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»Modelowanie procesu fermentacji metanowej z wykorzystaniem ADM1”

Wyczerpywanie si¢ zasobéw ropy naftowej i obawy zwigzane z ocieplaniem klimatu
wskutek nadmiernej emisji dwutlenku wegla, powodujg gwattowny wzrost zainteresowania
paliwami ze zrédet odnawialnych w tym biogazem. Znaczna wiekszo$¢ biogazowi rolniczych
w Europie stosuje kiszonke z kukurydzy i innych roslin jako podstawowy substrat do
pozyskiwania biogazu. Tymczasem zwiekszenie zapotrzebowania na kiszonke spowodowato
wzrost cen i negatywnie wptyneto na optacalnos$¢ funkcjonowania biogazowi. W dodatku
zwigkszenie powierzchni upraw kukurydzy doprowadzito do powstania obszaréw
monokultury, co negatywnie wptywa na stan biocenoz. Stad niezbedne sg badania majgce na
celu wykorzystanie substratéw alternatywnych do kiszonek. Ze wzgledu na wzrost cen
zywnosci, spowodowany coraz silniejszg konkurencjg z produktami roélinnymi
przeznaczonymi na biopaliwa najlepszym rozwigzaniem bytoby znalezienie efektywnych
energetycznie substratédw nie bedacych w zadnym stopniu konkurencjg do produkcji
zywnosci. Funkcjonujagce na zachodzie Europy systemy i rozwigzania technologiczne,
zaszczepione w polskich warunkach okazujg sie by¢ za drogie lub za mato efektywne. Z tego
wzgledu tak waznym jest, aby na polskim rynku zaistniaty technologie odpowiadajgce

lokalnym realiom.

Przedstawiona do oceny praca doktorska doskonale wpisuje sie w te zagadnienia.
Dotyczy modelowania procesu fermentacji metanowej z wykorzystaniem ADM1. Tematyka

pracy jest niezwykle aktualna, gdyz Polska jako kraj rolniczy generuje dziesigtki milionéw ton
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odpaddéw organicznych i surowcéw lignocelulozowych rocznie, a potencjat ten jest w duzej
mierze niewykorzystywany.

Rozprawa ma charakter doswiadczalny i stanowi obszerne, jednolite opracowanie
obejmujgce 138 stron maszynopisu. Rozprawa posiada klasyczny uktad rozdziatéw, a
mianowicie: wstep, cele pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusja, wnioski i literatura.
Praca zostata zredagowana poprawnie i nie znalaztem w tekscie i referencjach literaturowych
istotnych usterek.

We wstepie (przegladzie literaturowym) mgr Stawomir Jabtoriski przedstawia
aktualny stan wiedzy na temat procesu fermentacji metanowej. Cze$¢ literaturowa napisana
jest dobrym i precyzyjnym jezykiem. Autor cytuje 65 pozycji literatury $wiatowej i krajowej, z
ktérych jednak tylko 16 to pozycje z ostatnich pieciu lat. Pozytywnie oceniam dobér
materiatéw zrédtowych. Obejmuje on wazne prace z tej dziedziny i stanowi dobrg podstawe
dla dokonania przeglagdu literaturowego. Na poczatku Autor charakteryzuje rodzaje
fermentacji i typy stosowanych reaktoréw. Nastepnie opisane zostaty biochemiczne
przemiany materii  organicznej oraz scharakteryzowano poszczegdélne  grupy
mikroorganizméw kluczowych dla procesu fermentacji metanowej. Zebrany materiat
dostarcza duzg ilo$¢ szczegétowych informacji dotyczacych bakterii i archeonéw, ich
warunkéw wzrostu oraz witasciwosci metabolicznych, a takze metod badania ich obecnosci i
aktywnosci metabolicznej w procesach fermentacji metanowej. Autor bardzo szczegétowo
omawia przemiany materii organicznej i szlaki metaboliczne syntezy metanu.

