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Praca doktorska mgr inz. Agaty Zdarta powstala w zespole naukowym profesor Ewy
Kaczorek i jest kolejng z szeregu dysertacji w tematyce aspektow ekologicznych chemii
organicznej i przemystowej, ukierunkowanych na wykorzystanie wyselekcjonowanych
mikroorganizméw do usuwania zanieczyszczen srodowiskowych, tj. bioaugmentacji.
Doktorantka nawigzuje do biodegradacji weglowodorow o roznej rozpuszczalnosci lub
rozproszeniu w fazie wodnej (aromatycznych, alifatycznych i oleju napgdowego) w obecnosci
wyizolowanych ze srodowiska komorek mikroorganizméw ze szezepow Raoultella planticola
MO1, Raoultella ornithinolytica MO3 oraz Acinetobacter calcoaceticus M1B.

Usuwanie pochodnych ropy naftowej ze $rodowiska wymaga poszerzenia wiedzy w
temacie dysertacji, tj. mozliwosci uogélnien na podstawie eksperymentow i obserwacji zmian
wlasciwoscei powierzchniowych i zdolnosci biodegradacyjnych komorek mikroorganizmow
wyizolowanych ze srodowiska naturalnego. Podjgta w dysertacji tematyka wpisuje si¢ w nurt
wspolezesnych trendow chemicznych i technologicznych i jest wazna z punktu widzenia
gospodarczego i ekologicznego, a zarazem wymaga badan nad chemizmem i aspektami
srodowiskowymi. W tym odniesieniu, praca badawcza i dysertacja mgr inz. Agaty Zdarta s
uzasadnione i potrzebne pod wzgledem naukowym i aplikacyjnym.

Praca doktorska mgr inz. Agaty Zdarta wykonana na Wydziale Technologii
Chemicznej Politechniki Poznanskiej obejmuje 173 strony, zawiera 32 rysunki, 18 tabel, 209
pozycji literaturowych. Niemal 13% cytowanych artykuléw zostalo opublikowanych w latach
2017-2019, co $wiadezy o zglebianiu literatury przedmiotu na biezaco. Rozprawa podzielona
zostala na trzy czgsci: literaturowa - zawierajaca trzy rozdzialy, eksperymentalng -
zawierajgcg 8 rozdzialow oraz rozbudowang czes¢ z wynikami badan i dyskusjg wynikow.
Odrebne, nienumerowane rozdziaty stanowig: spis skrotow i symboli, wprowadzenie, cel i
zakres pracy oraz podsumowanie. Rozprawe zamyka wykaz cytowanej literatury, spis tabel i
rysunkow. dorobek naukowy Autorki, streszczenie w jezyku polskim i w jezyku angielskim
oraz aneks w postaci plikow elektronicznych, zawierajacych suplementarny material
biochemiczny.

Po zwieztym Wprowadzeniu, nastepuje omoéwienie literatury przedmiotu, zawarte w
trzech rozdziatach. Doktorantka wykazala sie tutaj wysoka znajomoscia przedmiotu dysertacji
odnosnic zachowania si¢ i charakterystyki chemicznej zanieczyszczen weglowodorowych w
srodowisku, wymogow legislacyjnych, sposobow usuwania zanieczyszezen i znaczenia w
nich mikroorganizmow, a przede wszystkim znajomoscia charakterystyki mikroorganizmow,
wyczerpujgco  przyblizajac  ich budowe i wlasciwosci, uwarunkowania biologiczne
efektywnego transportu i metabolizmu zanieczyszczen oraz znaczenia bioaugmentacji w
oczyszezaniu Srodowiska. Kompetencje Doktorantki w przedmiocie dysertacji sg wyraznie
widoczne w omowieniu wplywu wybranych weglowodoréw na zdolnosci degradacyjne
wybranych szezepow bakterii, w tym na stres metaboliczny i odpowiedz komorkowa, $ciezki
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degradacji oraz modyfikacj¢ wlasciwosci komorek - tematach, w ktorych Doktorantka obraca
sie bardzo swobodnie.

