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Recenzja zostala przygotowana w odpowiedzi na pismo Pana Dziekana Wydzialu
Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
prof. dr hab. Krzysztofa Mtynarczyka, z dnia 01 grudnia 2017 roku, ktérym poinformowano

mnie, ze decyzjg Rady Wydziatu zostatam powolana na recenzentke w/w pracy.

Problematyka badawcza

Przedstawiona do recenzji praca mgr inz. Grazyny Kaczynskiej dotyczy niezwykle
waznego zagadnienia skazenia gleb zwigzkami ropopochodnymi i eliminacji zanieczyszczen,
ktore sg istotnym problemem srodowiskowym. Intensywny rozwoj przemystu i stale rosnace
zapotrzebowanie na produkty rafineryjne od lat przyczyniaja si¢ do zanieczyszczenia
srodowiska. W literaturze przedmiotu mozna znalezé liczne publikacje dotyczgce ochrony

wod 1 gleb, a takze propozycje metod umozliwiajacych usuwanie ze Srodowiska



zanieczyszczen ropopochodnych, jednak problem nadal pozostaje nierozwigzany. Szacuje sie,
ze do srodowiska dostaje si¢ od 0,1 do 0,25 % $wiatowej produkcji ropy naftowej -
zwazywszy, ze co roku si¢ga ona 5 mld Mg, s3 to ilosci ogromne. Wedtug réznych danych,
zawartos¢ produktow ropopochodnych w wielu miejscach (gleby, wody) przekracza limity
srodowiskowe i w samej Europie problem ten moze dotyczy¢ ponad 40% zanieczyszczonych
siedlisk.

Szczegolnie zagrozonymi niekontrolowanym rozprzestrzenianiem si¢ ropy naftowej i
produktami ropopochodnymi sg ekosystemy wodne i glebowe. Spoleczenstwo i ekolodzy
czgscie) zauwazajg zjawisko zanieczyszczenia wody, gléwnie wskutek incydentéw morskich -
uszkodzenia tankowcow czy wyciekow z platform wiertniczych, jednak rzadziej dostrzegane
skazenie gleb stanowi réwnie istotny problem ekologiczny. Zanieczyszczenie gleby to nie
tylko skutek katastrof podczas wydobycia ropy czy awarii w rafineriach, ale takze wynik
wzmozonego transportu samochodowego. Problem ten zostal jednak dostrzezony, dlatego tez
dopuszczalne zawartosci stezen zanieczyszezefh w glebach zaliczanych do uzytkow rolnych
zostaly okreslone przez Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z 2016 roku w sprawie sposobu
prowadzenia oceny zanieczyszczenia powierzchni ziemi (Dz. U. z 2016 r. poz. 1395), a liczne
badania, prowadzone na $wiecie, ukierunkowane sa na poszukiwania bioindykatoréw
pozwalajgcych na wiarygodna oceng wplywu weglowodoréw na stan srodowiska naturalnego
oraz pozyskiwanic i badanie mikroorganizméw zdolnych do rozkladu substancji
ropopochodnych.

Produkty ropopochodne, poza tadunkiem substancji niebezpiecznych, sa zrédiem duzych
ilodci wegla, co przyczynia si¢ do zachwiania réwnowagi stosunku C:N i moze powodowaé
istotne zmiany mikrobiota gleby poprzez modyfikacje sukcesji mikrobiologiczne;j.
Mikroorganizmy glebowe muszg przystosowa¢ si¢ do zanieczyszczenia przed rozpoczeciem
biodegradacji, ktéra wymaga réznych grup drobnoustrojéw, jednak w czasie aklimatyzacji do
nowych warunkéw srodowiskowych nastepuja zmiany skladu populacji wynikajace gléwnie
ze stopniowego wzrostu liczebnosci gatunkéw zdolnych do rozkladu zanieczyszczenia
poprzez uruchomienie niezbgdnych szlakow metabolicznych. Proces ten zawsze przebiega
kosztem réznorodnosci gatunkowej — gdyz zaczynaja dominowaé mikroorganizmy zdolne do
degradacji zwiazkéw ropopochodnych, ktére w niezanieczyszczonej glebie stanowiag
niewielki odsetek (0,1 — 0,2 %). To drobnoustroje i enzymy glebowe najczesciej petnia role
wysoce wrazliwych biosensoréw — jednak, jak napisala Doktorantka, rozklad zwiazkéw
ropopochodnych stanowi dla mikroorganizméw niemale wyzwanie metaboliczne i rzadko
przebiega dzigki pracy jednego szczepu, zwykle bowiem wymaga kometabolizmu wielu
gatunkow. Wspélpraca populacji organizméw o réznym charakterze troficznym ulatwia

