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1. Istotno$¢ tematyki podjetej w doktoracie

Recenzowana praca dotyczy istotnego zagadnienia jakim jest wykorzystanie
mikroorganizmoéw do usuwania zanieczyszczen obecnych w powietrzu. Jest to podej$cie
zgodne z ideg tzw. zielonych technologii, ktére w tym przypadku w zwigzku
z wykorzystaniem naturalnych katalizatoréw (w tym przypadku mikroorganizmoéw)
dazy do opracowania procesu przyjaznego srodowisku naturalnemu. Jak Autorka pracy
podaje jej badania byly jednym z etap6éw realizacji projektu usuwania zanieczyszczen
organicznych obecnych w powietrzu w tréjfazowym bioreaktorze ze statym ztozem.
Jako przedmiot badan Autorka wybrata dwie lotne substancje organiczne: octan winylu,
substancje stosowang na duzg skale w produkcji m.in. klejow, farb, zywic, folii itp. oraz
styren stosowany m.in. przy produkcji tworzyw sztucznych. Oba te zwigzki oprécz
powszechnego stosowania w produkcji charakteryzujg sie wysokg toksyczno$cig oraz
latwopalnoscig i wybuchowoscia.

Wybrane substancje roznig sie¢ budowa i stad réwniez podatnoscig na
biodegradacje. Styren jako zwigzek z pier§cieniem aromatycznym uwazany jest za

trudno biodegradowalny. W literaturze tematu jest stosunkowo niewiele prac



po$wieconych biodegradacji tych zwigzkéw (zwtaszcza octanowi winylu). Dodatkowo
badania mikrobiologiczne wymagaja wyznaczenia parametrow Kkinetycznych dla
stosowanego, konkretnego szczepu; dane literaturowe moga stuzy¢ jedynie jako punkt
odniesienia (w Zaden spos6b parametry kinetyczne nie mogg zostaC przeniesione ze
SZCZepu na Szczep).

Poniewaz ochrona $rodowiska, w tym powietrza stanowi wyzwanie XXI wieku
tematyke doktoratu uznaje jak najbardziej za istotng. Praca wykorzystuje narzedzia

inzynierii chemicznej do opisu procesow bioreaktorowych.

2. Formalna ocena manuskryptu

Przygotowana praca doktorska liczy 166 stron, 70 rysunkéw i 15 tabel
Bibliografia jest obszerna, liczy 161 pozycji, z dominujgcg iloSciag publikacji
anglojezycznych.

Praca zredagowana jest w siedmiu punktach, w sposéb odbiegajacy od
klasycznego ukladu prac dyplomowych i doktorskich. Po rozdziale wprowadzajgcym
przedstawiony zostal cel pracy, nastepnie rozdziat 3 oparty na literaturze i dalej
rozdzialy 4 -6 catkowicie autonomiczne (kazdy z nich zawiera szczegétowy przeglad
literaturowy dotyczacy prezentowanego zagadnienia, nastepnie opis stosowanych
metod, dalej opis i interpretacje uzyskanych wynikow badan). Rozdzial 7 to
podsumowanie i wnioski. Daleki od klasycznego uktad pracy poczatkowo wprowadza
czytelnika w lekkg konsternacje, niemniej przy dalszej lekturze pracy wprowadzony
przez Autorke uktad pracy staje sie akceptowalny. Do pracy dotgczono spis oznaczen,
aneks ztozony z 5 tabel i 2 rysunkéw oraz plyte CD zawierajgcg prace w wersji
elektronicznej. Szkoda, Ze na ptycie nie zostaly zarchiwizowane punkty pomiarowe,
ktore pozwolilyby przy wykonywaniu recenzji na analize przeliczen wykonanych przez
Doktorantke.

Praca jest przygotowana bardzo starannie; wykresy sg bardzo estetyczne,
czytelne. Praca napisana jest poprawnym, tadnym jezykiem. Czyta si¢ jg z duzym

zainteresowaniem.



3. Ocena merytoryczna

Rozdziat 1 pracy, jak wskazuje jego nazwa, jest wprowadzeniem do zagadnienia.
Autorka zwiezle nakres$lita problem =zanieczyszczen powietrza, pokroétce opisata
klasyczne metody usuwania zanieczyszczen organicznych w nim zawartych. Rozdziat
ten stanowit podstawe do sformutowania celu pracy. Autorka zaznaczyta w nim, ze cze$¢
opisana w pracy doktorskiej jest czeScig realizowanego w Instytucie Inzynierii
Chemicznej PAN grantu; czeScig technologii usuwania lotnych zanieczyszczen
organicznych z powietrza w reaktorze tréjfazowym ze zlozem statym. Celem pracy
doktorskiej byt dobdr szczepow zdolnych do biodegradacji wybranych zwigzkéw wraz
z pelng charakterystyka procesu biodegradacji: statyka i kinetyka procesu
prowadzonego w trybie okresowym i ciggtym.

