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Instytut Agrofizyki PAN w Lublinie

RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Weroniki Gorayj
pt. , Wytwarzanie ektoiny przez metanotrofy wyizolowane z otoczenia

pokladow soli w Wieliczce”

Recenzje wykonano na prosb¢ prof. dr hab. Kazimierza Trebacza, Dziekana Wydziatu Biologi
1 Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Skiodowskiej w Lublinie (pismo z dnia 27.06.2018 r.).

Informacje o rozprawie

Rozprawa doktorska mgr Weroniki Goraj zostala wykonana w Katedrze Biochemii 1 Chemaii
Srodowiska Katolickiego Uniwersytetu Jana Pawla II pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii

Stepniewskiej. Rozprawa obeymuje 223 strony formatu A4, 1acznie ze spisem tresci
1 bibliografig (547 pozycji), zawiera wykaz skrotow, 19 tabel, 53 rysunki, streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, oraz spis dorobku naukowego Doktorantki.

Wprowadzenie

Zjawisko metanotrofii znane jest juz ponad 100 lat, jednak dopiero badania ostatnich 30-40 lat
pozwolily na lepsze zrozumienie biochemii 1 fizjologii metanotrofow. W swietle niedawnych

odkry¢ nalezy tez przypuszczac, ze nie wszystko jeszcze zostalo w pelni rozpoznane. Bakterie
metanotroficzne sa niezwykle pod wieloma wzgledami. Wykazujg duze zréznicowanie, posiadaja
wlasciwosci bioremediacyjne przeksztalcajac w obecnosci metanu szereg niebezpiecznych
zwiazkoéw organicznych, stosunkowo tatwo znosza zanieczyszczenie Srodowiska metalami.
Eliminuja z powiletrza metan, gaz cieplarniany znacznie Silniejszy, niz ditlenek wegla.
Wykorzystywane sa, czasem po modyfikacji genetycznej, do przemystowe] produkcji bialek,
lipidow, zwigzkow organicznych 1 innych bio-produktow, a w okreslonych warunkach
syntetyzuja osmolity 1 biostabilizatory, m.in. ektoine, z ktorg medycyna 1 przemyst wiazg obecnie
duze nadzieje.

Merytoryczna ocena rozprawy

Tematyka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej mgr Weroniki Goraj jest bezposrednio
zwigzana z czolowka s$wiatowych badan laczacych nauke 1 praktyczne zastosowanie
nowoczesnych metod biotechnologicznych.
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W rozdziale I. WSTEP Doktorantka w sposdb syntetyczny wprowadza czytelnika w temat
pracy. Zwraca uwage na mozliwosci wynikajace z zastosowania wiedzy i nowoczesnych metod
badawczych i podkresla doswiadczenie zespotu Katedry Biochemii 1 Chemii Srodowiska KUL
w badaniach nad biologiczna syntezg ektoiny. Celem pracy mgr W. Goraj byla ..izolacja
i identyfikacja mikroorganizméw metanotroficznych towarzyszgcych poktadom soli w Kopalni
Soli ., Wieliczka’’ oraz zbadanie zdolnosci wytwarzania ektoiny przez te mikroorganizmy”.

Doktorantka sformulowala cztery problemy badawcze:

- rozpoznanie bioroznorodnosci mikroflory towarzyszqcej pokiadom soli,

- wykazanie aktywnosci metanotroficznej materiatu skalnego pobranego z otoczenia
poktadow soli,

- izolacja i identyfikacja mikroorganizmow metanotroficznych,

- okreslenie biotechnologicznej syntezy osmoprotektantow, glownie ektoiny, przez te
mikroorganizmy.

