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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Poli Lomzy-Kalinowskiej
Pt. ,, Mikrobiologiczna dehalogenacja - charakterystyka i zastosowanie bakterii
metabolizujacych halogenowane zwiazki organiczne”.

Rozprawa doktorska Pani mgr Poli Lomzy-Kalinowskiej zatytulowana
,Mikrobiologiczna dehalogenacja - charakterystyka i zastosowanie bakterii metabolizujacych
halogenowane zwigzki organiczne”, zostala wykonana w Zakladzie Biologii, na Wydziale
Instalacji Budowlanych, Hydrotechniki i Inzynierii Srodowiska, Politechniki Warszawskiej,
pod kierunkiem dr hab. inz. Agnieszki Tabernackiej, prof. uczelni.

Glownym celem rozprawy bylo wykorzystanie analiz metagenomicznych do oceny
potencjatu mikroorganizméw obecnych zaréwno w srodowiskach zblizonych do naturalnych
jak i przeksztalconych antropogenicznie do prowadzenia procesu dehalogenacji
halogenowanych  zwigzkéw  organicznych ~ (HZO). Ponadto, wyselekcjonowane
mikroorganizmy wyizolowane z badanych $rodowisk wykorzystano do utworzenia czterech
konsorcjow bakteryjnych, ktére wykorzystano w testach symulacyjnych biotransformacji
kwasu 2.4-dichlorofenoksyoctwego (2,4-D) i 4-chlorofenolu (4-CP), celem stworzenia
prototypu biopreparatu przeznaczonego do usuwania HZO w $rodowiskach gruntowo-
wodnych.

Tematyka badawcza podjeta w przedstawionej do recenzji rozprawie nawigzuje do
aktualnych trendow badawczych zwiazanych z poszukiwaniem ekologicznych i efektywnych
metod usuwania zanieczyszczen ze Srodowiska.

Halogenowane zwiazki organiczne (HZO) stanowia szeroko rozpowszechnione w srodowisku
toksyczne, rakotworcze substancje chemiczne. Ich wplyw na srodowisko jest silnie negatywny
ze wzgledu na ich wlasciwosci fizykochemiczne, ktore zawdzigczaja podstawnikom
halogenowym: fluorowi, chlorowi, bromowi i jodowi. Ponadto HZO sa trwale, co sprawia, ze
sa odporne na degradacje, co skutkuje ich akumulacja w srodowisku, a rosngce poziomy HZO
w $rodowisku (tj. powietrzu, wodzie, glebie, osadach) oraz w tkankach ludzkich, w tym w
tkance thuszczowej, mleku matki i fozysku, w dalszym ciggu stanowig przyczyng problemow
ekologicznych i zdrowotnych ludzi. Interesujacy jest fakt, ze zwigzki te sa obecne od czasu
pojawienia sie¢ zycia na Ziemi i wszystkie dane pokazujg, ze wczesniej ich obecnos¢ nie
stanowita problemu ekologicznego. Problem polega na tym, ze w przypadku ksenobiotykow
(antropogennych), a nie naturalnych halogenkéw organicznych, ich produkcja znacznie



wzrosta w ciggu ostatnich dziesigcioleci. Mimo ograniczenia stosowania starszych rodzajow
HZO, takich jak na przyktad polichlorowane bifenyle (PCB), systematycznie wzrasta zuzycie
halogenowanych zwiazkéw organicznych nowej generacji, takich jak polibromowane etery
difenylowe (PBDE) i substancje perfluoroalkilowe (PFAS). Ich stosowanie i czgsto
niewlasciwe uzycie w przemysle i rolnictwie powoduje, ze duze ilosci tych zwiazkow
przedostaja si¢ do srodowiska, skutkujac jego skazeniem.

Mikroorganizmy sa gtownymi mediatorami obiegu halogenowanych zwigzkéw organicznych
w S$rodowisku. Jednak mikrobiologiczna degradacja halogenowanych zanieczyszczen
organicznych jest czgsto nieefektywna. Nie tylko szybkos¢ degradacji jest niska, ale czasami
wytwarzane sa bardziej toksyczne substancje. Dlatego tez istotne jest pelne okreslenie i
zrozumienie réznorodnych rél mikroorganizméw w procesach biodegradacji i
biotransformacji.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wpisuje si¢ w wyzej opisany trend
badawczy. Jest przykladem wykorzystania badan metagenomicznych nie tylko do
scharakteryzowania  réznorodnosci  gatunkowej 1 potencjalu  metabolicznego
mikroorganizméw do prowadzenia procesu dehalogenacji, ale réwniez do celowego
skonstruowania konsorcjéw bakteryjnych zdolnych do biotransformacji wybranych
chlorowanych pestycydéw. Takie podejscie zwigksza efektywnos¢ skriningu i skraca czas
opracowywania biopreparatow wykorzystywanych do oczyszczania Srodowiska.

