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Celowosé¢ podjecia tematu

Materiaty odpadowe mogag stanowi¢ cenny surowiec do uzyskiwania z nich szeregu
produktéw uzytecznych. Najbardziej predestynowanymi zrédtami odzysku tych produktéw sa
scieki i odpady gléwnie z przemystu spozywczego, papierniczego, S$cieki bytowo-
gospodarcze, state odpady drzewne i osady Sciekowe. Najczesciej odpady te wykorzystane sa
w procesach biotechnologicznych zachodzacych przy udziale mikroorganizméw do
uzyskiwania migdzy innymi kompostu, biopaliwa, biatka paszowego, enzymoéw,
polisacharydow, kwaséw organicznych, biocyn, biologicznych substancji powierzchniowo-
czynnych i biopestycydéw. Opracowywane technologie wykorzystujace odpady do
uzyskiwania z nich produktow uzytecznych oraz podjete w pracy badania wpisujg si¢
w aktualny trend w gospodarce swiatowej, w ktorym zwraca si¢ szczegdlna uwagg, aby

intensyfikacji produkcji towarzyszylo zrownowazone wykorzystanie zasobow naturalnych
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i szerokie stosowanie technologii sprzyjajacych ochronie srodowiska.

Biorgc powyzsze pod uwage uwazam tematyke rozprawy doktorskiej za aktualng a jej

wybor w pelni uzasadniony.
Analiza tresci pracy i ocena merytoryczna

Przedstawiona rozprawa doktorska zgodnie ze znowelizowanymi przepisami Ustawy
z dnial4 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65,poz.
595, z pbzniejszymi zmianami), zostala zlozona w formie jednotematycznego cyklu
publikacji pod wspolnym tytulem: ,Biomasa odpadowa pochodzenia roslinnego jako
zrodlo peroksydaz na potrzeby bioremediacji $ciekéw skazonych zwiazkami
fenolowymi” opublikowanych w latach 2015-2018:
1. Kurnik K., Treder K., Skorupa-Ktaput M., Tretyn A., Tyburski J., 2015. Removal of
phenol from synthetic and industrial wastewater by potato pulp peroxidases. Water Air
Soil Pollut 226:254. IFs.jemi - 1,932 MNiSW - 25 pkt.
2. Kurnik K., Treder K., Twaruzek M., Grajewski J., Tretyn A., Tyburski J., 2018.
Potato pulp as the peroxidase source for 2,4-dichlorofenol removal. Waste Biomass
Valor 9: 1061-1071. IFs.jetni - 1,491 MNiSW — 20 pkt.
3. Kurnik K., Krzyzynski M., Treder K., Tretyn A., Tyburski J., Study on utilizing solid
food industry waste with brewers’ spent grain and potato pulp as possible peroxidase
sources. J Food Biochem 42:e 12446. IFs.jemi - 0,983 MNiSW — 20 pkt.

Sumaryczny wspoélezynnik wplywu (IF) — 4,406
Sumaryczna punktacja MNiSW — 65 pkt.

Zalagczone publikacje zostaly poprzedzone komentarzem autorskim zawierajagcym kolejno:
Wprowadzenie (1), Materiat i metody badawcze (2), Oméwienie wynikow (3), Wnioski (4),
Streszczenia w jezyku polskim i angielskim (5) i Pi$miennictwo (6).

Pani mgr Katarzyna Kurnik jest pierwszym autorem wszystkich wymienionych w rozprawie
artykutéw, a jej udzial merytoryczny w publikacjach potwierdzony zalgczonymi
o$wiadczeniami wynosit od 60% do 65%. Dane te wskazujg na wiodacg role Doktorantki
w ich opublikowaniu. Wktad ten polegal na wykonywaniu badan eksperymentalnych,
opracowaniu i analizie wynikéw a takze przygotowaniu tekstu publikacji.

