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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr inz. Justyny Klein

pt. ,,Wspomaganie usuwania wybranych weglowodoréw z zastosowaniem

mikroorganizméw wyizolowanych ze skazonego $srodowiska”.

Podstawa opracowania recenzji

Recenzjg pracy doktorskiej mgr inz. Justyny Klein opracowano zgodnie
z uchwalg Rady Wydzialu Inzynierii Srodowiska, Geomatyki 1 Energetyki Politechniki
Swigtokrzyskiej, na podstawie pisma Pani Dziekan dr hab. Lidii Dabek prof. Politechniki
Swigtokrzyskiej z dnia 01.03. 2016 1.

Celowosé podjecia tematu

Weglowodory alifatyczne i aromatyczne naleza do gtéwnej grupy zwiazkéw
chemicznych odpowiadajacych za zanieczyszczenie $rodowiska. Ich zrédlem sa procesy
spalania paliw ptynnych, piroliza wegla, a takze procesy wydobywcze ropy, jej przerobu
wrafineriach oraz awarie podczas transportu i magazynowania. Weglowodory
ropopochodne, ktére przedostaly si¢ do srodowiska, moga wywotaé réznego rodzaju skutki
toksyczne i uniemozliwi¢ wykorzystanie wod i gleb do celéw komunalnych, przemystowych
irolniczych. Ponadto liczne badania toksykologiczne i epidemiologiczne wskazuja na
wyrazng zalezno$¢ pomigdzy ekspozycja na wielopierScieniowe weglowodory aromatyczne
a wzrostem ryzyka powstawania nowotworéw. Ze wzgledu na podobiefstwo niektérych
WWA do hormonéw steroidowych wystepujacych u bezkrggowcoéw (np. ekdysteroidy)

1 krggowcéw (np. estradiol), substancje te wplywaja negatywnie na regulacje hormonalna,



zaburzaja osmoregulacjg, ostabiaja reakcje odpornosciowe i zwigkszaja przepuszezalnoéé

bton lizosomalnych, nasilajac procesy lipoperoksydacii.

Istniejacy stan zanieczyszczenia $rodowiska naturalnego stwarza wiec potrzebe poszukiwania
nowych informacji o metodach usuwania tych zwiazkow, nawet jesli wystepuja one w matych
ilosciach. Liczna grupa mikroorganizméw wykazuje mozliwosci rozkladu weglowodorow,
Jednak by procesy byly efektywne, konieczne jest zapewnienie odpowiednich warunkéw
srodowiskowych sprzyjajacych procesom degradacji tych substancji, a jednocze$nie
promujacych rozw6j mikrobiocenoz o odpowiednim potencjale degradacyjnym w tym
konsorcjéw mikroorganizmow.

Biorac powyzsze pod uwage stwierdzam, ze recenzowana praca dotyczy interesujacego
zagadnienia, mianowicie wykorzystywania specyficznych bakterii rozkladajacych
weglowodory w procesach technologicznych. Tematyka rozprawy jest wiec aktualna na tle

obecnego stanu wiedzy i potrzeb inzynierii Srodowiska.

Ogoélna charakterystyka pracy

Przedtozona do recenzji rozprawa mgr inz. Justyny Klein obejmuje 6 rozdziatow, liczy
123 strony druku, w tym 52 rysunki, 32 tabele oraz bibliografie zawierajaca 119 pozycii,
glownie anglojezycznych.

Rozprawa doktorska jest podzielona na 5 zasadniczych czesci poprzedzonych
wprowadzeniem. Po czeSci wstepnej wprowadzajacej w tematyke pracy badawczej
zamieszczono informacje teoretyczne oparte na literaturze (rozdz. 2).

W tej czesci pracy przedstawiono:
* rozwdj gazownictwa w Europie i wplyw produkcji gazu na érodowisko,
e stosowane metody rekultywacji starych sktadowisk,
¢ metody usuwania weglowodoréw z wod pogazowniczych.

