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1. Podstawa opracowania recenzji

Recenzja zostata opracowana w zwiazku z Uchwala Rady Wydziatu Nauk o Zywnosci
i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 26 stycznia 2017 r., wyrazona na

pi$mie przez Dzieckana Wydziatu — dr hab. Bozen¢ Danyluk — z dnia 28.07.2017 r.

2. Celowos$¢ podjecia tematu

Zagadnienia zwigzane z zanieczyszczeniem gleb substancjami chemicznymi w ostatnim
czasie uznaje si¢ za priorytetowe. Swiadcza o tym liczne konferencje, sympozja czy
podstawowy dokument Unii Europejskiej w zakresie ochrony srodowiska glebowego, tzw.
Strategia tematyczna w dziedzinie ochrony gleby (Thematic Strategy for Soil Protection),
ktora wskazuje na konieczno$¢ zachowania gldownych funkcji gleb oraz ich ochrony przed
najistotniejszymi  zagrozeniami takimi jak: wubytek materii organicznej, erozja,
zanieczyszczenia i zmiany biordznorodnosci. W przypadku terenéw wykorzystywanych

rolniczo, istotne znaczenie maja funkcje produkcyjna, retencyjna i siedliskowa. Funkcja



siedliskowa zwigzana jest z bior6znorodnos$cia, a jednym z najpowazniejszych zagrozen dla
siedliskowych funkcji gleb uzytkowanych rolniczo jest zanieczyszczenie szkodliwymi
substancjami  chemicznymi, w tym zwigzkami organicznymi z grupy WWA.
Zanieczyszczenia te stanowig ogromng grupe zwigzkow o zroéznicowanych wlasciwosciach,
stad trudno$¢ w ich degradacji. Dotychczasowe doswiadczenia wykazuja, ze zastosowanie
technik biologicznego oczyszczania gruntdw zanieczyszczonych wielopierscieniowymi
weglowodorami aromatycznymi jest najbardziej racjonalnym sposobem ich rekultywacji.
Z uwagi na stosunkowo niskie koszty oraz wysoka skuteczno$¢, metody te znajduja
w dzisiejszych czasach zastosowanie na skalg techniczng, ponadto ciesza si¢ akceptacja
spoteczng. Wsrdd metod biotechnologicznych istotng rolg odgrywaja metody bioaugmentacji
wspomagane dodatkiem surfaktantow. Poniewaz dane na temat wptywu surfaktantow
1 bioaugmentacji na rozktad weglowodorow nie sg jednoznaczne, a czasami wrecz sprzeczne,
tak wigc oceniana praca trafnie wpisuje si¢ we wspolczesny nurt badan, prowadzonych
w wielu osrodkach naukowych krajowych 1 zagranicznych, dotyczacych podniesienia

efektywnosci degradacji WWA 1 wypehia te luke.

3. Ogolna charakterystyka rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Zuzanny Justyny
SZCZEPANIAK liczy 143 strony. Czg$¢ przegladowa stanowi ok. 33% pracy, czegsé
eksperymentalna wraz z uzyskanymi wynikami ok. 37%, dyskusja wynikow badan ok. 8%,
pozostalg cze$¢ stanowig wnioski i bibliografia oraz dorobek wiasny Autorki. W bardzo
obszernej bibliografii obejmujacej 184 pozycji literatury jedynie ok. 9% stanowia doniesienia
w jezyku polskim. 60% stanowig oryginalne i przegladowe publikacje naukowe z ostatnich 10
lat.

Praca posiada tradycyjny uklad obejmujacy 11 podstawowych rozdzialow
(Wprowadzenie — Czesé literaturowa — Hipotezy badawcze — Cel pracy i zadania badawcze
(Roz. 1-4) — Materiatly i metody — Wyniki badan wraz z ich oméwieniem — Dyskusja wynikow -
Whnioski — Literatura — Streszczenie — Dorobek wlasny (rozdz. 5-11). Materiat ilustracyjny
obejmuje 43 rysunki i 15 tabel i w sposob przejrzysty i wyczerpujacy opisuje otrzymane

wyniki badan.

4. Ocena merytoryczna rozprawy
Nadrzgdnym celem badan naukowych prowadzonych przez mgr inz. Zuzann¢ Justyne

SZCZEPANIAK i przedstawionych w Jej rozprawie doktorskiej pt. ,,Analiza wplywu



bioaugmentacji 1 biosurfaktantéw na zmiany populacyjne mikroorganizmoéw oraz
biodegradacje  wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych w  $rodowisku
glebowym” byta ocena wplywu bioaugmentacji oraz dodatku biosurfaktantéw na rozklad
WWA, na aktywno$¢ metaboliczng mikroorganizméw oraz na zmiany populacyjne, a takze
analiza ekotoksykologiczna zanieczyszczen dokonana na poziomie reducentéw
i producentow. Uwazam, ze problemy prezentowane w ocenianej pracy sa wazne i aktualne.
Dysertacja posiada tradycyjny uktad. Zostata podzielona na logicznie ulozone, wzajemnie ze
sobg korespondujace rozdziaty.

