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RECENZJA

rozprawy doktorskiej p. mgr Karoliny Oszust pt.

»Opracowanie biopreparatu enzymatycznego do optymalizacji procesu
fermentacji metanowej mieszanki odpadow organicznych oraz okreslenie zmian
struktury metanogendw w biomasie fermentacyjnej”
wykonanej w Instytucie Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego
Polskiej Akademii Nauk w Lublinie
pod kierunkiem dr hab. Magdaleny Frac, prof. IA PAN

1. Ocena problematyki rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Oszust
wpisuje si¢ w bardzo wazny obecnie nurt badan nad nowymi zrédtami energii,
ktorych celem jest poszukiwanie nowych, tanich i efektywnych odnawialnych
zrédet energii w tym wykorzystanie odpadow ligninocelulozowych oraz proce-
sow mikrobiologicznych do ich przetwarzania. Nalezy zaznaczy¢, ze biologicz-
ny aspekt przetwarzania biomasy celulozowej jest przedmiotem badan w wielu
laboratoriach na calym $wiecie.

Oceniana rozprawa doktorska jest zwieztym maszynopisem, bo liczacym
152 stron tekstu, jest napisana w tradycyjnym ukladzie, obejmujgcym obszerny
20-stronicowy przeglad literatury, nazwany wprowadzeniem, poprzedzony
spisem tresci oraz 4 stronicowym streszczeniem pracy w jezyku polskim i an-
gielskim. We wstepie Autorka zamiescita 3 kolorowe rysunki i jedna tabele, a na
jego koncu przedstawita cele i hipotezy badawcze swoich badan. Z kolei
omoéwieniu materiatu biologicznego i metodom uzytych w badaniach jest pos-
wigcony 30 stronicowy rozdzial — materiat i metody, a kolejng bardzo obszerna
czes¢ tekstu, bo liczacg 67 stron to interesujgce wyniki badan i ich omdwienie,
ktore zilustrowano 23 kolorowymi rysunkami i 16 tabelami, co stanowi bardzo
obszerng 1 wyjatkowo dobrze przedstawiong dokumentacje pracy. Koncowy
rozdziat to piSmiennictwo liczace 138 cytowania oraz kilka stron internetowych,
w wigkszosci sg to oryginalne prace z ostatniego dziesigciolecia tgcznie z kilku-
nastoma najnowszymi artykutami, opublikowanymi w 2016 roku, ktore wyko-
rzystano we wstepie pracy, celem wprowadzenia czytelnika w omawiany pro-
blem. Tekst rozprawy jest napisany dobrg polszczyzng bledy literowe i stylis-
tyczne w kontekscie rozmiaru pracy sg nieliczne i na tyle nieistotne, ze nie bede



ich cytowac. Uklad tekstu jest przejrzysty, kolejnos¢ rozdziatow logiczng. a ja-
kos¢ dokumentacji wysoka.

Jednymi z najwazniejszych probleméw wspolczesnej cywilizacji sa za-
gadnienia dotyczace wyzywienia wzrastajgcej liczby ludnosci, dostepu do zrodet
wody 1 energii oraz zachowanie naturalnego Srodowiska w stanie nie gorszym
niz go zastaliSmy. Stad swiadomos¢ naszych zwigzkéw ze srodowiskiem, w kto-
rym zyjemy, zaczyna dominowa¢ w wigkszosci podejmowanych przez cztowie-
ka dziatan zwiazanych z eksploatacja zasobow przyrody i wymusza dziatalnosé
pro-ekologiczng. Do ludzi dociera $wiadomos¢, ze podejmujgc niekiedy proste
dziatania, mozna nie niszczac podstawowych elementéw srodowiska wyelimi-
nowac szkodliwe czynniki z naszego otoczenia, a prowadzgc odpowiedni styl
zycia zachowa¢ zdrowie na dhugie lata.

