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I. Problem badawezy i glowny cel pracy

Na calym s$wiccie wzrasta produkeja etanolu. W trakeic procesu srednio powstaje okoto 13 dm?
(8-20 dm® dla ctanolu opalowego) wywaru gorzelniczego na kazdy dm® wytworzonego
alkoholu. Tak wiee w typowej duzej gorzelni produkujace) 150m3/dobg etanolu, dodatkowo -
1950m* wywaru gorzelniczego. W wywarach gorzelniczych wystgpuja takie zwigzki jak
ligniny, cukry, hemicelulozy, dekstryny, zywice [ kwasy organiczne. Kolor wywaru
gorzelniczego wynika glownie z obecnoscei melanoidyny. polifenoli, alkalicznych produkiow
degradacji heksoz oraz karmclu.

Substrat zawicra $rednio 5% suche] masy, w zaleznoscei od surowca uzytego do produkceji
alkoholu. Typowa wartosé¢ chemicznego zapotrzebowania na tlen (COD) waha si¢ od 80 000
do 150 000 mg/l. Tak wice wywar gorzelniczy (znany réwniez jako: mtdto, odpad gorzelniany



Jub wywar melasowy) jest zlozonym organicznym produktem ubocznym, Ktory ma powazny
potencjal do zanieczyszezenia srodowiska.

7 drugiej strony len produkt uboczny zawicra wiele cennych skladnikéw odzywezych.
Zawartoé¢ azolu jest wysoka (3.3 kgim?, gléwnic w postaci biatek). a ponadto ok. 0.9 kg / m”
P20 1 1,8 kg / m” K20.

Szerokic wprowadzenie zasad gospodarki o obiegu zamknictym CE zaowocowalo szeroko
zakrojonymi badaniami nad poszukiwanicm nowych technologii odzyskiwania materi 7
réznych strumieni odpadow. Destylatory gorzelniane sg juz wykorzystywane jako substraty w
biogazowniach, ponadto jako surowicce paszowy dla zwierzat lub jako substytut nawozow
mincralnych. Moga byé jednak waznym zrédlem zwiazkow takich jak polifenole o wysokich
wlagciwodciach antyoksydacyjnych. Technologia odzyskiwama kwasow fenolowych moze by¢
przydatna do efektywnego gospodarowania wywarami gorzelniczymi, ponicwaz zwigzki te
uwazane sg rownicz za inhibitory fermentacji metanowej 1 odzysku energii.

Wioleta Mikucka prrzedsiawita rozprawe doktorska dotyczaca oceny potencjalu wywaru
sorzelniczego jako zrodla bioaktywnych polifenoli. mozliwosel ich odzysku oraz wplywu
kwasow fenolowych na produkeje metanu z wywaru gorzelniczego.

W literaturze brakuje publikacji naukowych skupiajacych si¢ na tej tematyce, nicktore podobne
prace zostaly opublikowane raczej w konteksécie kompleksowego podejécia do oczyszezania
wywardw gorzelniczych jako trudnych scickow przemystowych. Stad moim zdaniem problem
badawczy jest aktualny, wazny i kluczowy nie tylko z punktu widzenia gospodarki o obiegu
zamknietym, ale takze jako element wyzwan zrownowazoncgo rozwoju. Nowos¢ jak 1 poziom
naukowy pracy jest bardzo dobry, biorac pod uwage wage tematu badan oraz wymagania 1
potencjal rynku.

2. Cel pracy

Gléownym celem badan byvlo: .okresienic potenciatu wywarn gorzelniczego jako Zrodia
hioaktywnveh polifenoli, mozliwosei ich odzysku oraz wphwu bwaséw fenolowych na
produkcie metanu z wywary gorzelniczego™.

Sformutowano nastepujace hipotezy badawcze:

we1Iipoteza 1: Metody i warunki eksirakeyi oraz rodzaj i stezenie rozpuszezalnikow wplywajg
na wyvdajrosé. sklad { akivwnosé przeciwutleniajgeg polifenoli odzyskiwanych z wywaru
gorzelniczego...

IMipoteza 2: ... THFA i biowegiel wytworzone z frakefi stalej odpadow z przeiworstwa zboz
muozna wykorzystal do odzysku kwasow fenolowych z frakefi cieklef tych odpadow.

Hipoteza 3: Potencjad metanowy wywaru gorzelniczego zalezy od rodzaju i sigzenia kwasow
Jfenolowyeh...”.

Aby zwerylikowaé hipoteze badawceza 1 odpowiedzie¢ na postawione pytania badawcze, w

zakresie pracy uwzgledniono wiele metod analityeznych i statystycznych, w tym wspolezynnik




korelacji rang Spearmana, parametr rozpuszezalnoéci Hansena (HSP). analiz¢ glownych
skladowych (PCA) czy tez metodg powierzchni odpowiedzi (RSM).

