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1. Dobér i znaczenie tematu

Gléwnym zroédlem wegla i energit dla drobnoustrojéw wykorzystywanych w procesach
biotechnologicznych do produkcji roznych bioproduktow sg sacharydy i polisacharydy wystgpujace
biomasie roslinnej. Podstawowym zrodlem fermentujgcych sacharydow jest skrobia i jej
hydrolizaty.

Innym polisacharydem, znajdujgcym coraz czgSciej zastosowanic w  procesach
biotechnologicznych jest celuloza i hemiceluloza. Hydrolizaty celulozy i1 hemicelulozy zawartej
w ro$linach oraz odpadach po przetworstwie roélin sg bardzo dobrym Zrédlem fermentujacych
sacharydéw coraz powszechniej stosowanych do sporzgdzania podlozy hodowlanych dia
drobnoustrojow  stosowanych w procesach biotechnologicznych do produkeji  réznych
bioproduktdéw, a zwiaszcza biopaliw.

Prowadzenie badan 1 opracowanie efektywnych technologii hydrolizy surowcow
i odpadéw ro$linnych zawierajacych celulozg¢ jest zatem jak najbardziej pozadanym kierunkiem
badan. Istnieje duze spoteczne zapotrzebowanie na opracowanie efektywnej i racjonalnej
ekonomicznie technologii otrzymywania hydrolizatoéw celulozowych.

W ramach ocenianej rozprawy doktorskiej Pan mgr Marcin Walter:

1. Badal procesy wstepnej obrobki biomasy: miksanta olbrzymiego, miksanta cukrowego,

buraka cukrowego i rafinatu kory wierzby purpurowej, przed hydrolizg enzymatyczna,

stosujac rozne metody wstgpnej obrobki: rozdrabnianie mechaniczne, ekspandowanie
1



prézniowe, obrobkg mikrofalowa w wybranych rozpuszezalnikach (0,1 M NaOH;
0,1 M H.SOs H.0; 60% C:HsOH), delignifikacje alkaliczng oraz detoksykacje
hydrolizatow.

2. Ocenial zmiany strukturalne matryc lignocelulozowych po wstepnej obrébee, na podstawie
obrazowania z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) oraz
spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR).

3. Badat i oceniat efekty hydrolizy enzymatycznej matryc lignocelulozowych po wstgpnej
obrobee, przy uzyciu komercyjnych zestawédw enzymatycznych stosowanych do degradacji
lignocelulozy.

4. Badal fermentacj¢ etanolowg i ocenial wydajnosci produkcji etanolu z hydrolizatow
lignocelulozowych.

5. Badatl biosyntez¢ karotenoidow przez szczepy drozdzy Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
glutinis KKP347 i Rhodotorula glutinis KKP350 z hydrolizatéw rafinatu kory wierzby
purpurowe;j.

Pracownicy Katedry Inzynierii, Aparatury Procesowej i Biotechnologii Zywnoséci dziatajacej na
Wydziale Nauki o Zywno$ci Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego w Olsztynie, od wielu lat
prowadza badania naukowe dotyczace hydrolizy materialow celulozowych i biosyntezy réznych
bioproduktow. Ich wklad w nauke w tym zakresie jest udokumentowany wieloma publikacjami
naukowymi.

Katedra Inzynierii, Aparatury Procesowej i Biotechnologii Zywnoéci jest wyposazona
w odpowiednig aparature naukowg do wykonywania tego rodzaju badan, a liczne grono wybitnych
navkowcow jest gwarantem wysokiego poziomu badan. Nalezy zatem uzna¢ za wlasciwy wybodr
tematyki oraz miejsca wykonywania badan, a podj¢ta przez Pana mgr Marcina Waltera tematyka

badawcza mogta by¢ z powodzeniem zrealizowana w tej Katedrze.

2. Ocena rozprawy pod wzgledem formalnym

Przediozona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Marcina Waltera jest napisana w jezyku
angielskim, obejmuje wraz z zatacznikami 175 stron, 21 tabel, 23 rysunki i zawiera: Podzigkowania
(Acknowledgments); Spis tresci (Contents); List¢ skrotow (List of abbreviations); Streszczenie
(Abstract) w jezyku angielskim i polskim — 4 strony; Dodatkowe informacje na temat
przedstawianej rozprawy (Additional information on presented dissertations); Wprowadzenie
(Introduction) — 3 strony; Przeglad literatury (Review of the literature) — 38 stron; Cel i zakres pracy
{(Purpose and scope of the work) — 2 strony; czg¢s¢ metodyczng noszacg nazwe Materiaty 1 metody

{(Materials and methods) ~ 12 stron; Dyskusja wynikéw (Disscussion of the results) — 43 strony;



Whioski i uwagi (Conclusions and observations) — 2 strony; Bibliografia (References) — 25 stron,
zawierajaca 244 pozycje.

