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Wstep

W ostatnich kilku latach zauwaza sie dynamiczny rozwdj biogazowi rolniczych na
Swiecie i w Polsce, postrzeganych jako jednostki bioenergetyczne umozliwiajgce utylizacje
odpaddw rolniczych a zarazem produkujgcych energie elektryczng i ciepto w uktadach
kogeneracji. Sg one postrzegane jako bardzo korzystne dla systemu energetycznego kraju
jednostki bioenergetyki rozproszonej. Prawidtowe funkcjonowanie instalacji biogazowych
wymaga jednak dobrego rozpoznania czynnikow determinujgcych przebieg ztozonych
proceséw biochemicznego rozkltadu substratdw biogazowych stosowanych w tego typu
biogazowniach. Zroznicowanie substratéw a takze ciggle stosunkowo niskie rozpoznanie
proceséw rozktadu komponentow substratdw jest wrecz konieczne dla prawidtowego
oszacowania aktywnosci mikroorganizmow podczas fermentacji, zarbwno na etapie
rozruchu tychze instalacji jak i podczas pracy w przeptywie. Nalezy podkresli¢ fakt scistego
powigzania tempa rozkladu materii i stabilnosci produkcji biogazu co wymaga réwnowagi
pomiedzy poszczegdlnymi etapami posrednimi. Sytuacja taka moze oznacza¢ nadmierne
nagromadzenie produktow kwasnych lub zasadowych co w konsekwencji moze prowadzié¢
do zahamowania produkcji biogazu. Wskazuje to na duzg wrazliwosé¢ ekosysteméw na
warunki i parametry fermentacji i utrudnia wiasciwg predykcje produkcji biogazu w
instalacjach biogazowych.

Pan mgr Stawomir Jabtoniski wykonat prace doktorskg pt. ,, Modelowanie
procesu fermentacji metanowej z wykorzystaniem ADM1” pod kierunkiem promotora dr
hab. inz. Marcina Lukaszewicza, ktéra doskonale wpisuje sie w te problematyke.

Praca dotyka waznych aspektow modelowania procesow fermentacji beztlenowej,
zwlaszcza majgc na uwadze, ze fermentacja ta stanowi ziozony, wieloetapowy proces
rozktadu mikrobiologicznego materii organicznej. Majgc powyzsze na uwadze Autor pracy
podjat ww. temat pracy, ktorej celem bytlo opracowanie narzedzi pozwalajgcych na
dostarczenie danych wejsciowych wymaganych do symulowania procesu fermentacji
metanowej. Dane te obejmowaly charakterystyke stanu poczatkowego zioza
metanogennego oraz zestaw parametrow opisujacych rozktad wybranych substratow.

Autor do modelowania procesu fermentacji wykorzystuje modele matematyczne
ADM1 (Anaerobic Digestion Model No.l), zakiadajgc, ze zastosowanie modelowania
matematycznego pozwoli na okreslenie warunkow granicznych, dla ktorych produkcja
biogazu bedzie wcigz utrzymana, ze swiadomoscig, ze poprawnos¢ symulacji jest



warunkowana doktadnoscig wyznaczenia zmiennych opisujgcych stan poczatkowy uktadu
oraz parametrow modelu.

Ocena pracy

Praca liczy 129 stron wydruku komputerowego i jest napisana jasnym i zrozumiatym
jezykiem. Schematy postepowania, wzory sg czytelne i wykonane starannie. Zawartosc
pracy podzielono na sze$¢ rozdziatdow gtownych z wiasciwg proporcjga pomiedzy
rozdziatami, przy czym czes¢ stanowigca rozwigzanie problemu naukowego wraz z
dyskusjg stanowi ok. 2/3 zawartosci pracy, podczas gdy czesc¢ teoretyczna — przegladowa
obejmuje 44 strony. W czesci przegladowej zawarto uzasadnienie podejmowanego
problemu, dokonano charakterystyki fermentacji beztlenowej. Wiele miejsca poswiecono
biochemicznym przemianom materii organicznej podczas fermentacji, zwracajac uwage na
znaczenie mikroorganizméw w tym procesie, ich grupy oraz aktywnos¢ w procesie.
Zasadniczg czes¢ pracy Autor poswiecit modelowaniu proceséw fermentacji beztlenowej z
wieloptaszczyznowg charakterystyka procesow uwzglednianych w modelu AMD1, a takze
na  mozliwosci modyfikacji modelu, ktorg (nie wiem czy stusznie) Autor nazwat
optymalizacjg?.

