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Представяне на докторантката.

Ления-Незает де Брито Гонсалвеш-Мусакова е родена през 1980 г. в Пловдив. Средното си образование завършва в СОУ „Любен Каравелов, Несебър. През 2003 г. получава образователно-квалификационната степен бакалавър, в Химическия факултет на СУ „Св. Климент Охридски” а през 2005 г. образователната степен магистър  в Химическия факултет на СУ „Климент Охридски” с магистърска теза, разработена в лаборатория ЯМР при ИОХ с ЦФ-БАН - „ЯМР изследване на рифамицин и негови производни” с ръководител доц. д-р Павлета Шестакова. 2005-2006 г.  е химик, 2006-2009 н.с. III ст., 2009-2011 н.с. II ст., 2011-2012 гл.асистент в лаб. „Химия на твърдите горива” при ИОХ с ЦФ-БАН. Многократно е посещавала за по няколко месеца Университета в Хасел-Белгия  и един път Сабанци Университет в Турция. Участва в изпълнението на 10 научни проекта. Владее английски и ползва руски и турски език.

Количествена характеристика и обща оценка на дисертационната работа.
Дисертационният труд е изложен на английски език на 214 страници и съдържа 36 фигури, 26 таблици и 264 литературни източника. Дисертацията включва Литературен обзор, Материали и методи, Експериментални резултати и обсъждане, Приноси и перспективи. Материалът е разделен на 7 глави като експерименталната част включва 3,4,5 и 6 глава. От гледна точка на съотношение между отделните части дисертацията е добре структурирана. Във връзка с труда има 8 броя публикации, от които 4 в  престижното международно списание с висок импакт фактор  Fuel/имп.фактор 3.791/. Другите са излезли в материали от международни конференции. Представени доклади на международни конференции 8 от които 3 устни. 

Дисертацията е написана на много добър професионален език, оформена е прекрасно 

и оставя добро впечатление. 

Прегледът на литературата е много изчерпателен, задълбочен, критичен и

богато информативен. 

Целта на дисертацията и задачите са дефинирани убедително.

Подробно са описани използваните голям брой методи на обработки на набелязаните обекти. Също така много информативно са описани многобройните методи за анализ приложени в дисертацията, като особено внимание е обърнато на температурно програмираната редукция при атмосферно налягане, която заема важно място в проведените изследвания. Всичко това е изложено изчерпателно и с разбиране.
Убедително се възприема и основната част на дисертацията, посветена на получените резултати и тяхната интерпретация. 

На този етап приносите на дисертационния труд са предимно от фундаментален характер, представляващи новост за науката и обогатяване на  съществуващите знания. Както бе отбелязано основната част от резултатите е направена достояние на научната  общност чрез представяне на научни форуми и отпечатване в престижни научни списания. Важна част от експерименталната работа е извършена в тясно сътрудничество със специалисти от Университета в Хасел-Белгия, от където е и единият ръководител.
Отбелязаното дотук е много сериозна предпоставка за нейната успешна защита.

ІІІ. Научна същност на дисертацията.

Значимостта на проблема за намаляването съдържанието на сяра в твърдите и течни горива, независимо от многобройните изследвания в тази посока, прави новите научни търсения в тази област достатъчно актуални. Това се дължи на слабостите на създадените методи за отстраняване на сярата и стремежа да бъдат изучени нови възможности за това. Представеният за рецензия материал представлява нова стъпка в тази посока.

Експерименталната част на дисертацията включва три глави. Те са оформени в стил научни съобщения, което им придава самостоятелно съществуване.

Първата от експериментални глави е със заглавие „Биодесулфуризация на битуминозни въглища чрез различни гъбички и бактерии”  и проследява влиянието на обработката с различни биокултури на кафяви въглища от мина „Пирин” върху съдържанието на различните видове сяра, техническия анализ и калоричния ефект на изследваната проба. Чрез провеждане на добре поставени експерименти с различни биокултури и прилагане на прецизни аналитични техники се правят интересни изводи за същността на протичащите процеси и степента на редукция на различните форми на сярата. По-интересните, без да пренебрегвам другите  за мен са, че в резултат на биообработката се постига намаляване на съдържанието на обща сяра с 26% и на органична сяра с 13%, запазването на калоричния ефект на пробата и че биодесулфуризационния механизъм е окислителен. Това са изводи от значение за евентуалното прилагане на този метод в практиката.

