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wyzszym i nauce (t. j. Dz. U. z 2018 poz. 1668 z poz. zm.).

Cel i zakres pracy

Rozprawa doktorska mgra Mariusza Wrobla wykonana zostata w Katedrze Chemii
Srodowiska i Bioanalityki, Wydziatu Chemii, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
pod opickag naukowa dr hab. Tomasza Kowalkowskiego, prof. UMK. Promotorem
pomocniczym rozprawy byta dr Sonia Szymanska z Katedry Mikrobiologii, Wydziatu Nauk
Biologicznych i Weterynaryjnych, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Recenzowana
praca dotyczy badan nad selekcja i identyfikacja mikroorganizméw zdolnych do degradacji
polimerow. Autor postawit sobie kilka hipotez badawczych (doktadnie 5) ktore sa poprawnie
sformutowane, moze tylko w niektorych miejscach wymagaja uwagi i tak np. wyrazenie
,»podobne taksony” mozna doprecyzowac.

Biodegradacja tworzyw sztucznych odgrywa istotng rol¢ w konteks$cie wspolczesnych
wyzwan §rodowiskowych. Tradycyjne polimery syntetyczne cechuja si¢ wyjatkowo dhugim
czasem rozktadu, co prowadzi do ich akumulacji w $rodowisku i1 generowania trudnych do

usunigcia zanieczyszczen. Idealnym rozwigzaniem byloby wprowadzenie materiatow
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biodegradowalnych, ktére ulegajg rozktadowi przy udziale mikroorganizméw do zwigzkow
nieszkodliwych dla §rodowiska. Z perspektywy gospodarki o obiegu zamknigtym, rozwoj
takich materiatow wpisuje si¢ w strategi¢ ograniczania ilo$ci odpadow i minimalizacji wptywu
na ekosystemy lagdowe i morskie. W ostatnich latach coraz wigkszg uwage poswigca si¢ takze
mozliwo$ci biodegradacji konwencjonalnych plastikow, takich jak polietylen, polipropylen czy
politereftalan etylenu, za pomoca wybranych szczepoéw mikroorganizméw, w tym bakterii i
grzybow. Choc¢ tempo tych procesow jest nadal niskie w porownaniu do biopolimeroéw, trwaja
intensywne badania nad ich przyspieszeniem poprzez modyfikacje genetyczne
mikroorganizméw oraz zastosowanie warunkow sprzyjajacych biodegradacji, takich jak
wysoka wilgotnos$¢, temperatura czy obecno$¢ okreslonych dodatkow. Odkrycia te maja
ogromny potencjal w kontekscie bioremediacji i moga stanowi¢ uzupelnienie tradycyjnych
metod utylizacji odpadoéw tworzywowych.

W mojej opinii jest to temat niezwykle aktualny, co w pelni uzasadnia prowadzenie badan

w ramach przedtozonej rozprawy doktorskiej oraz podkresla ich nowatorski charakter.

Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawa doktorska mgra Mariusza Wrobla zostala napisana w jezyku polskim i
przygotowana w formie dwoch artykutéw naukowych opublikowanych w czasopismach z bazy
JCR oraz w pracy omoéwiony zostal material nieopublikowany. Praca sktada si¢ z 13 czesci i
liczy 128 stron, z czego 46 stron stanowig kopie prac. Jako pierwszy w pracy umieszczony jest
Wykaz Skrotow i Oznaczen. Rozdziat 1 1 2 to Streszczenie pracy w j. polskim i angielskim.
Rozdziat 4 to Wstep w ktory Autor wprowadza w temat polimerdw, zagrozen ptynacych z ich
stosowania oraz opisuje proces degradacji polimerow. Polimery termoplastyczne, takie jak PE,
PP 1 PVC, ze wzgledu na swoje masowe zastosowanie, stanowiag powazne zrodto
zanieczyszczen Srodowiskowych. Blisko 60% odpadow z tworzyw trafia bezposrednio do
srodowiska, co prowadzi do jego degradacji. Jedng z obiecujacych metod przeciwdziatania
temu zjawisku jest biodegradacja mikrobiologiczna, ktorej potencjat jest znaczny, cho¢ wiedza
na jej temat nadal pozostaje ograniczona. Autor zwraca uwagg, ze biodegradacja tworzyw
sztucznych to ztozony, wieloetapowy proces obejmujacy biodeterioracje, biofragmentacje,
bioasymilacj¢ 1 mineralizacj¢, w ktorym kluczowa role odgrywaja enzymy mikroorganizmow
i ich zdolno$¢ do tworzenia biofilmu. Proces ten rozpoczyna si¢ od chemicznych zmian w
strukturze polimeru i tworzenia tzw. ,,plastisfery” przez taksony drobnoustrojow, takie jak

