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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Bozeny Fenert pt. ,,Studies of novel micromethods for determination of various
micropollutants and biomarkers in selected environmental and/or technological processes
related to surface water ecosystems and wastewater treatment.”

1. Podstawa recenzji

Formalng podstawg recenzji jest pismo Pani Rektor Dr hab. Danuty Zawadzkiej, prof.
PK z dn. 7 lutego 2022 r. informujace mnie, ze Uchwalg nr 3/2022 Senatu Politechniki
Koszalinskiej, podjeta w dniu 26 stycznia 2022 roku, zostalam powolana na recenzenta
rozprawy doktorskiej przygotowanej przez mgr Bozene Fenert.

2. Umiejscowienie tematyki badawczej

Temat rozprawy doktorskiej zostat trafnie wybrany. Wpisuje si¢ w najnowsze trendy
badafi w obszarze dyscypliny inzynierii Srodowiska, gornictwa i energetyki.
Mikrozanieczyszczenia organiczne ( tzw. ksenobiotyki) sa emitowane do $rodowiska
wodnego w wyniku licznych dziatafi podejmowanych przez cztowieka. Dotychczas nie sg
monitorowane w komunalnych oczyszczalniach $ciek6éw i nie znajduja sie w obowigzujacych
wymogach dotyczacych jakosci oczyszczonych Sciekéw odprowadzanych do odbiornikéw. Sa
traktowane jako niebezpieczne zwigzki dla $rodowiska, poniewaz sg trwate i oporne na
utlenianie. Wiele z nich ma zdolno$¢ do biokoncentracji (bioakumulacji) oraz do
biomagnifikacji w taficuchu pokarmowym. W konsekwencji nastepuje przekazywanie
substancji szkodliwych w gore taficucha pokarmowego, gdzie ich stezenia, moga zwickszaé
sig nawet o wspétczynnik wynoszacy wiele tysiecy. Wiele z nich jest zawsze w jakims
stopniu szkodliwa dla $rodowiska i czlowieka. W organizmach zywych moga tworzyé sie
metabolity. Czesto metabolity powstajgce podczas rozkladu niektérych ksenobiotykéw s
bardziej szkodliwe niz zwigzki wyjsciowe.

Recenzowana rozprawa doktorska ma na celu wykazanie na podstawie wstepnych
badan wskaznikowych w réznych prébkach pochodzacych: z wodnych ekosysteméw i
sciekow po kolejnych procesach stosowanych w komunalnych oczyszczalniach, ze mozna
przeprowadzi¢ analizg ilociowa niektdrych ksenobiotykéw i biomarkeréw warunkach in situ
za pomocg zminiaturyzowanych metod detekcji umozliwiajagcych szybkie i tanie ich
okreslenie.



Podstawe podjetego tematu rozprawy stanowig dwa podejscia analityczne: tzw.
celowana i nie-celowana analiza mikrozanieczyszczen i biomarkeréw wyizolowanych z wody
(ang. target analysis; non-target analysis).

Badania prowadzono z wykorzystaniem nowych metod analitycznych, do oznaczenia
barwnikéw chlorofilowych oraz niskoczgsteczkowych zwigzkow organicznych. W tym celu
stosowano celulozg, celuloze modyfikowang n-alkanami oraz filamenty puchu mniszka
lekarskiego — jako matryce do adsorpcji mikrozanieczyszczen i biomarkeréw z wodnych
ekosysteméw. Po raz pierwszy opisano szereg procedur analitycznych umozliwiajacych
rozdzielanie analitéw przy uzyciu technik mikroplanarnych (typu NP.: Normal Phase oraz
RP: Revers Phase. Zastosowane procedury umozliwily Doktorantce poréwnanie i klasyfikacje
wodnych ekosysteméw oraz wykazanie, ze jest mozliwe zaadoptowanie do uzytku w celach
detekcji przenosnych urzadzen analitycznych, takich jak aparaty fotograficzne w telefonach
komoérkowych. Proponowane rozwiagzanie jest nie tylko korzystne pod wzgledem
ekonomicznym, lecz réwniez spelnia cele gospodarki cyrkulacyjnej, poniewaz eliminuje
stosowanie  dotychczas  prezentowanego w  analizie  iloSciowej  podejscia:
ekstrakcja/separacja/detekcja przy uzyciu spekirometrii masowej oraz umozliwia proste
przeprowadzenie oceny jakosci srodowiska i oczyszczanych $ciekéw bez uzycia §rodkow
chemicznych.  Prezentowana tematyka stanowi odpowiedz na Dyrektywy Europejskie
dotyczgce substancji priorytetowych, ktore zostaty wyszczegélnione w The European Union
Water Framework Directive 2000/60.