We wstepie (rozdz. 1) Autorka naswietlita wage podjetego problemu.

W Rozdziale 2 na podstawie bogatej bibliografii, dokonala przegladu aktualnego stanu
wiedzy, z zakresu zwigzanego z tematem rozprawy. Przedstawita m.in. skale wyst¢powania
wielopier§cieniowych weglowodorow aromatycznych w  $rodowisku naturalnym, ich
charakterystyke, drogi wnikania WWA do organizméw zywych i ich toksycznos$¢, metody
remediacji  terenow  zanieczyszczonych ze szczegdlnym uwzglednieniem metod
biologicznych. Autorka w kolejnych podrozdiatach wskazata na czynniki wplywajace na
szybko$¢ procesu oczyszczania gruntow zanieczyszczonych WWA. Podrozdziat 3 zostat
poswiecony biouagmentacji, w tym czynnikom wplywajacym na jej efektywnosc,
mikroorganizmom  stosowanym w tym procesie, technologiom wprowadzania
mikroorganizmOw na tereny zanieczyszczone. Podrozdziat 4 zostal w calo$ci poswiecony
surfaktantom i ich wykorzystaniu przy wspomaganiu procesow remedicji trendw
zanieczyszczonych weglowodorami. Autorka przedstawita zar6wno wady, jak 1 zalety
takiego rozwigzania. Przeglad danych z piSmiennictwa jest wyczerpujacy, tresci zawarte
w cytowanych pracach zostaty umiej¢tnie wykorzystane.

Rozdzial 3 przedstawia Hipotezy Badawcze, w ktorych Autorka podnosi zasadnosé
zwrdcenia szczegOlnej uwagi na celowo$¢ stosowania biougmentacji w procesach
bioremediacyjnych, tym bardziej,ze badania naukowe w tej kwestii nie sg jednoznaczne.
Autorka na podstawie studium literatury sformutowata w Rozdziale 4 swoje Cele i Zadania
Badawcze. Celem badan bylo okres$lenie wplywu strategii wspomagajacych bioremediacje
wykorzystujacych konsorcjum mikrobiologiczne oraz dodatek ramnolipidéw. Cel nadrzgdny
realizowany byt poprzez zadania badawcze obejmujace:

e zbadanie wptywu wyselekcjonowanych czterech szczepow grzyba Trichoderma viride na
efektywnos$¢ biodegradacji prowadzonej przez konsorcjum bakteryjne,
e wyznaczenie zmian aktywnos$ci metabolicznej mikroorganizmow,

e analiza zmian meta populacyjnych,



e okreslenie wplywu ramnolipidéw na efektywnos$¢ ekstrakcji WWA z gleby trwale
zanieczyszczonej olejem kreozotowym,
e okreslenie toksyczno$ci oraz cytotoksycznosci ramnolipidow i ekstraktow glebowych

wobec wybranych grup reducentéw i producentow.

Biorac powyzsze pod uwageg, nalezy uznaé trafno$¢ przyjetego tematu rozprawy
doktorskiej tak z poznawczego, jak i utylitarnego punktu widzenia, a jednocze$nie duza
zlozono$¢ merytoryczng i trudnos$ci metodyczne w jej realizacji. Dazac do wyznaczonego
celu badawczego Autorka zaplanowata i zrealizowata szeroki cykl badan w warunkach

laboratoryjnych.

W Rozdziale 5, zatytulowanym Materialy i metody, przedstawiono sposoby realizacji
badan doswiadczalnych dotyczacych zastosowania biosurfaktantéw i bioaugmentacji oraz
wplywu grzyboéw Trichoderma viride na mikroorganizmy glebowe w remediacji gleb
zanieczyszczonych WWA. Zaprezentowano tez charakterystyke gleby uzytej podczas badan,
ramnolipidow, konsorcjum mikrobiologicznego, warunki prowadzenia doswiadczen.
W Rozdziale tym zawarto rowniez opis procedur wykonywania analiz chromatograficznych,
oznaczania aktywno$ci metabolicznej mikroorganizméw, ich identyfikacje, procedur
majacych na celu oznaczenie toksycznosci ekstraktow 1 ramnolipidow wzgledem reducentow
1 producentéw, oznaczenie mutagennosci, cytotoksycznosci. Autorka wykorzystata tu wiele
nowoczesnych technik i metod badawczych. Szkoda, ze niektéore z nich nie sg dosé¢
precyzyjnie opisane co sprawia, ze powtorzenie tych doswiadczen byloby niemozliwe.