3. Zawarto§¢ pracy

Ninigjsza rozprawa jest napisana w jezyku angielskim i sklada sie z 271 stron
uporzadkowanych w nastgpujacy sposob: 6 opublikowanych artykulow, 1 zgtoszony oraz wstep
zawicrajacy: a) krotki opis aktualnego stanu wicdzy na temat przedmiotn badad, b) cele i
hipotezy pracy, ¢) materialy i metody d) opis wynikow eksperymentalnych i weryfikacja
hipotez badawczych. Rozprawa uzupelniona jest takze wykazem skrotow, symboli i odniesic.
Ogolnie uktad pracy doktorskiej i kolejno$é rozdzialdw uwazam za whasciwy. Kazda
opublikowana praca zawicra swoje gléwne wnioski., a rozdzial wstepny zawiera juz
szezegolowe podsumowanie wynikdw calej rozprawy doktorskiej oraz proponowane przyszle
kicrunki badan lub metody, ktorc moga dodatkowo poszerzyé nasza wiedzg na temat
wprowadzania zasad gospodarki o obiegu zamkni¢tym w przetwarzaniu i zagospodarowy waniu
wywaréw gorzclnianych. Proponuj¢ jednak, aby rozdzial wprowadzajacy w temat i
prezentujacy ogélny stan wiedzy uzupelni¢ podrozdzialem zawicrajacym zebrane wnioski
koncowe.

Wszysikie artykuly zawarte w rozprawie doktorskiej zostaly juz opublikowane w uznanych
na arenie miedzynarodowej, recenzowanych czasopismach naukowych (Applied
Biochemistry and Biotechnology I 3,094, Scientific Reports IF 4,379, International Journal of
Environmental Rescarch and Public Health TF 4,614, Journal of Environmental Management
II" 8,91 (2 artykuty), Energies IF 3,252, Chemosphere II' 8,943 (zgloszonc). W kazdym z nich
picrwsza autorkg jest Wioleta Mikucka. Pozostali wspdélautorzy (gléwnie promotor)
przedstawili oswiadczenia, z ktorych wynika, Ze jej zaangazowanie w przygotowanic tych
artykuléw to nie mniej niz 60% 1 moim zdaniem jest to wklad zmaczacy. Wszystkie
opublikowane artykuly byly juz cytowane (z autocytatami) lgcznie 36 razy (Scopus), co
potwierdza naukowa wage i nowos¢ publikacji, biorace pod uwage, ze artykuly ukazywaly
si¢ w latach 2020-2022.

Szcéé opublikowanych prac (P1 — P6) stanowi najwazniejszy element rozprawy doktorskicj,
kazda » mich zawiera analize zagadnien badawczych zwigzanych z obecnoscig fenoli w
wywarach gorzelniczych, w tym charakterystyke i metody ckstrakeji:

P1. Mikucka Wioleta, Ziclifiska Magdalena, 2020. Distillery stillage: characteristics, treatment
and valorization. Applied Biochemistry and Biotechnology 192(3), 770-793.

P2. Mikucka Wioleta, Zielinska Magdalena, Bulkowska Katarzyna, Witonska Izabela, 2022,
Recovery of polyphenols from distillery stillage by microwave-assisted. ultrasound-assisted
and conventional solid-liquid extraction. Scientific Reports 12, 3232,

P3. Mikucka Wioleta, Ziclinska Magdalena, Bulkowska Katarzyna, Witonska [zabcla, 2022,
Processing of distillery stillage to recover phenolic compounds with ultrasound-assisted and
microwave-assisted extractions. fniernational Journal of Environmental Research and Public
Health 19(5), 2709.



P4. Mikucka Wioleta, Zielinska Magdalena, Bulkowska Katarzyna, Witonska Izabela.
Valorization of distillery stillage by polyphenol recovery using microwave-assisted,
ultrasound-assisted and conventional extractions. Accepted for publication in Jowrnal of

Environmental Management.

P5. Mikucka Wioleta. Zielinska Magdalena, Bulkowska Katarzyna, Witonska Izabela, 2022.
Subcritical water extraction of bioactive phenolic compounds from distillery stillage. Journal
of Environmental Management 318, 115548.

P6. Mikucka Wioleta, Ziclinska Magdalena, 2022. Individual phenolic acids in distillery
stillage inhibit its biomethanization. Energies 13, 5377.

