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1. Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Recenzja dysertacji Pani mgr inz. Agnieszki Wolniewicz zostala wykonana w oparciu
o materialy przestane przez Pana prof. dr hab. Mariusza Sojke¢, Przewodniczacego Rady Naukowe;j
dyscypliny inzynieria $rodowiska, gornictwo 1 energetyka, Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Wyniki ww. pracy powstaty w wyniku realizacji I edycji konkursu w programie MNiSW
,Doktorat wdrozeniowy”, realizowanego przez WNo0ZiZ UPP w latach 2017-2021 na podstawie
umowy zawartej przez ww. jednostke naukowa i1 firm¢ ATP Eko Serwis sp. z 0.0. z siedzibg w
Poznaniu.

Rozprawa doktorska ma uktad typowy dla prac badawczych, zawiera kolejno: streszczenie,
summary, wstep, przeglad literatury, cze$¢ doswiadczalng, zawierajacg opis celu i hipotez
badawczych oraz metodyke przeprowadzonych analiz, omowienie uzyskanych wynikow badan,

dyskusje wynikow, wnioski, bibliografig, spis tabel, rysunkow oraz zatgczniki.
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Nadrzednym celem rozprawy doktorskiej byto opracowanie wytycznych umozliwiajacych
pozyskanie i1 efektywne wykorzystanie biopreparatéw mikrobiologicznych do remediacji terenow
zanieczyszczonych weglowodorami. W ramach pracy podjeto probe weryfikacji hipotezy badawczej,
negujacej zasadno$§¢ wprowadzania biosurfaktantow jako czynnika stymulujacego procesy
bioremediacji zanieczyszczen weglowodorowych. Ponadto, podjeto sie ewaluacji skutecznoS$ci
immobilizacji mikroorganizmow jako metody zwickszajgcej tempo procesow bioremediacyjnych.

W swojej pracy doktorskiej mgr inz. Agnieszka Wolniewicz pracowata na mikroorganizmach
w formie mieszanej hodowli o potencjale degradacyjnym w stosunku do weglowodorow,
izolowanych zgodnie z zasadami poprawnego skriningu z miejsc zanieczyszczonych tymi
zwigzkami. Okreslita ich potencjat degradacyjny, wyznaczyla optymalne warunki wzrostu oraz
okreslita wplyw postaci izolatdéw (zawiesina vs. immobilizat) na ich zywotno$¢ w warunkach
laboratoryjnych. Doktorantka podjeta si¢ ewaluacji potencjatu degradacyjnego wytypowanych
mikroorganizméw w warunkach polowych oraz okre$lita zmiany struktury taksonomicznej
mikrobiomu glebowego podczas procesu bioremediacji w warunkach polowych.

W pracy doktorskiej, ktorej dotyczy ta recenzja, bardzo mocno wybrzmial utylitarny charakter
badan. Jak Doktorantka sama zauwazyta w dyskusji, temat pracy badawczej, opisany w dysertacji,
na pierwszy rzut oka jest mato atrakcyjny naukowo. Jest to tematyka szeroko opisywana W literaturze
fachowej od dtuzszego czasu i stosunkowo trudno znalezé w niej punkt zaczepienia dla nowej
hipotezy badawczej. Stusznie jednak Autorka zadaje pytanie dlaczego, majac na uwadze powyzsze,
weglowodory nadal stanowig problem $rodowiskowy? Tak rozpoczeta dyskusja to szereg waznych
z punktu widzenia hipotezy pracy pytan oraz logiczny wywod, wprowadzajacy w problem badawczy
oraz zaproponowane rozwigzanie praktyczne, z jednoczesng weryfikacja postawionej hipotezy.
Doktorantka powotuje si¢ w dyskusji na stosunkowo starg bibliografie, co podkresla fakt, ze temat
badawczy nie jest nowy, jednak wykorzystane zrodta literaturowe dobrze uzupeiniajg dyskusje
dysertacji. Zdaje sobie sprawe z faktu, ze doktorat ten mial mie¢ bardzo silny wydzwiek praktyczny
prowadzonych badan i w moim odczuciu to zadania $wietnie spehnit. Z naukowego punktu widzenia
brakuje mi jednak glgbszego zastanowienia si¢ nad pewnymi zagadnieniami naukowymi, ktore
wydajg mi si¢ bardzo ciekawe 1 moga stanowi¢ podstawe dalszych badan, zawierajacych mocny
element nowosci naukowej. Szczegolnie wazne wydaje mi si¢ przyjrzenie si¢ blizej mechanizmowi
dziatania ramnolipidow na bakterie w glebie w procesie bioaugmentacji (patrz pkt 12 ponizej) oraz

