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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Arnoldo Font Najera pt. ,Dynamics of occurrence and metabolic
activity of microorganisms involved in the removal of nutrients in urban sequential
sedimentation-biofiltration systems' (Dynamika wyst¢powania oraz aktywnos$¢
metaboliczna mikroorganizmdéw zaangazowanych w usuwanie biogenéw w miejskich
sekwencyjnych systemach sedymentacyjno-biofiltracyjnych), wykonanej w Katedrze
UNESCO Ekohydrologii i Ekologii Stosowanej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu £.6dzkiego, pod opiekg naukowg

prof. dr hab. Joanny Mankiewicz-Boczek

1. Zasadno$¢ doboru tematyki

Woda jest istotnym elementem $rodowiska przyrodniczego. Strefa klimatyczna, w
ktorej potozony jest nasz kraj, nalezy do rejonéw ubogich w opady atmosferyczne. Srednia
roczna suma opadéw wynosi na $wiecie 1000 mm, natomiast w Polsce 550-700 mm.
Dyspozycyjne zasoby wody w Polsce szacuje si¢ §rednio na 1600 m3/(mieszkanca - rok), czyli
trzykrotnie mniej w poréwnaniu ze $rednig europejskg i niemal pigciokrotnie mniej niz $rednia
$wiatowa. Dlatego tez, rozwijanie réznych metod retencjonowania opadoéw jest podstawowym

warunkiem zaspokojenia rosngcych potrzeb na wodg.
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Wraz z postepujgcymi zmianami klimatu problem gospodarowania wodami
deszczowymi staje si¢ coraz bardziej palacy, szczegdlnie na terenach zurbanizowanych.
Dziatania na rzecz ograniczenia wptywu cztowieka na klimat sg niewystarczajace, co skutkuje
ekstremalnymi zjawiskami pogodowymi, do ktérych mozna zaliczy¢ intensywne opady.
Podczas takich opadow infrastruktura miejska nie jest stanie zatrzymaé odpowiedniej ilosci
wody, a istniejgca kanalizacja burzowa jest niewystarczajgca pod wzglgdem przepustowosci,
co prowadzi do podtopien, a nawet powodzi miejskich. Szybki sptyw powoduje, ze zielen
miejska nie zatrzymuje wody w ilosci wystarczajacej do jej funkcjonowania. Jednoczesnie
wody opadowe zawierajg zanieczyszczenia takie jak: zwigzki biogenne, zawiesiny,
weglowodory, metale ciezkie, co powoduje problemy zwigzane z jakoscig wod w odbiornikach:
ciekach i zbiornikach wodnych. Adaptacja miast do takich zjawisk wymaga nowego podejscia,
zakladajgcego zatrzymanie wody opadowej, opOznienie jej sptywu 1 jednoczesne

podczyszczenie.

Jednym z prosrodowiskowych rozwigzan shuzacych retencjonowaniu i oczyszczaniu
wod opadowych jest zastosowanie oczyszczalni hydrofitowych, ktérych jedng z odmian sg
miejskie sekwencyjne systemy sedymentacyjno-biofiltracyjne, wybrane przez mgr Arnoldo
Font N4jera jako obiekt badan pracy doktorskiej. Oczyszczalnie hydrofitowe sg wzorowane na
systemach okres$lanych jako ,constructed wetland”, ktérych praca symuluje warunki
hydrauliczne oraz siedliskowe naturalnych ekosystemoéw bagiennych. Oczyszczalnie te sg od
wielu lat z powodzeniem stosowane do oczyszczania $ciekow deszczowych jak i1 sptywow

powierzchniowych w wielu krajach Europy jak i poza nig.

Systemy hydrofitowe majg szereg zalet, do ktorych naleza: prostota obstugi, mozliwosé
nierownomiernego doplywu $ciekdéw oraz niskie koszty inwestycji i eksploatacji w pordwnaniu
z urzgdzeniami konwencjonalnymi. Ponadto, naturalny wyglad umozliwia latwe
wkomponowanie obiektow w istniejgcy krajobraz. Wazg cechg systemow hydrofitowych, w
przeciwienstwie do tradycyjnych urzadzen biologicznych, jest brak wytwarzania osadow

$ciekowych oraz jednoczesne usuwanie zwigzkow biogennych a takze np. metali cigzkich. Z
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wad nalezy wymienié: potrzebe zlokalizowania obiektu na duzym terenie, trudnosci zwigzane
z adaptacjg roslin i potgczony z tym dtugi okres (dochodzacy do 3 lat) umozliwiajacy pelny

rozwoj ryzosfery a tym samym uzyskanie pelnej sprawnosci obiektu.