Celem dysertacji byla ocena aktywnosci peroksydaz obecnych w wycierce




ziemniaczanej i w mlidcie jeczmiennym oraz zbadanie mozliwosci uzycia ich do usuwania
fenoli ze Sciekow.
W pracy przedstawiono dwie hipotezy badawcze:
1. W wycierce ziemniaczanej i w midcie jeczmiennym po zakonczeniu procesOw
technologicznych obecne sg peroksydazy o wysokiej aktywnosci enzymatycznej;
2. Aktywnos¢ peroksydazowa wycierki ziemniaczanej mozna wykorzysta¢ do usuwania
zwigzkow fenolowych ze $ciekdéw i obnizenia ich toksycznosci.
W celu weryfikacji przedstawionych hipotez Doktorantka wykonata badania eksperymentalne
obejmujace:
v' lIzolacj¢ peroksydaz z biomasy odpadowej, ocen¢ ich aktywnosci oraz analizg
parametrow kinetycznych i stabilnosci;
v Okreslenie optymalnych warunkéw usuwania fenolu i 2,4-dichlorofenolu z roztworéw
wodnych i $ciekéw przemystowych.
v' Testy toksycznosci.
Izolacja peroksydaz z biomasy odpadowej z podzialem na frakcje zwigzane jonowo i
kowalencyjnie ze $ciang komérkowg obejmowata ekstrakcje, dialize oraz zaggszczanie. Do
oznaczenia ich aktywnosci uzyto izolatow z wycierki ziemniaczanej i midta jgczmiennego
oraz surowej wycierki ziemniaczanej. Parametry kinetyczne (Ky i Vmax) Wyznaczono dla
frakcji zwigzanej jonowo wyizolowanej z obydwu odpadéw a dla frakcji zwigzanej
kowalencyjnie tylko dla enzymow wyizolowanych z wycierki ziemniaczanej.
Badania stabilnosci peroksydaz podczas przechowywania prowadzono w trzech wariantach:
z dodatkiem glicerolu przechowywane w 4°C i - 20°C oraz bez dodatku glicerolu w 4°C.
Pomiary aktywnosci prowadzono przez 90 dni.
W celu okreslenia wzorca izoenzyméw i wszystkich, bialek preparaty enzymatyczne poddane
zostaty elektroforezie w warunkach natywnych oraz redukujacych i denaturujacych.
Do oceny przydatnosci peroksydaz do usuwania fenolu i 2,4-dichlorofenolu z roztworéw
wodnych i $ciekéw przemystowych wykorzystano jako zrédlo peroksydaz surowag wycierke
ziemniaczang. Optymalizacja procesu usuwania zwigzkéw fenolowych ze Sciekow
obejmowala analiz¢ wplywu pH (od 2 do 10), temperatury (10°C - 60°C), szybkosci
wytrzgsania (0 - 250 rpm) oraz dodatku glikolu polietylenowego — PEG 3350 (100 mg/1 i 200
mg/l). Oceng efektywnosci usuwania zwigzkéw fenolowych z prébek przeprowadzono na
podstawie oznaczonych stg¢zen zwigzkoéw fenolowych.
Badania toksykologiczne wodnych roztwordéw fenolu i 2,4- dichlorofenolu oraz roztworéw

poreakcyjnych obejmowaly test wzrostowy z Lepidium sativum oraz enzymatyczny z uzyciem
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komorek nerek swinskich — MTT.
Zaprezentowany zakres badan wskazuje na interdyscyplinarny charakter recenzowanej pracy
doktorskiej.

Czg$¢ teoretyczna rozprawy zawarta w komentarzu Autorki oraz w zalgczonych
publikacjach, uwzgledniajaca dane z najnowszych pozycji pisSmiennictwa stanowi dobre
wprowadzenie do badan wlasnych Doktorantki. Warsztat badawczy zaprezentowany w
metodyce badan reprezentuje wysoki poziom merytoryczny.

Wyniki badan potwierdzily, ze zar6wno w wycierce ziemniaczanej oraz w midcie
jeczmiennym obecne sg aktywne peroksydazy. Szczegélnie ekstrakty enzymatyczne
zawierajagce frakcje¢ jonowo zwigzang ze $ciang komodrkowa charakteryzowaly si¢ duza
aktywnoscig, wyzszag od uzyskiwanej przez innych badaczy dla réznych preparatow
roslinnych. Ustalono réwniez, ze w wycierce ziemniaczanej obecnych jest siedem
izoenzymow peroksydaz a w mtdcie jgczmiennym dwa.