Втората глава е озаглавена „Беодесулфуризация на деминерализирани и депиритизирани въглища: Оценка на изменението на органичната сяра” 
С цел да се фокусират усилията към изучаване на промените, които

настъпват с органичната сяра в резултат на биодесулфуризацията, разглежданите въглища нисък ранг кафяви въглища "Пирин", хумовитрен "Марица Изток", лигнити "Бейпазар", са предварително деминерализирани и депиритизирани, след което са подложени на обработката с микроорганизмите Pherochaeta chrysosporium (PC) и Sulfolobus solfataricus.

Особен интерес представлява и това е сериозен принос на дисертацията изучаването на количественото разпределение на сярата в различни органични сяросъдържащи съединения, като за целта е използвана AP-TPR "off-line" TD-GC/MS техника. 
Резултатите от анализите са представени нагледно и убедително. Те показват, че по-висок биодесулфуризационен ефект е постигнат за деминерализираните и депиритизирани въглища, третирани с гъбичната култура Phanerochaete Chrysosporium в сравнение с Sulfolobus solfataricus, съответно 10.3 – 24.2% и 2.9 – 23.8%  по отношение на общата и органична сяра.
Максимално достигнатия ефект на биодесуфуризация с бактерия е 16.9 % и 18.3% съответно за общата и органична сяра.

Установено е, че  по време на биообработката на пробите по окислителен механизъм протичат процеси на деструкция на различни видове сяросъдържащи органични  съединения. 

Резултатите дават основание да се счита, че характерът на промените с органичните серни съединения в следствие на приложените биообработки се определят и от предпочитанията на използваните микроорганизми към серните функционалности.

Третата глава е озаглавена „Оценка на елементната сяра в биодесулфуризираните нисък ранг въглища”

Тази глава е похвално усилие да се избегнат неточностите при определяне на органичната сяра в пробите, което се прави по разликата между общата и неорганична сяра, като получената стойност включва и елементната сяра. Разграничаването на двата вида сяра елементна и органична е важно за прецизността на получените стойности за съдържанието на органичната сяра във въглищата. В резултат на различни екстракционни обработки и анализ на получените екстракти с HPLC е определено, че най-добър екстрагент е СНCl3. Използвана е доста сложна схема за фракционен анализ. В резултат на проведените изследвания се стига до извода, че липсата на данни за съдържанието на елементна сяра може да доведе до 5% неточност в данните за съдържание на органична сяра във въглищата. Основен принос на изследванията в тази глава е създаването на   нова процедура за определяне на елементната сяра във въглища, базираща се на изчерпателна екстракция с CHCl3 и следващ количествен анализ на екстрактите чрез HPLC с колона с обърната фаза С18. 

Получените резултати дават основание да се счита, че различията в определената елементна сяра за всички деминерализирани и депиритизирани проби се определят от  особеностите на въглищната матрица.
Определено е, че Sulfolobus solfataricus е по-добра биодесулфуризираща култура в сравнение с Phanerochaeta chrysosporium по отношение на елементната сяра.. Максималната установена десулфуризация по отношение на елементната сяра е 54%.
Четвъртата глава от експерименталната част на дисертацията е озаглавена „Биодесулфуризирани нисък ранг въглища: лигнит от Марица-Изток и негови хумусо подобни продукти”. Изборът на изследвания обект е обоснован и от това, че тези въглища са в основата на работещи ТЕЦ близо до техния добив. Проведена е десулфуризация на въглищния образец използвайки химични и микробиологични обработка. В резултат от прилагането на всички последователни обработки – деминерализация, депиритизация, окисление и биообработка е постигната следната степен на десулфуризация: обща сяра 71.0%; сулфатна сяра - 93.9%; пиритна сяра - 90.6% и органична сяра - 49.4%. Отчетен е приноса на биообработката в общото намаляване на съдържанието на сяра в образеца. Използвайки съвременни физико-химични методи са установени измененията в съдържанието на органична сяра в резултат на биообработката. Сравнена е и десулфуризацията на водоразтворим хумусоподобен материал от лигнитните въглища с тази на хумусови киселини, получени от същия въглищен образец. Анализите показват някои разлики при обезсерването на двата продукта. 
Приноси на дисертацията.