To wszystko potwierdza aktualno$¢ i trafno$¢ wyboru tematyki rozprawy
doktorskiej przez Pana mgr Arnoldo Font Nijera i jego promotora Panig prof. dr hab.
Joann¢ Mankiewicz-Boczek. Przedstawiona do oceny praca prezentuje wyniki badan,
ktorych celem byla jakos$ciowa i ilo§ciowa analiza bakterii aktywnych w obiegu fosforu i
azotu w miejskich sekwencyjnych systemach sedymentacyjno-biofiltracyjnych. Tematyka
badawcza jest bardzo interesujgca i wnosi nowe informacje do mikrobiologii
srodowiskowej i biotechnologii zwigzanej z drobnoustrojami biorgcymi udzial w

przemianach pierwiastkow biogennych.

2. Charakterystyka pracy

Pan mgr Arnoldo Font Néjera jako rozprawe doktorska, zgodnie z Ustawg z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 22003 r., poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) przedstawit jednotematyczny cykl publikacji
pt. Dynamika wystgpowania oraz aktywno$¢ metaboliczna mikroorganizmoéw zaangazowanych
w usuwanie biogenow w miejskich sekwencyjnych systemach sedymentacyjno-

biofiltracyjnych.

Na cykl publikacji sktadajg si¢ 3 prace opublikowane w renomowanych czasopismach
wyroznionych przez Jounal Citation Reports JCR posiadajacych IF (Ecological Engineering,

International Biodeterioration & Biodegradation, Scientific Reports).

Laczna warto$¢ Impact Factor artykulow opublikowanych w ramach osiagnigcia
naukowego Doktoranta to 11,584, a sumaryczna ilo§¢ punktow MNiSW, zgodnie z rokiem
opublikowania wynosi 380. Artykuly Doktoranta byly cytowane dwukrotnie w oparciu o
bazy Web of Science Core Collection i Scopus. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wptyw na ilo$é
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cytowan miat rok opublikowania artykulow, wchodzacych w sktad osiggnigcia (dwa z nich

opublikowano w roku 2021).

1. Font-Najera, A., Serwecinska, L., Szklarek, S., Mankiewicz-Boczek, J., 2020,
Characterization and comparison of microbial communities in sequential sedimentation-
biofiltration systems for removal of nutrients in urban rivers. Ecological Engineering, 149,
105796, doi.org/10.1016/j.ecoleng.2020.105796 (IF — 3,512, 100 pkt. MNiSW, wklad
Doktoranta - 40%);

2. Font Najera, A., Serwecinska, L., Szklarek, S., Mankiewicz-Boczek, J., 2021a. Seasonal
and spatial changes of N-transforming microbial communities in sequential sedimentation-
biofiltration systems-Influence of system design and environmental conditions. International
Biodeterioration & Biodegradation, 159, 105203 doi.org/10.1016/j.ibiod.2021.105203(IF —
4,074, 140 pkt. MNiSW, wkiad Doktoranta - 50%);

3. Font-Najera, A., Serwecinska, L., Mankiewicz-Boczek, J., 2021b. Culturable nitrogen-
transforming bacteria from sequential sedimentation biofiltration systems and their potential
for nutrient removal in urban polluted rivers. Scientific Reports, 11, 7448,
doi.org/10.1038/s41598-021-86212-3(IF — 3,998, 140 pkt. MNiSW, wktad Doktoranta -
50%).

Wszystkie publikacje sa wspoétautorskie, co jest typowe dla obszernych prac badawczych.
Do pracy zostaly dolagczone os$wiadczenia wspotautoréw publikacji. Procentowy udziat
Doktoranta w powstanie artykutéw zawierat si¢ miedzy 40 a 60%. Doktorant jest pierwszym
autorem oraz uczestniczyl w najwazniejszych etapach tworzenia artykutéw naukowych jak
pobieranie probek (1, 2), prowadzenie analiz laboratoryjnych (1, 2), przygotowanie przegladu
literatury (1, 2, 3) pisanie manuskryptu (1, 2, 3), korekta artykulu po recenzji (1, 2, 3) i

wizualizacja wynikow (1, 2, 3).