Rozdziatl 3 to szeroki (chyba nawet za bardzo) opis wybranych do biodegradacji
zwigzkéw: octanu winylu i styrenu. W rozdziale tym pokazano jak powszechnie sg one
wykorzystywane oraz wskazano, ze ich emisja do srodowiska naturalnego z uwagi na
wzrost produkcji z ich wykorzystaniem bedzie mie¢ tendencje wzrostowg. Nastepnie w
rozdziale 3.3. przedstawiono bardzo szczeg6towo opis biologicznego rozkitadu tych
zwigzkow wraz z rozrysowaniem szlakow metabolicznych w procesie ich biodegradaciji.
Rozdziat 3 ma charakter czysto teoretyczny, stad troche dziwi, Ze zostat on umieszczony
po celu pracy.

Rozdziat 4 rozpoczyna opis przeprowadzonych eksperymentéw, w tym ze
nietypowo (podobnie jak dwa nastepne rozdziaty) zawiera on w sobie opis procedur
i uzyskane wyniki wraz z ich graficznym przedstawieniem. Prawidtowo, zgodnie
z przyjetymi standardami, przeprowadzono izolacje mikroorganizméw z miejsca
wystepowania zanieczyszczen (w tym przypadku z terenéw Firmy Chemicznej Dwory
S.A. w Os$wiecimiu). W tym celu przeprowadzono liczne hodowle namnazane
poczatkowo na tatwo przyswajalnych zrodlach wegla: glukozie lub fenolu. Nastepnie
wykorzystujac zdolno$¢ bakterii do wytwarzania enzymdéw indukowanych, do hodowli
dodawano odpowiednio octan winylu lub styren, przy wzrastajgcych w czasie dawkach
zanieczyszczenia. W ten sposob sukcesem zakonczyta sie izolacja dwoéch szczepédw
(EC3_2001 i EC1_2004) zakwalifikowanych jako Pseudomonas putida w przypadku
octanu winylu. W przypadku styrenu nie udato sie wyizolowa¢ szczepéw odpornych na

podwyzszone stezenie styrenu, stagd pracowano wylacznie na szczepie zakupionym



z kolekcji Technical Research Centre of Finland. Szczep te wyizolowano z biofiltra
i zostat zidentyfikowany jako Pseudomonas sp. E-93486, a najblizszy swym genomem byt
do Pseudomonas putida i Pseudomonas stutzeri. Dalsze badania prowadzono dla
szczepéw EC3_2001, EC1_2004 oraz zakupionych Pseudomanas fluorescens (PCM 2123)
i Stenotrophomonas maltophilia KB2 w przypadku octanu winylu oraz Pseudomonas sp.
E-93486 w przypadku styrenu. W dalszych etapach badan mikrobiologicznych
okreslono aktywno$¢ enzymoéw biorgcych udziat w szlaku metabolicznym rozktadu
octany winylu oraz styrenu. Potwierdzono zdolno$¢ szczepu Pseudomonas sp. E-93486
do rozktadu styrenu, a sposréd szczepéw biodegradujacych octan winylu na podstawie
aktywnosci enzymow do dalszych badan wytypowano Pseudomonas putida EC3_2001
(przez Autorke w dalszej cze$ci pracy oznaczane jako Pseudomonas sp. EC3_2001) oraz
Pseudomonas fluorescens PCM 2123. Nastepne kilka stron rozdziatu 4 poswiecone jest
standardowym badaniom doboru warunkéw hodowli (sktadu kluczowych sktadnikéw
pozywkKi, jej pH, temperatury hodowli).

Rozdziat 5 poswiecony jest kinetyce wzrostu biomasy i utylizacji substratu. Jest
to najobszerniejszy rozdziat pracy, bogaty w wyniki z hodowli prowadzonej w trybie
okresowym. Rozdzial rozpoczyna sie przedstawieniem teorii na temat wyznaczania
wartoSci wtasciwej szybkosci wzrostu. Sg to podstawowe informacje i ich prezentacja w
pracach typowo mikrobiologicznych bytaby zbyteczna. Niemniej w przypadku prac
interdyscyplinarnych, do ktérych zalicza sie recenzowana praca, przypisuje obecnos¢
tego fragmentu pracy, checiag wprowadzenia w tematyke proceséw bioreaktorowych
czytelnikbw nie majgcy na co dzien do czynienia z tego typu procesami. W teorii
bioreaktoré6w mikrobiologicznych wprawdzie mozna znalez¢ wiele analogii do
reaktorow chemicznych, niemniej specyfika namnazania biomasy skutkujgca wzrostem
masy (aktywno$ci) katalizatora w czasie, jest zagadnieniem bardzo specyficznym.

