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RECENZJA

Pracy doktorskiej mgr inz. Natalii Anny Kordala

wykonanej w Katedrze Biotechnologii Zywnosci
Wydzialu Nauki o Zywnosci, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie,
Pod kierunkiem promotora Pana prof. dr hab. Wlodzimierza Bednarskiego oraz

promotora pomocniczego dr inz. Malgorzaty Lewandowskiej,
pt: "Analiza czynnikéw decydujacych o wykorzystaniu sacharydéw surowcow
lignocelulozowych w biosyntezie etanolu"

Recenzja zostala przygotowana na wniosek Rady Wydzialu Nauki o Zywnosci
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, zgodnie zapisami art. 13, ust 1, oraz art.
20 ust. 5 Ustawy z 14 marca 2003 roku o stopnia i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003, Nr 65, poz. 595 z p6Zniejszymi zmianami).

Przedstawiong mi do recenzji rozprawe doktorska mgr inz. Natalii Anny Kordala
oceniam bardzo pozytywnie, nie tylko pod wzgledem poznawczym ale réwniez z uwagi
na znaczgcy potencjat aplikacyjny. Trafny i aktualny jest wybor tematyki rozprawy, zwiazany
z zagadnieniem produkcji bioetanolu II generacji. Chociaz fermentacja alkoholowa nalezy
do procesow biotechnologicznych o najdtuzszej historii, jej wykorzystanie do produkcji
biopaliwa stwarza nadal wiele probleméw natury technologicznej, pomimo dobrej znajomoéci
podstaw biochemicznych procesu. Szczegdlnie w zakresie wykorzystania jako surowca
biomasy lignocelulozowej, liczne kwestie zwigzane z doborem parametréw procesowych,
obrobki wstepnej oraz detoksykacji hydrolizatu wymagaja nadal wyjasnienia, zaréwno
na poziomie badan podstawowych jak i aplikacyjnych. Dodatkowe trudnosci stwarza
wykorzystanie nowych surowcéw oraz konieczno$¢ poszukiwania efektywniejszych
biokatalizatorow do ich degradacji. Produkcja etanolu z lignocelulozy to réwniez konieczno$é
uzycia mikroorganizméw o szerszym spektrum substratowym, tolerancyjnych na liczne
czynniku stresu, ktérych metabolizm podlega wielu zlozonym mechanizmom regulacyjnym,
z ktérych nie wszystkie s3 w pelni poznane. Niewatpliwie szlak biochemiczny fermentacji
alkoholowej jest dobrze poznany, ale nadal istnieje potrzeba prowadzenia badan nad wieloma
czynnikami, giéwnie procesowymi, wywierajacymi wplyw na aktywno$¢ metaboliczng
mikroorganizméw. Badania takie, w ktérych nurt wpisuje sie recenzowana rozprawa,
pozwalajg na stopniowe uzupelnienie obecnego stanu wiedzy na temat wplywu nowych
surowcow i metod ich obrobki, biokatalizatorow a niekiedy inhibitor6w na przebieg
fermentacji. Za godne podkreslenia w odniesieniu do ocenianej rozprawy uwazam
kompleksowe podejscie do problematyki badawczej, obejmujace wszystkie kluczowe aspekty
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tj. charakterystyke surowca i obrobke wstepng, detoksykacje hydrolizatow i przygotowanie
podiozy fermentacyjnych, dobor mikroorganizméw i metody fermentacji oraz ocene jej
efektywnosci. Co wigcej, Doktorantka podjeta trudng probe (nie osiggnicto oczekiwanych
rezultatéw) pozyskania celulaz z hodowli bakterii Cellulosimicrobium cellulans oraz grzybéw
strzgpkowych Aspergillus Niger.

Struktura rozprawy i uwagi ogélne

Rozprawy liczy tacznie 163 strony maszynopisu. Zostala przygotowana bardzo
starannie pod wzgledem edytorskim. Precyzyjny spis tresci obejmuje 8 rozdziatéw:
Streszczenie, Wstep, Czes¢ teoretyczna zatytulowana - ,,Problematyka badan w dostepnej
literaturze”, Cel pracy, Materialy i metody, Omoéwienie wynikéw, Dyskusja wynikow,
Whnioski 1 stwierdzenia koncowe, Literatura, Zalgczniki (Tabele 18-38). Niektore
z wymienionych rozdzialébw maja rozbudowang strukture podrozdzialow, logicznie
uporzadkowanych, ktérych uktad okreslitbym jako klasyczny dla prac eksperymentalnych.
Cytowane pismiennictwo, w znacznej czesci anglojezyczne, obejmuje najnowsze publikacije
z ostatnich pigciu lat, jest bardzo obszerne, obejmuje 217 pozycji, dobranych adekwatnie
do tematyki rozprawy, czgsci metodycznej i dyskus;i.

