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Wydziat Nauki o Zywnosci.

Ocena formalnej strony pracy.

Praca doktorska mgr inz. Karoliny Szymarniskiej liczy facznie (bez zatacznikdw)
139 stron, z czego na wstep i przeglad literatury przypada 50 stron, na cel pracy,
materialy i metody 19 stron, na oméwienie wynikéw 27 stron oraz na dyskusje
wynikéw 11 stron. Materiat faktograficzny dokumentujgcy wyniki przeprowadzonych
eksperymentdw przedstawiono w 35 tabelach umieszczonych jako zataczniki oraz na
16 rysunkach umieszczonych w rozdziale ,Omowienie wynikéw”. Ponadto trzy tabele
umieszczono w przegladzie literatury jako dane cytowane z numeracja takg sama jak
w zatacznikach. Praca zawiera réwniez streszczenie w jezyku polskim i angielskim.
Rozprawe zamyka 11 wnioskow oraz spis pi$miennictwa, ktéry obejmuje 89 pozycji
silnie korespondujacych z tematyka pracy. Uktad pracy jest logiczny i w miare
przejrzysty, zgodny ze standardami przyjetymi dla rozpraw o charakterze
empirycznym. Proporcje miedzy objetoscia poszczegoinych rozdziatow nalezy uznac
za poprawne, chociaz przeglad literatury mozna by skroci¢ bez szkody dia jakosci
przekazu. W opinii recenzenta cato$¢ opracowania zawiera kilka elementow, ktorych
pominiecie poprawitoby jej przejrzystosc i utatwitoby lekturg. Dotyczy to migdzy

innymi czestych powtorzen w tekscie i niekoniecznych zdan wprowadzajacych przy
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omawianiu wynikéw. Nalezy jednak podkresli¢, ze lektura pracy nie stwarza

wiekszych problemow.

Ocena merytoryczna pracy.

Problematyka racjonalnego wykorzystania biomasy lignocelulozowej w
procesach biotechnologicznych znajduje sie¢ w kregu zainteresowan naukowych od
wielu lat. W latach siedemdziesigtych ubiegtego stulecia prowadzono powszechnie,
w tym réwniez w Polsce, badania nad biosyntezg miedzy innymi biatka organizmow
jednokomérkowych (SCP). W tym okresie zainicjowane zostaly rowniez programy
badawcze na rzecz energii odnawialnej, jako alternatywy dla paliw kopalnych,
szczegolnie ropopochodnych. Pojawity sie wtedy terminy: ,biodiesel” oraz ,bioetanol”,
ten ostatni nie do konca stusznie w opinii wielu znawcow przedmiotu. Otrzymywanie
etanolu na drodze biokonwersji sktadnikéw zapasowych roslin (skrobia, sacharoza,
monocukry) jest relatywnie proste i praktykowane od tysigcy lat. Jednak produkcja
etanolu paliwowego z uzyciem tych surowcow staje sie konkurencjg dla produkcji
zywnosci, co stanowi problem spoteczny i etyczny. W ostatnich latach obserwuje sie
znaczny wzrost zainteresowania i zintensyfikowania badan naukowych w obszarze
zagospodarowania powszechnie dostepnej biomasy lignocelulozowej do
otrzymywania etanolu paliwowego tzw. ,drugiej generacji’. Biokonwersja materiatow
lignocelulozowych do etanolu jest jednak zdecydowanie trudniejsza. Z uwagi na inng
ich strukture i role jakg pemnig w roslinie, sa one z natury odporne na dziatanie
czynnikéw zewnetrznych. Dlatego tez badania majgce na celu poszukiwanie |
opracowanie metod racjonalnego i efektywnego wykorzystania  surowcow
lignocelulozowych do otrzymywania etanolu paliwowego sa w petni uzasadnione,
czego dowodem jest podjecie takich badan przez wiele osrodkow w kraju i zagranica,
Przedstawiona do oceny praca Pani mgr Karoliny Szymanskiej jest zatem

uprawnionym merytorycznie elementem tego nurtu badawczego.

W czesci teoretycznej pracy autorka przedstawita przeglad wspoétczesnej
literatury $wiatowej i krajowej dotyczacej migdzy innymi Zrodet pozyskiwania biomasy
lignocelulozowej, jej charakterystyki chemicznej oraz dotychczas opracowanych i
stosowanych metod ich wstepnej obrobki, detoksykacji surowca po obrobee,