Badania prowadzono w reaktorze mieszalnikowym. Z uwagi na lotnos¢
substratow Autorka jako Zrédto tlenu stosowata nadtlenek wodoru. Byt to stuszny
zabieg; gdyz rodzaj Pseudomonas jako nieliczny rodzaj bakterii wytwarza katalaze -
enzym pozwalajgcy na uzyskanie z H20:; tlenu czasteczkowego. Postep procesu
biodegradacji Autorka monitorowata poprzez analize chromatograficzng (GC), zas
towarzyszacy mu przyrost biomasy okreslany byt poprzez analize spektrofotometryczng
OD. W tym celu autorka zgodnie z zasadami wykonata krzywe standardowe metodg tzw.

suchej masy.



W opisie Autorka podaje, Ze objeto$¢ robocza fazy reakcyjnej wynosita 2,7 litra.
Jak sie ta objeto$¢ miata do catkowitej objetosci zbiornika? W przypadku duzych réznic
nalezy sie liczy¢ ze stratg substratu na skutek desorpcji do warstwy powietrza
znajdujacej sie nad ciecza. Czy odpowiedzig na to pytanie moze by¢ wykres 5.14, ktory
pokazuje statos¢ stezenia? Watpliwos¢ pojawia sie, gdyz nie jest wiadomo, czy
doswiadczenie to byto prowadzone w takich samych warunkach w reaktorze jak
badania nad biodegradacjg. R6wnocze$nie obserwowany jest bardzo wyrazny spadek
stezenia substratu w pierwszych minutach procesu, co by potwierdzato desorpcje
substratu do fazy gazowe;j.

Hodowle okresowe przebiegaja zadziwiajaco szybko (Rys. 5.9, 5.15).
W przypadku octanu winylu zadziwiajgcy jest brak widocznej fazy zastoju. Jak mozna
wyttumaczy¢ to zjawisko? Faza zastoju wystepuje nawet na bardzo dogodnych
podtozach np. z glukozg; tym bardziej nalezatoby sie spodziewa¢ w przypadku
biodegradaciji.

Przeprowadzenie hodowli przy réznych poczatkowych stezeniach substratu
pozwolito Autorce na wykreslenie dla kazdej z hodowli zaleznosci In(X)=f(t)
pozwalajgcej na odczytanie wtasciwej szybkoSci wzrostu przy danym stezeniu substratu
(w zalozeniu, ze jest to jedyny czynnik limitujacy). Na wyrdznienie zastuguje liczba
punktéw pomiarowych przy wykreslaniu tych wykreséw, co $wiadczy o pracowitoSci
Doktorantki. Niestety, wykreslajagc Rys. 5.16 (i analogicznie 5.19) Autorka nie ustrzegta
sie bardzo powszechnie stosowanego btedu przy wyznaczaniu wartos$ci statych na
podstawie procesow okresowych, przebiegajacych w stanie nieustalonym. Na wykres
5.16 Autorka naniosta stezenie poczgtkowe substratu, przy czym obliczenia dotyczyty
fazy logarytmicznej, gdzie stezenie zmieniato sie¢ bardzo szybko i pod jej koniec
wynosito potowe wartosci startowej. Nie jest to najlepsze rozwigzanie, ale mniejszy btad
wnosi przyjecie Sredniej warto$ci stezenia substratu w fazie logarytmicznej.

Uzyskana zalezno$¢ S/u=f(S) pozwolita bez watpienia stwierdzi¢, ze w badanym
ukladzie z octanem winylu wystepuje inhibicja substratowa, stad stusznie Autorka
zasiegneta literaturowych postaci réwnania kinetycznego opisujgcych to zjawisko. Za
pomocg programu NLREG w oparciu o metode najmniejszych kwadratow Autorka
wyznaczyta stale ww. rownan kinetycznych. W oparciu o wartos$¢ btedu wzglednego do
dalszych rozwazan wybrane zostalo rownanie Haldane. Jest to najpowszechniej

stosowane réwnanie do opisu proceséw mikrobiologicznych przebiegajacych z inhibicja



substratowg; niemniej na podstawie przedstawionych w Tabeli 5.4. wartoSci
wydawatoby sie, ze z najlepszg doktadnoscig zalezno$¢ kinetyczng opisuje réwnanie
Aiby.

