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1. Celowo$¢ podjecia problemu naukowego

Jednym z najistotniejszych probleméw decydujacych o jakosci wody pitnej jest korozja powierzchni
urzadzen do dystrybucji wody oraz obecno$¢ biofilméw jako Zrédta mikroorganizméw, w tym
drobnoustrojéw oportunistycznych i patogennych zasiedlajacych te systemy. Zjawiska te sg przyczyna
obnizenia wydajnosci hydraulicznej oraz awarii rurociggéw, ktorych efektem sg wycieki wody, jak
réwniez pogorszenia parametréw jakosci wody takich jak: metnos¢, barwa, przewodnosé, stezenie
zelaza, zawarto$¢ tlenu i innych. Awarie wynikajgce z korozji ukfadéw dystrybucji wody pitnej
i technologicznej generujg olbrzymie straty ekonomiczne; przyktadowo w USA rocznie wynoszg one
okoto 36 min dolaréw. Szacuje sie, iz 20% kosztow zniszczen spowodowanych korozjg wynika z korozji
wzbudzonej przez mikroorganizmy (MIC - Microbiologically Induced Corrosion). Ponadto osady
korozyjne moga by¢ miejscem rozwoju drobnoustrojow i tworzenia biofilméw, ktére moga
dezaktywowaé dezynfektanty, jak réwniez kumulowaé metale ciezkie i inne niebezpieczne
zanieczyszczenia, co wptywa na pogorszenie jakosci wody pitne;.

Dotychczasowe badania zwigzane z korozja wzbudzong przez mikroorganizmy dotyczyly ,.zywych
i aktywnych metabolicznie" biofilméw albo tzw. prébek osadéw uwodnionych i odnosity sie do
warunkéw kolonizacji metalu, tworzenia biofilmu i obserwacji proceséw korozji wzbudzonej przez
mikroorganizmy w warunkach panujgcych w wodociggach. Nie prowadzono dotgd badan w prébkach
tzw. samoistnie ,,odwodnionych" osadow, co w przypadku dochodzenia natury korozji zachodzacej w
przesztosSci ma istotne znaczenie. Brak badan nad takimi osadami w konteks$cie poszukiwania udziatu
mikroorganizméw w korozji rurociggbw wytyczyt cel recenzowanej pracy. Rozwdj metod
instrumentalnych, w tym spektroskopii odbicia rozproszonego w podczerwieni (DRIFTS) oraz dyfrakcji
rentgenowskiej (XRD) umozliwity badanie sktadu chemicznego osadéw, co zostalo wykorzystane
w planowaniu badan. W pracy postawiono hipoteze badawczg, iz produkty korozji obecne w badanych
rurach wodociggowych powstaty z udzialem bakterii.



Podjecie wyjatkowo trudnego problemu badawczego w pracy doktorskiej przez mgr inz. Alicje
Hryniszyn dotyczgcego poszukiwania udziatu mikroorganizméw w tworzeniu ,starych, odwodnionych
osadow korozyjnych" uwazam za odwazne, nowatorskie i uzasadnione. Jednocze$nie chcialabym
zwroci¢ uwage, iz jest to zagadnienie nowe; publikacje dotyczgce badania osadéw uwodnionych
i biofilmébw majg niespetna kilka lat, natomiast badanh na temat osadéw odwodnionych, ktére mogly
powstac z udziatem bakterii, nie ma w literaturze Swiatowe;j.

2. Formalna ocena pracy

Praca doktorska jest opracowaniem obejmujgcym 152 strony maszynopisu, 14 tabel, 53 rysunki oraz
spis piSmiennictwa. W bibliografii ujeto 191 pozycji, w tym okoto 90% stanowig prace w jezyku
angielskim, ponad 50% to literatura z ostatnich dziesieciu lat. Cze$¢ teoretyczna zaprezentowana na 25
stronach jest przegladem aktualnej wiedzy na temat biofilméw, biofoulingu, probleméw korozji
w uktadach dystrybucji wody pitnej oraz wykorzystania metod spektroskopii w podczerwieni i dyfrakcji
rentgenowskiej w analizie osaddéw korozyjnych. Z przedstawionej tresci wytania sie motywacja podjetych
badan. Celem pracy byto okreslenie mozliwosci udziatu bakterii w powstawaniu osadéw obecnych
w skorodowanych rurach wodociggowych na podstawie badan przeprowadzonych z uzyciem technik
spektroskopii w podczerwieni oraz dyfrakcji rentgenowskiej. W pracy zatozono udowodnienie jasno
sprecyzowanej hipotezy badawczej, iz bakterie bralty udziat w korozji badanych rur wodociggowych.
Pozostate czeSci pracy dotyczace metodyki badawczej, omowienia i dyskusji wynikow, wnioskow oraz
streszczenia w swej kolejnosci odpowiadajg strukturze rozpraw o charakterze eksperymentalnym.