W koncowej czgSci rozprawy w zalacznikach (Appendices) liczacych 35 stron, Kandydat
przedstawit kopie 2 publikacji oraz 6 o§wiadczen wspdlautoréw tych publikacji, Na 12-tej stronie
ocenianej rozprawy Kandydat informuje, zZe: ,,Czed¢ materialu naukowego zawartego
w prezentowanej pracy zostala juz opublikowana. W dwoch pracach ...”. A zatem jako recenzent
przyjmuj¢, ze dolaczone publikacje nie sg czefcig ocenianej rozprawy doktorskiej tylko
dokumentuja dorobek naukowy Kandydata.

Na koricu rozprawy nie zamieszczono spisu rysunkow i spisu tabel. Umieszczenie tych spisow
na pewno pozwolitloby Kandydatowi zauwazy¢, 7ze w rozprawie brakuje dziewigtej tabeli, ktorej
zamieszczenic zostalo zapowiedziane na 81. stronie rozprawy. Ponadto zestawienie tytuldw
rysunkéw i tabel ufatwiloby Kandydatowi analiz¢ poprawnosci zastosowanych podpisow i ich
ujednolicenie. '

Kandydat w tresci rozprawy uzywa wielu symboli, skrétéw i akronimdw. Stosowanie skrotoéw
utrudnia czytanie i analizowanie tresci rozprawy doktorskiej.

Uwazam, ze tytul rozprawy doktorskiej jest zbyt ogélny i nie powinien dotyczy¢ ,calej”
biotechnologii, lecz nawiazywaé do badan proceséw hydrolizy wybranej biomasy roslinnej
i prob zastosowan hydrolizatéw w niektoérych bioprocesach.

W opinii recenzenta nalezaloby podzieli¢ tres¢ 5-tego rozdziatu rozprawy (,,Discussion of the
results” - Dyskusja wynikéw) na dwa odrgbne rozdzialy, zatytutowane: ,,Omdwienie wynikow
badan” oraz ,,Dyskusja wynikow”. Uzyskano by w ten sposdb nie tylko lepszy poddzial tresci
rozprawy, ale przede wszystkim podkreslono by i wyodrebniono wyniki wlasnych badan i ich
zestawienie z osiggnigciami badawczymi innych autordw.,

W tresci rozprawy zastosowano niewlaciwe odsylacze do szeregu rysunkdw i tabel, np.: na 69.
stronie Autor napisat ,,Rysunki 7-10 ilustrujg ...”; na 74. stronie Autor napisat ,,Rysunki 11-12
pokazuja ...”; na 77. stronie Autor napisat , Tabela 7 pokazuje ...”; na 88. stronie Autor napisal
»Wyniki przedstawione na rysunku 14, pokazujg ...”. To Autor na rysunkach i w tabelach
»przedstawia ...”, ,pokazuje ...”, a zatem nalezy uzywac¢ okre$lenr: pokazano, przedstawiono,
z analizy danych przedstawionych w tabeli {na rysunku) wynika, ze ....

W treSci rozprawy brakuje konsekwencji w stosowaniu jednolitych jednostek miary,
np.: stezenie etanolu jest podawane w: g«dm™, mg:dm™, mg-g’; stezenie cukréw redukujacych jest

odawane w: g«dm>, mg'g!, %: ci$nienie - w MPa i w psi.
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Na 61-¢) stronic Autor odsyla czytelnika do punktu 4.1.6, ktéry nie wystepuje w tresci
rozprawy. W 1l-tym wierszu od dotu 61-¢j strony odsyla czytelnika do pkt. 4.2.2 zamiast do
pkt. 4.2.1,

Podpisy rysunkow oraz objasnienia podane w obrebie rysunkéw i w ich podpisach, a takze
tytuly tabel, opisy kolumn pionowych i poziomych oraz ewentualne objasnienia w dolnej czesci
tabeli powinny zawiera¢ peine i zrozumiale informacje dla czytelnika, aby nie musial zagladaé
do treci pracy.

W treSci rozprawy zastosowano niewlasciwe podpisy wielu rysunkdéw i niewlasciwie tytuly
tabel. Tres¢ podpiséw rysunkow powinna okreslaé prezentowane na nich zaleznosci (np.: co na co
wplywa; co od czego zalezy, przebieg zmian ... w zaleznosdci od ...). Podpis pod rysunkiem 7
powinien wigc brzmieé: ,,Wplyw dawki mieszaniny enzymow celulolitycznych Accellerasa 1500
z dodatkiem enzymdéw uzupeliajacych na stezenie cukréw redukujgcych w  probkach
zhydrolizowanej biomasy Miscanthus giganteus (a) i Miscanthus sacchariflorus (b) po hydrolizie
enzymatycznej (Hydroliza 1) i po dwukrotnym (Hydroliza 2) i trzykrotnym (Hydroliza 3)
recyklingu stalej frakcji”. Na rysunku 8 na osi Y pokazano wydajno$c, nie produktywnosé.

