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1. Podstawa opracowania recenzji
Podstawg formalng opracowania niniejszej recenzji jest pismo Rady Naukowej
Dyscypliny technologia zywnosci i zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w

Olsztynie z dnia 30 stycznia 2023.

2. Ocena wyboru tematu pracy i jej celu

Jednym z istotnych kierunkoéw rozwoju wspoélczesnej biotechnologii jest opracowanie
wydajnych i efektywnych ekonomicznie proceséw produkcji nowych bioproduktéw na bazie
surowcéw odnawialnych. W grupie tej na szczegélng uwage zasluguja surowce
lignocelulozowe. Znaczng czg$¢ tej biomasy stanowia produkty uboczne, generowane przez
przemyst rolniczy czy spozywczy, a ich zagospodarowanie wpisuje sie doskonale w
koncepcje .,zero waste”. Ze wzgledu na zlozong strukture kompleksow lignocelulozowych,
material ten w pierwszej kolejnosci poddawany jest zlozonej, wielostopniowej obrébee
wstepnej, ktorej celem jest zmiana struktury lignocelulozy. Technika i technologia
przetwarzania biomasy lignocelulozowej do zastosowan przemystowych musi byé tania,
wydajna, zapewnia¢ minimalne straty cukrow oraz generowaé niewielkie iloci inhibitorow
procesoOw enzymatycznych i fermentacyjnych. Dlatego zarbwno w badaniach naukowych jak
i w praktyce przemystowej szeroko poszukuje si¢ nowych, wydajnych, bezpiecznych dla

srodowiska metod obrobki surowcow lignocelulozowych.



W odniesieniu do wyzej opisanych zalozen i wytycznych Doktorant dokonal bardzo
trafnego wyboru tematu swojej dysertacji. Temat rozprawy doktorskiej stanowi kompleksowe
podejscie do wypracowania innowacyjnego, efektywnego i ekonomicznie uzasadnionego
procesu produkcji etanolu czy bioproduktow z surowcéw lignocelulozowych. W $wietle
powyzszego wysoko oceniam podjeta tematyke, jest ona aktualna i niezwykle istotna dla
rozwoju dyscypliny technologia zywnosci i zywienia. Przedstawiona do oceny praca zostala
zrealizowana w ramach projektu . Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie z zakresu

Biogospodarki’’ (POWR.03.02.00-00-1034/16-00) i przygotowana w jezyku angielskim.

3. Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest pracg o charakterze eksperymentalnym.
Praca obejmuje 139 stron maszynopisu w tym 21 tabel oraz 24 rysunki. Ponadto Autor
zamiescit dwie prace opublikowane w ramach rozprawy doktorskiej wraz z o$wiadczeniami
wspotautoréw o ich udziale. Struktura pracy jest typowa dla rozpraw naukowych i obejmuje
nastepujace czesci: spis tresci, streszczenie w jezyku angielskim i polskim, spis publikacji
przygotowanych w oparciu o uzyskane wyniki i dostepna literature, wprowadzenie, przeglad
literatury, materialy i metody, wyniki badan z dyskusja, wnioski, bibliografie oraz zatgczniki.
Wykaz literatury obejmuje blisko 240 pozycji literatury naukowej, gléwnie anglojezycznej.
Zrédha literatury z ostatnich 5 lat stanowig ponad 30%. Dobér zrodet jest odpowiedni i
obejmuje najwazniejsze pozycje literatury. Prezentowana rozprawa doktorska charakteryzuje

si¢ poprawng strukturg. Napisana jest w sposob czytelny.

4. Ocena merytoryczna pracy

Tytul pracy koresponduje z jej trescia. W streszczeniu pracy Doktorant w sposéb
syntetyczny przedstawial zakres badan ze wskazaniem gtéwnych osiggniec¢ pracy. W krotkim
wprowadzeniu Autor uzasadnit celowos¢ podjetych badan wskazujac na ogromny potencjat
produkcji odnawialnych Zrodet energii czy nowych bioproduktow w oparciu o
zagospodarowanie biomasy lignocelulozowej stanowiacej odpad produkcji rolniczej, lesnej
itp.

