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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Piotra Drozdzynskiego
,Biosurfaktanty otrzymywane z endofitycznych bakterii
wyizolowanych z Chelidonium majus L. — produkcja i zastosowanie”

i Formalne podstawy wykonania recenzji

Recenzj¢ wykonano na zlecenie Pani dr hab. inz. Anny Diowksz, Dziekan Wydziatu
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki £.odzkiej z dnia 3.08.2021. Podstawg recenzji
jest otrzymana rozprawa doktorska w wersji wydrukowane;.

2. Zasadno$¢ podjetej tematyki

Spoérod zwigzkéw powierzchniowo czynnych (surfaktantéw) wykorzystywanych w
wielu galeziach przemyshi, ostatnimi laty szczegdlna uwage przywigzuje si¢ do takich, ktére
pozyskuje si¢ na drodze biologicznej. Biosurfaktanty wykazujg wiele korzystnych cech,
ktorych nie posiada wiele surfaktantéw syntetycznych np. niska toksyczno$¢, znaczna
biodegradowalnoéé, nie kumulujg si¢ w $rodowisku przyrodniczym. Z wymienionych
powoddw sy one szczegodlnie pozadane w ochronie $rodowiska do likwidacji ucigzliwych
zanieczyszczen np. substancji ropopochodnych. Te ostatnie sa szczegolnie trudne do
usuniecia z gleby, gdyz powodujg zlepianie grudek ziemi i jej zbrylanie, co znacznie utrudnia
ich eliminacje.

Do oczyszczania gleb wykorzystuje sie rézne metody fizyczne, chemiczne i
biologiczne. Te pierwsze s wprawdzie szybkie i radykalne, ale kosztowne i stwarzajg
dodatkowe problemy, natomiast mankamentem metod biologicznych jest ich diugotrwalos¢ i
czesto niemozno$é calkowitego usunigcia zanieczyszczenia. Zanieczyszczenia te najczgsciej
wystepuja w  Srodowisku  jako mieszanina zwigzkéw o bardzo zréznicowanej
biodegradowalnoéci lub sg nawet zwigzkami refrakcyjnymi, czyli w praktyce biologicznie
nierozktadalnymi. Stosowanie technologii hybrydowych, 1aczacych procesy fizyczne,
chemiczne i biologiczne, jest czgsto skuteczne w warunkach laboratoryjnych, ale w skali
technicznej wystepujg trudnosci ze stabilnoscig procesu. Dlatego bardzo zasadnym jest
poszukiwanie aktywnych mikroorganizméw do bioremediacji gleb na terenach poddanych
antropopresji, gdyz mozna oczekiwaé, ze tam znajdowaé si¢ beda drobnoustroje o
pozgdanych wiaéciwosciach. Doktorant uznal, ze dobrym inokulum do tego celu bedg
mikroorganizmy zasiedlajgce wnetrza rodlin z zanieczyszczonych gruntéw. Tym sposobem
Doktorant zamierzal pokonaé jedno z zasadniczych ograniczen technologii bioremediacji,
warunkujagcym  efektywno$¢ oraz szybkoéé tego procesu, a mianowicie dostgpno$é
zanieczyszczenia  weglowodorowego dla  mikroorganizméw  prowadzacych  proces
oczyszczania,

Dlugotrwata obecnoéé weglowodoréw w glebie skutkuje ich wigzaniem z
organicznymi  czgsteczkami  matrycy  glebowej, czynigc je niedostgpnymi dla
mikroorganizméw, tym samym zmniejszajgc efektywnoéé samooczyszczania sig srodowiska.
Problem ten mozna rozwigzaé stosujgc nieszkodliwe dla §rodowiska zwigzki powierzchniowo
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czynne pochodzenia mikrobiologicznego. Zanieczyszczenia hydrofobowe w obecnosci
biosurfaktantéw zostajg zamknigte wewnatrz miceli surfaktantéw, co ulatwia ich
przenoszenie z matrycy glebowej do fazy wodnej, a tym samym zwigkszenia biodostgpnoéci
weglowodoréw dla drobnoustrojow.

Innowacyjnym celem Doktoranta bylo wykorzystanie potencjatu bakterii endofitycznych
wyizolowanych z roélin synantropijnych do biosyntezy biosurfaktantow oraz degradacji
zanieczyszczen weglowodorowych. Jest to zamiar ambitny, bedacy dobrym tematem pracy
doktorskiej.

