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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Justyny Michalskiej pt.: ,, Wplyw bioaugmentacji osadu
czynnego wyselekcjonowanymi szczepami bakterii oraz ich konsorcjum na efektywnos¢

procesu oczyszczania zafenolowanych odciekoéw ze stawu Kalina”

1. Podstawa opracowania

Podstawa formalng opracowania recenzji jest pismo prof. dra hab. Piotra Swiatka,
Prodziekana ds. Nauki i Wspotpracy z Zagranica Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach, datowane na dzien 18.05.2020 roku. Przedmiotem recenzji jest
rozprawa doktorska mgr Justyny Michalskiej pt.: "Wplyw bioaugmentacji osadu czynnego
wyselekcjonowanymi szczepami bakterii oraz ich konsorcjum na efektywnos¢ procesu
oczyszezania zafenolowanych odciekéw ze stawu Kalina”, ktoéra zostata wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki Mrozik.

2. Celowo$¢ podijetej tematyki badawczej

Zrozumienie mechanizméw i dynamiki przemian zanieczyszczefi w ekosystemach
naturalnych i antropogenicznych jest wazne nie tylko z poznawczego punktu widzenia, ale staje
sie niezbednym elementem aktywnej ochrony srodowiska. Szczegdlnie wazne jest opracowanie
metod umozliwiajacych rekultywacje obszaréw zanieczyszczonych w wyniku dziatalnosci
przemystowej cztowieka. W ostatnich latach coraz wigksza uwage zwraca si¢ na biologiczne
metody rewitalizacji terenéw uprzemystowionych. Wykorzystywane do tej pory metody

bioremediacji nie zawsze przynosza spodziewane efekty dlatego tez cenne s3 inicjatywy
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zmierzajgce do ich optymalizacji. Tematyka pracy doktorskiej doskonale wpisuje sie wiec w
aktualne trendy badawcze w zakresie szeroko rozumianej bioremediacji srodowiska. Mimo
tego, ze prace badawcze prowadzone byly na przykladzie jednego zbiornika wodnego to
otrzymane wyniki mozna wykorzysta¢ do rozwigzywania probleméw ekologicznych
dotyczacych akwenow o podobnym charakterze zanieczyszczenia. W $wietle tych informacji,
postawiony w recenzowanej pracy doktorskiej Pani mgr Justyny Michalskiej problem

badawczy jest celowy i uzasadniony merytorycznie.

Glownym celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu bioaugmentacji osadu
czynnego obcigzonego odciekami z osadéw dennych stawu Kalina w Swictochfowicach
z wykorzystaniem wyselekcjonowanych szczepéw bakterii oraz ich konsorcjum na
efektywnos¢ usuwania zanieczyszczen w $ciekach. Dodatkowym celem byta ocena wplywu
bakterii inokulowanych do osadu na jego kondycje oraz aktywnos$¢ enzymatyczng, zywa
biomase i potencjat funkcjonalny zespolow mikroorganizméw autochtonicznych tworzacych

osad czynny.

3. Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Rozprawe doktorska Pani mgr Michalskiej stanowi pie¢ publikacji naukowych, ktore
poprzedzone sg Autoreferatem rozprawy. Dwie publikacje majg charakter prac przegladowych
i zostaly opublikowane w jezyku polskim w czasopismach Postepy Mikrobiologii oraz. Ochrona
Srodowiska. Pozostale trzy publikacje to oryginalne prace naukowe majace charakter
zespotowy i opublikowane zostaty w jezyku angielskim w czasopismie Water. We wszystkich
pracach Pani mgr Michalska jest pierwszym autorem, a J ¢j udzial w tworzeniu tych prac polegat
na wspolopracowaniu koncepcji badan, poborze préb, prowadzeniu prac eksperymentalnych,
interpretacji uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu prac do druku.

Autoreferat rozprawy jest pierwszym rozdzialem rozprawy i sklada si¢ z pieciu
podrozdzialéw. Pierwszy podrozdziat to Wprowadzenie, ktére przedstawia problematyke
zanieczyszczenia terendw uprzemystowionych oraz mozliwosci wykorzystania technologii
osadu czynnego, bioaugmentacji osadu czynnego oraz selekcji mikroorganizméw na potrzeby
bioaugmentacji. Kolejnym podrozdziatem jest Cel pracy doktorskiej, ktory zawiera obok celu
pracy opis osmiu zadan badawczych prowadzacych do jego osiagnigcia. W dalszej kolejnosci
Autorka umiescita podrozdziat Materiat i metody. W podrozdziale tym przedstawiono miejsce