Na podstawie analizy uzyskanych w pracy parametréw kinetycznych wykazano, ze
powinowactwo substratowe badanych peroksydaz bylo poréwnywalne z uzyskiwanym dla
enzyméw pochodzacych z innych rodzajéw biomasy roslinne;.

W badaniach nad stabilnoscig aktywnosci enzymatycznej peroksydaz podczas
przechowywania ekstraktéw z obydwu materialéw roslinnych ustalono, ze zachowujg one
wysoka aktywnos¢ przez 90 dni we wszystkich rozwazanych wariantach przechowywania.
Dane te odnoszg si¢ do frakcji zwigzanej jonowo ze $ciang komoérkowa, preparaty frakcji
zwigzanej kowalencyjnie szybko tracity aktywnos¢ enzymatyczna.

Obiecujace wyniki uzyskano w badaniach nad usuwaniem fenolu i 2,4-dichlorofenolu
z roztwordw wodnych oraz sciekéw przemystowych przez peroksydazy obecne w wycierce
ziemniaczanej. W zaleznosci od stg¢zenia poczatkowego zwigzkdéw w probkach uzyskiwano
ponad 80% ich eliminacj¢. Nalezy podkresli¢, ze proces usuwania zwigzkow fenolowych
zachodzil wydajnie w szerokim zakresie pH i temperatury. Nie wykazano istotnego wpltywu
szybkosci wstrzgsania mieszaniny reakcyjnej oraz dodatku glikolu polietylenowego na
przebieg procesu eliminacji zwigzkow ze Sciekow.

Badania toksykologiczne wodnych roztworéw fenolu w st¢zeniach od 1mM do 4 mM
oraz 2,4-dichlorofenolu w stezeniach od 1 mM do 3 mM z uzyciem Lepidium sativum
wskazaly na zwigkszajgca sie toksyczno$¢ probek wraz ze wzrostem w nich stgzenia
zwigzkéw. We wszystkich przypadkach uzyskiwano natomiast istotne zmniejszenie
toksycznosci w probkach zawierajgcych roztwory poreakcyjne. Dane te w wigkszosci

przypadkow zostaly potwierdzone w tescie enzymatycznym MTT dla wodnych roztworéw
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2,4-dichlorofenolu. Wyniki te korespondujg z uzyskanymi w badaniach nad eliminacja

zwigzkéw fenolowych z roztworéw wodnych przez peroksydazy i wskazujg ponadto, ze

podczas enzymatycznych przemian nie powstawaly metabolity bardziej toksyczne od

zwigzkow wyjsciowych.

Przedstawione w dysertacji wyniki badan wilasnych zostaty przez Doktorantke

odniesione do danych literaturowych i wnikliwie przedyskutowane.

Do najwazniejszych, oryginalnych osiggnig¢é rozprawy doktorskiej nalezy zaliczy¢:

Wykazanie, ze wycierka ziemniaczana i miéto jgczmienne jest zrédtem peroksydaz o
wysokiej aktywnosci oraz ustalenie wzorca izoenzymow szczegdlnie w ekstraktach

midta jeczmiennego wobec braku doniesien literaturowych na ten temat;

Udowodnienie, ze peroksydazy izolowane z wycierki ziemniaczanej i mldta
jeczmiennego charakteryzowaly sie duza stabilnoscia, lepsza od peroksydazy
chrzanowej (HRP) immobilizowanejna monowarstwie kwasu 4-

merkaptobenzoesowego;

Wykazanie, na podstawie wynikow oznaczen stgzen zwiazkéw fenolowych w
roztworach poreakcyjnych, ze peroksydazy obecne w wycierce ziemniaczanej usuwaty

je z duzg wydajnoscig w szerokim zakresie pH i temperatury.

Udowodnienie, ze wraz z eliminacja fenoli z roztworéw wodnych w wyniku dziatania

peroksydaz nastgpowalo istotne obnizenie ich toksycznosci.

Uwagi dyskusyjne i szczegélowe

Zaglebiajac sie w szczegbly pracy doszukano si¢ kilku elementow, ktére moga by¢

przedmiotem dyskusji:

L.

Moje watpliwosci budzi uzycie terminu ,,bioremediacja $ciekow” w odniesieniu do
badan zaprezentowanych w pracy. Termin ten zwykle jest uzywany do okreslania

technologii usuwania zanieczyszczen gtéwnie z gleby i wod podziemnych.

