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Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Malgorzaty Biatowas zostala wykonana w oparciu o materiaty przesiane
przez Pana Dyrektora Gléwnego Instytutu Gornictwa — Panstwowego Instytutu Badawczego, w imieniu Rady Naukowej
ww. Jednostki, na podstawie ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce.

Dysertacja zostala zaprezentowana w formie jednotematycznego cyklu 6 wieloautorskich publikacji o lacznej
warto$ci 870 punktow Ministerstwa Edukacji i Nauki i 9,7 punktéw Impact Factor. Prace wchodzace w sktad rozprawy
doktorskiej opublikowano w latach 2019-24. Prace te, wyszczegdlnione ponizej, zostaly omowione w formie autoreferatu
0 wspllnym tytule ,,Opracowanie technologii immobilizacji lakazy na noénikach biopolimerowych do usuwania
barwnikow ze $ciekow”:
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Przeglad literaturowy, stanowiacy podstawe publikacji 1-3 oraz wyniki i dyskusja pozostalych z wymienionych
prac, wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, zostalty oméwione w autoreferacie, opatrzonym wsp6lnym

streszczeniem, wprowadzeniem, celem pracy, przegladem literaturowym, dotyczacym tematu rozprawy, metodami i
materiatami badawczymi, opisem wynikéw wraz z dyskusja, podsumowaniem i wnioskami oraz wskazaniem

perspektywy dalszych badan.
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Wkiad autorski Pani mgr Bialowgs w powstanie ww. prac wynosit od 74% do 80%. We wszystkich pracach po
jej stronie lezalo przygotowanie koncepcji i zaprojektowanie badan, zebranie i analiza danych oraz napisanie artykutu i
przeprowadzenie go przez proces recenzji, zakonczony publikacja. Mozna wigc stwierdzi¢, ze Doktorantka w trakcie
przygotowywania publikacji do rozprawy doktorskiej nabyla wiedz¢ i umiejetnosci w planowaniu, realizacji oraz
publikacji badan naukowych.

Gltéwnym celem rozprawy doktorskiej byla analiza mozliwosci zastosowania biopolimeréw o réznej lepkosci
jako no$nikéw do immobilizacji lakazy. Cel ten wynikat z szerszego kontekstu koniecznosci efektywnego usuwania
mikrozanieczyszczen, jakimi sg barwniki syntetyczne, ze $ciekow. Zwiazki te, powszechnie obecne w wodzie i glebie,
stanowig powazne zagrozenie srodowiskowe. Majac na uwadze zaostrzajace si¢ aktualnie regulacje prawne, dotyczace
usuwania mikrozanieczyszczen, w tym barwnikow, ze $ciekOw, temat pracy jest uzasadniony. Pomimo faktu, ze uzycie
lakazy do proceséw usuwania ww. zwigzkow nie jest tematem nowym i w ostatnich 20 latach obserwuje si¢ rsngca liczbg
publikacji w tym temacie, taki trend publikacyjny wskazuje, ze jest to nadal wazne i aktualne zagadnienie naukowe i
technologiczne. Doktorantka po przeprowadzeniu przegladu literaturowego, ktéry zaowocowat publikacjami 1-3,
znalazta luke w badaniach w tym zakresie, wskazujac na lepko$¢ jako czynnik, ktéry moze by¢ odpowiedzialny za
efektywnos$¢ usuwania barwnikow ze $ciek6w z uzyciem lakazy immobilizowanej w no$nikach biopolimerowych.
Pozwolilo to na przygotowanie rozprawy doktorskiej z elementem nowos$ci naukowej, pomimo, iz wskazany przez
Doktorantke cel utylitarny, czyli ocena mozliwo$ci usuwania barwnikow ze sciekéw poprzez zastosowanie technologii
immobilizacji lakazy na nosnikach biopolimerowych, cho¢ wazny, jest stosunkowo dobrze poznanym zagadnieniem.
Warto zwroci¢ uwage, ze Doktorantka umiejetnie zadala kilka waznych z punktu widzenia jej pracy pytan (s. 22) oraz
wskazala kolejne kroki realizowanych w pracy badan. Postawila rowniez hipotez¢ badawcza, do ktérej odniosta si¢ w
podsumowaniu rozprawy. W w moim odczuciu tak zapisana hipoteza jest jednak juz zweryfikowana (np. Ping et al.,
2008, https://doi.org/10.1016/S1001-0742(08)62559-0; Mogharabi et al., 2012, 10.1155/2012/823830; Thakur et al.,
2018, DOI:10.19080/AIBM.2018.11.555813) i dla tej pracy powinna zosta¢ zmodyfikowana w kontekscie lepkosci
nosnika alginianowego, bedacego elementem nowo$ci naukowe;.