3. Ocena pracy

Oceniana rozprawa doktorska ma forme¢ oprawionego maszynopisu liczacego 52
strony tekstu oraz dodatkowo zawiera 189 pozycji cytowanego pismiennictwa, 7 dyrektyw, 5
rozpraw doktorskich, 7 odsylaczy internetowych oraz liste 20 artykutéw wiasnych bedacych
rezultatem przegladu najnowszych doniesien literatury i badan wiasnych prezentowanych w
rozprawie. Ponadto w pracy znajduje si¢ 7 tabel oraz 31 rysunkéw, 2 streszczenia w jezyku
polskim i angielskim. Praca zostata podzielona na 13 rozdziatéw. Rozdziat 1 liczacy 25 stron
zostat podzielony na 7 podrozdziatéw i stanowi syntetyczny przeglad literatury podzielony na
nastgpujgce podrozdziaty: 1.1 Key problems overview tj. Przeglgd kluczowych probleméw,
1.2 General problems of micropollutants based on the European Union Water Framework
Directive — odnoszacy si¢ do zagadnietr zwigzanych z mikrozanieczyszczeniami
analizowanymi w Europejskiej Ramowej Dyrektywie Wodnej, 1.3 Selected micropollutants
and biomarkers in various aquatic ecosystem — odnoszacy sie do wybranych
mikrozanieczyszczet: i biomarkerdw w réznych wodnych ekosystemach, 1.4 Cyjanobacteria as
source of biomarkers and micropollutants — Cyjanobakterie, jako 2rédlo biomarkeréw i
mikrozanieczyszczen, 1.5 Algae as a bioindicators — dotyczacej doniesien literaturowych
wskazujgcych, ze glony mogq byé traktowane jako bioindykatory. 1.6 Technological processes
related to sewage treatment — odnoszacy si¢ do analizy procesdw zwigzanych z
oczyszczaniem S$ciekow komunalnych oraz podrozdzial 1.7 Advances in microanalitical
devices,tj. dotyczacy zagadnieri zwigzanych ewaluacjq nowych metod pomiarowych
zwigzanych z analizq iloSciowg mikrozanieczyszczer. W rozdziale 2 Main aims of the PhD
thesis sformutowano cele i tezy pracy. W rozdziale 3 zatytulowanym Experimental part tj.
Czg$ci eksperymentalnej znajdujg sie trzy podrozdziaty zwigzane z 3.1 Reagents and solution,