Приносите на дисертацията са оформени в глава седма на дисертационната работа със заглавие „Приноси и перспективи”. Тъй като описателните приноси са споменати при разглеждане на отделните експериментални глави, накратко може да се формулират следните основни постижения:
Проведените експерименти в рамките на дисертационната работа трасират пътищата за определяне на:  подходящи микроорганизми за биодесулфуризация на изследваните въглищни проби;  формите на сярата и серните функционалности, които са предпочитани от приложените микроорганизми; предварителните обработки необходими за трансформиране на въглищата, техните серни форми и функционалности във вид, подходящ за микробиална атака и по този начин повишаване на биодесулфуризационните ефекти и дейността на микроорганизмите.
Много важна за мен е оценката за влиянието на процесите на биодесулфуризация върху някои технологични характеристики на въглищата. 

По отношение на методологичните приноси следва да се отбележат предлагането на нов метод за количествено определяне на елементна сяра във въглищата, основан на изчерпателна екстракция с CHCl3 и последващ HPLC анализ с колона с обърната фаза С18. Този метод дава възможност за по-точно определяне дела на органичната сяра в общия баланс на сярата.
Направено е подобрение по отношение на AP-TPR техниката, което увеличава нейната надеждност като аналитичен инструмент за изучаване на промените на сярата във въглищата.
Най-силната страна на дисертацията е аналитичната работа. Направен е прецизен подбор на най-добрите методи за анализ, позволяващи получаването на достоверни данни, които са в основата на правилната трактовка на резултатите. Отношението на докторантката  към аналитичните методи е критично, със стремеж за тяхното подобряване. Като цяло дисертационният труд представлява стъпка, която химията на твърдите горива прави в направление намиране и реализиране на нови възможности за редуциране съдържанието на сяра във въглищата. Тъй като направление биодесулфуризация е интердисциплинарен проблем, в продължението на усилията в тази област идва ред на микробиолозите за създаване на устойчиви щамове от микроорганизми, което ще доближи деня когато този метод ще може да намери практическо приложение. Не мога да не отбележа много доброто техническо оформяне на материала. Данните са представени нагледно, което облекчава разбирането и интерпретирането на резултатите. 

V. Съображения и препоръки.

Към дисертационния труд не намирам основание да отправя съществени критични бележки. Бих отбелязал, че представянето на експерименталната част на дисертацията като самостоятелни глави с характер на научно съобщение не способства за логичен преход от един раздел към друг. Това прави неясна и логиката при подреждането на разделите. Би било добре да се отделят няколко думи за обяснение на причините за избора на изследвани образци. Докато за образеца от Марица-Изток те са ясни и се виждат по-нататък в текста, то за въглищата от находище „Пирин” причината за избор не е изяснена. Забележките имат периферно значение и не засягат качеството на представения дисертационен труд.
Дисертационният труд на Ления Гонсалвеш не поставя началото на изследванията на  съединенията на сярата във въглищата и методите за тяхното отстраняване в лабораторията, но е съществена и качествена крачка напред в това направление. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ: Представеният дисертационен труд е завършена, актуална и прецизно изпълнена разработка  в областта на химията на серните съединения във въглищата, прилагането и търсенето на нови методи за тяхното отстраняване. С него докторантката се представя като квалифициран изследовател, владеещ аналитичните практики и способен да поставя и решава проблеми от научен характер. 
На основание на това с убеденост предлагам на почитаемото Научно жури да присъди образователната и научната степен доктор на ЛЕНИЯ-НЕЗАЕТ ДЕ БРИТО ГОНСАЛВЕШ-МУСАКОВА, свободен докторант при Лабораторията химия на твърдите горива, към ИОХ с Център по Фитохимия към БАН по специалност шифър 02.10.23 „Технология на природните и синтетични горива”.
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REVIEW
by Prof. Dr. Nartzislav Petrov 