Podpis pod rysunkiem 9 powinien mieé¢ brzmienie: ,Wplyw dawki mieszaniny enzymow
celulolitycznych Accellerasa 1500 z dodatkiem enzymoéw uzupelniajgcych na wydajnosé hydrolizy
polisacharydéw w prébkach biomasy Miscanthus giganteus (a) i Miscanthus sacchariflorus (b) po
hydrolizie enzymatycznej (Hydroliza 1) i po dwukrotnym (Hydroliza 2) i trzykrotnym (Hydroliza 3)
recyklingu stalej frakcji”. Itd., itd. ... Na rysunkach przedstawiajacych wyglad struktury biomasy
badanych surowcow roslinnych przed i po obrobce wstepnej lub hydrolizie enzymatycznej (rysunki:
11; 12; 13; 15; 16; 17; 1 18) nie podano pelnych ich opisdw, brakuje m.in. informaciji pod jakim
powickszeniem mikroskopu fotografowano obrazy.

Zalecam uwzglednienie uwag przedstawionych w tej recenzji przy pisaniu i wyglaszaniu
autoreferatu podczas obrony rozprawy doktorskiej oraz przy publikowaniu fragmentéw rozprawy.

Uklad pracy jest logiczny i odpowiedni dla rozpraw doktorskich. Stwierdzam,
ze¢ Kandydat w dostatecznym stopniu wykazal si¢ opanowaniem techniki pisania rozpraw
naukowych, a przedlozona do oceny praca spelnia wymagania formalne stawiane rozprawom

doktorskim.

3. Ocena rozprawy pod wzgledem merytorycznym

Po krétkim ,,Wprowadzeniu™, w rozdziale pt. ,,Przeglad literatury” (Review of the literature),
Kandydat dokonuje kompleksowego przegladu piSmiennictwa, popartego cytowaniem licznych

prac z ostatnich 15 lat, dotyczacych:



s wykorzystania roznych rodzajéw biomasy roflinnej w biotechnologii do celdéw
energetycznych,

¢ badania roznych metod wstgpnej obrobki biomasy roglinne;j,

e usprawnienia wstgpnej obrobki biomasy ro$linnej poprzez zastosowanie ekspansji
prézniowej lub promieniowania mikrofalowego,

¢ badania réznych metod hydrolizy biomasy lignocelulozowej,

* ponownego wykorzystania (recyklingu) enzyméw zaadsorbowanych (unieruchomionych) na
state) frakcji materialu lignocelulozowego w celu zmniejszenia zuzycia enzyméow
stosowanych do hydrolizy biomasy roslinnej,

e zastosowania hydrolizatow lignocelulozowych jako substratéw do biosyntezy etanolu.

W tym rozdziale {Przeglad literatury) Kandydat nie przedstawil przegladu pismiennictwa
dotyczacego otrzymywania hydrolizatow z rafinatu wierzby purpurowej i ich wykorzystania
do biosyntezy karotenoidow przez drozdze Rhodotorula. Brakuje réwniez przegladu pi$miennictwa
dotyczacego produkeji etanolu z burakéw cukrowych.

W spisie literatury nie zamieszczono tytuldow norm: PN-EN ISO 13906:2009 i PN-ISO
5498:1996 cytowanych na 63-¢j stronie, PN-R-74458-1999 cytowanej na 77-¢j stronie oraz nazwy
procedury NREL/TP-510-42622 cytowanej na 64-gj stronie.

Na 59-tej stronie w 6 wierszu od gory Autor odsyla czytelnika do zrédla literaturowego
autorstwa: Mikulski et al. (2019) dotyczacego procedury wstepne] obrobki mikrofalowe;.
Tej pozycji nie ma w spisie literatury (References). Na 67-ej stronie w 2-gim i [4-tym wierszu od
gory jest odestanie do pozycji literaturowej autorstwa: Kot et al. (2017) — tej pozycji réwniez nie
ma w spisie literatury.

Przedstawiony przeglad stanu wiedzy wprowadza czytelnika w eksperymentalng czgsé pracy
i tylko czgsciowo uzasadnia cele podjgtych badan eksperymentalnych opisanych w dalszych
czg¢fciach oceniane] rozprawy. W tej czedci rozprawy nie przedstawiono przestanek
do sformulowania 2-giej i 3-ciej hipotezy badawczej, w czgsci dotyczacej fermentacji etanolowej
i biosyntezy karotenoidow.

Tresé czesci teoretycznej rozprawy oceniam pozytywnie i stwierdzam, ze Pan mgr Marcin
Walter dobrze opanowal i przedstawil wiedz¢ dotyczacq réznych metod wstepnej obrébki
i hydrolizy biomasy lignocelulozowej.

W trzecim rozdziale pt. Cel i zakres pracy (Purpose and scope of the work) Kandydat
przedstawil 3 hipotezy badawcze:

1. Recykling enzymow zaadsorbowanych na statej frakcji materiatu lignocelulozowego jest

efektywng technika zwickszenia efektywnosci ekonomicznej hydrolizy enzymatycznej



hydrolizatow lignocelulozowych z biomasy miksanta olbrzymiego, miksanta cukrowego
1 buraka cukrowego.