Brakuje mi w tej czgsci pracy dokladniejszego oméwienia wptywu weglowodoréw na
srodowisko, a w szczegblnosci ich toksycznosci na organizmy zywe. Wprawdzie nieliczne
informacje na ten temat znajduja si¢ w podrozdz. 2.1. i 2.2., lecz sadze, Ze powinien by¢ tym
informacjom po$wigcony osobny podrozdzial. W rozdziale 3 zaprezentowano cel pracy,
w ktorym wyszczegdlniono punkty dotyczace realizacji poszczegdlnych etapéw badan.
Zalozeniem pracy bylo okreSlenie warunkoéw niezbednych do pozyskania ze skazonej
weglowodorami gleby szczepoéw bakteryjnych, ktére mogtyby byé wykorzystane nastgpnie
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w procesach oczyszczania $ciekow zawierajacych te zwiazki w podwyzszonych stezeniach.
W rozdziale tym przedstawiono takze zakres pracy niezbedny do realizacji zamierzonego
celu.

Warsztat badawczy przedstawiony zostat w rozdziale 4. W tej czeSci pracy Autorka
zamiescita  informacje  dotyczace stosowanych metodyk badan  analitycznych
i technologicznych, a takze szczegdlowa charakterystyke uzytego materiatu biologicznego.

Oryginalne osiagnigcia rozprawy znalazly si¢ w dwoch ostatnich rozdzialach: 5 i 6,
w ktorych przedstawiono wyniki badan, podsumowanie i wnioski. W pierwszym etapie badan
Autorka dokonata identyfikacji mikroorganizméw wyizolowanych z wody zanieczyszczone;
odpadami pogazowniczymi, wykorzystujac izolacjg DNA, reakcje PCR i sekwencjonowanie.
Nastgpnie na podstawie badan genotypu sporzadzita drzewo filogenetyczne, ktére w sposob
schematyczny ilustruje zaleznosci filogenetyczne pomiedzy badanymi sekwencjami
iorganizmami. Wykorzystujac zasoby baz National Center Biotechnology Information
zidentyfikowata bakterie wykazujace zdolno$é do biodegradacji weglowodoréw. Nastepnym
elementem badan bylo wyznaczenie szybkosci przyrostu biomasy zidentyfikowanych
szczepow bakterii. Okazato sig, ze warto$ci te sg znacznie nizsze niz wykazane dla bakterii
heterotroficznych, rozwijajacych si¢ w klaczkach osadu czynnego, co moze przyczyniaé si¢
do problemoéw z utrzymaniem odpowiedniej biomasy przebadanych bakterii w ukladach
technologicznych z osadem czynnym. Podjeto rowniez prébe oceny skutecznosci
oczyszczania przez wyselekcjonowane szczepy bakteryjne skazonej odpadami
pogazowniczymi wody podziemnej, pobranej z terenu nieczynnej gazowni w Berlinie.

Zbadan wynika, ze wyzsza efektywno$é procesu usuwania WWA uzyskiwano
w hodowlach zaszczepionych mieszaning bakterii niz pojedynczym szczepem, a takze, ze
skuteczno$¢ oczyszczania skazonej wody przez bakterie jest indywidualng cecha danego
szczepu. Cennym elementem jest wlaczenie do tego etapu badan testéw toksycznosci, gdyz
wielokrotnie wskazywano, ze produkty mikrobiologicznego rozktadu weglowodoréw moga
by¢ bardziej toksyczne niz sam zwiazek wyjsciowy. Uzyskane przez Autorke opracowania
wyniki wskazuja, Ze procesy biodegradacji prowadzone przez mieszaning szczepéw
bakteryjnych spowodowaly obnizenie toksyczno$ci wody skazonej WWA. Niemniej jednak
watpliwosci budzi metoda wyznaczania ECso. Autorka przytacza, ze w probce wody
z uzyciem mieszaniny bakterii po oczyszczeniu ECso= 150%. Czy stezenie $ciekow,
odciek6éw moze przyjmowacé warto$é 150%?