Ocena formalna pracy

Rozprawa liczy 137 stron tekstu. Uktad przedstawionej do oceny rozprawy jest typowy
i zawiera: wstep, cel i zakres pracy oraz hipotezy badawcze, opis materialéw i metod, wyniki
i dyskusje, podsumowanie, wnioski, spis literatury, spis figur, wykaz skr6tow oraz streszczenie
w jezyku polskim i angielskim. Cytowane pismiennictwo obejmuje 246 pozycji literatury, w
tym 237 w jezyku angielskim, co stanowi 96 %. Literatura z ostatnich 5 lat stanowi okoto 8%
proeent (21 pozycji). Dobdr literatury jest uzasadniony i obejmuje najwazniejsze pozycje w
zakresie podejmowanej tematyki. Jednakze biorac pod uwage duza liczbe prac naukowych z
podjetego zakresu badawczego nalezy stwierdzi¢, ze bibliografi¢ nalezaloby uzupelni¢ o
nowsze pozycje literaturowe, by przeglad literaturowy oddawat aktualny stan wiedzy. W spisie
literatury czg$¢ pozycji wymaga korekty edytorskiej, w tym m. in: pisownia nazw
gatunkowych powinna by¢ zapisana kursywa (np Yanagida i in., 2016; Wu i in., 2017; Suwa i
in., 1996; Jacobsen i in., 1992; etc). W spisie tresci brakuje obecnych w rozprawie: Spisu
wykresow; Spisy rycin; Spisu fotografii oraz Spisu wzorow.

Ocena merytoryczna rozprawy

W czesci literaturowej Doktorantka przedstawila zagadnienia zwigzane z ogolng
charakterystykg halogenowanych zwiazkéw organicznych (HZO), ze szczegélnym
uwzglednieniem pestycydow, przemianami HZO w Srodowisku, potencjatem
mikroorganizméw do usuwania tej grupy zwiazkéw jak rowniez metabolizmem HZO. W tej
czesci pracy mozna znalezé pewne niescistosci.



Na przyktad na stronie 19, Doktorantka, powolujac sie na literature wskazuje, ze HZO z
wieloma podstawnikami, miedzy innymi polichlorowane bifenyle (PCBs) czy
polihalogenowane dioksyny sa metabolizowane jedynie w warunkach beztlenowych na drodze
dehalorespiracji, podczas gdy w srodowisku mozna znalezé mikroorganizmy tlenowe
wykazujace zdolnos¢ do rozkladu tych zwiazkow. Zaskakujace jest rowniez to, ze przy
omawianiu szlakéw metabolicznych halogenowanych zwiazkoéw organicznych Doktorantka
nie zamiescila ani jednego rysunku/ schematu, ktory znacznie ufatwitby odbior pracy. W
ostatnich dwéch podrozdziatach czesci literaturowej Doktorantka przedstawita zagadnienia
zwiazane z biologicznymi procesami oczyszczania Srodowisk zanieczyszczonych oraz
perspektywy mozliwosci zastosowania bioremediacji do usuwania HZO ze srodowiska. Te
dwa podrozdziaty opisane sa bardzo ogoélnikowo i zawieraja pewne niejasnosci, np.
przytoczona przez Doktorantke na stronie 27 definicja bioreaktora ,,Bioreaktory (fermentatory)
to urzqdzenia wyposazone w naczynia, system wirnikéw oraz sond majgcych zapewnic
odpowiednie warunki natlenienia, obiegu nutrientow, temperatury, w ktorych zachodzq procesy
mikrobiologiczne, prowadzqgce do degradacji i transformacji zanieczyszczer” nie jest definicja
stosowana w biotechnologii, a przytoczone przez Doktorantke stowo ,,fermentator” jako stowo
zastepujace bioreaktor nie funkcjonuje w nomenklaturze naukowe;j.

W drugim rozdziale Doktorantka przedstawita cel glowny oraz cele czastkowe pracy oraz
sformutowata dwie hipotezy badawcze. Ponadto szczegotowo przedstawila zakres pracy.
Sprzeciw Recenzenta budzi jednak sformulowanie ,Identyfikacja biatek wydzielniczych
produkowanych przez konsorcja w symulacjach biotransformacji 2,4-D oraz 4-chlorofenolu
(...)”. W odniesieniu do proceséw biotransformacji nalezato uzy¢ terminu ,,enzymy”.

W trzecim rozdziale Pani mg Pola Lomza- Kalinowska przedstawita czes¢ doswiadczalna
obejmujacg szczegdlowy opis siedmiu etapdw przeprowadzonych doswiadczen oraz schemat
przeprowadzonych badan, ktéry znacznie ulatwia odbiér pracy. Ta czgs¢ rozprawy zawiera
rowniez szczegblowy opis odczynnikéw, materiatow analitycznych i biologicznych oraz metod
wykorzystanych w pracy badawczej.

