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Ocena formalna

Przedstawiong do oceny prac¢ doktorska mgr Wiolety Ciempiel stanowi manuskrypt
oraz zalgczone 2 publikacje, w tym jedng prace przegladowa pt. " Extracellular polymeric
substances (EPS) as microalgal bioproducts : a review of factors affecting EPS synthesis and
application in flocculation processes" oraz jedng prace oryginalng, w ktorej opublikowano
cze$¢ wynikow badan stanowigcych dorobek doktorantki pt. "Soluble extracellular polymeric
substances produced by Parachlorella kessleri and Chlorella vulgaris: Biochemical
characterization and assessment of their cadmium and lead sorption abilities”. Zataczone
wielo-autorskie publikacje ukazaty si¢ kolejno w 2021 1 2022 r. w migdzynarodowych,
recenzowanych czasopismach Energies (IF w 2023 r. = 3.2) and Molecules ( IF = 4.6)
notowanych w bazie Web of Science. Sumaryczna warto$¢ punktowa tych czasopism na liscie
MEIN wynosi 240 punktow i sg one skategoryzowane jako przynalezne do dyscypliny
rolnictwo i ogrodnictwo. W obydwu pracach mgr Wioleta Ciempiel jest pierwsza autorkg i



deklaruje wspotudziat w opracowaniu koncepcji prac, oraz na wszystkich etapach
prowadzenia badan i przygotowania publikacji, co zostalo potwierdzone stosownymi
o$wiadczeniami. Jak podaje autorka, cze$¢ pozostatych wynikoéw badan, przedstawionych w
manuskrypcie rozprawy doktorskiej zostata opracowana w formie manuskryptu trzeciej
wielo-autorskiej publikacji, ktory zostat ztozony do wydawnictwa, lecz nie podano do
ktérego. Zgodnie z o§wiadczeniami wspotautoréw, we wszystkich dotaczonych pracach

inicjatywa podjetych badan jest wktadem intelektualnym doktorantki.
Ocena merytoryczna
1. Tematyka badan i jej znaczenie

Oceny rozprawy doktorskiej dokonano na podstawie przestanego manuskryptu z
dotaczonymi kopiami 2 publikacji oraz o§wiadczeniami wspotautorow. W manuskrypcie
pracy wyrdzniono nastgpujace rozdzialy: streszczenie w jezyku polskim, abstrakt w jezyku
angielskim, wprowadzenie, cel pracy i hipotezy badawcze, materiaty i metody, wyniki,
dyskusja , wnioski oraz bibliografia. W czgsci rozprawy okreslonej jako "wprowadzenie™
autorka dokonata syntetycznego przegladu literatury (wraz z danymi bibliograficznymi)
dotyczacej egzogennych polimeréw stanowigcych naturalne metabolity bakterii, grzybow i
glonéw. Przedstawiony zostat stan najnowszej wiedzy na temat ich sktadu, wtasciwosci
sorpcyjnych i flokulacyjnych oraz roli w srodowisku wodnym i glebowym, szczeg6lnie
zanieczyszczonym toksycznymi metalami (kadm i otéw) oraz potencjalnego znaczenia
aplikacyjnego tych metabolitow. Rozdziat ten zawiera informacje opublikowane w 2021 r. w
formie przegladowej pracy (wskazanej w cze$ci Ocena formalna), co zastuguje na uznanie,
poniewaz podsumowuje nie tylko dotychczasowy stan wiedzy dotyczacy
zewnatrzkomorkowych polimerow (EPS) produkowanych przez mikroorganizmy, ale rowniez
wskazuje na niedostatki w tej wiedzy. W kontekscie zaleznosci pomiedzy produkcja
naturalnych egzopolimerow i ich sktadu chemicznego a zmiennymi warunkami
srodowiskowymi oraz - gatunkami mikroorganizmow je produkujacych, autorka podkresla
brak lub niedostateczny poziom informacji na temat wptywu takich czynnikow abiotycznych
jak natezenie $wiatta, temperatura, rodzaj i st¢zenie zwigzkdw azotu i wegla oraz pH na
produkcje, sktad chemiczny, wtasciwosci sorpcyjne wzgledem toksycznych metali (Cd i Pb)
oraz wilasciwosci flokulacyjne rozpuszczalnych egzopolimerow syntetyzowanych przez
gatunki jednokomodrkowych glonow. Z tych wzgledow autorka podjeta szerokie badania z

