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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Arkadiusza Polewczyka
pt. ,,Ozonowany olej roslinny w procesie bioremediacji Srodowisk naturalnych zanieczyszczonych olejem
napedowym”

Oceniana praca doktorska zostata wykonana w Instytucie Biochemii Technicznej Politechniki t.6dzkiej pod
kierunkiem promotora prof. PL dr hab. Krzysztofa Smigielskiego oraz promotora pomocniczego dr inz. Olgi
Marchut — Mikotajczyk.

Podstawa wykonania recenzji

Recenzje wykonatem w oparciu o uchwate Rady Wydzialu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki
Lodzkiej z dnia 31 maja 2016 roku, a takze pisma Pani prof. dr hab. Marii Koziotkiewicz, Dziekana Wydziatu
Biotechnologii i Nauk o Zywno$ci Politechniki L.oOdzkiej z dnia 13 pazdziernika 2016 roku oraz
dostarczonego egzemplarza pracy doktorskiej.

Charakterystyka tematyki pracy doktorskiej

Olej napedowy jest najczesciej wykorzystywanym paliwem w skali catego globu. Popularno$¢ zawdzigcza
przede wszystkim wyzszej sprawnosci silnikow wysokopreznych, stosunkowo tatwemu otrzymywaniu z ropy
naftowej oraz wysokim temperaturom zaptonu. Przektada si¢ to na masowa produkcj¢ oraz dystrybucje oleju
napgdowego w calym $wiecie. W konsekwencji nie jest zadziwiajagcym fakt, ze olej napedowy nalezy do
substancji najczesciej zanieczyszczajacych srodowisko naturalne. Z praktycznego oraz mikrobiologicznego
punktu widzenia, olej napgdowy jest doskonala pozywka dla szeregu bakterii wykorzystujgcych
weglowodory jako zrodlo wegla i energii. Stad tez konieczno$¢ ochrony magazynowanego paliwa przed
atakiem mikrobiologicznym wymusita stosowanie biocydow, ktore sg integralng domieszka wprowadzang do
paliw na etapie produkcji w petrochemiach. Jednakze ze $rodowiskowego punktu widzenia najbardziej
istotnym sktadnikiem oleju napedowego sa weglowodory aromatyczne, ktore ze wzgledu na budowe
chemiczng posiadaja niekorzystne dla zdrowia wilasciwosci. Nic wigc dziwnego, ze obecno$¢ oleju
napedowego w $rodowisku naturalnym jest powaznym problemem, a poszukiwanie skutecznych metod jego
eliminacji stanowi przedmiot badan wielu osrodkow naukowych.

Problematyka badawcza podjeta przez Pana mgr inz. Arkadiusza Polewczyka oscyluje wokoét zagadnien
bioremediacyjnych zwigzanych z mikrobiologicznym rozktadem diesla. W zamysle autora celowym wydaje
si¢ zbadanie wptywu dodatku oleju roslinnego oraz ozonu na efektywnos¢ mikrobiologicznego rozktadu oleju
napedowego w srodowisku wodnym i glebowym. O ile wprowadzenie olejow roslinnych celem intensyfikacji
procesow biodegradacyjnych byto juz przedmiotem badan, o tyle wprowadzenie ozonu w towarzystwie oleju
ro$linnego stanowi wyrazny element nowo$ci naukowej i posiada duzy potencjat aplikacyjny.



Formalna ocena pracy doktorskiej

Praca doktorska rozpoczyna si¢ 5-Cio stronicowym spisem tresci, ktory jest odrobine zbyt szczegotowy. Tak
rozbudowany spis treSci nie ulatwia szybkiego odszukania konkretnego fragmentu w tresci. Nastgpnym
elementem jest klasyczny przeglad literaturowy. Na 57 stronach maszynopisu doktorant przedstawit aktualng
wiedz¢ naukowa, powolujac si¢ na starannie wyselekcjonowane prace naukowe oraz opracowania
specjalistyczne. W calej pracy zacytowano 249 pozycji literaturowych. Niestety podczas cytowania doktorant
nie utrzymat jednolitego sposobu cytowania, stad tez w tresci pracy wstepuja wszystkie warianty: Autor i in.,
Autor i wsp., Autor et al.. Recenzent przychyla si¢ do wersji Autor i wsp., ktdra zdecydowanie bardziej
odpowiada idei bycia wspoétautorem pracy naukowe;.