Analogiczne badania prowadzono dla styrenu, w przypadku ktérego
obserwowano krotkg faze zastoju. Do opisu szybkoSci wzrostu Autorka réwniez
zastosowata réwnania kinetyczne z inhibicjg substratowg, dla kazdego z nich uzyskujgc
zaskakujgco niski btad wzgledny (5-6%). To moje zaskoczenie wynika z faktu, ze
studiujgc zalezno$¢ wykreslong na Rys. 5.20 sktaniatabym sie do stwierdzenia, ze
w badanym zakresie stezen (bardzo waskim ze wzgledu na rozpuszczalno$¢ styrenu
w fazie wodnej) wzrost mikroorganizmow jest niezalezny od stezenia substratu.
Stwierdzenie to by popierat fakt, Ze wzrost stezenia mikroorganizméw przebiegatl ze
statg szybkoScig do wyczerpania substratu (Rys. 5.18). Uzyskane wartosci statych
kinetycznych Autorka poréwnala z warto$ciami literaturowymi. Z poréwnania tego
wynikneto, ze stosowany w badaniach szczep Pseudomonas sp. Biodegraduje styren
z relatywnie duzg szybkoScia.

Na str. 96 pojawia sie sformutowanie: ,Parametrem umozliwiajgcym
transformacje rownania, opisujgcego szybko$¢ wzrostu mikroorganizmoéw, w réwnanie
opisujace szybkos$¢ utylizacji substratu wzrostowego jest tzw. wspétczynnik wydajnosci
biomasy Yxs”. SzczesSliwie u Autorki (przede wszystkim z uwagi na brak lub prawie brak
w przypadku styrenu fazy zastoju, dtugi czas trwania fazy logarytmicznej wspotczynnik
stechiometryczny przyjmuje statg wartos¢. W rzeczywistoSci w hodowli okresowej
wspotczynnik ten z reguty zmienia sie w czasie (jest niski w fazie zastoju i w fazie
stacjonarnej, a najwyzszy w fazie logarytmicznej) i wowczas wigzanie zmiany stezenia
substratu ze zmiang stezenia komorek musiatoby mie¢ charakter rézniczkowy. Autorka
ten problem omineta wyznaczajac (Yxs)obs tylko w fazie logarytmicznej, ale nie jest to do
konca poprawne. Wykreslone na Rys. 5.24 proste nie przechodzg przez punkt (0,0) to
potwierdza tg nieprawidtowos$¢. NieScisto$¢ na tym etapie skutkuje nastepnie btednie
wysunietym wnioskiem pod Rys. 5.25, Ze (Yxs)obs Zmienia sie wraz z u (wg mnie jest to
w zakresie btedu analitycznego i przeczy wczeSniej prezentowanej liniowej zaleznosci
na Rys. 5.24), a jezeli juz taka zmiana bytaby widoczna to wias$nie wynikataby z tego, ze
(Yxs)obs nalezy liczy¢ po catej hodowli.

W rozdziale 5.5. opisano wptyw temperatury na szybko$¢ wzrostu komoérek

poprzez energie aktywacji. W tabeli 5.7 zaprezentowano warto$ci uzyskane przez



innych badaczy dla roznych substratéw organicznych. Otrzymano niska warto$¢ energii
aktywacji, co potwierdzito prezentowane juz uprzednio wyniki (Rys. 4.6) wskazujgce na
niewielki wplyw temperatury na wzrost Pseudomonas sp. E-93486. Po cze$ci wniosek
ten jest wynikiem testowania waskiego zakresu temperatur 22-35°C, ale jest to
specyfika prac z mikroorganizmami, Ze zakres temperatur jest bardzo ograniczony
(szczegoblnie przy mezofilach).

