prof. dr hab. Inz. Andrzej Nowak
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie
Wydzial Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa

Zaktad Chemii, Mikrobiologii i Biotechnologii Srodowiska
= = ul. Slowackiego 17, 71-434 Szczecin,
tel. +48 (0) 91 4250234, fax. +48 (0) 91 4250234, +48 (0) 91 4425690
tel. kom.: +48 91 (0)603 077 396, e-mail: anowak@agro.ar.szczecin.pl
pryw.: ul. Majowa 36 m 1, 71-347 Szczecin, tel. +48 (0) 91 4526296

Szezecin, dnia 2 1. Pazdziernika 2024

RECENZJA

rozprawy doktorskiej mqr inz. Beaty Zieliriskiej-Polit, pt.

WYSTEPOWANIE ORAZ CHARAKTERYSTYKA
PROMIENIOWCOW CELULOLITYCZNYCH | KSYLANOLITYCZNYCH
W WYBRANYCH GLEBACH £t AKOWYCH POLSKI

Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Beaty Zielinskiej-Polit pt. Wystepowanie oraz charakte-
rystyka promieniowcoéw celulolitycznych i ksylanolitycznych w wybranych glebach tgkowych Polski,
ktorej promotorem jest prof. dr hab. Stefan Russel, wykonanej na zlecenie Dyrektora Instytutu
Technologiczno-Przyrodniczego — PIB w Falentach, prof. dr hab. inz. Wieslawa Dembka, na
podstawie Uchwaly Rady Naukowej . Instytutu Technologiczno-Przyrodniczego — PIB w Fa-
lentach.

Obecnie enzymy znajdujg szerokie zastosowanie w roznych dziedzinach przemystu lub prze-
tworstwa. Jest to wigc przemyst piekarniczy, produkcja jedzenia dla niemowlat, browarnictwo,
gorzelnictwo, winiarstwo, produkcja sokow owocowych, mleczarstwo i wytwarzanie serow,
zmiekczanie migsa, przemyst skrobiowy, przemyst papierniczy, wytwarzanie biodetergentow,
przemyst gumowy wreszcie produkcja biopaliw. Ostatnie z wymienionych zastosowan nabiera
aktualnie duzego znaczenia. Produkcja biopaliw wymaga uzycia specjalnie dobranych, aktyw-
nych i stabilnych enzymow, potrzebnych do przeprowadzania pozadanych przemian bioche-
micznych. Zrodlem takich enzyméw moga by¢ mikroorganizmy przystosowane do bytowania
w srodowiskach o duzym doptywie celulozy i substancji lignocelulozowych i1 dobrze przysto-
sowane do metabolizowania tych substancji. Jednym z takich srodowisk sa gleby takowe, cha-
rakteryzujace sie nie tylko wysoka zawartoscig pozadanych substratow, ale takze bogactwem i
znaczng roznorodnoscig mikroflory. Duze znaczenie dla uzyskania pozadanych mikroorgani-
zmOw majg promieniowce, charakteryzujgce si¢ ponadprzecietng aktywnoscia enzymatyczng i
szerokim spektrum metabolizowanych substratow. Wynika stad konieczno$¢ poznania popula-
cji organizmow z tej grupy, zasiedlajacych rozne srodowiska. Z tego punktu widzenia, a takze
majgc na wzgledzie wzbogacenie wiedzy o $rodowisku glebowym, temat pracy doktorskiej
mgr inz. Beaty Zielinskiej-Polit - Ocena populacji promieniowcéw celulolitycznych oraz ksylanoli-
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tycznych w glebach {gkowych oraz dokonanie ich charakterystyki morfologicznej, fizjologicznej i bio-
chemicznej mozna oceni¢ jako wazny i potrzebny a uzyskane wyniki moga stac si¢ nie tylko
zrodlem cennych informaciji o tym srodowisku, ale takze przyczyni¢ si¢ do uzyskania cennych
szczepow, przydatnych w praktyce do produkcji biopaliw.