poboru prob oraz szczegdtowo opisano zastosowana metodyke pracy. Metodyke mozna uznaé
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za niezwykle rozbudowana poniewaz sktadaja si¢ na nig metody chemiczne, mikrobiologiczne
oraz technologiczne. Dowodzi to szerokiego warsztatu badawczego Doktorantki. Niedosyt
budzi jednakze opis miejsca poboru prob. Badany staw Autorka opisata juz wczesniej we
Wprowadzeniu, jednakze nadal opis ten uznaj¢ za niewystarczajacy. Zabraklo miedzy innymi
opisu parametréw zbiornika wodnego takich jak powierzchnia, glebokos$¢, termika. Wazna dla
zrozumienia catego problemu jest rdwniez doktadniejsza historia zanieczyszczania stawu.
Brakuje rowniez informacji, czy staw ten poddawany byl wczesniej rekultywacji. Mam
watpliwosci co do prawidlowego nazewnictwa pobieranych i badanych probek. Autorka
okresla je jako ,,odcieki” ktéorymi, moim zdaniem, byty zanim dostaty sie do stawu. Pobierane
probki byly raczej wodami osadowymi lub $rod-osadowymi.

Nastepnym rozdzialem rozprawy sa Wyniki i dyskusja. Rozdziat ten zostat podzielony na
trzy czgsci opisujac we whasciwej kolejnosci (1) wody osadowe pobrane ze stawu Kalina oraz
mozliwos¢ ich oczyszczania metodg osadu czynnego, (2) szczepy bakteryjne pod katem ich
przydatnosci do bioaugmentacji osadu czynnego i (3) efektywnos¢ bioaugmentacji osadu
czynnego wybranymi szczepami bakteryjnymi. Omawiane czesci odnoszg sie do
poszczegolnych publikacji badawczych tworzacych niniejsza rozprawe doktorskg. Chociaz
rozdzial ten zawiera gldwnie wyniki, w niewielkim stopniu dyskutowane przez Doktorantke,
to uwazam ze zostal on poprawnie przygotowany, przedstawiajac czytelnikowi w sposob
syntetyczny uzyskane wyniki. Ostatnim podrozdzialem Autoreferatu rozprawy jest Spis
literatury, na ktory sklada si¢ 157 pozycji, z ktérych znakomita wiekszo$é zostata
opublikowana w czasopismach o szerokim wplywie oddziatywania.

Dalsza czgs¢ rozprawy doktorskiej stanowig publikacje naukowe. Dwie pierwsze pozycje
to prace przegladowe dotyczace bioaugmentacji w procesach oczyszczania Sciekdw i utylizacji
osadow. Dotgczanie prac przegladowych do zbioru prac oryginalnych tworzacych rozprawe
doktorska jest szeroko stosowang praktyka i moim zdaniem wiasciwa. Zazwyczaj jest to jednak
jedna pozycja. Obydwie prace przegladowe wchodzace w sktad niniejszej rozprawy doktorskiej
przedstawiajg zblizone a czasami identyczne treSci. Uwazam, ze rozprawa doktorska Pani
Justyny Michalskiej nie stracitaby, gdyby zamieszczona byla tylko praca opublikowana
w Postepach Mikrobiologii. Praca ta lepiej koresponduje z publikacjami oryginalnymi
tworzacymi rozprawe doktorska.

Pierwsza z prac oryginalnych - Impact of the biological cotreatment of the Kalina pond
leachate on laboratory sequencing batch reactor operation and activated sludge quality,

ukazata sie w 2019 roku w czasopismie Water (IF=2,524). Celem pracy byto zbadanie wplywu
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wdd osadowych pochodzacych ze stawu Kalina na proces oczyszczania sciekdw metodg osadu
czynnego w oczyszczalni Sciekow “Klimzowiec” i w reaktorze laboratoryjnym typu SBR.
Szczegdtowymi celami pracy byto (1) scharakteryzowanie i okreSlenie toksycznosci wod
osadowych na mikroorganizmy osadu czynnego, (2) okreslenie zmian parametréw
technologicznych w reaktorze typu SBR, (3) analiza potencjatu funkcjonalnego i zré6znicowania
zespolow mikroorganizmoéw, (4) zbadanie struktury ktaczkéw osadu czynnego, (5) okreslenie
zalezno$ci miedzy czynnikami biologicznymi a fizyko-chemicznymi. Wedlug autordéw
publikacji szczegdlng uwage po$wiecono wykorzystaniu analizy kwasow ttuszczowych do
okreslenia zmian w strukturze zespotu mikroorganizméw po dodaniu wod osadowych ze stawu
Kalina. O ile analiza kwaséw tluszczowych moze dostarczy¢ unikalnych informacji
o metabolizmie zespoldw mikroorganizmow o tyle znacznie lepszym narzedziem do okreslenia
zmian w strukturze tych zespoldéw sg metody metagenomiczne.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze dodatek wod osadowych w stgzeniu ponizej
3,45% nie miat wptywu na wzrost mikroorganizméw osadu czynnego. Natomiast ekspozycja
tych mikroorganizmow na stezenie wod osadowych w stezeniu powyzej 11,26 % spowodowata
zahamowanie ich wzrostu. Dodatkowo, wprowadzenie wod osadowych przyczynilo si¢ do
obnizenia efektywno$ci usuwania zanieczyszczen, co byto wyrazone spadkiem wartosci ChZT.
Co wiecej zaobserwowano spadek aktywnosci mikrobiologicznej, potencjatu funkcjonalnego
oraz réznorodnosci mikroorganizméw. Dodatkowego wyjasnienia moze wymaga¢ podany
w publikacji sposob obliczania podobienstwa migdzy strukturg zespoldw mikroorganizmow.
Zapewne do jej obliczenia wykorzystano jedynie metode ,,weighted stack™ opisang przez Son’a
i Hall’a (2008) a nie wskaznik biordéznorodnosci Shannona.