Na podkreslenie zastuguje precyzyjnie omowione postepowanie w budowie i
optymalizacji modelu matematycznego, ze szczego6towym opisaniem kolejnych krokéw
modelowania poczawszy od wyboru modelu az do jego walidacji, przy czym duzy nacisk
potozono na oméwienie budowy i funkcjonowania modelu AMD1 w aspekcie jego
przydatnosci do modelowania procesow beztlenowego rozktadu materii organicznych.
Majac na uwadze fakt ztozonosci problemu fermentacji beztlenowej pozytywnie nalezy
oceni¢ zastosowanie modelu AMD1 do opisania fermentacji masy organicznej poniewaz w
modelu tym uwzglednia sie wiele procesdw biochemicznych, procesy transferu gazéw
pomiedzy fazami ptynu i gazu oraz procesy dysocjacji zwigzkdéw chemicznych.

W czesci przegladowej Autor opisuje metody badawcze niezbedne do wyznaczenia
wartosci zmiennych dynamicznych opisujgcych proces metanogenezy. Charakteryzuje
parametry substratow, biogazu i inne parametry procesu jak pH, LKT oraz sposoby ich
wyznaczania oraz wielkos¢ populacji mikroorganizmow poprzez opisanie ilosci
mikroorganizmow, wyznaczenie specyficznej aktywnosci metanogennej czy tez poprzez
mikroskopowe obserwacje mikroorganizmaow.

Na uwage zastuguje konkluzja czesci przegladowej, ktéra moim zdaniem stanowi
zdefiniowanie problemu badawczego w postaci stwierdzenia, ze ,,Opracowanie techniki
pozwalajgcej na szybkg weryfikacje symulacji zmian w populacji mikroorganizmow bytoby
znaczacym krokiem w badaniu i modelowaniu fermentacji metanowej prowadzonej w
zmieniajgcych sie warunkach”. Pozwolitoby to na poprawienie trafnosci symulacji uktadow
nie posiadajgcych dobrze rozwinietej populacji mikroorganizmow (np. podczas rozruchu
biogazowni).

Ze wzgledu na ztozonos¢ procesu fermentacji wybor modelu AMD1 zastuguje na
uznanie, ale zarazem przed Autorem stawia duze wyzwanie metodologiczne i analityczne.
Autor zauwaza takze i analizuje koniecznos¢ dostosowania modelu do parametrow
substratow stosowanych w biogazowniach.

Cele pracy zdefiniowano w postaci szesciu punktéw jak:

1. Uruchomienie stanowiska badawczego pozwalajgcego na prowadzenie procesu
fermentacji metanowej w skali laboratoryjnej w warunkach zblizonych do instalacji
przemystowych.

2. Ocena przydatnosci wybranych substratow jako potencjalnych surowcow do produkcji
biogazu.



3. Wyznaczenie parametrow charakteryzujgcych badane surowce pozwalajgcych na
symulowanie procesu fermentacji z wykorzystaniem modelu ADML1.

4. Okreslenie grup mikroorganizmow o kluczowym znaczeniu podczas procesu rozruchu
I zatamania procesu fermentaciji.

5. Opracowanie prostej metody pomiarowej pozwalajgcej na wyznaczenie wartosci

6. zmiennych opisujgcych dane grupy mikroorganizmow na potrzeby modelowania

procesu fermentacji z wykorzystaniem ADML1.
7. Okreslenie taksonomicznej przynaleznosci badanych grup mikroorganizmow.