Na podkreslenie zasluguje fakt opublikowania przez Doktoranta dwoéch artykulow

o wysokiej liczbie punktéw MNiSW (140 pkt.) i IF przekraczajgcym 4.
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Jednotematyczny cykl publikacji, stanowigcy rozprawe doktorska, zostal poprzedzony
informacjami literaturowymi dotyczgcymi usuwania zanieczyszczen poprzez sekwencyjne
systemy sedymentacyjno-biofiltracyjne (SSBSs), roli drobnoustrojéw w usuwaniu biogenow i

mozliwosci wykorzystania mikroorganizméw w usuwaniu zwigzkow azotu.
Pan mgr Arnoldo Font Najera postawil dwie hipotezy badawcze:

1) Dynamika metabolicznej aktywnosci mikroorganizméw i liczebno$¢ bakterii
uczestniczgcych w transformacji biogenéw w SSBSs jest zalezna od warunkéw
$rodowiskowych obserwowanych w réznych porach roku oraz od réznych typow
konstrukcji SSBSs

2) Heterotroficzne bakterie wyizolowane z SSBSs maja potencjal biotechnologiczny dla

poprawy efektywnosci usuwania biogenow.

Do realizacji celéw Doktorant wykorzystat szereg metod badawczych obejmujacych
mikrobiologiczne techniki klasyczne (polegajace na hodowli i okresleniu biochemicznych cech
drobnoustrojow, w tym oparte na nowoczesnych systemach umozliwiajacych oceng profilu
metabolicznego populacji mikroorganizméw w probkach $rodowiskowych) i molekularne
(oparte na standardowej i prowadzonej w czasie rzeczywistym polimerazowej reakcji
tancuchowej, sekwencjonowaniu) oraz techniki stuzgce okresleniu zanieczyszczenia fizyko-

chemicznego badanych probek.

Materiat do badan zostal pobrany w pieciokrotnie w latach 2017-2018 z trzech réznych
SSBSs w ktorych zastosowano zroznicowane modyfikacje technologiczne. W skiad kazdego z
SSBSs wchodzg strefy sedymentacyjne, geochemiczne (zawierajace barier¢ wapienng lub
dolomitowg) i biofiltracyjne. Jeden z badanych SSBSs posiadat réwniez wydzielong strefg
denitryfikacji z weglem brunatnym jako zrédtem wegla dla drobnoustrojéw. Do badan
pobierano probki wody, osadéw dennych, wapienia lub dolomitu oraz wegla brunatnego.
Podstawowe parametry fizyko-chemiczne (temperature, st¢zenie tlenu i pH), mierzono w
wodzie powierzchniowej a stezenie substancji biogennych (N-NHa, N-NO2, N-NO3, TN, P-PO4

i TP) analizowano w wodzie powierzchniowej 1 interstycjalnej. W badaniach
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mikrobiologicznych probek wykorzystano (1) metod¢ CLPP (ang. Community Level
Physiological Profile approach) za pomocg Biolog Ecoplate™ do badania aktywnosci
metabolicznej mikroorganizmow, (2) PCR w czasie rzeczywistym w celu oszacowania
liczebno$ci organizméw prokariotycznych, bakterii nitryfikacyjnych i denitryfikacyjnych, z
wykorzystaniem odpowiednio genu 16S rRNA oraz kluczowych genéw funkcyjnych
zaangazowanych w procesy obiegu azotu, to jest amoA i nosZ, (3) sekwencjonowanie
wysokoprzepustowe do oceny roznorodnosci spotecznosci bakteryjnych w biofilmie
utworzonym na wapieniu i weglu brunatnym. Ponadto, z osadow powstalych w strefach
sedymentacyjnych badanych obiektow wyizolowano hodowalne bakterie heterotroficzne, ktore
scharakteryzowano pod katem zdolnosci do transformacji zwigzkow azotu w warunkach
laboratoryjnych na zdefiniowanych podtozach mikrobiologicznych. Izolaty badano réwniez

pod katem obecnosci genéw kluczowych dla transformacji zwigzkoéw azotu.