hydrolizy policukréw i fermentacji z uwzglednieniem réznych wariantéw prowadzenia
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tych proceséw. Podkreslita miedzy innymi kluczowe znaczenie obrobki wstepnej
surowca, ktorej celem jest naruszenie struktury lignocelulozy, obnizenie stopnia
krystalizacji celulozy i usuniecie ligniny. Nie bez znaczenia jest rowniez obecnos¢
czynnikéw inhibujgcych procesy hydrolizy i fermentacji powstajace w wyniku obrébki
wstepnej oraz konieczno$é ich usuniecia przed dalszymi etapami procesu. W dalsze;
czesci autorka przedstawita szereg mozliwosci technologicznych przeprowadzenia
wszystkich etapow procesu, a takze wymagania stawiane uzytym w procesie
enzymom i mikroorganizmom. Tutaj nasuwa si¢ uwaga, ze wymaganie dla
mikroorganizméw fermentujgcych wysokiej odpornosci na stezenie alkoholu na
poziomie 40g na litr jest pewnym nieporozumieniem. Zawarte w czesci teoretycznej
treéci, jak tez cytowana literatura naukowa, $wiadcza o bardzo dobrym
przygotowaniu autorki do podjecia badan nad efektywng biokonwersjg biomasy
lignocelulozowej do etanolu.

Przeglad literatury byt dobrg podstawag do sformutowania celu pracy. Cel ten
zostat przedstawiony w sposob prosty i zwiezty. Umieszczono tutaj szczegdtowo
zadania badawcze stuzgce do jego zrealizowania. Moja uwaga w tym miejscu ma
charakter formalny i dotyczy niepoprawnej odmiany terminu ,podtoze” (patrz:
StOWNIK POPRAWNEJ POLSZCZYZNY PWN).

W czesci zatytutowanej: ,Materiaty i metody” mgr Karolina Szymanska
przedstawita materialy badawcze, opis szeregu eksperymentéw tworzacych uktad
dodwiadczen oraz zastosowane w pracy metody analityczne. Cze$¢ ta zawiera w
zasadzie wszystkie niezbedne informacje i zostata utozona w sposob, kiéry nie
utrudnia czytelnikowi lektury. W czeéci wstepnej umieszczono informacje o
podstawowym materiale badawczym jakim byty substraty lignocelulozowe: wierzba
wiciowa i sfoma rzepakowa. Pozostate opisane materiaty to uzyte w pracy preparaty
enzymatyczne, szczepy drozdzy, podioza hodowlane i odczynniki chemiczne. w
czesci dotyczacej przebiegu doswiadczern autorka przedstawita miedzy innymi
sposdb przygotowania inokulum i podiozy hodowlanych oraz przebieg
zastosowanych proceséw — obrobki wstepnej surowca, detoksykaciji, hydrolizy i
wielowariantowej fermentaciji. Podrozdziat ,Metody analityczne” zawiera opis metod
analitycznych stosowanych w celu weryfikacji poszczegoéinych etapow badan. Zakres

zastosowanych metod analitycznych uwazam za witasciwy i wystarczajacy, lecz nie

3



do konca wykorzystany. Rozdziat ,Materialy i metody” opisany ten jest w sposdb
czytelny i komunikatywny, jednak kilka jego elementéw wydaje sie by¢ dyskusyjnych.
Mam watpliwosci, czy zastosowane w pracy enzymy moga mie¢ znaczenie
aplikacyjne. W opisie proceséw z udziatlem brzeczek syntetycznych sformutowanie:
_w warunkach niestacjonarnych z dostepem tlenu” jest mato precyzyjne i nie bardzo
wyjasnia istote procesu. W celu obiektywnej interpretacji rezultatow badan autorka
zastosowata ocene statystyczng przy uzyciu analizy wariancji i testow istotnosci
réznic srednich. W pracy znalaztem liczne $lady analizy wariancji w postaci
umieszczonych w tekécie wartosci poziomu istotnosci | zadnych danych liczbowych

dotyczacych testow istotnosci roznic wartosci srednich.

Omowienie wynikow zawiera obszerng dokumentacje rezultatébw kolejno
przeprowadzonych eksperymentow. Kolejnosé omawianych doswiadczen tworzy w
zasadzie logiczny ciag zgodny z zaplanowanymi etapami badan. Niezrozumiate
wydaje sie umieszczenie rozdziatu 5.4 po rozdziatach 5.2 i 5.3, ktére powinny
korzystaé z rezultatow tego rozdziatu. Pierwsza czesé postuzyta poréwnaniu
wytypowanych gatunkoéw i szczepow drozdzy pod katem ich przydatnosci do
fermentacji cukrow (heksoz i pentoz) oraz wrazliwosci na obecnoéé¢ potencjalnych
inhibitorow. Uzyskane wyniki potwierdzity wysoka przydatno$¢ szczepow S.
cerevisiae do fermentacji heksoz i niezadowalajacg efektywnosé szczepow Pichia i
Candida wzgledem pentoz. Odnoénie interpretacji wynikow nasuwa sie tutaj uwaga,
e analiza wariancji odnosi sig do czynnikow eksperymentu a nie do réznic wartosci
srednich. Autorka wykazata zroznicowang tolerancje badanych szczepbw na
obecnoéé inhibitoréw. Najkorzystniej prezentowaty sie szczepy B4 i 7. Zastosowanie
dwéch réznych zakreedw skali wydajnoéei na rysunkach 5 i 8 nie wvdaie sie dobrym
pomystem. Rowniez nazwanie dwoéch szczepéw drozdzy termofilami®, a takze
okreslenie dodatku inhibitoréw jako ,wzbogacanie” nie wydaje si¢ trafne. W
nastepnym etapie mgr Karolina Szymanska badata przydatnos¢ hydrolizatow
lignocelulozowych oraz skutecznosc detoksykacji w odniesieniu do efektywnosci
fermentacji. Wykazata miedzy innymi ze obrobka wstepna surowca generuje
powstawanie inhibitorow fermentaciji, ktorych rodzaj i ilos¢ zalezy od rodzaju
substratu. Zastosowany proces detoksykacji okazat sie¢ skuteczny do eliminacji