W mojej ocenie $wiadomos$¢ potrzeby oraz umiejetno$¢ wyznaczenia konkretnych etapow
badan $§wiadczy o samodzielno$ci naukowej Doktorantki. Jak sama zaznacza, w niektorych
aspektach badania te sg pionierskie. Biorgc zas pod uwage zapotrzebowanie przemysiu
farmaceutycznego i kosmetycznego oraz warto$¢ rynkowg ektoiny, testowanie bakterii
metanotroficznych pod katem mozliwosci ich zastosowania do produkcji ektoiny oceniane jest
w literaturze naukowej jako obiecujace. Z tej perspektywy, biorac tez pod uwage aspekt
naukowy planowanych badan, prac¢ nalezy oceni¢ wysoko.

II. PRZEGLAD LITERATURY (str. 11-59) przekonuje, ze Doktorantka starannie
przygotowywala si¢ do tematyki podjetych badan. Rozdzial zawiera informacje dotyczace
zjawiska osmoadaptacji i wlasciwosci osmolitow, a takze ogélng charakterystyke bakteri
metanotroficznych i informacje o ich potencjale biotechnologicznym.

Na stronie 46, linia 18 od gory: zdanie ,,Utlenianie metanu przez metanotrofy zachodzi na
dwéch drogach” jest zle sformutowane. Reakcje 1) i 2) to dwa sposoby zapisu procesu
utleniania metanu.

Strona 47, pod Rys. 6: pomylka w tekscie: ,, Monooksygenaza metanowa.. moze wystgpowac
w dwdch formach: rozpuszczalnej i blonowej. Pierwsza z nich pMMO... . Takie sformulowanie
przypisuje skr6t pMMO formie rozpuszczalnej enzymu, co nie jest prawdziwe. Podobna pomytka

jest w WYKAZIE SKROTOW (str. 8): ,pMMO - rozpuszczalna monooksygenaza metanowa’ .,
Natomiast prawidlowa informacja jest w dalszej cz¢sci tekstu (str. 145).

Strona 49, ostatni akapit: Wydaje sie, ze bardzie poprawny bedzie zapis ... Typ I metanotrofow

charakteryzuje szlakiem RuMP asymilacji wegla... . ... Typ Il cechuje si¢ serynowym szlakiem
asymilacji wegla pochodzgcego z czgsteczki utlenianego metanu ...

Strona 49, linia od gory 13: Prosze o wyjasnienie skrotu WCB.
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Strona 39, limia 1 od gory: ... na poziomie 10 t w skali roku.... — czy jest to szacunek odnoszacy
sie do swiatowe] produkcji kobalaminy?

Rozdziat III. MATRIALY I METODY. Badania zostaly przeprowadzone na materiale

skalnym W1, W2, W3, W4, scharakteryzowanym pod wzgledem litograficznym przez
specjaliste, Giownego Geologa Kopalni (str. 61-62).

W rozdziale 3. Metodyka badan, Autorka napisata, ze zakres prac obejmowal: izolacje
1 1dentyfikacj¢ mikroorganizméw metanotroficznych (etap I), oraz okreslenie zdolnosci syntezy
ektoiny przez wyizolowane mikroorganizmy (etap II). Brzmi prosto, jednak lektura pracy
przekonuje, ze realizacja zamierzonych celow wymagata wiedzy, umiejetnosci 1 wiele czasu.

Schemat przedstawiony na Rys. 11 (str. 63) zawiera wazne informacje dotyczace inkubacji
realizowanych w I etapie badan — definiuje warunki oznaczenia aktywnosci metanotroficzne;j
materialu skalnego oraz wstepnych inkubacji. Biorac pod uwage rozbudowany uklad
przeprowadzonych doswiadczen wydaje si¢, ze — z punktu widzenia czytelnika — brakuje tu
rownie syntetycznego przedstawienia warunkéw ustalonych dla dalszych etapow badan

(prezentowanych w podrozdziatach 3.6 - 3.7) w taki sposob, by podana informacja byta spojna
z pOzniejszym opisem efapow przy omawianiu wynikow badan (w podrozdziatach 5.3 1 5.4).