W rozdziale Wyniki i dyskusja zawarto wyniki wszystkich eksperymentow
przeprowadzonych w ramach pracy, poczynajac od analiz fizykochemicznych prob
srodowiskowych, ktére poddano analizom metagenomicznym, poprzez analiz¢ skiadow
taksonomicznych analizowanych $rodowisk oraz analiz¢ —metagenoméw prébek
srodowiskowych pod katem wystepowania genow kodujacych dehalogenazy, az do ich
zastosowania do opracowania konsorcjow bakterii efektywnych w biotransformacji badanych
pestycydéow. Cennym z poznawczego punktu widzenia jest analiza metagenomiczna
§rodowisk naturalnych oraz S$rodowisk poddanych antropopresji pod katem
mikroorganizméw genéow kodujacych dehalogenazy, enzymy niezb¢dne w procesach
dehalogenacji i skorelowanie wystgpowania genéw kodujacych te enzymy z obecnoscig
HZO w srodowisku. Nalezy rowniez podkresli¢ potencjal aplikacyjny otrzymanych
wynikéw, gdyz opracowane w ramach rozprawy konsorcja bakteryjne wykazuja wysoki
potencjal do biotransformacji wybranych halogenowanych pestycydow oraz 4-
chlorofenolu ( 4-CP).

Wyniki stanowig odpowiednia podstawe do wysunigcia wnioskéw, cennych zarowno z
naukowego jak i aplikacyjnego punktu widzenia. Jednakze niektore elementy wymagaja



komentarzy i wyjasnien, ktore Kandydatka moglaby zaprezentowal jest-preszena podczas
publicznej obrony pracy doktorskie;j.

1. Czy roztwory soli dodawane do podloza mineralnego M9 po jego sterylizacji byly
sterylne?

2. W jakim celu oliwe z oliwek wykorzystywana do oznaczenia aktywnosci lipolitycznej
oczyszczano poprzez przepuszczenie przez kolumne wypelniona aktywowanym
tlenkiem glinu w mieszaninie rozpuszczalnikow (str. 38)?

3. Prosze wyjasni¢ czym jest jodyna Grama (str. 53)?

4. Co oznacza sformulowanie ,,hodowla nocna badanego szczepu bakterii (str. 53)?

5. Strona 54: na jakiej podstawie wybrano do badan symulacji biotransformacji kwasu
2.,4-dichlorofenoksyoctwego (2,4-D) stezenia 16 g/1, 8 g/1, 4,2 g/l, 2,1g/1?

6. Strony 54 i 55: dlaczego hodowle prowadzono przy szybkosci 120 rpm, podczas gdy
wczesniej hodowle w ramach selekcji bakterii prowadzone byly z wytrzasaniem 130
rpm? Jaki byt czas symulacji proces6w biotransformac;ji?

7. Strony 80-82: w jakim celu charakteryzowano badane szczepy bakterii pod katem
zdolnosci do produkcji celulaz, lipaz i ureaz skoro nie analizowano zmian aktywnosci
tych enzymdw ani ich wpltywu na proces biotransformacji badanych HZO?

8. Jedno z konsorcjow dodatkowo jest rowniez przystosowane do biodegradacji produktow
ropopochodnych, zatem moze by¢é wykorzystane w warunkach wspolistnienia
zanieczyszczen produktami ropopochodnymi. Czy Doktorantka uwaza, ze na podstawie
wynikow przeprowadzonych przez nig badan, takie stwierdzenie jest zasadne?

9. Jaka jest opinia Doktorantki, jakie metody/techniki nalezaloby zastosowa¢ by
zminimalizowa¢ ryzyko pozostawania metabolitow posrednich biotransformacji 2,4 D w
srodowisku wodnym?

Ocena koncowa

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Poli Lomzy-Kalinowskiej, pt.
,,Mikrobiologiczna dehalogenacja- charakterystyka i zastosowanie bakterii metabolizujacych
halogenowane zwigzki organiczne”, wykonana pod kierunkiem dr hab. inz. Agnieszki
Tabernackiej, prof. uczelni jest wartoSciowym opracowaniem. Zawarte w niej wyniki sg
zrodtem wiedzy o charakterze naukowym jak i aplikacyjnym, na temat mozliwoSci
wykorzystania mikroorganizméw do usuwania halogenowanych zwigzkéw organicznych ze
srodowiska. Poruszony temat jest rozwojowy i moze by¢ przedmiotem poglebionych badan.
Doktorantka poprawnie sformutowala cel i zakres pracy oraz postawila wlasciwe hipotezy
badawcze, wlasciwie zaplanowata i zrealizowala prace eksperymentalne, umiej¢tnie
wykorzystala narzedzia badawcze i analityczne zaréwno z dziedziny biotechnologii, jak i
chemii. Uzyskane wyniki zostaty poddane krytycznej analizie i odpowiednio skomentowane.

Przedlozona do recenzji rozprawg oceniam pozytywnie i stwierdzam, ze rozprawa ta
spelnia wszystkie ustawowe wymogi i kryteria okreslone w art 187 Ustawy ,Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce” z dnia 20 lipca 2018 roku. Wnosz¢ do Rady do Spraw Stopni
Naukowych w dyscyplinie Biotechnologia Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie
ocenianej rozprawy do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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