2. Ekspansja prozniowa biomasy buraka cukrowego i obrobka mikrofalowa biomasy
miksanta olbrzymiego czynig biomas¢ bardziej podatng na hydrolize enzymatyczna
1 sprzyjaja fermentacji alkoholowej.

3. Zastosowanie laboratoryjnej adaptacji drozdzy Rhodotorula do wykorzystania
hydrolizatéw lignocelulozowych rafinatu kory wierzby purpurowej sprzyja wydajne;
biosyntezie karotenoidow.

Nastgpnie w pigeiu punktach okreslit dosy¢ ogdinie zakres badafi, Brakuje rysunku, na ktérym
Autor powinien przedstawié¢ schemat organizacji i przebiegu badan,

W pierwszej hipotezie Kandydat zaklada badanie: ,,... zwigkszenia efektywnosci ekonomiczne;
hydrolizy enzymatycznej ...”. W ocenianej rozprawie doktorskiej Autor nie uzywa miernikow
ckonomicznych stuzgcych do oceny efektywno$ci ekonomicznej, a jedynie stara sie ocenié
efektywnos¢ hydrolizy enzymatycznej.

Zdaniem recenzenta przyjeto zbyt ,,szeroki”, wielowgtkowy zakres badan, ktérego pelna
realizacja wymagala przeprowadzenia wielu do§wiadczen, zastosowania wiclu miernikéw
zdefiniowanych w bioinzynierii, analizy i optymalizacji warunkéw procesowych, dobrej
prezentacji i oceny wynikéw badan.

W rozdziale pt. ,,Material i metody badawecze” (Materials and methods), Kandydat przekazuje
informacje o uzytych w tracie badafi materiatach i mikroorganizmach oraz zastosowanych
metodach badawczych 1 analitycznych.

Proszg o uzasadnienie, dlaczego do badan stosowano korzenie buraka cukrowego pochodzace
z Holandii, nic z Polski? Na jakiej podstawie dokonano wyboru szczepéw mikroorganizmow
zastosowanych w badaniach fermentacji etanolowej i biosyntezy karotenoidéw?

Opisy zastosowanych metod wstgpnej obrdbki surowcéHw roflinnych i ich hydrolizy
enzymatycznej s3 na ogo6l dokladne, zrozumiale i na ich podstawie bedzie mozna odtworzyé
wigkszos¢ eksperymentow opisanych w ocenianej rozprawie.

Pewien niedosyt budzi dobor i opis metod oceny efektywnos$ci przebiegu hydrolizy
enzymatycznej surowcow ro§linnych po wstgpnej obrébee oraz opis procesow biosyntezy etanolu
i karotenoidéw. Podczas oceny i porébwnywania wynikOw uzyskanych w kolejnych eksperymentach
nie wystarczy tylko analizowal st¢zenia bioproduktéw. Wskazane jest posiugiwanie sie
wydajnoscig i dodatkowo produktywno$cia tj. parametrami uwzgledniajgcymi czas reakcji

(hydrolizy, hodowli, biosyntezy), a mianowicie:



¢ szybkoscig objetoSciowa biosyntezy bioproduktu, ktéra podaje informacje ile gramow
bioproduktu powstalo w jednym litrze podioza hodowlanego (mieszaniny reakcyjnej)
w ciggu godziny,

» szybkoscig wlasciwa biosyntezy bioproduktu, ktéra podaje informacje ile graméw
bioproduktu jest syntetyzowanych przy udziale jednego grama enzymu lub biomasy
drobnoustrojéw w ciggu godziny.

Przedstawione w rozprawie (na 60. i 61. stronie) pi¢¢ wzordéw dotyczy obliczania wydajnosci
(vield), ktorg przedstawia si¢ w postaci ulamkowej — jako wspolezynnik wydajnosci (yield
effici ncy) lub po pomnozeniu przez 100 — jako wydajnosé (yield) wyrazong w procentach.

Na podstawie wzoru nr 1 Autor tej pracy oblicza jaki§ parametr (nie jest to produktywno$é),
ktory po uwzglednieniu informacji i jednostek zawartych w opisie tego wzoru, jest wyrazany
w dziwnej jednostce g>dm™. Z analizy wzoréw nr 2 i nr 3 stosowanych do obliczania wydajnosci
hydrolizy, po podstawieniu jednostek zawartych w opisach tych wzoréw otrzymujemy dziwng
i dla mnie nie zrozumialg jednostk¢ wydajnosci, a mianowicie g/(dm? %).

Na podstawie wzoru nr 4 Autor oblicza wspdlczynnik wydajnosci hydrolizy biomasy roslinnej
(nie produktywnos¢), wyrazony w postaci utamkowej, ktéry pomnozony przez 100 wyrazalby
wydajnos¢ w procentach.