udziatem kilku gatunkow i szczepow nalezacych do réznych grup systematycznych (gtdéwnie



zielenic oraz réznowiciowych). Zdolnos¢ tych fotosyntetyzujacych mikroorganizméw do
produkcji pozakomdrkowych metabolitow zostala poznana w nieznacznym stopniu lub, jak w
przypadku Vischeria magna (poprzednio Eustigmatos magnus), zupeini nie byta badana.
Wiele gatunkow glondéw, w tym glebowe i wodne nalezace do klasy Eustigmatophyceae
posiadaja wysoki potencjat bio-ekonomiczny, ze wzgledu na wydajng produkcje zwigzkow
(karotenoidy, aminokwasy, kwasy ttuszczowe) 0 coraz szczerszym zastosowaniu i z tego
powodu zainteresowanie nimi wzrastatlo w ostatnich latach. Podjecie prac na V. magna,
posiada dodatkowg warto$¢, gdyz gatunek ten (Syn. E. magnus) nalezy do tego rodzaju
glebowych glonow, ktore wystepuja na terenach skazonych metalami cigzkimi. Recenzent
wyraza nadziej¢, ze w kolejnych publikacjach na temat sorpcji Cd i Pb przez egzopolimery V.
magna doktorantka siggnie po dostepne na ten temat prace innych autoréw. Wiele gatunkow
glonoéw nalezacych do klasy Eustigmatophyceae i innych nie zostato jak dotad
wystarczajaco poznanych pod wzgledem produkcji pozakomoérkowych metabolitow, co W

peini uzasadnia podjete przez doktorantke badania..
2. Cele i hipotezy badawcze

Doktorantka przedstawita ogdlny oraz szczegdtowe cele swojej pracy doktorskiej
obejmujace badania nad wptywem kilku abiotycznych czynnikow srodowiskowych , ktore
moga mie¢ wptyw na produkcje, sktad chemiczny, wtasciwosci sorpcyjne wzgledem kadmu i
otowiu oraz flokulacyjne egzopolimerow (EPS) produkowanych przez rozne
gatunki/szczepy jednokomorkowych glondw oraz sprecyzowata 4 nastepujace hipotezy

badawcze :

al Natezenie Swiatta, Zrodla i stezenie azotu oraz sposob odzywiania jednokomorkowych
glonow wplywajq na proces syntezy wyrazony jako wydajnosé i specyficzng produktywnosé

badanych EPS.

b/ Natezenie Swiatta oraz sposob odzywiania powodujg zmiany w skiadzie chemicznym EPS

syntetyzowanych przez jednokomorkowe glony.

¢/ Sktad chemiczny EPS i dostgpnos¢ grup funkcyjnych wplywa na wilasciwosci sorpcyjne
badanych egzopolisacharydow.

d/ Specyficznos¢ gatunkowa i warunki fizyko-chemiczne uktadu wphywajg na wtasciwosci

flokulacyjne badanych EPS.



Hipotezy badawcze sg postawione w zasadzie prawidtowo, chociaz w hipotezie pierwszej
niezreczne jest sformutowanie dotyczace wplywu na " proces syntezy" EPS. Sam proces
syntezy nie byl bowiem badany, a jedynie produkcja EPS. Ponadto, w hipotezie trzeciej, nie
jest jasne czy autorka zamierzata bada¢ wiasciwosci sorpcyjne egzopolisacharydow czy
egzopolimerow, ztozonych przeciez nie tylko z cukrow ale takze aminokwasow, zwigzkoéw

fenolowych etc. Nalezato uzywacé bardziej precyzyjnych sformutowan.
3. Metody badan

Rozdzial Materialy i metody zostat napisany w sposob dos¢ przejrzysty, chociaz

autorka nie ustrzegta si¢ kilku wymagajacych wyjasnienia niedociagnie¢ :