powstatych inhibitoréw i korzystnie wplynat na wydajnos¢ fermentaciji. Proces ten
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powoduje jednak istotne straty masy surowca. Mimo wysokiej wydajnosci wzglednej
fermentacji stezenie etanolu w ptynach pofermentacyjnych bylo bardzo niskie. w
nastepnych eksperymentach autorka wprowadzita kilka modyfikaciji technologicznych
procesu hydrolizy i fermentacji w celu zwigkszenia koncentracji etanolu w brzeczce
po fermentacji. Zastosowata proces zageszczania hydrolizatow enzymatycznych
przed fermentacja. Badata réwniez przebieg procesu jednoczesnej hydrolizy i
fermentacji z zasilaniem. Fermentacja dwukrotnie zageszczonych hydrolizatow
skutkowata wzrostem stezenia alkoholu w brzeczce i jednoczesnym obnizeniem
wydajnoéci wzglednej procesu. Obserwowane zmiany i ich wielkos¢ zalezaty
zarowno od rodzaju substratu jak od uzytego szczepu. Modyfikacja technologii
jednoczesnej hydrolizy i fermentacji z zasilaniem spowodowata obnizenie wydajnosci
biokonwersji cukrow. Uzyskane w tej czesci pracy rezultaty, mimo ze nie spetnity
wiekszoéci oczekiwan autorki, mogg byé wazng wskazowka przy ewentualnej
kontynuacji badan. W ostatnim etapie badan mgr Karolina Szymanska ocenita
ilosciowy i jako$ciowy skitad lotnych zwiazkéw zawartych w otrzymanych destylatach.
Stwierdzita ze sktad ten zalezy od zastosowanego substratu a ilo§¢ zanieczyszczen
nie przekracza norm dla etanolu paliwowego.

Przedstawiony w omoéwieniu wynikow materiat dowodowy jest
obszerny, a dyskusja wynikow sprowadza sie niekiedy do jego powtorzenia. Jednak
sporo jest fragmentow, w ktorych autorka opisuje rezultaty innych badaczy w
krytycznej ich konfrontacji z wynikami badan wiasnych. Zwiericzeniem pracy jest 11
wnioskéw, ktére szczegotowo i obszernie odnosza sie do zadan postawionych w celu
pracy oraz wynikow i ich omowienia. W opinii recenzenta wnioski zawieraja
najwazniejsze konkluzje wynikajgce z pracy.

W ocenie catosci rozprawy chciatbym stwierdzi¢, ze Pani mgr Karolina
Szymanska zrealizowata postawione w pracy doktorskiej cele | zadania badawcze,
czym data dowod wiedzy, umiejetnosci warsztatowych oraz dojrzatosci intelektualnej
uprawniajgcej do ubiegania sie o stopien naukowy doktora. Prace oceniam
pozytywnie zaréwno pod wzgledem poznawczym jak i aplikacyjnym. Jak wiele prac
doktorskich nie wyczerpuje ona w pemni tematu i oprocz waznych stwierdzen i
obserwacji zostawia roéwniez pole do kontynuacji badan, zwiaszcza w aspekcie

aplikacyjnym.



Whiosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze praca Pani mgr Karoliny Szymanskie]
stanowi istotny wktad w rozszerzenie wiedzy na temat mozliwosci zastosowania
substratéw lignocelulozowych w procesach biokonwersji i otrzymywania etanolu na
cele energetyczne. Rozprawa spefnia wymagania stawiane przez Ustawe o
stopniach naukowych | tytule naukowym z dnia 14.03.2003 roku kandydatom do
stopnia naukowego doktora, dlatego w przekonaniu o wysokiej wartosci tej pracy
wnosze o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Szymanskiej do publicznej obrony

zawartych w pracy tez.
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