Praca doktorska Pani mgr inz. Beaty Zielinskiej-Polit obejmuje 168 stron, zawiera 41 tabel
(oraz 9 w dodatkowym opisie statystyki), 19 rycin (oraz 6 w dodatkowym opisie statystyki),

46 fotografii oraz 224 pozycje literatury. Zawiera rozdzialy: WPRPOWADZENIE | CEL PRACY,
PRZEGLAD LITERATURY, MATERIAL | MEDODY BADAN, WYNIKI, DYSKUSJA WYNIKOW,
WNIOSKI, BIBLIOGRAFIA ORAZ ANALIZA STATYSTYCZNA..

Celami, jaki postawila sobie Doktorantka (rozdzial WPRPOWADZENIE | CEL PRACY) byla
ocena wystgpowania promieniowcow celulolitycznych oraz ksylanolitycznych w wybranych
glebach tgkowych Polski, izolacja tych promieniowcow oraz dokonanie charakterystyki morfo-
logicznej, fizjologicznej i biochemicznej izolatow.

Rozdzial PRZEGLAD LITERATURY jest obszernym zestawieniem informacji literaturowych
na temat gleby jako srodowiska bytowania drobnoustrojow, systematyki promieniowcow, ich
charakterystyki oraz ekologii. Rozdzial zawiera takze opis budowy i wlasciwosci celulozy
i ksylanu. Zebrana przez Doktorantke literatura jest bogata a cytowane pozycje to w znacznej
mierze najnowsze artykuly z czasopism o migdzynarodowym zasiggu. Doktorantka szczegd-
fowo omawia glebg i warunki w niej panujace a takze ilosci, rozmieszczenie i sposob zycia
roznych organizmow, jakie w niej bytuja. Nastepnie zajmuje si¢ promieniowcami, zaczynajac
od ich systematyki, przy czym ogranicza si¢ jedynie do przepisania na 3 stronach listy rzedow i
rodzin, co jak sadze jest zupelnie zbyteczne, gdyz mozna taka liste bez trudu znalez¢ w Ber-
gey’s Manual of Systematic Bacteriology. Nastgpnie Autorka przedstawia charakterystyke
promieniowcow 1 ich ekologig. Porusza w tej czesci przegladu wiele zagadnien dotyczacych
budowy, morfologii, wzrostu czy zarodnikowania, charakteryzuje aktywno$¢ enzymatyczng
tych organizmow oraz spektrum substratow, jakie moga metabolizowa¢. Wspomina o wytwa-
rzaniu barwnikow oraz interakcjach z ro§linami i innymi organizmami. Wreszcie po$wieca nie-
co miejsca wynikom badan nad wystepowaniem promieniowcow w roznych srodowiskach.
Nastepnie Doktorantka opisuje budowe i enzymy aktywne w degradacji celulozy i ksylanu.
Rozdzial PRZEGLAD LITERATURY jest obszerny, zroznicowany tematycznie i podbudowany
pismiennictwem. Na pewno wymagal wiele pracy i zapoznania sie z literaturg Swiatowa
przedmiotu. Mimo wszystko pozostawia pewien niedosyt. Celem zamieszczenia takiego roz-
dzialu nie jest przeciez wykazanie, jak duza jest u Autorki znajomosc jakiej$ szerokiej dziedzi-
ny wiedzy, lecz na podstawie cytowanych publikacji wskazanie czytelnikowi konkretnego pro-
blemu naukowege, stanu wiedzy na jego temat oraz brakéw tej wiedzy czy nierozwiazanych
jeszcze problemow, jakie sie z nim wiaza. Ma to doprowadzi¢ do postawienia sobie przez Au-
torke pytan i sformutowania na tej podstawie celu podejmowanych badan. Stad uwazam, ze
lepiej byloby przedstawic cele pracy po przegladzie literatury a nie przed nim. Cele pracy po-
winny logicznie wynikac i by¢ uzasadnione przedstawionym przegladem literatury. Tymczasem
na 24 strony tego rozdziahu, kwestii wystgpowania promieniowcow w glebach poswigcone jest
jedynie 19 wierszy a o glebach lgkowych jest jedna wzmianka. Brak uzasadnienia cytowanymi
pracami dia wyrazonej przez Doktorantke (chociaz prawdziwej]) w rozdziale
WPRPOWADZENIE | CEL PRACY opinii 0 braku wystarczajacej wiedzy na temat wystepowania
populacji promieniowcow w glebach takowych. Rowniez temat aktywnosci celulolitcznej oraz
ksylanolitycznej promieniowcow, ktory jest jednym z gtownych celow pracy, jest w przegla-
dzie literatury jedynie pobieznie zaznaczony.
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Sposdéb przeprowadzenia badan jest opisany w rozdziale MATERIAL | MEDODY BADAN.
Opis ten jest bardzo dokladny i pozwala na pozytywna oceng zasadnosci uzytych metod
z punktu widzenia postawionych celow badawczych. Jedynie w opisie gleb wybranych do izo-
lacji promieniowcow Autorka nie podaje kryteriow tego wyboru oraz nie jest jasne na jakiej
podstawie ustalone zostaly ,,specjalnie wyznaczone miejsca” do pobierania probek. Zastana-
wia tez, dlaczego przy ocenie liczebnosci promieniowcow w glebach uzyta zostata pozywka
skrobiowa ,,z dodatkiem nystatyny lub actidionu” a nie czesto uzywana pozywka skrobiowo-
kazeinowa o szerszym spektrum substratowym, czy pozywka Pochona. Zastosowanie pozywki
z jednym tylko substratem moze powodowac pewna selekcje szczepow podczas izolacji z gle-
by i uzyskiwanie zanizonych liczebnosci. Nie jest tez jasne, kiedy i dlaczego uzyta byla nysta-
tyna a kiedy actidion. Czy na skutek wynikajacego z uzycia roznych dodatkow do pozywki, a
wigc zroznicowania ich skladu nie jest mozliwa pewna niejednolitosé¢ uzyskanych wynikow?
Moze nalezalo do ograniczenia wzrostu na pozywkach innych poza promieniowcami organi-
zmow uzy¢ czesto stosowanego w tym celu dodatku pirogronianu sodowego? W rozdziale
3.5.2 nie podano, jak byla wykonywana ocena wzrostu. Prawdopodobnie przez pomiary sred-
nicy kolonii, ale to nalezatoby napisa¢. Jednakze ogodlnie w opisie metodyki zwraca uwage bar-
dzo szeroki zakres zalozonych doswiadczen oraz wykonanych analiz. Doktorantka stosowala
metody bardzo zroznicowane, obok klasycznych metod mikrobiologicznych takze nowoczesne
techniki genetyczne, testy API czy tez obserwacje przy uzyciu skaningowego mikroskopu
elektronowego. Swiadczy to o dobrym opanowaniu warsztatu metodycznego a takze umozli-
wia uzyskanie kompleksowej, wielostronnej charakterystyki badanych szczepow i ich wlasci-
wosci, Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze zastosowana metodyka jest prawidlowa, odpowiednia dla
zatozonych celow badawczych i pozwala na uzyskanie znacznej ilosci wartosciowych danych.