- W opisie materiatu badawczego , ktory stanowil réznowiciowy glon Vischeria magna nie
podano numeru szczepu pozyskanego z kolekcji kultur, a w przypadku szczepow o wartosci
biotechnologicznej, do ktorych naleza takze rozne glony z klasy Eustigmatophyceae,
informacja taka jest niezbedna. Jak wykazano w rozprawie, w przypadku 4 r6znych
szczepow Chlorella vulgaris produktywnos¢ i sktad chemiczny EPS moze by¢ inny w tych
samych warunkach hodowlanych. Ponadto, byloby wskazane, aby zamie$ci¢ informacje
(wraz ze wskazaniem odpowiedniego zrodta literaturowego), ze Vischeria magna, poprzednio
(przed 2018 rokiem) klasyfikowana byta jako Eustigmatos magnus. Na podstawie analiz
molekularnych potagczono bowiem niektore gatunki z rodzajow Eustigmatos i Vischeria w
jeden rodzaj Vischeria. Poza tym, nalezatoby wskazaé czy uzyte w pracy szczepy,
pochodzace z roznych kolekcji kultur glonowych , byty akseniczne, gdyz bakterie
heterotroficzne obecne na powierzchni komorek glonow moga takze by¢ zdolne do produkcji

zewnatrzkomorkowych polimerdw.

- w opisie hodowli wstepnych oraz hodowli do§wiadczalnych konieczne jest wskazanie
jakie konkretnie inokulum zastosowano; hodowle o tej samej gestosci optycznej moga
sktadac sie z roznej ilosci komorek, r6znigcych sie rozmiarami (co wida¢ na zatagczonych w
pracy fotografiach) i suchg masg Konieczne jest rowniez wskazanie nie tylko natezenia
zastosowanego os$wietlenia, ale takze zastosowanego zrodta swiatta, ktore moze mieé
znaczacy wplyw na przebieg procesu fotosyntezy, a co za tym idzie roznych metabolitow.
Poza tym, recenzent zauwazyl rozbiezno$¢ pomiedzy zastosowang W eksperymentach
temperaturg: w manuskrypcie (Tabela 5) podano 25 ° C a w opublikowanej pracy oryginalnej

(21°C). W tab. 5 podano zastosowanie natgzenia $wiatta 400, a w opisanych w wynikach



350 umol foton m2s!; inny jest tez czas hodowli przy réznych zrodtach wegla: 25 dni

wskazane w tabeli 5 vs 15 dni w opisie.

- niezbyt klarowny jest rowniez opis 3.2.3. dotyczacy izolacji EPS. Nie podano skad
pochodzi zastosowano metodyka (wtasna autorki czy pozyskana ze zrodet literaturowych)
oraz jak zréznicowano EPS catkowity od rozpuszczalnego w wodzie, a takie formy

przedstawiono w kilku tabelach w rozdziale "Wyniki".

Jednakze, pomimo powyzszych uwag nalezy podkresli¢, ze dla osiggni¢cia
postawionych celow zastosowano W pracy caly szereg nowoczesnych metod
mikrobiologicznych oraz chemicznych i fizycznych takich jak: spektrofotometria,
chromatografia cienkowarstwowa, spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera,
optyczna spektrometria emisyjna z indukcyjnie sprz¢zona plazma, turbidometria i analiza
wielkos$ci czgstek w gradiencie sacharozy, dzigki ktorym mozliwe byto przeanalizowanie
zawartosci cukrow, biatka zwigzkow fenolowych, kwaséw uronowych, aminokwasow,
aminocukrow oraz monosacharydéw w syntetyzowanych polimerach oraz grup funkcyjnych
zdolnych do wigzania Cd i Pb. Zidentyfikowano réwniez grupy funkcyjne oraz 0znaczono
pierwiastki (Ca, Mg, Mn, P, S, Zn), ktore moga by¢ obecne, wiagzane przez glonowe EPS lub
z nich uwalniane. Wszystkie te metody zostaty szczegdtowo opisane wraz ze wskazaniem

