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Ogélna charakterystyka pracy
Przedstawiona do oceny praca doktorska napisana jest w klasycznym ukfadzie i sktada

sie ze streszczenia oraz 6 rozdziatbw numerowanych o nastepujgcych tytutach:

1. Wstep;
2. Przeglad literatury;
3. Celizakres badan;
4. Materiaty i metody;
5. Wyniki i dyskusja;
6. Whnioski;

Manuskrypt pracy liczy 129 stron, 72 rysunki i 17 tabel. Literatura zrodiowa zawiera
224 pozycji literaturowych oraz 10 aktéw prawnych lub norm branzowych. W literaturze
zawarto réwniez 6 zrédet internetowych. Ponad 70 cytowanych pozycji literaturowych

powstato po roku 2010, ktére mozna uznaé za publikacje nowe.
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Ocena ogodlna pracy

Zagadnienie wykorzystania etanolu jako paliwa silnikowego jest aktualne
od poczatku motoryzacji, a wigc od poczatku XX wieku. Paliwo to wytwarzane jest
dotychczas gtownie z rodlin zawierajgcych skrobie, ktére sg wykorzystywane
do produkcji  zywnosci. Wobec deficytu zywnosSciowego powstato  wiele
migdzynarodowych uregulowan prawnych ograniczajgcych zuzycie etanolu
pochodzacego z roslin skrobiowych do celéw motoryzacyjnych. Z tego wzgledu uwaga
uczonych zostata skierowana na wykorzystanie ogromnego potencjatu roslin
zawierajgcych celuloze m.in. drewno, stome do produkcji etanolu. Materiaty
te sg okreslane ogolnie mianem materiatéw lignocelulozowych. Ze wzgledu
na obecnos¢ w skiadzie chemicznym tych materiatow ligniny, substancji
ekstrakcyjnych oraz ich zwartg strukture stanowig one w stosunku do roslin
skrobiowych znacznie mniej efektywny surowiec.

Tematyka zwiekszenia efektywnosci biokonwers;ji kompleksu
lignocelulozowego jest tematyka, ktéra wpisuje sie w gtéwny nurt badan na styku
chemii, biotechnologii i technologii drewna. Tematyka ta stanowi dobry punkt
wyjsciowy do badar realizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskie;j.

Bezposrednia hydroliza enzymatyczna drewna jest mato efektywna ze wzgledu
na zwartg strukture tego surowca, ostonowy wptyw ligniny oraz toksyczne dziatanie
substancji ekstrakcyjnych na stosowane preparaty enzymatyczne. Stad proces
biokonwersji drewna do bioetanolu prowadzi sie wielostopniowo. W klasycznym
uktadzie, jak wskazuje Autorka (s.18) proces ten sktada sie z nastepujacych etapéw:

v’ przygotowanie surowca drzewnego tzw. preatreatmentu polegajacego
na rozdrobnieniu surowca i usunigcia z niego ligniny i substancji ekstrakcyjnych,

v' hydrolizy enzymatycznej pozostatych w surowcu celulozy i hemiceluloz
do mono i oligosacharydéw oraz

v’ fermentacji alkoholowej wydzielonych cukréw fermentujacych wraz

z oddestylowaniem wytworzonego bioetanolu.

Zgodnie z tytutem pracy Autorka powinna sie skupi¢ gtéwnie na pierwszych dwu
zagadnieniach decydujgcych o wydajnosci catego procesu. Nalezy bowiem zwrécié
uwage, ze przedmiotem badan niniejszej pracy doktorskiej jest czysta holoceluloza —
czyli drewno pozbawione ligniny i substancji ekstrakcyjnych, ktére sg gléwnym zrodtem

inhibitorow hydrolizy enzymatycznej. Natomiast Autorka, wbrew tytutowi pracy,
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zaniedbujagc moim zdaniem, zagadnienia hydrolizy enzymatyczne; holocelulozy
poSwiecita prawie potowe rozdz. 5 wydzielonym juz z drewna i nieobecnym
w holocelulozie substancjom ekstrakcyjnym jako inhibitorom hydrolizy enzymatycznej
oraz innym inhibitorom nie zwigzanym z hydrolizg holocelulozy.

