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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Mariusza Wrobla

pt. Biodegradacja mikroplastikow przez mikroorganizmy pochodzace ze srodowiska

naturalnego i antropogenicznego

Mgr Mariusz Wrdébel do recenzji przedstawil rozprawe doktorskg zatytulowana

Biodegradacija mikroplastikéw przez mikroorganizmy pochodzace ze Srodowiska naturalnego 1

antropogenicznego. przygotowang pod kierunkiem promotora dr hab. Tomasz Kowalkowskiego,
prof. UMK oraz promotorki pomocniczej dr Soni Szymanskiej. Praca doktorska ma postac
opracowania hybrydowego, tj. przedstawiono w niej wyniki opublikowane do tej pory w dwoch
pracach naukowych, ktére to prace s3 integralng czgscig przedstawionej do recenzji dysertacji.
Doktorant szczeg6towo opisal rowniez wyniki, ktére zapewne bgda podstawg trzeciej publikacji, a
ktére dotycza struktury i réznorodnosci mykobioméw badanych srodowisk, izolacji 1 identytikacji
hodowalnych szczepdéw grzybdw, a takze testow degradacyjnych wybranych materialow

polimerowych w hodowlach wzbogacajacych.

Zamieszczone w pracy doktorskiej wyniki opublikowano do tej pory w postaci dwoch

manuskryptow:
1. Wrobel, M., Szymanska, S., Kowalkowski, T., & Hrynkiewicz, K. (2023). Selection of

microorganisms capable of polyethylene (PE) and polypropylene (PP) degradation. Microbiological
Research, 67, 127251; DOI: j.micres.2022.127251 (IF=6,1; pkt MNiSW=100)
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2. Wrébel, M., Deja-Sikora, E., Hrynkiewicz, K., Kowalkowski, T., & Szymanska, S. (2024).
Microbial allies in plastic degradation: specific bacterial genera as universal plastic-degraders in

various environments. Chemosphere, 363, 142933; DOI: j.chemosphere.2024.142933 (IF= brak; pkt
MNi1SW=140)

Suma punktéw ministerialnych dla tych dwoch opracowan wynosi 240, a wspoiczynnik
wplywu zgodnie z rokiem wydania wynosi 6,1. Niestety, w 2024 roku czasopismo Chemosphere nie
byto indeksowane w bazie Journal Citation Report. Nie umniejsza to w zaden sposéb wartosci pracy
numer 2, a jest raczej wynikiem sytuacji na ktérg Doktorant nie mial wplywu. Niezaleznie od
wskaznikéw naukometrycznych oba czasopisma, tj. Microbiological Research oraz Chemosphere sa
uznanymi w $wiecie naukowym, a opublikowanie wynikéw na ich famach jest niewatpliwym
sukcesem. Przykladowo w czasopi$mie Microbiological Research publikowane jest jedynie 6%

nadestanych manuskryptow.
W obu pracach Doktorant wskazany jest jako pierwszy autor odpowiedzialny za
przeprowadzenie badan, analiz¢ i opracowanie wynikéw, a takze przygotowanie pierwszych wersji

manuskryptow. Bardzo prosze o wyszczeg6lnienie wkiadu Doktoranta w otrzymanie

nieopublikowanych do tej pory wynikéw. Mgr Mariusz Wrobel uczestniczyt rowniez czynnie w

konferencjach naukowych, a jedna z prezentacji, ktére wyglosit zostala nagrodzona podczas

Ogélnopolskiej Konferencji Naukowej ,,Metagenomy ro6znych srodowisk™ w 2023 roku.

