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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. PIOTRA DROZDZYNSKIEGO
pt.: Biosurfaktanty otrzymywane z endofitycznych bakterii wyizolowanych z Chelidonium

majus L. — produkcja i zastosowanie

Podstawa formalng wykonania recenzji jest pismo Pani dr hab. inz. Anny Diowksz, prof.
uczelni, Dziekana Wydzialu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lodzkiej z dnia 8
sierpnia, 2021 roku. Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska mgr inz. Piotra
Drozdzynskiego pt. Biosurfaktanty otrzymywane z endofitycznych bakterii wyizolowanych z
Chelidonium majus L. — produkcja i zastosowanie , wykonana pod kierunkiem Pani dr hab.

inz, Olgi Marchut-Mikolajczyk.

Glownym obiektem badawczym prac Doktoranta byly bakterie endofityczne,
wyizolowane z wieloletniej rosliny o wlasciwosciach leczniczych - glistnika jaskolcze-ziele
(Chelidonium majus 1..) - pospolicie wystgpujgcego na obszarze calej Polski. Biorac pod
uwage biologiczne znaczenie endofitow w promowaniu wzrostu roslin i niewspotmiernie
malg wiedz¢ na temat ich zdolnosci do syntezy zwigzkéw powierzchniowo czynnych oraz
degradacji zanieczyszezen weglowodorowych, podjecie badan majacych na celu pozyskanie i
zidentyfikowanie nowych szczepoéw bakterii o pozadanych wlasciwodciach oraz zbadanie ich
przydatno$ci  we  wspomaganej  biosurfaktantami  bioremediacji  gleby  skazonej
weglowodorami jest jak najbardziej aktualne i wpisuje sie¢ w ogo6lny nurt zagadnien
mikrobiologii i biotechnologii §rodowiskowe;j.

Przedstawiona do recenzji dysertacja zostala przygotowana w sposob klasyczny dla
doktorskich prac eksperymentalnych i zawiera 11 podstawowych rozdzialow: streszczenie w

jezyku polskim, streszczenie w jezyku angielskim, wprowadzenie, przeglad literatury, cel
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pracy, materialy i metody, wyniki, omowienie i dyskusj¢e wynikow, wnioski, podsumowanie i
spis literatury. Lacznie wraz ze spisem tresci, wykazem skrotow, spisem tabel, rysunkow oraz
wykresoéw praca liczy 251 stron.

W rozpoczynajgcym prace ,,Wprowadzeniu” Autor wskazuje na konieczno$é
ograniczenia produkcji surfaktantéw syntetycznych wykorzystywanych powszechnie w wielu
gal¢ziach przemystu oraz rolnictwie i zastgpieniu ich odpowiednikami pochodzenia
mikrobiologicznego o niewatpliwie wigkszych zaletach, takich jak: niska toksycznosé,
stabilnos¢ w zmiennych warunkach, brak kumulacji w organizmach zywych,
biokompatybilnosé i biodegradowalnosé. Poza tym unikalna struktura biosurfaktantow moze
nadawaé¢ im tez inne cenne wlasciwosci, np. antybakteryjne, antynowotworowe czy
antyadhezyjne, jakich nie posiadajg surfaktanty syntetyczne, a ktore zwigkszajg ich potencjal
aplikacyjny w przemysle farmaceutycznym, spozywezym, rolnictwie, czy ochronie
$rodowiska. Za innowacyjne zrodlo takich bezpiecznych i przyjaznych $rodowisku
surfaktantow Doktorant uznal bakterie zasiedlajace wnetrze rosliny Chelidonium majus L. i
ich charakterystyce i produkeji poswigcil czg¢s¢ swoich kilkuletnich badan.