Jedynie na podstawie wzoru nr 5 mozna poprawnie obliczy¢ wydajno$¢ hydrolizy wyrazong
w procentach. Autor w opisie tego wzoru nie wyjasnia, co reprezentuje uzyty w mianowniku
wspdlczynnik 1,111, Ten wzdr (nr 5) powinien by¢ umieszczony w pkt. 4.2.2. Enzymatyczna
hydroliza substratéw (Enzymatic hydrolysis of substrates). Autor nie zamiescil odno$nikow
do zrodet literaturowych, a zatem sg to wzory opracowane przez Autora tej rozprawy.

W tej czgéci pracy Kandydat nie przedstawil sposobdw (wzoréw) na obliczanie parametréw
opisujgcych efektywnoéé procesdéw biosyntezy etanolu i karotenoidow.

Na stronie 63-¢j w punkcie 4.3.1. Oznaczanie zawartosci suchej masy (Determination of dry
matter content) Autor napisal, Zze zawartos¢ suchej masy w probkach oznaczal za pomoca
wagosuszarki, suszac probki w temperaturze 130°C przez 20 sekund. Mam watpliwosci, czy w tak
kréotkim czasie uzyskiwano staly wage probek oraz czy tak wysoka temperatura nie powodowala
czesciowego rozkladu i karmelizacji niektorych zwiazkéw chemicznych zawartych w probkach.,

W punkcie 4.3.12. Pomiar emisji CO2 (Measurement of CO; emission) Kandydat przedstawit
metod¢ wagows oznaczania iloéci ditlenku wegla wyemitowanego w czasie fermentacji etanolowe;.
Jest to bardzo niedokladna metoda, poniewaz w czasie 72. lub 96-cio godzinnej fermentacji
prowadzonej w temperaturze 30°C z podloza fermentujgcego uwalnia si¢ nie tylko ditlenek wegla,

ale rowniez odparowuje woda i etanol. Ponadto czgé¢ substratu w czasie fermentacji byla zuzywana



na podirzymanie zycia komoérek drozdzy i na biosynteze etanolu o mnigjszym cigZarze wlasciwym
od substratu. Tak wykonanych pomiaré6w emisji ditlenku wegla nie mozna stosowaé do oceny
efektywnosct fermentacji etanolowe;j.

Wysoko oceniam prowadzenie analiz statystycznych z uzyciem programu komputerowego
Statistca 13.3 i analizy wariancji ANOVA z testem RIR Tukey’a.

Kohiczae ocene tego rozdzialu chcialbym podkre§lié, ze zastosowano wilasciwg aparature
badaweza i dobre metody dotyczgce badania i oceny wynikéw badan wstepnej obrébki
i hydrolizy biomasy lignocelulozowej.

W rozdziale 5-tym pt. ,,Omoéwienie wynikéw” (Discussion of the results) zawarto
dokumentacje wynikow uzyskanych w kolejnych eksperymentach. Wyniki badan przedstawiono
na 18 rysunkach i w 14 tabelach.

W pierwszej czesci tego rozdzialu Kandydat przedstawit wyniki badain biomasy miksanta
olbrzymiego i miksanta cukrowego, poddawanej wstepnej obrébee polegajgcej na hydrolizie
alkalicznej mechanicznie rozdrobnionej biomasy. Wstgpna obrébka miala na celu ulatwienie
i zwigkszenie efektywnosci pozZniejszej hydrolizy enzymatyczne;.

Nastepnie do odwirowanej statej frakcji biomasy, po jej detoksykacji 1 zawieszeniu w wodzie
dejonizowanej dodawano roéznej wielkoSci dawki enzymoéw (Accellerase 1500 z dodatkiem
mieszaniny enzymow uzupelniajacych) i poddawano hydrolizie, przy czym dodawano takie dawki
enzymow aby zapewnié aktywnos¢ celulazy w Srodowisku reakcji na poziomie: 18; 29; 35 1 58
jednostek FPU. Ten sposob postgpowania wynikal z doniesien zawartych w cytowanych
publikacjach 1 nie byl nowoscig w badaniach prowadzonych przez Pana mgr M. Waltera w ramach
ocenianej rozprawy doktorskiej.

Nowoscig w tych badaniach jest préba zastosowania recyklingu enzymatycznego, to jest
wykorzystania enzyméw unieruchomionych na stalej frakeji biomasy miksanta olbrzymiego
i miksanta cukrowego pozostalej po pierwszej hydrolizie, do przeprowadzenia drugiego
i trzeciego cyklu hydrolizy enzymatycznej nastgpnych poreji biomasy.

Autor nie wyjaénia, ile graméw statej biomasy pozostawalo po pierwszej i po drugiej hydrolizie,
ile dodawano ,,...4wiezych partii matrycy roslinnej” (... fresh batches of plant matrices) i jaka byta
aktywno$¢ celulazy w §rodowisku reakcji w czasie drugiej i trzeciej hydrolizy.

