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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Poli Lomzy-Kalinowskiej
pt.: ,Mikrobiologiczna dehalogenacja — charakterystyka i zastosowanie bakterii

metabolizujgcych halogenowe zwigzki organiczne”

Podstawa prawna sporzqdzenia recenzji

Podstawg opracowania recenzji jest pismo Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny
Biotechnologia Politechniki Warszawskiej Pana prof. dr hab. Michata Chudego z dnia 18.06.2024
roku w sprawie powierzenia mi obowigzkow recenzenta pracy doktorskiej Pani mgr inz. Poli Lomzy-
Kalinowskiej. Recenzje sporzadzitam pod katem spelnienia wymogow dla doktoratéw okreslonych
w art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 22023

r. poz. 742 z p6zn. zm.).
Ocena formalna

Praca doktorska Pani mgr inz. Poli Lomzy-Kalinowskiej zostala wykonana w Zakladzie
Biologii, na Wydziale Instalacji Budowlanych, Hydrotechniki i Inzynierii Srodowiska Politechniki
Warszawskiej, pod kierunkiem promotora Pani dr hab. inz. Agnieszki Tabernackiej, prof. uczelni.
Przedstawiona do recenzji dysertacja zostata przygotowana w sposob klasyczny dla doktorskich prac
eksperymentalnych i zawiera 6 podstawowych rozdziatow: wstep, cel i zakres pracy oraz hipotezy
badawcze, materialy i metody, wyniki i dyskusj¢, podsumowanie i wnioski. Dodatkowo praca
zawiera streszczenie w jezyku polskim, streszczenie w jezyku angielskim, wykaz skrotow wraz z
objasnieniami, informacje o finansowaniu badan oraz spisy rysunkéw, tabel, fotografii i wzorow.
Lacznie liczy 137 stron. Uklad rozprawy doktorskiej jest przejrzysty i ma charakter bardzo
profesjonalnie przygotowanego opracowania naukowego, podzielonego na logiczne i spdjne

rozdzialy i podrozdzialy.

Stwierdzam, ze pod wzgledem formalnym rozprawa doktorska Pani mgr inz. Poli Lomzy-
Kalinowskiej spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim, skladanym w podmiocie

doktoryzujacym w formie pisemnej monografii naukowej.
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Ocena merytoryczna

W zwigzku z powszechnoscig stosowania $rodkéw ochrony roslin (SOR) w rolnictwie,
sadownictwie, czy w miejscach uzytku publicznego wzrasta ryzyko systematycznego uwalniania i
kumulowania si¢ tych zwiazkéw wraz z produktami ich transformacji w réznych elementach
srodowiska, tj. w glebie, wodzie, osadach dennych, powietrzu, a takze w roslinach, organizmach
zwierzgeych, zywnosci oraz organizmie ludzkim. Najwigksze zagrozenie dla srodowiska i cztowieka
stanowig pestycydy chloroorganiczne, ktére sa bardzo stabilnymi zwiazkami chemicznymi, trwatymi
w Srodowisku i niezwykle odpornymi na naturalne procesy biodegradacii. Uznaje sig, ze im wigcej
podstawnikéw chlorowych zawiera zwigzek wyjsciowy, tym jego toksycznosé wzgledem
organizméw zywych jest wigksza, a podatnos¢ na biodegradacje maleje. Ze wzgledu na niski koszt i
skutecznos¢ dziatania, najbardziej powszechnymi w stosowaniu pestycydami w uprawach roslin sa
herbicydy z grupy kwasow fenoksykarboksylowych, w tym kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-
D). Znajduje si¢ on w sktadzie ponad 40 preparatéw dopuszczonych do obrotu i stosowania w Polsce
i 1500 preparatéw zarejestrowanych na $wiecie. Obecnie nie jest mozliwe catkowite ograniczenie
stosowania pestycydéw chloroorganicznych, gdyz spetniaja one nieoceniona role w ochronie upraw
rolniczych i sadowniczych, ale ze wzgledu na ich wlasciwosci i wszechobecno$é nalezy koniecznie
monitorowac ich losy w réznych ekosystemach oraz podejmowaé konkretne dziatania zmniejszajgce
ryzyko srodowiskowe i zdrowotne. Dlatego tez tematyke badawczg przedtozonej do recenzji pracy
uwazam za bardzo interesujaca, nowatorska, aktualng i wazng w aspekcie zaréwno badan
podstawowych, jak i aplikacyjnych.