W nastgpnym etapie badan Doktorantka prowadzita eksperymenty majace na celu poréwnanie

efektu usuwania dekanu, toluenu i naftalenu w wyniku biodegradacji przez szczepy
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bakteryjne w obecnosci i bez nosnika stalego (pianka poliuretanowa). W tej czesci badan
okreslono takze zmiany genotypu bakterii. Wykazano, ze wieksza skuteczno$é usuwania
dekanu i naftalenu uzyskano przy immobilizacji komérek bakteryjnych na piance
poliuretanowej, natomiast w przypadku toluenu skuteczniejsza byla kultura bakterii
zawieszona w roztworze.

Nastgpna czg$¢ rozprawy poswigcona jest efektom oczyszczania wody podziemne;
skazonej weglowodorami i fenolem w bioreaktorze firmy Sartorius. Réwnolegle z badaniami
biodegradacji WWA okreslano mutagenno$é¢ wody zaréwno przed, w trakcie, jak réwniez po
procesie oczyszczania. Wykazano, ze produkty biologicznego rozktadu WWA nie wykazuja
wlasciwo$ci mutagennych w stosunku do organizmu testowego. Podobny charakter miaty
badania biodegradacji smoty weglowej obecnej w wodzie gruntowej zanieczyszczonej
weglowodorami. Doktorantka w tym etapie badan przeprowadzita 11 eksperymentdw, ktére
roznily si¢ migdzy soba, obecnoscia lub brakiem wybranych specyficznych szczepow
bakterii, badZz dodatkiem fatwo dostepnego Zrédla wegla w postaci glukozy, peptonu czy
octanu sodu. Wykazala, Ze obecnos¢ bakterii, szczegblnie Rhodococcus erythropolis
korzystnie wptywal na biodegradacje substancji obecnych w smole weglowej, natomiast
dodatek tatwo rozkladalnego zwiazku organicznego nie miat takiego znaczenia. Wykonane
badania toksycznosci testem Microtox wykazaly spadek toksycznosci probek poddanych
procesowi biodegradacji.

Ostatni cykl do$wiadczen obejmowal pomiar zuzycia tlenu podczas biodegradacji
wybranych weglowodoréw i ich mieszanin, stanowiacych jedyne zrédio wegla dla szczepow
bakterii. Wykonane testy respiracyjne wykazaly, ze bakterie z rodzaju Pseudomonas,
Stenotrophomonas i Rhodococcus posiadaja zdolnosci adaptacji do biologicznego rozktadu
weglowodorow zardwno alifatycznych, jak i aromatycznych.

W rozdziale 6 Autorka dokonala zwigzlego podsumowania uzyskanych wynikéw
badan oraz sformulowala zaledwie 4 wnioski wynikajace z przeprowadzonych
eksperymentéw. Nie ma tu np. odniesienia co do skutecznosci usuwania weglowodoréw
zbadanych mediow. Ponadto, jezeli we wnioskach podane sa wartosci wieku osadu, to
powinny by¢ one réwniez zamieszczone w czgSci opisowej np. w postaci tabeli. W pracy
zabraklo mi réwniez rozdziatu (dyskusji wynikéw), w ktérym Autorka poréwnataby wyniki
wlasnych badan z dostgpnymi danymi literaturowymi.



Uwagi dyskusyjne i szczegolowe

Zaglebiajac si¢ w szczegdly pracy doszukano sig kilku elementow, ktére moga by¢

przedmiotem dyskus;ji.

1.

Czym kierowala si¢ Autorka opracowania podejmujac decyzje o wlaczaniu testow Amensa
i Microtox tylko do wybranych probek $ciekéw? Nie zawsze wykazanie braku
toksycznosci probki wzgledem organizméw wodnych oznacza brak jej mutagennosci.
Réwnoczesne badanie toksyczno$ci i mutagenno$ci metabolitow pobiodegradacyjnych
umozliwia okredlenie potencjalnych zagrozen wynikajacych z odprowadzania $ciekéw do

miejskiej kanalizacji lub bezposrednio do zbiornikéw wodnych.

