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Recenzja rozprawy doktorskiej pana mgr Marcina Waltera

pt. ,,Application of plant biomass in biotechnology”

Wstep

Rozprawa doktorska pana mgr Marcina Waltera pt. ,Application of plant biomass in
biotechnology” zostata przygotowana na Wydziale Technologii Zywnosci Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierownictwem prof. dr hab. inz. Iwony Konopki oraz dr
hab. inz. Marka Adamczaka, prof. UWM. Rozprawa ma charakter hybrydowy i jest potgczeniem
opracowania monograficznego oraz cyklu publikacyjnego. Cze$¢ monograficzna liczy 140 stroni 7
rozdziatow, ktére poprzedzajg polskie i angielskie streszczenie, spis tresci i skrétéw
wykorzystywanych w pracy. Dwie prace stanowigce uzupetnienie opracowania monograficznego
zostaty opublikowane w Biomass Conversion and Refinery (praca przeglagdowa) oraz w Przemysle

Chemicznym (praca oryginalna).

Uktad czesci monograficznej jest klasyczny, tzn. po czesci wstepu literaturowego doktorant
zakresla cele pracy, zwiezle opisuje metodyke i materiat badany, po czym przechodzi do opisu
rezultatow i dyskusji wynikow. Rozprawe koriczg konkluzje oraz diugi spis cytowanej literatury. Na
samym koncu pracy znalez¢ mozna oswiadczenia wspoétautoréw, z ktérych dowiadujemy sie o
zakresie zaangazowania pana Marcina Waltera w opracowanie tresci pracy przeglagdowej oraz

wykonanie eksperymentéw i opis pracy oryginalne;j.

Praca porusza temat bardzo wazny i zwigzany z dokonujaca sie na naszych oczach transformacja
gospodarki opartej na surowcach kopalnych w biogospodarke opartg na surowcach odnawialnych.
Tak wiec przedstawiona mi do oceny praca wpisuje sie w najnowsze trendy naukowe i jest bardzo
aktualna. Ma tez charakter zdecydowanie aplikacyjny, chociaz pojawiajg sie w niej rowniez

elementy badan o charakterze podstawowym.



PAN

Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni
im. Jerzego Habera

Polskiej Akademii Nauk
HR EXCELLENCE IN RESEARCH

Ocena merytoryczna rozprawy.
Cele

Za cel badan przedstawionych w rozprawie doktorskiej pan Marcin Walter postawit sobie
opracowanie efektywnych biotechnologicznych metod konwersji biomasy do alkoholu etylowego
(o zastosowaniu biopaliwowym) oraz karotenoidéw. Narzedziami biotechnologicznymi, ktére
zdecydowat sie wykorzystaé w pracy, byty zaréwno modyfikacje biomasy za pomocg koktajli
enzymatycznych, jak i jej biotransformacja z wykorzystaniem mikroorganizméw (rézne szczepy
Saccharomyces cerevisiae, Mucor rouxii, Rhodotorula glutinis i R. rubra). Metody
biotechnologiczne zostaty wsparte obrébkg mechaniczng, fizyczng i fizykochemiczng. Z kolei
biomasa poddawana obrébce pochodzita od dwéch gatunkéw trzciny (miskanta olbrzymiego i
cukrowego tj. Miscanthus giganteus i M. sacchariflorus), korzenia buraka cukrowego (Beta
vulgaris) oraz rafinatu (po ekstrakcji nadkrytycznym CO,) kory wierzby purpurowej (Salix
purpurea). W przypadku obrobki biomasy pochodzacej z miskantéw, gtdwnym celem pracy byto
zwiekszenie efektywnosci uwalniania monocukréw na drodze obrébki i enzymatycznej hydrolizy
celulozy i hemicelulozy oraz potencjalne wielokrotne uzycie preparatéw enzymatycznych,
aczkolwiek przebadano tez produkcje etanolu na drodze fermentacji. Z kolei w przypadku biomasy
buraka cukrowego badania ukierunkowano na uwolnienie cukrow metodami mechaniczno-
enzymatycznymi oraz ewaluacje réznych trybow fermentacji (osobno od etapu sacharyfikacji
celulozy oraz jednoczesdnie). Ostatnia za$ cze$¢ doktoratu skupia sie na adaptacyjnej ewolucji
drozdzy Rhodotorula do produkcji karotenoidow z rafinatu kory wierzbowej rowniez poddanej

wstepnej hydrolizie.