Institute of Organic Chemistry, Bulgarian Academy of Sciences

Sofia, Bulgaria

of the doctoral dissertation thesis with title: ”SULPHUR AND ORGANIC SULPHUR ALTERATIONS IN BIODESULPHURIZED LOW WANK COALS” , submitted to obtain the following degrees - Doctor of Science: Chemistry at Hasselt University, Belgium and educational and scientific degree Doctor of Philosophy : Technology of natural and synthetic fuels  (code 02.10.23) at Institute of Organic Chemistry, Bulgarian Academy of Sciences, Bulgaria -  by LENIA-NEZAET DE BRITO GONSALVESH-MUSAKOVA, PhD student from laboratory „Chemistry of Solid Fuels” from Institute of Organic Chemistry, Bulgarian Academy of Sciences, Sofia, with scientific supervisors Assoc. Prof. Dr. Stefan Marinov (Institute of Organic Chemistry, Bulgarian Academy of Sciences, Bulgaria) and Prof. Dr. Jan Yperman (Haselt University, Belgium).

I. Presentation of the PhD student
Lenia-Nezaet de Brito Gonsalvesh-Musakova was born in 1980 in town Plovdiv, Bulgaria. She completed her high school education in “Luben Karavelov” High School, Nessebar, Bulgaria. In 2003 г. she graduated from Sofia University, Faculty of Chemistry as educational degree B.Sc., and in 2005 she graduated from Sofia University, Faculty of Chemistry as educational degree M.Sc. with a thesis, developed in lab. NMR in the Institute of Organic Chemistry, Bulgarian Academy of Sciences, with title “NMR investigation of rifampicin and its derivates”  with  supervisor Assoc. Prof.  Dr. Pavleta Shestakova. In the period 2005-2006 she was chemist-specialist, from 2006-2009 - research associate III degree, from 2009 to 2011  - research associate II degree, from 2011 to 2012 – general assistant in lab. “Chemistry of Solid Fuels”, Institute of Organic Chemistry, Bulgarian Academy of Sciences. She has visited Haselt University, Belgium for several months and once she visited Sabanci University, Turkey. Lenia Gonsalvesh is participant in 10 scientific projects. She is fluent in English, and very good in Russian and Turkish.

II. Quantitative characterization and overall assessment of the dissertational thesis
The dissertational thesis is written in English on 214 pages and contains 36 figures, 26 tables and 264 literature references. The dissertation includes the following sections: Introduction, Materials and methods, Experimental results and discussion, Contributions and perspectives. The thesis is composed by 7 chapters, as experimental part includes  chapters 3,4,5 and 6. From the view of relative volume of the chapters, the dissertation is well structured. 8 scientific papers are published in connection with this thesis, 4 of the papers are published in the high-grade international scientific journal Fuel, with high impact factor /3.791/ . The other papers are published in proceedings of international conferences. The results were presented on 8 international conferences, 3 of them were oral presentations. 
The dissertation is written on high professional level, the text is well formed and impressive. 

The work with literature references is very comprehensive, thorough, critical and highly imformative. 

The aim of the dissertational thesis and the problems to be solved are defined confidently.

The numerous methods of treatment applied to the selected objects are described in details. In addition, the numerous methods of analysis are very well described, as special attention is paid to the temperature programmable reduction at atmospheric pressure, which is very important method from the investigations performed. All this information is written comprehensive and complete.
The main part of the thesis, which is dedicated to the results and their interpretation, is also very compelling.