degradacj¢ weglowodorow ropopochodnych a sklad mikrobiologiczny biotopu okresla
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potencjal oczyszczania materiatu glebowego podczas remediacji, dlatego biotechnologiczne
metody w procesie oczyszczania gleb zyskujg na popularnosci. Bioremediacja, metody
zintegrowane, utlenianie chemiczne, ekstrakcja, ogrzewanie i remediacja elektrokinetyczna to
najczesciej stosowane techniki oczyszczania gleb z weglowodoréow ropopochodnych.
Przyspieszenie proceséw naturalnie przebiegajacych w ekosystemie jest najlepszg i
najbardziej przyjazna srodowisku alternatywg lub uzupelnieniem klasycznych metod jego
oczyszczania i to whasnie na tym zagadnieniu skupila sie autorka pracy.
Majac na uwadze powyzsze dane przedstawiona do recenzji praca wpisuje si¢ w aktualng
problematyke zwigzang z oceng presji i analiza skutkow srodowiskowych zanieczyszczenia
ekosystemOow produktami ropopochodnymi, wyznaczeniem biologicznych wskaznikow
(mikroorganizmy, aktywnos¢ enzymatyczna) zanieczyszczenia gleby oraz wypracowaniem
nowoczesnych metod bioremediacji gleb skazonych.

Zwazywszy na szeroki zakres analiz i ich r6znorodno$é, szczegolnie doceniam duzy
naktad pracy Doktorantki jaki zostal wlozony w realizacje badaf przeprowadzonych w
ramach niniejszej pracy oraz dokumentacje i analize wynikéw. Pozytywnie oceniam

opracowanie, ktore miesci sie w dyscyplinie ochrona i ksztaltowanie srodowiska.

Ocena pracy pod wzgledem formalnym i strukturalnym

Przedstawiona do recenzji praca zostala przygotowana w formie opracowania w

sposob typowy dla doktorskich prac eksperymentalnych i obejmuje 189 stron maszynopisu, w
tym 163 strony tekstu zasadniczego podzielonego na siedem rozdzialow z podrozdziatami
systematyzujagcymi dane teoretyczne zawarte w przegladzie literatury, informacje na temat
zastosowanych metod badawczych, analize wynikow z badan wiasnych autorki, dyskusje,
podsumowanie i wnioski oraz kolejne 26 stron na ktorych znajdujg si¢ informacje dotyczgce
cytowanej literatury, spisy tabel i rysunkéw oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim
(dodatkowe 5 rozdziatow).
Pod wzgledem ukladu praca zasadniczo przygotowana jest poprawnie i logicznie, a rozdziaty
zostaly przedstawione we wlasciwej kolejnosci — niemniej jednak uwazam, ze cel pracy jest
na tyle istotnym elementem rozprawy, ze zasluguje na to, aby go wyraznie wyodrebnié jako
rozdzial, a nie tylko zamiesci¢ jako cze$¢ wstepu; natomiast zbedne bylo - w moim
mniemaniu — wyodrebnienie podrozdziatu 8.1.