Forma i sposéb przedstawienia rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Natalii Anny
Kordala sa zgodne z uznanymi standardami i spelniajg warunki formalne. Tres¢ rozprawy
zostata generalnie zaprezentowana w sposob zwigzty i zrozumiaty, poprawny pod wzgledem
jezykowym. Doktorantka nie unikn¢ta jednak catkowicie drobnych usterek edytorskich,
jezykowych, niezrecznych sformutowan i skrotéow myslowych. Za przykiad niech postuzy
zdanie znajdujace si¢ na stronie 9, o nastepujacej tresci : ,,JJednak wykorzystywanie ich
(dotyczy kukurydzy i cukru trzcinowego) skutkuje wzrostem cen zywnosci oraz konfliktami
paliwowo-spozywezymi”. Z kolei na stronie 12 lignoceluloza okreslona zostala mianem
polimeru zlozonego z ,trzech zasadniczych frakcji: celulozy, hemicelulozy oraz ligniny”.
W innych czesciach rozprawy lignoceluloza definiowana jest natomiast jako struktura
o zlozonej budowie kompleksowej, co wydaje si¢ by¢ okresleniem bardziej adekwatnym,
gdyz poza wymienionymi biopolimerami zawiera pektyny, biatka, woski, kwasy thuszczowe,
gumy i inne oraz skladniki mineralne, glownie Ca, K, Mg i Si. W treSci rozprawy
zauwazylem nieliczne bledy literowe, ktérych trudno catkowicie uniknaé wtego typu
opracowaniach, a z uwagi na brak ich wplywu na warto$¢ merytoryczng, nie widze potrzeby
ich wyliczania. Stosowna korekta jezykowa powinna by¢ jednak dokonana na etapie
przygotowania publikacji. Pragng tez zwrdci¢ uwage na pewne usterki natury semantycznej.
W wielu miejscach rozprawy Doktorantka uzywa okreélenia ,,zawartos¢” (np. str. 110 — 114
oraz tabele 18-24 oraz 30-37), prezentujagc wyniki wydajnosci etanolu i wykorzystania
cukrow fermentujacych, uzywa przy tym jednostek [gx dm™] lub [% v/v]. Dla takiego
sposobu wyrazenia ilosci jednego zwiazku chemicznego w jednostce objetosci lub jednostce
masy roztworu, wlasciwsze wydaje si¢ uzycie okreslenia ,,stezenie” a nie ,,zawartos¢”.

Wstep i Problematyka badan w dostepnej literaturze. Rozdzialy zostaly
zaprezentowane poprawnie, zwigzle 1 nie budzg zastrzezen. Obejmujg lacznie 37 stron.
W 14 podrozdzialach uwzgledniono przeglad aktualnego stanu wiedzy i technologii
w zakresie produkeji etanolu celulozowego. Scharakteryzowano, w kontekscie rozprawy
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wybrane metody obrobki wstepnej surowcow lignocelulozowych i powstajace w jej trakcie
inhibitory ~fermentacji oraz metody detoksykacji hydrolizatéw. Opisano aspekty
mikrobiologiczne i metaboliczne zwigzane z wykorzystaniem specyficznego substratu jakim
sg hydrolizaty lignocelulozowe. Cze$¢ teoretyczng konczy podrozdzial poswiecony
aktualnym zagadnieniom obejmujacym doskonalenie procesu fermentacji alkoholowej
z wykorzystaniem surowcow lignocelulozowych. Podsumowujac oceng tych czesci rozprawy
doktorskiej stwierdzam, ze Autorka wykazala si¢ bardzo dobrg znajomoscig podstaw
teoretycznych stanowiacych przedmiot zrealizowanych przez Nig prac eksperymentalnych.

Cel Pracy. Po czgsci teoretycznej w odrgbnym rozdziale opisano ogolnie
sprecyzowany cel pracy, oraz zakres badan podzielony na dwa gtowne etapy. Pewien niedosyt
powoduje brak wyraznie wyodrebnionych hipotez badawczych, co moze utrudniaé
sformulowanie wnioskéw w sposéb bezposrednio odpowiadajgcy zdefiniowanym celom.
Zostalo to, pozostawione w pewnym stopniu czytelnikowi do wiasnej interpretacji.