Nasze bogactwa naturalne i zasoby Srodowiska mocno nadwerezone w
przesztosci, bez watpienia nie wytrzymaja dalszych obciazen. Eksperci juz dzi$
ostrzegaja, szczegdlnie w krajach rozwijajacych sie, a takze i w Polsce, ze
wzrastajaca liczba ludnosci pociggnie za soba wzrost zanieczyszczenia $rodo-
wiska. Wydaje si¢, ze nowoczesne procesy biotechnologiczne wykorzystujgce
najnowsze zdobycze wiedzy z zakresu ekologii, biologii molekularnej, genetyki,
inzynierii genetycznej i mikrobiologii moga sprosta¢ stojacym przed ludzkoscia
zadaniom 1 przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia zanieczyszczenia Srodowiska oraz
zapewni¢ dostateczna ilo$¢ zywnosci i energii. Nic, wiec dziwnego, ze temat
pracy doktorskiej p. mgr Karoliny Oszust zwigzany jest z aktywnoscig i wias-
ciwosciami biochemicznymi bakterii metylotroficznych, ktore zamierza wyko-
rzysta¢ do produkcji biopreparatu enzymatycznego, ktory dodany do biomasy
fermentacyjnej zwigkszalby produkcje biogazu. Nalezy zaznaczy¢, ze w chwili
obecnej nie ma na Swiecie ani jednej efektywnej oraz optacalnej technologii,
ktora pozwalataby na konwersje surowej biomasy roslinnej do biogazu czy
etanolu. Cata uwaga Doktorantki skupia si¢ na takiej ,,idea fix”, jakim bylby taki
dobor bakterii metylotroficznych, aby mozna je bylo wykorzysta¢ w procesie
SSF — (Simulatenous Saccharification and Fermentation) tj. jednoczesnego
scukrzania i fermentacji.

Nalezy zaznaczy¢, ze na catym swiecie poszukuje sie skutecznych i szyb-
kich metod pozwalajacych na konwersje materiatu ligninocelulozwego do
cukrow prostych, a nastepnie wykorzystaé je do produkcji metanu czy alkoholi.
Jak na razie wydaje sie, ze wykorzystanie metod biotechnologicznych z zasto-
sowaniem mikroorganizmow w tym bakterii i drozdzy sg jednymi z najefektyw-
niejszych sposobow, ktoére moga juz w niedalekiej przysztosci rozwigzac ten
wazny problem. Oczywiscie proces biodegradacji ligninocelulozy przez drobno-
ustroje jest wieloetapowy i uwarunkowany wieloma czynnikami, ktorych jesz-
cze dokfadnie nie znamy. Te skomplikowane warunki przebiegu biokonwersji
wskazujg jak trudnym jest to proces i ile jeszcze trzeba szczegotowych badan,
aby otrzymywac w tani sposob biopaliwa tzw. drugiej generacji



Dlatego jestem pelen uznania za trud podjecia badan zmierzajacych do
wyjasnienia biochemicznych zaleznosci miedzy bakteriami metylotroficznymi,
a stworzonymi w warunkach laboratoryjnych czynnikami $rodowiskowymi
wplywajacymi na proces biokonwersji. Gtdéwnym celem pracy bylo uzyskanie
noweg wydajniejszego biopreparatu enzymatycznego zdolnego do zwiekszone;j
produkcji metanu. Podjecie powyzszych badan uwazam za stuszne i celowe, a
wykonanie ich na konkretnych szczepach bakteryjnych i przeprowadzenie dos-
wiadczen w warunkach laboratoryjnych, gdzie stworzono i kontrolowano wiele
naturalnych zaleznosci i interakcji za bardzo cenne osiggniecie Doktorantki.

2. Ocena pracy pod wzgledem metodycznym

Przystepujac do oceny recenzowanej pracy, jako rozprawy doktorskiej
pragne zaznaczyc¢, ze zebrane wyniki dotycza ogromnego zakresu badan wyko-
nanych w warunkach laboratoryjnych. Powyzsze badania stanowig cenne osig-
gniecie naukowe z zakresu biologii molekularnej, mikrobiologii i inzynierii
metabolicznej, wyjasniajace wiele problemow zwigzanych z procesami bioche-
micznymi bakterii metylotroficznych. Zastosowane metody badawcze oparte sa
na powszechnie stosowanych metodach mikrobiologicznych, fizycznych i che-
micznych, s3 wilasciwie dobrane oraz zastosowane, pozwalajace na udowod-
nienie postawionego celu. Praca wykonana jest poprawnie pod wzgledem
metodycznym. Na szczegdlne podkreslenie zastuguja badania nad poszukiwa-
niem aktywnych szczepoéw bakterii metylotroficznych czynnych w rozktadzie
ligninocelulozy oraz badania nad uzdolnieniami wyizolowanych bakterii do
przeprowadzania procesu fermentacji celem uzyskania metanu. Powyzsze bada-
nia Doktorantka przeprowadzita wyjatkowo starannie, w licznych powtérze-
niach, co zaowocowato wieloma bardzo interesujacymi wynikami, ktore byé
moze znajda praktyczne zastosowanie w procesach biotechnologicznych zwia-
zanych z wykorzystaniem biomasy roslinnej celem otrzymywania cennego
metanu.