Rozdzial 2 to obszerny przeglad literatury, obejmujacy cztery oddzielne czgsci
tematyczne. W pierwszej czedci Autor definiuje endofity, dokladnie opisuje mechanizmy
kolonizacji roslin przez bakterie, przedstawia rézne typy oddzialywan bakterie-roslina,
wymienia substancje czynne produkowane przez endofity i wskazuje na mozliwos¢ ich
praktycznego wykorzystania w réznych dziedzinach zycia. Druga czg¢$é poswigcona jest
szczegblowe] charakterystyce kolejno surfaktantéw syntetycznych i biosurfaktantow, ich
produkeji i wykorzystaniu w zwigkszaniu efektywnosci biodegradacji réznych zwigzkéw
weglowodorowych.  Trzecia czgé¢ tego rozdzialu to charakterystyka wybranych
weglowodorow pod wzgledem wlasciwosei fizykochemicznych, Zrodel wystepowania i
wplywu na $rodowisko. Ostatnia z kolei czg$¢ to przeglad biologicznych metod usuwania
zanieczyszczen weglowodorowych, parametrow wplywajacych na efektywnosé tego procesu i
mikroorganizmow o unikatowych zdolnosciach degradacyjnych. W moim odczuciu przeglad
literatury jest zbyt obszerny (48 stron), zawiera wiele powtarzajgeych sie informacji w
oddzielnych rozdziatach oraz niesie wiele treéci niezwigzanych bezposrednio z tematyka
pracy. Na przyklad dokladny opis wplywu weglowodoréw na fizjologi¢ zwierzat i czlowieka
wydaje si¢ zupelnie zbyteczny, gdyz takie badania nie byly przedmiotem rozprawy. Niemniej
jednak zaprezentowane tresci sg dobrym wprowadzeniem do kolejnych rozdzialow pracy, w

tym metodyki i podsumowujgcej prace dyskusji wynikow.
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Glownym celem rozprawy bylo opracowanie warunkéw syntezy biosurfaktantu
pozyskanego z endofitycznych bakterii wyizolowanych z synantropijnej ro$liny Chelidonium
majus L. z wykorzystaniem odpadéw/pélproduktéow rolno-spozywezych oraz zbadanie jego
potencjatu biotechnologicznego pod katem aplikacji w przemysle spozywczym oraz ochronie
érodowiska. Rozdzial ten Doktorant poprzedzil, niepotrzebnym moim zdaniem, 1-
stronicowym wstepem teoretycznym, zawierajgcym wezesniej prezentowane juz tresci. Ze
wzgledu na wieloaspektowos¢ prowadzonych badan lepszym rozwigzaniem od
zamieszczonego w pracy byloby sformulowanie kilku hipotez badawczych ze szczegoélowo
sprecyzowanymi dzialaniami zmierzajgcymi do ich weryfikacji. W obecnej formie cel pracy
nie odzwierciedla wyczerpujaco zakresu wszystkich zaplanowanych i przeprowadzonych
cksperymentdw, szczegdlnie tych dotyczacych biodegradacji weglowodoréw w podlozu
plynnym oraz glebie z wykorzystaniem bakterii Gordonia alkanivorans oraz endolitycznego
szezepu Bacillus pumilus 2A. W przypadku wielowgtkowosci badan dobrg praktykg jest
rowniez zaprojektowanie dodatkowego, graficznego planu badawczego z uwzglednieniem
wszystkich etapow badain i prowadzonych analiz. Taki schemat znacznie lepiej wprowadzilby
czytelnika w wielokierunkowy zakres prowadzonych prac i ulatwilby $ledzenie przebiegu
kolejnych serii eksperymentow. Mimo tej enigmatycznosci w opisie eksperymentow
bioremediacyjnych, ogdlny cel pracy i zadania sluzace jego realizacji mozna uzna¢ za bardzo
ambitne i z sukcesem konsekwentnie etapowo realizowane.