Materialy i metody. Rozdzial zawiera szczegdlowo opisane metody badawcze
1 analityczne jak rowniez charakterystyke surowcdw uzytych do badan. Dobér metod jest
poprawny dla zapewnienia mozliwosci pelnej realizacji zalozonych celow badan. Mozliwe
jest pelne odtworzenie przebiegu prac eksperymentalnych, co jest jednym z warunkéw
stanowiacych o rzetelnosci uzyskanych wynikéw. Prezentacja uzytych metod jest przejrzysta
i dokfadna, opatrzona stosownymi odnosnikami literaturowymi. Wiarygodno$¢ uzyskanych
wynikéw podnosi wykorzystanie nowoczesnych metod analizy instrumentalnej, zwlaszcza
w zakresie wysokosprawnej chromatografii cieczowej, uzytej do analizy st¢zenia cukréw
prostych w hydrolizatach oraz mediach pofermentacyjnych.

Uwagi krytyczne:

— W podrozdziale 4.7. Hydroliza enzymatyczna, (strony 56-57) istotne bylo by
zamieszczenie charakterystyki uzytych w badaniach, handlowych preparatow
enzymow celulolitycznych.

— W podrozdziale 4.11.3. Oznaczanie zawartosci alkoholu w prébach po
fermentacji z wykorzystaniem aparatu do destylacji z deflegmatorem (AOAC
1990) — nie podano informacji czy przed destylacja przeprowadzano
neutralizacje lotnych kwaséw organicznych mogacych przechodzi¢ do
destylatu i mogacych wpltywac¢ na wyniki pomiaréw piknometrycznych.

Omoéwienie wynikéw, Dyskusja wynikéw. Pomimo obszermnego zakresu danych
eksperymentalnych Doktorantka zrealizowala prezentacje wynikoéw w sposob przejrzysty,
jednoznaczny i zrozumialy. Rezultaty zilustrowano czytelnymi wykresami, a kluczowe
informacje zestawiono w poprawnie skonstruowanych tabelach zamieszczonych w znacznej
czgsci jako zalgczniki. Taki uklad nieco utrudnia $ledzenie danych i ich interpretacje. Tym
niemniej zwraca uwage umiejetnos¢ precyzyjnej prezentacji wynikow, wyselekcjonowanie
najwazniejszych ustalen naukowych, ktore beda zapewne przedmiotem publikacji.

Prezentujac wyniki badan doktorantka przeprowadzita ocene skutecznosci czterech
metody obrobki wstepnej biomasy miskanta olbrzymiego tj. przy zastosowaniu alkaliczne;j
obrobki z udziatem wodorotlenku sodu oraz amoniaku (w dwdch wariantach czasu ekspozycji
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1 temperatury), a takze wariant z uzyciem kwasu szczawiowego. Ustalono, ze najwyzsze
stezenie uwolnionych cukréw jest mozliwe do uzyskania po obrobce alkalicznej, natomiast
najwyzsza wydajno$¢ hydrolizy enzymatycznej obliczona wzgledem dostepnych
polisacharydéw jest obserwowana w wariancie z uzyciem kwasu szczawiowego. Ocena
uwarunkowan technologicznych decydujacych o wydajnosci biokonwersji sacharydow
w procesie fermentacji etanolowej nie wykazata jednoznacznej przewagi systemu fermentacji
SHF w poréwnaniu SSF. Interesujace jest zaprezentowane zréznicowanie stopnia wrazliwosci
uzytych mikroorganizméw na oddziatywanie zwigzkow potencjalnie hamujgcych proces oraz
wykazana przydatno$¢ niektérych rodzimych szczepdéw drozdzy gorzelniczych w procesie
biokonwersji do etanolu hydrolizatow lignocelulozowych poddanych detoksykacji. Ciekawe
Jest ustalenie wskazujace, ze mozliwe jest pominiecie detoksykacji w procesie fermentacji
prowadzonym z udziatem Mucor indicus, co moze ograniczy¢ straty surowca przeznaczonego
do dalszej hydrolizy enzymatycznej. Przytoczone wyzej ustalenia naukowe stanowig
niewgtpliwie oryginalny wkiad Doktorantki w dynamicznie postepujacy rozwdj wiedzy
w obszarze produkcji etanolu celulozowego.