W celu zwigkszenia efektywnosci procesu hydrolizy, w ramach pretreatmentu
podejmowane sg rézne operacie o charakterze fizycznym, chemicznym,
biochemicznym przygotowujgce surowiec drzewny do przerobu. Jedng z takich metod
jest wstepny przeréb surowca drzewnego na holoceluloze lub mase celulozowa
(gtéwnie metodg siarczanowa). Dzieki tym operacjg uzyskuije sie;

v’ rozwidknienie drewna — rozwiniecie potencjalnej powierzchni wtasciwej
kontaktu surowca z enzymem,

v' usuniecie ligniny ostaniajacej holoceluloze przed dostepem enzymu,

v' usuniecie substancji ekstrakcyjnych wykazujgcych toksyczne dziatanie
na stosowane preparaty enzymatyczne.

Nalezy zaznaczy¢, ze przeréb drewna na masy celulozowe metoda
siarczanowa, ktérg mozna uzna¢ za klasyczng metode preatreatmentu, umozliwia
wydzielenie ligniny przy ograniczonym uszkodzeniu holocelulozy, ponadto wydzielona
w tym procesie lignina jest spalana zapewniajac w nadmiarze potrzeby energetyczne
catego procesu. Odzyskane w wyniku spalania substancje chemiczne stosowane
do roztwarzania drewna sg w cyklu produkcyjnym regenerowane i ponownie
zawracane do procesu. Réwniez substancje ekstrakcyjne zawarte w drewnie
$g w procesie siarczanowym wydzielane w postaci oleju talowego stanowigcego
cenny surowiec dla przemystu chemicznego. Metoda ta zostata wynaleziona w roku
1879 iw wyniku ciggtego doskonalenia zaliczana jest do proceséw tzw. zielonej chemii.
Obecnie metoda tg wytwarza sie rocznie w skali $wiatowej ok. 200 min ton mas
celulozowych (w Polsce 1,1 min ton).

Przeglad literatury

Zgodnie ze stwierdzeniem zawartym w ogolnej charakterystyce pracy, literatura
zrodtowa zawiera 224 pozycje literaturowe oraz 10 aktéw prawnych lub norm
branzowych. W literaturze zawarto réwniez 6 2rédet internetowych. Ponad 70
cytowanych pozycji literaturowych powstato po roku 2010, ktére mozna uznaé
za publikacje nowe.

Przeglad literatury rozpoczyna sie od opisu uwarunkowan prawnych, ktére

sg zaréwno na poziomie krajowym jak réwniez UE. Ta czeéé pracy wykonana jest
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starannie i przedstawione dokumenty sg jak najbardziej w zakresie omawianego
tematu. Nastepnie Autorka przedstawia zroédta literaturowe w zakresie informagii
odnosnie biomasy, bioetanolu oraz surowcow lignocelulozowych. Ponadto
Doktorantka przedstawia krotko informacje o podstawowych sktadnikach drewna.

Pomimo, ze Autorka zacytowata 224 pozycje literaturowe (nie zawsze zwigzane
bezposrednio z tematyka realizowane] pracy doktorskiej), pomineta jednak
niewygodne dla niej wazne pozycje literaturowe dotyczgce bezposrednio przerobu
drewna topolowego na bioetanol. Chodzi mianowicie o prace realizowane w ramach
tego samego grantu PBS1/A8/16 co niniejsza praca doktorska i dotyczace
najprawdopodobniej tego samego surowca topolowego. O znaczeniu tych publikacii
Swiadczy fakt, ze zostaty one opublikowane w 3 artykutach zamieszczonych
w prestizowym czasopi$mie naukowym ,Cellulose” (IF 3,417) oraz ,Industrial Crops
and Products” (IF 4,191). Taki selektywny dobor literatury naukowej jest nieetyczny
i podwaza zaufanie do rzetelnosci realizowane] pracy doktorskiej.

Cel i zakres pracy

Podstawowym ,celem pracy byto zbadanie procesu hydrolizy enzymatycznej
holocelulozy wydzielonej z drewna topoli biatej (Populus alba L.), a w szczegolnosci
ustalenie warunkéw korzystnych z punktu widzenia szybko$ci i wydajnosci reakc;i
z uzyciem wybranych komplekséw enzymatycznych”. Ponadto ,celem pracy byto
oszacowanie dziatania substancji jako potencjalnych inhibitoréw hydrolizy
enzymatycznej”.

Materiaty i metody

Informacje odno$nie zastosowanych materiatéw i metod w szczegdlnosci

w kontekscie uzyskania wiarygodnych wynikéw hydrolizy enzymatycznej budza
W pracy najwieksze zastrzezenia.