Ocena pracy doktorskiej

W czasach stale rosnacej produkcji 1 wykorzystywania plastikow, a takze wzrastajace;
$wiadomoséci  spolecznej  zwigzanej z  zagrozeniami  powodowanymi  obecnoscig
mikro(nano)plastikow (MNPs) w srodowisku, dobdr tematu badawczego nalezy uznaé za bardzo
trafny i uzasadniony. Opisane w pracy doktorskiej wyniki badan sg bardzo przydatne do opracowania
skutecznych metod eliminacji mikroplastikéw (MPs) ze Srodowiska. Podjgte przez Doktoranta
dziatania zmierzajace do pozyskania szczepdw bakterii 1 grzybéw o zdolnosciach do degradaciji

wybranych materiatow polimerowych sg szczegélnie wazne takze z aplikacyjnego punktu widzenia.
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Tekst wstepu do pracy jest syntetycznym opisem zagrozen powodowanych przez obecnosc
MNPs w srodowisku, a takze wprowadzeniem czytelnika w tematyke dysertacji 1 prezentuje
niezbedne informacje ulatwiajace interpretacj¢ uzyskanych przez Doktoranta wynikéw. Cele pracy

zostaty sformulowane precyzyjnie, a zaproponowane hipotezy badawcze sg ciekawe 1 ambitne.

Opis metodyczny przeprowadzonych doswiadczen pozwala na ich powtérzenie przez innych
badaczy, zaproponowana metodyka jest adekwatna do realizacji postawionych celow, a
przygotowanie odpowiednich ukladéw kontrolnych sprawia, ze uzyskane wyniki majg wysoka
warto$é naukowa. Uzyskane wyniki poddano réwniez analizie statystycznej, co jest niezbedne do
prawidlowego wnioskowania. Realizujac prace doktorska Mgr Mariusz Wrobel wykorzystywat
tradycyjne metody hodowlane, a takze techniki molekularne (izolacja i sekwencjonowanie DNA)
oraz zaawansowane metody oceny efektywnosci degradacyjnej takie jak mikroskopia skaningowa

(SEM) oraz spektroskopie w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR).

Poniewaz wickszo$¢ uzyskanych wynikow jest juz opublikowana, a wigc przeszia
wieloetapowy proces weryfikacji i recenzji przez specjalistow, w niniejsze] recenzji nie bede si¢
skupiat jedynie na ocenie merytorycznej prac, a raczej chciatbym pozna¢ odpowiedzi Doktoranta na

zadanie pytania problemowe.

Pierwsza praca koncentruje si¢ na pozyskaniu mikroorganizmow potencjalnie przydatnych do

degradacji polietylenu (PE) i polipropylenu (PP). Mikroorganizmy te pozyskano stosujac technike
hodowli wzbogacajacej, w ktorej testowane polimery byly jedynym zrédlem wegla, a
mikroorganizmy o zdolnosciach degradacyjnych pochodzily z gleby pobranej ze skladowiska
odpadéw. Doktorant zatozyl, ze gleba taka, ze wzgledu na specyfikg sktadowiska odpadow, jest
zanieczyszczona MPs, co zwigksza szanse na pozyskanie szczepow bedacych obiektem
sainteresowania. Wielotygodniowe hodowle wzbogacajace pozwolily na izolacj¢ 14 szczepow
bakteryjnych i 13 grzybowych, ktore autor identyfikuje jako ,,zdolne do biodegradacji wybranych

polimer6w”. Sposrod nich, 14 izolatow pozyskano z wariantow z zastosowaniem PE, natomiast

pozostale 13 z wariantu, w ktorym wykorzystano PP. Najczgscie] identyfikowanymi szczepami

bakteryjnymi frakcji hodowalnej byly Priestia megaterium i Serratia marcescens odpowiednio w

przypadku préb inkubowanych z PE 1 PP. Bakterie z rodzaju Enterobacter spp. zostaly z Kolei
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zidentyfikowane w obu wariantach polimerowych. Wéréd wariantéw inkubowanych z mykobiomem

najczesciej identyfikowano gatunki Aspergillus i Fusarium, odpowiednio dla wariantow

degradacyjnych PP i PE. W _tym miejscu chcialem jednak zapytaé, skad pewno$¢. ze wyizolowane

szczepy sa_przedstawicielami mikroorganizméw, ktére zasiedlaly powierzchnig testowanych

polimeréw i byly odpowiedzialne za uwidocznione w SEM uszkodzenia tworzyw. a takze za

widoczne w analizie FTIR modyfikacje chemiczne $wiadczace o inicjacji. badZ przebiegu procesow

degradacyinych? Czy mozliwe jest. ze obserwowany efekt degradacyjny byt wynikiem aktywnosci

mikroorganizméw frakeji nichodowalnej, ktérych nie udato si¢ pozyskaé na podtozu R2A?