Do realizacji  postawionego celu  Doktorant  wykorzystal —szereg metod
mikrobiologicznych, biochemicznych, chemicznych i fizycznych, stosownie do
prowadzonych pomiaréw i analiz. Bardzo dokladnie i opisal sklad podlozy hodowlanych,
dobrze scharakteryzowal odpady rolno-spozywcze i substraty weglowodorowe (olej
napedowy, przepracowany olej silnikowy, olej kreozotowy typu B i smar kolejowy), etapy
izolacji i identyfikacji endofitow z materialu roélinnego, metody badania sktadu i aktywnodci
biosurfaktantow oraz warunki i monitoring procesu bioremediacji w réznych ukladach
eksperymentalnych. Wysoko oceniam probe optymalizacji procesu syntezy biosurfaktantu
cksperymentalng metoda Taguchi, prowadzacgq do otrzymania duzej ilodci aktywnego
biologicznie i stabilnego zwigzku oraz wykorzystanie metod GC/MS i spektrometrii w
podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR) do oznaczenia jego skladu chemicznego.
Niestety nie znalazlam w tej czgsei pracy zadnej informacji na temat typu, miejsca poboru i
wlasciwosci fizykochemicznych gleby (m. in. skladu granulometrycznego, pH, wilgotnosci

zawartosci materii organicznej), w ktorej prowadzono eksperymenty bioremediacyjne, a
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przeciez to niezwykle istotne parametry wplywajgce na wydajno$¢ usuwania zanieczyszezen
z tego Srodowiska. Ponadto dos¢ ogdlnie Doktorant przedstawil warunki wspomaganej
biosurfaktantem bioaugmentacji skazonej gleby bez ujawnienia skladu inokulum, liczebnosci
wprowadzanych bakterii, czy rodzaju biosurfaktantu. 7 tego tez wzgledu t¢ czgs¢ metodyki
uwazam za zbyt og6lnikows.

Umigjetne zaplanowanie badan i konsekwentne ich realizowanic dostarczyly szeregu
oryginalnych wynikéw istotnych pod wzgledem poznawezym i aplikacyjnym. Wyniki te
Doktorant zestawil w 23 tabelach, 25 rysunkach i 51 wykresach. Uwazam za niepotrzebne
rozgraniczanie rysunkéw od wykresow, gdyz zgodnie z ogblnie przyjetymi zasadami do
wszystkich rysunkdow, wykresow i fotografii powinno sie uzywaé jednego okreslenia w calej
pracy, albo rys. albo ryc. Material graficzny zaprezentowany zostal w sposob czytelny i
przejizysty. Na szczegdlng pochwale zasluguje bardzo estetyczny i staranny sposob ich
wykonania. Uzyskane wyniki Autor poddal typowym dla prowadzonych badan analizom
statystycznym  (jednoczynnikowej analizie ANOVA i testowi Tukeya). Za najwazniejsze
osiggnigcia pracy uwazam: (1) wyizolowanie z rosliny Chelidonium majus L. endofitycznego
szezepu bakterii Bacillus pumilus 2A o udokumentowanej po raz pierwszy zdolnosci do
produkcji biosurfaktantu o charakterze glikolipidu, (2) poznanie struktury chemicznej oraz
wladciwoscei tego zwigzku, (3) optymalizacje wydajnej produkcji biosurfaktantu (8,68 g/l) w
skali ¢wierc-technicznej z wykorzystaniem mtota browarnianego jako zrédla wegla, azotanu
amonu jako zrédla azotu, 5% inokulum bakterii, w warunkach pH = 6 i temperaturze 30 °C,
(4) potwierdzenie zdolnosci szczepu 2A do promowania wzrostu roslin wskaznikowych oraz
roslin - jadalnych (fasoli, rzodkiewki i buraka), (5) udokumentowanie wykorzystania
endofitycznego biosurfaktantu do wspomagania procesu mikrobiologicznej degradacji
roznych mieszanin weglowodorowych w $rodowisku glebowym oraz (6) zaproponowanie
aktywnosci  katalazy jako posredniego wskaznika do &ledzenia zmian  stezenia
zanieczyszczenia w oczyszezanym $rodowisku, Kompleksowe badania i uzyskane wyniki
potwierdzily wysoki potencjal aplikacyjny szezepu 2A w  bioremediacji skazonych
weglowodorami - $rodowisk oraz wskazaly na mozliwosé wykorzystania surowcow
odpadowych do jego produkeji.