Testujac pierwszg hipotez¢ badawczg Doktorant wykazal, ze temperatura jest
jednym z najwazniejszych czynnikéw modyfikujgcych aktywnos¢ metaboliczng,
roznorodnosé¢ i liczebno$s¢ mikroorganizméw w badanych prébkach. Aktywnosé
metaboliczna mikroorganizméw byla wyzsza w cieplejszych porach roku. W przypadku
analizy zrdéznicowania czasowego zbiorowisk bakteryjnych, bakterie nitryfikacyjne byly
liczniejsze w okresie wiosennym a bakterie denitryfikacyjne wystepowaty liczniej w okresie
letnim, co potwierdzily dodatnie korelacje miedzy koncentracjg N-NHa, a liczbg kopii genu
amoA oraz migdzy stezeniem N-NO3, a liczbg kopii genu nosZ. Zgodnie z wynikami
przedstawionymi w dysertacji, kolejnym waznym czynnikiem modyfikujgcym zbiorowiska
mikroorganizméw byly modyfikacje technologii oczyszczania zastosowanej w SSBSs.
Biorgc pod uwage material skalny uzyty w strefach geochemicznych, aktywnos¢ metaboliczna
bakterii w biofilmie z dolomitu byla istotnie nizsza niz bakterii izolowanych z barier
zbudowanych z wapienia. Ponadto, stwierdzono statystycznie wyzszg liczebno$¢ bakterii
nitryfikacyjnych w strefie geochemicznej zbudowanej z uzyciem wapienia, w poréwnaniu do
barier dolomitowych 1 pozostatych stref SSBSs. Z kolei bakterie denitryfikacyjne

zaobserwowano w najwigkszej liczebnosci w biofilmie utworzonym na weglu brunatnym w
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strefie denitryfikacyjnej. Analiza zbiorowisk bakteryjnych wykazata, ze w strefie
geochemicznej z wapieniem bakterie transformujgce azot reprezentowane byly przez:
Commamonadaceae, Rhodobacter i Crenothrix a w strefie denitryfikacyjnej przez
Commamonadaceae, Flavobacteriaceae (Flavobacterium), Crenotrichaceae (Crenothrix) i
Rhodobacter. Stwierdzono takze, ze Rhodocyclaceae (a w szczegdlnosci Dechloromonas)

mogg braé udziat w usuwaniu fosforu.

Aby zweryfikowa¢ drugg hipotez¢ badawcza, mgr Arnoldo Font Nijera skupil si¢
nad charakterystyka dwoch, sposrod 150 ogélem wyizolowanych z SSBSs szczepow,
ktore, w warunkach laboratoryjnych, wykazywaly najwyzsza aktywno$¢ metaboliczng
wzgledem zwigzkow azotu. Byly to szczepy z gatunkow Citrobacter freundii i Pseudomonas
mandelii. Citrobacter freundii posiadal w swoim genomie geny napA/narG, dlatego zostat
zidentyfikowany jako reduktor azotanow. Ponadto byl on réwniez zdolny do usuwania z
podtoza hydroksyloaminy, co zostalo potwierdzone obecnoscig genu hao. W przypadku
szczepu Pseudomonas mandelii stwierdzono obecno$¢ wszystkich genéw zaangazowanych w
dysymilacyjng redukcje azotandw (narG, nirS, norB i nosZ), co wskazuje na to, iz jest to izolat

zdolny do denitryfikacji.

W skiad dysertacji wchodzg rowniez streszczenia w jezyku angielskim i polskim oraz
spis 81 pozycji literaturowych. Rozprawe zamyka opis pozostalego dorobku Doktoranta, do
ktorego mozna zaliczy¢ dwa artykuty naukowe opublikowane w czasopismach posiadajacych
IF (Biologia, Cellular and Molecular Biology oraz Microbial Ecology), uczestnictwo w 12
konferencjach naukowych w kraju i zagranicg, udzial w organizacji jednej konferencji krajowe;j

oraz jednorazowy udzial w warsztatach, Festiwalu Nauki i Szkole Letnie;.

3. Ocena rozprawy

Podjety przez Doktoranta problem badawczy jest istotny i aktualny, zwlaszcza w

obliczu nadchodzacych zmian klimatycznych, koniecznosci nabywania umiejgtnosci
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wilasciwego gospodarowania wodg oraz wykorzystania 1 oczyszczania wod opadowych.
Dlatego tez wiedza dotyczaca bakterii zwigzanych z cyklem biogenéw jest niezbegdna do

opracowania i ulepszenia istniejacych metod retencjonowania i oczyszczania wod opadowych.

