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RECENZIA
pracy doktorskiej mgr inz. Jolanty Rygaty pt.:

,Biofilmy w instalacjach wodnych i strategie antybiofilmowe z zastosowaniem polimerow

krzemoorganicznych”

1). Podstawa prawna recenzji

Recenzja zostata napisana na podstawie decyzji {dnia 25.04.2023 r.) Rady ds. Stopni Naukowych
Politechniki tédzkiej w dyscyplinie nauki chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia zywnosci i
zywienia oraz zlecenia Dziekana Wydziatu Inzynierii Procesowej Politechniki tédzkiej prof. dr hab. inz.

Grzegorza Wielgosinskiego.
2). Informacje ogodlne

Pani mgr inz. Anna Jolanta Rygata jest absolwentka i wieloletnim pracownikiem Politechniki tédzkiej.
Podczas swojej pracy zawodowej opublikowata 12 prac w czasopismach posiadajgcych wspétczynnik
wplywu IF, 26 w pozostatych czasopismach, 39 komunikatéw na konferencjach krajowych i
zagranicznych, 3 wspoétautorskie patenty oraz 19 zdeponowanych sekwencji nukleotydowych w bazie
GenBank NCBI. Dane bibliometryczne Jej dorobku to: IFz021= 44,426; sumaryczna liczba punktéw MEIN
= 1460, indeks H = 6. Za swojg aktywnos$¢ zawodowaq zostata wyrdzniona 5 Nagrodami Rektora
Politechniki todzkiej, Odznakg Zastuzonej dla Politechniki tédzkiej i Brazowym Medalem za dtugoletnig

stuzbe.

Promotorem pracy doktorskiej jest prof. dr hab. inz. Dorota Kregie! z Politechniki tédzkiej i prof. dr
hab. inz. Anna Kowalewska z Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN. Praca jest z

dyscypliny naukowej inzynieria chemiczna i dziedziny nauki inzynieryjno-techniczne. Na rozprawe



doktorska sktada sie zbiér 5 publikacji oraz komentarz liczacy razem z dokumentacjg 155 stron. Do

komentarza dotgczona jest ptyta CD z publikacjami.

Temat pracy jest bardzo wazny, dotyczy zapewnienia bezpiecznej mikrobiologicznie jakosci wody
przeznaczonej do picia. $rodowisko wodne stwarza dobre warunki do rozwoju mikroorganizmow,
ktorych aktywno$é stwierdza sig nawet w systemach dystrybucji wody, bedacej ubogim srodowiskiem
w substancje biogenne i zabezpieczonej przed wtérnym skazeniem dezynfektantem. Dotychczasowe
badania wykazujg, ze w systemie stale bytuja saprofity oraz oportunistyczne patogeny stwarzajac

potencjalne zagrozenie dla zdrowia konsumenta.

Doktorantka przyjefa za cel swojej pracy wazne zadanie, oceng stanu mikrobiologicznego na réznych
etapach dziatann technologicznych w procesie oczyszczania wody, izolacje i identyfikacje bakterii
dominujacych w wodzie oraz ocene zdolnosci adhezyjnych izolatow. Innowacyjnym celem badawczym
jest ocena dziatania antydrobnoustrojowego i antybiofilmowego polimeréw krzemoorganicznych o
roznej budowie i rozpuszczainosci w wodzie, funkcjonalizowanych za pomocg N-acetylocysteiny

zwigzanej kowalencyjnie z matrycg polimeru.
Zakres pracy obejmuje:

—  Ocene stanu mikrobiologicznego wéd technologicznych w przemysle spozywczym;

— Izolacje i identyfikacje genetyczng bakterii heterotroficznych stanowigcych najczesciej
wystepujgce zanieczyszczenie wody;

—  Ocene zdolnosci adhezyjnych izolatéw bakteryjnych do wybranych materiatéw abiotycznych;

—  Otrzymanie materiatéw polimerowych o roznej budowie przestrzennej zawierajacych N-
acetylocysteine;

—  Ocene aktywnosci antybakteryjnej i antybiofilmowej otrzymanych funkcjonalizowanych
polimeréw;

—  Ocene skutecznoéci eradykacji dojrzatych biofilmow bakteryjnych przez hybrydowe materiaty

polimerowe.