Z opisu_metodycznego wynika, ze granule polimerowe byly sterylizowane termicznie. Czy

wedlug Doktoranta zabieg ten wplynal/mdgl wplynaé istotnie na tempo zasiedlania polimerow przez

mikroorganizmy?

Istotne sa rowniez wyniki uzyskane w czasie prowadzenia hodowli wzbogacajacych, ktore
sugeruja wysoka skuteczno$é konsorcjow bakteryjnych i grzybowych w degradacji testowanych
tworzyw sztucznych. Zastosowanie odpowiednich metod, to jest mikroskopii i spektroskopit w
podczerwieni z transformacja Fouriera bezspornie potwierdzilo inicjacj¢ 1 poczatkowe etapy
proceséw degradacyjnych prowadzonych przez mikroorganizmy zasiedlajgce granule polimerowe w
formie biofilmu dla obu testowanych polimeréw. Wazng obserwacja jest rdwniez potwierdzenie
wiekszej podatnosci polipropylenu na degradacj¢ bakteryjna, a polietylenu pod wptywem aktywnosci

grzybow.

W drugiej pracy bakterie o potencjale degradacyjnym Doktorant izolowat z gleby pobrane; z
okolic wysypiska, osadu $ciekowego i wody rzecznej. Doktorant zalozyl, ze srodowiska te r6znig sig

zawarto$cia MPs, co bedzie determinow alo biordéznorodnos¢ mikrobiologiczng prob, a takze

[P F N LR Rl L B 3 J NN ot L N T B T g Tyl T O T gy P ———
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eksperymentu byla takze analiza wybranych parametrow fizyko-chemicznych testowanych
srodowisk, a uzyskane wyniki Doktorant korelowal nastgpnie z rezultatami bioréznorodnosci
mikrobiologicznej. Metodyka eksperymentu zakiadata rowniez zwigkszenie liczby testowanych
tworzyw polimerowych do czterech. W badaniach wykorzystano cztery polimery: poli(chlorek
winylu) (PVC), poli(kwas mlekowy) (PLA), poliwgglan (PC) oraz polipropylen (PP). Podobnie jak
w poprzedniej opisywanej pracy, istotnym aspektem badan byla izolacja szczepdéw bakterii

wykazujacych zdolnoéci degradacyjne wzglgdem testowanych polimerdéw, a takze ocena stopnia

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska

ul. Jagiellonska 28, 40-032 Katowice

tel : 32 20 09 592, 32 20 09 461, e-mail: ibbios wnp@us.edu.pl

&
www.us.edu.pl/instytut/ibbios l‘r 5




‘/ 'UNIWERSYTET SLASKI

'i W KATOWICACH

degradacji tworzyw w czasie wielotygodniowej hodowli wzbogacajace). W tej pracy wykonano takze
analizy metagenomowe probek Srodowiskowych wykorzystanych do zalozenia hodowli
wzbogacajacych, m.in. w celu weryfikacji bardzo ciekawej hipotezy zaktadajacej, ze zaproponowane
podej$cie badawcze umozliwi pozyskanie wykazujacych zdolnosci degradacyjne izolatow
nalezacych do grup stabo reprezentowanych w catkowitej puli mikroorganizméw w danym
srodowisku. Co istotne, analiza metagenomowa wykazala najwieksza bior6znorodnos¢ genetyczna
bakterii w wodzie rzecznej i pordwnywalne wartosci dla gleby i osadu $ciekowego. Autor wskazat
réwniez 564 operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTUs) determinujacych réznice pomigdzy
badanymi $rodowiskami. Zidentyfikowal rodzaje bakterii charakterystyczne dla poszczegolnych
srodowisk min. Pseudomonas, Saccharomonospora i Thermostaphylospora dla gleby; Aeromonas,
Arcobacter, Acinetobacter i Bacteroides dla osadu i Limnohabitans, Luteolibacter oraz
przedstawicieli rodziny Sporichthyaceae dla wody rzeczne;.