glebsza analiza taksonomiczna zmian, jakie zaszty w mikrobiomie gleby ww. trakcie i po procesie
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bioremediacji i jej powigzanie z tym procesem (patrz pkt 13 ponizej). Zdaje sobie sprawg, ze

zadaniem Doktorantki, jak wielokrotnie tez podkreslita, byta weryfikacja hipotezy badawczej pod

katem uzytkowym i waznym z punktu widzenia jej wieloletniego do$wiadczenia zawodowego,

redukcji kosztéw 1 zasadnos$ci pewnych dziatan praktycznych. Niemniej jednak praca doktorska jest

praca naukowg i zgl¢bienia ww. zagadnien w aspekcie poznawczym brakowalo mi w dyskusji

wynikéw. Ponizej przedstawiam kilka uwag oraz pytan, ktore mogg stanowi¢ poczatek dyskusji nad

zagadnieniami prezentowanymi w pracy:

1.

Jak Doktorantka wyjasni fakt, ze niejednokrotnie konsorcja mikroorganizmow maja wigksze
mozliwosci metabolizowania i degradacji weglowodorow niz poszczegdlne pojedyncze
szczepy (s. 35)?

Weglowodory sg bardzo powszechnym typem zanieczyszczen gleby, dlatego tez chciatabym
zapytac na jakiej podstawie zatozono, ze gleba kontrolna do do§wiadczen nie miata wczesniej
kontaktu z takim zanieczyszczeniem (s. 60)? Dlaczego nie podje¢to analizy obecnosci
weglowodoréw w tej probee?

Na podstawie jakiej metodyki inkubowano bakterie mezo- i psychrofilne odpowiednio
w temperaturze 36°C i 15,5°C (S. 65)?

W jaki sposob uniknieto rozwarstwiania hodowli ptynnej mikroorganizméw z dodatkiem
oleju napedowego podczas inkubacji z wytrzgsaniem (S. 66, 67)?

Na podstawie jakich przestanek (metodyki) zatozono, ze 10-cio krotne pasazowanie hodowli
pozwoli na uzyskanie ustabilizowanego konsorcjum bakteryjnego do dalszych doswiadczen
(s. 66)?

Jak zapewniono jednorodno$¢ probek gruntu do oznaczen cytometrycznych (s. 69),
zwazywszy na fakt, ze gleba jest z natury srodowiskiem wysoce heterogenicznym?

Mam watpliwos¢ nomenklaturowa w kwestii oznaczen cytometrycznych komorek
aktywnych/martwych. Doktorantka uzywa pojecia ,,subpopulacja komorek”. To okreslenie
jest zasadne przy komorkach eukariotycznych, np. w analizie nowotworow, jednak w kwestii
mikrobiologicznych hodowli mieszanych (konsorcjow) jakimi sg zbiorowiska badane w tej
pracy nie mozemy mowi¢ o populacji i subpopulacji. Wynika to z faktu, ze populacja jest

z natury jednogatunkowa, a z przeprowadzonych badan metataksonomicznych wiadomo, ze



9.

10.

11.

12.

13.

Politechnika
Slaska

zbiorowisko byto stosunkowo zrdéznicowane taksonomicznie (. 91 i dalej). To samo tyczy sie
uzycia definicji populacji na stronie 115. Doktorantka obserwowata zmiany w konsorcjum,
zbiorowisku lub biocenozie, a nie w populacji. Unikatabym takiego sformutowania w tym
kontekscie.

Z czego zdaniem Doktorantki wynika fakt, ze wyizolowane mikroorganizmy sktadaty si¢ w
przewazajgcym stopniu z mikroorganizméow mezofilnych (5.93)?

Na stronie 98 rozprawy doktorskiej Doktorantka wspomina, ze uzyskane wyniki dot. kinetyki
wzrostu mikroorganizméw z i bez dodatku ramnolipidow mozna ,,interpretowac jako brak
toksycznego oddzialywania ramnopilidow na badane mikroorganizmy”. Dlaczego zatozono,
ze ramnolipidy sa toksyczne? Czy Doktorantka moze wskazaé jakie§ wyniki badan w tym
zakresie?