Na stronie 41 Autorka przytacza, jedynie informacje z karty katalogowej
preparatdw enzymatycznych, ktére stosuje w swoich badaniach. Najwiekszym
mankamentem pracy, po czesci podwazajacym jej znaczenie naukowe, jest brak
oznaczenia aktywnos$ci enzymoéw. Autorska opiera sie w swojej pracy tylko i wytacznie
na danych producenta. W pracy nie jest wspomniane réwniez jak przygotowywany byt
enzym. Stosowane enzymy dostarczone byly w postaci proszkéw i od sposobu ich
przygotowania w duzym stopniu zalezy uzyskiwana aktywno$é preparatu w postaci
ciektej. Wskazane aktywnosci przez producenta sg bardzo wysokie (115+140 kU/g dla
CP CONC i 90+110 kU/g dla 2XP CONC). Z punktu widzenia rzetelnosci naukowe;
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konieczne bytoby zweryfikowanie tych wartoéci. Sprawdzenie aktywnosci enzymow
chociazby standardowo na CMC w celu okreslenia aktywnosci celulolitycznej oraz
na ksylanie brzozowym w celu okreslenia aktywnosci ksylanolitycznej jest absolutnym
minimum. Oczywiscie zweryfikowanie aktywnosci pobocznych bytoby bardzo
korzystne, chociazby z uwagi na fakt, ze producent deklaruje takowe na karcie
charakterystyki.

Kolejng kwestia sg zastosowane dawki preparatu enzymatycznego.
Sugerowane dawki wedtug producenta to dodatek od 10 do 100 g enzymu na tone,
czyli jest to od 0,001 do 0,01%. Natomiast Doktoranta stosuje dawki $rednio kilkuset
krotnie wigksze czyli ok. 2% w stosunku do bezwzglednie suchej masy holocelulozy
(srednio 0,03g enzymu na ok 1,7g holocelulozy).

Kolejng zupetnie przemilczang przez Autorke informacjg jest sam fakt,
ze stosowane enzymy wedtug danych producenta nie sg dedykowane do catkowitego
scukrzania celulozy. W pracy nie ma niestety odpowiedzi na pytania dlaczego pomimo
innego przeznaczenia wskazanego przez producenta, Autorka zdecydowata sie
zastosowac witasnie takie enzymy.

Podsumowujgc te cze$¢ mozna stwierdzié, ze uzyto preparatéow
enzymatycznych, dla ktérych nie jest znana realna aktywno$¢, zastosowano ich dawki
co najmniej dziesigtki albo i setki razy wieksze niz sugerowat producent bez
wyjasnienia powodéw takiej decyzji, a byé moze wynikato to z faktu, ze te preparaty
enzymatyczne w ogodle nie nadajg sie do catkowitego scukrzania holocelulozy.
Odnies¢ mozna wrazenie, ze enzym zostat potraktowany jak zwykty odczynnik
chemiczny typu sél. Zatozono, ze wystarczy go rozpusci¢ w wodzie i zawsze bedzie
tak samo dziatat. Jednakze takie podejécie jest zupetnie btedne.

W zakresie metod chromatograficznych i sposobu przygotowania drewna oraz
oznaczenia jego sktadu opis materiatéw i metod jest wystarczajacy. W zakresie metod
chromatograficznych Autorka przedstawia bardzo szczegétowe opisy, co pokazuije,
ze te techniki sg w obszarze jej zainteresowan.

Wyniki i dyskusja

W rozdz. 5.1. (s.54) ,Zawartos¢ substancji strukturalnych i ekstrakcyjnych
w drewnie topoli biatej (Populus alba L.)” zbadano, ze zawarto$é holocelulozy (celulozy
I hemiceluloz) w tym surowcu drzewnym wynosi ponad 75%. Jest to istotna réznica
migdzy powyzszym wskaznikiem a wydajnoscig masy celulozowej z tego samego

surowca drzewnego uzyskana klasyczng metoda siarczanowa, ktoéra wynosi zaledwie
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ok. 50%. Powyzsze pordéwnanie, wskazuje na duze straty holocelulozy w procesie
siarczanowym i wyznacza potencjalne mozliwoéci usprawnienia preatreatmentu tego
surowca przed hydrolizg enzymatyczng. Uwazam, Zze wyjasnienie roznic miedzy
zawartoscig holocelulozy w drewnie topolowym a wydajnoscia masy celulozowej
siarczanowej topolowej stanowitoby donioste osiggniecie niniejszej pracy doktorskiej.

