyskanych
wynikéw, 6 wnioskéw oraz spis 11 pozyciji literatury, w catosci anglojezycznej. Nastepnie,
w pracy przedstawionej do recenzji znalazly si¢ zataczniki zawierajace publikacje wchodzace
w sklad rozprawy. Zataczone o$wiadczenia wspolautoréw wskazujg na wysoki wklad (od 55
do 70%) mgr inz. Weroniki Cieciury-Wloch w badania; we wszystkich publikacjach Autorka

rozprawy jest pierwszym wspotautorem.



Dorobek naukowy skiadajacy sig na rozprawe doktorska mgr inz. Weroniki Cieciury-
Wioch jest dobry i wskazuje na wysokie znaczenie podjetej tematyki badawczej,
zaangazowanie Doktorantki w prace naukows i przemyslany dobér czasopism naukowych,
w ktorych publikowano wyniki badan. Zatgczone publikacje zostaly wydane w uznanych
czasopismach o IF od 2,702 do 11,889 (taczny IF = 34,967, 600 punktéw MEIN). Wszystkie
opublikowane artykuly byly juz cytowane, facznie 82 razy (Scopus, stan na 15 lutego 2023), co
potwierdza ich obecnos¢ w miedzynarodowym obiegu.

Na pozostala aktywno$¢ naukowg Autorki, ktérej wykaz uzupelnia opis osiagniccia
naukowego, sklada si¢ 9 publikacji naukowych w czasopismach o IF od 1,517 do 4,927,
2 rozdzialy w monografiach, 5 wystapien ustnych na konferencjach krajowych
i migdzynarodowych, 14 posteréw na konferencjach krajowych i migdzynarodowych,
wspolpraca w16 projektach naukowo-badawczych we wspdlpracy z otoczeniem
gospodarczym, wspotautorstwo 5 patentéw i jednego zgtoszenia patentowego, liczne staze,
praktyki i szkolenia zawodowe. Dorobek ten potwierdza duze zaangazowanie Autorki
w dzialalnos¢ naukows, co bylo réwniez nagradzane. Na podkreslenie zastuguje praca
organizacyjna Doktorantki na rzecz macierzystej uczelni i wydziatu. Osiggniecia te dowodza,
ze czas studidw doktoranckich zostal przez Pania mgr inz. Weronike Cieciure-Wioch
efektywnie wykorzystany w celu zdobywania umiejetnosei i do$wiadezen do dalsze]
aktywnosci zawodowe;j.

Rozpatrujac szczegdtowy zakres prac przedstawionych w publikacjach sktadajacych sie
na rozprawg doktorskg, w badaniach objetych Publikacja 1 testowano wydajnosé produkcii
wodoru z szesciu réznych odpadowych materialéw rodlinnych, a takze z odpadow kuchennych
oraz pochodzenia zwierzgcego, optymalizujgc obrobke wstepng inoculum. Wykazano, ze
najwyzsza jednostkowa produkcj¢ wodoru uzyskano z odpadéw owocowo-warzywnych po
termochemicznej obrobee wstepnej inoculum oraz substratu.

W badaniach przedstawionych w Publikacji 2 testowano wplyw hydrolizy termicznej,
chemicznej, termochemicznej i enzymatycznej wystodkéw buraczanych w warunkach
statycznych. NajwyZsza jednostkowa produkcje wodoru uzyskano po wstepnej hydrolizie
enzymatycznej oraz po termochemicznej obrobce wstepnej w 140°C i z dodatkiem 2%
roztworu kwasu siarkowego. Jako zaletg obrobki enzymatycznej w nizszych temperaturach
podano osiggnigcie wysokiego uzysku wodoru bez potrzeby usuwania inhibitorow fermentacji.
W przypadku hydrolizy termochemicznej udowodniono natomiast, ze usunigcie furfuralu przed

fermentacja zwigksza produkcje wodoru.



W Publikacji 3 przedstawiono wyniki badan nad wptywem czasu zatrzymania substratu,
obcigzenia komory tadunkiem zwigzkéw organicznych i pIl na przebieg ciemnej fermentacji
w hodowlach pélciagtych w warunkach mezofilnych z wykorzystaniem wystodkow
buraczanych, odpadéw owocowo-warzywnych i kiszonki kukurydzianej. Uzyskane wyniki
skierowaly dalsze badania ku wystodkom buraczanym. Wydajno$é produkcji wodoru
z wystodkéw w hodowlach okresowych i pélcigglych w warunkach mezofilnych oraz
stabilno$¢ ciemnej fermentacji analizowano w zaleznosci od suplementacji zwiazkami azotu
i fosforu (Publikacja 4) oraz zwigzkami zelaza (Publikacja 5). Uzyskano znaczaca poprawe
produkcji wodoru przez dodatek suplementéw i odnotowano wigksza role fosforu niz azotu
jako czynnika wspomagajacego ciemna fermentacje. Wskazano chlorek amonu i chlorek
zelaza(IlI) jako suplementy obnizajace produkcj¢ wodoru. W Publikacji 6 pokazano wyniki
badan nad wplywem suplementacji zwiazkami Zelaza na produkcj¢ wodoru w warunkach
termofilnych. Najwyzsza produkcje wodoru, podobnie jak w warunkach mezofilnych,
uzyskano przy suplementacji tlenkiem zelaza(IIl); w warunkach termofilnych czas fermentacji
byl krotszy, a wykorzystanie substratu wyzsze.

