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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Oszust p.t. ,,Opracowanie Biopreparatu
enzymatycznego do optymalizacji procesu fermentacji metanowej mieszanki odpadow
organicznych oraz okreSlenie zmian struktury metanogenow w  biomasie
fermentacyjnej”’

Tematyka badan podjetych przez Paniag mgr Karoling Oszust jest bardzo ciekawa
poznawczo i praktycznie. Obejmuje opracowanie biopreparatu enzymatycznego o nazwie metaferm
do optymalizacji procesu fermentacji metanowej mieszanki odpadéw organicznych. Nowoopracowany
biopreparat do hydrolizy biomasy mieszanki odpadow organicznych zapewnia wysoka wydajnosc
produkcji biogazu i zwigkszenie biogazodochodowosci.

Praca doktorska Pani mgr Karoliny Oszust zostata przygotowana w sposob prawidtowy,
typowy dla doktorskich prac eksperymentalnych, liczy 164 strony i sktada si¢ z 10 rozdziatow
(streszczenie, przeglad literatury, cele i hipotezy badawcze, materiaty i metody, wyniki i dyskusja,
wnioski, wykaz skrotow, spis rysunkow i tabel, literatura, schematy ptytek panelu PM BIOLOG).
W tekst rozprawy wkomponowano 31 rysunkow i 28 tabel.

Przedlozona praca wnosi nowe, bardzo cenne informacje na temat strategii efektywnego
wykorzystania odnawialnych zrodel energii poprzez hydroliz¢ mikrobiologiczng odpadow
ligninocelulozowych i ich beztlenowe przetwarzanie. Praca ma charakter poznawczy, gdyz wnosi
nowe informacje na temat zmian skladu konsorcjum metanogenéw w biomasie fermentacyjnej.
Utylizacyjny charakter pracy obejmuje opracowanie biopreparatu pochodzenia mikrobiologicznego
dla poprawy efektywnosci procesu fermentacji metanowej mieszanki odpadoéw organicznych.

Innowacyjny preparat opracowano w oparciu o mikrobiologiczne badania skriningowe,
koncentrujgce si¢ na poszukiwaniu szczepéw mikroorganizmoéw o wysokich wilasciwosciach
hydrolitycznych oraz dobor odpowiednich podiozy do produkcji enzymow celulolitycznych.

Z osadu z oczyszczalni sciekow mleczarskich wyizolowano szczep grzyba Trichoderma
atroviride G791 1, o wysokiej aktywnosci kompleksu celulolitycznego i scharakteryzowano go pod
wzgledem wlasciwosei fenotypowych. Zoptymalizowano podloze hodowlane i warunki prowadzenia
hodowli oraz okreslono najkorzystniejsze pH i temperature dla Kkatalitycznego dzialania enzymow
celulolitycznych 7. atroviride G791 1.0 pracowano dwie formy biopreparatu metaferm (ptynna i
zageszczong), chronione znakiem towarowym. Sposob otrzymywania biopreparatu opisano takze w
tresci zgloszenia patentowego.



Przeprowadzono szczegolowa charakterystyke wiasciwosci biopreparatu metaferm. Duza
roznorodnos¢ aktywnosci enzymatycznych, wchodzacych w sktad biopreparatu meraferm stanowi o
jego  konkurencyjnosci w  stosunku do komercyjnych  biopreparatow  enzymatycznych.
Zaproponowany sposob  prowadzenia kondycjonowania odpadéw organicznych z
zastosowaniem biopreparatu w kierunku zwi¢kszenia produkcji biogazu jest innowacyjny w
skali kraju i Swiata. Aplikacyjny potencjal biopreparatu metaferm polega na zwigkszeniu
efektywnosci procesu fermentacji metanowej odpadow organicznych. Biopreparat, zardwno w formie
plynnej, jak tez w postaci liofilizowanej stosowany do wstepnej hydrolizy biomasy spowodowal
wzrost wydajnosci produkeji biogazu od okolo 4% do okolo 30%, w zaleznosci od formy, dawki oraz
sposobu aplikacji preparatu.

Wykazano wplyw biopreparatu na strukturg zbiorowiska metanogenéw w biomasie
pofermentacyjnej, polegajacy na zwigkszeniu udziatu Methanosaeta i zmniejszeniu Methanosarcina w
masie pofermentacyjnej. Monitoring zmian strukturalnych tego zbiorowiska w trakcie prowadzenia
procesu fermentacji metanowej pozwolil na oceng stopnia stabilnosci procesu.