Zbytniej rozbudowie czgsci literaturowej zapobiegly przejrzyste i merytorycznie
poprawne zestawienia tabelaryczne: tabela 1.2. (przyktady wykorzystania bioaugmentacji do
zanieczyszezen weglowodorowych) oraz tabela 1.3. (zmiany wybranych wlasciwosci
mikroorganizméw pod wplywem kontaktu z weglowodorami). Skoncentrowanie si¢ na
biodostepnosci  zanieczyszezen weglowodorowych, a  zarazem docenienie  znaczeniu
fizykochemii powierzchni w badaniach zmiany morfologii powierzchni komorek, kluczowego
czynnika przebiegu procesu biodegradacji, potwierdza niewgtpliwe predyspozycje naukowe
Doktorantki. Oto kilka uwag szczegdtowych, odnoszacych si¢ do czgsei literaturowe;:

e Jednoznaczne stwierdzenie: Parametry przedstawione na Rysunku I. 3 sq kluczowymi
przy doborze optymalnej metody usuwania zanieczyszczen weglowodorowych nie ma
oparcia w omowieniu literatury (rozdz. 1.3.).

o Wskazujac na: ...obecnos¢ mikroorganizméw (migdzy innymi bakterii lub grzybow),
zdolnych do pobierania zwigzkéw ropopochodnych i przeksztalcania ich na drodze
przemian metabolicznych... warto bylo wspomnie¢ o naturalnym uwalnianiu
weglowodoréw do $rodowiska, z czego tylko ilos¢ ropy naftowej wyciekajacej
globalnie do wod morskich jest szacowana na 400 tys. ton rocznie. Dlugi okres
zanieczyszcezania srodowiska weglowodorami z naturalnych zrodel pozwolil na
adaptacje  mikroorganizméw, co bardzo przemawia za korzystaniem  z
mikrobiologicznych metod oczyszezania srodowiska z weglowodorow.

e Juz ponad pol wieku temu wskazywano w artykulach i zastrzegano w patentach,
preparaty zwigzkéw azotu i fosforu, wykazujace wysoka adhezj¢ do plam olejowych,
jako czynnik limitujacy szybkos¢ degradacji weglowodoréw na morzu i akwenach
srodladowych.

e Moze warto bylo zilustrowa¢ wzrost i namnazanie si¢ bakterii odpowiednio
skomentowanym wykresem krzywej wzrostu bakterii (rozdz. 2.2.)?

e Napotyka si¢ nie do konca przemyslane cytowania, jak np. ostatnie zdanie na str. 22:
...dokladny mechanizm oddzialywania zanieczyszczen hydrofobowych na membrany
biologiczne nie zostal jeszcze do konca przebadany i wymaga zaawansowanych badan
/46] - gdyz fenole nie sa najlepszym przykladem zanieczyszczen hydrofobowych, a
publikacja pochodzi z 2008 roku.

e Wywod nt. wptywu adhezji i zjawisk elektrokinetycznych na biodostgpnosc¢
zanieczyszezen w rozdz. 2.2. jest bardzo zwiezly, stad prosz¢ o uwzglednienie tego
tematu w prezentacji na obronie (roztwor glebowy, zwilzanie, micelle, hydrofobowos¢
powierzchni komorek, forma wystepowania zanieczyszczen).

Podsumowanie omowienia literatury przedmiotu zamieszezono na poczatku rozdziatu Cel i
zakres pracy, akeentujgc niedostateczng wiedz¢ w obszarze mechanizmow  przemian
zachodzacych w komorkach eksponowanych na szkodliwe dziatanie ksenobiotykow. Celem
badan bylo okreslenie:

e wplywu mieszaniny wybranych weglowodoréw aromatycznych i alifatycznych na
modyfikacje komorek podezas adaptacji mikroorganizméw do biodegradacji w
warunkach tlenowych,

e zdolnosci degradacyjnych mikroorganizmow wzgledem oleju napedowego 2
wykorzystaniem szczepow bakteryjnych, wyizolowanych z probek srodowiskowych,
oraz konsorcjum mikroorganizméw autochtonicznych zawartych w wodzie jeziornej.

Stosownie do powyzszego mgr inz. Agata Zdarta sformulowata cztery zadania badawcze.