3. Charakterystyka i uwagi do pracy

Praca posiada uklad typowy dla prac eksperymentalnych. Po spisie tresci i wykazie
skrotéw, pojawia sig polskie i angielskie streszczenie. We wstepie przedstawione zostaly
powody podjetej tematyki doktoratu oraz zamiary jakie Autor zamierzal zrealizowac. W
czesel literaturowej oméwione zostaly zasadnicze zagadnienia zwigzane z tematyka pracy -
mikroorganizmy endofityczne, zwigzki powierzchniowo czynne, weglowodory i ich wplyw
na $rodowisko oraz usuwanie. Do tej czgéci mam kilka uwag.

Przeglad literatury powinien mieé charakter krytyczny, czyli przedstawié¢ aktualny stan
wiedzy z zakresu podjetej tematyki, ale takze komentarz i uwagi polemiczne do tych
publikacji, aby z nich wylonit si¢ powéd podjecia tematyki przez Doktoranta. Dlatego bez
uszczertbku dla pracy mozna bylo w przegladzie literatury pomingé punkt dotyczacy
weglowodoréw — ich charakterystyke, wlasciwosci chemiczne 1 fizyczne, Zrddla
weglowodorow, skupiajac si¢ jedynie na ich wplywie na §rodowisko i usuwania z niego.
Zawarty w pracy podziat drobnoustrojéw endofitycznych jest niejednoznaczny (strona24). Z
podanego podzialu na endofity fakultatywne, obligatoryjne, ,,passanger” i oportunistyczne,
uwzgledniajac ich strategie Zyciowe widaé, Ze fakultatywne endofity mogg by¢ réwniez
»passanger” i odwrotnie.

Autor podaje (str.27), ze ,,Sevilla i wspélpracownicy (2001) dowiedli, ze w czasie 24
godzin trzcina cukrowa inokulowana diazotrofem G. diazotrophicus Pal5 uzyskata 0,6%
catkowitego azotu z biologicznego wigzania azotu. Badania Elbeltagy i wspolpracownikéw
(2001) donoszg, ze ta sama roélina inokulowana wspominanym szczepem B501 osiagnela
warto$é uzyskanego azotu 0,14%, co $wiadczy o znaczacej iloéci azotu przyswojonej przez
roéliny.” Czy rzeczywiscie 0,14% catkowitego przyswojonego azotu to warto$¢ znaczna?

W punkcie 3.Cel pracy, Autor precyzyjnie podat zarowno cel gtowny, jak réwniez
etapy pracy ktérych realizacja dowie§¢ miata trafnosci zamiaru wykorzystania biosurfaktanta
pozyskiwanego z endofitycznego mikroorganizmu w ochronie $rodowiska i przemysle
SpozZywCezZym.

W kolejnym rozdziale ,,Materialy i metody” szczegélowo opisane zostaly odczynniki i
aparatura oraz procedury poszczegblnych oznaczef i eksperymentéw. Mam jednak
watpliwodé, co do tego czy, jak podaje Autor, zamieszczono w pracy informacje to
mszczegdlowe dane techniczne” (str.74-76) substratéw weglowodorowych. Dla oleju
kreozotowego (tab.9) podano bowiem zaledwie ich kilka cech fizycznych, a sktad chemiczny
to podana procentowa maksymalna zawarto§¢ wody (1%), fenole ekstrahowane wodg (max.
%) oraz skladniki rozpuszczalne w toluenie (max. 0,4%). Jeszcze mniej danych podano dla
smaru BECHEM (tab.10), gdzie chemiczny jego opis zawiera si¢ w zdaniu, Ze jest to
mieszanina olejow syntetycznych. Jedynie w charakterystyce oleju napgdowego
zamieszczono nieco wiecej informaciji o jego chemicznym skladzie (bez iloSciowych danych),
ale juz dla wykorzystanego oleju silnikowego nie podano jakichkolwiek jego fizycznych i
chemicznych wiladciwodci. Poza tym nawet te lakoniczne informacje sg nieporownywalne np.
w tabelach 9 i 10 Zzaden parametr nie jest ten sam. Domyslam sig, ze dostawca/producent
substratow weglowodorowych nie podawat blizszych charakterystyk chemicznych ich sktadu,
ale nie sadze, aby nie wyznaczyt je Autor Takie dane byly potrzebne chociazby przy



okrelaniu ubytku weglowodoréw w procesach bioremediacji, wige zebranie tych danych i
sporzadzenie tabeli z danymi wszystkich badanych substratéw byto latwe do wykonania. Jest
to o tyle istotne, ze pozwoliloby przyblizy¢é odpowiedz na pytanie, ktére ze skiadnikow
badanych weglowodorowych decydowaly o efektywno$ci usuwania zanieczyszczen. Autor
sam kilkakrotnie shusznie podkreslal, ze sklad zanieczyszczen ma wyrazny wplyw na
sumaryczny efekt bioremediacji, ale takze na rozwdj wykorzystywanych roélin.