Rozdzial WYNIKI jest bardzo obszerny. Na 77 stronach wyczerpujaco przedstawione sa uzy-
skane rezultaty, skomentowane 1 zilustrowane wieloma tabelami, wykresami 1 dobrej jakosci
fotografiami. Doktorantka kolejno przedstawia charakterystyke ekologiczng promieniowcow,
w tym liczebnosc w glebach tagkowych i dynamike ich wzrostu, wptyw pH oraz stopnia zasole-
nia na wzrost, zdolno$¢ do rozkfadu polisacharydow (celuloza, ksylan, skrobia), charakterysty-
ke aktywnosci enzymatycznej (celulaza i endo-1,4-B-ksylanaza), wlasciwosci antagonistyczne,
wyniki analizy molekularnej oraz charakterystyke mikroskopowa (mikroskop $wietlny, fluore-
scencyjny i skaningowy mikroskop elektronowy). Sklada si¢ to na petny obraz uzyskanych w
badaniach danych 1 raz jeszcze pokazuje ogrom wykonanej przez doktorantke pracy. Uwagi
mozna mie¢ natomiast do przygotowania niektorych wykresow. Na wykresach nr 1-12 0$ od-
cigtych opisana jest jako ,, ferminy’ a sa to raczej miesiace, na wykresach nr 15-16 opis osi
rzednych jest ustawiony niewlasciwie a na wykresach nr 13-14 oraz 18-19 zupelnie brak opi-
SOW Osi.