3). Ocena osiaggnie¢ naukowo-badawczych stanowiacych przedmiot rozprawy doktorskiej

3.1.Kregiel Dorota, Rygata Anna. 2006. Aeromonas and Pseudomonas as indicators of bacterial
colonization in water distribution systems. Ochrona przed Korozjg, 9s/A/, 197-200, (MEIN
= 40) ( udziat R.A. 60%).

Badania dotyczyly mikrobiologicznej oceny czystoéci wody pochodzacej z uje¢ gtebinowych, nie

poddawanej procesowi chlorowania. Obserwacje prowadzono przez okoto 1 rok. Woda spetniata



wymagania sanitarne wg Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia (MZ). Badania wykazaty, ze poziom bakterii
heterotroficznych (HPC) w zaleznosci od temperatury ulegal sezonowym zmianom. W miesigcach
letnich, w temp. > 22°C liczba bakterii rodzajow Aeromonas sp. i Pseudomonas sp. wzrosta do poziomu
2,4x10? jtk/100ml. Po dezynfekcji chlorem (1mg/l) bakterie jeszcze byty obecne (w mniejszej ilosci) co
wynikato z ich odpornosci na czynniki dezynfekcyjne. Bakterie z rodzajow Aeromonas sp. i
Pseudomonas sp. naleza do bakterii potencjalnie chorobotwdrczych i prekursordw adhezji. Niestety
bakterie te nie s3 ujete w wytycznych MZ, a wiec nie sg oznaczane w wodzie przeznaczonej do picia.
Przeprowadzone badania i uzyskane wyniki sg oryginalne oraz pionierskie. Wskazujg one na
prawdopodobne przyczyny niekontrolowanego wzrostu mikroorganizmdéw w rozwinietej sieci
wodociggowej, szczegblnie w miejscach zmiany predkosci przeptywu wody. Dlatego Doktorantka

zwraca uwage na konieczno$¢ monitorowania liczby HPC i ich identyfikacji.

3.2.Rygata Anna, Kregiel Dorota. 2019. Woda jako element programu HACCP. W:
Bezpieczeristwo wody. Problemy i wyzwania. Michalski R. (red.) Elamed Media Group,

Katowice, 49-56 ( udziat R.A. 80%).

Pozycja ta jest podrozdziatem rozdziatu | ksigzki pt. ,Bezpieczenstwo wody. Problemy i wyzwania”,
liczacej okoto 200 stron. Jest ona wynikiem wieloletniej aktywnosci Doktorantki w zakresie
bezpieczerstwa mikrobiologicznego wody i podejmowania w tym zakresie wspdlnych dziafan z
jednostkami branzowymi. W rozdziale tym Autorka scharakteryzowata wskazniki mikrobiologiczne,
fizykochemiczne i organoleptyczne wody do picia zgodne z aktualnymi wymaganiami prawnymi.
Réwnoczeénie w opracowaniu zostato podkreslone znaczenie wskaznika HPC w monitorowaniu
efektywnosci procesdéw oczyszczania i dezynfekcji wody przeznaczonej do picia. Pozycja ta jest
doskonatym uzupetnieniem wiedzy dotyczacej uregulowan prawnych obejmujgcych systemy
dystrybucji wody. W pracy wykazano rozbieznos¢ rozporzadzenia Ministra Zdrowia ze wskazaniami
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) dotyczgcymi koniecznosci stosowania kompleksowej metody
oceny i zarzadzania ryzykiem, obejmujacej wszystkie etapy dostarczania wody od ujecia do
konsumenta. Istota dobrego dziatania jest nie tylko wykrycie probleméw ale réwniez podijgcie dziatan

naprawczych.