Inna uwaga dotyczy oznaczania aktywno$ci dehydrogenaz. Aby oznaczenie dawalo
wiarygodne wyniki wazne jest wyznaczanie optymalnego st¢zenia TTC w analizowanej
probie. Tym bardziej, ze w stosowanej metodyce oznaczen przyjeto stgzenie wyznaczone do
oznaczania aktywnoéci dehydrogenaz dla Aspergillus Niger, a nie szczepu stosowanego przez
Doktoranta.

Punkt ,,5 Wyniki” jest obszerny i dobrze opracowany. Autor wystrzega si¢ na ogot
interpretacji wynikéw, zasadnie czynigc to dopiero w nastgpnym rozdziale pracy (6.
Oméwienie 1 dyskusja wynikoéw). Mam natomiast uwagi do kilku fragmentéw pracy. Rysunek
37 (str. 178) uwidacznia, ze zaskakujgco najwyzszy ubytek weglowodoréw obserwowano w
probce z samym dodatkiem biosurfaktanta, gdyz wykres koloru rézowego (K+BS) byl
najnizszy. Czy tak bylo na pewno i nie jest to pomylka wynikajagca ze zlej kolorystyki
wykresow poszezegblnych probek? Na kolejnym rysunku 38, wystgpuje inna kolorystyka do
tych samych prébek i rézowa jest probka kontrolna majgca najwyzszy pik (czyli zgodnie z
oczekiwaniami).

Autor kilkakrotnie wymienia innowacyjne elementy swojej pracy np. izolacja
mikroorganizméw endofitycznych z jaskolczego ziela i ich potencjal biotechnologiczny byly
tematem niewielu doniesien literaturowych, ale zadne z tych badaf nie obejmowaly
potencjalu degradacyjnego ani produkcji zwigzkéw powierzchniowo-czynnych przez
wyizolowane drobnoustroje endofityczne z jaskélczego ziela. Natomiast w ramach pracy
przeprowadzono skrining izolatéw endofitycznych wyznaczajac ich potencjal degradacyjny.
Wyizolowane szczepy bakteryjne wykazywaly wysokg aktywnos¢ degradacyjng, natomiast
zaskakujagco niska byla ta aktywno§¢ dla grzybow. Kolejnym krokiem badan byla
optymalizacja procesu produkcji bioswrfaktantow. Do tego celu wykorzystano metode
Taguchi. Biorgc pod uwage wspolczynnik udzialn kazdego wytypowanego czynnika
stwierdzono, Ze najwigkszy wplyw na produkcje biosurfaktantéw ma zrédlo wegla (42,03%) i
azotu (41,30%). Szkoda, e nie uwzgledniono wilgotno$é jako czynnik w optymalizacii;
wprawdzie wplyw wilgotnoéci jest oczywisty, ale dobrze byloby wyznaczyé ten wplyw
ilodciowo.

Analiza prébek biosurfaktanta produkowanego przez endofityczny szczep Bacillus
pumilus wykazala, ze ugrupowanie lipidowe biosurfaktanta sklada si¢ z estru metylowego
kwasu 9,12-oktadekadienowego (linolowego), natomiast hydrofilowa czg§¢ biosurfaktanta
jest trojcukrows strukturg glikolipidows sktadajacy sie z D-glukozy, D-arabinozy i D-ksylozy,
co potwierdza przynalezno$§¢ endofitycznych zwigzkow powierzchniowo czynnych do grupy
glikolipidéw. Pomimo faktu, ze wickszo$§¢ bakterii z rodzaju Bacillus produkuje lipopeptydy,
a niektére doniesienia literaturowe potwierdzajg syntezg glikolipidéw przez te bakterie, to
jednak w doktoracie po raz pierwszy opisano pozyskiwanie glikolipidowych biosurfaktantow
z endofitycznej bakterii z rodzaju Bacillus.