zastosowanej aparatury i zrodet literaturowych.
4. Wyniki badan i dyskusja

W rozdziale "Wyniki" autorka opisata i przeanalizowata rezultaty przeprowadzonych
badan, ktorych pierwszym etapem byta selekcja siedmiu gatunkow lub szczepow
jednokomoérkowych glondéw syntetyzujacych pozakomorkowe polimery (EPS). Na podstawie
analizy ich specyficznej produktywnosci oraz poréwnania zawartosci W nich cukrow i
biatek autorka wybrata do dalszych badan 3 taksony: dwie zielenice: Parachlorella kessleri
i Chlorella vulgaris szczep 898 oraz jeden gatunek glondow roznowiciowych Vischeria
magna. Nie zostala jednak podana informacja czy dane, przedstawione w Tabeli 6, dotycza
calkowitych czy rozpuszczalnych EPS, ktore to frakcje byly nastgpnie roznicowane w
kolejnych etapach badan. Mozna si¢ rowniez jedynie domysla¢, ze specyficzna
produktywno$¢ wyrazona zostata w przeliczeniu na g suchej masy glonéw. W badaniach nad
znaczeniem réznych zrédet azotu (azotan sodu, mocznik, azotan amonu i siarczan amonu) dla
produktywnos$ci pozakomodrkowych polimerow autorka stwierdzita, ze jedynie azotan sodu i

W znacznie mniejszym stopniu mocznik umozliwiaty przyrost biomasy glonowej oraz



produkcje EPS (wyrazanych jako catkowite i rozpuszczalne wodzie) . Najbardziej
efektywnym producentem polimeréw w zastosowanych warunkach okazata si¢ zielenica
Parachlorella kessleri i tu znéw nalezy si¢ jedynie domysla¢, ze dane te zostaty wyrazone w
przeliczeniu na g .s.m. glonéw. Autorka stwierdzita, ze najwyzsza specyficzna
produktywnos$¢ EPS miata miejsce w warunkach stresu spowodowanego brakiem zrodia
azotu, hamujacego jednoczesnie wzrost glonow. Natomiast maksymalna wydajnos¢ i
specyficzna produktywnos¢ wystepowata w warunkach hodowli z dodatkiem 1,5 g /I
NaNO3 i byta podobna u obu zielenic oraz byta tylko nieco nizsza u V. magna. Niestety,
problem niedoboru makroelementow dla wzrostu glonow i produkcji pozakomérkowych
metabolitow, gtéwnie polisacharydow, zostal w manuskrypcie rozprawy przedyskutowany
dos¢ powierzchownie, chociaz autorce znana bylta i cytowana przegladowa publikacja
Laroche z 2022r. Istotnym wynikiem badan byto stwierdzenie, ze zastosowane najwyzsze
natezenie $wiatta (350 pmol m2s™) bylo najkorzystniejsze dla wzrostu biomasy glonéw oraz
dla produktywnosci EPS. I w tym wypadku wazna jest informacja dotyczaca wielkosci
inokulum zastosowanego w eksperymentach, gdyz dla hodowli glonéw o r6znych
gestosciachokreslone natezenie §wiatta fotosyntetycznie czynnego moze by¢ czynnikiem
optymalnym lub stresujacym. Zdaniem recenzenta, wyniki dotyczace poréwnania wptywy
azotu i natezenia $wiatta na produkcje egzopolimerow przez 3 roézne gatunki glonow
zashuguja na oddzielng publikacje po ich glebszym i doktadniejszym opracowaniu . Waznym
osiagnigciem jest okreslenie sktadu glonowych EPS w zalezno$ci od natezenia Swiatta, dzigki
ktoremu wskazano ze natezenie §wiatta ma istotne znaczenie dla zawarto$ci aminokwasow,
biatek, cukrow redukujacych , kwasow uronowych, etc. bogatych w grupy funkcyjne

karboksylowe, karbonylowe i hydroksylowe i inne biorace udziat w sorpcji jondw metali.