Praca ma wiec bardzo zrdéznicowane cele i obiekty badawcze, ktére niewatpliwie nie utatwiaja
konstrukcji spojnej dysertacji naukowej. W tym kontekscie nalezy réwniez zwréci¢ uwage na
bardzo szeroko zakrojony tytut pracy doktorskiej, moim zdaniem bardziej adekwatny dla pracy
habilitacyjnej. Z drugiej strony zdecydowanie wspdélnym mianownikiem wszystkich
przedstawionych badan jest biotechnologiczna obrébka biomasy pochodzenia roslinnego, tak wiec

tytut jest moim zdaniem do zaakceptowania.
Czesc literaturowa

Prace rozpoczyna wprowadzenie, ktore w sposéb ogdlny zakresla problem przetwarzania biomasy
roslinnej przez naszg cywilizacje na cele energetyczne oraz definiuje strumienie dostepnej
biomasy. W szczegdlnos$ci autor skupia sie na biomasie lignocelulozowej, bedacej obecnie
odpadem rolniczym i przemystowym. Zarysowuje réwniez trzy zagadnienia, ktérym poswiecone
zostato wprowadzenie, a wiec odzysk enzymoéw do rozktadu biomasy, opracowanie efektywnych

procesdow wstepnej obrébki biomasy i zastosowanie drozdzy do produkcji karetonoidéw. Na
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nastepnych 37 stronach zostat zaprezentowany szeroki przeglad literatury dotyczacy potencjatu
przerébki biomasy roslinnej w kierunku biopaliw oraz zwigzkédw platformowych, réznorodnych
metod wstepnej obrébki lignocelulozy ukierunkowanych na separacje ligniny od hemicelulozy i
celulozy, samego procesu hydrolizy i towarzyszgcych im proceséw inhibicji. Zaprezentowano
bardzo szeroki wachlarz metod fizycznych, chemicznych i mechanicznych oraz biologicznych.
Zwienczeniem tego rozdziatu jest opis metod fermentacji tak przygotowanej biomasy w kierunku
alkoholu oraz przyktady adaptacji mikroorganizmoéw do prowadzenia biotransformacji biomasy.
Rozdziat ten w wielu zakresach pokrywa sie z praca przeglagdowg w Biomass Conversion and
Refinery jednak nie jest w zadnym wypadku jego powieleniem. Kazdy z tekstéw szczegétowo
rozwija nieco odmienne zagadnienia (np. w samym artykule znajdujg sie bardzo przydatne
schematy proceséw jak i instalacji do etapdéw wstepnej obrébki i bioreaktoréw prowadzacych
proces fermentacji oraz opis osuszania bioetanolu). Zasadniczo ten rozdziat byt dla mnie bardzo
ciekawy i pouczajacy. Patrze na niego z perspektywy enzymologa, a wiec osoby nie zajmujacej sie
doktadnie takimi badaniami. Jedyne czego zatowatem to fakt, ze praca przeglagdowa zostata
zatgczona na koncu, a nie bezposrednio po tym rozdziale. Dzieki takiemu uktadowi tresci te
nastepowatyby jedna po drugiej, co utatwitoby czytanie. Wydaje sie tez, ze umozliwitoby to

niepowtarzanie duzych tabel, ktére sg tatwiejsze do przeczytana w publikacji niz w pracy.