3. Ocena merytoryczna rozprawy

Badania przeprowadzono na 18 probkach osadéw pobranych z wnetrza skorodowanej rury zeliwnej
oraz stalowej pochodzacych z ukfadu dystrybucji wody pitnej. Analize osaddéw wykonano z uzyciem
dyfrakcji rentgenowskiej, ktéra obejmowatla okreslenie faz krystalicznych oraz iloSciowego skiadu za
pomocg metody Rietvelda. Badania wykonane metoda spektroskopii w podczerwieni obejmowaly:
dobranie warunkdw suszenia osadéw (rozpatrywano temp.: 22°C, 40°C, 105°C i liofilizacje temp.-50°C,
cis. 0,035 mba, czas 5 godz.), tak aby usungé wode z probek ijednoczesnie wyeliminowaé mozliwosé
zachodzenia zmian w strukturze bioczagstek pochodzacych z mikroorganizmow; analize widm pod katem
pasm absorpcyjnych wskazujgcych na obecnos$é biofilmu w prébkach; oraz ocene obecnosci kwasu
dipikolinowego, ktory Swiadczy o obecnosci przetrwalnikéw bakteryjnych.

Otrzymane wyniki badan zostaly poddane analizie matematycznej. Widma absorpcyjne opisywano
funkcjg Kubelka-Munk, ktéra jest zaleznoscig intensywnos$ci pasm absorpcyjnych od stezenia badanej
substancji oraz od wspotczynnika rozproszenia i jest wyrazona w jednostkach Kubelka-Munk (KM).
Dodatkowo dla najwazniejszych zakreséw spektralnych $wiadczacych o obecnosci biomolekut obliczono
drugg pochodng z wykorzystaniem algorytmu Savitzkiego-Golaya. Pozwolito to na szczeg6towa analize
danych w waskich zakresach spektralnych. Analiza matematyczna dala podstawe do wyboru
odpowiednich warunkéw przygotowania probek osadu (temp. 22°C) oraz por6wnania analizowanych
widm z literaturg. Matematyczne opracowanie wynikéw pracy zastuguje na wyréznienie, gdyz zostato
dobrane bardzo starannie i pozwolito na whasciwe sformutowanie wnioskow.



Metoda dyfrakcji rentgenowskiej wykazata obecnos¢ w badanych osadach réznych faz krystalicznych
zwigzkow zelaza, takich jak makinawit (FeS), syderyt (FeC03, magnetyt (Fe304FeOxFe203, hematyt
(aFe20 3), goethyt (a FeOOH) i kalcyt (CaC03). Szczegdtowa analiza przyczynowo-skutkowa réwnoczesnej
obecnosci jednych i nieobecnosci innych sposréd zwigzkéw zelaza wykrytych w badanych osadach
umozliwita wskazanie, jakie bakterie mogly bra¢ udziat w powstaniu osadéw. Na podstawie wykrycia
poszczegblnych zwigzkbw oraz braku obecnosci innych zwigzkbw korozyjnych np. Fe(OH)2
zasugerowano, iz okreslony sktad osadéw moze Swiadczy¢ o obecnosci bakterii redukujgcych siarczany,
bakterii magnetotaktycznych, bakterii utleniajgcych zelazo, bakterii redukujacych zelazo, a takze
obecnosci pozostatosci biofilmu. W tym miejscu z uwagi na ciekawy, aczkolwiek pominiety w pracy
aspekt poréwnania prébek osadow, ktére réznity sie wygladem (osady z rury stalowej byly luZne,
miekkie, brgzowo-rude, natomiast osady z rury zeliwnej - twarde, skorupiaste, ciemno-brgzowe)
chciatabym zada¢ pytanie: czy wystepowaly istotne rdznice w sktadzie chemicznym dwoch badanych
osaddw i czy mogly one wynikac z roznego przebiegu proces6w biokorozji?