poswigcony Reagentom i roztworom stosowanym w analizie iloéciowej, 3.2 Stationary
phases, po$wiecony Nieruchomym fazom, 3.3 Biological materials - Biologicznym
materiatom, 3.4 Equipment - podano sprzet wykorzystywany w prowadzonych badaniach
oraz podrozdzial 3.5 Data post-processing and computation , gdzie podano w jaki sposéb
Przetwarzano dane i wykonywano obliczenia. W rozdziale 4. Results and Discussion podano
uzyskane Wyniki i ich oméwienie z podziatem na dwa podrozdzialy 4.1 Proposal of fast
Jfingerprinting of different types of water samples based on various analytical approaches 1.
Propozycji szybkich metod  detekcji réznych prébek wody na podstawie analitycznych
procedur oraz podrozdzial 4.2 Determination of target micropollutants and biomarkers in
selected surface waters and wastewaters samples using elaborated micro-TPL protocol tj.
OkeSlenie mikrozanieczyszczeh i biomarkerdw w wybranych prébkach wéd powierzchniowych
i Sciekéw z zastosowaniem metody rozdziatu i detekcji micro-TLC. W rozdziale 5.
Conclusions podano Wnioski a kolejne rozdzialy stanowig: rozdziat 6 Spis tabel, rozdziat 7
Spis rysunkow, rozdziat 8 Spis literatury, rozdzial 9 Lista artykuléw, w ktérych Doktorantka
byta wspétautorem oraz rozdziat 10 Abbreviations — stanowiacy Wykaz stosowanych skrdtéw
i poj¢¢, rozdzial 11 i 12 Streszczenie w jezyku angielskim i polskim oraz rozdziat 13
Supplements list.

Strukturg pracy uwazam za kompletna a podzial na poszczegdlne rozdzialy jest
logiczny. W przytoczonym Spisie literatury znajdujg sie wytacznie pozycje anglojezyczne, co
swiadczy o dobrym rozeznaniu Doktorantki w przedmiocie badan. W przegladzie literatury w
rozdziale 1 przeprowadzono syntetyczny przeglad zwigzany z najnowsza wiedza dotyczacy
wybranych grup mikrozanieczyszczen i biomarkeréw w $rodowisku wod naturalnych a takze
przeprowadzono analiz¢ proceséw zwigzanych z oczyszczaniem $ciekéw komunalnych. Na
koficu przeglagdu zaprezentowano najnowsza wiedze zwiazang z ewolucjg metod
pomiarowych zwigzanych z analiza ilo$ciowa mikrozanieczyszczen. Przeglgd teoretyczny
stanowi wartosciows czg$¢ pracy. Zostal trafnie skomponowany i w Sposéb przejrzysty
udokumentowano w nim zagadnienia zwigzane z tematyka pracy.

Autorka przyjeta ambitne tezy pracy:

1. Na podstawie wstepnych badafh wskaznikowych oraz obliczeniach statystycznych,

(w szczegolnosei analizie gldwnych sktadowych Principal Component Analysis -
PCA). w réznych probkach pobieranych z wodnych ekosysteméw mozna w
warunkach in-situ przeprowadzié wybér/ analize mikrozanieczyszczen i

biomarkerow.
2. Jest mozliwe zastosowanie celulozy i celulozy modyfikowanej n-alkanami oraz
filamentéw puchu mniszka lekarskiego — jako matryc do adsorpcji

mikrozanieczyszczenn i biomarkeréw z prébek pochodzacych z wodnych
ekosystemow . Te materiaty byly wybrane do niecelowej analizy (non-target analiz)
odnoszacej si¢ do kilkunastu grup substancji chemicznych o niskoczasteczkowej
masie charakteryzujacych si¢ wysoka i §rednig polarnoscia.

3. Okresnie i optymalizacja nowych i szybkich, (ograniczajacych zuzycie roztworéw
organicznych) procedur mikroseparacji: micro — TLC i micro — HPTLC (termostat
and high — performance micro — thin — layer chromatography) do rozdzielania i

analizy ilosciowej barwnikéw z materialow biologicznych i w prébkach pobranych
z wodnych ekosystemdw.



4.

Mozna okresli¢ iloSciowo rozdzielane barwniki chlorofilowe za pomoca
opracowanej procedury polegajacej na adsorpcji analitow na wybranych
biopolimerach oraz klasyczng ekstrakcje do fazy stalej. Analize ilo$ciowa mozna
przeprowadzi¢ stosujac rozdzielenie micro-TLC analitéw, pomiar fluorescencji
plamek na mikroptytkach i analize uzyskanych danych korzystajac z procedury
statystyki wielowariacyjnej (analizy czynnikowej PCA)

Zastosowanie nowego iloSciowego narzedzia przede wszystkim do
przeprowadzenia ekstrakcji celulozy i filamentéw puchu mniszka lekarskiego w
celu uzyskania matryc do adsorpcji mikrozanieczyszczen i biomarkeréw z prébek
pochodzacych wodnych ekosysteméw: jezior, rzek z Pomorza Srodkowego oraz z
Morza Battyckiego w rejonie Kotobrzegu i Bornholmu.