Czy nie wydaje si¢ oczywistym, ze analiza udzialu komorek zywych w probee bezposrednio
po podaniu biopreparatu bedzie wskazywac¢ na wzrost liczby tej frakcji mikroorganizmow,
zwazywszy na fakt, ze uzyta tu metoda nie przyporzadkowuje oznaczonych podgrup
bakteryjnych do ich pozycji taksonomicznych (oznaczane sg tylko zywe, martwe i 0 obnizone;j
aktywnosci, a wigc i te wprowadzone z bioszczepionka, a zadne nie sg specyficznie
znakowane)?

Doktorantka poczynita bardzo ciekawe i wazne z punktu widzenia naukowego obserwacje
dotyczace istotnej statystycznie korzystnej zmiany aktywnosci bakterii aktywnych
1 umiarkowanie aktywnych po dodaniu ramnolipidéw, utrzymujace si¢ dodatkowo do konca
eksperymentu (s. 111). Doktorantka wyjasnia to zjawisko lepsza adaptacja mikroorganizmow,
bez wptywu na efektywno$¢ degradacji zwiazkow ropopochodnych (s. 119). Jaki mogiby by¢
mechanizm takiego zjawiska? Czy moze si¢ to jako$ taczy¢ z biodegradowalnos$cia
ramnolipidéw (s. 126), a co za tym idzie ich rolg jako dodatkowego zrodta wegla? Czy
Doktorantka przeprowadzata dodatkowe analizy w tym zakresie lub planuje pochyli¢ si¢ nad
tym zagadnieniem naukowym?

Nie zgadam si¢ z uzyciem w dysertacji pojecia ,,analiza metagenomowa” (s. 112).
Doktorantka przeprowadzita analiz¢ metataksonomiczng, nie badala calo$ci metagenomu
(catej puli genowej zbiorowiska), jedynie analizowata biocenoz¢ z uzyciem fragmentu genu

kodujacego 16S rRNA, co zgodnie z proponowana nomenklaturg (Marchesi, J.R., Ravel, J.
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The vocabulary of microbiome research: a proposal. Microbiome 3, 31 (2015).
https://doi.org/10.1186/s40168-015-0094-5) jest analizg metataksonomiczna.

14.

15.

16.

17.

18.

Czy tak duzy wzrost udziatu Proteobacteria (gtownie Gammaproteobacteria) w zbiorowisku
wyizolowanym jako konsorcjum hodowalne w laboratorium nie jest wlasnie zwigzane
bardziej z faktem ,,hodowalno$ci” tych mikroorganizméw? Doktorantka zatozyla, ze wynika
to tylko ze zdolnosci tych bakterii do rozktadu weglowodoréw, a warto zwroci¢ uwage, ze
konsorcja, ktore wykorzystywane byly w eksperymencie byty de facto hodowalng frakcja
bakterii, zdolng do utylizacji zwigzkéw ropopochodnych (s. 113).

Rysunki 36 i1 37 przedstawiajg strukture taksonomiczng zbiorowisk badanych, a nie ich
bioroznorodnos¢. W dysertacji nie obliczano/okre§lano poziomu biordznorodnosci
zbiorowisk, jedynie analizowano ich strukture taksonomiczng i na tej podstawie okreslono
czy sg ,,bardziej lub mniej ré6znorodne”, bez konkretnych wartosci liczbowych. Brakuje mi
tutaj dodatkowej analizy w zakresie indekséw biordznorodnosci (np. indeksu Shannona,
Simpsona etc.) i ich potaczenia ze zmianami taksonomicznymi oraz procesem bioremediacji
(s. 115, 116).

Na rysunku 37 na jasnoczerwono zaznaczono ,.chloroplast” — czy Doktorantka mogtaby
wyjasni¢, czego dotyczy ta nazwa 1 jakie sg wartosci liczbowe tej frakcji w stosunku do
pozostatych taksonow (np. w tabeli; s. 115)?

Doktorantka zwrocita uwage na wazny aspekt z zakresu ekologii mikroorganizmow w kwestii
roéwnowagi ekologicznej. Kazda biocenoza, zaburzona czynnikiem zewngtrznym, podejmuje
wysitki w powrocie do rownowagi poprzedzajace zaburzenie. Dlaczego zdaniem Doktorantki
tak si¢ dzieje i czy rOwnowaga po przezwycigzeniu tego czynnika (cyt. Stan sprzed
bioaugmentacji — s. 116) jest doktadnie tym samym stanem konsorcjum taksonomicznie,
biordznorodnie i funkcjonalnie?