3.3.Rygata Anna, Bertowska Joanna, Kregiel Dorota. 2020. Heterotrophic plate count for
bottled water safety management. Processes, 8, 6, 739, doi: 10.3390/pr8060739, (1F2020
= 2,847; IF2021 = 3,352; MEiN = 70) (udziat R.A. 60%)

W pracy przeprowadzono szczegdtowy monitoring mikrobiologiczny procesu produkcji wody

butelkowanej. Pobrano prébki z 6-ciu miejsc ciggu technologicznego. Dokonano izolacji i petnej



identyfikacji bakterii heterotroficznych (HPC). Do analizy mikrobiologicznej zastosowano metody
konwencjonalne, luminometrie i analize molekularng z wykorzystaniem rybosomalnego RNA.
Wykazano rodzaje mikroorganizméw oraz miejsca najbardziej narazone na powstawanie biofilmow
i/lub osadéw. Wyniki badan sg oryginaine i w duzym stopniu wyjasniaja rozwoj mikroorganizmow w
ciggu technologicznym. Praca jest wartosciowa i wskazuje na zachodzace zjawiska, ktore mogg by¢
pomijane np. w inzynierii $srodowiska. Szczegélnie wzbudza zainteresowanie fakt namnazania sig
mikroorganizméw w weile dezynfekeji UV. Niestety brakuje mi tutaj wyjasnienia dlaczego otrzymano
takie wyniki, ktére zaprzeczajg istocie prowadzonej dezynfekcji. W procesie dezynfekcji udziat biorg
promienie UV-C o dtugosci 254 nm uznawane za najskuteczniejsze. Konstrukcja lampy UV stwarza
mozliwoé¢ najsilniejszego promieniowania, tzn. o dtugosci 254 nm. Wyniki badan wskazuja, ze w
miejscu dezynfekcji zwigksza sig iloé¢ mikroorganizméw, ale juz w nastgpnym weile ciagu
technologicznego jest ich znacznie mniej, a niektérych w ogdle juz nie ma (coliforms), i jest to zbiornik
w ktérym nie prowadzony jest zaden proces oczyszczania, z dobrymi warunkami do rozwoju
mikroorganizméw. Natomiast w wyniku naswietlania promieniami UV ulega zniszczeniu zapis
genetyczny zostaje wiec zahamowany proces podziatu komérek. Oczywiscie dziatanie promieni UV jest
uzaleznione réwniez od dawki promieniowania i odpornosci poszczegélnych mikroorganizmow. W

zwigzku z tym mam nastepujace pytania do Doktorantki:

1. Prosze o interpretacje przyczyn wzrostu liczby bakterii w miejscu wystgpowania dezynfekcji.

2. Czy wzrost liczby bakterii w wezle dezynfekcji UV mégt nastgpi¢ w wyniku podwyzszenia
temperatury promieniami UV ?

3. W zbiorniku retencyjnym obserwuje si¢ zmniejszenie liczby mikroorganizmdéw a nawet
niektérych brak (coliforms). Czy to nie jest wynikiem zahamowania procesu podziatu komérek,
a wiec dziatania promieni UV ?

4. Czy ditlenek wegla podczas procesu butelkowania obnizyt (wyraznie) rozwoj bakterii czy moze

jest to rowniez skutkiem braku podziatu komérek ?

Oczywiscie jednoznaczne udzielenie odpowiedzi wymaga badan jak wptywa promieniowanie UV na
wzrost/ubytek mikroorganizméw z uptywem czasu. Zadaniem jednak tego wezta jest unicestwienie

mikroorganizméw (bakterii, pierwotniakéw, wirusow).

3.4. Nowacka Maria, Rygata Anna, Kregiel Dorota, Kowalewska Anna. 2018.
Poly(silsesquioxanes) and poly(siloxanes) grafted with N-acetylcysteine for eradicating mature
bacterial biofilms in water environment. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 172, 627—634, doi:
10.1016/j.colsurfb.2018.09.017, (IF2018 = 3,973; IF2021 = 5,999; MEIN = 100) (swoj udziaf szacuje
na 35%).