Lista cytowanych prac jest bardzo dluga i liczy 372 pozycje. Wykorzystana w
przygotowaniu opracowania literatura obejmuje starannie dobrane teksty Zrédlowe - 353
publikacje naukowe oraz 19 innych pozycji piSmiennictwa w tym normy, rozporzadzenia,
ustawy, Kkarty charakterystyk, raporty i nieliczne odsylacze do stron internetowych.

Zgromadzona literatura to glownie najnowsze prace obcojezyczne oraz pozycje starsze, ktore
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niezbedne byly dla prawidlowego przedstawienia analizowanego zagadnienia, zaréwno od
strony teoretycznej jak i praktycznej. Praca przygotowana jest ciekawie i spdjnie a
zgromadzona bibliografia zostata zacytowana poprawnie.

Wyniki badan przeprowadzonych w trakcie realizacji pracy autorka zestawita w 30
tabelach i przedstawila graficznie na az 162 rysunkach.

Pod wzglgdem formalnym opracowanie nie wzbudza zastrzezen jest przejrzyste i
napisane w sposéb poprawny jezykowo — nieliczne bledy stylistyczne i edytorskie nie
obnizaja wartosci opracowania.

Oprawa graficzna pracy jest estetyczna i $wiadczy o starannosci Doktorantki.

Ocena pracy pod wzgledem metodycznym
W ramach czesci eksperymentalnej, przedstawionej do recenzji pracy, Doktorantka
przygotowala obszemne doswiadczenie i wykonala szereg analiz mikrobiologicznych (w tym
molekularnych) oraz biochemicznych do ktérych, w mojej ocenie, wykorzystata poprawne
techniki badawcze. Badania zostaly zaplanowane logicznie a dogwiadczenie ma prawidlowy
uklad. Metodyka zostala wystarczajaco szczegélowo opisana i opatrzona stosownymi
odsylaczami do tekstow zrodlowych. W przypadku tak obszernego i zlozonego
doswiadczenia warto bylo rozwazy¢ przedstawienie go w postaci schematu, ktory ulatwitby
zrozumienie zatozen i przebieg eksperymentu.
Szeroko zakrojone badania laboratoryjne wymagatly od doktorantki duzego naktadu pracy,
konsekwencji w dziataniu i systematycznosci, bowiem tego typu analizy sg bardzo
czasochlonne i wymagaja ogromnego zaangazowania badacza.
Zgromadzone wyniki badan, wykonanych w odpowiedniej liczbie powtorzen, zostaly
opracowane statystycznic i przedstawione w przejrzysty sposob w postaci 30 tabel i bardzo
licznych wykreséw (131 w rozdziale Wyniki i kolejnych 31 w rozdziale Podsumowanie).
Mam jednak pewne spostrzezenia, dotyczace czeSci metodycznej, wymagajace
wyjasnienia. W tabeli 1 zamieszczone zostaly wybrane wlasciwosci fizykochemiczne gleby
wykorzystanej w badaniach — czy autorka sama wykonala analizy? — jesli tak to brakuje
metodyki, jesli nie to uwazam, ze nalezalo poda¢ zroédto pochodzenia danych.
Co zdecydowalo o wyborze rodzaju gleby do badan? Czy nie lepiej bylo wybraé do
do$wiadczenia gleby o odczynie obojetnym?
Co zdecydowato o wyborze oznaczanych enzyméw?
Zwrécitam réwniez uwage na to, ze na stronie 36 autorka podaje, ze mikrobiologiczne analizy
ilosciowe wykonano ,,metodq ptytkowa” — chociaz nie jest to niepoprawne, proponuj¢ zmiang
na ,metoda seryjnych rozcienczen” (ang. serial dilution method), bo takiej nazwy metody

uzywa si¢ w wiekszosci prac.