. Co sklonito Autorkg¢ do formutowania wniosku na str. 73, ze ,,przeprowadzone badania

wykazaly, ze przy stosowaniu ukladéw hybrydowych z wykorzystaniem biofilméw,
powstajacych na nosnikach ptywajacych, duze znaczenie ma wybér materiatu z jakiego
jest wykonany nosnik, rodzaj zanieczyszczenia oraz wiek powstajacego biofilmu” gdy
tymczasem Doktorantka stosowala tylko jeden noénik (pianke poliuretanowa) i nie

okreslata przy tym wieku osadu?

. W jaki sposéb wyznaczata Doktorantka ECso, uzyskujac dla wody oczyszczonej wartosé

150% (str. 65) ?

Uwagi redakcyjne

L

Autorka w calej pracy uzywa nazwy bakterii Vibrio fisheri, gdy powinno byé Vibrio
fischeri,

2. Str.1 w.10 g. - Jest wglowodorw, powinno by¢ weglowodorow.

3. Str.32 - Brak w wykazie bibliograficznym cytowanej na tej stronie pozycji literaturowej

(Lomonotowski i Szpindor,1999).
Str.42 - Dlaczego w eksperymencie 1 wprowadzano 250 cm’ wody gruntowej,

a w eksperymencie 4 i 8 ta ilo§¢ wynosita 245 cm’?

. Str.5 - Nie do konica jestem przekonana o prawidlowos$ci stwierdzenia ,,Wykorzystujac

zasoby baz danych NCBI ustalono, ze zidentyfikowane bakterie wystepuja w $rodowisku
skazonym weglowodorami i charakteryzuja sie zdolno$cia do ich biodegradacji”. Bazy te
nie informujg, Ze te bakterie wystepuja w srodowisku skazonym weglowodorami, jedynie
ich identyfikacje co do gatunku jak réwniez zawieraja dane dotyczace ich mozliwosci
metabolicznych w tym potencjalnych mozliwosci biodegradacji réznych substancji.
Niezasadne zatem wydaje sig¢ stwierdzenie Autorki wskazujace na przypisywanie przez
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bazy NCBI zidentyfikowanych bakterii do konkretnego $rodowiska o danym charakterze
skazenia.

Str.65 w.5 d. - Jest TU <10, powinno by¢ TU >10.

Str.78 - Autorka powotuje sig na rozdziat 4.9, ktorego nie ma w omawianej pracy.

Str.100 - Brak w tabeli 32 wynikéw eksperymentu 10.

© ® a o

Str.114 i 115 - Spis literaturowy przedstawiony chaotycznie (bez zachowania kolejnosci

alfabetycznej).

Podsumowanie i wniosek koncowy

Podsumowujac recenzj¢ pracy doktorskiej mgr inz. Justyny Klein oceniam pozytywnie
przeprowadzony przeglad aktualnego stanu wiedzy w zakresie problematyki poruszanej
w rozprawie, jak i bogata czg$¢ doswiadczalng. Uwazam, ze problemy prezentowane
W ocenianej pracy sa wazne i aktualne. Uwagi zawarte w pracy maja charakter polemiczny
1 w niewielkim stopniu wptywaja na moja pozytywna oceng omawianej rozprawy doktorskiej.
Doktorantka wykazata sig niezbedna wiedza i umiejetnosciami samodzielnego rozwiazywania
postawionych przed nia trudnych zadan i probleméw naukowych. Szczegélnie uwage nalezy
zwr6ci¢ na to, ze przeprowadzone badania doprowadzily do sformutowania konkretnych

wnioskow, ktére moga znalez¢ zastosowanie w praktyce.

Rozprawa doktorska mgr inz. Justyny Klein zatytulowana ,,Wspomaganie usuwania
wybranych weglowodoréw z zastosowaniem mikroorganizméw wyizolowanych ze
skazonego Srodowiska” spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim w $wietle
nowej ustawy o tytule i stopniach naukowych i wnosz¢ o dopuszczenie jej do publicznej
obrony przed Rada Wydzialu Inzynierii Srodowiska, Geomatyki i Energetyki
Politechniki Swietokrzyskiej.