W czgsci literaturowej, zdaniem Recenzenta, korzystniej byloby wyeliminowa¢ opis metabolizmu
poszczegolnych klas weglowodorow — gdyz nie jest on w tak szczegdtowej formie potrzebny do zrozumienia
pozniejszych badan i ich wynikow. O wiele cenniejszym bytoby szczegdtowe przedstawienie:

o srodowiska glebowego, zwlaszcza w kontekscie dostepnosci wody i tlenu w zalezno$ci od charakteru
gleby 1 wilgotnosci,

e fizyko-chemicznej charakterystyki oleju napgdowego i oleju roslinnego,

e oddziatywania oleju roslinnego na weglowodory aromatyczne (w tym WWA) w glebie (procesy
sorpcji i desorpcji),

e kwestii prawnych ograniczajagcych mozliwos¢ wprowadzania substancji hydrofobowych (np.
biodiesla) na tereny skazone zwigzkami aromatycznymi, w zwigzku ze zwigkszong migracja tej
frakcji. Krajem, ktory prawnie zakazat takich rozwigzan jest przyktadowo Republika Federalna
Niemiec.

Rozprawa doktorska napisana jest na ogot poprawnym stylistycznie jezykiem, jednak zyskalaby po
przeprowadzeniu niewielkiej korekty edytorskiej. W przedstawionej do recenzji wersji mozna odnalez¢
drobne uchybienia, przede wszystkim w czesci literaturowej. Przykladowo ex-situ czy in-situ piszemy
kursywa, natomiast zwigzki powierzchniowo-czynne mozemy zapisa¢ bez myslnika jednak w tresci nalezy
stosowa¢ konsekwentnie tylko jeden sposob zapisu.

Zastosowany W catej pracy sposob zapisu miar jest niejednolity. W wielu miejscach wartosci liczbowe;j
towarzyszy symbol, a w innych miejscach symbol przedzielony jest spacja. Zgodnie z wytycznymi Rady
Jezyka Polskiego powotanej przez Prezydium Polskiej Akademii Nauk uchwalg nr 17/96 z dnia 9 wrze$nia
1996 r. zalecana jest nastepujgca regula ,,zapisu oznaczen wartosci fizycznych i matematycznych: miedzy
wartoS$cia liczbowa a literowym oznaczeniem miary, czyli skrétem lub skrétowcem, stawiamy spacje,
natomiast miedzy wartoscia liczbowa a oznaczeniem miary za pomoca symbolu albo polaczenia
skrotu/skrotowca i symbolu spacji nie stawiamy. Poprawny zapis to zatem: np. 5 proc., 5m, 5s, 20 V, 13
Q, 7,5 rd, 10,5 rad, 98 Hz oraz 5% (nie: 5 %, cho¢: 5 proc.), 3%o (nie: 3 %o ), 10°C (nie: 10 °C ani 10 ° C),
212°F (nie: 212 °F ani 212 ° F), 3" (nie: 3 *), 35" (nie: 35 "), 25g (nie: 25 g) itd.”

Wybrane usterki przedstawiono ponizej:

e str. 4, ...z katalizatorem tlenkiem tytanu ...” — blad stylistyczny

e str. 12 ,,... syntetycznych ksenobiotykow ...” — z definicji ksenobiotyki sg syntetyczne — patrz str. 64
gdzie autor podaje definicj¢ ksenobiotyku

e str. 12 ,Ropa ... moze si¢ sktada¢ z kilku tysiecy zwiazkow chemicznych ...” — sklada si¢ z

kilkudziesieciu tysigey zwiazkow chemicznych
e str. 15,,700 min litéw”
e str. 17 ,,opary tworzg swoisty gaz”
str. 19 ,,...bezposrednio powigzane jest z czynnikami kancerogennymi, powodujacymi przede
wszystkim nowotwor phuc, czy nawet powodowac §mier¢ ...” - blad stylistyczny
str. 31 ,,Finalnie, juz jako intermedia, jest Kierowany ...” — niezbyt udane thumaczenie
str. 41 ,,degradacji polutantu” — j. w.
str. 56 ,,... wykorzystuja jedynie z czynniki fizyczne ...” — blad stylistyczny
str. 65 ,tatwym rozkltadem zanieczyszczen uprzednio potraktowanych rozpuszczalnikiem lub
biosurfaktantem niz drobnoustroje,” — sktadnia
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Doktorant bardzo wyraznie sformutowat cel pracy, a dodatkowy opis etapéw badan sprecyzowat jakie zadania
badawcze byly realizowane. Wszystko to pozwala na bardzo dobre zorientowanie si¢ w strukturze i kolejnosci
prowadzonych badan. Sporym utatwieniem sa rowniez kolorowe strony rozdzielajace poszczegolne dziaty.