Ocena merytoryczna pracy

Teoretyczne podstawy zwigzane z celami badawczymi autorka przedstawila w
cickawie i sp6jnie przygotowanym przegladzie literatury. W ramach tego rozdziatu
Dyplomantka dokonata szczegotowej analizy tekstow zrédlowych bezposrednio zwiazanych z
tematyka realizowanych badan, charakteryzujac produkty ropopochodne wykorzystane w
badaniach oraz omawiajac ich los w $rodowisku glebowym 1 podkreslajac role
drobnoustrojow w ich degradacji. Opisata problemy dotyczace oddzialywania biodiesla, oleju
napedowego i opalowego oraz benzyny na drobnoustroje glebowe i enzymy decydujace o
aktywnosci biochemicznej gleb. Autorka zwrocita rowniez uwage na problem remediacji
gleb poddanych presji produktéw ropopochodnych i technologie srodowiskowe stosowane w
bioremediacji in situ.

Autorka pracy postawila sobie ambitny cel okreSlenia wskaznikéw aktywnosci
mikrobiologicznej i biochemicznej gleby zanieczyszczonej biodieslem, olejem napedowym,
olejem opalowym i benzyna bezotowiowa 98; identyfikacji bakterii degradujgcych produkty
ropopochodne oraz okreslenia roli mocznika i kompostu z pomiotu indyczego i trocin w
przywracaniu rownowagi biologicznej gleby zanieczyszczonej produktami ropopochodnymi.
Zamierzony cel osiggnela przygotowujac przemyslane doswiadczenie, ktore postuzylo
licznym analizom biochemicznym, mikrobiologicznym i molekularnym.

Na wyréznienie zastuguje bardzo duza ilos¢ zebranych przez Doktorantke wynikéw w
rozdziale 4., co w polaczeniu ze staranng analizg statystyczng i graficznym ich opracowaniem
Swiadczy o ogromie wykonanej przez nig pracy. W ramach przeprowadzonych badan
Dyplomantka dokonala mikrobiologicznej analizy ilosciowej i jakosciowej gleb skazonych —
oznaczajgc liczebno$¢ dziewigciu grup drobnoustrojow  (bakterie organotroficzne,
proteolityczne, amonifikacyjne, nitryfikacyjne I i II fazy, amylolityczne, bakterie z rodzaju
Azotobacter, promieniowce i grzyby), izolujac i oznaczajac metodami molekularnymi (16s
RNA) przynaleznos$¢ systematyczng bakterii dominujacych w glebach skazonych —
najprawdopodobniej o duzym potencjale do rozkladu zwigzkéw ropopochodnych.
Doktorantka wykonata réwniez oznaczenia aktywnosci szesciu enzymow (katalazy, fosfatazy
kwasnej i alkalicznej, ureazy, arylosulfatazy, B-glukozydazy) w kolejnych 180 dniach
cksperymentu prowadzonego z wykorzystaniem dodatku kompostu i mocznika jako
substancji biostymulujacych rozktad biodiesla, oleju napgdowego i opalowego oraz benzyny.

W tym miejscu nasuwa mi sie pytanie, na ktére oczekuje odpowiedzi podczas obrony —



Dlaczego nie oznaczano aktywno$ci dehydrogenaz, ktére sa wymieniane jako jeden z
podstawowych wskaznikéw wykorzystywanych w ocenie aktywnosci biologicznej gleb?

Uzyskane wyniki badan zostaly poddane dyskusji w rozdziale 6, w ktorym na tle
literatury omowione zostaly zmiany zarébwno w skladzie ilosciowym jak i jakosciowym
populacji oznaczanych mikroorganizmdw, a takze scharakteryzowane zostaly wyizolowane
bakterie. Ten rozdzial zawiera takze informacje dotyczace enzyméw wykorzystywanych jako
wskazniki 1 zmian ich aktywnosci w badanym materiale w odpowiedzi na zanieczyszczenie
zwigzkami ropopochodnymi i addycje kompostu i mocznika.