Nalezy podkresli¢ bardzo dobre przygotowanie Doktorantki do badan
mikrobiologicznych, genetycznych, molekularnych, a takze chemicznych i ana-
litycznych. Opis uzytych technik jest prawidtowy i nie budzi zadnych watpli-
wosci natury merytorycznej czy naukowej. Autorka bardzo doktadnie opisata
uzyte odczynniki, pozywki, szczepy bakteryjne, metody izolacji i hodowli
bakterii, metody analiz biochemicznych, chromatograficznych i genetycznych, a
takze zastosowane testy mikrobiologiczne, podajac ich zrodto pochodzenia oraz
odnosng literature. Wazna i pracochtonng czescig rozprawy doktorskiej wyma-
gajgce] specjalistycznej wiedzy byly badania nad otrzymanym biopreparatem
»METAFERM?”, ktory zostal scharakteryzowany pod wieloma wzgledami
gtownie w zakresie uzdolnien enzymatycznych i biochemicznych. Na szczegol-
ng uwage zastuguja réwniez metody molekularne zwigzane z monitoringiem
struktury zbiorowisk mikroorganizmow metanogennych.



3. Ocena pracy pod wzgledem merytorycznym

Z obowiagzku recenzenta powinienem wskaza¢ jakie$ niescistosci, nie-
kompletne tezy, czy tez inne niejasnosci w ocenianej rozprawie doktorskiej,
jednak nie znajduje fragmentow, ktore wymagatyby dodatkowych wyjasnien.

Oceniana praca doktorska zawiera bardzo dobrze opracowana czes$é
wstepng-przegladowa, w ktorej autorka opisuje dotychczasowy dorobek nauko-
wy w tej dziedzinie, dajac wyraz swej doskonalej orientacji w najnowszych
osiggnigciach badawczych nad rola i znaczeniem drobnoustrojéow w tym
niektorych gatunkéw bakterii i grzybow w produkcji roznych zwigzkéw, ktore
mozna by wykorzystac, jako biopaliwa.

Gltownym celem wykonanej pracy doktorskiej byly badania mikrobiolo-
giczne, zmierzajace do wyizolowania nowych efektywnych szczepow bakterii
metanogennych, ktore bylyby zdolne do biokonwersji biomasy ligninocelulo-
zowej zawierajacej duze ilosci celulozy do metanu. Zamierzony cel osiagnieto
poprzez izolacje nowych szczepéw bakterii metylogennych i posiadanego
szczepu grzyba Trichoderma atroviride oraz wykorzystujac do tego celu wiele
metod biochemicznych pozwalajacych analizowaé aktywnos$é badanych drobno-
ustrojow w zakresie waznych cechy metabolicznych.

W wyniku przeprowadzonych badan mikrobiologicznych, genetycznych
i biochemicznych Doktorantka uzyskata wyniki, ktére pozwolity Jej na szcze-
gotowg charakterystyke otrzymanego biopreparatu nazwanego ,metaferm”
zwigkszajgcego wydajnos¢ procesu fermentacji metanowej odpadéw organicz-
nych.

Szczegolnie interesujace sa wyniki dotyczace m.in.:

1. Mikrobiologicznych badan skriningowych wybranych odpadéw organicz-
nych, w tym badania uzdolnien hydrolitycznych szczepéw mikroorganizm-
mow

2. Szczego6towa charakterystyka genetyczna i fenotypowa szczepu produkcyj-
nego charakteryzujacego si¢ wysoka aktywnoscig celulolityczna.

3. Charakterystyki biopreparatu metaferm w tym jego termostabilnosci, pH-
stabilnosci, aktywnosci enzymow towarzyszacych.

4. Charakterystyki i badan nad optymalizacjg dziatania preparatu metafarm,
w roznych warunkach srodowiskowych.

Przeprowadzone badania sa bardzo wazne pod wzgledem naukowym i nie
budza zadnych zastrzezen natury merytorycznej. Jako oryginalne i bardzo cieka-
we wnoszg one nowe elementy poznawcze do fizjologii, biochemii i genetyki
bakterii metanogennych i ich aktywnosci w procesie fermentacji materiatu
lignocelulozowego. Uzyskane wyniki wyraznie wskazujg, ze czynniki srodowis-



kowe maja istotny wplyw na proces biokonwersji celulozy przeprowadzane
przez bakterie i grzyby, przebiegajacy w warunkach laboratoryjnych.