Ciekawie napisany jest rozdziat, w ktérym Autor przedstawia modelowanie procesu
fermentacji metanowej. W podsumowaniu tego rozdziatu Autor stusznie podkreéla, ze w
warunkach przemystowych niezwykle istotne jest utrzymywanie duzej wydajnosci i
stabilnosci produkcji biogazu. Z uwagi na wysoki stopien skomplikowania przemian
zachodzacych podczas fermentacji metanowej, kontrola wydajnosci nie jest zadaniem
tatwym. Pomocne w przewidywaniu zachowan systemu fermentacyjnego moze by¢
modelowanie komputerowe. Autor zauwaza, ze poza tworzeniem prognoz zachowania
systemu fermentacyjnego modele matematyczne buduje sie w celu poznawczym, dla
lepszego zrozumienia interakcji zachodzgcych miedzy elementami systemu. W rozdziale tym
Autor przedstawit procedure postepowania przy modelowaniu badanego systemu i wyréznit

w niej nastepujace etapy: wybor odpowiedniego modelu teoretycznego, implementacja
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modelu w postaci programu komputerowego, wstepny wybér zmiennych modelu,
optymalizacja wybranych wspoétczynnikéw wzgledem danych doswiadczalnych oraz walidacja
modelu. Nastepnie Autor opisat model ADM1, ktdry jest jednym z najczesciej stosowanych
modeli matematycznych wykorzystywanych w symulacjach odwzorowujacych proces
fermentacji metanowej oraz oméwit jego modyfikacje. W ostatnim rozdziale przegladu
literaturowego mgr Stawomir Jabtoriski opisat metody badawcze stosowane do wyznaczania
wartosci zmiennych dynamicznych opisujgcych stan metanogenezy, to jest: ilos¢ i sktad
powstajgcego biogazu, oznaczenie sktadu substratu oraz parametréw branych pod uwage
podczas oceny stabilnosci procesu fermentacji metanowej takich jak: pH, stezenie lotnych
kwasow ttuszczowych, stezenie jonéw amonowych i amoniaku.

Podsumowujac ocene czesci teoretycznej rozprawy pragne podkresli¢, ze doskonale
wprowadza ona czytelnika w podstawowe problemy zwigzane z czeécia doéwiadczalna. Jest
to materiat dobrze usystematyzowany, kompletny i dobrze napisany.

Jako podstawowe cele prac eksperymentalnych stawia Autor nastepujace
zagadnienia: (1) Uruchomienie stanowiska badawczego pozwalajacego na prowadzenie
procesu fermentacji metanowej w skali laboratoryjnej w warunkach zblizonych do instalacji
przemystowych, (2) Ocene przydatnosci wybranych substratéw jako potencjalnych
surowcow do produkcji biogazu, (3) Wyznaczenie parametrow charakteryzujgcych badane
surowce pozwalajgcych na symulowanie procesu fermentacji z wykorzystaniem modelu
ADM1i, (4) Okreienie grup mikroorganizméw o kluczowym znaczeniu podczas procesu
rozruchu i zatamania procesu fermentacji, (5) Opracowanie prostej metody pomiarowej
pozwalajgcej na wyznaczenie wartosci zmiennych opisujgcych dane grupy mikroorganizmoéw
na potrzeby modelowania procesu fermentacji z wykorzystaniem ADM1, (6) Okreslenie
taksonomicznej przynalezno$ci badanych grup mikroorganizmoéw.

Przedstawiona do oceny rozprawa charakteryzuje sie dobrze przygotowang i opisang
metodyka badan. Odnosi sie to zaréwno do badar dotyczacych wyznaczania specyficznej
aktywnosci ztoza i potencjatu biodegradowalnosci beztlenowej jak i metod stosowanych do
oznaczania lotnych kwaséw ttuszczowych, stezenia jonéw amonowych, oznaczania biatka,
lipidéw, lignin, witékna oraz glicerolu. Szczegdétowo opisane zostato stanowisko

doswiadczalne, a takze metodyka badan zwigzana z identyfikacja mikroorganizméw i

modelowaniem wynikéw eksperymentalnych.



Ogédlna ocena czesci doswiadczalnej rozprawy doktorskiej Pana mgr Stawomira
Jabtoniskiego jest bardzo pozytywna. Praca obejmuje szeroki zakres wykonanych
doswiadczen i zawiera duzg ilos¢ materiatu faktograficznego. Ponadto napisana jest w
sposéb precyzyjny i dobrze przemyslany.

W pierwszej czesci pracy Autor przedstawit wyniki badan dotyczagce modelowania
procesu fermentacji metanowej wybranych substratéw takich jak: odchody bydlece, odsiane
odchody bydlece, makuchy nasion roslin oleistych oraz Jatrofy przeczyszczajacej, tuski nasion
stonecznika, serwatke w proszku oraz frakcje glicerynowg powstata w procesie
transestryfikacji oleju rzepakowego. W prébkach oznaczono suchg substancje, popiét oraz
ilos¢ substancji lotnych. W celu wstepnego oszacowania biodegradowalnosdci frakcji
organicznej badanych substratéw zbadana zostata w nich zawarto$¢ biatek, lipidéw oraz
cukrow. Dodatkowo w materiale pochodzenia roslinnego okreslono zawartoéé lignin.