Na stronie 125 Doktorantka wraca do tematu zmiany aktywnosci bakterii wprowadzanych
jako bioszczepionka do gleby, co tlumacz niezgodno$cia wprowadzanego mikrobiomu
z mikroorganizmami autochtonicznymi. Czy w takim razie zdaniem Doktorantki, jako
praktyka, nie bardziej zasadnym podejsciem bytaby izolacja autochtonicznych
mikroorganizmow w celu stworzenia bioszczepionki lub stymulacja autochtonicznej
mikroflory in situ, zamiast wprowadzania wyselekcjonowanych mikroorganizmow

w procesie bioaugmentacji?
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19. Wniosek 6 w $wietle moich uwag w punktach 8 1 15 powinien brzmie¢: wielokrotne
pasazowanie konsorcjow na poditozu selekcyjnym prowadzi do zubozenia taksonomicznego
zbiorowiska, ale jednocze$nie powoduje wzrost udzialu w konsorcjach frakcji komorek

aktywnych fizjologicznie, co przektada si¢ na efektywna degradacje oleju.

2. Ocena zasadnosci podjetej tematyki badawczej

Problem naukowy, ktorego rozwigzania podjeta si¢ w recenzowanej rozprawie Doktorantka,
dotyczy opracowania wytycznych umozliwiajacych pozyskanie i1 efektywne wykorzystanie
biopreparatow mikrobiologicznych do remediacji terenéw zanieczyszczonych weglowodorami.
Jednoczesnie Doktorantka zweryfikowala hipoteze negujaca zasadno$¢ wprowadzania
biosurfaktantow jako czynnika stymulujacego procesy bioremediacji  zanieczyszczen
weglowodorowych w warunkach dlugoterminowego eksperymentu polowego i ocenita skutecznosé
immobilizacji  mikroorganizméw  jako metody zwickszajacej efektywno$¢  procesow
bioremediacyjnych. Tematyka ta wpisuje si¢ w zagadnienia badan w zakresie inzynierii Srodowiska
oraz szeroko pojetej jego ochrony. Praca doktorska dotyczy proceséOw bioremediacyjnych gleby,
a ten temat jest nadal niezwykle wazny w ww. dyscyplinie naukowej.

Zasadno$¢ przyjetej tematyki badawczej oceniam pozytywnie. Doktorantka wykonata
szeroko zakrojony eksperyment badawczy, obejmujac rowniez niezwykle wazne z punktu widzenia
wdrozenia dlugoterminowy eksperyment polowy. Ponadto, w dysertacji wybrzmialo jej
do$wiadczenie zawodowe oraz znajomos$¢ norm i regulacji prawnych w temacie badawczym, co
w moim odczuciu jest niezwykle waznym elementem planowania dziatah bioremediacyjnych
1 przygotowywania procedur postgpowania. Badania wykonane w ramach tej dysertacji pozwolily
zweryfikowac hipoteze badawcza 1 wyciggna¢ wniosek o bezzasadnosci stosowania ramnolipidow
jako substancji zwigkszajacych efektywnos¢ biodegradacji zwigzkow ropopochodnych w glebie
w procesach bioaugmentacji, co jest wazna wskazowka dla praktykow realizujacych zadania

obejmujace bioremediacj¢ gleby.

3. Osiagniecia pracy
Zanieczyszczenie gleby zwigzkami ropopochodnymi nie tylko w Polsce jest nadal waznym
1 nierozwigzanym problemem $rodowiskowym. Ten typ zanieczyszczen wystepuje bardzo

powszechnie, a efektywne metody usuwania takich zanieczyszczen, w szczegolnosci w zakresie
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wykorzystania biotechnologii, sg tutaj bezcenne. Za osiggniecie w tej dysertacji uznaje
przygotowanie procedury stosowania biopreparatow w remediacji gruntu zanieczyszczonego
weglowodorami, zarbwno w warunkach in situ, jak i1 ex situ, co stanowito podstawe wdrozeniowa
tego doktoratu. Przygotowanie ww. procedury w oparciu 0 prawidlowo zaplanowany

1 przeprowadzony eksperyment badaczy stanowi niewatpliwy walor przedstawionej do oceny pracy.