Na stronie 67 (Podrozdziat 3.4) podana jest informacja: ,.W celu optymalizacji warunkow
utleniania metanu przez potencjalne mikroorganizmy metanotroficzne ... wykonano inkubacje
w roznych warunkach uwilgotnieni, temperatury, stezenia CHy (Tab.5)”. Wymieniona Tab. 5
(str. 68) oraz wczesniejszy schemat na Rys. 11 (str. 63) wskazuja dla wstepnych inkubacji
zakres temperatury 10-20°C. Dlaczego dalsze hodowle metanotroféw prowadzone byly

w wyzsze] temperaturze, 30°C (rys. 11 oraz str. 69)? Brakuje tez wyjasnienia przyczyny zmian
zakresu stezen NaCl z 0-10% (str. 63, Rys. 11) do 0-25% (str. 69); Zdolno$¢ do biosyntezy
osmoprotektantow okreslano przy 1 lub 2% NaCl (str. 75), zas stres osmotyczny wywolywano
stosujgc stezenie 1-5% NaCl (str. 77).

Strona 67, lima 7 od gory: Czy rzeczywiscie jako standard do oznaczen wegla nieorganicznego
zastosowano glukoze?

Rozdziat IV. WYNIKI. W tym rozdziale Autorka konsekwentnie opisuje poszczegolne etapy
przeprowadzonych badan. Sposrod pobranych materialow skalnych, najbardziej aktywna

metanotroficznie byla ..skala W4, pobrana z otoczenia zioz soli zielonych poktadowych
z glebokosci okoto 130 m p.p.t.” (str. 94). Ten material skalny zostal wybranych do dalszych

badan.

Tab. 12, str. 86: Zawartos¢ zwigzkdéw biogennych powinna zostaé przeliczona na suchg mase
materiatu skalnego.

Podpis pod Rys. 23 (str. 96) zawiera odniesienie do prob izolat I-1; 1I-2; 0-1, ktorych znaczenie
powinno by¢ w tym miejscu przypomniane.
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Rozdzial 5 (str. 97-122) dostarcza nowych, cennych informacji o skladzie populacji bakterii

w aktywnym materiale skalnym, a nast¢pnie o aktywnosci metanotroféw na poszczegélnych
etapach dalszych badan.

Strona 106: Prosze o sprawdzenie, czy Rys. 26. rzeczywiscie przedstawia opisywane zamiany
stezenia gazow? Wydaje sie, ze stezenie CHs4 w ostatnim dniu inkubacji bylo niewiele nizsze
od 10%. Rowniez stezeniec CO; na rysunku nie wydaje si¢ by¢ wyzsze od 3-4%. Koncowe
stezenia obu gazow nie sg chyba do zblizone do 5,5%, jak sugeruje opis.

W tym miejscu prosze tez o informacj¢, w jakim celu na wykresach przedstawione zostaty
zmiany stezenia azotu, N2? Rezygnacja z pokazania zmian st¢Zenia azotu znacznie
zwiekszylaby czytelno$é wykreséw. Czy wedtug Pani wzrost stezenia N2 badanych probkach
— na niektérych wykresach bardzo wyrazny — jest w wynikiem procesu biologicznego? Jesli
tak, to jakiego? Zgodnie z danymi dostgpnymi w literaturze naukowej, niektére tlenowe
metanotrofy moga w warunkach hipoksji redukowac¢ azotany(V) i (III), lecz nie posiadajg one
enzyméw potrzebnych do przeprowadzenia pelnej denitryfikacji (do Nz). Bardzie
prawdopodobne byloby wydzielanie N2O, posredniego produktu denitryfikacji; rzeczywiscie,
sg takie doniesienia. Zatem, czy wzrost stezenia N> nie jest wynikiem obliczen programu
kalkulacyjnego Shimadzu, ktéry ‘sumuje’ analizowane gazy do 100%?

Strona 134: Prosze o sprawdzenie zgodnosci danych przedstawionych na Rys. 47 z opisem pod
rysunkiem (gémy wykres: maksimum na skali 0,10 mg gsm, a w opisie: 0,317 mg gsm.”;
Dolny wykres: izolat 0-2 (informacja na wykresie), czy izolat I-2 (informacja w opisie ponize));
rowniez tutaj wyrazna jest niezgodnos$¢ wartosci na wykresie z opisem).