W _rozdziale ..Przeglad literatury’® Doktorantka oméwita obiecujaca strategie efektywnego
wykorzystania odnawialnych = Zrédet energii, tj. hydroliz¢ mikrobiologiczng odpadow

ligninocelulozowych i zgazowanie produktow. Przedstawila takze strategie pozyskiwania
efektywnego kompleksu enzymow celulolitycznych z hodowli mieszanych mikroorganizméw.
Biogaz to obiecujace zrodio energii odnawialnej. gdyz technologia jego produkcji laczy procesy
utylizacji odpadéow organicznych z wytworzeniem uniwersalnego nosnika energii — metanu.
Doktorantka oméwifa enzymy celulolityczne, a takze metagenomy w aspekcie zréznicowania
morfologicznego. wykorzystania réznych substratow i sekwencjonowania nowej generacji.
Rozdzial ..Cele i hipotezy badawcze” napisany jest w sposob prawidlowy i uzasadnia celowosé
podjetych badan. Hipotezy badawcze sa wlasciwie ukierunkowane na opracowanie biopreparatu
enzymatycznego do optymalizacji procesu fermentacji metanowej mieszanki odpadow
organicznych.

W rozdziale ..Material i metody” Doktorantka jasno i precyzyjnie opisala zastosowane metody i
techniki badawcze, ktére postuzyly do realizacji etapow badan, tj. badania skiningowe wybranych
odpadow organicznych, selekcja szczepow mikroorganizméw o wlasciwosciach hydrolitycznych,
charakterystyka i optymalizacja warunkéw hodowli szczepu o wysokiej aktywnosci
celulolitycznej. opracowanie, charakterystyka i ocena mozliwosci aplikacyjnych biopreparatu
metaferm. Doswiadczenia zaprojektowano logicznie 1 wykonano je prawidlowo.
Optymalizacja skladu biopreparatu celulolitycznego oraz przedstawienie krytycznych etapow i
warunkow wytwarzania preparatu $wiadczy o bardzo dobrej naukowo-badawczej dojrzatosci
doktorantki. W ramach przeprowadzonych badan Doktorantka przeanalizowata obszerny material
doswiadczalny, ktory wymagal duzego nakladu pracy i zaangazowania, a nastgpnie wlasciwe;j
interpretacji i dyskusji uzyskanych wynikéw badan.

W rozdziale ,,Wvniki i dvskusja”® Doktorantka w sposob logiczny i szczegdlowy opisuje
uzyskane wyniki badan. Wnosza one nowe informacje na temat charakterystyki szczepu 7.
atroviride G7911 oraz struktury zbiorowiska metanogenow w masie fermentacyjnej.
Obszerno$¢ doswiadczalnego materialu mikrobiologicznego zaowocowala duza iloscia
wynikow, ktore prawidlowo opracowano statystycznie 1 przedstawiono w sposob jasny i
syntetyczny na 67 stronach. Wnosza one nowe informacje na temat charakterystyki i
mozliwosci wykorzystania biopreparatu metaferm. Doktorantka przeprowadzita wnikliwa
dyskusje uzyskanych wynikéw, odnoszac sie do rezultatéw badan innych autoréw. Merytoryczna




czes¢ pracy konczy sie prawidlowo sprecyzowanymi wnioskami, ktore odpowiadaja na cele
badan. Doktorantka okreslita aktywnos$¢ celulolityczna szczepu, zoptymalizowata warunki
hodowli szczepu T. atroviride G79 11 i warunki do dzialania enzyméw celulolitycznych.
Opracowala i scharakteryzowala preparat pod katem aktywno$ci enzymatycznej. Prace te
prowadzono wieloetapowo i wymagatly duzych umiej¢tnosci laboratoryjnych, wiedzy z zakresu
mikrobiologii oraz ciaglego doskonalenia warsztatu pracy.

Do najwazniejszych osiagnieé pracy zaliczam: opracowanie biopreparatu enzymatycznego
o nazwie metaferm do optymalizacji procesu fermentacji metanowej mieszanki odpadow
organicznych, wybor odpowiedniego szczepu mikroorganizmu (7richoderma atroviride G7911),
dobor sktadnikow podloza produkcyjnego oraz optymalizacj¢ warunkoéw prowadzenia hodowli
umozliwiajaca wysoka produkcje celulaz i innych enzymow hydrolityczych. Duza specyficznos¢
substratowa bialek enzymatycznych, wchodzacych w sklad opracowanego biopreparatu stanowi o jego
innowacyjnosci i konkurencyjnosci w stosunku do dostgpnych na rynku biopreparatow
enzymatycznych.