W kontekscie wstepu zainteresowata mnie uwaga doktoranta, ktdory twierdzi, ze obecnie nie
istniejg firmy produkujgce rekombinowane celulazy na skale przemystowsa. Firma Creative
Enzymes z USA dostarcza przemystowych ilosci celulaz z szeregu mikroorganizméw (gtéwnie do
bio-polishingu, ale i dla przemystu spozywczego i faktycznie gtownie z Trichoderma reesei albo z
A. niger). Réwniez sporo firm chinskich dostarcza preparatdéw celulazowych. Czy wiec wg. wiedzy
doktoranta obecnie powszechnie dostepne na rynku preparaty pochodzg wytacznie z
naturalnych, nie-rekombinowanych Zirddet? Jeieli tak jest w istocie, to czy nie jest to
interesujgca luka umozliwiajgca rozwéj badan komercyjnych (np. we wspétpracy z firmami

produkujacymi enzymy)?

Po przegladzie nastepuje krétki rozdziat dotyczacy wspomnianych celdw oraz rozdziat 4 dotyczacy
materiatéw i metod. Rozdziat ten ma tylko 11 stron i prawde mdwiac watpie, aby na podstawie
zamieszczonych w nim lakonicznych opisdw mozna byto powtdrzyé eksperymenty opisane w
pracy. Poczynajac od bardzo skapo opisanych materiatéw (czym np. jest sucha masa z
miskantusdw — z jakich konkretnie czesci roslin zostata otrzymana i jak jg przygotowano), poprzez
niekompletne opisy szczepdw (brak numerdw szczepow przy kolekcji DSMZ dla wykorzystywanych
szczepOw, bardzo skrétowe, jednoakapitowe opisy procesu fermentacji, minimalistyczne opisy
procesu produkcji karotenoidéw, uniemozliwiajgce powtdrzenie tego bioprocesu na podstawie

opisu). Jako enzymologa réwniez interesuje mnie, czy aktywnos¢ komercyjnych preparatow
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enzymatycznych byta mierzona w warunkach reakcji, czy tez przyjmowano jg na podstawie
specyfikacji preparatéw. Prositbym réowniez doktoranta o przejrzenie wzorédw na produktywnosé
uwalniania cukrow redukcyjnych (1, str. 60) ktdra zamiast jednostki g/g suchej masy ma miare
gZdm™. Réwniez wymiar kolejnego wzoru rdzni sie moim zdaniem od % (nie podano wymiaru

wspdtczynnika konwersji, ale jezeli jest bezwymiarowy, to W1 i W2 wychodzg w g dm™?).

Zaskoczyta mnie réwniez informacja w podrozdziale 4.2.3 dotyczgca fermentacji. Znajdujemy tam
informacje, ze enzymatyczna hydroliza biomasy buraka byta prowadzona w 60°C przez 15 min.
Poniewaz inne procesy w pracy byty prowadzone na przestrzeni wielu godzin zastanawia mnie, czy
ta informacja jest poprawna i dlaczego doktorant zdecydowat sie na tak krétki proces? Czy byt on

w jaki$ sposéb optymalizowany?

Z kolei w podrozdziale 4.2.4 brak informacji, w jaki sposdb oceniano ilo$ciowo zawartos¢
karotenoidow wyprodukowanych przez drozdze (jest tylko pdzniej informacja o metodach
ekstrakcji). W opisie kolumny HPLC do analizy cukréw zabrakto producenta (Biorad) oraz $rednicy
ztoza (zaktadam, ze 9 um). Cho¢ dane te obecnie mozna znalez¢ w Internecie, kiedys nie beda

dostepne, gdy zmieni sie asortyment dostawcy.