Testowanie potencjalnych zastosowan ilosciowych procedur, na podstawie
fluorescencji plamek, do oceny ilosciowej biomarkeréw i mikrozanieczyszczen w
roznych prébkach pobieranych z: wodnych ekosysteméw i $ciekéw po kolejnych
etapach oczyszczania. Uzyskane wyniki beds stanowié wstepng baze do
projektowania i wdrazania analitycznych procedur w celu potwierdzenia
mozliwosci przeprowadzenia szybkiej kontroli na obecnoéé mikrozanieczyszczen.

Udowodnienie tez wymagato:

zaprezentowania dwoch nowych podejsé analitycznych: tzn. celowang i
niecelowang analize mikrozanieczyszczen i biomarkeréw z wyizolowanych
probek wody ( ang. Target analysis i non-target analysis),

zaadoptowania nowych metod analitycznych wykorzystywanych w analizie
barwnikéw chlorofilowych i niskoczasteczkowych zwigzkéw, przy uzyciu
selektywnych adsorbentow i przyjaznych srodowisku biopolimeréw,

okreslenie mozliwosci wykorzystania celulozy i celulozy modyfikowanej n-
alkanami oraz filamentéw puchu mniszka lekarskiego, jako matryc do adsorpcji
mikrozanieczyszczen i biomarkeréw z prébek  pobieranych z wodnych
ekosystemow,

przeprowadzenia testowania celulozy jako fazy stacjonarnej do frakcjonowania
badanych zwigzkdow,

przeprowadzenia optymalizacji rozdzielania i analizy ilo$ciowej barwnikéw
chlorofilowych, w probacyh $rodowiskowych oraz materiatach biologicznych
(komérki spiruliny i tkanki lisci szpinaku)

przeprowadzenia analizy wybranych parametréw fizyczno-chemicznych oraz
analizg profili chromatograficznych szeregu probek wodnych pobieranych z jezior
Pomorza Srodkowego oraz Morza Baltyckiegow okolic portu Kolobrzeg i
Bornholmu

przeprowadzenia analizy chromatograméw dla prébek $ciekow komunalnych
pobieranych po kolejnych etapach oczyszczania w Oczyszczalni ,,Jamno”,
analizg ilo$ci rozdzielonych barwnikéw chlorofilowych w pobranych probkach
wodnych i $ciekéw na podstawie opracowane;j procedury: adsorpcji analitow na

stosowanych w badaniach biopolimerach oraz klasycznej ekstrakcji do fazy statej
(SPE: Solid Phase Extraction).

Badania przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych korzystajac m.in. z
nastepujgcych urzgdzen:



Multiparametr Waterproof Mater firmy Hanna Instruments, Termostated micro-TLC
chamber, Digital camera (Canon EOS i UV filter) Xiaomi smartphone, Centrifuge MPW-
Solid-phase extraction (SPE) chamber, Vacuum pump, Oil Vacuum pump, Thermo Savant,
Vacuum centrifuge Savant, mikroskopu optycznego i mikroskopu elektronowego JEDL .