Eksperymentalna cz¢$¢ dysertacji stanowi obszerny i szczegdlowy opis metodyk
badawczych i analitycznych. Rozpoczyna si¢ od opisu odczynnikow 1 aparatury,
przygotowania szkla i roztworéw do badan. Wazny rozdzial stanowi opis izolacji i
charakterystyka szczepow bakteryjnych. W dalszej czesci opisano proces izolacji i
charakterystyke mikroorganizmow pozyskanych z probek srodowiskowych oraz metodyke
okreslenia wplywu zanieczyszczen weglowodorowych na komorki wyizolowanych szezepow.
W pieciu ostatnich rozdziatach oméwiono wlasciwosei powierzchniowe komorek, analize
zmian  wlasciwosci  komorek eksponowanych na weglowodory aromatyczne, analizg
metagenomowg oraz wskazano metodyke statystycznej oceny wynikow  badan.
Wielowatkowy opis metodyk pomiarowych i korzystanie z nowoczesnej aparatury we
wspolpracy z innymi o$rodkami badawczymi w Polsce $wiadezy o duzym zaangazowaniu i
posiadaniu solidnych i aktualnych umiejetnosei laboratoryjnych przez Doktorantke.

W trzeciej czgsei pracy zamieszezono i omowiono wyniki badan, ktére odnosza sie do
izolacji i selekcji mikroorganizmow (dla kazdego z badanych szczepow wykonano drzewo
podobienstwa filogenetycznego, a sekwencje zidentyfikowanych mikroorganizmow zostaly
zgloszone do bazy GenBank, National Center for Biotechnology Information), ekspozycji na
weglowodory i jej wplyw na wiasciwosei komorek. analizy zmian wlasciwosei komorek
cksponowanych na weglowodory aromatyczne (wskazuja na znaczace réznice w poziomie
ckspresji bialek w komorkach szczepéw w poréwnaniu do prob nieeksponowanych),
porownanie  zmian  wlasciwoéci  biodegradacyjnych  komorek — eksponowanych i
niecksponowanych na weglowodory (przemawiajaca jest tutaj dokumentacja fotograficzna).
oraz wykorzystania uzyskanych szczepow do oczyszczania zaolejonej wody (bardzo
przejrzysta jest tabela IV 1. z wynikami badania efektywnosci biodegradacji weglowodorow i
charakterystykg komorek szczepow).

Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja, ze komorki poddane ekspozycji na
zanieczyszezenia  weglowodorowe podejmuja  najezesciej modyfikacje, polegajace na
zwigkszeniu hydrofobowosci powierzchni oraz na znaczacych zmianach przepuszezalnosci i
plynnosci blony komdrkowej, w wyniku zmian udziatu nasyconych i nienasyconych kwasow
tluszczowych. Przeprowadzone analizy proteomiczne wykazaly istotne modyfikacje profili
bialkowych komorek, w szczegolnosci aktywnosei peptydow zaangazowanych w procesy
syntezy bialek. Zaobserwowano rowniez, ze szybka odpowiedz komorek charakteryzuje sie
wigkszg intensywnoscia i modyfikacjami pozioméw akumulacji innych bialek komorkowych
niz odpowiedz dlugoterminowa (w wyniku dlugotrwalej ekspozycji na weglowodory).

Wyizolowane z probek gleby bakterie o potwierdzonych zdolnosciach degradacyjnych
w stosunku do weglowodorow wehodzacych w sklad oleju napedowego zwigkszaly swoje
zdolnosci  remediacyjne  w wyniku ekspozycji na weglowodory. Podobne zmiany
zaobserwowano réwniez w przypadku komorek mikroorganizméw poddanych ekspozycji na
naturalne zwigzki powierzchniowo-czynne. Sg to wazne obserwacje z punktu widzenia
technologii oczyszczania srodowiska, pozwalajace na zaoszezedzenie znaczacych ilosci
surfaktantow, wspomagajacych proces biodegradacji zanieczyszczen weglowodorowych.

Przedstawione w dysertacji wyniki analiz puli DNA bakterii wyizolowanych ze
zbiornikow  sfodkowodnych sugerujg duze zrdznicowanie mozliwosci dostosowawczych
mikroorganizmoéw z r6znych srodowisk do degradacji oleju napgdowego. Niemniej jednak,
nalezy podkresli¢c zaobserwowany korzystny wplyw bioaugmentacji na biordznorodnosé
bakterii zajmujacych dany habitat w przypadku zanieczyszczenia go weglowodorami
ropopochodnymi.