Stwierdzono, iz warunki przygotowania probek odwodnionych osadéw majg istotny wptyw na sktad
probek, o czym $wiadcza odmienne widma otrzymane w metodzie spektrometrii w podczerwieni
w roznych warunkach temperatury. Intensywnos$é pasm absorpcyjnych malata wraz ze wzrostem
temperatury suszenia osadOw. Najnizszg intensywno$¢ otrzymano w przypadku liofilizacji, najwyzszg
pozwalajacg na uzyskanie najwigkszej liczby widm - w przypadku probek suszonych w temp. 22°C, ktéra
zostata uznana za najbardziej optymalng do przygotowania probek osadow. Ten aspekt pracy jest
wartosciowym elementem metodycznym, ktory pozwoli w przysztosci na odpowiednie przygotowanie
probek osadéw z biofilmami.

Analiza widm pod katem pasm absorpcyjnych uzyskanych dla probek osadu z rury stalowej wykazata
obecnosé: amidoéw, polipeptydow, kwasow ttuszczowych, oligosacharydéw i polisacharydéw, co
potwierdzito obecnos$¢ biofilméw w korozyjnych osadach. Stwierdzono, iz w przypadku obecnosci w
probce osadu fosforandéw moga zaistnie¢ pewne ograniczenia metody spowodowane przesunieciem lub
zanikiem niektorych pasm absorpcyjnych. Recenzowana praca rozwija wiele aspektow metodycznych,
jak réwniez nowe matematyczne metody interpretacji uzyskanych wynikéw, co w konsekwencji czyni
Autorke pracy dobrym specjalista w zakresie spektroskopii w podczerwieni oraz dyfrakcji
rentgenowskiej. Na uwage zastuguje réwniez bardzo dobra znajomos¢ literatury dotyczacej proceséw
biokorozyjnych, co umozliwito zinterpretowanie wynikéw badan wiasnych i postawienie hipotez na
temat mechanizméw biokorozji prowadzacej do powstania badanych osadéw. Na podstawie uzyskanych
wynikow i ich rzeczowej dyskusji z literatura okreslono, jakie grupy drobnoustrojéw mogly uczestniczy¢
w korozji wzbudzonej mikrobiologicznie, co stanowi istotny wkiad naukowy doktorantki i moze sta¢ sie
wazne przy opracowaniu wytycznych do interpretacji wynikow dla naukowcédw zajmujgcych sie tg
tematyka badawcza.

Za wazne osiggniecie Autorki w pracy uwazam wykazanie obecnosci w probkach osadéw pobranych
ze skorodowanych rur wodociggowych obecnosci kwasu dipikolinowego - zwigzku chemicznego
budujacego endospory mikroorganizméw przetrwalnikujgcych i wskaznika ich obecnosci, potwierdzajac
ich udziat w powstawaniu osadOw. Zwigzek ten ze wzgledu na swojg stabilno$¢ jest waznym
biomarkerem w analizie odwodnionych osadow.