W kolejnym rozdziale ,,Oméwienie i dyskusja wynikow” Doktorant przeprowadzil
dyskusj¢ uzyskanych wynikéw wedlug postawionych sobie celow. Sposob dyskusji wskazuje
na dojrzalo$¢ naukows Doktoranta i dobrg znajomos¢ literatury $wiatowej, dotyczgcej

prezentowanych zagadnien. Rozdzial ten ukazuje Doktoranta jako krytycznego obserwatora,
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zdajacego sobie sprawg z wielu problemow metodycznych towarzyszacym badaniom
mikroorganizmow. Szkoda ze Autor nie podzielil tego obszermnego stronicowo rozdzialu (42
strony) na odrebne tematycznie podrozdzialy, dotyczace omawianych zagadnien. To znacznie
ulatwitoby czytanie i konfrontowanie zakresu wielowatkowosci wlasnych badan z wynikami
prac innych autorow. Bez potrzeby réwniez Doktorant nazywa siebie w tym rozdziale
Autorem pracy, skoro na pierwszej stronie dysertacji widnieje imig i nazwisko jej autora. To
stwarza momentami niejasnosci w zrozumieniu tekstu, jakiego konkretnie autora Doktorant
mial na mysli.

W oparciu o przeprowadzone badania i analizy Autor pracy sformulowal 16
wnioskéw, ktore wlasciwie sa podsumowaniem otrzymanych wynikéw. W moim odczuciu
brakuje syntetycznych wnioskow, ktore uogdlnilyby prezentowane wyniki.

W rozdziale . Literatura” zwraca uwage imponujgca liczba publikacji (358),
obejmujgca zaréwno prace o znaczeniu historycznym, jak i te prezentujgce najnowsze
osiagnigcia. Spis pismiennictwa bylby jeszcze obszerniejszy, gdyby Doktorant zamiescil w
nim wszystkie pozycje cytowane w tekscie rozprawy. W rozdziale tym brakuje ponad 50
pozycji zacytowanych we wszystkich rozdzialach pracy, a 18 prac ze spisu literatury nie
zostalo przywolanych w tekécie. Mimo tych uchybien, pozycje literaturowe sg wlasciwie
dobrane do wprowadzenia w badany problem oraz oceny i konfrontacji otrzymanych

wynikéw z wynikami innych autoréw.

W trakcie czytania pracy nasungly mi si¢ pewne pytania i komentarze, ktore
wymagaja wyjasnienia;

1. Dlaczego Doktorant wyeliminowal szczep Bacillus cereus z dalszych badan? W jakich
warunkach szczep ten wywoluje chorobg u ludzi i czy warunki te z zachowaniem
odpowiednich $rodkéw ostroznosci sa podstawg do wykluczenia go z prac
laboratoryjnych?

2. Co Doktorant rozumie pod pojeciem ,strefa ryzosferowa lodygi”? Czy takie pojgcie
jest prawidlowe? Prosze o zdefiniowanie poj¢¢ ryzosfera i ryzoplana oraz wskazanie
strefy granicznej miedzy korzeniem a fodyga.

3. Prosze o wyjasnienie uzywanego w pracy angielskiego pojgcia ,downstream
processing”.

4, W jakich typach gleby prowadzono badanie wplywu biosurfaktantu na wzrost roslin

wskaznikowych oraz eksperymenty bioremediacyjne? Dlaczego wzrostu roslin
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jadalnych w obecnosci biosurfaktantu nie prowadzono w identycznych warunkach jak
roslin wskaznikowych?
W jakim dokladnie celu Doktorant przeprowadzil wspomagang biosurfaktantem
bioaugmentacj¢ sterylnej gleby inokulowanej bakteriami skoro takie gleby nie
wystepujg naturalnie w przyrodzie?
Ktore ze swoich osiggni¢¢ Doktorant uwaza za najcenniejsze i w jaki sposéb zamierza

w najblizszej przyszlodci wykorzysta¢ wyniki przeprowadzonych badan?