Nastepnie Doktorant dokonal przegladu literatury zwigzanej z tematykg prezentowanych
badan. Przeglad literatury zajmuje 37 stron. Autor zebral w nim najwazniejsze merytoryczne
informacje, udokumentowane pozycjami literatury i wprowadzajace czytelnika w tematyke
badan. Autor omowil szczegélowo zagadnienia zwigzane z charakterystyka materialow

ligninocelulozowych, opisat ich sktad chemiczny. Ponadto wskazal potencjal wykorzystania
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biomasy do wytwarzania nowych bioproduktow oraz odnawialnych zrédet energii (m.in.:
bioetanolu, biodiesla czy biogazu). Wiele uwagi poswigcit charakterystyce sktadu oraz metod
obrobki wstepnej surowcoéw wskazujage na zlozono$¢ kompleksow lignocelulozowych i
konieczno$¢ stosowania wielostopniowych metod obrobki tego surowca. Przedstawit metody:
biologiczne, fizyczne, chemiczne, metody fizyko-chemiczne oraz metody kombinowane.
Zwrécit uwage na problemy wynikajace z kumulacji zwigzkow toksycznych powstajacych
podczas prehydrolizy, jak: kwasy, furfural, S-HMF, czy problemy $rodowiskowe wynikajace
z wyboru metod chemicznych. Autor opisal preparaty enzymatyczne, proces detoksykacji
podtoza, metody fermentacji, charakterystyke potencjalnych mikroorganizmy stosowanych do
produkeji etanolu. Przedstawit innowacje i trendy majace na celu zwieszenia efektywnosci i
wydajnosci procesu produkcyjnego.

Autor w poprawny sposob zdefiniowal i wskazal zlozono$¢ probleméw wynikajacy z
przygotowania surowcow lignocelulozowych, oraz konieczno$¢ poszukiwania nowych
rozwigzan wplywajacych na poprawe wydajnosci, efektywnosci ekonomicznej procesu
wytwarzania nowych bioproduktow.

Autor sfomulowal trzy hipotezy badawcze, ktére poddal weryfikacji w ramach
zaplanowanych eksperymentow.

W czegsci doswiadczalnej przedstawil material badawczy i biologiczny, wykonane analizy,
przyjete metody badan, obliczenia oraz sposob opracowania wynikow. Do analizy materiatu
oraz oceny skladu chemicznego produktow koncowych wykorzystano rekomendowane
techniki badawcze oraz wlasciwa aparatur¢ badawczg m.in.: chromatograf gazowy (GC),
oraz chromatograf cieczowy (HPLC), aparat do elektroforezy SDS (Mini protean II system),
spektroforometr, elektronowy mikroskop skaningowy (SEM). Materialem badawczym w
pracy byly surowce lignocelulozowe (miskant olbrzymi, miskant cukrowy, burak cukrowy,
rafinat kory wierzby purpurowej). Jako material biologiczny wykorzystano: drozdze z
rodzaju Saccharomyces cerevisiae, grzyby strzepkowe Mucor rouxii, drozdze z rodzaju
Rhodotorula. W czgsci doswiadczalnej Doktorant opisal: stosowane metody obrobki wstepnej
surowcow lignocelulozowych (m.in.: hydroliza alkaliczna w reaktorze cisnieniowym,
rozprezanie prozniowe biomasy, promieniowanie mikrofalowe) oraz proces hydrolizy
enzymatycznej biomasy z udzialem preparatow handlowych (takich , jak: Accellerase 1500,
Accellerase BG, Accellerase XC, Accellerase XY, i Rapidase). Przedstawil przebieg i
parametry technologiczne procesu fermentacji hydrolizatow z udzialem réznych
mikroorganizméw i metod prowadzenia procesu (SHF i SSF). W ostatniej czesci opisat

przebieg procesu adaptacji drozdzy z rodzaju Rhodotorula na podtozu wzbogaconym w

3



hydrolizat z rafinatu kory wierzby purpurowej w ilosci od 5 -100%, stanowigcy substrat do
biosyntezy karotenoidéw. W ocenie jakosci wybranych surowcow, hydrolizatow, produktow
Doktorant przeprowadzit analiz¢ wielu parametréw (m.in.; pektyn, widkna surowego, popiotu
surowego, biatka, cukrow redukujacych metodg DNS, monosacharydow, zawartosci
karotenoidéw czy elektroforezy bialek). Analizy wykonano na poszczegdlnych etapach
technologicznych. Uklad doswiadczenia jest dobrze zaplanowany, wlasciwie przemyslany.
Doktorant prawidtowo dobral metody analityczne.