W kolejnym rozdziale Doktorantka dokonuje dyskusji wynikow, opierajac si¢ na bogatej
i odpowiednio dobranej merytorycznie literaturze przedmiotu. Przedstawia kolejno uzyskane
wyniki wskazujac, czy sa one zgodne czy tez odmienne od uzyskanych przez innych badaczy.
Byloby jednak cenne podjecie prob wyjasnienia tej zgodnosci lub odmiennosci, ale przede
wszystkim dokonanie syntetycznej interpretacji danych. Tak duza ilos¢ wynikéw uzyskanych w
niniejszej pracy stwarza bowiem szerokie mozliwosci ich zestawienia oraz dokonania uogol-
nien, wystepujacych zaleznosci i prawidlowosci.

Rozdzial WNIOSKI nie nalezy do najmocniejszych fragmentow rozprawy. Sa one wprawdzie
odpowiednie do tresci pracy i koresponduja z celami badan, jakie Doktorantka sobie zalozyla,
jednak cechuje je wysoki poziom ogolnosci i catkowity brak konkretnych informacji, ktorych
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przeciez tak duzo zostalo uzyskanych w badaniach. Niektore z wnioskow mozna by nieomal
sformulowac¢ w zasadzie bez wykonywania jakichkolwiek badan (np. wnioski 1, 6, 10).

Do najcennigjszych wynikow uzyskanych w pracy mozna zaliczy¢ zebranie duzej ilosci da-
nych o liczebnosci i rodzajach promieniowcow zasiedlajacych gleby takowe. Informacje te
opieraja si¢ na bogatym materiale zebranym przez Doktorantke. Bardzo wazna i ciekawa jest
charakterystyka wyizolowanych z gleb takowych szczepoéw, w tym ich cech morfologicznnych
oraz danych o aktywnosci enzymatycznej a takze wlasciwosciach antagonistycznych jak row-
niez informacje o wplywie warunkow $rodowiskowych na promieniowce: pH i zasolenie na
wzrost oraz temperatury i pH na aktywnos¢ enzymatyczna.

Z obowigzku recenzenta chce przedstawic¢ kilka uwag. Dotycza one gloéwnie sposobu napi-
sania pracy, nieporadnego lub niechlujnego. Oto kilka przyktadow:

Str.11 , wzrost ludzkosci...” chyba: wzrost ilosciowy ludzkosci.
. - alg lub glonow... A to nie to samo? Glony to po lacinie 4/gae.

Str 12, bioroznorodnosc biologiczna” Troche masto maslane.

Str. 13 ,.Gleba to gorna warstwa skorupy ziemskiej, sklada przede wszystkim...” Powinno
by¢: sktada sie.
s procesowi humunifikacji prowadzonej m.in. przez drobnoustroje ... ” Humifika-
cja, podobnie jak caty metabolizm gleby to proces mikrobiologiczny. Inne czynniki,
jak przemiany chemiczne czy fizyko-chemiczne majg niewielkie znaczenie. Stwier-
dzenie ,, ... migdzy innymi...”" sugeruje rowny, albo nawet marginalny udzial mikro-
organizmdéw a moze nawet humifikacje catkowicie abiotyczng.

Str. 15, ...(z ang. viable but nonculturable) dostownie | zywe lecz niezdolne do wzro-
stu...”, Poprawne tlumaczenie . zywe lecz niechodowalne (niezdolne do hodowli
i wzrostu na pozywkach w laboratorium). Natomiast zdolne do wzrostu w $rodo-
wisku.

Str. 20 ,, ...prosto tancuchowe ... ” Powinno byc¢ prostotancuchowe a lepiej: o prostych tan-
cuchach.

Str. 23 ,, ...pesiycydy chloro organiczne...” Powinno byc: pestycydy chloroorganiczne.
W pracy jest wigcej przypadkow tego rodzaju blednej pisowni.
.. ...karbaminy ... " co to takiego? Pewnie chodzi o karbaminiany.