Inne najwazniejsze uwagi i sugestie natury szczegélowej:

Czy prawidlowe jest stosowanie poje¢ ,bakteryjne mikroorganizmy” i ,grzybowe
mikroorganizmy”, , fizjologiczne wigzania”, wysoko$¢ inokulum, kictkowanie lodygi
(str. 22, 49, 98, 99, 100, 191, 220)?

Analogicznie do zaprezentowanych kart charakterystyki POS, KREOZAT i SMAR, w
rozdziale 4.1.4.2. niezbedne wydaje si¢ réwniez zamieszczenie karty ON.

Metodg Bradford’a (1976) stosowano raczej do oznaczenia stezenia bialka w prébie, a
nie do wykrywania obecnodei wigzan peptydowych w bialkach (do tego shuzy reakcja
biuretowa - Piotrowskiego) — str. 79.

Informacje zawarte w podrozdziale 5.1. stanowig powtérzenie tresci zawartych w
czgsci metodycznej pracy i sa zbedne. Podobnie inne tresei, ktére Autor wskazuje jako
metodyczne. Za niepotrzebne uwazam réwniez w tym miejscu odwolywanie sie do
czesei literaturowej pracy. Na rys. 16 nie podano rodzaju izolatu na konkretnych
podiozach hodowlanych.

Wedtug powszechnie przyjetej zasady rysunki i tabele zamieszcza si¢ po odpowiednim
cytowaniu ich w tek$cie (wykresy 6 i 7, str. 120, tabele 25 — 28, rysunki 31 — 34 i 35 -
37). Tabela 27 (c.d.) powinna by¢ tabelg 24 (¢.d.).

Na wykresach 8 — 29 oraz 34 — 49 niepoprawny jest opis osi OX, czyli biodegradacja/
bioremediacja [doba]. Pojecia te powinny by¢ zastapione czasem mierzonym w dniach,
bo takg zalezno$¢ mierzonego parametru od czasu one obrazujg.

Moje zastrzezenia budzi takze sposob prezentowania poszezegdlnych parametréw w
tabelach, np. opis w Tabeli 27 ,,Ubytek weglowodoréw [%] Kreozot, Bioremediacja
[doba]” w jednym miejscu jest nieprzejrzysty. Podobna uwaga dotyczy tabel 23, 24, 29
131,
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Sugerowalabym  rowniez  zastapienie  zastosowanych  skrétéw  ukladow
eksperymentalnych: K, K+BS, 2A, 2A+BS bardziej odpowiadajacymi warunkom
eksperymentu skrotami, np. GK (gleba wyjsciowa), GK+BS, GK+2A, GK+2A+BS.

Za nieprawidlowy uwazam sposob cytowania literatury przy opisie wynikow innych
autorow. Doktorant powszechnie stosuje podwajne cytowanie w jednym zdaniu, co nie
jest normalng praktyka (np. str. 26, 36, 37, 40, 44, 58, itd). Co wiecej, nie stosuje
chronologii i/lub kolejnosci alfabetycznej w czasie cytowania wielu prac w
konkretnych nawiasach i zasady cytowania kilku prac jednego autora (np. str. 21, 22,
27). Niekonsekwentnie tez uzywa sposobu cytowania pozycji wieloautorskich ,, i in.,” i
et al.,” lub nazwisko autora i wspolpracownicy.

Z przykroscig stwierdzam, ze Doktorant nie dolozyl nalezytej starannosci przy
opracowaniu rozdzialu 9 , Literatura” i nie przestrzegal zasady, ze wszystkie pozycje
spisu literatury powinny by¢ edytowane w ten sam sposob. W wiekszosci
wymienianego pi$miennictwa tytuly czasopism pisane sg skrotami, w wielu
przypadkach podawane s cale ich nazwy, niekiedy ich brak (np. pozycja 249). W
wigkszosci prac tacifiskie nazwy gatunkowe nie sg napisane kursywa. Ogélnie w tym
rozdziale panuje duzy nieporzgdek.