Pierwszym blokiem badawczym byly eksperymenty biodegradacyjne w s$rodowisku wodnym. Podczas
wnikliwej analizy tego fragmentu Recenzentowi nasunely si¢ pewne sugestie oraz pytania.

Na czym polega niespelnienie przez olej roslinny norm warunkujacych jego wykorzystanie do celow
spozywczych ?

Watpliwosci budzi wybor medium hodowlanego. Do badan z weglowodorami najczesciej polecane sa
media oparte na medium Bushnell-Haas’a, w ktorych jedynym Zrodtem wegla sa weglowodory. Z
opisu wynika, ze stosowano dodatek glukozy (29/l) oraz ekstrakt drozdzowy (29/) w wyniku czego
mikroorganizmy miaty zapewnione tatwo przyswajalne zrodlo wegla. Mozliwe rowniez, ze wynika to
ze ztego opisu, gdyz w tekscie wystepuja odwotania do nieistniejacych rozdziatow.

Dlaczego eksperymenty prowadzono tylko przez okres 14 dni, a nie wykorzystano bardziej
standardowego okresu 28 dni ? Wiaze si¢ to rowniez z dwoma kolejnymi uwagami.

Czy zdaniem doktoranta wiasciwie wytypowano stezenie oleju napedowego w hodowlach ptynnych
jako 10% wagowych ? Przy standardowych protokotach postgpowania ze skazeniami, nalezatoby
zastosowa¢ metody fizykochemiczne aby zmniejszy¢ ilos¢ oleju napgdowego przynajmniej do
poziomu ok 1-2% i dopiero wtedy mozna by zastosowaé czynniki biologiczne (biopreparaty czy inne
zaszczepki mikroorganizméw). Tym bardziej, ze w przypadku rzek i jezior takie dziatanie jest
relatywnie proste, a skazenia morz i oceandow nalezy traktowaé, z racji zasolenia, jako odrebny
przypadek.

Czy zdaniem autora, zastosowany dodatek oleju roslinnego nie jest zbyt duzy biorgc pod uwagg, ze
jest on nadal obecny po zakonczeniu eksperymentow ? Nawet gdy jest to ,,nienadajacy si¢ do
spozycia olej roslinny”, posiada okre§long warto$¢ a jego stosowanie w $rodowisku wigze si¢ z
kosztami transportu, stad nalezatoby okresli¢ jego minimalng ilo$¢, ktéra wywiera korzystne
dziatanie. Tym bardziej, ze sam autor wskazuje na jego preferencyjna degradacje w poréwnaniu do
oleju napedowego.

Opis procedury analitycznej przy oznaczaniu weglowodoréw powinien by¢ bardziej doktadny,
zwlaszcza na etapie izolacji analitu z hodowli ptynnych.

Olej napedowy jest mieszaning okoto 4 tysiecy weglowodorow nalezacych do trzech glownych grup:
alkanéw (zaréwno prostych jak i rozgatezionych, okre§lanych zbiorczo mianem parafin), alkanéw
cyklicznych (zwanych naftenami) oraz weglowodorow nienasyconych, wsrod ktérych na uwage
zastuguja przede wszystkim weglowodory aromatyczne. W typowym oleju napedowym zawarto$é
weglowodorow aromatycznych wynosi w granicach 20-25% wagowych. Najwigcej jest pochodnych
mono-pierscieniowych, nastgpnie dwu-pierScieniowych oraz kolejno trzy-pierscieniowych. W
normach jako$ci paliw podaje si¢ czgsto zawarto$¢ wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych wynoszacg ponizej 11% wagowych, jednak po uwzglednieniu weglowodoréw mono-
pierscieniowych — catkowita zawarto$¢ zwiazkow aromatycznych wynosi w granicach wspomnianych
20-25% w zaleznosci od wyjsciowego substratu i technologii jego przetwarzania. Czy zdaniem autora
nie byloby celowym, okreslenie degradacji frakcji aromatycznej jako najniebezpieczniejszego
sktadnika oleju napedowego ?

Autor uzywa terminu ,,konsorcjum” podczas gdy stosuje ,.kultur¢ mieszang”. Zgodnie z definicja:

»A mixed culture is produced by combining two or more pure cultures and excluding other
microorganisms by using aseptic technique. Mixed cultures are not necessarily microbial
communities. If the microorganisms within a mixed culture do not proliferate, survive, and adapt as a
unit, then the culture may be inherently unstable, with one or more microorganisms quickly displacing
others.” Str. 102 Cultivation of Microbial Consortia and Communities, Wolfaardt i wsp., Manual
of Environmental Microbiology, Third edition, ASM Press, Washington 2007, USA. Ta definicja
oraz inne wyjasnienia w przywotanym teksécie zrodlowym (strony 101-103) zdecydowanie nie
pozwalaja nazwac stosowanych ukladow mikroorganizméw ani spoteczno$ciami (microbial
community) ani konsorcjami (microbial consortia).