Cel pracy w komentarzu Autorki w mojej ocenie powinien by¢ sformutowany ogélnie
w odniesieniu do calej dysertacji a przedstawione hipotezy/tezy stanowi¢ jego

uzupeknienie.

3. W pracy rownolegle uzywane sg terminy: $cieki przemystowe i Scieki poprzemystowe




(prawidlowe okre$lenie to $cieki przemyslowe) oraz wodne roztwory fenolu 2.4
dichlorofenolu i $cieki syntetyczne. Uzywajac tego drugiego okreslenia powinno si¢
poda¢ informacje, jaki rodzaj $ciekéw one imitujg i z jakiego zrédta mogg pochodzi¢.
Nie znalaztam takich danych, stagd uwazam, ze wlasciwe nazewnictwo probek to
wodne roztwory zwigzkoéw badanych. W pracy zabraklo réwniez charakterystyki
$ciekow przemystowych pochodzacych z firmy Sohbi Craft Poland. Niewlasciwe jest

rowniez uzywanie terminu ,,Sciek”.

4. W badaniach nad usuwaniem fenolu ze $ciekéw przemystowych stwierdzono, ze
eliminacja zwigzku w duzym stopniu byla niezalezna od aktywnosci peroksydaz
i sugerowano, ze moze to by¢ wynikiem adsorpcji tej substancji na powierzchni
wycierki ziemniaczanej. Czy wskazywaly na to takze oznaczone st¢zenia fenolu w

prébce kontrolnej (autoklawowanej), pozbawionej aktywnosci peroksoksydaz?

5. Stezenia fenolu w $ciekach przemystowych byly w zakresie od 0,02 mM - 0,1 mM.
Czy przy tak niskich wartosciach zastosowano wystarczajaco czula metodg oznaczenia

zwigzku, biorgc pod uwage sposéb przygotowania krzywej kalibracyjne;j?.

6. Zaréwno w komentarzu oraz w publikacji réznie definiowane jest kryterium oceny
toksycznos$ci w tescie cytotoksycznosci MTT. W publikacji (str. 1063) to zywotnos¢
komorek i proliferacja, w komentarzu z kolei to funkcje biologiczne i biochemiczne
komorek (str. 21). Prosze o zdefiniowanie mierzonego punktu koncowego reakcji

testowej w tescie MTT.

7. W komentarzu (str. 21) oraz w publikacji (str.1063) podane sa sprzeczne definicje
obliczonego IC50. Prosze o precyzyjne zdefiniowanie IC50 w tescie MTT
i wyjasnienie, jaka metodg i na podstawie jakich danych obliczono ten parametr

opisujacy toksycznos¢ probek.

8. W tescie MTT zastosowano rozne jednostki do okreslenia stezenia roztworéw i IC50.
Utrudnia to analize wynikow. W tym przypadku wygodnym byloby zastosowanie do
interpretacji wynikow jednostek toksycznosci (TU).

Powyzsze uwagi nie obnizajg wartosci merytorycznej rozprawy, ktéra oceniam w pehni
pozytywnie. Realizacja pracy pozwolita na wykazanie mozliwosci zastosowania odpadowej
masy roslinnej zawierajacej aktywne i stabilne peroksydazy do oczyszczania Sciekow

zawierajacych fenole. Szeroki zakres badan dotyczacych biochemicznych wilasciwosci
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peroksydaz izolowanych z badanych odpadéw rodlinnych wplywa na duza wartos¢
poznawczg pracy. Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia rozwiazywania problemow
badawczych z dziedziny fizjologii, chemii, biochemii i toksykologii. Uwazam, Ze praca
stanowi warto$ciowe osiggniecie naukowe a jej tres¢ kwalifikuje Panig mgr Katarzyne Kurnik

do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora.
Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze praca pt: ,,Biomasa odpadowa pochodzenia roslinnego jako zrédlo
peroksydaz na potrzeby bioremediacji $ciekéw skazonych zwigzkami fenolowymi”
spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki - Dz.U. Nr 65 poz. 595 wraz z pdzniejszymi zmianami i stawiam wniosek
o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Kurnik do jej publicznej obrony przed Rada Wydziatu

Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.

y -l‘)