Str. 25 Jak podaje Waksman [1950] promieniowce sq rozpowszechnione w srodowi-
sku, ze trudno znalezé substrat calkowicie ich pozbawiony, chociaz ich wystepo-
wanie niektorych z nich moze by¢ przykladem allechtonicznego pochodzenia
[Waksman 1950]. " Przyktad stylu autorki.

Str. 50 ,,Na szalki z wyroslymi koloniami promieniowcow, w miejscu okreslanym jako
rysa glowna, przesiewano bakterie testowe w miejscu rysow bocznych, z zacho-
waniem 1 mm odleglosci, w trzech powtorzeniach.” Zdanie catkowicie niezrozu-
miate.

Str. 51, ...Komorki  promieniowcow  zostaly zebrane w 1,5 ml eppendorfie...”
chodzi zapewne o probowki Eppendorfa — Zargon laboratoryjny.

Str. 133, ...niewiele jest danych dotyczqcych Srodowisk lgkowych, przewazajg natomiast
badania gleb uzytkowanych rolniczo.” Lakarstwo stanowi czgs¢ gospodarki rol-
nej. Nie bez powodu katedry takarstwa sa na wszystkich wydziatach rolniczych.
Btedem jesz oddzielanie takarstwa od rolnictwa.
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. Ponadto zaklada sig, ze typ gleby charakteryzuje sig okreslona specyficzna roz-
norodnosci i aktywnosci mikroorganizmow glebowych [SIEBIELEC I IN. 2015]”
Jeszcze jeden przykiad.

Str. 134 Jak mozna trzy kolejne akapity zaczynac od: ,, Natomiast...”.

Str. 142 ,, Kolonie wyizolowanych szczepow promieniowcow mialy brzegi przewaznie regu-
larne lub nieregularne...” Przypomina mi to zartobliwe przystowie: jesli na §wie-
tego Prota jest pogoda albo sltota, na $wigtego Hieronima pada deszczyk lub go ni
ma.

Nazwy systematyczne s3 na ogol pisane sg kursywa, jak to jest przyjete, ale nie
wszedzie. ..

To tylko niektore z przykiadow bigdow, jakich jest w tekscie duzo wigcej. Sa to bledy stylu,
skfadni, bledy maszynowe a niekiedy bledy merytoryczne. Przedstawienie rozprawy w takiej
postaci Swiadczy o braku starannosci. Praca lub jej fragmenty, w przypadku publikowania po-
winna by¢ gruntownie przeredagowana,

Wszystkie usterki, przedstawione w recenzji nie przekreslaja wartosci pracy. Przedstawiona
do recenzji rozprawa doktorska dotyczy ciekawego i waznego tematu i dostarcza bardzo duzo
interesujacych informacji. Badania byly dobrze zaplanowane i poprawnie wykonane,
z zastosowaniem wlasciwie dobranej i bardzo zroznicowanej metodyki, w tym wielu nowocze-
snych oznaczen. Wyniki przedstawione sa zrozumiale i kompletnie. Wszystko to $wiadczy, ze
Doktorantka ma duza wiedze¢ w swojej dziedzinie oraz ze potrafi planowac i wykonywac ba-
dania naukowe.

Whiosek koncowy: Reasumujac, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa dok-
torska autorstwa mgr inz. Beaty Zielinskiej-Polit pt. Wystepowanie oraz charakterystyka pro-
mieniowcow celulolitycznych i ksylanolitycznych w wybranych glebach takowych Polski spel-
nia wymogi niezbedne dla uzyskania stopnia naukowego doktora, zgodnie z Ustawa z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) obowiazujacej dla ww. przewodu na podstawie art. 179
ust. 1. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnic-
twie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669), dotyczace ubiegania si¢ o stopien nauko-
wy doktora w dyscyplinie ochrona 1 ksztaltowanie srodowiska znajdujacej sie obecnie w dys-
cyplinie inzynieria Srodowiska, gornictwo i energetyka. W zwiazku z powyzszym, stawiam
wniosek o przeprowadzenie przez Rad¢ Naukowa Instytutu Technologiczno-Przyrodniczego —
PIB w Falentach dalszych etapow postepowania w przewodzie doktorskim.
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