W tym etapie badan brakuje wyznaczenia optymalnych warunkéw hydrolizy enzymatycznej,
m.in.: temperatury, ci$nienia, czasu. Analizowano jedynie wplyw ,z géry okreslonej” dawki
enzymow.

Uzyskiwanie wigkszego st¢zenia cukréw redukujacych i wigkszej wydajnoéei hydrolizy badanej

biomasy przy wyzszych dawkach preparatéw enzymatycznych jest oczywiste. Rowniez przy



zastosowaniu wyzszych dawek preparatdw enzymatycznych wigksza ilo§¢ enzymdw ulegala
unieruchomieniu, a zatem nalezalo spodziewaé sig¢ wickszego stezenia cukréw redukujgcych
1 wigkszej wydajnosci w kolejnych hydrolizach. Gdyby w badaniach uwzgledniano wplyw czasu
hydrolizy na jej efektywno$¢, moze uzyskano by odpowiedz na pytanie przy jakiej dawce enzymow
uzyskuje si¢ najlepsza produktywnosc¢ (czyli szybkos¢ wlasciwa i objeto$ciowa hydrolizy).

W nastgpnej czesci tego rozdzialu Kandydat przedstawil wyniki badania wstepnej obrébki
i hydrolizy biomasy burakéw cukrowych. Na 77-¢j stronie Kandydat zamieécil tabele z Polskiej
Normy (PN-R-74458:1999), w ktorej podano przecigtny skiad chemiczny korzenia buraka
cukrowego. Jeéli podanie tych informacji (tabela 7) byloby potrzebne dla realizacji celu badan
w ocenianej rozprawie doktorskiej, to te dane powinny byly by¢ podane w Przegladzie literatury,
poniewaz nie s3 to wyniki z badan wlasnych Doktoranta.

Rowniez w tej czgéci rozprawy Kandydat wiele miejsca przeznacza na prezentacje wynikéw
badan innych autorow i informuje, Ze juz byly prowadzone, m.in. badania dotyczace:

e wykorzystania korzeni burakéw cukrowych 1 produktéw ubocznych przemystu

cukrowniczego do produkcji cukréw fermentujacych,

¢ przebadania wielu metod wstgpnej obrobki burakéw cukrowych.

Te informacje zaczerpniete z publikacji powinny byly zosta¢ podane w Przeglgdzie literatury,
w ktorym nie wspomniano, ze sg juz opracowane technologie produkcji etanolu z burakéw
cukrowych i sg one stosowane m.in. w polskich gorzelniach.

Nastgpnie w tekscie rozprawy Kandydat okresla, ze w pracy zbadano mozliwo$é wykorzystania
korzenia buraka cukrowego do produkcji bioetanolu, przy uzyciu réznych metod obrébki wstepnej
1 hydrolizy enzymatycznej. Eksperymenty mialy na celu zwigkszenie iloéci uwalnianych cukréw
fermentujacych poprzez zastosowaniec nowej, prostej metody obrobki wstepnej rozdrobnionych
burakéw cukrowych, a takze wydajnej hydrolizy enzymatycznej poprzez ponowne wykorzystanie
enzymodw zaadsorbowanych na stalej frakcji biomasy.

Z informacji przedstawionych w rozprawie wynika ze w burakach cukrowych jest tylko
okolo 5% (s.m.) nicrozpuszczalnej biomasy. A zatem nalezy przypuszczaé, ze ilo$¢ enzymow
zaadsorbowanych (unieruchomionych) na stalej frakcji biomasy pozostajacej po hydrolizie
enzymatycznej réwniez bedzie niewielka. Sacharoza stanowi okolo 75% s.m. korzenia buraka.
Moim zdaniem praktyczne znaczenie mialyby tylko badania dotyczace hydrolizy enzymatycznej
biomasy korzenia buraka cukrowego po separacji sacharozy, czyli dotyczace hydrolizy wystodkow
buraczanych lub wywaru, po przeprowadzeniu fermentacji alkoholowej calej biomasy

i oddestylowaniu etanolu.



W tytule tabeli 8. Kandydat podal informacje, Ze w niej przedstawiono: ,,Sktad chemiczny
probek biomasy burakéw cukrowych”. Ten tytut nie jest petny, bo nie podano w nim informacji,
ze sklad chemiczny dotyczyt probek ,,... po mechanicznym rozdrobnieniu i po ekspansii
prézniowej”. Nie podano pelnej informacji o jednostkach, w ktérych wyrazono zawarto$¢: suchej
masy, surowego popiolu, bialka ogélem, widkna surowego i sacharozy. Jakie to sg jednostki
procentowe? Czy to jest: % m/m (masowo-masowy), czy % m/v (masowo-objetosciowy),
czy % v/v (objgtosciowo-objgtosciowy)? Uwazam, Ze Zle oznaczono i podano w tabeli 8. zawarto§é
pektyn w biomasie buraka. Moim zdaniem nie jest mozliwe, aby w biomasie buraka bylo ich ponad
14% s.m. Taka tlo$¢ nie bilansuje si¢ z pozostalymi sktadnikami suchej masy.