Kolejna praca - Selecting bacteria candidates for the bioaugmentation of activated sludge
to improve the aerobic treatment of landfill leachate zostata opublikowana w 2020 roku. Celem
pracy byla charakterystyka wybranych szczepdéw bakteryjnych w celu wykorzystania ich do
bioaugmentacji osadu czynnego obcigzonego wodami osadowymi ze stawu Kalina. W pracy
wykorzystano zar6wno szczepy znane juz z ich zdolnosci biodegradacyjnych jak i te, ktore
zostaly wyizolowane ze srodowiska naturalnego a ich potencjat metaboliczny nie byt wczesniej
testowany. Wielu autoréw uwaza, ze prawdopodobienstwo sukcesu bioaugmentacji mozna
zwiekszy¢ poprzez izolacje szczepdw natywnych dla zanieczyszczonego $rodowiska i po
namnoZeniu ich w warunkach laboratoryjnych wykorzystanie do bioaugmentacji. W oceniane;j
rozprawie doktorskiej nie znalaztem informacji wskazujacych na probe izolacji bakterii

charakteryzujacych sie zdolno$cig rozktadu substancji fenolowych z wéd osadowych lub osadu
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ze stawu Kalina. Przeprowadzone badania wykazaly, ze dwa z dziesigciu analizowanych
szczepdw posiadaty niezbedne cechy do bioaugmentacji osadu czynnego obcigzonego wodami
osadowymi ze stawu Kalina. Szczepy OR45A i KB3 nalezace do gatunku Pseudomonas putida,
posiadajg wysoki potencjat metaboliczny i wspomagaty proces degradacji zanieczyszczen w
osadzie czynnym. Genomy obydwu szczepéw zostaly poddane reakcji sekwencjonowania
DNA, a nastepnie analizie bioinformatycznej. Pozwolilo to potwierdzi¢, ze dysponuja one
genami umozliwiajgcym rozklad zwiazkow aromatycznych. Rozprawe doktorska
wzbogacitaby analiza roznicowa genow zaangazowanych w rozklad zwiazkéw aromatycznych
u obydwu szczepoéw. Mozna byloby wtedy skorelowaé obserwowane réznice w aktywnosci
badanych szczepdw z obecnoscig w ich genomach poszczegdlnych gendw lub ich wariantéw.
Ostatnia z omawianych prac zatytutowana jest Analysis of the bioaugmentation potential
of Pseudomonas putida OR45a and Pseudomonas putida KB3 in the sequencing batch reactors
fed with the phenolic landfill leachate. Publikacja ta, ukazala si¢ w 2020 roku podobnie jak
dwie poprzednie w czasopismie Water. Celem pacy bylo okreslenie efektywnosci oczyszczania
$ciekéw w osadzie czynnym bioaugmentowanym szczepami OR45A i KB3 nalezacymi do
gatunku Pseudomonas putida oraz ich konsorcjum. Osad czynny obcigzony byl wodami
osadowymi ze stawu Kalina. Stwierdzono zwiekszong efektywnos$¢ usuwania zwigzkéw
fenolowych w osadzie czynnym bioaugmentowanym obydwoma szczepami oraz ich
mieszaning. Co istotne, zwiekszona skuteczno$¢ usuwania zwigzkow fenolowych skorelowana
byla pozytywnie ze skutecznos$cig usuwania zwigzkow organicznych wyrazonych jako ChZT
oraz azotu amonowego. Analiza parametréw operacyjnych, wskaznikéw kondycji osadu
czynnego i potencjatu funkcjonalnego mikroorganizméw osadu czynnego obcigzonego
wodami ze stawu Kalina wskazaly na silng zalezno$¢ miedzy bioaugmentacja a wysoka
efektywno$cig procesu oczyszczania Sciekow. Interesujgcym aspektem jest zastosowanie
konsorcjum sktadajgcego sie z obydwu badanych szczepow. Zgodnie z uzyskanymi wynikami
efektywnos$¢ usuwania zanieczyszczen w wyniku dodania konsorcjum byla na takim samym
poziomie jak w przypadku bioaugmentacji P. putida OR45a (90%) mimo tego, ze efektywnos¢
osiagnieta poprzez wprowadzenie P. putida KB3 wyniosta 95%. Szkoda, ze Doktorantka nie
pokusita sie¢ o wytlumaczenie tego wyniku. NaleZaloby si¢ tez zastanowi¢ czy mieszaning
dwéch szczepow P. putida mozna okresla¢ jako konsorcjum jesli nie mamy dowodow,
7e szczepy te uzupelniajg sie funkcjonalnie posiadajac rézne szlaki metaboliczne. Generalnie,
wyniki tej pracy sg zaréwno interesujgce jak i wazne gdyZz jednoznacznie udowadniaja,