W oparciu o uzyskane wyniki z przeprowadzonych badan autorka wycia-

gneta wnioski, ktore sprecyzowane sg bardzo rzeczowo i konkretnie. Do
najwazniejszych wnioskéw Doktorantki nalezy zaliczy¢ te, w ktorych stwierdza,
ze najwazniejszymi czynnikami decydujacymi o produkcji metanu z odpadow
organicznych sg czynniki $rodowiskowe, w tym: odczyn, temperatura, sktad
podtoza, zawartosci celulozy, czas hodowli i wiele innych w ktorych wykazata,

ze:

1.

W wyniku przeprowadzonych badan opracowano sposéb otrzymywania biopreparatu
enzymatycznego o nazwie metafarm do optymalizacji procesu fermentacji metanowe;j
mieszanki odpadow organicznych (odpady z przetworstwa owocow (25%), osad z
oczyszczalni Sciekow mleczarskich (25%), kiszonka kukurydziana (12%), wywar
zbozowy (38%)).

Wybor odpowiedniego szczepu mikroorganizmu (Trichoderma atroviride G79 11)
oraz dobdr skladnikéw podloza produkcyjnego, a takze optymalizacja warunkoéw
prowadzenie hodowli pozwolily uzyska¢, w skali laboratoryjnej, wysokg produkcje
celulaz i innych enzymow hydrolitycznych.

Zastosowanie zoptymalizowanych warunkéw hodowli (pH 4.5, temperatura 22°C,
naswietlanie inokulum s$wiatlem bialym) mialo istotny wplyw na zwigkszenie
produkcji enzymow celulolitycznych.

Opracowane podloze, zawierasjqce celuloze mikrokrystaliczna (5 g dm™), laktoze (10 g
dm™), azotan amonu (5 g dm™) i make sojowa (20 g dm™) moze by¢ wykorzystywane
jako alternatywne, niskonakladowe podioze do produkcji biopreparatow enzyma-
tycznych.

Bogaty wachlarz specyficznosci substratowej biatek enzymatycznych, wchodzacych
w sktad opracowanego biopreparatu (celulazy, ksylanazy, B-glukozydaza, karboksy-
metylocelulaza, pektynoesteraza, poligalakturunaza, amylaza, proteaza), stanowi o
jego konkurencyjnosci w stosunku do dostgpnych na rynku biopreparatow enzyma-
tycznych.

Wyniki efektywnosci przeprowadzonego procesu hydrolizy wskazuja, ze biopreparat
metafarm charakteryzuje si¢ wysokim potencjalem do degradacji mieszanki odpadow
organicznych, zawierajacych celulozg, arabinoksylan i inne polisacharydy niecelu-
lozowe.

Zastosowanie biopreparatu do hydrolizy biomasy mieszanki odpadéw organicznych
miato znaczacy wplyw na wzrost wydajnosci produkeji biogazu, powodujac zwigksze-
nie biogazodochodowosci w zakresie od 4% do 30% w zaleznosci od typu, dawki oraz
sposobu aplikacji biopreparatu.

Wprowadzenie biopreparatu metaferm do mieszanki odpadéw organicznych powodo-
walo ilosciowe zmiany w strukturze zespolu metanogenoéw zasiedlajagcych mase
pofermentacyjna. Zmiany te prowadzily do zwigkszenia uzysku biogazu.

Na podstawie monitoringu zmian strukturymetanogenow i uzysku biogazu w trakcie
prowadzenia fermentacji metanowej stwierdzono, ze proces przebiegal bez zaburzen z
dominacja metanogenow z rodzaju: Methanobacterium 1 Methanosaeta.

Z obowigzku recenzenta powyzszej rozprawy doktorskiej, zgtaszam naste-

pujace uwagi oraz prosz¢ o doktadniejsza informacje¢ w sprawie:
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. Co Pani rozumie pod pojeciem — ,,Alternatywne zrodta energii”?

2. Prosze omowié proces SSF (Simulatenous Saccharification and Fer-
mentation).

3. Prosze omowi¢ etapy powstawania metanu w czasie beztlenowego
przetwarzania materii organiczne;.

4. Prosze wyjasnié, co to sa paliwa pierwszej, drugiej i trzeciej generacji?

Jakie sa zasoby metanu na swiecie?

6. Prosze omoOwi¢ glowne =zalety: inzynierii genetycznej, inzynierii

metabolicznej i inzynierii ewolucyjnej oraz jak je nalezy stosowac?