Uzupelnieniem powyzszych prac jest publikacja zlozona w czasopismic Chemosphere, kiora
skupia si¢ bardziej na ogdlnej koncepcji gospodarki o obicgu zamkniglym w gorzelniach:

P7. Mikucka Wiolcta., Witonska lzabela, Zielinska Magdalena, Bulkowska Katarzyna,
Binczarski Michat. The concept for the circular economy in an cthanol production plant.
Submitted to Chemosphere.

Picrwsza praca P1 zatytulowana Distillery stillage: characieristics, treatment and valorization
skupia sie na opisie toznych biologicznych. chemicznych i fizycznych metod wywaru
gorzelniczego. Szezegdlng uwage zwrocono na scharakleryzowanic wywaru gorzelniczego
jako zrodla cennych zwiazkéw, takich jak polisacharydy, lotne kwasy ttuszezowe (LKT),
naturalne antyoksvdanty, w tym polifenole. Moim zdaniem artykut jest bardzo dobrym
kompendium aktualnie dostepnej  wiedzy na  temat mozliwosel  przetwarzania i
zagospodarowania wywaru gorzelniczego w kontek$cie odzysku waznych surowcow. Jest
réwniez dobrym materialem wyjsciowym do dalszych badan nad waloryzacja tego produktu
ubocznego.

W pracach P2-P5 (stanowiacych gldwng czeS¢ rozprawy) autorka zajmuje sig poréwnaniem
roznych metod ekstrakeji polifenoli (UAE  wspomagany ultradZwickami., wspomagany
mikrofalami, MAE 1 metoda konwencjonalna). Do kazde] metlody zastosowano inny rodzaj
rozpuszczalnika (etanol. metanol. octan etyluzetanol:woda, aceton, woda) i rézne warunki
prowadzenia cksperymentow (stezenie rozpuszezalnika, stosunck substancji stalej do
rozpuszczalnika, czas ekstrakeji, temperatura ekstrakeji).

Wykonano 1 opracowano wyniki dla szeregu kombinacji badawcerzych. Co ciekawe, oprocz
kryterium efektywnosei samego wydobyeia, doktorantka przeanalizowala rowniez ekonomike

procesu 1 mozliwe oddzialywania na $rodowisko.

Uzyskane wyniki potwierdzily. ze metody wspomagane ultradZzwickami (ALY 1 mikrofalami
(MAE) nadajy sie do efektywnej eksirakeji polifenoli (P2). Poréwnujac obie metody (i ich
mozliwe modylikacje) najwyzszg sumaryczng zawartosé polifenoli. flawonoidow 1 kwasu
fenolowego uzyskano przy krotkim czasie ekstrakeji -10 min UAL i 5 min MAL przy stosunku
frakeyi stalej do acetonu 1:15 (s:v). ZEA wydaje sie lepszym rozwigzanicm dla efektywniejszej
ekstrakeji fenoli. Co ciekawe, oprocz kryterium efektywnosci samej ckstrakeji, w pracy
przeanalizowano rowniez ekonomike procesu i mozliwe oddzialywania na §rodowisko. Biorge
pod uwage rownowage pomigdzy wydajnoscia polifenoli a energochlonnoscia procesu




najbardzicj odpowiednim rozwiazaniem sg ZEA (P3). Natomiast w przypadku zastosowania do
ckstrakeji octanu ctylu (EA) najwyzsze wydajnosci catkowitej zawartosci polifenoli uzyskano
w warunkach: 8 min MAFE i 70% EA (P4). Dalsze badania MAE z uzyciem wody destylowancj
jako rozpuszezalnika wykarzaly, ze w okreslonych warunkach temperatury i czasu ekstrakeji
mozliwe jest uzyskanic polifenolu na poziomie 3,04 (4,99) mg GAE/g suchej biomasy (P3).
Ogolnie praca potwierdza, 7 najskuteczniejszymi roziworami byly: 80% metanol i etanol, 60%
aceton i 70% octan ctylu. Niezaleznic od zastosowane) procedury ckstrakeji kwasy fenolowe
wystcpowaly glownie w postaci wolnej.

W pracy P6 przedstawiono wyniki oceny wphywu rodzaju i stezenia kwasow fenolowych
(oddzielnie iw mieszaninach) na potencjal metanowy wywaru gorzelniczego. Praca potwierdza,
7¢ obecnosé kwasow fenolowych oddzialywuje hamujgco na metanogenezeg, a tym samym
zmniejsza si¢ potencjal metanowy i tempo produkeji metanu. Najwiekszy negatywny wplyw
odnotowano dla kwasow: wanilinowego, p-kumarowego, syryngowego i ferulowcego.