Istotnym elementem badan byto rowniez okreslenie wptywu réznych warunkow
hodowli glonéw pod wzgledem dostepnosci form wegla (jedynie nieorganiczny dwutlenek
wegla vs dodatek organicznego wegla z glukozy) oraz pH dla produktywnosci EPS i ich
efektywnos$ci w sorpcji toksycznych jonow kadmu i otowiu. Stwierdzono, ze warunki
miksotroficzne (hodowle z dodatkiem glukozy) byty bardziej korzystne zaréwno dla
produktywnos$ci EPS i ich sktadu biochemicznego oraz z wigzanych z nim grup
funkcyjnych, istotnych ze wzgledu na wlasciwosci sorpcyjne EPS . Najbardziej efektywna
pod tymi wzgledami, w zastosowanych w badaniach warunkach eksperymentalnych, okazata
si¢ Chlorella vulgaris szczep 898. Recenzent zwraca uwage na niezrgcznos$¢ sformutowania

wystepujacg w tytutach podrozdziatow 4,5 i 4,6 manuskryptu oraz w tytutach Kilku tabel z



wynikami, a dotyczaca okreslen " autotroficzne EPS" i miksotroficzne EPS". Okreslenia te
0dnosza si¢ do sposobu odzywiania sie glonow lub warunkow hodowli ale nie do substancji

produkowanych przez glony.

W konteks$cie hipotetycznego wykorzystania pozakomorkowych polimerow
glonowych do poprawy jako$ci gleb, autorka zbadata wiasciwosci autoflokulacyjne hodowli
zielenicy P. kessleri (nie jest jasne dlaczego tylko tego jednego gatunku) oraz wiasciwosci
flokulacyjne roztworow pozakomoérkowych EPS produkowanych przez P. kessleri, Ch.
vulgaris i V. magna za pomocg okreslenia zmian metnosci zawiesiny kaolinu i pomiaru
wielkosci agregatow czastek zawiesin. Przy braku opisu w rozdziale metodycznym
dotyczacego przeprowadzenia eksperymentu na hodowlach P. kessleri, wyniki przedstawione
na Ryc. 7. budza watpliwosci. Rodzi si¢ pytanie czy autorka rzeczywiscie obserwowata
autoflokulacje, czy raczej sedymentacj¢ komoérek w hodowlach o coraz wickszej gestosci
zwigzanej z coraz wyzszym stezeniem azotu w pozywce. Nie podano czasu trwania hodowli
przed eksperymentem i mozna przypuszczac, na co wskazuje barwa, ze hodowla prowadzona
przy braku zrodta azotu zawierata martwe komorki. Doktorantka stwierdzita istnienie
wiasciwosci flokulacyjnych egzopolimeréw wszystkich badanych glonéw, ktorych
efektywnos¢ EPS byla specyficzna dla poszczegolnych gatunkow i zalezna od pH
roztworo6w EPS. Dane te poszerzyty stan wiedzy w tym zakresie, jednakze w dyskusji
uzyskanych wynikow, w momencie ich publikowania, interesujace bytoby wskazanie zalet
ale réwniez ograniczen dotyczacych mozliwosci ewentualnego zastosowania tych glonowych

metabolitow do celow praktycznych.

Stwierdzam, ze wyniki badan uzyskane przez doktorantke wraz ze wspolpracujacym
zespotem znaczaco poszerzaja stan wiedzy w zakresie poznania wlasciwosci
pozakomorkowych polimerdow syntetyzowanych przez glony oraz optymalizacji warunkow
ich produkcji przez hodowle glonéw, co zostato uzasadnione w prawidtowo przeprowadzonej
dyskusji w oparciu o najnowsze zrodia literaturowe. Uzyskane wyniki posiadajg rowniez
pewien aspekt aplikacyjny jako naturalne substancje o interesujacych wtasciwosciach w
konteks$cie zanieczyszczenia gleb lub wod metalami ciezkimi. W manuskrypcie rozprawy
wystepuje szereg niedociggniec redakcyjnych, jednak przedstawione przez recenzenta uwagi
I sugestie nie umniejszajg warto$ci merytorycznej rozprawy oraz przedstawionych w niej

wynikow. Rozprawe oceniam pozytywnie zarowno 0d strony formalnej jak i merytorycznej.



Podsumowanie

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Wiolety
Ciempiel spelnia wymogi okreslone w artykule 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 0
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.2023 po. 7420) i moze stanowi¢ podstawe do nadania
stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i

ogrodnictwo.

W zwigzku z powyzszym sktadam wniosek o dopuszczeni mgr Wiolety Ciempiel do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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