Metody analityczne dotyczace sposobu oznaczania zawartosci waznych dla procesu
rozktadu materii parametry jak zawarto$¢ biatka, lipidéw, lignin, poszczegdlnych rodzajow
widkna oraz budowe stanowiska badawczego wraz ze sposobem przeprowadzenia
eksperymentéw badawczych omdéwiono precyzyjnie i kompleksowo. Autor oprocz
omowienia klasycznych metod analiz o prowadzenia doswiadczen fermentacyjnych,
zwraca takze na potrzebe badania aktywnosci i sktadu populacji mikroorganizmow
wystepujagcych w ztozu metanogennym z mozliwoscig wykorzystania techniki biologii
molekularnej oraz cyfrowej analizy obrazu.

Na szczegdlng uwage zastuguje czes¢ dotyczaca modelowania wynikow
eksperymentalnych oraz wyznaczania danych wejsciowych do modelu, gdzie za podstawe
przyjeto zmodyfikowang metodologie opracowang przez Kocha i wspotpracownikéw (Koch
et al.,, 2010). Zasadniczo metoda jest oparta na wyznaczeniu ilosci weglowodandéw na
potrzeby modelu, wyliczonej jako réznica pomiedzy catkowitg iloscig substancji
organicznych w substracie (zawartos¢ substancji lotnych) a sumaryczng zawartoscig
lipidow, ligniny oraz biatka. Badaniem skfadu objeto substraty jak: odchody bydlece,
odsiane odchody bydlece, makuchy nasion roslin oleistych (Brassica napus, Linum
usitatissimum oraz Jatropha curcas), tuski nasion stonecznika (Helianthus annuus),
serwatke w proszku oraz frakcje glicerynowg powstatg w procesie transestryfikacji oleju
rzepakowego (traktowana jako frakcja glicerynowa). Do modelowania procesu fermentacji
metanowej wykorzystano model oparty na ADM1. Model zaimplementowano w srodowisku
Octave 3.6.4. Do rozwigzywania zestawu rownan rozniczkowych wykorzystano solwer
Isode. Opracowano strukture réwnan zaimplementowanych w modelu, wartosci statych
kinetycznych oraz wartosci wspotczynnikow stechiometrycznych. W tabelach zawartych w
zalgczniku zaprezentowano réwnania wykorzystywane do obliczania odczynu srodowiska,
ci$nienia gazow oraz wspoétczynnika inhibicji wynikajgcego z odczynu srodowiska.

Uwienczeniem prowadzonych badan jest rozdziat wyniki badan, gdzie Autor
prezentujgc uzyskane wyniki z duzg skrupulatnosci a dokonuje wnikliwej ich analizy,
komentuje ich znaczenie dla modelu i procesu fermentacji metanowej.

Oceniajgc warto$¢ merytoryczng pracy nalezy stwierdzi¢, ze prezentuje ona
ambitne podejscie Autora do osiggniecia zatozonego celu oraz wnosi wiele elementow
poznawczych do ztozonej problematyki dezintegracji i hydrolizy substratow biogazowych.
Niewatpliwie Autor przeprowadzajgc szereg doswiadczen i analiz rozwigzat problem
naukowy polegajacy na ,zweryfikowaniu technik analitycznych pozwalajgcych na szybkg
weryfikacje symulacji zmian w populacji mikroorganizméw i modelowaniu fermentacji
metanowej prowadzonej w zmieniajgcych sie warunkach” — co jest wymagane wobec
rozprawy doktorskiej. Na szczegdblne podkreslenie zastuguje zastosowanie w
prowadzonych doswiadczeniach nowoczesnych metod pomiarowych z dogtebng analizg i
interpretacjg  uzyskanych wynikow oraz wyjasnienie przydatnosci modelowania
matematycznego  ADM1 do opisania ztozonych zjawisk fermentacji substratéw zaréwno
na poziomie rozruchu fermentora jak i podczas fermentacji w przeptywie. Potwierdzeniem
tego sg dogiebne badania dezintegracji i hydrolizy nie tylko substratow ale takze rozktad
biochemiczny ich komponentéw w kierunku produkcji metanu.