Praktycznym wynikiem pracy jest zastosowanie biopreparatu do hydrolizy biomasy mieszanki
odpadéw organicznych i uzyskanie znaczacego wzrostu wydajnosci produkceji biogazu i zwigkszenie
biogazodochodowosci. Praca proponuje cickawa strategi¢ efektywnego wykorzystania odnawialnych
zrodel energii poprzez hydroliz¢ mikrobiologiczna odpaddéw ligninocelulozowych i ich beztlenowe
przetwarzanie. Bardzo wartosciowa jest ocena zbiorowiska metanogenéw w masie fermentacyjnej, w
procesie zwigkszania wydajnosci produkeji biogazu. Na szczegdlng uwage zastuguje wyizolowanie 67
szczepow grzybow i 74 szczepoéw bakterii oraz okreslenie ich wlasciwosci hydrolitycznych,
pektynolitycznych i celulolitycznych. Wyniki charakterystyki fenotypowej szezepu 7. atroviride
G79 11 stanowig charakterystyke opracowanego biopreparatu w zakresie wystgpowania aktywnosci
enzymow o roznej specyficznosci. Uzyskane wyniki umozliwia oplacalne zastosowanie enzymow
celulolitycznych szczepu T. atroviride G79 11 w konwersji biomasy badz jej degradacji.

Bibliografia obejmuje lacznie 138 pozycji literaturowych, z przewaga anglojezycznych.
Najbardziej aktualne publikacje naukowe w pelni nawigzuja do tematu badan. Znajomos¢
literatury przedmiotu wskazuje na bardzo dobre przygotowanie Doktorantki do dalszej pracy
naukowo-badawczej.

Stwierdzam, ze problematyka podje¢ta przez Panig mgr Karoling Oszust jest wazna z punktu
widzenia poznawczego i aplikacyjnego. Pod wzgledem merytorycznym pracg oceniam bardzo
wysoko. Doktorantka wykazala, Zze posiada teoretyczna wiedze z zakresu mikrobiologii i
umiejetnos$¢ samodzielnego prowadzenia prac badawczych. Prawidlowo zinterpretowata wyniki
badan oraz wlasciwie przedyskutowata je z danymi z literatury Swiatowej.

7 obowiazku recenzenta niniejszej rozprawy doktorskiej zgltaszam ponizsze uwagi, ktore nie
wplywaja na warto$¢ merytoryczng ocenianej pracy, a jedynie maja stuzy¢ lepszemu
przygotowaniu wynikow badan do publikacji:

- W tresci pracy stosowany jest termin ,uzdolnienia hydrolityczne/celulolityczne lub ..zdolnos¢
hydrolityczna/celulolityczna™, a powinno byé .wlasciwosci hydrolityczne/celulolityczne
SZCZepOW”

- 7 naukowego punktu widzenia waznym elementem badan byloby okreslenie innych, niz
biotechnologiczne, wlasciwosci szczepow nalezacych do rodzaju Trichoderma tj. w aspekcie



ich aktywnosci w  pofermencie wykorzystywanym w rolnictwie. Nalezaloby wowczas okreslic
wlasciwosci ochronne, biostymulacji wzrostu roslin czy bioremediacji gleb zdegradowanych.

- Bardzo wartosciowym byloby wskazanie mozliwosci zwigkszenia termostabilnosci biopreparatu na
bazie szczepu T. atroviride G79 11 w celu zwigkszenia jego biotechnologicznego zastosowania do
kondycjonowania biomasy.

Whiosek koncowy

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa Pani mgr Karoliny Oszust pt. ,.Opracowanie
Biopreparatu enzymatycznego do optymalizacji procesu fermentacji metanowej mieszanki
odpadow organicznych oraz okreslenie zmian struktury metanogenow w biomasie
fermentacyjnej’” stanowi oryginale i praktyczne osiagniecie naukowe i w pelni spehnia
wymagania Ustawy o Stopniach i Tytulach Naukowych. z dnia 14 marca 2003 roku z
pozniejszymi zmianami. W zwiazku z powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu
Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN wniosek o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Oszust do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Opracowanie biopreparatu enzymatycznego o nazwie
metafern do optymalizacji procesu fermentacji metanowej mieszanki odpadow organicznych jest
innowacyjne w skali kraju i $wiata.

Z. uwagi na duze znaczenie naukowe tematu, innowacyjny i utylitarny charakter pracy oraz
sposob przedstawienia wynikow wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki
im. B. Dobrzanskiego PAN wniosek o wyroznienie powyzszej rozprawy doktorskiej.
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