4. Podsumowanie pracy

Doktorantka przedstawita do oceny doktorat o charakterze praktycznym, bedaca wynikiem
badan laboratoryjnych, poprzedzonych wstgpem teoretycznym, stanowigcym dobrze zarysowane tto
problemu badawczego i charakterystyke materiatu badawczego. Badania zostaly przeprowadzone w
sposob kompleksowy, a ich wymiernym efektem jest przygotowanie procedury stosowania
biopreparatow w remediacji gruntu zanieczyszczonego weglowodorami. W pracy Doktorantka nie
ustrzegta si¢ drobnych btedow jezykowych, interpunkcyjnych i edycyjnych, ktore z reguly sa
nieuniknione i w zaden sposob nie umniejszajag merytorycznie przedstawionej do recenzji pracy
doktorskiej. W moim odczuciu czg$¢ dyskusyjna, jako tekst techniczny, powinna by¢ pisana
bezosobowo, jednak nie zmienia to faktu, ze czyta si¢ t¢ cze$¢ dobrze i stanowi ona logiczny i pltynny
wywadd, oparty na uzyskanych wynikach.

W oparciu o przeprowadzone badania Doktorantka sformutowata 10 wnioskow, ktore
pozwolity zweryfikowa¢ postawione na poczatku pracy hipotezy badawcze. Moim zdaniem
najwazniejsze z nich to:

Whiosek 5: Optymalne parametry wzrostu konsorcjow w warunkach laboratoryjnych sprowadzaja
si¢ do temperatur w zakresie 20-30°C, odczynu pH zblizonego do obojetnego oraz stosunku wegla
do azotu wynoszacego 20:1.

Whiosek 7: Unieruchamianie analizowanych konsorcjow degradujacych weglowodory w alginianie
sodu lub nosnikach mineralnych spowodowalo istotny spadek zywotno$ci mikroorganizmoéow, co
dyskwalifikowato te techniki jako sposob bioaugmentacji.

Whiosek 9: Dlugoterminowe doswiadczenie polowe dotyczace biodegradacji weglowodorow
w zanieczyszczonym gruncie przez uzycie konsorcjum (P1) potwierdzito zdolno$¢ tych
mikroorganizméw do zasiedlenia skazonego $rodowiska i jego skutecznej bioremediacji. Podczas
eksperymentu trwajacego 356 dni uzyskano 89% redukcji weglowodoréw z poczatkowego stezenia

wynoszacego 6630 mg/kg s.m.
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Whiosek 10: W odniesieniu do biosurfaktantow uzyskane wyniki pozwolitly na potwierdzenie
przyjetej hipotezy badawczej opierajacej si¢ na podwazeniu roli tego typu zwigzkow jako czynnika
zwigkszajacego degradacje weglowodorow podczas proceséOw bioremediacyjnych. Prowadzone
badania laboratoryjne z suplementacjg ramnolipidami w stezeniach 50-250 mg/l nie wptynety na
parametry wzrostu konsorcjow. Hipoteze badawcza potwierdzono takze badaniami polowymi,
w ktérych poddano remediacji grunt zanieczyszczony olejem napedowym. Wprowadzenie do
zanieczyszczonego gruntu ramnolipidow zwigkszato udzial subpopulacji komorek aktywnych
w konsorcjum P1, jednak zaden sposéb nie przektadato si¢ to na zwigkszenie tempa procesow

degradacyjnych.

5. Konkluzja koncowa

Przedstawiona do oceny dysertacja potwierdza umiejetnosci Doktorantki w planowaniu
i samodzielnej realizacji badan naukowych, analizowaniu i dyskutowaniu uzyskanych wynikow oraz
poprawnym wycigganiu wnioskéw. W moim odczuciu rozprawa doktorska jest merytoryczna, spojna
tematycznie i posiada bardzo mocno podkreslony charakter aplikacyjny wykonanych badan
w zakresie inzynierii Srodowiska. Nie mam watpliwosci, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Agnieszki Wolniewicz pt. Analiza czynnikoéw determinujacych efektywnos¢ degradacyjna
biopreparatow mikrobiologicznych wykorzystywanych w remediacji sSrodowiska zanieczyszczonego
weglowodorami, spelnia warunki okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017
1., poz. 1789), zgodnie z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe
— Prawo o0 szkolnictwie wyzszym (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669). Wnosz¢ wigc o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapow postgpowania w przewodzie doktorskim na Wydziale Inzynierii
Srodowiska i Inzynierii Mechanicznej Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu w dyscyplinie

inzynieria srodowiska, gornictwo i energetyka.
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