Prowadzona w hodowlach poélciagglych (publikacje 3-6) analiza metagenomiczna
biomasy wykazala zaleznos¢ migdzy parametrami eksploatacyjnymi a zmianami
w zbiorowisku mikroorganizméw, co przekladalo si¢ na sktad biogazu, zawarto$§é metanu

1 wodoru w biogazie oraz sktad uwalnianych metabolitow.

Ocena rozprawy doktorskiej

Rozprawg doktorska pani mgr inz. Weroniki Cieciury-Wtoch oceniam wysoko za
przeprowadzenie badan naukowych w szerokim zakresie, obejmujgcym podejscie
technologiczne oraz metagenomiczne. Za najbardziej wartosciowe w pracy doktorskiej
uwazam.

— wyniki badan nad testowaniem szerokiego zakresu substratéw pochodzenia nie tylko
roslinnego z punktu widzenia produkcji wodoru oraz nad optymalizowaniem metod
obrobki tych substratow i inoculum;

— wykazanie zaleznosci migdzy metodami obrobki wstepnej substratu a produkcja
furfuralu i wodoru oraz udowodnienie, Ze hydrolizaty po produkeji furfuralu
z wystodkow buraczanych moga by¢ wykorzystywane jako substraty do produkcji

wodoru;



wykazanie zmian w strukturze zbiorowiska mikroorganizméw w pofermencie w testach
polciagtych i zaleznosci migdzy warunkami technologicznymi a liczebnoécia wzgledng
kluczowych mikroorganizméw, produkcjg wodoru i innych metabolitow;

analiza kluczowych produktéw przemiany materii w procesie ciemnej fermentacii,
rowniez w warunkach suplementowania zwigzkami azotu, fosforu i zelaza, dajgca
informacj¢ o stabilnosci procesu i umozliwiajgca wnioskowanie o inhibitorach procesu
oraz o czynnikach przeszkadzajacych w inhibicji metanogenezy;

udowodnienie zjawiska adaptacji mikroorganizméw metanogennych do warunkéw
optymalnych dla ciemnej fermentacji, co wywoluje koniecznosé prowadzenia dalszych

badan nad intensyfikacjg produkeji wodoru z materiatéw odpadowych.

Lektura pracy nasuwa kilka pytan i uwag, ktére nie obnizajg pozytywnej merytorycznej oceny

rozprawy doktorskiej, lecz moga stanowié poczatek dyskusji nad zagadnieniami

prezentowanymi w pracy:

Czym byt podyktowany wybor zelaza do suplementacji biomasy? W pracy wspomniano
o kofaktorach zelazowych i niklowych (str. 13), natomiast nie wyjasniono wyboru tych
pierwszych.

Pierwszy cel szczegbélowy powinien zostaé tak sformutowany, aby wskazaé kryterium
wyboru metody obrobki wstgpnej substratow i unikngé okreslenia ,,najlepszej metody
obrobki wstepnej substratow”.

Opisujgc badania prezentowane w Publikacji 1 wykazano, ze wystodki buraczane
charakteryzowaly si¢ najwyzsza zawartosciag wegla, jednak bardzo niskg zawartoscia
azotu 1 fosforu (str. 16). Na podstawie czego wiec zidentyfikowano potrzebe
uzupelniania mieszaniny reakcyjnej przed fermentacja mikroelementami?

Celem etapu 1 (badania objgte Publikacja 1) bylo testowanie réznych sposobéw obrobki
wstepnej inoculum, co pokazano réwniez na rys. 3. Natomiast omowienie wynikow
(oraz rys. 4) wskazujg na badania réwniez wptywu obrobki substratu. Wprowadzito to
niewielkie utrudnienia w sledzeniu wynikéw badan.

Celem etapu 1 byl dobor substratéow pod wzgledem wydajnosci produkcji wodoru.
Czym podyktowane byto zatem wybranie do dalszych badan nad optymalizacja obrébki
substratu wystodkow buraczanych, a nie odpadéw owocowo-warzywnych, z ktérych
uzysk wodoru byt najwyzszy?

W etapie 1, prowadzac dobdr substratow, stwierdzono, ze odpady poubojowe nie sg

efektywnym substratem do produkcji wodoru ze wzgledu na niskg zawarto$é




polisacharydow. Czy jest mozliwe wskazanie, na podstawie przeprowadzonych badan,
minimalnej zawartosci polisacharydow, przy ktérej uzysk wodoru bedzie istotny? Czy
zawartos¢ polisacharydéw jest jedynym wskaznikiem przydatnosci substratu do
efektywnej produkeji wodoru?