On this stage the dissertational thesis contributions are dominantly fundamental, and they represent some scientific novelties and expand the world’s scientific knowledge. 
As it was noted, the main part of the results is acquainted to the scientific community by presentations on different scientific forums and publications in high-grade scientific journals. Significant part of the experimental work was carried out with close collaboration with scientists from Hasselt University, Belgium, where works one of the supervisors. 
All this is important pre-condition for successful defense of the thesis.
ІІІ. Scientific subject of the dissertational thesis
Nevertheless that there are many researches on the topic, diminishing the sulphur content in solid and liquid fuels remains very important problem, and new investigations in this direction are still actual. This is due to some drawbacks in the applied methods of sulphur removal, and there is an impulse to find new possibilities for this. The presented thesis is a new step in this direction.
The experimental part of the dissertation includes 3 chapters. Every chapter have the style of scientific report, which allow to accept them also as independent items. 
The first chapter of experimental part, with title „Biodesulphurization of subbitumous coal by different fungi and bacteria”, study the influence of the treatment with different biological cultures of coals from Pirin coal mine on the content of different types of sulphur, as well as on the technical analysis and the energy content of the investigated samples. Performing of well-set experiments with different biological cultures and using precise analytical techniques lead to interesting results and conclusions about the occurring processes and about the degree of reduction of sulphur in different forms. 
In my opinion, the most interesting achievements, without ignoring the other results, are the 26% decrease in overall sulphur and 13% in organic sulphur content after bio-treatment, as well as the unaffected energy content of the samples and the oxidizing mechanism of biodesulphurization. These results are very useful in regard of the industrial application of this method.

The second chapter is with titles „Biodesulphurization of the demineralized and depyritized coals: Organic sulphur alteration assessment”. In order to concentrate our efforts on the study of the alterations in organic sulphur content as result of biodesulphurization, all the initial samples – low rank Pirin coals (Bulgaria), Maritza East humus-like vitraine (Bulgaria), Beypazar lignites (Turkey) – were preliminary subjected to demineralization and depyritization, and after that bio-treatment procedures with Pherochaeta chrysosporium (PC) и Sulfolobus solfataricus were performed.
Special attention was paid to the investigation of the quantitative distribution of the sulphur in different organic sulphur-containing compounds, and AP-TPR "off-line" TD-GC/MS technique was applied for this purpose.
The results from the analyses are presented very informative and compelling. They demonstrate that stronger effect of biodesulphurization was achieved for demineralized and depyritized samples, bio-treated with fungi culture Phanerochaete Chrysosporium, than in the case of Sulfolobus solfataricus, respectively 10.3 – 24.2% and 2.9 – 23.8% of the overall and organic sulphur content.
Maximal degree of bacterial desulphurization is respectively 16.9 % and 18.3% of the overall and organic sulphur content.

It was established, that destruction processes of different sulphur-containing organic compounds by oxidation mechanism occur during bio-treatment of the samples. 

On the base of the obtained results it could be concluded, that the character of changes in the organic sulphur-containing compounds after bio-treatments is defined also by the affinity of the applied microorganisms towards sulphur-containing functionalities.

The third chapter is entitled „Evaluation of elemental sulphur in biodesulphurized low rank coals”. This chapter is a creditable effort to avoid the inaccuracy while determining the organic suphur content in the samples – this is calculated by the difference between the overall and inorganic sulphur content, whereas the obtained value contains also the amount of the elemental sulphur. 