Pseudomonas czy Cladosporium. Nast¢pnie dochodzi do rozpadu tancuchow polimerowych i
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powstawania zwigzkow posrednich, ktore sg dalej metabolizowane i1 przeksztatcane w COsz i
wode. Kazdy etap biodegradacji wymaga zastosowania odpowiednich technik analitycznych —
od SEM i FTIR po chromatografi¢ zelowa (GPC), GC-MS oraz testow okreslajacych produkcje
CO,.  Zilozono$¢ procesu wymaga wszechstronnej analizy fizykochemicznej i
mikrobiologicznej, by uchwyci¢ zmiany zachodzace w strukturze i masie polimeréw. Pomimo
rosnacej liczby badan, wiedza na temat efektywnej degradacji wcigz pozostaje niepetna, a
rzeczywisty potencjat wielu mikroorganizméw nie zostat jeszcze w pelni rozpoznany.

Autor opiera swojg rozpraw¢ tylko na dwoch artykutach naukowych ale sa one opublikowane
w renomowanych czasopismach o wysokim wspotczynniku wptywu (IF).

W publikacji nr. 1 (Wrébel, M., Szymanska, S., Kowalkowski, T., & Hrynkiewicz, K. (2023).
Selection of microorganisms capable of polyethylene (PE) and polypropylene (PP)
degradation. Microbiological Research, 267, 127251.
https://doi.org/10.1016/j.micres.2022.127251 (IF=6,1; pkt. MNiSW=100)) opracowano
skuteczng metodg selekcji mikroorganizméw zdolnych do degradacji polietylenu (PE) i
polipropylenu (PP), izolujac je z materiatu biologicznego pochodzacego z wysypiska odpadow.
Zidentyfikowano 1acznie 14 szczepow bakteryjnych i1 13 grzybowych o potencjale
degradacyjnym wzglgdem PE i PP. W przypadku PE najwigkszy potencjat degradacyjny
wykazaty grzyby z rodzaju Fusarium, Lecanicillium i Trichoderma oraz bakterie takie jak
Priestia megaterium czy Pseudomonas fluorescens. Natomiast dla PP dominowaty bakterie z
rodzaju Serratia i Enterobacter, a takze grzyby Aspergillus, Fusarium i Penicillium. Analiza
powierzchni za pomoca mikroskopii skaningowej (SEM) wykazata obecnos$¢ biofilmu oraz
znaczne uszkodzenia mechaniczne powierzchni polimerdw, szczegdlnie PP po inkubacji z
bakteriami. Dla PE najbardziej widoczne zmiany wystapily po ekspozycji na grzyby, co
sugeruje wyzsza skuteczno$¢ grzybow w degradacji tego polimeru. Badania spektroskopowe
FTIR potwierdzily zmiany w strukturze chemicznej obu polimerdw po inkubacji z
mikroorganizmami, takie jak pojawienie si¢ nowych pasm zwigzanych z obecno$cig tlenu i
spadek intensywnosci charakterystycznych pasm. Zaobserwowane zmiany wskazuja na
inicjacj¢ procesOw degradacji przez wydzielane enzymy mikroorganizmow. Szczegolnie
istotne jest potwierdzenie wigkszego powinowactwa bakterii do degradacji PP, natomiast
grzybow — do PE. Badania dowodza, ze selekcja mikroorganizméw z wysypisk odpadéw moze