Praca zawiera opis oryginalnych materiatéw hybrydowych, ktérymi sg pochodne N-acetylocysteiny
(NAC) i polimerow krzemoorganicznych z grupy poli{siloksanéw i poli(silseskwioksanow). Substancje te
otrzymano prowadzac fotoinicjowanie addycji eno-tiolowej N-acetylocysteriny do wybranych
prekursorow polimerowych. Do oceny aktywnosci antybakteryjnej testowanych materiatéw

zastosowano trzy szczepy bakterii Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli i Staphylococcus aureus.

Badania wykazaty, e otrzymane hybrydowe polimery sg aktywnie biobojcze zaréwno wobec szczepow
bakterii Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich. Doktorantka dziatanie przeciwbakteryjne testowanych
materiatéw ttumaczy specyficzng tréjwymiarowq strukturg polimeréw oraz ich wiaéciwoséciami
fizykochemicznymi. Wynikiem danych badan jest m.in. Patent 235567 ,Zastosowanie polimerow
pochodnych N-acetylocysteiny”, w ktérym Doktorantka podaje spos6b ich otrzymywania i ich

zastosowanie.

3.5; Kregiel Dorota, Rygata Anna, Kolesiriska Beata, Nowacka Maria, Herc Agata Sabrina,
Kowalewska Anna. 2019. Antimicrobial and antibiofilm N-acetyl-L-cysteine grafted siloxane
polymers with potential for use in water systems. International Journa!l of Molecular Sciences, 20,
8, 2011, doi: 10.3390/ijms20082011, (IF2019 = 4,556; 1F2021 = 6,208; MEIN = 140) (swoj udziat

szacuje na 40%).

Z biofilmu wyizolowano 40 monokultur bakteryjnych wielokrotng technikg ptytkowa na agarze PCA.
Morfotypy byty zréznicowane i miaty $luzowaty wyglad. Byty to bakterie Gram-ujemne, z ktérych udato
sie wyselekcjonowac szes¢ bakterii. ldentyfikacja genetyczna przez sekwencjonowanie potwierdzona
danymi z bazy GenBabk wykazata, ze byly to Agrobacterium tumefaciens, Aeromonas hydrophila,
Citrobacter freundii, Enterobacter soli, Janthinobacterium lividum i Stenotrophomonas maltophilia.
Wyizolowane bakterie byty typowe dla wody. Nastepnie przeprowadzono oceng polimeréw z N-
acetylocysteing na wzrost biofilméw  wyizolowanych  bakterii Gram-ujemnych. Badania

przeprowadzono na kontrolnej ptytce szklanej.

Ostatecznie potwierdzono, ze NAC ma dziatanie przeciwdrobnoustrojowe i przeciw biofilmowi
tworzonemu przez wyizolowane bakterie Agrobacterium tumefaciens, Aeromonas hydrophila,

Citrobacter freundii, Enterobacter soli, Janthinobacterium lividum i Stenotrophomonas maltophilia.

Gram-ujemne szczepy, ktore sy coraz czedciej identyfikowane jako patogeny oportunistyczne. Co
ciekawe, te szczepy bakterii wykazaty zdolnoéé¢ do degradacji NAC w wodzie, co sugeruje, ze dziatanie

NAC w wodzie moze by¢ znacznie ograniczone z powodu dziatania enzymow wyizolowanych bakterii.



Doktorantka zwrdcita uwage na wazng zalezno$¢, ze wiasciwosci antybakteryjne i przeciwbiofilmowe
NAC s3 wieloczynnikowe, tj. zalezne od szczepu bakteryjnego i krytycznych warunkéw w srodowisku.
Badania nowych polimeréw hybrydowych otrzymanych przez szczepienie NAC (polimerow
poli(winylosilseskwioksany) i poli(metylowinylosiloksany) wykazywaty ich matg aktywnos¢
przeciwbakteryjng. Majg one jednak znaczng zdolnos¢ do eliminacji dojrzatych biofilmow. Te
nowatorskie érodki przeciwbakteryjne polimery sg obiecujgcymi $rodkami do strategii przeciwdziatania