Na wyroznienie zastuguje merytoryczna dyskusja wynikow, konczaca kazdy rozdzial.
Szkoda, ze nie podkreslono w tym miejscu, czy i gdzie wyniki badan zostaly opublikowane.
Trzy wilasne artykuly cytowane sg tylko w czgsci omawiajacej literaturg przedmiotu.
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Doktorantka wykonala ogrom pracy systematycznie identyfikujagc mikroorganizmy i
charakteryzujac produkty degradacji weglowodorow. Klarowne i jednoznaczne wnioski - ze
wskazaniem nowosci naukowej - koresponduja z postawionymi zadaniami badawczymi.

Najwazniejsze osiggni¢cia naukowe bedgce wynikiem prowadzonych badan i
opublikowane w renomowanych czasopismach - patrz pozycje 8. 11, 14 i 15 w wykazie
dorobku naukowego (strona 163) mgr inz. Agaty Zdarta, ktora jest pierwszym autorem - to:

e Wykazanie mozliwosci indukeji zmian wiasciwosci powierzchniowych komorek
w  wyniku ekspozycji na zanieczyszczenia weglowodorowe oraz zbadanie
wielopoziomowych zmian wlasciwosci komorkowych zachodzacych pod wplywem
ekspozycji na zanieczyszczenia weglowodorowe, co pozwoli lepiej zrozumie¢
procesy ich biologicznej degradacji.

e Zaproponowanie nowych rozwigzan technologicznych w bioremediacji gruntow
zanieczyszczonych weglowodorami poprzez wykorzystanie komorek poddanych
wezesniejszej ekspozycji na weglowodory lub namnozonych w hodowlach =z
dodatkiem naturalnych surfaktantéw.

Oto dalsze uwagi szczegdlowe, odnoszace si¢ do cze¢sci eksperymentalnej:

e (Czy surfaktanty powstajagce w wyniku degradacji weglowodorow zwigksza zdolnosci
remediacyjne w ukladzie glebowym?

e (zy zaobserwowana mniejsza efektywnos¢ biodegradacji ON moze wynika¢ ze
zmiennych udzialéw dodatkéw uszlachetniajgcych paliwo, utrudniajgeych adaptacje
mikroorganizmow? Wg karty charakterystyki ON stanowi mieszanina weglowodordw
C'9-C25 pochodzenia naftowego (olej napgdowy) oraz estrow metylowych wyzszych
kwasow tluszczowych np. C;:H;3COOCH;, zawierajgea dodatki uszlachetniajgcee:
detergenty, dodatki smarnosciowe, przeciwkorozyjne, poprawidajgce odpornos¢ na
utlenianie, podwyzszajgce liczbe cetanowq, deemulgujgce i depresatory; moze
zawiera¢ dodatki przeciwpienne, biobojcze oraz znacznik paliwa (max 3 000 ppm).
Trudno dla takiego substratu otrzymac¢ jednoznaczne wyniki biodegradacji.
Zdecydowanie tatwiejsza do interpretacji wynikow jest mieszanina modelowa.

e Na wykresach ruchliwosci elektroforetycznej powinna by¢ podana temperatura, pH i
sila jonowa fazy wodnej - te mozliwosci pomiarowe daje zastosowany zetametr.
Parametry te powinny tez by¢ uwzglednione w interpretacji wynikow badan.

Dysertacji nadano staranng szat¢ graficzng, niemniej zauwazylem niezr¢czne terminy
techniczne i naukowe oraz bardzo liczne blgdy maszynowe.

Wartym podkreslenia jest realizacja wybranych badan zamieszczonych w dysertacji w
ramach kilku grantow, a przede wszystkim w ramach projektu NCN Preludium 10 - $rodki
przyznano Doktorantce w 2016 roku jako kierownikowi grantu. Imponujgcy jest tez ogdlny
dorobek publikacyjny Doktorantki jako wspotautora, i cztonka zespolow realizujacych kilka
grantow, obejmujacy 21 artykuldéw o sumarycznym czynniku wplywu 54, oraz doniesienia
konfereneyjne.