Pomimo faktu, ze Doktorantka przygotowata w autoreferacie przeglad literaturowy, stanowiacy podstawe do
wskazania wyznaczonych w rozprawie celow badan oraz hipotezy badawczej, brakuje pewnej plynnosci w opisach
kolejnych elementow tej czeéci pracy. Byé moze wynika to z faktu, ze we wstepnie Doktorantka odnosi si¢ osobno do
kazdej z publikacji wchodzacej w sklad rozprawy, co powoduje kilkukrotne odniesienie si¢ do tych samych zagadnien w
réznych miejscach autoreferatu. Autoreferat ma za zadanie uporzadkowaé przeprowadzone i opublikowane badania, a
jego wstep teoretyczny ma wprowadzi¢ w jednym miejscu zagadnienia niezbgdne do zrozumienia i oceny cato$ci pracy
Doktorantki. Ulatwia to poruszanie si¢ po dalszej czesci tekstu oraz zrozumienie zatozen pracy, jej realizacji oraz
weryfikacje spelnienia celow badawczych. Pomimo takiej technicznej usterki, merytorycznie nie mam zastrzezen do
przedstawionych w tej cze$ci autoreferatu tresci.

W trakcie czytania pracy napotkatam na kilka zagadnien, ktére moga stanowi¢ punkt wyjécia do dalszej dyskusji:
e  Jakie przestanki sklonity Doktorantke do podjecia badarn nad wplywem takiego parametru, jak lepko$¢ alginianow,

na efektywno$¢ zastosowania ich jako substancji immobilizujacych enzymy, usuwajace barwniki syntetyczne?

e  Doktorantka wymiennie stosuje pojecie dekoloryzacja, usuwanie i (bio)degradacja. Chciatabym prosi¢ o
wyjasnienie tych poje¢ i wskazanie, ktore z nich najtrafniej odnosi sig to zakresu tej pracy.

e  Tytul pracy méwi, ze ta dysertacja to opracowanie technologii. Na stronie 20 autoreferatu napisano natomiast ze
,,Pozyskana nowa wiedza w tym zakresie przyczyni si¢ do rozwoju technologii immobilizacji enzyméw do
potencjalnego zastosowania w technologiach oczyszczania $ciekow barwnych”. Zakladajac zgodnie z tytulem
dysertacji oraz punktem 12 w sekcji: Podsumowanie i wnioski, ze zrealizowana praca doktorska to opracowana
technologia, ktéra mozna uzy¢ w procesie usuwania barwnikéw ze $ciekéw, chciatabym prosi¢ o klarowne
przedstawienie zasady dziatania tej technologii oraz wskazanie przedstawienie kolejnych etapéw jej uzycia dla
$ciekow zawierajacych barwniki syntetyczne w oczyszczalni $ciekéw. Czy Doktorantka zastanawiata si¢ rowniez
nad optlacalno$cia takiego rozwiazania oraz skalowalnoscia jej badan do skali technicznej? Jakie sg perspektywy i
mozliwo$ci wdrozenia tej technologii w skali technicznej?

e W dysertacji prowadzono badania na modelowych barwnikach — indygo karminie i bigkicie metylenowym. Z czego
wynikato uzycie tych konkretnych barwnik6w?
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Na stronie 18 Doktorantka wspomina o monitorowaniu mikrozanieczyszczen, jakimi sg barwniki syntetyczne.
Prosze wskaza¢ przykladowe metody analityczne/narze¢dzia, ktére mozna wykorzysta¢ do takiego monitoringu w
$rodowisku wodnym.