Rozdzial V zawiera szeroka i ciekawa DYSKUJE, ktora systematyzuje 1 uzupeinia wyniki
dotyczace mikroflory zidentyfikowanej w materiale skalnym oraz syntezy ektoiny
i hydroksyektoiny przez aktywne mikroorganizmy metanotroficznie. Autorka swiadoma jest

wartosci przeprowadzonych badan, ale takze koniecznosci dalszego, peiniejszego rozpoznania
podjetej problematyki.

Strona 145, linia 5 od goéry: niezrecznie napisane - potencjal redoks nie moze by¢
wykorzystywany jako akceptor elektronow.

Strona 165, linia 5 od gory: Co oznacza ,,poboczny szlak utleniania CH4™

Rozdzial VI. WNIOSKI sformulowane przez Autorke (czternascie pozycji) w czytelny sposob
odnoszg si¢ do postawionych problemow badawczych.

Opracowanie badan, szczegolnie tak szerokich jak te prezentowane w pracy mgr W. Goraj,
wymaga przekazania wielu informacji i to w taki sposob, zeby tekst byl zrozumiaty rowniez
dla 0sdb, ktore nie uczestniczyly w planowaniu i realizacji badan. Dlatego zalecania wysoko
indeksowanych czasopism naukowych — by nagléwki tabel oraz podpisy pod rysunki byty
napisane w przejrzysty sposob, bez potrzeby szukania informacji w tekscie — wydajg sig
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uzasadnione. Bardzo dobrym pomystem, ktory zastosowala Doktorantka, jest podawanie
krotkich, graficznie wyodrebnionych ‘podsumowan’ przy zakonczeniu poszczegllnych
rozdzialéw opisujacych otrzymane wyniki. Na pewno badania pozwalajace na sformulowanie

merytorycznie cennych wnioskéw daty Doktorantce duzo satystakej.
Uwagi szczegdtowe odnoszgce si¢ do drobnych pomylek w tekscie:

- strona 41, linia 4 ostatniego akapitu: Rys. 47
- strona 45, linia 6 od dotu: ...bialek chelatujgcych...
- strona 81, linia 4 od dotu: p<0,05

Prosze o odpowiedz na dodatkowe pytanie:

- Czy rozwazala Pani mozliwo$¢ przeprowadzenia badan z wykorzystaniem 1zotopu 3C-CH4?
Takie do$wiadczenie pozwolitoby jednoznacznie okresli¢, czy i w jakim stopniu konsumowany

metan jest przeksztalcany w ektoing. Czy takie badania byty juz publikowane?

Podsumowanie

Praca doktorska mgr Weroniki Goraj stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
z elementami nowatorskimi  wilacznie. Realizacja zamierzonego celu wymagatla
zaprojektowania do$wiadczenia oraz wypracowania ioptymalizacji warunkow na

poszczegdlnych etapach eksperymentu. Badania wykonano z wykorzystaniem nowoczesnych
metod. Dyskusja zostala przeprowadzona merytorycznie, a wnioski sformulowane w czytelny
sposob. W mojej ocenie przedstawiona praca doktorska charakteryzuje si¢ wysokim
poziomem merytorycznym, potwierdzajac szerokg wiedzg Doktorantki oraz umiejetnosci
konieczne do prowadzenia badan naukowych w prezentowanej dziedzinie naukowe].

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Weroniki Goraj pt. , Wytwarzanie
ektoiny przez metanotrofy wyizolowane z otoczenia pokladéow soli w Wieliczce” spelnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca
2003 r. (Dz. U. nr 65, poz. 595) z p6ézniejszymi zmianami. W zwiazku z tym wnioskuje¢ do
Rady Naukowej Wydzialu Biologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie o dopuszczenie

mgr Weroniki Goraj do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, jednoczesnie wnosze¢
0 wyroéznienie pracy stosowng nagroda.
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prof. dr hab. Malgorzata Brzezinska
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