Rozdziat 6 =zatytulowany jest ,Wyznaczanie parametrow przemiany
podstawowej” i w rozdziale tym Autorka prostuje btedy popetnione przy wyznaczaniu
(Yxs)obs W rozdziale 5, o ktorych mowa byta powyzej w recenzji. Prezentowane w tym
rozdziale wyniki dotycza hodowli prowadzonych w systemie ciagltym, ktére to z uwagi
na warunki ustalone pozwalaja na znacznie poprawniejsze wyznaczenie
wspotczynnikéw stechiometrycznych i réwnania kinetycznego. Przy dynamice hodowli
okresowych przeprowadzenie hodowli w systemie cigglym jest wrecz niezbedne, ale
niepopularne ws$réd mikrobiologéw. Ten etap eksperymentéw wymagajacy
umiejetnosci zaplanowania eksperymentéw i ich przeprowadzenia ma w duzej mierze
charakter inzynieryjny.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw przy roéznym stezeniu
substratu w strumieniu dozowanym i statej wartos$ci szybko$ci rozcienczania oraz
roznej szybkoSci rozcienczania przy stalym stezeniu substratu w strumieniu
dozowanym Autorka wyznaczyta poprawnie stata wartos¢ wspoétczynnikow (Yx/s)max
I przemiany podstawowe]j me. Dyskusyjne jest, ze szybko$¢ rozcienczania przy réznym
stezeniu substratu byta tak dobrana, Ze stezenie substratu w stanie ustalonym spadto
w reaktorze do zera (lub wartosci bliskiej zera). Wydaje sie, Zze mogto to mie¢ wplyw na
zanizenie stezenia biomasy.

Dla hodowli ze styrenem poprzez zmiane szybko$ci rozcienczania Autorka
zastosowala opisang w literaturze metode wyznaczania pmax. Metoda ta dotyczy
proceséw opisanych réwnaniem Monoda (nie uwzglednia inhibicji substratowej). By¢
moze dlatego metoda nie zostata zastosowana do hodowli na octanie winylu? Dla
sugerowanej przeze mnie zaleznosci 0 rzedu do opisu wzrostu na styrenie rx=fimaxXb
przyjeta metoda jest poprawna.

Rozdziat 6.4. to weryfikacja modeli kinetycznych opracowanych na podstawie
literatury zrealizowana w samodzielnie napisanym przez Autorke programie w jezyku

Turbo-Pascal. Weryfikacja ta wypadla pomys$lnie dla hodowli na styrenie, za$



w przypadku octanu winylu zaobserwowano odstepstwo w fazie stacjonarnej. Moze jest
to wynik braku weryfikacji statej pumax w hodowli ciggtej jak to uczyniono w przypadku
styrenu?

Ostatni rozdziat pracy doktorskiej to Podsumowanie i wnioski, w ktérym
zestawiono uzyskane wartosci bedace celem pracy tj.. wspodtczynnikow
stechiometrycznych i statych rownania kinetycznego oraz rozpisano réwnanie
stechiometryczne reakcji przeksztatcania octanu winylu i styrenu z uwzglednieniem

takze biomasy jako produktu.

Korekta pracy byta staranna. Odnotowano jedynie drobne uchybienia typu:

- stosowanie roznych jednostek np. stezenie substratu jest wyrazane raz w ppm,
innym razem podawane s3g pl dodane do jakiej$ objeto$ci w ml, jeszcze w innym
miejscu g/m3; podobne rozbiezno$ci sg przy wyznaczaniu stezenia komorek;

- rozpoczynanie myS$li raz od nowego akapitu, innym razem od nowej linii bez
wciecia;

- btedne podpisy osi y na Rys. 5.715.8

- nie wszystkie symbole zestawiono w tabeli w rozdziale 8 - brakuje min. ey, qm

- podpis tabeli A3 jest niekompletny (nie wiadomo jakiego zwigzku dotyczy tabela)

4. Ocena koncowa

Prezentowana praca nalezy do prac interdyscyplinarnych. Do jej wykonania
niezbedna byla wiedza 1 umiejetno$¢ prowadzenia eksperymentéow zaréwno
z mikrobiologii jak i inzynierii reaktorow. W pracy zastosowano poprawne dla obu nauk
metody badawcze.

Wysoko oceniam uzyskane wyniki. Badania prowadzone w bioreaktorze
mikrobiologicznym sg zmudne, mato powtarzalne, a w przypadku rozpatrywanego
uktadu dodatkowy problem stanowita lotno$¢ substratéw. Opracowany model kinetyki
procesu biodegradacji moze postuzy¢ do projektowania oczyszczania gazow
w trojfazowym reaktorze.

Przedstawione w recenzji uwagi nie zmieniajg ogolnej, pozytywnej oceny
recenzowanej rozprawy doktorskiej, a pewne watpliwosci i uwagi recenzenta powinny

by¢ wyjasnione podczas publicznej obrony pracy doktorskiej.



Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
ma charakter zaré6wno doswiadczalny, jak i obliczeniowy. Doktorantka wykazata
si¢ duza wiedza w zakresu Kkinetyki przemian mikrobiologicznych i opisu
procesow bioreaktorowych. W mojej ocenie spelnia ustawowe i zwyczajowe
wymagania oczekiwane od prac doktorskich. Stawiam zatem wniosek
o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Gaszczak do publicznej obrony swojej

dysertacji.