Prac¢ rozpoczyna Wstep, bedacy bardzo tresciwym wprowadzeniem do tematyki rozprawy.
Te czes¢ pracy mozna podzieli¢ na trzy watki tematyczne. W pierwszym Doktorantka dokonata
szczegblowej charakterystyki halogenowych zwigzkéw organicznych (HZO), ich wilasciwosci
fizykochemicznych, toksycznosci, zrodet pochodzenia oraz zaprezentowata wazne informacje na
temat pestycydow na bazie HZO. Drugi watek tematyczny dotyczy réznych mechanizméw
dehalogenacji z uwzglednieniem enzyméw zaangazowanych w ten proces i powstajacych
metabolitow. Natomiast w trzeciej czesci Autorka opisala r6zne metody bioremediacji naturalnej i
inzynieryjnej, i na wybranych przyktadach z literatury przedstawita wyniki prac nad redukcja
zanieczyszczen chlorowych w réznych ekosystemach. W podrozdziatach 1.6, poza zacytowanymi
artykutami i pozycjami ksigzkowymi w jezyku polskim, uwzglednitabym réwniez dodatkowo prace
nastgpujacych autorow: Vogel, 1996; https://doi.org/10.1016/S0958-1669(96)80036-X, Iwamoto i
Nasu, 2001; https://doi.org/10.1016/S0958-1669(96)80036-X i El Fantroussi i Agathos, 2005;
https://doi.org/10.1016/j.mib.2005.04.011. Mysle, ze nie powinno si¢ o tych pracach zapominaé, bo
od nich bardzo wiele w tej tematyce si¢ zaczgto. Mimo tej drobnej uwagi, uwazam, ze caly przeglad
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literatury jest dobrym uzasadnieniem celu pracy, a zaprezentowane tresci sg dobrym wprowadzeniem
do kolejnych rozdziatow pracy, w tym metodyki i podsumowujacej prace dyskusji wynikéw.

Glownymi celami rozprawy bylo zbadanie potencjalu mikroorganizméw srodowisk
zblizonych do naturalnych oraz antropogenicznie przeksztalconych do przeprowadzania procesu
dehalogenacji halogenowanych zwigzkéw organicznych (HZO) w oparciu o analizy metagenomowe
oraz stworzenie prototypu biopreparatu przeznaczonego do redukcji zawartosci HZO w srodowiskach
gruntowo-wodnych. W przypadku wielowatkowosci badan dobra praktyka jest zaprojektowanie
graficznego planu badawczego z uwzglednieniem wszystkich etapéw badan i prowadzonych analiz,
co w niniejszej rozprawie znalazto odzwierciedlenie. Taki szczegdélowy schemat znacznie lepiej
wprowadza czytelnika w wielokierunkowy zakres prowadzonych prac i utatwia sledzenie przebiegu
kolejnych serii eksperymentéw niz opis tekstowy (ten wydaje si¢ zbedny). W moim odczuciu w
pierwszej kolejnosci powinny by¢ jednak zaprezentowane hipotezy badawcze, a dopiero potem
powinny znalez¢ si¢ sprecyzowane szczegétowo dziatania zmierzajace do ich weryfikacji. Sugeruj¢
rowniez zastanowienie si¢ nad zwiekszeniem zakresu (liczby) hipotez badawczych, bo realizacja 4
celow czastkowych moze da¢ rowniez odpowiedZ na inne, powigzane zagadnienia. Mimo tych uwag,
ogblny cel pracy i zadania stuzace jego realizacji mozna uzna¢ za bardzo ambitne i z sukcesem
konsekwentnie etapowo realizowane.

Do realizacji postawionego celu Doktorantka wykorzystala szereg metod
mikrobiologicznych, biochemicznych, genetycznych, chemicznych i fizycznych, stosownie do
prowadzonych pomiar6éw i analiz. Bardzo dokladnie opisata sktad podtozy hodowlanych, odczynniki,
wszystkie zastosowane metody analityczne, narzedzia bioinformatyczne i testy ekotoksycznosci z
uwzglednieniem wszystkich szczegdtoéw stuzacych ich powtarzalnosci. T¢ czgs¢ pracy uwazam za
bardzo dobrze przygotowang. Na podkreslenie zastuguje wykorzystanie w badaniach
zaawansowanych procedur analitycznych, w tym emisyjnej spektrometrii atomowej ze wzbudzeniem
w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-OES), chromatografii jonowej, chromatografii cieczowej
sprzezonej z tandemowym spektrometrem mas (LC-MS), chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (GC-MS), czy sekwencjonowania DNA metoda Illumina. Za szczegélnie cenne
uwazam réwniez umiejetnosci Doktorantki w zakresie przeprowadzenia trudnych i czasochtonnych
analiz bioinformatycznych, wymagajacych duzej wiedzy i doswiadczenia.