Jakie bakterie oprocz metanogenéw naleza do domeny Archae?.

8. Jakie parametry hodowlane sg wg Pani najlepsze do pozyskania duzej

ilosci enzymow celulolitycznych zaréwno z hodowli bakterii jak i

grzybow?

L

eal

Moje uwagi - nie maja charakteru krytycznego i oczywiscie nie wplywaja
W najmniejszym stopniu na wartos¢ naukowa pracy, a sa jedynie pytaniami i
uwagami w dyskusji oraz powinny stuzy¢ lepszemu przygotowaniu pracy do
druku.

4. Ocena pracy pod wzgledem formalnym 1 strukturalnym

Praca napisana jest bardzo obszernie, ale doktadnie, precyzyjnie 1 tres-
ciwie, stad przedstawiong rozprawe p. mgr Karoliny Oszust oceniam bardzo
wysoko. Uzyskane w Jej pracy wyniki wzbogacaja nasza wiedze z zakresu
mikrobiologii i biochemii procesow fermentacyjnych przeprowadzane przez
drobnoustroje wykorzystywanych do produkcji metanu. Gromadzenie tego
rodzaju faktow jest szczegdlnie cenne w obecnym czasie, kiedy obserwujemy
gwaltowne zapotrzebowanie na nowe zrodta energii. Nalezy podkresli¢, ze praca
wykonana jest poprawnie pod wzgledem formalnym, stylistycznym 1 jezyko-
wym oraz nie budzi zastrzezen natury naukowej. Na uwage zastuguje poprawny
styl i jezyk polski. Na specjalna pochwale zasluguje sama redakcja pracy, ktora
wykonano bardzo estetycznie i wyjatkowo starannie, co dodatkowo swiadczy o
wszechstronnych uzdolnieniach Doktorantki.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktor-
ska ma duzg warto$¢ poznawcza i stanowi podwaliny do wykorzystania apli-
kacyjnego. Doktorantka zrealizowala szeroko zakrojony program badawczy,
ktory pozwolil na opracowanie i doktadne scharakteryzowanie nowego biopre-
paratu zwiekszajacego aktywnos¢ procesu fermentacji metanowe;.

5. Wniosek koncowy

Bioragc pod uwage powyzsze dane dotyczace oceny formalnej, metodycz-
nej i merytorycznej pracy doktorskiej pani mgr Karoliny Oszust, pt.:



~Opracowanie biopreparatu enzymatycznego do optymalizacji procesu
fermentacji metanowej mieszanki odpadéw organicznych oraz okreslenie zmian
struktury metanogendéw w biomasie fermentacyjne;j”

stwierdzam, Ze powyzsza rozprawa stanowi niewatpliwie oryginalne i cenne
osiagniecie naukowe doktorantki w zakresie mikrobiologii, metagenomiki
1 biotechnologii. Wykazala w prezentowanej pracy umiejetnosé organizacji i sa-
modzielnej realizacji badan. Duza znajomos¢ literatury przedmiotu, opanowanie
techniki badawczej z zakresu mikrobiologii i analityki - wskazuja na dobre
przygotowanie doktorantki do pracy naukowej. Powyzsza praca powinna byé
opublikowana.

W Swietle powyzszych danych uwazam, ze rozprawa doktorska pod w/w
tytutem wykonana przez p. mgr Karoling Oszust z Instytutu Agrofizyki im. B.
Dobrzanskiego PAN w Lublinie, pod kierunkiem p. dr_hab. Magdaleny Frac
w_pelni odpowiada wymogom i kryteriom stawianym rozprawom doktor-
skim. W zwiazku z powyzszym stawiam wniosek do Wysokiej Rady Nauko-
wej Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN o dopuszczenie mgr
Karoliny Oszust do dalszych etapéw postepowania przewodu doktorskiego.

Z uwagi na znaczenie naukowe tematu, duzy wkiad pracy wiasnej w
badaniach, nowatorski charakter opracowania oraz sposéb przedstawienia wyni-
kow, ich opracowanie i omowienie stawiam wniosek do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN o wyrdznienie
powyzszej rozprawy doktorskiej p. mgr Karoliny Oszust - stosowng nagroda
(Nagroda Dyrektora lub Nagroda Ministra).

Prof. zw. dr hab. Wiestaw BARABASZ

Katedra Mikrobiologii

Uniwersytet Rolniczy w Krakowie il

30-059 Krakéw, Al. Mickiewicza 24/28 / Profowdlhah Weslow Bard

tel. (012) 633-13-56, +48 602295120
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