Analiza FTIR granul PP nie wykazala zmian istotnych statystycznie w jego strukturze,
natomiast w przypadku PVC zidentyfikowano sygnaly $wiadczace o procesach degradacyjnych dla
wariantu inokulowanego materiatem glebowym. W przypadku PLA 1 PC zanotowano znaczne
zmniejszenie intensywnosci pasm charakterystycznych dla grup karbonylowych, co potwierdziia
réwniez analiza indeksu karbonylowego (CI). Najwieksze spadki wartosci CI dla PLA oraz PC
odnotowano w prébach inokulowanych osadem $ciekowym, najmnigjsze Zz kolei w probach
zaszczepianych wodg z Wisty. Przytoczone wyniki $wiadczg o zachodzeniu poczatkowych etapow
proceséw degradacyjnych powodowanych przez bakterie wchodzace w skiad mikrobiomow
testowanych srodowisk.

Posiewy hodowli wzbogacajacych na podtoze R2A doprowadzily do pozyskania facznie 37
szczepow bakterii, z czego najwigeej - 17 z hodowli inokulowanych gleba pobrana ze sktadowiska
odpadoéw, 14 z osadu Sciekowego i jedynie 6 z wody rzecznej. Sa to zatem wynikl mogace
potwierdzaé przypuszczenie, Ze W testowanych srodowiskach MPs s3 swego rodzaju czynnikiem
selekcyjnym sprzyjajacym izolacji bakterii zdolnych do ich degradacji. Potwierdzeniem tego faktu
jest réwniez brak korelacji pomiedzy bioréznorodnoscig alfa prob srodowiskowych, a indeksem

karbonylowym $wiadczacym o postepujacej degradacji polimerow._Wobec tego chcialem zapytac

czy podjeto probe oszacowania ilosci MPs w_poszczegdlnych $rodowiskach, tak aby zamienic

przypuszczenia w niezaprzeczalny fakt? J aka metode mozna zaproponowac do takich oznaczen 1 czy
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jej zastosowanie jest planowane w razie kontynuacji tego typu badan? Dla testowanych hodowli z

czterema polimerami Doktorant pozyskat szczepy unikalne dla danych ukiadéw, a takze uniwersalne,
ktére identyfikowano we wszystkich $rodowiskach i uktadach degradacyjnych. Jako przykiad

gatunku uniwersalnego podano Pseudomonas aeruginosa. Nasuwa si¢ zatem pytanie, czy tego typu

szczepy, pomimo potencjatu degradacyjnego i pozadanych cech moga by¢ wykorzystywane w

doswiadczeniach bioremedacyjnych? Czy moga wchodzi¢ w skiad preparatéw dostepnych w handlu,

ewentualnie czy badania naukowe z ich odzialem powinny by¢ kontynuowane? Chcialem réwniez

zapyta¢ Doktoranta jak ocenia przydatnosé¢ szczepéw przetrwalnikujacych, takich jak wspomniana

wezesniej Priestia megaterium, w badaniach biodegradacyjnych?

W rozdziale 8.1 pracy doktorskiej Doktorant opisat wyniki do$wiadczen, ktore polegaty na

analizie bioréznorodnosci grzybéw w testowanych probach srodowiskowych, a takze pozniejszym
wykorzystaniu tych préb jako inokulum w badaniach degradacyjnych w warunkach hodowli
wzbogacajacych. Mgr Mariusz Wrobel podjat réwniez probg izolacji szczepow potencjalnie
przydatnych w badaniach biodegradacyjnych. Podsumowujac, schemat badan opisanych w tej czescl
jest zbiezny z tym =zaprezentowanym w pracy numer dwa, inna jest natomiast grupa

mikroorganizmdéw bedacych przedmiotem zainteresowania.