w przemystowych instalacjach wodnych.
4). Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Podjety przez Doktorantke temat badawczy jest bardzo istotny dla inzynierii srodowiska, szczeg6lnie
dla instalacji wodociggowych oraz cieptowniczych. Niestety czestym zjawiskiem i jednoczesnie
problemem w eksploatacji sieci wodociaggowej, szczegdlnie rozlegtej jest okresowe pogarszanie sig
jakosci wody. Dzieje sig tak pomimo ciagtych rocznych kontroli Stacji Sanitarno-Epidemiologicznych. W
wyniku zmiany predkosci przeptywu, szczegdinie w godzinach nocnych, wahan ciénie i innych zjawisk
wytracajg sie osady, ktére stajg sie podtozem do rozwoju mikroorganizméw. Okresowo sie¢
wodociggowa poddawana jest wigc czyszczeniu, polegajagcym giéwnie na wyptukiwaniu zalegajacych
w niej osadéw. Geneza ich powstawanie jest oczywista i opisana przez Doktorantkg. Stosowana
dezynfekcja wody nawet silnymi dezynfektantami nie zawsze jest skuteczna, a nawet procesy
membranowe nie zapewniajg szczelnosci dla mikroorganizméw. Dlatego zaproponowane przez
Doktorantke rozwigzanie polegajagce na stosowaniu instalacji ~ wodnych nieprzyjaznych dla
mikroorganizméw jest oryginalne i stanowi alternatywne lub dodatkowe zabezpieczenie wody przed

wtornym jej skazeniem.

Przedstawione do oceny prace tworza tematycznie integralne opracowanie dot. biofilméw w
instalacjach wodnych. Doktorantka charakteryzuje innowacyjne metody eradykacji biofilmow, w tym
opatentowang metode wtasng. Wprowadzeniem do tematu badawczego jest cze$¢ pracy doktorskiej
nt. Geneza i cel pracy. Analizujgc zatgczone i bedace najwainiejsza czescig dysertacji publikacje,
stwierdzam, ze przyjety cel pracy zostat osiagniety. Prace sa oryginalne i wartosciowe, dowodem tego
jest wysoka punktacja tych prac i duze znaczenie czasopism w ktérych dane wyniki badan zostaty
opublikowane. Prace obok wartosci merytorycznych majg charakter utylitarny i wskazuja wazny
kierunek dalszych badan. Metodyka i wnioski z przeprowadzonych badan s3 przedstawione w
publikacjach. Stwierdzam poprawnos¢ formalno-jezykowsa, stylistyczng i interpunkcyjna. Literatura jest

aktualna, dobrze dobrana. Praca ma charakter rozwojowy, temat jest nowatorskii innowacyjny.



5). Wniosek korncowy

Zgodnie z obowigzujgcymi przepisami prawnymi {Dz.U. z 2011 r. poz. 455, Dz.U. z 2015 r. poz.249,
1767, Dz.U. z 2018 r. poz. 1669, Dz.U. z 2022 r. poz. 1117, Dz.U. z 2023 r. poz. 742) opiniowana
rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i prezentuje ogolng wiedze
teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie naukowej inzynieria chemiczna i dziedzinie nauki inzynieryjno-
techniczne. Wykazana jest umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowo-badawczej,
spetnione sg wiec wszystkie ustawowe wymagania. Mgr inz. Jolanta Rygata jest pracownikiem
naukowym, ktéry potrafi zdefiniowaé problem badawczy, opracowaé¢ metody jego rozwigzania i
zinterpretowa¢ otrzymane wyniki badan. Praca doktorska jest niewatpliwie interesujacym i
wartosciowym opracowaniem naukowym. W zwigzku z powyiszym wnosze do Rady ds. Stopni
Naukowych Politechniki tédzkiej o kontynuowanie postepowania w sprawie nadania mgr inz. Annie
Rygata stopnia doktora nauk techniczno-inzynieryjnych. Biorgc pod uwage dojrzatg koncepcje pracy
oraz osiggniecia merytoryczne udokumentowane wynikami badan, wnioskuje o wyrdznienie pracy

doktorskiej Pani mgr inz. Anny Rygafa.
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