ze bioaugmentacja jest zabiegiem przynoszacym ewidentng poprawe efektywnosci procesu
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osadu czynnego w zakresie usuwania zwigzkoéw fenolowych. Opracowana technologia moze
by¢ z powodzeniem wykorzystywana w szerszej skali.

Kolejnym elementem pracy jest Podsumowanie skladajace sie z dziewieciu punktow,
z ktérych wiekszos¢ mozna okresli¢ jako wnioski. W nastepnej kolejnosci znajduje sie
Streszczenie przygotowane W jezyku polskim i angielskim. Ostatnim elementem pracy
sg Oswiadczenia Doktorantki i wspotautorow publikacji o wkladzie, jaki zostat przez Nich

wlozony w powstanie kazdej publikacji.

4. Ocena koficowa pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska nie budzi zadnych zastrzezef. Uzyskane
wyniki stanowig wazny wklad w rozwoj biotechnologii $srodowiskowej. Wymiernym efektem,
potwierdzajgcym wysokg jakos$¢ badan przeprowadzonych przez Panig mgr Michalska, jest
opublikowanie prac w czasopismach charakteryzujacych sie¢ duzg rozpoznawalnoscia. Nalezy
podkresli¢, ze Doktorantka podjela si¢ ambitnego zadania o charakterze interdyscyplinarnym,
co wigzalo si¢ z koniecznoscia wspotpracy z innymi naukowcami. Doktorantka wykazata sie
umieje¢tnoscig formowania i rozwigzania aktualnego problemu naukowego, uzyskata
interesujgce i wazne wyniki oraz udowodnita dobrg znajomo$¢ tematyki badawczej.
Doktorantka osiggneta zamierzone cele, dajagc dowdd umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia badan naukowych. Rozprawa jest oryginalnym dorobkiem Doktorantki i spetnia
wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim. Wyniki zdobyte podczas realizacji pracy
doktorskiej nie tylko poglebiaja wiedze na temat mikrobiologicznych metod remediacji
teren6w uprzemystowionych, ale réwniez moga pomédc w opracowaniu technologii
stosowanych do rewitalizacji innych terenéw zanieczyszczonych w wyniku rozwoju
przemystu. Natomiast, wszystkie zawarte w recenzji krytyczne uwagi nie umniejszaja ogdlnej
wartosci pracy, a jej cato$¢ pozwala na pozytywna ocene zalozen rozprawy, jej wartosci

merytorycznej, uzyskanych wynikoéw i wyciggnietych wnioskdw.

5. Wniosek koncowy

Podsumowujac stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska Pani mgr Justyny
Michalskiej pt.: " Wplyw bioaugmentacji osadu czynnego wyselekcjonowanymi szczepami

bakterii oraz ich konsorcjum na efektywnos$¢ procesu oczyszczania zafenolowanych odciekow



ze stawu Kalina” stanowi istotny wktad w poszerzenie wiedzy w zakresie wykorzystania metod
mikrobiologicznych do remediacji srodowiska naturalnego.

Przedtozona przez Autorke rozprawa doktorska §wiadczy o Jej naukowej dojrzatosci,
duzej praktycznej znajomo$ci metod badawczych oraz obszernej wiedzy teoretycznej
zwigzanej z podjetym zagadnieniem. Praca doktorska spelnia warunki okre§lone w art. 13 ust.
1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 1. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz.U. 22017 r., poz. 1789), zgodnie z art. 179 Ustawy
z dnia 3 lipca 2018 i »Przepisy wprowadzajace
ustawg¢ — Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669)". W zwiazku
z powyzszym przedstawiam Radzie Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
wniosek o dopuszczenie Pani mgr Justyny Michalskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Z uwagi na uzyskanie niezwykle cennych wynikéw oraz wysoka jakos¢
przeprowadzonych badan wnioskuj¢ o nagrodzenie Pani mgr Justyny Michalskiej stosownym

wyroznieniem,

Olsztyn. 30.06.2020
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