Rezultaty przeprowadzonych analiz i badan Autor przedstawil w rozdziale zatytutowanym
»Wyniki i dyskusja’® w postaci 15 tabel i 17 rysunkow prezentujagc obszerny materiat
badawczy. Dokumentacja stanowi dobre uzupelnienie tresci pracy doktorskiej i jest
przygotowana z nalezyta starannoscig. Cennym uzupelnieniem dokumentacji sg zdjecia z
skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) obrazujgce zmiany struktury materiatu
lignocelulozowego pod wplywem zastosowanych metod obrobki wstepnej.

W pierwszym etapie badan Doktorant przeprowadzil hydrolize enzymatyczng badanej
biomasy z zastosowaniem recyklingu enzymow zaadsorbowanych na frakeji statej materiatu
lignocelulozowego. Koncepcja wielokrotnego wykorzystania wprowadzonych preparatow
enzymatycznych wpisuje si¢ w trendy wspodlczesnej biotechnologii. W procesach
biotechnologicznych koszty preparatow enzymatycznych sg znaczne, dlatego zasadne jest
poszukiwanie metod ich obnizenia. W prezentowanej pracy Doktorant zalozyl, ze enzymy
lityczne zaadsorbowane na statych czastkach rafinatu sg nadal aktywne, dzieki czemu po
dodaniu $wiezej porcji wstgpnie przetworzonej biomasy lignocelulozowej mozna
przeprowadzi¢ kolejny cykl hydrolizy bez koniecznosci dodawania nowych dawek enzymu.
Wyniki badan potwierdzilty, ze zastosowanie recyklingu enzymow pozwolito na zwigkszenie
koncowej wydajnosci hydrolizy enzymatycznej biomasy miskanta olbrzymiego i miskanta
cukrowego, a efektywnos¢ hydrolizy biomasy wzrastala wraz ze wzrostem aktywnosci
celulaz.

W kolejnych pracach Doktorant skupit si¢ na doskonaleniu procesu obrobki wstepnej
biomasy roslinnej poprzez zastosowanie metod prézniowego rozprezania biomasy lub
promieniowania mikrofalowego, a nastgpnie ocenil efekty fermentacji przygotowanych
hydrolizatow z udzialem réznych mikroorganizméow. W efekcie przeprowadzonych badan
Autor wykazal, ze metoda rozpr¢zania prézniowego pozwolita na zwigkszenie efektywnosci
hydrolizy enzymatycznej biomasy buraka cukrowego w pordwnaniu do rozdrabniania
mechanicznego. Najlepsze efekty uzyskano poddajac nastepnie otrzymany material hydrolizie

enzymatycznej w temperaturze 50°C przy uzyciu kompozycji preparatow enzymatycznych:
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Rapidase® i Accellerase 1500. Ponadto potwierdzono mozliwos¢ ponownego wykorzystania
enzymOéw w postaci frakcji immobilizowanej na nieroztozonej lignocelulozie. Wyzsze
stgzenie etanolu uzyskano prowadzac proces fermentacji metodg SHF w poréwnaniu do SSF
niezaleznie od metody obrobki wstepnej. Najwigksze stezenie etanolu uzyskano po
fermentacji prowadzonej z udzialem drozdzy Saccharomyces cerevisiae 7, jednoczesnie
stwierdzono brak przydatnosci grzyba strzepkowego Mucor rouxii w procesie fermentacji
etanolowej biomasy buraka cukrowego.