Na stronie 24 wspomniano, ze wigkszo$¢ enzymo6w nie moze by¢ stosowanych w procesach przemystowych ze
wzgledu na ,,ekstremalne warunki” tam panujace. Jakie warunki Doktorantka ma na mysli i czy w zwiazku z tym
nie nalezaloby wzia¢ pod uwage enzyméw, ktore sa stabilne w warunkach skrajnego pH, temperatury itd. — np.
enzyméw Archaea?

Na stronie 25 wspomniano, ze ,,Zmodyfikowane wlasciwosci enzymu, poprzez jego unieruchomienie, czynia go
bardziej stabilnym i odpornym na warunki Srodowiska”. Réwniez na stronie 27 wskazano, ze ,technologia
immobilizacji enzyméw oferuje mozliwo$¢ korzystnej modyfikacji wilasciwosci Kkatalitycznych i
fizykochemicznych enzyméw do zastosowan w ciaglych procesach na skalg przemystowa”. Jakie wiasciwosci
enzymu ulegaja modyfikacji w procesie immobilizacji i czy zawsze sg to te same wlasciwosci niezaleznie od enzymu
i substancji immobilizujace;j?

Na stronie 28 Doktorantka pisze, ze ,,immobilizacja enzymu prowadzi do zwiekszenia jego stabilnosci poprzez
wielopunktowe oddzialywanie z powierzchnia noénika, stwarza korzystane mikro$rodowisko...” Czy w procesie
immobilizacji chodzi o zmiang w enzymie czy tylko o stworzenie odpowiednich warunk6w procesu wewnatrz
immobilizatu? Czy to oznacza, ze enzym nieimmobilizowany jest niestabilny strukturalnie?

Na rysunku 1 (s. 26) przedstawiono schematy reakcji katalizy prowadzonej przez lakaze. W szczego6Inosci rysunek
dotyczacy procesu typu B budzi moja watpliwosé (by¢ moze to kwestia nieprecyzyjnych opiséw). Prosze o
doprecyzowanie i szersze wyjasnienie mechanizméw reakcji widocznych na rysunku.

Na czym polegaja procesy elektrospinowania i druku 3D w immobilizacji?

Doktorantka wybrala do badan dwa biopolimery, ktére moga by¢ stosunkowo tatwo biodegradowalne przez
zbiorowiska mikroorganizméw $rodowiskowych, w tym osadu czynnego czy gleby (Phang et al., 2011,
https://doi.org/10.1016/j.polymdegradstab.2011.06.010; Ma et al., 2024,
https://doi.org/10.1016/j.jece.2024.112178; Li et al., 2021, DOIL: Sun et al, 2022, 10.3390/md20040254)
Kaczmarek-Szczepanska et al.,, 2021, https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2021.06.133; Sawaguchi et al., 2014,
https://doi.org/10.1080/00380768.2014.1003965). Czy zdaniem Doktorantki te no$niki sprawdzg sie w
wielokrotnym uzyciu w biologicznych oczyszczalniach $ciekéw? Czy mozna je jako$ zabezpieczy¢ przed
biodegradacja w takich procesach?