by¢ skuteczng strategig pozyskiwania szczepow o wysokim potencjale biodegradacyjnym.
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W publikacji nr. 2 (Wrobel, 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.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2024.142933 (IF=8,1; pkt. MNiSW=140)) oceniono
roznorodno$¢ 1 strukture bakteryjnych mikrobioméw pochodzacych z trzech roznych
srodowisk: gleby sktadowiskowej, osadu Sciekowego 1 wody rzecznej, pod katem ich zdolnosci
do biodegradacji mikroplastikéw (MPs). Mikrobiomy zostalty wzbogacone o mikroplastiki
takie jak PP, PVC, PC i1 PLA, co umozliwilo selekcje 1 ocen¢ szczepdéw bakteryjnych
zaangazowanych w degradacj¢ polimerow. Najwyzsza réznorodno$¢ alfa zaobserwowano w
probkach z wody rzecznej, natomiast dominujace typy bakterii réznity si¢ w zaleznosci od
srodowiska: Actinomycetota przewazaty w glebie, a Pseudomonadota w osadzie i wodzie. W
wyniku eksperymentu wyizolowano tacznie 37 szczepow degradujacych tworzywa — najwiecej
z gleby (17), osadu (14) 1 wody (6). Analiza FTIR i wskaznikow karbonylowych potwierdzita
znaczne zmiany strukturalne w polimerach, zwtaszcza PVC z gleby i PLA/PC z osadu
sciekowego. Zaobserwowano, ze mikrobiomy, mimo odmiennego pochodzenia, wykazywaty
podobne spektrum rodzajow bakterii zdolnych do degradacji plastiku. Kluczowe znaczenie dla
efektywnej biodegradacji miata obecno$¢ okreslonych taksondw, a nie ogoélna réznorodno$¢
mikrobiomu. Szczeg6lng role odgrywaty rzadkie taksony, ktore cho¢ nieliczne, wykazywatly
wysoka aktywno$¢ degradacyjng w warunkach selektywnego nacisku mikroplastikow. Badanie
potwierdza skuteczno$§¢ wzbogacania mikrobioméw Srodowiskowych jako metody izolacji
szczepdw przydatnych w zarzadzaniu odpadami tworzyw sztucznych. Wyniki sugeruja
istnienie uniwersalnego mechanizmu biodegradacji, aktywowanego przez konkretne grupy

bakterii obecne w r6znych srodowiskach.

Rozdziat 5 zawiera Cel badan ktory ogoélnie dotyczyt oceny zaleznosci migdzy struktura
chemiczng polimerdw, bior6znorodnoscig mikrobiomow badanych srodowisk a efektywnos$cia
procesOw biodegradacji. Nastepny rozdziat zawiera Hipotezy badawcze ktore w 5 podpunktach
zawieraja najwazniejsze twierdzenia, ktoére Autor weryfikowal podczas realizacji swoich
badan. Z kolei Rozdzial 7 to Metodologia badarn w ktorej Doktorant zaproponowat w formie
schematu koncepcje swojej pracy. Jest to bardzo dobry pomyst tylko gorzej z jego wizualizacja
1 wielkoscig czcionek.

Proces izolacji mikroorganizméw rozpoczg¢to od przygotowania mieszaniny tworzyw

sztucznych z rozcienczonym materialem srodowiskowym i antybiotykami, ktére umozliwity
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selektywng hodowle okreslonych mikroorganizméw. Po inkubacji trwajacej 12 1 15 tygodni
przeprowadzono selekcje na podstawie morfologii kolonii oraz identyfikacj¢ wszystkich
szczepow. Do oceny degradacji tworzyw wykorzystano skaningowa mikroskopi¢ elektronowa
(SEM) oraz spektroskopi¢ FTIR. W Rozdziale 7.1 Przygotowanie materiatfu polimerowego
Autor napisat, ze w badaniach wykorzystano tworzywa w formie mikroplastiku. Wyjsciowym
produktem byty polimery w postaci granulek (polietylen (PE), polipropylen (PP), polichlorek
winylu (PVC), polilaktyd (PLA) i poliweglan (PC)) otrzymane z Katedry Chemii Fizycznej i
Fizykochemii Polimerow Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu. Czy
to oznacza, ze otrzymano tam te polimery czy wykorzystano polimery zakupione wcze$niej
przez te katedre, brak jest informacji o producencie ani o podstawowych wlasciwosciach
fizyko-chemicznych (takze w publikacji). Autor przedstawia pobieranie prob srodowiskowych
ze sktadowiska nalezacego do Miejskiego Przedsigbiorstwa Oczyszczania Sp. z 0.0. w Toruniu,
osad $ciekowy (z Grudzigdza) oraz wodg¢ rzeczng (z Wisty w Toruniu). Dokonano analizy
parametréw fizykochemicznych wody, materialu glebowego oraz osadu S$ciekowego.
Dokonano izolacja metagenomowego DNA z w/w zrodet oraz przeprowadzono analizy
materiatu  biologicznego. Nastepnie dokonano izolacji i selekcji mikroorganizmow
degradujacych polimery. Wybrane szczepy bakteryjne zidentyfikowano na podstawie
sekwencjonowania genu 16S rRNA. Oceng ilosciowg biofilmu wytworzonego przez bakterie
na powierzchni polimeréw wykonano po 8, 10 1 12 tygodniach inkubacji granulek
polimerowych z mikrobiomem s$rodowiskowym. Do oceny wplywu mikroorganizmow na
powierzchnie polimerdw PE i PP wykorzystano skaningowa mikroskopi¢ elektronowa (SEM),
analizujac tacznie 144 granulki w réznych warunkach eksperymentalnych (rézne gleby,
rozcienczenia, mikroorganizmy, czasy inkubacji i kontrole). Obserwacje przeprowadzono przy
réznych powigkszeniach, poréwnujac probki zakazone mikroorganizmami z probkami
kontrolami w celu oceny zmian powierzchniowych. Analiz¢ degradacji polimerow po inkubacji
z materialem glebowym przeprowadzono za pomoca spektroskopii FTIR. Autor prezentuje w
pracy takze tabelaryczne zestawienie technik 1 metod wykorzystanych w poszczegolnych
zadaniach badawczych co utatwia rozeznanie si¢ w zgromadzonym materiale badawczym.
Rozdziat 6smy (Wyniki) zawiera wyniki niepublikowane i podzielony jest na kilka sekcji
poswieconych strukturze i réznorodno$ci mykobiomu, identyfikacji szczepdéw grzybowych
oraz ocenie ich wplywu na materiaty polimerowe z uzyciem FTIR.
Z kolei Rozdziat dziewiagty (Dyskusja) analizuje zaleznosci migdzy mikrobiomem a