Przyjety zakres i metodyka badan sg prawidtowe i nie budzg zastrzezen. Doktorantka
W sposob przejrzysty udokumentowala przyjety harmonogram i procedury badan.
Zastosowane metody badan sg nowoczesne i wlasciwie dobrane, umozliwiajg kompleksowa
oceng i nie budzg zastrzezen pod wzgledem merytorycznym. Po raz pierwszy w rozprawie
opisano szereg nowych procedur analitycznych dotyczacych rozdzielania analitéw przy
uzyciu technik mikroplanowych (typu NP.: Normal Phase, oraz RP: Revers Phase. Jako
zwigzki modelowe wybrano barwniki chlorofilowe, ze wzgledu na tatwo$é ich rozdzielania i
detekcji metodg micro-TLC, jak réwniez na ich potencjalng zdolno$¢ do kompleksowania i
przenoszenia mikrozanieczyszczen w wodnych ekosystemach. Wykazano, ze analiza
ilosciowa tych zwigzkéw umozliwia poréwnywanie i klasyfikacje wodnych ekosystemow. W
pobranych prébkach z ekosysteméw wodnych i $ciekéw przeprowadzono analize ilociowa
rozdzielonych barwnikéw chlorofilowych. Do tego celu wykorzystano opracowane
procedury: adsorpcje analitéw na badanych biopolimerach oraz klasyczng ekstrakcje do fazy
statej (SPE: Solid Phase Extraction). Analiza iloiciowa polegata na: rozdzieleniu mikro-TLC
analitdw, pomiarze fluorescencji plamek na mikroptytkach i przeprowadzeniu analizy
uzyskanych wynikéw korzystajac z procedur statystyki wielowarianncyjnej (analizy
czynnikowej PCA — Principal Component Analysis). Na podstawie przeprowadzonej oceny
ilosciowej wykazano, ze podczas procesu oczyszczania $ciekéw komunalnych w Oczyszezalni
Jamno wytwarzana jest znaczaca ilos¢ barwnikow chlorofilowych. Substancje te przedostaja
si¢ do odbiornikéw (wod powierzchniowych) wraz z odprowadzanymi $ciekami, w ilodci o
rzad wielkosci wigkszej niz ich typowa zawarto§¢ w wodach powierzchniowych. W pracy
podano réwniez wyniki poréwnawcze zawartosci barwnikéw chlorofilowych w roznych
wodnych ekosystemach . Zaproponowana w rozprawie doktorskiej metodyka badan
umozliwia zaadoptowanie w celach detekcji przeno$nych urzadzen analitycznych, takich jak
aparaty fotograficzne w telefonach komérkowych. Uzyskane wyniki wstepnie potwierdzity
mozliwos¢ szybkiego monitorowania zawarto$ci pojawiajacych sie mikrozanieczyszczen
podczas realizacji kolejnych etapaéw oczyszczania Sciekéw. Jest to bardzo istotne, poniewaz
z powodu globalnego ocieplenia wody powierzchniowe staja sie potencjalnym zZrodiem
mikrobiologicznych toksyn, np. za sprawa cyjanobakterii. Dodatkowo oprocz toksyn, szereg
substancji organicznych jest wydzielanych przez organizmy zywe. Substancje te mogg byé
toksyczne, a dodatkowo mogg byé potencjalnym nognikiem mikrozanieczyszczen. Takg grupa
zwigzkéw moga by¢ biopolimery - jak barwniki chlorofilowe. Z tego powodu zostaly
wybrane jako przedmiot analiz niniejszej rozprawy.

Mam pytanie, czy Doktorantka mogtaby mi odpowiedzie¢ jakie dziatania powinny by¢
podejmowane w komunalnych oczyszczalniach $ciekéw, aby ograniczy¢ doplyw tych
mikrozanieczyszczenfi odprowadzanych do $rodowiska wraz z oczyszczonymi Sciekami.



4. Uwagi szczegolowe

o Tytul rozprawy jest za dtugi, poniewaz zawiera zbyt duzo szczegétowych informacji.
Niektore z nich moga by¢ podane w rozdziale ,,Introduction” lub ,,Main aims of PhD”

o W streszczeniu w jezyku polskim znajduje sie nieprawidlowy zapis™ $ciek
oczyszczony” zamiast ,,Scieki oczyszczone”.