Whnikliwg analiz¢ i1 syntetyczne przedstawienie wynikoOw znajdziemy w Podsumowaniu,
chociaz nie jest to czesto praktykowane, rozdzial zawiera po prostu wyliczone najwazniejsze
wyniki, a szczegotowe wnioski zostaly sformulowane w rozdziale 7.

Na podstawie wykonanych badan autorka wysungta 12 wnioskow trafnie
reasumujacych uzyskane wyniki. Autorka w swoich spostrzezeniach koncowych zwrocita
uwage na fakt, ze reakcja drobnoustrojow i enzymow na rézne rodzaje zanieczyszczen byla
zréznicowana, jednak wszystkie badane zwigzki ropopochodne destabilizowaly homeostaze
gleby a zaklocenia w ré6wnowadze mikrobiologicznej i biochemicznej utrzymywaly sie w
calym okresie badan. Autorka zaobserwowala wieksze oddzialywanie réznych rodzajow
produktow ropopochodnych na enzymy niz na drobnoustroje glebowe. Wyizolowane z
zanieczyszczonej gleby bakterie nalezaly do phylum a-Proteobacteria, y-Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria 1 do rodzajéw/gatunkéw, ktore mig¢dzy innymi odpowiedzialne sg
za degradacj¢ produktéw ropopochodnych w glebach. Dyplomantka dostrzegla réwniez
skutecznos$¢ zabiegdbw wzbogacania zanieczyszczonej gleby kompostem i mocznikiem, ktore
stymulowaly namnazanie drobnoustrojow i wzmagaty aktywnos$¢ enzymow glebowych, przez
co degradacja produktéow ropopochodnych mogla zachodzi¢ intensywniej. Zauwazyla, ze
kompost, ze wzgledu na zlozony sktad chemiczny, okazal si¢ lepszym biostymulatorem dla

drobnoustrojow niz mocznik.

Majac na uwadze informacje zawarte w poszczegdlnych rozdziatach i podrozdziatach
praca moze stanowi¢ istotng pozycje w literaturze zwigzanej z wplywem zanieczyszczen
ropopochodnych na aktywno$¢ mikrobiologiczng i enzymatyczng gleb, a takze remediacja

gleb z wykorzystaniem biostymulantow.



Z obowiazku recenzenta przedstawiam réwniez drobne uwagi dotyczace pracy - majac
jednoczesnie nadziej¢, ze postuzg lepszemu przygotowaniu zawartych w niej wynikow do
druku:

1) Strona 5 — jest: ,,...zbadanie wplywu...” powinno by¢ ,,...zbadanie ich wplywu...”;

2) Strona 7 — jest: ,,...znalazlo si¢ 202 substancje...” powinno by¢ ,,...znalazly si¢ 202

substancje ...”;

3) Strona 9 — Podane w pierwszym zdaniu na stronie wartosci 0,2 i 0,16 min Mg-d™ to
moim zdaniem spadek dziennego zapotrzebowania na rope w latach 2015 i 2016 a nie
dzienne zapotrzebowanie, co sugeruje jego tres¢ — gdyz to ksztaltuje si¢ na poziomie
13 min Mg-d"; - jest: ,,...wykorzystanic biopaliw szybko rosta...” - powinno by¢:
»---wykorzystanie biopaliw szybko rosto...”,

4) Strona 18 — jest: ...obserwowano ich zwigkszenie...” - powinno by¢
»---0obserwowano zwigkszenie ich liczebnosci...”;

5) Strona 19 - jest: ,...Arthrobacter..., Pseudomonas..” - powinno byé:
»---Arthrobacter sp. , Pseudomonas sp. ...”;

6) Strona 20 — jest: ,,...pod kontem...” - powinno by¢ .,...pod kgtem...”;

7) Strona 21 — jest: ,,...proces biokatalizy...zalezna jest...” - powinno by¢ ,,...proces
biokatalizy...zalezny jest...”;