W  kolejnym etapie pracy mgr Stawomir Jabtoriski, przeprowadzit testy
biodegradowalnosci badanych substratéw w trybie fermentacji okresowej, ktérych celem
byta weryfikacja prognoz dotyczacych produkcji biogazu opartych na analizach ich sktadu.
Uzyskane wyniki pozwolity na wyznaczenie stopnia rozktadu badanej biomasy.

W celu przeprowadzenia modelowania procesu fermentacji na podstawie danych

dotyczacych sktadu substratéw obliczono wspotczynniki  stechiometryczne oraz dane
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wejsciowe dla modelu AZM1. Do obliczenia tych wartosci wykorzystano réwnania
opublikowane przez Kocha i wspétpracownikdw, po ich czesciowej modyfikacji polegajacej
na zastosowaniu wspoéfczynnika biodegradowalnosci w odniesieniu do wszystkich
biopolimeréw obecnych w substracie. Nastepnie w celu okreslenia kinetyki rozktadu
wybranych substratéw przeprowadzono testy fermentacyjne w trybie wsadowym.
Optymalizowano state kinetyczne proceséw dezintegracji oraz hydrolizy tak, aby wyniki
podawane przez model odzwierciedlaty przebieg rzeczywistego procesu. Wielkoscig
poréwnywang pomiedzy modelem a danymi eksperymentalnymi byta sumaryczna produkcja
biogazu. W celu potwierdzenia trafnosci oszacowania parametréw kinetycznych uzyskanych
na podstawie doswiadczen w trybie wsadowym przeprowadzono fermentacje ciggty
mieszaniny wyttokéw rzepakowych oraz przesianych odchodéw bydlecych.

W kolejnym etapie przeprowadzono doswiadczenia pozwalajgce na oszacowanie

wielkosci populacji bakterii syntroficznych utylizujacych kwas propionowy oraz archeondéw
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acetoklastycznych. Nastepnie zweryfikowano poprawno$¢ dziatania modelu przez
poréwnanie wynikdw symulacji z procesem rzeczywistym prowadzonym w bioreaktorze
laboratoryjnym. W celu okreslenia przynaleznosci taksonomicznej mikroorganizméw
wchodzacych w skfad populacji osadu metanogennego przeprowadzono analizy
mikroskopowe preparatéw znakowanych sondami oligonukleotydowymi potaczonymi ze
znacznikiem fluorescencyjnym. Chciatbym podkreslié, ze dobér warunkéw kontroli i
specyficznosci sond wskazujg na duzg dbato$¢ Autora o eliminacje zaktécen oraz fatszywie
pozytywnych i negatywnych wynikéw.

Silng strong pracy jest dobra dyskusja wynikéw obejmujaca interpretacje
przyczynowo skutkowg oraz nawigzanie do danych literaturowych. Stwierdzam réwniez, ze
wnioski wyciggniete z przeprowadzonych badan znajdujg petne odzwierciedlenie w

rezultatach przeprowadzonych dos$wiadczen.

Lektura kolejnych rozdziatéw rozprawy doktorskiej mgr Stawomira Jabtoriskiego obok

bardzo pozytywnej oceny nasuwa pewne uwagi:

* Autor postuguije sig pojeciami: biodegradowalno$é¢, wspétczynnik biodegradowalnosci

i stopien biodegradowalnosci. Pojecia te nalezatoby w pracy wyrazniej zdefiniowa¢ (str.
63),

® w pracy zabrakto charakterystyki substratéw i przedstawienia kryteriéw ich wyboru
(miejsce pochodzenia lub wytwarzania, problem 2z zagospodarowaniem, ilo$¢

powstajgcych odpadéw w skali kraju, lokalizacja itp.),

e na jakiej podstawie wybrano wspoétczynniki wyjsciowe do modelu, co stanowito
kryterium wyboru (podobny substrat, warunki procesu?). Dlaczego jako odniesienie

wybrano prace Batstone i wsp. (2002) (str. 73),

e moim zdaniem w pracy dokonano estymacji parametréw modelu, a nie ich

optymalizaciji,

e na rysunkach (np. 4.1) przedstawiono miedzy innymi wyniki symulacji bez
optymalizacji. Przedstawiona symulacja bez optymalizacji nic nie wnosi do pracy. Moim