In order to obtain precise values of organic sulphur content in coals it is very significant to distinguish elemental sulphur from organic sulphur. After different extraction treatments and subsequent HPLC analysis it was determined that the best extraction solvent for our experiments is СНCl3. A complex scheme of fractional analysis was used. In the result of performed investigations it was established, that when data for the elemental sulphur content are missing, an inaccuracy of 5% could appear in the values of organic suphur content. 
The main contribution of the investigations in this chapter is development of new procedure for determination of the elemental sulphur content in coals, on the base of exhaustive extraction with СНCl3, and subsequent quantitative analysis of the extracts by HPLC using column with C18 as reverse phase. On the base of the obtained results, it was established that the difference in the determination of the elemental sulphur content for all demineralized and depyritized mineralized samples are determined by peculiarities in coal carbon matrix 
It was established, that Sulfolobus solfataricus is better biological culture for biodesulforization in comparison with Phanerochaeta chrysosporium, in relation to the elemental sulfur content. In this case the maximal degree of desuphurization towards elemental sulphur content is 54%.
The fourth chapter from the experimental part is with title: „Biodesulphurized low rank coal: Maritza East lignite and its humus-like by-product”. The selection of the object of investigation is based also on the fact, that these coals are used in thermal power stations located near open coal mines. Desuphurization of the coal samples was performed using chemical and microbiological treatment. After all subsequent treatments – demineralization, depyritization, oxidation and bio-treatment  - the following values of degree of desulphurization were achieved: 71.0% for overall sulphur content; 93.9% for sulphate sulphur; 90.6% for pyrite sulphur and 49.4% for organic sulphur. The effect of bio-treatment on overall sulphur content decrease was evaluated. By using modern physico-chemical methods, alterations in the organic sulphur content after bio-treatment were detected. The degree of desulphurization of water-soluble humus-like by-product from lignite coals was compared to this of humic acids from the same samples. The analysis demonstrates some differences in the desulphurization of these materials. 
IV. Thesis contributions
The contributions of the dissertation are presented in chapter 7 of the thesis, with title „Contributions and perspective”. While numerous specific contributions were mentioned in the experimental chapters, the main contributions could be drawn briefly as follows:
The performed experiments in the frames of the dissertational thesis trace the directions for selection of : suitable microorganisms for biodesulphurization of the studied coal samples; the forms of suphur and sulphur functionalities, preferred by the microorganisms applied; preliminary treatments required for transformation of the coals, their sulphur forms and functionalities into appropriate forms for microbial attack, which increase the effect biodesulphurization and the activity of microorganisms.
In my opinion, the evaluation of the influence of the desulphurization processes on some technological characteristics of coals is very important.
In respect to the methodological contributions of the thesis, it should be pointed out that a new method of quantitative determination of the elemental sulphur in coals, based on exhaustive extraction with СНCl3, and subsequent quantitative analysis of the extracts by HPLC using column with C18 as reverse phase, was proposed.
This method gives a possibility for more precise evaluation of the organic sulphur fraction in the overall sulphur content.
Improvement of the AP-TPR technique was achieved, which increase its reliability as analytical instrument for studying sulphur alterfations in coals.
The strongest virtue of this thesis is the experimental analytical work. Accurate selection of the best analytical methods was performed, which allows obtaining of precise data, used for appropriate interpretation of the results. The PhD student demonstrates critical attitude towards analytical methods and she have some ideas for their improvement. Generally this dissertational thesis is a step for the chemistry of solid fuels towards searching and implementation of new methods for reducing of sulphur content in coals. As the biodesulphurization is interdisciplinary problem, now it is turn of the microbiologists to develop new steady microorganism strains in continuation of the efforts in this scientific area, and the future day of industrial implementation of this method will come closer. I could not miss the excellent written presentation of the thesis. The results are demonstrated clearly, which favors their understanding and interpretation. 
V. Considerations and recommendations
I find no substantial reasons to make critical notes on the dissertational thesis. 
I could note, that the presentation of the experimental part of the thesis as separate chapters with style of scientific report do not contribute for logical transition from one section to another. This makes the logic of the order of the sections to look unclear. It should be better to add few words in order to explain the reasons for selection of the studied samples. For the sample from Maritza East this is clear and can be seen further in the text, whereas the reason for the choice to study the coals from Pirin mine is not completely revealed. 

The notes are insignificant and they do not change the high quality of the presented dissertational thesis.
The dissertational thesis of Lenia Gonsalvesh is not the first investigation in the laboratory, dedicated to the sulfur compounds in coals and on the methods of their removal, however this thesis is substantial step forward in this direction. 
CONCLUSION: The presented dissertational thesis is complete, actual and precisе development in the scientific area of the chemistry of the sulphur compounds in the coals, as well as searching and applying of new methods for their removal. With this thesis the PhD student is introduced like highly qualified researcher, who can handle with various analytical techniques and who is able to propose and solve different scientific problems. 
On this base, I suggest with confidence to the honorable Scientific Jury to award the educational and scientific degree Doctor of Philosophy to Lenia-Nezaet de Brito Gonsalvesh-Musakova, PhD student in laboratory „Chemistry of Solid Fuels” from Institute of Organic Chemistry, Bulgarian Academy of Sciences, Sofia, in the scientific specialty “Technology of natural and synthetic fuels” (code 02.10.23).
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