Na koniec bardzo niewiele poswiecono analizie statystycznej danych. Brak informacji, jak liczne
byty grupy analizowanych eksperymentow (ilosci powtorzen, w publikacji w Przemysle
Chemicznym wspomniano, ze wykonywano co najmniej dwa powtdrzenia) i czy byty rownoliczne
(co akurat ma znacznie dla testu RIR bo wg. Podrecznika A. Stanisza do Statistica w przypadku
nieréwnolicznych grup stosuje sie wariant testu Tuckya nazywany testem Spjotvolla i Stolimne’a)
i jakie sg miary rozstepdw przedstawione na wykresach. Nie znalaztem tez wyjasnienia konwencji
istotnosci statystycznej za pomocg réznych liter, co utrudnito mi interpretacje pdzniejszych
wykreséw. Czy oznaczenie danych grup ta samg literg oznacza brak istotnych réznic miedzy nimi

czy wiasnie ich wystepowanie?
Rezultaty i dyskusja

Wyniki otwiera analiza mozliwosci wielokrotnego wykorzystania hydrolaz do uwalniania cukréw z
biomasy lignocelulozowej miskanta. Tres¢ tych badan zostata rowniez przedstawiona w artykule
w Przemysle Chemicznym. Biomase poddawano wstepnej obrébce alkalicznej, by po detoksykacji
zastosowac¢ komercyjne mieszanki enzymow hydrolitycznych. Po odmyciu hydrolizatu jeszcze
dwukrotnie wznawiano proces dodajgc kolejnych porcji biomasy. Doktorant analizowat stezenie
redukujgcych cukréw, produktywno$é uwalniania cukréw oraz wydajnos¢ hydrolizy. Samo
zatozenie eksperymentu jest niewatpliwie ciekawe i wykazanie, ze mozna wielokrotnie
wykorzystac te sama porcje cennych enzyméw ma niewatpliwie znaczenie praktyczne. Zastanawia

mnie, czy dobrze rozumiem, ze poszczegdlne szarze reakcyjne trwaty tylko 15 min (tak by wynikato
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z rozdziatu 4). Rowniez przedstawienie wynikdw na Fig. 7, 8 i 9 niczego zasadniczo nie wnosi do
analizy, gdyz sg to wartosci wykazujgce takie same tendencje (cho¢ czasem wystepujg réznice w
istotnosci statystycznej miedzy grupami w zaleznosci do sposobu przedstawienia wydajnosci).
Niestety w pracy brak pogtebionej analizy eksperymentu, poza dos$¢ trywialnym wnioskiem ze
strony 70, wskazujgcym, ze wiekszg aktywnosé enzymu dodanego do eksperymentu skutkowata
wyzszg wydajnoscig procesu. Chociaz doktorant na stronie 74 przytacza doniesienia literaturowe
na temat podobnych badan, nie dyskutuje swoich wynikdw w ich kontekscie. Bardzo prosze w
czasie obrony o poréwnanie efektywnosci zastosowanej przez doktoranta metody do danych

literaturowych.

Réwniez zdjecia z SEMu pozostawiono wtasciwie bez komentarza. Dla mnie jako enzymologa nie

jest jasne jakie strukturalne elementy tych zdjec ‘validate the use of lytic enzymes’.

W tym miejscu doktorant porzuca (na jakis czas) biomase z miskanta i skupia sie na obrébce buraka
cukrowego. Na wstepie doktorant omawia mozliwos¢ separacji frakcji cukrow, ktére wystepujg w
buraku zanim nastgpi obrdbka biomasy. W eksperymencie jednak decyduje sie na prowadzenie
przerdbki catej biomasy bez separacji sacharozy, stanowigcej do 20% suchej masy buraka. Prawde
mowigc w kontekscie tej pracy taki wybdr bardzo mnie zaskoczyt, gdyz spodziewatem sie przerdbki
wystodkéw. Same buraki s3 bowiem bardzo cenng rosling i ich przerébka na bioetanol o
zastosowaniu paliwowym klasyfikowataby go jako produkt pierwszej generacji (konkurencja z
Zywnoscig i paszg). Nie zmienia to oczywiscie faktu, ze koncerny paliwowe wykorzystujg

nadmiarowe ilosci buraka do produkcji etanolu.