Niestety zaniechano tego zadania pomimo, ze badania nad obydwoma
metodami pretreatmentu (metoda siarczanowg i traktowaniem chloranem sodu w celu
otrzymania holocelulozy) wykonywano w ramach tego samego grantu naukowego
i Autorka zapewne dysponowata probkami masy celulozowej otrzymanej z drewna
topolowego.

Roéwniez w pominigtych tendencyjnie pozycjach literaturowych zawartych
w artykutach opublikowanych w czasopiémie ,Cellulose” oraz ,Industrial Crops and
Products”zawarto dane dotyczace wydajno$ci procesu wytwarzania masy z badanego
drewna topolowego metodg siarczanowg (52,3+56,0%), wydajnosci hydrolizy
enzymatycznej w zakresie glukozy i cukréw redukujgcych (odpowiednio 80,6 i 100%)
profilu otrzymanych cukréw oraz wydajno$ci bioetanolu z jednostki wagowej drewna
(120g/kg).

Dlaczego nie wykonano (lub nie opublikowano) analogicznych badan
poréwnawczych z holocelulozg badang w niniejszej pracy doktorskiej?

Z wynikéw powyzszych badan mozna by wyciggnaé interesujace wnioski.
Mozna bowiem przewidywac¢, ze w przypadku drewna topolowego nizsza ewentualnie
wydajnos¢ masy celulozowej w stosunku do holocelulozy wynika z usuwania
pentozandéw, ktére nie podlegajg fermentacji. Wyniki te mogtyby stanowi¢ wiec
podstawe do optymalizacji procesu siarczanowego drewna topolowego pod katem
hydrolizy enzymatycznej tego surowca (np. zmniejszenia zawartosci alkaliow
czynnych, zmniejszenie temperatury roztwarzania itp.).

Mozna wnioskowaé zatem, ze zgodnie z falszywg zasada, ze jezeli fakty
sg niezgodne z oczekiwaniami tym gorzej dla faktéw, Autorka pomineta wspomniane
pozycje literaturowe, pomimo, ze posiadajg afiliacje dotyczaca tego samego grantu
naukowego co przedstawiona praca doktorska.

Ponadto chciatoym zwréci¢ Autorce pracy, bardzo biegtej w aktach
normatywnych UE, uwage Zze stosowanie zwigzkéw chloru w wytwarzaniu
proponowanej przez nig metoda holocelulozy jest od dawna ograniczane przez

obowigzujgce przepisy oraz nie spetnia wymagarn certyfikatow TCF (Total Chlorine
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Free). Proponowana przeto przez Autorke metoda otrzymywania holocelulozy nie jest
z punktu widzenia technicznego ani legislacyjnego mozliwa do przeskalowania
i stanowi¢ moze jedynie materiat do abstrakcyjnych rozwazan.

Wrozdz. 5.3. (s. 82) ,Wyniki analizy sktadu produktow hydrolizy enzymatycznej
metodg chromatografii cieczowej (HPLC)". W rozdziale tym dotyczacym optymalizacji
warunkéw hydrolizy enzymatycznej Autorka zbadata wptyw temperatury, odczynu pH
dla dwdch badanych preparatéw enzymatycznych.

Ogolnie wiadomo, ze proces hydrolizy enzymatycznej, podobnie jak wielu
innych proceséw biochemicznych, niezaleznie od warunkéw tych proceséw, wykazujg
okreslony charakter przebiegu. W odniesieniu do hydrolizy enzymatycznej
polisacharydow proces ten na poczatku przebiega z najwieksza szybkoscig, nastepnie
w miarg wyczerpywania sie substratow lub nasilania sig inhibitujgcego oddziatywania
produktéw reakcji, szybko$é procesu stopniowo maleje dgzac do ustalenia sie stanu
rownowagi. Kinetyke tego procesu mozna wiec opisaé konkretnym réwnaniem.