Umiejetne zaplanowanie badan i konsekwentne ich realizowanie dostarczylo szeregu
oryginalnych wynikéw istotnych pod wzgledem poznawczym i aplikacyjnym. W rozdziale ,,Wyniki
i dyskusja” Doktorantka zestawila je w logiczny i bardzo przejrzysty sposob w 16 tabelach, na 10
wykresach, 3 rycinach i 3 fotografiach. Na szczegdlng pochwale zastuguje bardzo estetyczny i

staranny sposob ich wykonania. Sposob dyskusji wskazuje na dojrzalos¢ naukowa Doktorantki i
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dobra znajomos¢ literatury $wiatowej, dotyczacej prezentowanych zagadnief. Rozdziat ten ukazuje
Doktorantke jako krytycznego obserwatora, zdajacego sobie spraw¢ z wielu probleméw
metodycznych towarzyszacych badaniom mikroorganizméw. Duze znaczenie dla mojej pozytywnej
oceny doktoratu ma tez wykonanie analizy korelacji opartej na analizie metagenomow, co dato
podstawy do wysunigcia ciekawych wnioskéw.

W oparciu o przeprowadzone badania i analizy Autorka pracy sformutowata 8 obszernych
wnioskow, ktére whasciwie sa podsumowaniem otrzymanych wynikéw. Wniosek 8 jest raczej opinig
zanalizy danych uzyskanych z dwoch spotek dostarczajacych wode do sieci wodociggowej. W moim
odczuciu brakuje syntetycznych, jednozdaniowych wnioskéw, ktére uogdlnityby najwazniejsze
osiagniecia pracy.

W' podrozdziale ,,Spis literatury” zwraca uwage imponujaca liczba publikacji (254),
obejmujaca zardwno prace o znaczeniu historycznym, jak i te prezentujace najnowsze osiggniecia.
Pozycje literaturowe sa wiasciwie dobrane do wprowadzenia w badany problem oraz oceny i

konfrontacji otrzymanych wynikéw z wynikami innych autoréw.
Najwazniejsze osiggnigcia

Koncepcja badaf oraz szeroki wachlarz metod badawczych umozliwily uzyskanie cennych
wynikéw, ktére poszerzajg dotychczasowy stan wiedzy na temat mikrobiologicznej transformac;ji

2,4-D. Do najwazniejszych osiagni¢¢ dysertacji naleza:

1. Potwierdzenie obecnosci genéw zaangazowanych w biologiczne procesy dehalogenacji HZO
w srodowiskach zblizonych do naturalnych oraz poddanych presji antropogeniczne;.

2. Potwierdzenie obecnosci genéw w metagenomach zaprojektowanych konsorcjow
bakteryjnych, ktérych produkty zaangazowane sa w szlaki metabolizmu 2,4-D.

3. Udowodnienie, ze preferowanym szlakiem transformacji 2,4-D przez wszystkie konsorcja
bakteryjne jest szlak przebiegajacy przez 4-DCP, chociaz niektére konsorcja posiadaty
rowniez zdolnos$¢ transformacji 2,4-D do 4-CP.

4. Przedstawienie dowodow na zwigkszenie efektywnosci biotransformacji 4-CP przez bakterie
poprzez suplementacj¢ hodowli etanolem i metylokobalamina.

5. Udokumentowanie, ze metabolity posrednie powstajace w procesie biotransformacji 2,4-D

pozostajg w Srodowisku wodnym i sg silnie toksyczne dla organizméw wodnych i roslin
wyzszych.
W trakcie czytania i analizy pracy nasunety mi si¢ pewne pytania, ktore chciatabym zadaé

Doktorantce podczas obrony rozprawy doktorskie;j:
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1. Jaki rodzaj gleby reprezentowaty probki pobrane do badan? Czy istnieje zwigzek miedzy rodzajem
gleby a tempem transformacji/biodegradacji zwigzkéw chlorowcopochodnych? Jesli tak, to proszg
wyjasnic¢ t¢ zalezno$¢ na wybranych przyktadach.