W metodyce wykazano, ze badania efektywnosci pracy lakazy prowadzono w pH 3, 5 i 7, wskazujac wartosé 7 jako
,»Wysoka”. Podobnie w kwestii temperatury — badania prowadzono w 30 i 40°C. Majac na uwadze charakterystyke
$ciekéw komunalnych, ktorych pH jest wlasnie takg ,,wysoka” warto$cia, a temperatury rzadko osiggaja testowana
w eksperymencie warto$¢, jaka (i czy w ogodle) jest mozliwosé efektywnego stosowanie takich immobilizowanych
enzymOw w komunalnej oczyszczalni $ciekéw?

W metodyce (s. 37) badano parametr kolistosci czy kulistosci?

Na stronie 42 Doktorantka wskazuje, ze mniejsze powinowactwo (enzymu) wigze sie z diuzszym czasem jego
dziatania. Z czego to wynika? I dlaczego przektada si¢ to na stabilniejsza prace bioreaktoréw?

Immobilizaty badanie w tej pracy testowano pod katem zachowania aktywno$ci enzymatycznej z uzyciem procesu
powolnego suszenia (5 h, 30°C). Z czego wynika tak dobrany czas i temperatura procesu? Ponadto wykazano (s.
47), ze wysuszone kapsulki mialy blisko dwukrotnie wigksza aktywno$¢ enzymatyczna. Oznaczatoby to, ze
immobilizowany enzym lepiej sobie radzi ,,na sucho”, niz w formie uwodnionej. Jak taka zmiana efektywnosci ma
si¢ do ich pézniejszego uzycia w zawiesinie $ciekdw?

Doktorantka w swoich badaniach identyfikowata dominujacy mechanizm dekoloryzacji barwnikéw w zaleznosci
od warunkéw procesu i typu barwnika. Prosze przyblizy¢ poszczegolne etapy procedury badawczej, ktére pozwolity
dojs¢ do wskazania (dominujacego lub jedynego) procesu odpowiedzialnego za rozkiad barwnikow.

W dysertacji wykazano, ze efektywno$¢ procesu degradacji barwnikéw zalezy szeregu czynnikow
fizykochemicznych zaréwno $rodowiska procesu, substancji immobilizujacych, jak i samych barwnikéw. Ponadto,
mechanizmy usuwania mieszaniny barwnikéw s3 odmienne, niz te w procesie usuwania pojedynczych barwnikéw,
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co moze mie¢ niebagatelny wplyw na tworzenie technologii do usuwania tych zwiazkéw ze $ciekéw. Czy w opinii
Doktorantki jest mozliwo$¢ stworzenia takiej technologii, ktora bedzie pozwalala na usuwanie szerokiego wachlarza
barwnikéw z uzyciem jednego enzymu i jednej substancji immobilizujacej? Jesli tak, jaka cecha tych barwnikéw
bylaby tu najbardziej znaczaca w kontekscie ich usuwania ze $ciekéw?

e W jaki sposob wyniki testéw toksyczno$ci wskazuja na mechanizmy usuwania barwnikéw z mieszaniny (wniosek
8)?

2. Ocena zasadnos$ci podjetej tematyki badawezej

Problem naukowy, kt6rego rozwigzania podjeta sie w recenzowanej rozprawie Pani mgr Malgorzata Bialowas dotyczy
opracowania technologii immobilizacji lakazy na no$nikach biopolimerowych do usuwania barwnikéw ze $ciekow.
Zagadnienie to zwigzane jest z usuwaniem mikrozanieczyszczen w postaci barwnikéw syntetycznych ze Sciekéw tzw.
zielonymi, przyjaznymi $rodowisku metodami. Tematyka wpisuje si¢ w aktualne trendy rozwoju ochrony i inZzynierii
$rodowiska. Co wigcej, w kontekécie planowanych zmian legislacyjnych, dotyczacych obecnoéci w $ciekach
mikrozanieczyszczen i ich usuwania w procesach oczyszczania temat efektywnego usuwania barwnikéw jest wazny z
praktycznego i ekonomicznego punktu widzenia, jak wskazano stusznie w celu utylitarnym doktoratu. Dlatego tez
zasadno$¢ przyjetej tematyki badawczej oceniam pozytywnie.