Na podkreslenie zastuguje bardzo dobrze opanowany przez Doktoranta warsztat
badawczy obejmujgcy zaréwno techniki mikrobiologii klasycznej jak i molekularnej oraz
analizy bioinformatyczne. Zakres eksperymentow zostal zaplanowany prawidtowo,
odpowiednio do celow dysertacji. Pod wzgledem merytorycznym praca nie budzi zadnych
zastrzezen. Wyniki badaf zostaly opublikowane w renomowanych, wysoko punktowanych
czasopismach posiadajacych Impact Factor. Zbior tych prac zostat poprzedzony opracowaniem

w jezyku angielskim. Lektura jego tresci pokazuje, iz zbior prac jest spdjny tematycznie.

Doktorant wla$ciwie interpretuje wyniki badan oraz sprawnie porusza si¢ w literaturze
tematu, wlasciwie rozwigzujgc problemy badawcze i wyciagajac z nich logiczne wnioski,

ktore potwierdzajg zrealizowanie celéw tej pracy badawczej.

Do najwazniejszych osiggnie¢ mgr Arnoldo Font Najera, poza potwierdzeniem tez
postawionych w pracy, zaliczam:

. Podjecie badan dotyczacych bakterii zwigzanych z obiegiem biogenéw w miejskich

obiektach pozwalajacych na jednoczesne retencjonowanie i oczyszczanie wod

opadowych;

. Stwierdzenie koniecznosci wprowadzenia dodatkowego zrédta wegla w  strefie

geochemicznej w celu uzyskania wigkszej aktywnosci bakterii;
. Wskazanie wapienia jako preferowanego materiatu do budowy barier w SSBSs;

. Wyizolowanie uzytecznych biotechnologicznie szczepéw bakteryjnych, ktére moga

stuzy¢ do poprawy efektywnosci usuwania azotu w SSBSs.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska w postaci zbioru trzech artykutow

podlegata juz krytycznej ocenie przez recenzentow zgodnie z wymogami wydawniczymi
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czasopism, pozwole sobie jednak zamiesci¢ kilka pytan bedacych przyczynkiem do dyskusji na

obronie pracy:

1. DNA wyizolowane z probek bogatych w materi¢ organiczng jak np. probki osadéw
dennych czy Sciekdw zazwyczaj zawierajg duzg koncentracj¢ inhibitoréw reakcji PCR.
W artykule stanowigcym zatgcznik pierwszy do dysertacji (Font N4jera et al., 2020,
rozdziat 2.6) podano, ze do reakcji PCR uzyto az 75 ng DNA. Standardowa ilo§¢ DNA
w mieszaninie reakcyjnej wynosi okoto 20 ng. Czy, w zwigzku z tym, Doktorant

sprawdzal mozliwa inhibicje reakcji PCR?

2. Do testowania zwigzku miedzy parametrami srodowiskowymi a wystgpowaniem genow
zwigzanych z cyklem azotu (zaltgcznik drugi dysertacji, Font Najera et al., 2021a, rozdziat
3.4) wybrano korelacje Pearsona, jednak zatozono poziom istotnosci a = 0,1 zamiast

czesciej stosowanego 0,05. Czym byto spowodowane uzycie takiej wartosci a?
Jak zastosowanie mniejszego wspotczynnika wptynetoby na interpretacje wynikow?

3. W zalgczniku nr 3 w podrozdziale Conclusions Doktorant zaproponowat usuwanie
osadow z SSBSs w celu poprawy efektywnosci ich dzialania. W jaki, przyjazny dla
$rodowiska, sposéb mozna byloby wykorzysta¢ taki odpad?

4. Whniosek koncowy

Podsumowujgc mojg opinie stwierdzam, ze rozprawa Pana mgr Arnoldo Font N4jera pt.
Dynamics of occurrence and metabolic activity of microorganisms involved in the removal of
nutrients in urban sequential sedimentation-biofiltration systems, przedstawiona zgodnie z
Ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) w postaci
jednotematycznego cyklu artykutéw naukowych, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego w dyscyplinie nauki biologiczne i wskazuje na wysoki poziom wiedzy teoretycznej

Kandydata a takze na umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia przez Niego prac naukowych.
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Wobec tego przedktadam Komisji Uniwersytetu L.odzkiego do spraw stopni naukowych w

dyscyplinie nauki biologiczne wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pana mgr Arnoldo

Font Najera do publicznej obrony pracy doktorskie;.

Now:\e H@m

Olsztyn 18.08.2021 r. dr hab. inz. Monika Harnisz, prof. uczelni
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