2. Czy surfaktanty syntetyczne i biosurfaktanty moga mie¢ wplyw na przebieg procesu
transformacji/biodegradacji zwigzkéw chlorowcopochodnych? Czy sa na to jakies dowody? Czy
zamierza Pani zbada¢ produkcje biosurfaktantow przez mikroorganizmy w zaprojektowanych
przez siebie konsorcjach? Jesli tak, to jakimi metodami?

3. W jakim celu podczas selekcji bakterii heterotroficznych zdolnych do rozktadu HZO w czasie
kolejnych trzech pasazy dodawano sterylne probki gleby czy probki osadu czynnego? W jaki
sposob zabieg ten mial promowa¢ wzrost mikroorganizméw obecnych w podtozu?

4. Co Pani rozumie pod pojeciem ,,pelna transformacja™ 2,4-D? Czy slowo ,,pelna” ma w tym
przypadku swoje uzasadnienie?

5. Ktory z etapoéw analiz metagenomu okazatl si¢ najtrudniejszy i ktéry Pani zdaniem ma kluczowe

znaczenie w identyfikacji genow kodujacych enzymy zaangazowane w przemiany 2,4-D?
Inne uwagi i sugestie natury szczegélowej:

- w przeciwienstwie do nazwy rodzajowej i gatunkowej bakterii pisanych kursywa, skrot sp.czy spp.
piszemy prostym drukiem (np. str. 21, 69, 70, 96, 97)

- np. 0,025 g/l (str. 92) to nie ilo$¢, a stgzenie

- zauwazylam w spisie literatury brak nastepujacych pozycji: EurEau, 2021; Mai i in., 2024; Balajee
i Mahadevan, 1990; Benoit i in., 1996, cytowanych w tekscie na stronach odpowiednio 16, 71, 97 i
98. W zapisie cytacji Kuppusamy (2017) i Pawlik (2017) brakuje i in. Zapis nazw czasopism
powinien by¢é réwniez ujednolicony, albo pelne nazwy albo skroty, z kropkami lub bez, z podaniem
tomu i stron. Nazwy rodzajowe i gatunkowe bakterii w tytutach artykuléw wymagaja zapisu kursywa.
Mimo usilnych poszukiwan nie udato mi si¢ rOwniez odnalez¢ w tekscie pozycji Gribble i in., (2018);
Haggblom (1992); Europe’s water in figures; Rejestr srodkéw ochrony roslin dopuszczonych do
obrotu zezwoleniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi; Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia
1 wrzesnia 2016 r.; Worldometers, majgcych swojg pozycje w spisie literatury. By¢ moze majg one
cytacje w tekscie, ale w zapisie odmiennym niz w spisie literatury.

- wprowadzone skroty powinny by¢ konsekwentnie uzywane w calej pracy, np. 4-CP w odniesieniu
do 4-chlorofenolu i p-chlorofenolu, czy np. HTG.

- usterki redakcyjne, interpunkcyjne i stylistyczne oraz powtdrzenia podobnych tresci sg nieliczne w

tak obszernym opracowaniu i nie majg istotnego wplywu na percepcje tekstu przez czytelnika.
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Moje uwagi krytyczne i sugestie nie umniejszaja absolutnie pozytywnej oceny wartosci naukowe;j

pracy, ale moga ewentualnie by¢ pomocne podczas przygotowania manuskryptow do druku.

Ocena koricowa pracy

Uzyskane wyniki stanowia niewatpliwie oryginalne i cenne osiagniecie naukowe Doktorantki
w zakresie mikrobiologii, genetyki molekularnej i biotechnologii $rodowiskowej. Doktorantka
zaprezentowala bardzo dobre przygotowanie teoretyczne w zakresie badanych zagadnien i
przeprowadzila wieloaspektowe, czasochtonne eksperymenty wymagajace doswiadczenia z zakresu
stosowanych metod tradycyjnych, molekularnych i bioinformatycznych. Wykazata, ze potrafi
rozwigzywa¢ problemy naukowe, posiada odpowiedni warsztat badawczy oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy badawczej. Uwazam, ze rozprawa zawiera elementy nowosci,
ktore nie tylko wzbogacajg i poglebiaja dotychczasowa wiedze o mechanizmach mikrobiologicznej
transformacji/biodegradacji toksycznych i niebezpiecznych zanieczyszczen z podstawnikiem
chlorowym, ale takze moga stanowi¢ podstawe do opracowania na wieksza skale nowej technologii
I wdrozenia jej do rewitalizacji/rekultywacji terenéw zanieczyszczonych tymi zwigzkami. Na
podkreslenie zastuguje réwniez pozyskanie przez Doktorantke funduszy zewnetrznych na
przeprowadzenie badan w ramach grantu Preludium NCN nr 2019/33/N/NZ9/01404 pt. ,.Badanie
potencjatu  zespolu mikroorganizméw do przeprowadzania dehalogenacji naturalnych i
antropogenicznych halogenowych zwigzkéw organicznych”.