W doswiadczeniach wykorzystujagcych obrobke mikrofalowa biomasy miskanta
olbrzymiego, obserwowano zrdéznicowany wplyw stosowanych parametréw prowadzenia
procesu na wydajnos¢ hydrolizy enzymatycznej i ilos¢ uzyskanego etanolu. W srodowisku
kwasnym, przy cisnieniu 30psi, uzyskano stosunkowo niska wydajnos¢ hydrolizy prébek
(30.1%), jednak w wyniku fermentacji uzyskano wyzszg ilo$¢ etanolu (23.6 mg na gram
suchej biomasy). Z kolei w probach poddanych obrobce przy cisnieniu 90psi. odnotowano
wysoka wydajnosci hydrolizy (58%) i1 jednoczesnie nizsze o polowe stezenie etanolu.
Doktorant wskazal, ze dobdér parametrow obrobki mikrofalowej nalezy, zatem rozwazac, jako
kompromis pomiedzy wysoka wydajnoscia hydrolizy enzymatycznej i produktywnoscia
fermentacji etanolowe;j.

W trzecim etapie badan Doktorant ocenit wplyw hydrolizatow lignocelulozowych z
rafinatu kory wierzby purpurowej na biosyntez¢ karotenoidéw z udzialem drozdzy z rodzaju
Rhodotorula. W efekcie adaptacji drozdzy do podloza zawierajgcego badane hydrolizaty
Doktorant uzyskat zmodyfikowane szczepy Rhodotorula (R. glutinis SOH, R. rubra KKP350
50H i R. glutinis KKP347 50H), ktore charakteryzowaly si¢ wydajniejsza zdolnoscia syntezy
karotenoidéw w poréwnaniu z szczepami testowymi. Najwieksze stezenie karotenoidow (130
pg-g-1 s.s.) uzyskano po hodowli szczepu R. glutinis KKP347 S0H na pozywce z
hydrolizatem lignocelulozowym. Zastosowanie dodatku hydrolizatu lignocelulozowego do
podloza wzrostowego zwigkszylo ilo$¢ uzyskanych karotenoidow, réwniez u szczepow
natywnych.

Na podstawie przeprowadzonych badan oraz otrzymanych wynikow Autor
sformutowal tacznie 11 wnioskow. Swiadcza one o realizacji wyznaczonego celu badan. I

stanowig odpowiedZ na postawione w pracy trzy hipotezy badawcze.

Prowadzone przez pana mgr Marcina Waltera prace badawcze zostaly zaplanowane
bardzo konsekwentnie i logicznie. Przedstawione w pracy rozwigzania technologiczne, ich

oryginalno$¢ oraz zakres przeprowadzonych badan oceniam pozytywnie. Zaprezentowane
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przez Doktoranta wyniki badan wnosza istotne elementy o znaczeniu nie tylko naukowym,
ale rowniez praktycznym w zakresie wykorzystania biomasy lignocelulozowej w procesach
biotechnologicznych produkcji etanolu czy syntezy karotenoidéow. Zaproponowane przez
Doktoranta rozwigzania, wplyngly na zwigkszenie efektywnosci hydrolizy enzymatycznej
badanego materiatu lignocelulozowego oraz na wydajnosé realizowanych w pracy proceséw
biotechnologicznych. Opisane w pracy podejscie do optymalizacji procesow przetwarzania
biomasy lignocelulozowej stanowi autorskie osiggnigcie naukowe, ktdre oceniam pozytywnie.

Rozprawa napisana jest poprawianie i jej przyjecie nie budzi watpliwosci.

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Marcina Waltera pt. ,,Zastosowanie
biomasy roslinnej w biotechnologii” zawiera nie tylko badania poznawcze, ale przede
wszystkim interesujace rozwigzanie technologiczne badanego problemu. Temat rozprawy
doktorskiej stanowi innowacyjne podejscie do opracowania wydajnego procesu produkcji
bioproduktow na bazie odpadow lignocelulozowych. Wyniki pracy maja duza wartos¢
aplikacyjna i wnoszg oryginalny wktad w rozwoj dyscypliny technologia zywnosci zywienia.
Przedlozong do recenzji rozprawe doktorska oceniam pozytywnie i stwierdzam, ze rozprawa
ta spelnia wszystkie ustawowe wymogi i kryteria okreslone w art.187 ust.1-4 ustawy z dnia
20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce ( Dz.U. z 2022, poz.574 ze zm.). Na
tej podstawie wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny technologia zywnosci i zywienia
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr

Marcina Waltera do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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