W podsumowaniu pracy Autorka zastrzega, iz uzyskane wyniki nie pozwolily jednoznacznie ustalic,
czy produkty korozji powstaly w wyniku korozji abiotycznej czy biotycznej, szczeg6lnie magnetyt,
hematyt i goethyt. W pelni zgadzam sie z tym stwierdzeniem. W pracy zabrakio analiz osadow
metodami biologii molekularnej, ktére potwierdzityby obecno$¢ konkretnych grup mikroorganizméw
odpowiedzialnych za korozje. Z opracowania nie wynika, czy doktorantka podjeta prébe izolacji DNA
i okreslenia jego stezenia. Sformutowanie tematu pracy ,Udziat bakterii" nie ma pelnego
odzwierciedlenia w przyjetej w pracy metodyce badawczej, gdyz zadna z metod nie odnosi sie wprost do
wykrywania bakterii, dlatego w mojej opinii bardziej precyzyjne byloby sformutowanie tematu
rozprawy: ,,Ocena udziatu czynnikow biotycznych w powstawaniu osadéw obecnych w skorodowanych
rurach wodociggowych". Nie wydaje sie, iz identyfikacja bakterii z badanych osad6w, to fatwe zadanie
do wykonania - z kilku powoddw: niskiej koncentracji DNA, obecnosci w probkach wielu zwigzkéw -
produktéw korozji, ktdre mogg utrudnia¢ efektywng izolacje i amplifikacje DNA w reakcji PCR.
Przedstawiona w pracy doktorskiej propozycja wykorzystania w przysztosci metody DGGE (rozdziatu
produktow PCR z wykorzystaniem gradientu czynnika denaturujgcego) do identyfikacji bakterii
w osadach nie jest jedyng metoda, a moze nawet najmniej obiecujaca. Chciatabym, aby w trakcie obrony
pracy doktorantka przedstawita inne metody biologii molekularnej oparte o analize DNA, nalezgce do
metod nowej generacji, ktére mogtyby by¢ pomocne w ostatecznej interpretacji wynikéw.

Uwagi edytorskie

Ponizsze uwagi, jakie nasunety mi sie w trakcie czytania pracy majg charakter edytorski
i nie umniejszajg duzej wartosci poznawczej pracy.

e W dwoch fragmentach pracy zauwazytam niespojng interpretacje wynikow: na str. 62. stwierdzono,
iz ,W probkach pobranych z wnetrza rury stalowej (s 1/1, s 'A s 1/3 oraz 2/3) nie wykryto kalcytu
CaCos-, co moze wskazywaé na udziat mikroorganizméw w powstawaniu osadéw obecnych we
wnetrzu badanej rury”, natomiast we wniosku 1.6 stwierdzono, iz obecno$¢ kalcytu w osadach
pobranych z elementdéw rurociggéw zasilanych wodag o znacznej twardosci moze wskazywac na
udziat biofilmu w ich powstaniu. Prosze o uscislenie tych stwierdzen.

W pracy wystepujg drobne bledy jezykowe, literowe i edytorskie (np. dwa rozne skréty dla bakterii
redukujacych siarczany SRB oraz BRS, str.29; zgubiony przyimek ,do"™ na str. 31; biad
w sformutowaniu ,malat natomiast udziat grup karboksylowych rost', str.33; zdanie ,woda
dostarczona do gleby zaszczepiona bakteriami Bacillus cereus, B.thuringensis, ich kokultur lub
zawierajgca skladniki odzywcze" - raczej nie stosowane w j.polskim pojecie ,kokultur", str.37;
powtorzenia ,0 barwie brgzowo-rudawej barwie", str. 41; megentotaktycznych zamiast
magnetotaktycznych, str. 60 i inne).

4. Podsumowanie i wniosek kohcowy

W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, iz rozprawa doktorska Pani mgr inz. Alicji Hryniszyn jest
oryginalnym i wartosciowym opracowaniem dotad nie podejmowanym w literaturze naukowej.
Sposob stawiania hipotezy naukowej, a takze opracowania wynikow z wykorzystaniem wielu metod
matematycznych oraz interpretacji uzyskanych wynikow w oparciu o dojrzalg dyskusje Swiadcza
0 umiejetnosci prowadzenia pracy naukowej i zastugujg na wysokg ocene. Drobne uwagi i watpliwosci
zamieszczone w recenzji majg charakter dyskusyjny i nie wptywajg na pozytywng ocene.



W moim przekonaniu, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pt. Udziat bakterii
w powstawaniu osadéw obecnych w skorodowanych rurach wodociggowych mgr inz. Alicji Hryniszyn
spetnia wszystkie warunki i wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 13. Ust.l
Ustawy o stopniach naukowych itytule naukowym z dnia 14.03.2003 (z p6zZniejszymi zmianami).

Whioskuje o przyjecie rozprawy przez Rade Wydziatu Inzynierii Srodowiska i Energetyki Politechniki

Slaskiej i dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapéw postepowania o ubieganie sie o nadanie stopnia
naukowego doktora.