Do oryginalnych osiggnie¢ Autora, szczegOlnie cennych dla poznania procesow
zachodzacych podczas fermentacji metanowej substratdbw nalezy zaliczy¢é nastepujgce
dokonania Autora:

» opracowanie kinetyki fermentacji substratow w trybie wsadowym oraz optymalizacja
statych kinetycznych na podstawie danych doswiadczalnych wraz z wyznaczeniem
wartoéci zoptymalizowanych statych dezintegracji i hydrolizy dla wybranych
substratow,

» modelowanie zmian populacji mikroorganizméw w zlozu metanogennym przy
wykorzystaniu techniki FISH - analizy mikroskopowe preparatéow znakowanych
sondami oligonukleotydowymi potgczonymi ze znacznikiem fluorescencyjnym,

» zastosowanie komputerowej analizy obrazu do badan sktadu populacji
mikroorganizmow budujgcych zioze - eksperyment pozwolit na wykazanie, ze
komorki hybrydyzujgce stanowity ok. 20% catkowitej populacji w obu badanych
przypadkach. Wazne dla fazy metanolizy archeony nalezgce do rodzaju
Methanosaeta w przypadku hodowli prowadzonej na maslanie sodu stanowity okoto
60% catkowitej populacji archeondéw. Autor wykazat zréznicowany wpltyw pozywki,
gdyz przy zastosowaniu propionianu sodu Methanosaeta stanowity okoto 33%
populacji archeonéw. Komorki bakterii Syntrophomonas, utleniajgcych kwas
mastowy pojawity sie jedynie w preparacie z hodowli prowadzonej na maslanie
sodu, gdzie stanowity okoto 63% populacji bakterii. Komoérki bakterii Syntophus
obserwowano jedynie w przypadku hodowli prowadzonej na soli sodowej kwasu
propionowego. Bakterie te stanowity jedynie okoto 10% komoérek bakteryjnych,

» wykazanie, ze substraty takie jak: serwatka, makuch Iniany i rzepakowy oraz frakcja
glicerynowa zapewnialy wysoka wydajno$¢ produkcji biogazu poréwnywalng z
roslinami energetycznymi, co oznacza, ze ich wykorzystanie w biogazowniach
rolniczych jako produktow odpadowych z przemystu przetwérczego moze byc¢
konkurencyjne wzgledem standardowego substratu jakim jest kiszonka z kukurydzy,

» zaprezentowana w pracy procedura modelowania pozwolita na wyznaczenie
parametréow charakteryzujgcych sklad oraz proces dezintegracji i hydrolizy
wybranych substratow przeznaczonych do prowadzenia fermentacji metanowej-
wykazanie odmiennosci postepowania dla substratéw o krotkim HRT,

» zastosowanie nowoczesnego podejscia do oszacowania wartosci zmiennych
dynamicznych charakteryzujgcych ilos§¢ mikroorganizmow utylizujgcych kwasy
organiczne na podstawie krzywych produkcji biogazu uzyskanych w testach SAA.
Zaletg metody jest jej przydatnos$¢ do kazdego materiatu do szczepienia niezaleznie
od jego pochodzenia.

Uwienczeniem przeprowadzonych eksperymentéw badawczych sg wnioski, ktére
wyjasniajg przyjete cele pracy.