8) Strona 25 - jest: ,...mogag wywolywa¢ wzrost nienasyconych kwasow
tluszczowych...” - powinno by¢ ....moga wywolywaé wzrost zawartosci
nienasyconych kwasow ttuszczowych...”;

9) Strona 35 - jest: ,,...biostymulacjacy...” - powinno by¢ ,,...biostymulujacy...”;

10)Strona 99 — jest: ...pozwolila na okreslenie poszczegolnych szczepow
drobnoustrojéw...” - proponuj¢ ,,...pozwolila na identyfikacj¢ poszczegolnych
szczepow drobnoustrojow ...” lub ,,...pozwolita na okreSlenie przynaleznosci
systematycznej poszczegdlnych szczepéw drobnoustrojow ...”;

11) Strona 140 — jest: ,,...biodiesel i olej napedowy przyczynit si¢ do...” - powinno by¢
»---blodiesel 1 olej napedowy przyczynily si¢ do ...”, sformutowanie ,,...kolonizujg sie
irosng...” nie brzmi zbyt dobrze;

12) Strona 144 — jest: ,,...enzymem, obecnym we wszystkich bakteriach...” — proponuje
»---€nzymem, obecnym u wszystkich bakterii ...”;

13) Strona 147 — jest: ,,Dlugos$¢ czasu inkubacji nie sprzyjat aktywnosci...” - powinno by¢
,»Dhugos¢ czasu inkubacji nie sprzyjata aktywnosci...”;

14) Strona 150 — jest: ,,...dodatnio korelowat z ureazg...” - powinno by¢ ,,...dodatnio
korelowal z aktywnoscig (lub iloscia) ureazy...”; jest ,,Wskaznik biostymulacji IF,



rysowat krzywa zmian...” — powinno by¢ ,,Wskaznik biostymulacji IF, pozwolil na
wykreslenie (wyrysowanie) krzywej zmian...”

15) Strona 151 — jest: ,,...rozktadu toluen...” - powinno by¢ ,,...rozktadu toluenu...”, jest:
»---mial rozbiezny udziat...” — moze lepie;j ,,...mial zréznicowany udzial...”;

16) Strona 156 — jest: ,,...zastosowanie nawozenie...” - powinno by¢ ,...zastosowane
nawozenie...”;

17) Strona 163 — we wniosku 10 sformutowanie ,,Oczywiscie kompost...” - lepiej zmieni¢
po prostu na ,, Kompost...”;

18) Strona 189 — na poczatku streszczenia w jezyku angielskim proponuje zamiast ,, The
objective of the study...” uzy¢ ,,The aim of the study...”, a w ostatnim zdaniu zamiast

»»---for degrading petroleum...” ,,...for degradation of petroleum...”.

Powyzsze uwagi maja gléwnie nature korekty bledéw edycyjnych i nie umniejszajg mojej

ogolnej wysokiej oceny rozprawy doktorskiej.

Whioesek koficowy

Podsumowujac recenzje stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa naukowa pt.
»Remediacja gleby zanieczyszczonej produktami ropopochodnymi” przygotowana przez mgr
inz. Grazyne Kaczynska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wskazuje, ze
autorka posiada teoretyczng wiedzg z zakresu nauk rolniczych, zdolna jest do planowania
eksperymentéw, opanowala techniki laboratoryjne oraz umiejetnos¢  samodzielnego
prowadzenia pracy badawczej w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie ochrona i
ksztaltowanie Srodowiska, spetniajgc tym samym wymagania stawiane pracom doktorskim
okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 poz. 595 z pézniejszymi zmianami).

W zwiazku z powyiszym wnioskuj¢ do czlonkéw Rady Wydziatu Ksztattowania
Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie

mgr inz. Grazyny Kaczynskiej do dalszych etapéw postepowania przewodu doktorskiego.

Dr hab. inz. Maria J. Chmiel