Analiza statystyczna alfa-ré6znorodnosci badanych $rodowisk wykazata istotne roznice pod
wzgledem obserwowanych OTU miedzy skladem zespolow grzybow (mykobiomem) osadu
Sciekowego i gleby, a kazdy analizowany mykobiom posiadal wzglednie wysoka liczbg unikalnych
OTU, charakterystycznych dla danego srodowiska (w osadzie $ciekowym zidentyfikowano najwigce]
unikalnych OTU — 723, w poréwnaniu do materiatu glebowego 1 wody). Doktorant wykazat, iz grzyby
nalezace do gromady Ascomycota dominowaly w strukturach badanych mykobioméw materiatu
glebowego (88%), osadu $ciekowego (65,0%) 1 wody (36,6%). Wsréd bardzo czgsto obserwowanych
erzyb6w w mykobiomie osadu Sciekowego i wody znalazly si¢ rowniez mikroorganizmy
reprezentujgce gromady Chytridiomycota (stanowigc odpowiednio: 4,9% 1 25,5%) oraz
Basidiomycota (odpowiednio 16,3% 1 12,6%).

Podobnie jak dla zespotéw bakteryjnych badanych w pracy numer dwa, dla grzybow rowniez
przeprowadzono analiz¢ majacg na celu wskazanie mikroorganizmdéw najbardziej wptywajacych na

sréznicowanie badanych préb $rodowiskowych. Zidentyfikowano 67 takich markeréow. Rodzaje

specyficzne dla gleby obejmowaly Thermomyces i Melanocarpus, natomiast grzyby z rodzaju
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Mycoacia, Butyriboletus, niesklasyfikowane Rozellomycota, Geotrichum, Cheilymenia,

niesklasyfikowane Saccharomycetales czy Dipodascus byly najbardziej charakterystyczne dla osadu

Sciekowego. Mykobiom wodny charakteryzowal si¢ z kolei obecnoscig niesklasyfikowanych

Rhizophydiales, niesklasyfikowanych Agaricomycetes, niesklasyfikowanych GS04 i Dothidea.

Posiewy z hodowli wzbogacajacych umozliwily izolacj¢ 30 gatunkéw grzyboéw, z ktorych
najwiecej (18) wyizolowano z hodowli inokulowanych glebg. Wsrdd izolatéw dominowaty grzyby z
rodzaju Fusarium spp. (13), ktore stanowily 43% wszystkich pozyskanych mikroorganizmow
hodowalnych. Cztery izolaty zaklasyfikowano jako przedstawicieli z rodzaju Penicillium spp., a po
trzy przypisano do rodzaju Galactomyces spp. 1 Neosetophoma spp.

Analiza FTIR nie wykazata zmian degradacyjnych w widmach charakterystycznych dla PP.
Z kolei, analiza widm dla PVC, PLA i PC wykazala zmiany w zakresach charakterystycznych dla
grup karbonylowych, co wraz z wynikami uzyskanymi w analizie SEM moze SwiadczyC o

mikrobiologicznej degradacji tych tworzyw.

Uzyskane w trakcie badan wyniki byly podstawa do wysunigcia nast¢pujacych wnioskow:
e Poziom biordznorodnosci alfa mikrobiomu srodowiskowego nie determinuje szybkosci ani
efektywnosci procesu biodegradaci;
e Bakterie i grzyby charakteryzuja sie odmienng efektywnoscig biodegradacji polimerow o
zroznicowanych wilasciwosciach chemicznych. Badania wykazaty, ze grzyby maja znacznie
wyzszy potencjal degradacyjny w stosunku do polietylenu (PE), podczas gdy bakterie

wykazujg lepsze wlasciwosci biodegradacyjne w odniesieniu do polipropylenu (PP);

S S G- GRS G G S CED I S S - ———

e Srodowiska, ktére byly potencjalnie bardziej zanieczyszczone polimerami byly lepszym
zrodtem mikroorganizméw zdolnych do degradacji tworzyw sztucznych; i
e Polimery obecne w roznych srodowiskach mogg selekcjonowaé z ich mikrobioméw podobne

rodzaje bakterii 1 grzybow.