W pracy przedstawiono wptyw réznych procedur wstepnej obrébki biomasy za pomocg metod
mechanicznych, ci$nieniowych i enzymatycznych (rézne kombinacje preparatéw komercyjnych) na
stezenie uwalnianych cukréw prostych i sacharozy. Doktorant przedstawit szczegétowe wyniki
analiz zawartosci poszczegdlnych cukréw w tabelach 10-14 identyfikujac optymalne warunki
procesu (ekspansja prézniowa, hydroliza enzymatyczna w 50°C przez Rapidase i Accelerase 1500).
Doktorant uzyskat w ten sposéb 14.8 % sacharozy z suchej masy, co wg. tabeli 7 jest ponizej
naturalnej zawartosci sacharozy w suchej masie buraka. Nasuwa sie wiec pytanie, jaka jest
wydajno$¢ przemystowej rafinacji sacharozy z buraka bez stosowania hydrolizy lignocelulozy?
Czy opracowana metoda pozwala na uzyskanie wyzszej wydajnosci, ktéra w naturalny sposdb

przektadataby sie na wyzszg zawartos$¢ alkoholu w fermentac;ji?

Kolejno praca prezentuje efekty biotransformacji cukréw do alkoholu i najlepszy okazuje sie szczep
S. cerevisiae 7 (5.36% g/V). Zaskoczyto mnie natomiast niezamieszczenie wynikdw pokazujgcych
efektywnos¢ hydrolizy i sposobu prowadzenia fermentacji (ferementation management system) —

co wydawato sie celem tej czesci badan. Ponownie brak jest réowniez komentarza na temat
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efektywnosci opracowanej metody wzgledem literatury. Nagte porzucenie tematyki burako-

cukrowej w pracy byt dla mnie znédw zaskoczeniem.

W kolejnym bowiem rozdziale doktorant powraca do biomasy miskanta, gdzie omawia wptyw
obroébki mikrofalowo-chemicznej na biotransformacje do etanolu. Celem byta eliminacja frakcji
ligniny a pozostawienie celulozy i hemicelulozy i najlepsze wyniki osiggnieto stosujac kwas
siarkowy oraz 60% etanol. Ponownie przedstawiono serie zdje¢ SEM badanych preparatow, ktére
opisano za pomocg jednego zdania. Materiaty zostaty réwniez przeanalizowane spektrometria IR,
ale widma sg bardzo nieczytelne, a omawiane pasma nie zostaty zaznaczone na wykresach (na
ktorych skala czestosci jest ledwo widoczna). Nie jestem specjalistg od FTIR, ale nie doszukiwatbym
sie pasm rozciggajacych C-H przy 2300 cm™ (w tym rejonie z reguty na widmach IR nie ma pasm
charakterystycznych jak zresztg potwierdzajg wykresy z pracy). Wg. literatury pasma rozciggajace
C-H lignin znajduja sie przy 2842 i 2939 cm™ (Boeriu et al., Indust. Crop. Prod. 2004, 20, 205-218).
Réwniez pozostate pasma C-H zwigzane z aromatycznymi pierscieniem znajdujg sie przy 1462 cm-

1 a nie 900 czy 600 cm™. Prosze o komentarz w tej sprawie i ew. korekte analizy.

Kolejne eksperymenty, wykazujgce zawartos¢ réznych cukrow po procesie oraz powstajgcych
produktow ubocznych potencjalnie inhibujgcych fermentacje sg znacznie lepsze. Ukoronowaniem
tej czesci jest Figura 22, ktéra zestawia efektywnosé hydrolizy w procesie wstepnym ze stezeniem
etanolu w fermentacji. Uwazam, ze sposdb przedstawienia i przeanalizowania tych danych mégtby
zosta¢ pogtebiony. Wskazane bytoby zastosowanie analizy korelacyjnej (o ile licznosci
eksperymentdw na to pozwalajg) dla catej grupy lub podgrup lub (jezeli zostang wykryte czgstkowe
korelacje) regresji wieloczynnikowej w celu zbadania, czy faktycznie zachodzg jakie$ zaleznosci

miedzy stezeniem cukréw, inhibitoréw oraz stosowanego cisnienia a efektywnoscig fermentacji.