3. Osiagniecia pracy

Badania dotyczy opracowania technologii immobilizacji lakazy na no$nikach biopolimerowych do usuwania
barwnikow ze $ciekéw to temat wazny i aktualny. Rozprawa doktorska Pani mgr Matgorzaty Bialowas to rzetelna analiza
teoretyczna i praktyczna, pozwalajgca przygotowac techniczne zalozenia do stworzenia efektywniej technologii usuwania
ww. mikrozanieczyszczen ze $ciekow. Za osiggniecie w tej dysertacji uznaj¢ uzupehienie wiedzy w zakresie
immobilizacji lakazy za pomocg alginianu o r6znej lepkosci oraz wptywu tej cechy nosnika na efektywno$¢ procesu
usuwaniu barwnikéw syntetycznych. Niewatpliwym walorem pracy jest przeprowadzenie badaf laboratoryjnych,
stanowigcych punkt wyjécia dla przygotowania technologii usuwania barwnikéw syntetycznych ze $ciek6w z uzyciem
immobilizowanej lakazy. Ponadto, Doktorantka przeprowadzila badania dotyczace aspektu ekotoksycznosci barwnikéw
i ich metabolitow w $rodowisku wodnym po procesie ich degradacji oraz zbadata zmiany jakie zachodza w
immobilizatach w procesie przechowywania. Te analizy uzupelniaja wiedzg w zakresie potencjalnego wplywu $ciekéw
oczyszczonych proponowang metoda na odbiorniki oraz wskazuja mozliwosci rozwoju technologii immobilizacji jako
ekonomicznej metody z wielokrotnym uzytkowaniem stosowanych enzymow.

4. Podsumowanie pracy

Doktorantka przedstawita do oceny cykl 6 jednotematycznych publikacji naukowych. Prace te sa wynikiem
przegladu literaturowego i badan laboratoryjnych, tworzacych sp6jna catos¢ i spetniajacych wykazane na poczatku pracy
cele badawcze. W autoreferacie Doktorantka nie ustrzegla sie drobnych bledéw jezykowych, interpunkcyjnych i
edycyjnych, ktore jednak w zaden sposob nie umniejszaja merytorycznej stronie pracy i z reguly sa nieuniknione.

W oparciu o przeprowadzone badania Doktorantka sformutowata szereg wnioskéw, z ktérych w moim odczuciu
najwazniejszymi sa:

e  Mozliwe jest usuniecie barwnikéw blekitu metylenowego i indygo karminu oraz ich mieszaniny przy
uzyciu immobilizowanej lakazy na alginianie sodu o r6znej lepkoéci, jednak proces zachodzi na drodze
odmiennych mechanizméw i z r6zng skutecznoscia.

e Niezaleznie od lepkosci alginianu, dekoloryzacja indygo karminu zachodzila glownie na drodze
biokatalizy. Podczas dekoloryzacji bigkitu metylenowego dominowat proces sorpcji.
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5. Konkluzja konicowa

Przedstawiona do oceny dysertacja potwierdza umiejetnosci Doktorantki w zakresie planowania i realizacji
badan naukowych oraz ich opracowania, podsumowywania i publikowania w czasopismach naukowych. W moim
odczuciu rozprawa doktorska jest merytoryczna i wskazuje na mozliwo$é praktycznego zastosowania uzyskanych w niej
wynikéw w inzynierii $rodowiska. Nie mam watpliwo$ci, ze rozprawa doktorska mgr Malgorzaty Bialowas pt.
Opracowanie technologii immobilizacji lakazy na nos$nikach biopolimerowych do usuwania barwnikow ze $ciekow
spetnia warunki wskazane w art 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce. Wnoszg wigc
o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etap6w postgpowania w przewodzie doktorskim w Giéwnym Instytucie
Goérnictwa — Panstwowym Instytucie Badawczym.
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