Rozpatrujgc wykresy (rysunki 52+65) dotyczace powyzszych parametrow
Autorka zapomina, ze bada roézne przebiegi tego samego procesu. W badaniu wptywu
temperatury i odczynu pH wykazuje peing bezradnoé¢, stosujac trzy punkty
pomiarowe, nie stara si¢ nawet odwzorowaé standardowego przebiegu kinetyki
procesu lecz przyjmuje ostatni punkt jako pewnik. Generuje to trudne do oszacowania
btedy pomiarowe i powoduje niekiedy, ze wbrew ogéinej zasadzie proces hydrolizy
enzymatycznej przyspiesza w koncowej fazie dazac do wydajnoéci powyzej 100%.

Ani w opisie metodyki ani w opisie wynikéw nie ma wskazanego procesu trwatej
dezaktywacji enzymu (denaturacja biatka) przed wykonaniem analiz
chromatograficznych. Zatem istnieje pewne ryzyko, ze czesé wynikow, wyszta wyzsza
z uwagi na fakt, ze enzym pozostat aktywny po zakorczeniu procesu hydrolizy.
Niestety ponownie o tym aspekcie przygotowania probki, ktéry wptywa na rzetelnosé
wynikow, nie ma informacji w pracy.

W  celu wypetnienia Iuki dotyczacej bezposrednio badania hydrolizy
enzymatycznej drewna topolowego, Autorka podjeta szerokie badania dotyczace
nieistniejgcych w otrzymanej holocelulozie substancii ekstrakcyjnych. Przedstawione
one sa w podrozdziale 5.4. Autorka stosuje jako inhibitory waniling, furfural, kationy
zelaza i manganu oraz ekstrakt z obrobki wysokotemperaturowej. Zasadnosé tego
rozdziatu jest watpliwa. Skoro Autorka przeprowadza obrébke wstepna, w ktorej chce

uzyskac holoceluloze, czyli usunag lignine i substancje ekstrakcyjne, to jaki jest powod
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dodawania tych substancji pézniej? Ponadto jaki jest powdd dodawania ekstraktow
z zupetnie innej metody jaka jest obrobka gorgca woda, badz ekstraktu chloroform-
etanol? Jezeli Doktorantka miata na celu zbadanie wptywu tych substancji na enzym,
to wykona¢ to mozna poprzez dodatek takich substancji podczas okreslania
aktywnosci preparatow enzymatycznych na modelowych substratach takich jak CMC
i ksylan brzozowy.

Podsumowanie

Podsumowujgc praca nie wnosi nowosci w zakresie badan podstawowych ani
tym bardziej stosowanych. Oczywicie nie kwestionuje wolnoéci w zakresie wyboru
tematyki badawczej, natomiast oczekuje sie od pracy jasnego wskazania, w jakim
aspekcie obecna wiedza ulegta poszerzeniu lub uzupetnieniu.

Gtéwnymi wadami pracy s3:

e pominigcie w przegladzie literatury waznych osiggnie¢ w zakresie hydrolizy
enzymatycznej drewna topolowego,

 brak okreslenie aktywno$ci stosowanych preparatow enzymatycznych,

e dobdr preparatow enzymatycznych, ktére nie sy dedykowane do tego
zastosowania,

» zastosowanie dawek kilkadziesigt albo i nawet kilkaset razy wiekszych niz
sugerowane przez producenta,

e brak wskazania sposobu dezaktywacji enzymu,

e wykonanie krzywych kinetyk hydrolizy bez modelu w oparciu o trzy punkty
doswiadczalne,

e brak oceny btedéw oraz brak informacji o krotnosci powtdrzen dla kinetyk
hydrolizy.

Elementy, ktdre obnizajg warto$¢ pracy sg bardzo istotne, natomiast nie leza
wytgcznie po stronie Autorki. Przekazanie do realizacji Doktorantce tematu, ktorym w
duzym stopniu obejmuje biotechnologie, bez najprawdopodobniej zapewnienia
odpowiedniego zaplecza metodycznego i technicznego mozna uznaé za zrédto
wigkszosci wad tej pracy. W wyniku dokonanej oceny, ktéra jest jednoznacznie
negatywna z punktu widzenia merytorycznego, wnosze jednakze o dopuszczenie
pracy do obrony zgodnie z przepisami (Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
0 szkolnictwie wyzszym inauce (Dz. U. 22018 r., poz. 1668, z p6zn. zm.) tak by
umozliwi¢ Doktorantce ustosunkowanie sie do tych uwag na forum Rady. Zgodnie
bowiem z obowigzujgcym przepisami to Rada Dyscypliny podejmuje koricowa decyzje
I moze praktycznie kazdg prace uznac za prace doktorska.
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