Pomimo tego, iz przebieg zmian aktywnosci dehydrogenaz wykazywal bardzo
zrOznicowany charakter, to Autor bardzo umiejetnie i przekonujaco dokonal analize tych
zmian, Wysoka aktywno$¢ dehydrogenaz glebowych charakteryzowata poczatek wigkszosci
eksperymentéw bioremediacyjnych niezaleznie od uzytej mieszaniny weglowodorow, z
wyjatkiem oleju kreozotowego. Wysoka aktywno$¢ dehydrogenaz glebowych sugeruje
obecnoé¢ fatwo przyswajalnego zrédla wegla i intensywnych procesach biooksydacji. Po
wyczerpaniu si¢ latwo dostepnego Zrodla wegla nastgpuje faza adaptacyjna metabolizmu
drobnoustrojowego do degradacji kolejnych frakcji weglowodorowych. Dodatek
biosurfaktantéw w celu wspomagania biodegradacji skutkowal redukcjg wielkosci pikow



falowego charakteru zmian aktywno$ci dehydrogenaz glebowych. Zdaniem Doktoranta
glikolipid zwigkszal biodostepno$é¢ zanieczyszczenia obecnego w glebie, co powodowalo
dluzej utrzymujgca si¢ na wysokim poziomie aktywnos$¢ dehydrogenaz glebowych, przez co
szybciej  osiggnigto  rozklad  zanieczyszczen. Najsilniejsze  dzialanie  glikolipidu
produkowanego przez szczep 2A na degradacje zanieczyszczen zaobserwowano w przypadku
zastosowania najtrudniej biodegradowalnego oleju kreozotowego, skladajacego sig gtownie z
weglowodoréw poliaromatycznych. Dodatek glikolipidow pozwolit na znacznie szybszy
przebieg procesu oczyszczania zarowno w probie inokulowanej, jak i prébie z mikroflorg
autochtoniczng. W probie zawierajgcej tylko mikroflorg autochtoniczng zaobserwowano
mniejsze wahania aktywnosci enzymatycznej, a w kofcowym etapie badan aktywnos¢
wzrosla, co sugerowalo dalszg degradacje sktadnikow (rys. 20, 21, 41, 42). Wyniki te
potwierdzajg zdolno$¢ &rodowiska przyrodniczego do prowadzenia powolnego procesu
samooczyszczania, ktory moze zostaé przyspieszony za pomocy dodatku biosurfaktanta.
Jednoczeénie Autor przestizega, ze proces bioremediacji wspomaganej dodatkiem
biosurfaktantu jest zloZony i ten sam czynnik moze spowodowac odwrotny skutek.
Przyktadowo, w przypadku zbyt duzej dawki biosurfaktanta ten tatwo przyswajalny zwigzek
moze spowodowa¢ zmniejszenie szybko$ci wykorzystania trudno rozkiadalnego
zanieczyszczenia.

Podane przez Autora wnioski potwierdzajg zrealizowanie wszystkich etapow
zamierzonych badan, a takze osiggniecie glownego celu pracy. Natomiast wymienione w
podsumowaniu najwazniejsze osiggnigcia pracy doktorskiej sq zasadne, posiadajg
innowacyjne walory oraz stanowig cenny wkiad w rozwdj biotechnologii §rodowiskowe;j oraz
biogospodarki obiegu zamknigtego.

Spoéréd wielu osiggnie¢ Doktoranta wymienionych we wnioskach i podsumowaniu,
moim zdaniem na szczegdlne wyrdznienie zashuguje:

1. Udowodnienie, ze baktryjne izolaty endofityczne z Chelidonium majus L. zdolne sg
do produkcji biosurfaktantéw, wykazujac przy tym bardzo wysokie aktywno$ci degradacyjne
wzgledem weglowodorow (gloéwny cel pracy)

8 Wykazanie korzystnego wplywu endofitycznego glikolipidu na wzrost ro$lin
jadalnych. Optymalne 0,2% stgzenic biosurfaktanta powoduje wielokrotne zwigkszenie
wzrostu wytypowanych rolin jadalnych (fasola, rzodkiewka, burak ¢wiklowy), stanowigc
zachete do aplikacji tego glikolipidu w rolnictwie.

3. Wykorzystanie odpadu przemyshu browarniczego (miéto browarnicze) do produkeji
biosurfaktanta, co stanowi element gospodarki obiegu zamknigtego tego przemysiu.

Autor przestizega jednoczesnie przed wyprowadzaniem zbyt ogélnych wnioskow z
przeprowadzonych badan. Slusznie zwraca uwage, Ze okres prowadzenia do$wiadczen byl
doé&¢ krotki, jak na stosowane procesy bioremediacji gleb. Takze istotny jest okres zalegania
zanieczyszczeft w glebie przed rozpoczeciem bioremediacji, albowiem ze wzrostem tego
okresu maleje biodostepno$é zanieczyszczenia. Takze prowadzenie doswiadczen z jednym
tylko szczepem bakterii zaleca wstrzemigzliwo$¢ w kreowaniu uogolniajacych wnioskow.
Tym niemniej bezdyskusyjnic autor dowidd} teze, Ze uzycie biosurfaktanta w procesach
bioremediacji gleby zanieczyszczonej weglowodorami wspomaga ten proces, a takze moze
sprzyjaé rozwojowi roélin zasiedlajacej teren poddawany bioremediacii.