Podsumowanie

Obszarem badawczym mgr inz. Agaty Zdarta byl wplyw wybranych weglowodorow
aromatycznych i alifatycznych na wlasciwoscei i funkcjonowanie komorek bakterii zdolnych
do ich biodegradacji. Cz¢$¢ literaturowa stanowi starannie opracowane, zwi¢zte kompendium
wiedzy na temat usuwania zanieczyszczen weglowodorowych oraz wykorzystania w tym celu
mikroorganizmow z oceng wplywu weglowodorow alifatycznych i aromatycznych na
komorki. Wraz z wynikami badan w tym zakresie uzyskano znaczace wzbogacenie wiedzy o
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wlasciwosciach  mikroorganizmow  degradujacych — weglowodory — oraz  mozliwosci
indukowania przemian komorkowych, w celu zwigkszenia efektywnosci biodegradacji
zwigzkoéw aromatycznych i alifatycznych.

Na podstawie starannie zaplanowanych i przeprowadzonych badan Doktorantka
okreslita wplyw zaproponowanych substancji na komorki, ocenita mozliwosei indukeji
wybranych zmian wilasciwosci komorkowych oraz przeanalizowala mozliwosci poprawy
zdolnosci biodegradacyjnych badanych mikroorganizmow a zarazem dokonata wyczerpujacej
i oryginalnej dyskusji uzyskanych wynikow. Tym samym mgr inz. Agata Zdarta zrealizowala
postawione sobie cele pracy oraz wykazala si¢ umiejetnoscia prowadzenia samodzielnych
badan naukowych.

Uzyskane wyniki potwierdzaja znaczace modyfikacje hydrofobowosci powierzchni
komorek. potencjatu elektrokinetycznego i przepuszezalnosci blony komorkowej, jak rowniez
wskazujg na zmiany w profilu kwaséw tluszczowych i bialek oraz aktywnosci genetycznej i
enzymatycznej badanych bakterii, co stanowi istotny wklad poznawczy i technologiczny w
rekultywacje gleb i srodowiska wodnego i uzasadnia podjecie tematyki zaprezentowanej w
dysertacji. Nalezy podkresli¢, ze pozytywny wplyw ekspozycji komorek na zwiagzki
weglowodorowe stanowi obiecujacy material do dalszych badan nad indukcjg zmian w
komorkach mikroorganizméw, a opracowane i zaprezentowane w ramach przedkiadanej
rozprawy doktorskiej wyniki pozwolily lepiej zrozumie¢ mechanizmy rzadzace procesem
adaptacji komoérek do biodegradacji weglowodoréw. Chee podkresli¢ interdyscyplinarne
podejscie do rozwigzania problemu z pogranicza biochemii, mikrobiologii, biotechnologii
oraz technologii ochrony $rodowiska, a zarazem uwzglgdnienie fizykochemii powierzchni
oddzialywan mikroorganizmoéw z zanieczyszczeniami na poziomie komoérkowym i
molekularnym, w tym badania aplikacyjnosci wybranych bakterii do usuwania
zanieczyszezen weglowodorowych.

W tym odniesieniu, uznaj¢ dysertacje mgr inz. Agaty Zdarta za dojrzaly prace
naukowg, ktora wnosi nowe wartosci do podstaw chemicznych i biochemicznych technologii
likwidacji zanieczyszczen srodowiska. Przedstawione w pracy badania sa metodologicznie
poprawne, a uzyskane wyniki, ktore poddano analizie statystycznej, sa wazne zarOwno z
naukowego. jak i praktycznego punktu widzenia. Zasygnalizowane w recenzji uwagi
krytyczne maja przede wszystkim charakter dyskusyjny i nie umniejszajg wartosci naukowej i
praktycznej dysertacji.

Dysertacja mgr inz. Agaty Joanny Zdarta spelnia wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym. W tym odniesieniu stawiam wniosek do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne, Wydzial Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej, o dopuszezenie mgr
inz. Agaty Zdarta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Kluczowe wyniki. stanowigce odniesienie do celu i zakresu pracy, zostaly
opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych o mi¢dzynarodowym zasiegu a
sama praca stanowi kompendium wiedzy o wysokich walorach poznawczych i praktycznych,
dlatego proponuj¢ wyréznienie ocenianej dysertacji.