Podsumowujgc, przedstawiona do recenzji praca doktorska przygotowana przez mgr. Mariusza
Wrébla stanowi wartosciowy wkiad Doktoranta 1 Zespotu, z ktorym wspotpracowal w rozwoj nauki
z zakresu biologicznego oczyszczania Srodowisk skazonych MPs. Zawarte w niniejszej recenzji

komentarze 1 pytania maja na celu wywotanie dyskusji naukowej, ktora jest niezbednym elementem
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warunkujgcym rozwoj nauki, a takze mtodych badaczy. Bardzo prosze o odniesienie si¢ do tych uwag

podczas publicznej obrony.

Praca napisana jest starannie, pojawiaja si¢ jedynie nieliczne bledy edytorskie, czy
stylistyczne. Na rysunku 14 zamienione zostaly widma pelnego zakresu i szczegétowe, mam réwniez
wrazenie, ze pomini¢to ich analiz¢ w tekécie rozprawy. Nietypowy jest réwniez sposob
zamieszczania rysunkow, ktore pojawiajg si¢ w pracy wezeéniej, niz nawigzanie w tekécie. Dyskusja
wynikoOw prowadzona jest w logiczny i ciekawy sposdb, z wykorzystaniem dobrze dobranych

odnosnikow literaturowych.

Do istotnych osiagnie¢ Doktoranta nalezy zaliczy¢:

e Opracowanie metody zwigkszajacej szanse na pozyskanie hodowalnych szczepow
mikroorganizmow o potencjale do degradacji wybranych polimerow;

e Weryfikacja przydatnosci trzech srodowisk do izolacji szczepéw mikroorganizmow
degradujgcych MPs;

e Stworzenie kolekcji mikroorganizméw potencjalnie przydatnych w procesach
bioremediacji $rodowisk skazonych MPs (zdolnosci degradacyjne powinny byc¢
zweryfikowana doswiadczalnie);

e Uwzglednienie w do$wiadczeniach nie tylko bakterii, ale rowniez trudniejszych w
analizie grzybow;

e Weryfikacja bardzo ciekawych pod wzglgdem naukowym hipotez badawczych;

e Uzyskanie wynikéw o wysokim potencjale publikacyjnym; |

e Opublikowanie 2 prac naukowych w prestizowych czasopismach z listy JCR.
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Analiza przedstawionego do recenzji tekstu pracy doktorskiej oraz opisanego w niej warsztatu
metodycznego Doktoranta uprawnia do twierdzenia, iz mgr Mariusz Wrébel jest sprawnym miodym
badaczem, ktory opanowat sztuke prowadzenia badan naukowych, statystycznej i bioinformatyczne;j
analizy rezultatow, krytycznego podejscia do uzyskanych wynikéw, a takze redakcji tekstow
naukowych. Zakres przeprowadzonych badan nalezy uzna¢ jako znaczacy. Uzyskane rezultaty
opublikowano w warto$ciowych czasopismach naukowych, a wkiad Doktoranta w ich powstanie

mozna uznaé¢ za wiodacy. Te wszystkie argumenty sklaniajg mnie do postawienia ponizszego

wniosku koncowego.

WNIOSEK KONCOWY

Po zapoznaniu si¢ z otrzymanymi materialami jestem przekonany, ze przedstawiona do
recenzji praca doktorska mgr. Mariusza Wrébla spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pozn. zm.).
Zglaszam zatem formalny wniosek do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne, Wydziatu
Chemii, Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr. Mariusza Wrobla

do dalszych etap6w post¢powania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki chemiczne, w

dziedzinie nauk $cislych i przyrodniczych.
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