Analiza danych zawartych w tabeli 8. wykazala, ze ekspansja prozniowa miata niewielki wplyw
na zmiany zawartosci badanych substancji w skfadzie chemicznym biomasy burakow cukrowych,
w poréwnaniu ze skladem chemicznym prébek poddanych tylke rozdrabnianiu mechanicznemu.
Dopiero na obrazach mikroskopowych (rys. 14) przedstawiajgcych wyglad struktury mechanicznie
rozdrobnionej biomasy i biomasy poddanej ekspansji widaé, ze ekspansja prozniowa powodowata
cz¢sSciowy rozpad $cian komorkowych.

Prezentujac dane literaturowe Kandydat udowadnia, 7e zastosowanie zmian cisnienia
hydrostatycznego nie jest nowoscia w badaniach, bo inni autorzy juz stosowali t¢ metode wstepnej
obrobki biomasy, a zatem Jego obserwacje potwierdzaja dane podane w cytowanych publikacjach.

To nie tabele 9-14 podsumowujg wyniki oznaczen cukru po hydrolizie wstepnie obrobionej
matrycy burakow cukrowych, tylko Kandydat w tych tabelach je prezentuje (nie podsumowuje}.
Tabeli 9 nie zamieszczono w rozprawie. Prezentowanie wynikow badan, seryjnie w 4-ech kolejno
nast¢pujacych po sobie tabelach zawierajgcych niepelne tytuly i opisy kolumn baidzo utrudnia
odczytywanie wynikéw badan 1 ich interpretacje.

Kandydat bardzo krétko podsumowal wyniki badaf przedstawione w tabelach 10-14.
Nie sprobowat skomentowaé wynikéw badan zaprezentowanych w kazdej tabeli z osobna
1 nie podsumowat ich co najmniej jednym wnioskiem. Napisal, ze uzyskane w badaniach wyniki
sa zgodne z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw, przytaczajgc dane literaturowe,
Tym samym wykazal, ze przeprowadzone przez Niego badania nie majg cech nowosci.

W dalszej czgdci punktu 5.2 Kandydat przedstawial wyniki badah dotyczace:

¢ hydrolizy enzymatycznej biomasy buraka przeprowadzonej po wstgpnym mechanicznym

rozdrobnieniu i po ekspansji prozniowej,

e sekwencyjnej fermentacji etanolowej (SHF) -~ fermentacji etanolowej prowadzongj

bezposrednic po hydrolizie enzymatycznej biomasy buraka poddanej wstepnej obrobcee,

¢ fermentacji skojarzonej (SSF) — jednoczesnej hydrolizy i fermentacji etanolowe;.
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Analiza wynikow uzyskanych w tych badaniach i ich dyskusja wykazala ich zgodnos¢
z opublikowanymi wynikami badan cytowanych autoréw.

W dalszej czgSci omawiania wynikéw badan Kandydat przedstawit wyniki badan wplywu
roznych rozpuszczalnikéw 1 cisnien stosowanych podczas wstepnej obrébki mikrofalowe;
na efektywno$¢ hydrolizy enzymatycznej biomasy miksanta olbrzymiego. Najlepsze efekty
hydrolizy uzyskano prowadzac hydrolizg enzymatyczng podczas obrobki mikrofalowe;j
w srodowisku kwasnym (H2S04) pod ciénieniem 90 psi (0,621 MPa). Podczas fermentacji tego
hydrolizatu uzyskano bardzo niskie st¢zenie etanolu (1,31%). Najwyzsze stezenie etanolu (2,36%)
uzyskano w fermentacji hydrolizatu enzymatycznego otrzymanego po zastosowaniu obrobki
mikrofalowej w §rodowisku kwasnym pod ci$nieniem 30 psi (0,207 MPa).

Kandydat podsumowujac wyniki tych badan tylko stwierdza, Ze ,,Przy wyborze parametrow
obrobki mikrofalowej nalezy wziaé pod uwagg kompromis miedzy wysokg wydajnoscia hydrolizy
a produktywnoscig fermentacji etanolowej™ , ale nie przedstawia optymalnego rozwiazania,

W koficowej czgsci omawiania wynikéw badain Kandydat przedstawit wyniki badan dotyczace
doskonalenia szczepow drozdzy Rhodotorula do biosyntezy karotenoidow, w hodowlach na
hydrolizatach enzymatycznych rafinatu kory wierzby purpurowej poddanego wstepnej, termicznej
obrobce zasadowej. Adaptacyjna metoda doskonalenia szczepdéw drobnoustrojow jest metods
przestarzala i rzadko stosowang we wspdlczesnych badaniach dotyczacych doskonalenia cech
drobnoustrojéw stosowanych w bioprocesach.