S. Walory poznawcze pracy

Za istotne dokonania rozprawy uwazam:

- wykazanie, ze zaproponowana procedura analityczna polegajaca: na adsorpcji analitéw na
badanych biopolimerach oraz klasyczna ekstrakcja do fazy statej (Solid Phase Extraction:
SPE), a nastgpnie rozdziat micro-TLC analitéw potaczony z pomiarem fluorescencii
plamek na mikroplytkach oraz zastosowana analiza czynnikowa PCA umozliwia
wykonanie oceny ilo$ciowej barwnikéw chlorofilowych w oczyszczonych $ciekach i
badanych wodnych ekosystemach,

- wykazanie, ze zaadoptowanie w celach detekcji przenoénych urzadzen analitycznych
takich jak aparaty fotograficzne w telefonach komérkowych mogg byé wykorzystane do
wykonywania tanich i szybkich analiz ilo$ciowych mikrozanieczyszczeri w réznych
wodnych ekosystemach i ciekach komunalnych po kolejnych etapach oczyszczania.

6. Whniosek koncowy

Zasugerowane nieliczne zastrzezenia nie ujmujg bardzo pozytywnego odbioru
rozprawy. Oceniana rozprawa prezentuje ambitny program badaf. Zostat przyjety szeroki
zakres badaf laboratoryjnych w ramach analizy ilosciowej mikrozanieczyszczen i
biomarkeréw w licznych probkach wéd powierzchniowych, stanowigcych odbiorniki dla
oczyszczonych sciekéw oraz probek sciekéw po kolejnych etapach oczyszczania stosowanych
W procesie oczyszczania $ciekéw komunalnych.

Uzyskane wyniki analiz umozliwily przeprowadzenie oceny ilosciowej uzyskanych wynikow
na podstawie analizy czynnikowej (PCA). Stanowily one podstawe do wdrozenia,
innowacyjnej, szybkiej i taniej metody analitycznej polegajacej na uzyciu aparatow
fotograficznych w telefonach komérkowych do detekcji mikrozanieczyszczen i biomarkerow
oraz barwnikéw chlorofilowych w wodnych ekosystemach a takze w $ciekach. Doktorantka
prezentuje wysoki poziom wiedzy zwigzanej z realizacja najnowszych badan analitycznych
oraz z wykorzystaniem narzedzi matematycznych do oceny statystycznej otrzymanych
wynikow.

Podsumowujac mojg recenzje stwierdzam, ze oceniania rozprawa mgr Bozeny Fenert
spetnia wymagania ustawy art. 30 z dn. 14 marca 2003 roku stawiane rozprawom doktorskim.

Biorgc pod uwagg zakres przeprowadzonych badan, udowodnienie ambitnych tez pracy i
opracowanie nowoczesnej, innowacyjnej metodologii zwiazanej z wdrozeniem i wykonaniem
wstepnych badan z zastosowaniem mikrometod w analizie mikrozanieczyszczefi i
biomarkeréw, wnioskuje o wyréznienie. Zaprezentowane podejscie ma nie tylko walory
poznawcze, ale réwniez utylitarne, poniewaz stanowi skuteczne, szybkie narzedzie w
monitorowaniu mikrozanieczyszczefi: uwalniaych do $ciekow podczas oczyszczania oraz



obecnych w wodach powierzchniowych stanowigcych odbiorniki dla odprowadzanych
Sciekow.

Dodatkowo chciatabym nadmienié, ze mgr Bozena Fenert w latach 2014-2021 brata
udziat jako wspétautor w opracowaniu wynikéw badan w 9 recenzowanych artykutach
naukowych zwigzanych z dyscypling inzynieria §rodowiska, gérnictwo i energetyka. Wg bazy
Scopus h-indeks wynosi 3 a liczba cytowan opublikowanych prac wynos 13. Oznacza to, ze
prowadzone przez Doktorantke badania naukowe jak i ich efekty ciesza sie zainteresowaniem
w kraju i za granica.
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