efektywnoscia  biodegradacji, wplyw  Srodowiskowych  polimerow na  selekcje
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mikroorganizmow, roznice miedzy grzybami a bakteriami oraz zmiany na powierzchni

materialow.

Podsumowujac do najwazniejszych wnioskow z pracy mozna zaliczy¢:

Poziom biordznorodnosci alfa mikrobiomu nie przesgdza o tempie ani skutecznos$ci
biodegradacji  tworzyw  sztucznych. Kluczowe znaczenie ma  obecnosc
wyspecjalizowanych mikroorganizméw, takich jak Pseudomonas spp. i Fusarium spp.,
ktére mimo niskiej liczebnosci w mikrobiomie, posiadaja wysokie zdolno$ci
degradacyjne i metaboliczne.

Badania potwierdzaja, ze grzyby i bakterie r6znig si¢ efektywnos$cia biodegradacji w
zalezno$ci od rodzaju polimeru. Grzyby skuteczniej degraduja polietylen, natomiast
bakterie lepiej radza sobie z biodegradacja polipropylenu, co wynika z ich prostszych
wymagan metabolicznych. Rdznice te s3 zwigzane m.in. ze stopniem hydrofobowosci
tworzyw oraz specyfika metabolizmu mikroorganizmow.

Srodowiska silniej zanieczyszczone polimerami, takie jak gleby ze sktadowisk
odpadow 1 osady z oczyszczalni $ciekow, okazaly si¢ lepszym zrodlem
mikroorganizmoéw zdolnych do degradacji plastiku niz woda rzeczna. Wyzszy poziom
zanieczyszczenia sprzyja selekcji i namnazaniu mikroorganizméw rozktadajacych
tworzywa sztuczne, co czyni te $rodowiska bardziej efektywnymi pod wzgledem

biodegradacyjnym.

Pytania do pracy:

1.

Jakie czynniki srodowiskowe, poza poziomem zanieczyszczenia polimerami, moga
dodatkowo wplywaé na selekcje 1 aktywnos¢ mikroorganizmow degradujacych
tworzywa sztuczne?

Czy w réznych $rodowiskach mozna znalez¢ te same mikroorganizmy rozktadajace
plastik? Jesli tak, to czy da si¢ je wykorzysta¢ do oczyszczania zanieczyszczonych
miejsc na skale przemystowa?

Jak dhlugi bylby proces degradacji tworzywa przy uzyciu mikroorganizmow na
podstawie przeprowadzonych badan?

Prezentowane badania majg potencjal aplikacyjny, czy jest mozliwa ich

komercjalizacja?
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Whiosek koncowy:

Biorac pod uwage powyzsze fakty stwierdzam jednoznacznie, ze przygotowana przez Pana

mgra Mariusza Wrébla praca pt.

wBiodegradacja mikroplastikow przez mikroorganizmy pochodzgce ze srodowiska

naturalnego i antropogenicznego”

spelnia wszystkie kryteria stawiane pracom doktorskim, wymienione w Ustawie art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t. j. Dz. U. z 2024 poz.
1571) dlatego tez kieruj¢ do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne, Wydziatu Chemii,
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu oraz pismo Pani Dziekan Wydziatu Chemii UMK
w Toruniu wniosek o dopuszczenie Autora do kolejnych etapow postgpowania w przewodzie

doktorskim.

Deorke Jo M("‘M

Lublin, 02.06.2025