Do uwag o charakterze dyskusyjnym zaliczam pewne niedostatki jakie wyniostem z
czytania pracy pod wzgledem aplikacyjny jej wynikow. Moim zdaniem Autor posiadajgc tak
doskonaly materiat badawczy i wiele wynikbw poznawczych odnosnie dezintegracji i
hydrolizy komponentéw substratbw — podczas podsumowania ale takze na etapie
modelowania - nie pokusit sie na uogdlnienie przydatnosci badanych substratéw do
produkcji biogazu. Znajac mechanizm dezintegracji i hydrolizy komponentéw substratow -
cennym dla peinej aplikacji uzyskanych wynikbw badan byloby podanie np. relacji:
substrat-model rozktadu - czas HRT- uzysk biometanu.

Pomimo, ze praca wykonana jest z nalezytg starannoscig wystepuje w niej takze kilka
drobnych btedéw i niescistosci o charakterze formalnym.

* Moim zdaniem zasadniczym brakiem pracy jest brak oznaczen uzytych w pracy,

e Str.63 - Przy oznaczeniu skladowej Xpo we wzorze 2.2 mylnie podano dwukrotnie

ilos¢ biatek ... ilo$¢ biatek (Xli), biatek (Xpr),



Str. 66 - Rozdziat 4.1.1 Analiza skladu wybranych substratow - Watpliwosci budzi
zamiana pojec - substrat zawiera sktadniki (komponenty) - a wiec analiza sktadu substancji
...czy analiza substancji zawartych w substratach jako pozywki do produkcji biogazu???

» Str.80 - na rysunku 4.4A btednie opisano o0s rzednych ...Szybkos¢ produkcji ... a

nie Czybkos$¢,

» Str. 80 - Btad w nazwie Rysunek 4.4 a nie ...Rysunke 4.4?,

« Str.103 - Czy warto$é wspodlczynnika determinacji R?> $wiadczy o wysokiej istotnosci
statystycznej obserwowanych zmian aktywnosci kwasu propionowego????

e Str.106 - i w wielu miejscach pracy Autor uzywa zamiennie pojecia substratow jak (
makuchy, serwatka, odchody itd.) oraz substraty w postaci kwasu octowego czy
propionowego — moim zdaniem nalezy rozréznia¢ pojecie substratu i jego komponentu jako
pozywki zastosowanej dla celéw doswiadczalnych,

» Str.106 - jak rozumie¢ pojecie model po wstepnej kalibracji — czy Autor miat na mysli model
po optymalizacji?? — okreslenie takie pojawia sie kilka wierszy dalej???

Przytoczone uchybienia formalne i bledy w niczym nie obnizajg wysokiej oceny
pracy i jej walorow poznawczych. Praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, wnosi wiele cennych informacji do problematyki poznania procesu
fermentacji metanowej i jego modelowania matematycznego z uzyciem modelu AMDL1.
Oryginalne osiggniecia Autora polegajg na wyjasnieniu wielu zaleznosci dotyczacych
procesu dezintegracji i hydrolizy komponentow substratow a takze ustaleniu wielkosci
populacji bakterii utleniajgcych kwas propionowy oraz archeony acetoklastyczne, co jest
wystarczajgce do prowadzenia symulacji np. procesu rozruchu bioreaktora metanowego.
Oprocz dobrej pracy doktorskiej mgr Stawomir Jabtonski posiada takze dobry dorobek
publikacyjny polegajacy na opublikowaniu dwéch oryginalnych prac w czasopismach z IF
oraz siedmiu prac oryginalnych i monografii opublikowanych w innych czasopismach

Whniosek ko ncowy

Podsumowujgc dorobek naukowy oraz uzyskane wartosciowe wyniki pracy doktorskiej pt.
»Modelowanie procesu fermentacji metanowej z wykorzystaniem ADM1” wnoszgce nowe
elementy poznawcze stwierdzam, ze mgr Stawomir Jablonski spetnia ustawowe
wymagania do uzyskania stopnia doktora nauk biologicznych w zakresie biotechnologii.
Wnosze zatem do Rady Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie Go do dalszej czesci przewodu doktorskiego. Réwnoczesnie biorgc pod
uwage wysokie walory poznawcze pracy, po prawidiowym przebiegu obrony pracy,
wnosze do Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o wyr6znienie

At