Bardzo dobry odbiér pracy (pomimo jej nadmiernej objetosci) zmniejszyt mankament
jaki ujawnit si¢ w omawianym rozdziale pracy (6. Omoéwienie i dyskusja wynikow). Otoz w
wielu miejscach Autor powoluje si¢ na publikacje, ktore jednak nie zostaly zamieszczone w
wykazie wykorzystanego piémiennictwa (punkt 9.Literatura). Nawet najnowsza wskazana w
dyskusji wynikéw pozycja Promotorki Doktoranta nie znalazta si¢ w wykazie literatury
(Marchut-Mikolajezyk i in., 2021). Te zauwazone przeze mnie braki dotycza nastgpujgcych
pozycji:

Strona 181- [Perez i Rodriguez, 2018].
Strona 183 - [Marchut-Mikolajczyk iin. 2021].
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Strona 189 - [Gahesmi i in., 2019].

Strona 192 - [Marchut-Mikolajezyk iin., 2021].

Strona 193 - [Pathak i Keharia, 2014]; w wykazie literatury sg dwie pozycje tych samych
autorow z 2014, wige nie wiadomo o ktorg chodzi.

Strona 193- [Farhan 1in., 2016].

Strona 196 - [Sharma i in., 2015]; w wykazie literatury sg dwie pozycje tych samych autoréw
z 2015, wigc nie wiadomo o ktérg chodzi.

Strona 201- [Biinemann i in., 2018].

Strona 203 - [Biicker et al., 2011].

Strona 204 - [Margesin i in., 2000; Margesin iin. 2005].

Strona 203 1204 - [Biicker et al., 2011].

Strona 215 - [Lin i in., 2011; Scheibenbogen i in., 1994; Van Dyke i in., 1993; Whang i in.,
2008], [Déziel i wsp., 1996], [Bezza i Chirwa, 2016].

Strona 216 - [Khanna i wsp. 2011; Maliji i wsp., 2013].

To blisko 20 publikacji w tym rozdziale. W innych rozdzialach pracy nie sprawdzatem
dokladnie czy wszystkie zamieszczone w tekécie pozycje wystgpujg w wykazie literatury, Nie
miatem réwniez cierpliwoéci sprawdza¢ odwrotng zalezno$¢ tzn. czy wszystkie 358 (1)
pozycje w wykazie literatury znajdujg si¢ w tekécie rozprawy. Mam nadzieje, ze uczyni to jej
autor.

Generalnie praca napisana jest dobize, bez wigkszej liczby usterek redakcyjnych.
Drobne usterki (gtdwnie ,literdéwki”) znalazlem na stronach:13,24,75,122,148,192,194, 199,
239 i 242. Jak na tak obszemy maszynopis jest to znikoma liczba.

Whiosek koncowy

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorska Pana Piotra Drozdzynskiego stwierdzam, Ze
Doktorant trafnie wybral tematyke badai, jasno sformutowat cel pracy, dobrze zaplanowat i
wykonat doéwiadczenia, wykazal si¢ umiejetnodcia interpretacji i dyskusji wynikow oraz
wyciagania wiasciwych wnioskow, a takze umiejgtnie sformutowal podsumowanie pracy. W
konsekwencji stwierdzam, ze Autor swojg rozprawg udowodnit umiejetnoéé samodzielnego
prowadzenia badan naukowych, a przedstawiona rozprawa 10zszelza wiedz¢ w zakresie
wykorzystania endofitycznego biosurfaktantu w rolnictwie do wspomagania wzrostu roslin
(zmniejszajac wiec zastosowanie chemicznych nawozéw), w przemyéle spozywczym do
ochrony powierzchni przed bakteriami oraz w ochronie $rodowiska do degradacji
weglowodoréw i jednoczesnie rekultywacji gleby w celu jej ponownego zagospodarowania.
Rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Rozprawa ta spelnia wigc
wymagania Ustawy o tytule naukowym i stopniach naukowych, a w szczegolnoscei art.13
Ustawy z dnia 14.03 2003 oraz odpowiada wymaganiom &5 Rozporzadzenia Ministra
Edukacji Narodowej i Sportu z dnia 15.01.2004. Stawiam wiec wniosek o dopuszczenia Pana
mgr inz. Piotra Drozdzynskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.