Stosowany przez Autora ,,stopien biodegradacji” jest niezbyt poprawny. Jest to czesto spotykany w
literaturze polskojezycznej blad. Zdecydowanie korzystniej jest stosowa¢ sformulowanie:
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»efektywnos¢ biodegradacji, czy efektywnos¢ rozkladu weglowodoréw, diesla”. Uzycie terminu
stopien nasuwa pytanie o jednostke.

Podsumowujac pierwszy blok eksperymentalny mozna zauwazyC¢, ze obejmuje on bardzo duzo
eksperymentow. Najciekawszymi z nich sa badania, w ktorych wraz z olejem roslinnym wprowadzano ozon.
Dzi¢ki tym eksperymentom, udato si¢ doktorantowi oceni¢ skuteczno$¢ zaproponowanej metody. Dojrzale
poprowadzono dyskusje¢ naukowa, wskazujac na potencjalne mechanizmy dziatania ozonu. Bardzo dobrym
uzupelieniem badan jest cz¢$¢ dotyczaca posredniego wyznaczenia ilosci biomasy poprzez analize stgzenia
biatka.

Drugi blok eksperymentalny dotyczy biodegradacji w srodowisku glebowym. Jest on zdecydowanie
najbardziej interesujacym, z punktu naukowego, wktadem doktoranta w poszerzenie obecnego stanu wiedzy.
Eksperymenty zaplanowane sa bardzo dobrze. Calos$¢ eksperymentow poprzedzono walidacja metody
odzysku weglowodoréw z gleby. Omoéwienie i dyskusja wynikow prowadzone sg w sposob wnikliwy.
Dodatkowym elementem jest analiza zmian fitotoksycznosci gleby po procesie biodegradacji z
wykorzystaniem standardowych roslin wskaznikowych. Po lekturze tej czgSci Recenzent pragnie podzieli¢ sig
nastgpujacg uwaga:

Przy wyznaczeniu parametrow gleby, niezmiernie istotne jest okreslenie pojemno$ci polowej. Podana w pracy
wilgotnos¢ (30%) nie jest parametrem charakteryzujacym glebe. Nie wiadomo czy gleba znajduje si¢ w stanie
nasycenia woda. W przypadku przesycenia, bardzo czesto obserwuje si¢ procesy beztlenowe, ktore obnizaja
efektywno$¢ biodegradacyjng. Ten parametr powinien by¢ wyznaczony w oparciu o standardowe procedury
oznaczania wlasciwosci gleb.

Whiosek koncowy

Analizujac niniejsza prac¢ doktorskg pod katem aktualno$ci i oryginalnosci podjetych badan mozna z calg
pewnoscia stwierdzi¢, ze Autor z sukcesem odnalazl swoja nisz¢ badawcza, a zrealizowane przez niego
badania w duzym stopniu uzupenia istniejacy stan wiedzy. Z tego punktu widzenia niniejsza praca doktorska
jest cennym wkiladem w poznanie procesow mikrobiologicznego rozkladu diesla w obecnosci oleju
ro$linnego 1 ozonu.

Reasumujac, przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska mgr inz. Arkadiusza Polewczyka pt.
»Ozonowany olej roslinny w procesie bioremediacji Srodowisk naturalnych zanieczyszczonych olejem
napedowym” oceniam pozytywnie oraz stwierdzam, ze spetnia ona wszelkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim {okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku ,,O stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. nr 65/03, poz. 595 i w rozporzadzeniu
Ministra Edukacji Narodowej i Sportu z dnia 15 stycznia 2004 roku (Dz. U. nr 15/04, poz. 128) oraz
rozporzadzeniu Ministra Edukacji i Nauki z dnia 15 grudnia 2005 roku (Dz. U. nr 252/05, poz. 2125) ,,W
sprawie szczegdlowego trybu prowadzenia czynno$ci w przewodach doktorskim i habilitacyjnym oraz w
postepowaniu o nadanie tytutu profesora”}i wnosz¢ o dopuszczenie mgr inz. Arkadiusza Polewczyka do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,

dr hab. inz. Lukasz Chrzanowski