Nie bardzo rozumiem, jakimi motywami kierowal si¢ Kandydat, aby w rozprawie przedstawic
wyniki badan dotyczace doskonalenia szczepdw drozdzy i prob biosyntezy karotenoidow. Skoro
temu zagadnieniu nie po$wigcil nawet jednej strony w czeéci literaturowej tej rozprawy, a badania
dotyczace zastosowania zaadaptowanych szczepdw drozdzy do biosyntezy karotenoidow byly
bardzo powierzchowne i bardzo stabo przedstawione,

W metodyce badafi, w punkcie 4.3.18. Pomiary ggstosci optycznej, Kandydat podat, ze ptytki
studzienkowe z zawiesing bakteryjng (domys$lam si¢, Zze chodzi tutaj o zawiesine drozdzy
w badanych podliozach) inkubowal w temperaturze 30°C przez 168 godzin. Plytki byly wstrzasane
tylko przed kazdym pomiarem gestosci optyczaej, wykonywanym co 6 godzin, a zatem te hodowle
byty prowadzone w warunkach beztlenowych. Nie jest to dobra metoda do okredlania kinetyki
wzrostu drozdzy, ktdre do intensywnego rozmnazantia si¢ wymagajg warunkow tlenowych.

Nie podano tez sposobu obliczania zmian ggstosci optyczne] 1 wyrazania tych zmian
w procentach. Stwierdzam, ze tego rodzaju hodowle powinny byé¢ prowadzone w warunkach
tlenowych, tj. z napowietrzaniem podloza hodowlanego, Pomiary tylko gestosci optycznej biomasy

drozdzy hodowanej w warunkach beztlenowych w plytkach studzienkowych nie mogg by
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stosowane do badan optymalizacji sktadu podiozy do hodowli drozdzy z rodzaju Rhodotorula, ktore
wymagajg zastosowania natleniania podtoza hodowlanego.

Przedstawione w tej czgsci rozprawy wyniki badan dotyczace analizy mozliwodci zastosowania
drozdzy Rhodotorula do biosyntezy karotenoidow na hydrolizatach kory wierzby purpurowej maja
charakter poznawczy, nie s to kompleksowe badania, w wyniku ktérych mozliwe bytoby
zoptymalizowanie parametréw bioprocesowych dla biosyntezy karotenoidow.

Prezentujac wyniki wlasnych badan Pan mgr Marcin Walter konfrontowat je z wynikami badan
innych autorow. W duzej czgéci wyniki badan Kandydata sa tylko weryfikacjs wynikéw
otrzymanych przez inne zespoty badawcze oraz wskazuja kierunki doskonalenia proceséw wstepnej
obrobki i hydrolizy enzymatycznej biomasy miksantéw olbrzymiego i cukrowego, korzenia buraka
cukrowego i kory wierzby purpurowej, majacych na celu zwigkszenie stgzenia fermentujgcych
cukréw. Przeprowadzone przez Niego badania przyczynily si¢ do poglebienia wiedzy dotyczacej
hydrolizy wybranych surowcow lignocelulozowych.

W koncowej czgdei rozprawy, w pkt. 6. Wyniki i obserwacje (Conclusions and observations),
Kandydai przedstawil 11 szczegélowych wnioskéw bedacych podsumowaniem przedstawionych

w rozprawie wynikow badan.

4. Podsumowanie i wniosek koricowy

Przedlozona mi do oceny rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
dotyczgcego badania metod wstepnej obrobki i hydrolizy enzymatycznej biomasy miksanta
olbrzymiego, miksanta cukrowego, korzenia buraka cukrowego i kory wierzby purpurowe;,
majacych na celu zwigkszenie stgzenia fermentujacych cukréw. Uzyskane w badaniach wyniki
potwierdzajg stusznod¢ zatozen badawczych i maja znaczenie poznawcze.

Pan mgr Marcin Walter w prawidtowy sposob przeprowadzi} badania stosujgc dobrane metody
analityczne, wykazal si¢ umiejgtnoscia samodzielnego prowadzenia badafi naukowych.
Przedstawione uwagi, aczkolwiek ukazujgce pewne mankamenty w pracy, brak precyzyjnosci
wyrazen oraz uchybienia jezykowe, w wigkszoéci majg charakter redakcyjny i w niewiclkim
stopniu zmniejszajg moja pozytywng oceng recenzowanej rozprawy.

Podsumowujgc formalng i merytoryczng oceng przediozonej mi do oceny rozprawy doktorskiej
pt. ,Application of plant biomass in biotechnology” (Zastosowanie biomasy roélinne;
w biotechnologii) stwierdzam, Ze rozprawa ta stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego i odpowiada wymaganiom stawianym rozprawom doktorskim okreslonym w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz, U,

z 2022, poz. 574 z podin. zm.), a Pan mgr Marcin Walter posiada ogdlng wiedzg teoretyczng
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w zakresie dyscypliny naukowej Technologii zywnosci i Zywienia oraz umiej¢tnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowe;.
Na tej podstawie stawiam wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej przez Rade¢ Naukowsg
Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
S
=
Prof. dr hab. inz. Jerzy J. Pietkiewicz
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i dopuszczenie do jej publicznej obrony.