Ponadto w pracy jest wiele blgdow interpunkeyjnych, stylistycznych, nieprecyzyjnych
sformulowan oraz fragmentéw wymagajacych zdolnosci intuicyjnego orientowania sie
w przedstawianych tre$ciach. Moje uwagi dotyczg takze bledow w nazwach
gatunkowych mikroorganizméw (str. 42, 46, 48, 83), nieujednoliconego sposobu
wyrazania jednostek (str. 37, 64), braku wyjasnienia po raz pierwszy uzytych skrotow
(str. 77) i konsekwencji w ich stosowaniu w calej pracy, braku pewnych szczegdlow
metodycznych i odnosnikow literaturowych np. dotyczgcych skladu podlozy
hodowlanych (tabele 4 — 8), zasady testu mydel miedziowych (str. 103), skladu buforu
PBS (str. 73), czy nieprecyzyjnego opisu rysunkéw (np. rys. 18 — brak wskazania na

wykresie odpowiednio 1 i 2).

Moje uwagi krytyczne i komentarze nie podwazajg pozytywnej oceny wartosci

naukowej pracy, a sq jedynie pytaniami i uwagami do dyskusji. Mogg ewentualnie by¢

pomocne podczas przygotowania artykuldw do druku.
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Ocena koncowa pracy

Uzyskane wyniki stanowig niewgtpliwie oryginalne i cenne osiggniecie naukowe
Doktoranta w zakresie mikrobiologii i biotechnologii $rodowiskowej. Doktorant wykazal
dobre przygotowanie feoretyczne w zakresie badanych zagadnien i przeprowadzil
wieloaspektowe, czasochlonne eksperymenty wymagajace doswiadezenia z zakresu
stosowanych metod tradycyjnych i molekularnych. Wykazal, ze potrafi rozwigzywaé
problemy naukowe, posiada odpowiedni warsztat badawczy oraz umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy badawczej. Uwazam, ze rozprawa zawiera elementy nowosci, ktore nie
tylko wzbogacajg i poglebiajg dotychczasowy wiedzg o endofitach oraz produkowanych przez
nie biosurfaktantach, ale takze moga stanowi¢ podstawe do opracowania na wiekszg skale
nowych technologii i wdrozenia ich do rewitalizacji/rekultywacji terenéw zanieczyszczonych

niebezpiecznymi zwigzkami weglowodorowymi.

Whiosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr inz. Piotra
Drozdzynskiego pt.: ,Biosurfaktanty otrzymywane z endofitycznych bakterii wyizolowanych
z Chelidonium majus L. — produkcja i zastosowanie™ stanowi wazny wklad w rozwoj
nowoczesnych metod biologicznych do remediacji  $rodowisk o duzym stopniu
zanieczyszczenia mieszaninami roéznych weglowodoréw, w tym wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych. Przedlozona przez Doktoranta praca $wiadezy o jego
naukowej dojrzalosci, praktycznej znajomosci metod badawczych oraz obszernej wiedzy
teoretycznej zwigzanej z podjetymi zagadnieniami. Dodatkowo nalezy podkresli¢, ze
uzyskane w pracy wyniki majg nie tylko warto$¢ poznawcza, ale réwniez potencjalnie
aplikacyjng. Dlatego uwazam, ze spelnia ona wymogi art. 14 ust. 2 pkt 2 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst
Jednolity Dz. U. z 2017 r., poz. 1789) w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r.,
poz. 1669), a stopien doktora moze by¢ nadany w dziedzinie i dyscyplinie okreslonej w
przepisach wydanych na podstawie art. 5 ust. 3 tej ustawy. W zwigzku z powyzszym
przedstawiam Radzie ds. Stopni Naukowych Politechniki Lodzkiej wniosek o dopuszczenie

mgr. inz. Piotra Drozdzynskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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