Dyskusja wynikéw przedstawiona przez Autorke jest elementem rozprawy, ktory
zwraca uwage w pozytywnym aspekcie. Sposob omawiania poszczegdlnych elementéw
bedacych przedmiotem analizy jak roéwniez uklad i kolejno$¢ omawianych zagadnien
zastugujg na uznanie. Doktorantka sprawnie omawia i analizuje uzyskane wyniki, biorgc pod
uwage rozne analizowane zmienne. Potwierdza to umiejetno$¢ sprawnego prowadzenia
dyskusji na temat niezwykle ztozony, jakim jest wykorzystanie biomasy lignocelulozowej do
produkcji etanolu II generacji. Sprawnie poprowadzona dyskusja $wiadczy réwniez o dobrej
znajomosci literatury w obszarze tematyki rozprawy, co w potgczeniu z dobrym poziomem
jezykowym sprawia, ze cala praca zastuguje na wyroznienie.

Whioski i stwierdzenia koncowe. Redakcja wnioskow nawiazuje do sprecyzowanych
celéw pracy i stanowi odpowiedz na sformulowane pytania badawcze. Sposéb sformulowania
wnioskow jest generalnie poprawny a ich strona merytoryczna znajduje uzasadnienie
w prezentowanych wynikach badan. By¢ moze w przypadku gdyby oprocz sprecyzowania
celow, wyodrgbniono wyraznie rowniez hipotezy badawcze, redakcja wnioskdw, szczegdlnie
w odniesieniu do rezultatéw nie spetniajacych oczekiwan byla by bardziej czytelna. Poddaje
tez pod rozwagg, aby w przypadku publikacji wynikow badan podkresli¢ w sposéb bardziej
jednoznaczny w jaki sposoéb wnioski wynikajace ze zrealizowanych badan moga byé
wykorzystane w praktyce.

Podsumowanie recenzji

Pomimo, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Natalii Anny Kordala zostala napisana
W sposob zwigzly i zrozumialy oraz sprawnie zredagowana pod wzglgdem merytorycznym
jak réwniez jezykowym i edytorskim, to jej lektura wymaga od czytelnika duzego skupienia,
gléwnie z wzgledu na wielowatkowos¢, ztozonos¢ analiz oraz ilo§¢ analizowanych danych.
Doktorantka sprawnie sformulowala temat i cel pracy, poprawnie zaplanowatla
1 przeprowadzila prace eksperymentalne stuzace jego realizacji, umiejetnie wykorzystala
narzedzia badawcze, analityczne i statystyczne, co podnosi znaczgco wiarygodno$é ustalen
naukowych prezentowanych w rozprawie.
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Stwierdzam, ze dysertacja stanowi wieloaspektowe opracowanie naukowe, w ktorym
Autorka uwzglgdnita w sposob kompleksowy uwarunkowania surowcowe, mikrobiologiczne,
biochemiczne i technologiczne zwiagzane ztechnologia produkcji etanolu II generacji
z biomasy lignocelulozowej. Prezentowane rezultaty stanowig nie tylko rozszerzenie
aktualnej wiedzy w tym obszarze ale charakteryzuje je znaczacy potencjat aplikacyijny.

Reasumujgc, przedlozona do oceny praca doktorska stanowi wartosciowe, oryginalne
podejscie do rozwigzania sformulowanego problemu naukowego, jak réwniez potwierdza
zaawansowana wiedze teoretyczng Autorki w zakresie przedmiotu rozprawy i wskazanej
dyscypliny naukowej. Doktorantka udokumentowala umiejetno$é samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej, wysokie kompetencje i umiejetnosci w zakresie uzytych metod
badawczych i analitycznych oraz interpretacji uzyskanych wynikéw. Wiekszosé aspektow
przedtozonej mi do recenzji dysertacji oceniam bardzo pozytywnie i mimo kilku krytycznych
uwag stwierdzam, ze stanowi ona opracowanie spelniajgce wymagania stawiane pracom
doktorskim okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595) z pézniejszymi
zmianami. W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Nauki
o Zywnosci o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz. Natalii Anny Kordala
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage aktualnosc i znaczenie podjetej tematyki badawczej, szeroki zakres
1 wielowatkowy charakter pracy oraz jej istotna wartos¢ poznawcza i aplikacyjna, jak tez
wysoki w mojej ocenie potencjal publikacyjny, zgtaszam wniosek o wyréznienie przedtozonej
rozprawy doktorskiej stosownie do zasad obowigzujacych na Wydziale Nauki o Zywnosci.

dr hab. inz. Grzegorz Klosowski, prof. UKW
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