Ostatnig czes¢ pracy doktorant poswiecit laboratoryjnej adaptacji drozdzy z rodziny Rhodotorula
do przerdbki rafinatu kory wierzby purpurowej. Eksperymenty hodowlane prowadzono na
pozywce YGC (yeast extract glucose chloramphenicol) stopniowo wzbogacanej w hydrolizaty
rafinatu. Na Figurze 23 znajduja sie krzywe wzrostu, ktére poréwnuja wzrost natywnego szczepu
R. glutinis i R. glutinis adaptowanego na 25% hydrolizacie. Przedstawione na Fig. 23 krzywe s3
trudne do interpretacji. Na szczeScie pomocna jest tabela 20 gdzie w sposdb liczbowy
przedstawiajgcy zmiany w gestosci optycznej. Zmiany te sg przedstawione % co jest dos¢ dziwne,
bo nie jest jasne co jest referencja i dlaczego nie uzyto po prostu czasu podwojenia ilo$ci komdrek
co jest dos¢ dobrg miarg oceny szybkosci wzrostu mikroorganizméw. Byé moze powodem byto
przejscie niektorych hodowli od ekspotencjalnej fazy podziatu do fazy stacjonarnej a nawet

zamierania. Jak jednak te nieliniowe zmiany zamienity sie w % zmiany OD jest dla mnie tajemnica.
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Ostatecznie doktorant przedstawit efekty adaptacji (Tabela 21), ktéra przektadata sie na
statystycznie rézng zdolno$¢ do produkcji karotenoidéw wzgledem szczepéw kontrolnych
(nieadaptowanych) i hodowanych tylko na pozywce YGC. Co ciekawe niejednokrotnie szczepy
adaptowane wykazywaty sie obnizong wydajnosé¢ produkcji (np. R. rubra KKP350). Te zaskakujace
wyniki nie zostaly oméwione w pracy, dlatego prositbym o doktadniejszg ich analize w czasie

obrony.

Prace konczy zwigzte konkluzje potwierdzajgce postawione hipotezy. Zasadniczo nie mam do nich
uwag poza, moim zdaniem, nieprawdziwym stwierdzeniem, ze adaptowany R. rubra KKP350 50H
wykazuje sie wigkszg produktywnoscig karotenoidéw (czemu zdaje sie przeczyé Tabela 20). Jezeli

jestem w btedzie prosze o komentarz.
Podsumowanie

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja doktorska pana mgr Marcina Waltera porusza niezwykle
istotng i bardzo szerokg tematyke produkcji biopaliw i wartosciowych zwigzkéw z biomasy
rodlinnej. Niewatpliwym bardzo wartosciowym aspektem dysertacji jest systematyczne
przebadanie szeregu metod wstepnej obrdbki biomasy i petna charakterystyka cukréow
uwalnianych w tym procesie, jak réwniez praktyczna demonstracja efektywnosci procesu
fermentacji. Jestem przekonany, ze praca ma duzy potencjat badawczo wdrozeniowy i moze
stanowic dobry punkt wyjscia dla badan przemystowych. Niedosyt pozostawia aspekt podstawowy
oraz niedostateczna, w moim odczuciu, analiza uzyskanych wynikéw. By¢ moze wptyw na to
odczucie ma rowniez fakt, ze doktorant zdecydowat sig na badanie trzech réznych zrédet biomasy

zamiast skupi¢ sie na jednym strumieniu surowca.

Pomimo tych niedociagnig¢ oraz moich uwag doceniam warto$¢ wynikéw przedstawionych w
pracy. Stwierdzam, Ze przedstawiona mi praca spetnia kryteria stawiane kandydatom do stopnia
doktora, okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U.z 2022 r. poz. 574 z pozn. Zm.) i wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Technologii Zywnosci i
Zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego o dopuszczenie mgr Marcina Waltera do dalszych

etapow postepowania doktorskiego.

Prof. dr xab. Maciej Szaleniec