W etapie 3 (pkt. 9) zabraklo podsumowania wplywu stosowanych parametrow
eksploatacyjnych (OLR, SRT) na wydajno$é produkcji wodoru z trzech analizowanych
substratow. To zagadnienie pominigto réwniez we wnioskach koncowych.

Proszg wyjasni¢ stwierdzenie ze str. 26: ,Wystodki buraczane moga byé
z powodzeniem stosowane jako substrat do ciemnej fermentacji, jednak uzyski wodoru
sa umiarkowane, a proces przebiega niestabilnie.” Czy to oznacza, ze powodzenie
ciemnej fermentacji byto oceniane na podstawie innych kryteriéw niz uzysk wodoru
1 stabilno$¢ procesu?

Czym mozna wytlumaczy¢ zmniejszenie aktywnosci mikroorganizméw z rzedu
Lactobacillales w efekcie suplementowania substratu zwiazkami azotu i fosforu?

W badaniach nad wplywem suplementéw na produkcje wodoru stopniowo zwiekszano
ich stgzenie. Na jakiej podstawie wybierano czas trwania eksperymentu przy danym
stezeniu?

W pracy podano, z czym si¢ zgadzam, ze uzyskane wyniki moga by¢ wykorzystane
przy wdrazaniu procesu ciemnej fermentacji na skalg przemystows. Prosze rozwina te
mysl i wskaza¢, ktore dziatania mozna uznaé za najwazniejsze w odniesieniu do
maksymalizacji produkeji wodoru i stabilno$ci procesu oraz ktére z uzyskanych
wynikow beda w najwigkszym stopniu przydatne w poprawie wykonalnogci metody
pod wzgledem komercjalizacji.

Jakie mozna zaproponowa¢ mozliwosci wykorzystania pofermentu?

W polskojezycznym opisie osiagnigcia naukowego nie uniknigto niefortunnych
zwrotdw czy drobnych usterek, jak “Szczegdlnie wygodne jest stosowanie surowcow
bogatych w skrobig,...” (str. 10), ,opadéw organicznych” zamiast ,,0dpadéw
organicznych” (str. 12), ,dobor substratéw dopasowanych do procesu ciemnej
fermentacji” (str. 14), litry zamiast dm® (str. 19, 24), ,,VS” zamiast ,,s.m.0.” (str. 20),
»Fe302” zamiast ,,Fe;03” (str. 34) czy brak roku przy nazwisku cytowanego autora (str.
36). W sekeji zatacznikow zawierajgcych opublikowane prace Publikacje 4 i 5 powinny

zosta¢ zamienione miejscami, jako ze w opisic osiggnigé podano, ze Publikacja



4 traktuje o wplywie zwigzkow azotu i fosforu, a Publikacja 5 o wplywie zwigzkow

zelaza na produkcje wodoru.

Podsumowanie

Podsumowujgc mojg opini¢ stwierdzam, e rozprawa doktorska Pani mgr inz. Weroniki
Cieciury-Wloch stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Autorka wykazala si¢
duzg wiedzg teoretyczng oraz umiejetnoscia projektowania eksperymentow, jasno okreslita
problemy badawcze, a wyniki, ktore uzyskala, uzupetniaja wiedzg z dyscypliny technologia
zywnosci i zywienia i stanowig podstawe do prac nad rozwojem technologii produkcji wodoru

w wigkszej skali.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc, uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska catkowicie
spetnia warunki okre$lone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyZzszym
i nauce. Zwracam si¢ z wnioskiem o dopuszczenie mgr inz. Weroniki Cieciury-Wloch do

dalszych etapodw przewodu doktorskiego.

Aopalose fekiupda
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Whiosek o wyréznienie
rozprawy doktorskiej mgr inz. Weroniki Cieciury-Wloch
pt. ,, Wytwarzanie wodoru w procesie ciemnej fermentacji z wykorzystaniem odpadowej
biomasy roslinnej”

Whioskuje o wyr6znienie recenzowanej rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Weroniki
Cieciury-Wtoch. Wniosek swdj argumentuj¢ bardzo wysoka wartoscig naukowg pracy. Moja
ocena wynika ze znaczenia podjetego tematu badawczego, wpltywu na rozwoj dyscypliny
naukowej, bardzo szerokiego zakresu wykonanej pracy i uzyskania wynikow, ktére moga
stanowi¢ podstawg do istotnego poszerzenia mozliwosci aplikacyjnych technologii
biologicznej produkcji wodoru.

Dodatkowo nalezy podkresli¢ znaczacy dorobek naukowy Doktorantki, o czym $wiadcza
wskazniki bibliometryczne (IF 61,381, 1490 punktow MEIN, 142 cytowania (z wylaczeniem
autocytowan), indeks H 8, Scopus, stan na 16.02.2023).

W@W Qelinctea.