Wyniki przeprowadzonych badan Autorka przedstawita w Rozdziale 6 w formie tabel
i rysunkow (jako wykresy ilustrujagce badane zaleznos$ci) wraz z ich opracowaniem
matematycznym.

Rozdzial 7 zawiera dyskusj¢ nad wynikami badan wilasnych oraz podsumowanie
uzyskanych efektow.

W kolejnym Rozdziale rozprawy przedstawiono 8 wnioskow, charakteryzujacych

wykonane badania i ich rezultaty.

Za glowne osiagniecia mgr inz. Zuzanny Justyny SZCZEPANIAK uwazam wykazanie, iz:
e zastosowanie bioaugmentacji oraz dodatku biosurfaktantdéw prowadzito do zwickszenia
degradacji WWA (zwlaszcza 4-0 i 5-cio pierScieniowych) w poczatkowym okresie procesu
e ramnolipidy stanowily tatwo dostgpne zrodlo wegla dla mikroorganizméw przyczyniajac

si¢ tym samym do efektywniejszej degradacji WWA



e potwierdzenie pozytywnego wpltywu dodatku konsorcjum bakteryjnego na wydajnosé
biodegradacji

e Trichoderma viride posiada zdolno$¢ biodegradacji WWA. Jednakze ze wzglgdu na silne
wlasciwosci  antybakteryjne tego grzyba, zaobserwowano zahamowanie procesu
biodegradacji w kombinacji gleba+ WWA + M+ T.viride

e ramnolipidy mogg dziala¢ toksycznie w okreslonych stezeniach w stosunku do
mikroorganizméw osadu czynnego oraz producentéw, ponadto moga zwigkszaé
biodostgpnos¢ zwigzkdéw toksycznych

e w $rodowisku glebowym wraz z uplywem czasu nast¢puje proces samooczyszczania oraz
powrdt struktur metapopulacyjnych do stanu wyjsciowego

e zastosowanie bioaugmentacji lub dodatku surfaktantéw nie jest uzasadnione w Srodowisku

glebowym ,,dawno” zanieczyszczonym.

Strona formalna pracy generalnie nie budzi zastrzezen, cho¢ w tekscie pojawity si¢ drobne
literowki, przeoczenia. Studium literatury zostalo przeprowadzone w sposéb rzeczowy
i cieckawy i uwzglednia ono najnowszg literatur¢ przedmiotu, o istotnym znaczeniu dla
rozwoju badan nad oczyszczaniem gruntéw skazonych weglowodorami. Catos¢ wskazuje na
wysokie kompetencje mgr inz. Zuzanny Justyny SZCZEPANIAK w zakresie podjetej
problematyki badawczej. Calg rozpraw¢ oceniam pozytywnie. Zaglebiajac si¢ w szczegdly

rozprawy znalaztam kilka mankamentow wymagajacych dodatkowych wyjasnien.

5. Uwagi dyskusyjne i watpliwosci

1. Dlaczego w doswiadczeniu dotyczacym wpltywu zastosowania biosurfaktantow
1 bioaugmentacji w remediacji gleb zanieczyszczonych weglowodorami stosowala
Pani inne stezenia. WWA w porownaniu z doswiadczeniem, ktorego celem bylo
okreslenie wptywu grzybow Trichoderma viride na ten proces?

2. Jaki byl odczyn gleb zastosowanych w badaniach. Jak wiadomo ma on kluczowy
wplyw na przebieg proceséw bioremediacji poza tym decyduje rowniez w glidowne;j
mierze o sktadzie mikroorganizméw zasiedlajacych to srodowisko.

3. W eksperymencie z uzyciem biosurfaktantow i szczepionki bakteryjnej w remediacji
gleb p. 7.1 nie podaje Pani nigdzie informacji ile mikroorganizméw wprowadzala Pani
na probke gleby. Znalaztam jedynie informacje, ze w 1 ml konsorcjum

mikrobiologicznego znajdowato sie 10°jtk/ml. A ile ml wprowadzano do gleby?



10.

11.

12.

Str. 53 — p. 7.2 podane stezenie WWA i ilo$¢ rozpuszczalnika uzytego podczas badan
sg biedne.

W opisie przygotowania probek do analizy chromatograficznej zabraklo mi informacji
na temat stezen wzorcéw stosowanych do analizy, oraz innych odczynnikow
stosowanych podczas analizy co sprawia, ze nie byloby mozliwosci powtorzenia w/w
badan.