zdaniem wyniki te nalezy usungc¢ z wykreséw,



zastosowanie resazuryny w podtozu, ktéra w formie zredukowanej wykazuje silng
fluorescencje wydaje sie w aspekcie badan z wykorzystaniem fluorescencji btedem
metodycznym, zwfaszcza, ze istnieje mozliwo$¢ wnikania barwnika do komérek, co
moze prowadzi¢ do zakiécen szczegélnie w eksperymencie majgcym na celu

oznaczenie (testowanie) specyficznosci testowanych sond oligonukleotydowych,

w jaki sposéb ustalono stezenie formamidu w buforze hybrydyzacyjnym, w zaleznosci

od rodzaju sondy (str. 61, linia 14, tabela 3.5),

czy przeprowadzono optymalizacje temperatury hybrydyzacji, Autor podaje, ze

hybrydyzacja, niezaleznie od rodzaju sondy, odbywata sie w temperaturze 46 °C,
praca zawiera btedy edytorskie:
- w przekazanym do recenzji egzemplarzu zabrakto numeracji stron,

-tytuly wielu rozdziatébw zajmuja ostatni wers na dole strony, powinny one zosta¢

przeniesione na goreg kolejnej strony, co poprawi estetyke pracy,

-proponowatbym réwniez zastosowaé ciggta numeracje rysunkéw i zrezygnowac z

numeracji powigzanej z rozdziatami, wydaje mi sie, ze taka numeracja jest bardziej

czytelna,

-Wstep liczy az 27 stron i zawiera gtéwnie przeglad literatury. Moim zdaniem nalezato
wyodrebnic rozdziat ,Przeglad literatury”, a Wstep powinien stanowi¢ wprowadzenie

do catodci pracy i nie powinien by¢ dtuzszy niz 2 strony,
-zastosowanie pionowej orientacji podpiséw pod rysunkami obniza ich czytelno$é¢ na

wydruku i utrudnia odbiér (np. Rysunek 4.7)

-sugeruje zmieni¢ tytut rozdziatu 3.2. ,Prébki biomasy” na ,Podstawowy materiat

badawczy”

-w pracy nalezy przytoczy¢ polskie nazwy roslin, zabrakto polskiej nazwy dla Jatropha
curcas. Nazwy systematyczne w jezyku tacinskim powinny by¢ podane w metodyce

pracy w rozdziale ‘Podstawowy materiat badawczy”

-w pracy do oznaczenia jednostek objetosci (litr) nalezy stosowa¢ mata litere | zamiast
wielkiej litery (L),



-strona 16, linia 21 zamiast kg:-m™- dzieri* powinno by¢kg-m™- d?,
-skrot VFA nalezy zastgpic skrétem LKT (Lotne kwasy ttuszczowe),
-w tytutach rozdziatéw nie powinno by¢ kropek (np. str. 25),

-w pracy powinno wystrzega¢ sie kolokwializméw zamiast ,hodowano przez noc”

powinno by¢ ,,honowano przez 12 godzin” (str. 60, w. 11)

Poczynione przeze mnie uwagi w wigkszosci dyskusyjne i uscislajgce, nie obnizaja
wartosci przedtozonej do oceny pracy. W mojej opinii praca jest bardzo wartoéciowa. Widaé
w niej dobry plan badawczy i konsekwentng realizacje eksperymentéw. Silng strona jest
dobra prezentacja wynikéw i ich szerokie oméwienie. Swiadczy to o dojrzatosci naukowej
Autora i 0 jego dobrym przygotowaniu merytorycznym i warsztatowym. Wyniki badan noszg
znamiona oryginalnosci i nowosci naukowej. Praca zawiera bogaty, a przy tym interesujacy

zaréwno z poznawczego jak i praktycznego punktu widzenia materiat dokumentacyjny.
Whiosek koncowy

Biorac pod uwage wysokg wartos$¢ naukowg pracy i zawarte w niej elementy nowosci
naukowej oraz szeroki zakres wykonanych eksperymentéw i umiejetnosci logicznej
interpretacji wynikéw oraz wfasciwego wnioskowania stwierdzam, ze przedstawiona do
recenzji rozprawa doktorska w petni spetnia wymagania stawiane w ustawie o stopniach i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. nr
65 poz. 595) wraz z podiniejszymi zmianami. Wnioskuje zatem do Rady Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Stawomira Jabtoriskiego do

dalszych etap6w przewodu doktorskiego.
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