Z recenzenckiego obowigzku chciatam jednak zwréci¢ uwage na powazne uchybienie ze
strony Doktorantki i niedochowanie nalezytej staranno$ci w odniesieniu do czesci tych samych
wynikéw i materiatéw ilustracyjnych prezentowanych w pracy doktorskiej i opublikowanych w
artykule autorstwa Lomza P., Krucon T., Tabernacka A. 2023. Potential of microbial communities to
perform dehalogenation processes in natural and anthropogenically modified environments — a
metagenomic  study. Microorganisms, 11(7), 1702. Doktorantka jest pierwszym i
korespondencyjnym autorem tej pracy i Jej wkiad w powstanie artykutu byt niewatpliwie wiodacy.
W swietle ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce oraz Komunikatu
Rady Doskonatosci Naukowej nr 19/2020 - w sprawie skfadania rozpraw doktorskich dopuszczalne
jest, aby rozprawa doktorska, jako praca pisemna, skladata si¢ z prac opublikowanych, jak i takich,
ktérych wyniki jeszcze nie zostaty opublikowane. Nieuwzglednienie w doktoracie opublikowanych
wynikow badan nie zwalnia jednak moim zdaniem Doktorantki z obowigzku zacytowania w/w pracy
w odpowiednich rozdziatach rozprawy doktorskiej. Innym, dobrym rozwigzaniem moglo by¢
zalgczenie oryginalnej postaci artykulu w tekscie rozprawy z opisem celu podjetych prac
eksperymentalnych, wskazaniem ich nowatorskiego charakteru oraz wykazem najwazniejszych

osiggnie¢ naukowych. Podobnie wiele fragmentow tekstu we wstepie pracy doktorskiej pochodzi z
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dwoch artykutéw przegladowych autorstwa Doktorantki i Promotora, opublikowanych przez
Wydawnictwo Naukowe Tygiel, ktore rowniez nie zostaly zacytowane. Dotyczy to szczegdlnie
mechanizméw dehalogenacji, opisywanych w artykule: Lomza P., Tabernacka A. Mikrobiologiczne
procesy dehalogenacji zwigzkéw organicznych, 2019,137-146 oraz metod bioremediacji sSrodowiska
zanieczyszczonego HZO prezentowanych w artykule: Lomza P., Tabernacka A. Zastosowanie
proceséw mikrobiologicznej dehalogenacji zwiazkoéw organicznych w inzynierii srodowiska™, 2019,

129-136. Prositabym Doktorantke o doktadne wyjasnienie, dlaczego tak si¢ stalo.
Whiosek koricowy

Reasumujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Poli Lomzy-Kalinowskiej pt.
.Mikrobiologiczna dehalogenacja — charakterystyka i zastosowanie bakterii metabolizujgcych
halogenowe zwigzki organiczne™ spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.). Stanowi ona
cenny wklad w rozw6j nowoczesnych metod biologicznych do remediacji sSrodowisk o duzym stopniu
zanieczyszczenia zwigzkami z podstawnikiem chlorowym. Przedlozona przez Doktorantke praca
$wiadczy o Jej naukowej dojrzalosci, praktycznej znajomoséci metod badawczych oraz obszernej
wiedzy teoretycznej zwigzanej z podjetymi zagadnieniami. Dodatkowo nalezy podkresli¢, ze
uzyskane w pracy wyniki maja nie tylko warto$¢ poznawcza, ale réwniez aplikacyjna. Na tej
podstawie skladam wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny Biotechnologia Politechniki
Warszawskiej o dopuszczenie mgr inz. Poli Lomzy-Kalinowskiej do dalszych etapéw postgpowania

doktorskiego.
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