W opisie analiz chromatograficznych nie znalaztam nigdzie informacji czy
wyznaczyla Pani wspolczynnik sorpcji weglowodoréw — co przy tak znacznym
udziale ilu oraz substancji organicznej w analizowanej glebie ma niebagatelne
znaczenie.

Pewne niedogodnosci w odbiorze lektury budzi réwniez fakt, ze procedura
przygotowania probek gleby i ekstraktow glebowych do analizy GC-MS i analiza GC-
MS zostaty rozdzielone kilkoma podrozdziatami niezwigzanymi z tg analizg.

W metodyce oznaczania toksyczno$ci wzgledem mikroorganizmoéw osadu czynnego
metodg testu TTC cze$¢ procedury wymaga doprecyzowania. Po ekstrakcji
powstatego TF etanolem, probke nalezaloby ponownie odwirowaé i1 zmierzyc
ekstynkcje supernatantu. Pojawit sie¢ rowniez blad w istocie samej metody, poniewaz
TTC jest zwigzkiem bezbarwnym i rozpuszczalnym w wodzie, a powstaty w wyniku
reakcji enzymatycznej jego produkt TF jest barwny i nierozpuszczalny w wodzie.
Rozdziat 8 — Metody badawcze — podrozdziat 8.1 Oznaczenie biodegradacji WWA —
nie ma w tym akapicie zadnej wzmianki na ten temat — natomiast jest tu informacja na
temat przygotowania probek do analizy chromatograficznej.

W metodyce badan nie zamie$cita Pani danych w ilu powtorzeniach byty
przeprowadzone badania, z jakim prawdopodobienstwem oceniano istotno$¢ réznic
pomigdzy uzyskanymi wynikami badan?

Str. 78 — w omowieniu wynikow badan pojawia si¢ informacja, ze w celu okreslenia
wplywu Dbioaugmentacji, biosurfaktantow 1 metody faczonej na aktywno$¢
metaboliczng mikroorganizméw wykonano analizy cystometrii przeptywowej, a
uzyskane wyniki przedstawiono w postaci parametru %Q2, czyli procentu populacji
komoérek najbardziej aktywnych metabolicznie (o najwyzszym potencjale
oksydoredukcyjnym). Czy moze Pani doprecyzowa¢ do jakiej wartosci E [V] zaliczata
Pani komorki do najbardziej aktywnych metabolicznie.

W opisie rys. 6-17 przy okreslaniu st¢zenia WWA uzyla Pani sformutowania: WWA
[mg/proba]. Probka to nie jest jednostka w uktadzie Sl.



13. Zgadzam si¢ z twierdzeniem, ze w przypadku trzech wegglowodorow nie bylo
mozliwos$ci obliczenia czasu pottrwania zwigzku, co wynikalo z faktu, ze zwigzki te
wg ekstrapolacji wykreslonych krzywych nie ulegaja biodegradacji w czasie dluzszym
niz 12 miesigcy. Jak nalezaloby zaplanowaé eksperyment aby byla mozliwos¢
wyznaczenia statych szybkosci reakcji. W jaki sposob liczyta Pani okresy pottrwania
zwigzkow?

14. Str. — 96-98 — co doktadnie przedstawiaja te wykresy? Czy jest to % inhibicji wzrostu

w stosunku do kontroli? Jezeli tak to co przedstawiono na rys. 35, 37, 39?

6. Podsumowanie i wniosek koncowy

Podsumowujac recenzj¢ pracy doktorskiej mgr inz. Zuzanny Justyny SZCZEPANIAK
oceniam pozytywnie przeprowadzony kompetentnie przeglad aktualnego stanu wiedzy
W zakresie problematyki poruszanej w rozprawie, jak 1 bogata cze$¢ doswiadczalng. Uwagi
zawarte w pracy maja charakter polemiczny i nie wplywaja na moja pozytywng ocene
omawianej rozprawy doktorskiej. W moim przekonaniu, przedstawiona mi do recenzji
rozprawa doktorska mgr inz. Zuzanny Justyny SZCZEPANIAK pt. ” Analiza wptywu
bioaugmentacji 1 biosurfaktantow na zmiany populacyjne mikroorganizmoéw oraz
biodegradacje  wielopierscieniowych weglowodoréw  aromatycznych w  §rodowisku
glebowym”, wykonana pod opieka naukowg promotora — dr hab. inz. Agnieszki Piotrowskiej-
Cyplik, spelnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 13
Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 r. (z p6zniejszymi
zmianami).

Uwzgledniajac powyzsze, wnioskuj¢ o przyjecie recenzowanej rozprawy przez Rade
Wydzialu Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

i dopuszczenie jej Autorki do publicznej obrony rozprawy.

/7ol