Natomiast, w pracy P7 potwierdzono zastosowanie alkoholu tetrahydrofurfurylowego (THFA)
i biowegla wytwarzanego z frakcji stalej odpaddw z przetworstwa zbdz (w tym frakcji stalej
wywaru gorzelniczego) do odzysku kwasow fenolowych z frakcji ciekiej wywaru
gorzelniczego . Wasme jest, aby wydajnosé procesu byla poréwnywalna z innymi stosowanymi
wezesnicj rozwiazaniami. Ponadto aktywnos¢ przeciwutleniajgea ekstraktéw TIIFA byla na
podobnym poziomie jak ekstraktéw otrzymanych z metanolem i etanolem.

4. Znaczenie dla praktyki i rozwoju dyscypliny:

Dane przedstawione w rozprawie doktorskiej uzupelniaja wiedzg 2 dyscypliny inzynieria
srodowiska (gospodarka odpadami); biotechnologia Srodowiskowa (odzyskiwanie zwiazkow
bhioaktywnych) i chemia analityczna (metodologia ekstrakeji). o mozliwosei cfektywnego
odzysku polifenoli z wywaru gorzelniczego. Doktorantka wykonala ogromna pracg
poréwnawczo analizujac duze zbiory danych przy pomoca kilku programow statystycznych i
znajdujac to7ne korelacje micdzy calkowity zawartoscig flawonoidow TI'C, calkowila
zawartodcia polifenoli TPC, stgzeniami kwasow fenolowych i wicloma innymi parametrami.
Moim zdaniem rozprawa stanowi doskonaly baz¢ do dalszych badan dotyczacych
optymalizacji procesu odzysku polifenoli jako alternatywy dla produktéw handlowych
oraz projcktowania instalacji do zastosowan praktycznych.

5. Pytania i uwagi

Autorka starannic przedstawila uzyskane wyniki, uzupelniajac je poglebiong analiza i
krytyezng dyskusja. Biorge pod uwagg wysoka jako$é, kiora generalnie charakteryzuje tresé
przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej, ponize) wymicniono jedynic kilka punktow i
uwag pobocznych, a raczej pytan do dyskusji:

- w kazdej serii cksperymentalnej zastosowano wywar z jedne] polskich destylami. Czy to
byl doktadnie ten sam produkt uboezny?. Mam na mysli to, z¢ partia wywaru zostata pobrana
raz z destylarni, czy tez probki byly pobicrano osobno dla kazdej serii testow?



- wywar gorzelniczy moze pochodzi¢ z réznych substratow wyjsciowych (glownie kukurydzy
1 zyla, mniej pszenicy), co jest zwigzane z ich skladem. Jak uniwcersalna jest metoda ckstrakeji
polifenoli zaprojektowana i zbadana przez Autorke rozprawy?

- w artykule P6 Autorka opisuje, Ze polifenole hamuja metanogenczg. Jednoczesnie podaje
st¢zenia poszezegdlnych kwasow i ich mieszanin, ktére wykazaly najwigkszy cfckt. Jaki byl
udzial poszczegdInych kwaséw w najbardziej ..toksyeznej™ mieszaninic?

- w manuskrypeic P7 Autorka opisata zastosowanie frakceji stalej odpadow z przetworstwa zboz,
do przygotowania alkoholu tetrahydrofurfurylowego (THEA) i biowegla (BC). a nastgpnie do
ekstrakeji i odzysku polifenoli z ckstrakiow. Wydajnosé byla bardzo wysoka — ok. 92%. W
poprzednich cksperymentach stosowano i szeroko badano inne rozpuszezalniki. Dlaczego do
serii I1 eksperymentu nie uwzgledniono wezesniej badanych rozpuszezalnikow?

6. Podsumowanie

Prace cksperymentalne i ich wyniki opisane w niniejszej rozprawic doktorskiej charakteryzuja
si¢ doskonalym stopniem oryginalnodei, kompletnosci i trafnogei i w mojej ocenic Sa cenne
zarowno dla nauk analitycznych. jak i nauk o srodowisku. Autorka pracy wykazata sie duza
wiedzg teoretyczng (potwierdzong opublikowang artykutem przegladowym), umiejetnosciami
praktycznymi (wszystkie eksperymenty byly dobrze zaprojektowane i wykonane, a techniki i
melody pomiarowe prawidlowo zastosowane) oraz wysoka motywacja do przeprowadzenia
pracy badawczej.

W koncowej konkluzji siwierdzam, 7e rozprawa doktorska spelnia warunki i WYmogi
niezbedne do uzyskanie stopnia doktora. Na podstawie tego zgodnie z polskim prawem
stawiam wniosek o jej dopuszezenie do obrony przed odpowiednig komisja.

Biorge pod uwage wage problemu naukowego, duzy zakres wykonanej pracy, Jakos¢ wynikow
i oddzialywanic dla dyscypliny naukowej, pragne wystapié o wyroznicnic niniejszej
rozprawy doktorskicj.
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