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Recenzja pracy doktorskiej
Mgr inz. Agnieszki Koztowskiej
pt. Biopaliwa jako srodowiskowe zagrozenie zdrowia
- analiza wiasciwosci mutagennych i cytotoksycznych ekstraktow organicznych wybranych

mieszanek biodiesla

Promotor: Dr hab. Lucyna Kapka-Skrzypczak, Prof. IMW.

Biodiesel to paliwo przeznaczone do napedzania silnikbw wysokopreznych, potocznie
zwanych silnikami Diesla. Zawiera w swym skfadzie biologiczny komponent w postaci

metylowych estrow kwasow ttuszczowych (FAME - ang. Fatty Acid Methyl Esters) lub

uwodornionych olejéw roslinnych (HVO - ang. Hydrotreated Vegetable Oil). FAME, otrzymywane
jest gtdbwnie poprzez transestryfikacje olejéw roslinnych. HVO to paliwo uzyskiwane na drodze
katalitycznej hydrogenacji, podczas ktorej usuwany jest tlen i wigzania nienasycone ze struktur
triacylogliceroli. Za stosowaniem biodiesla przemawiajg argumenty ekonomiczne np. aktywizacja
terendw wiejskich i zagospodarowanie nieuzytkdw rolnych, mozliwos¢ czesciowego
uniezaleznienia energetycznego kraju od importu ropy naftowej oraz argumenty ekologiczne jak
brak zanieczyszczen powietrza zwigzkami siarki. Jednakze wtasciwosci techniczne biodiesla takie
jak: duza lepkos¢, podwyzszona gestosc, nizsza lotnos¢, szybsze zuzycie aparatury wtryskowej
silnikdw, niska odpornos¢ na utleniania mikrobiologiczne w czasie przechowywania czy
zwiekszona emisja tlenkow azotu (NOx), a takze zamarzanie przy kilku stopniowym mrozie,
stawiajg tego rodzaju paliwa w niekorzystnym sSwietle. Nie bez znaczenia jest wptyw spalin
biodiesla na organizmy zywe. Spaliny te stanowig mieszanine niebezpiecznych zwigzkdw, ktére ze
wzgledu na sktad (duza ilos¢ wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych, WWA i ich
nitrowych pochodnych, NWWA) posiadajg wtasciwosci mutagenne i rakotwodrcze. Najnowsze
silniki wysokoprezne wykorzystujg np. roztwor mocznika wtryskiwany do uktadu wydechowego w
celu usprawnienia neutralizacji toksycznych zwigzkow zawartych w spalinach. Majac na uwadze
niekorzystny wptyw spalin diesla na organizmy zywe, podjety przez doktorantke cel badan, ktére
oceniaty witasciwosci mutagenne organicznych ekstraktdow wybranych mieszanek biodiesla oraz
analizowaty ich oddziatywania na metabolizm komérkowy, wydaje sie jak najbardziej stuszny.

Dysertacja ma typowy ukfad dla tego typu prac, sktad sie z 183 stron. Wstep pracy jest
poprzedzony spisem tresci oraz wykazem stosowanych skrotow. Na szczegdlne uznanie
zastuguje nienaganna szata graficzna dysertacji, ktéra utatwia skoncentrowanie uwagi czytelnika
na tre$ci zawartej w tekscie, nie wywotujac frustracji, ktéra mogtaby wystgpic¢ wﬂprzypadku
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bataganu panujgcego na stronach. Zwraca uwage réwniez nieczesto spotykana forma
umieszczania piSmiennictwa w stopce kazdej strony, co na pierwszy rzut oka moze wydawac sie
niepotrzebne, jednak przy czytaniu tekstu znacznie utatwia natychmiastowe siegniecie do artykutu
zrédtowego. Po wstepie, ktdérego zwienczeniem jest podanie celu i zakresu pracy, znajduje sie
rozdziat Materiat i metody, nastepnie Wyniki, Dyskusja oraz Wnioski. PiSmiennictwo zawiera 246
pozycji wsréd ktorych najstarsza jest z 1975 roku, a najnowsza z 2018. Na uwage zastuguje
sieganie przez Doktorantke do roznorakich Zzrddet, nie tylko artykutdw opublikowanych w
czasopismach (polskich oraz zagranicznych), ale tez do ksigzek, aktow prawnych lub
niepublikowanych materiatow udostepnionych przez uczelnie. Dysertacja zakoriczona jest spisem

tabel, spisem rysunkow oraz streszczeniami w jezyku polskim i angielskim

We Wstepie Doktorantka w sposob szczegdtowy charakteryzuje biopaliwa, metody ich
otrzymywania oraz rodzaje testow wykorzystywanych do oceny emisji biopaliw. W dalszej czesci
Autorka charakteryzuje zanieczyszczenia emitowanych biopaliw oraz ich potencjat
genotoksyczny, a takze testy biologiczne stosowane w badaniach negatywnego oddziatywania
ksenobiotykéw. Zawarte w tym rozdziale tresci w sposob przystepny i wystarczajgcy nakreslajg
problem badawczy. Catos¢ jest ubogacona rycinami oraz tabelami. Nastepnie Autorka formutuje
Cel i zakres pracy ktorym byta ocena wiasciwosci mutagennych wybranych ekstraktow
organicznych mieszanek biodiesla z wykorzystaniem mikroptytkowego testu Amesa oraz
dokonanie analizy aktywnosci biologicznej w kontekscie ich oddziatywania na metabolizm
komodrkowy makrofagow mysich RAW 264.7, a w perspektywie — na organizm ludzki. Badania
podzielono na 4 etapy; przygotowanie i analiza probek biopaliw i oleju napedowego, okreslenie
jakosciowego i ilosciowego skfadu zanieczyszczen, badania efektu mutagennego organicznych
ekstraktow przy uzyciu krotkoterminowego testu Amesa oraz badania cytotoksycznosci
organicznych ekstraktéw biopaliw za pomoca testu MTT z wykorzystaniem linii makrofagow
mysich. W rozdziale Materiat i metody Doktorantka na wstepie podaje, iz badania sfinansowano
w ramach projektu badawczego NCN, w ktdérym Autorka jest gtbwnym wykonawca.

Przedmiotem badan byto sze$¢ rodzajow paliw, wsrdd ktérych wchodzity; olej napedowy,
metylowe estry kwasow ttluszczowych, mieszanki ww. zwigzkdw w réznych proporcjach oraz
mieszanka w sktadzie uwodornionych olejdw z olejem napedowym. Prébki ze spalin diesla i
mieszanek biodiesla pobierano na stanowisku do wytwarzania i badania spalin na hamowni
podwoziowej w Laboratorium Badan Emisji Spalin Instytutu Badan i Rozwoju Motoryzaciji
BOSMAL w Bielsku Biatej. Po uzyskaniu ekstraktow z analizowanych spalin dokonano oznaczenia
13 wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych metoda HPLC zgodng z normg PN-
Z-04240-5:2006. Zawartos¢ wybranych nitrowych pochodnych wielopierscieniowych
weglowodordéw aromatycznych wykonano metoda chromatografii gazowej z detektorem mas. Do
badania mutagennosci zastosowano test Amesa i wykorzystano szczepy bakterii Salmonella
typhimurium TA98, TA100 i YG1024. Doktorantka charakteryzuje nastepnie procedury
zastosowane w trakcie oceny cytotoksycznosci organicznych ekstraktow mieszanek biodiesla. W
tym przypadku zastosowano wspomniane poprzednio mysie makrofagi RAW264.7,' a jako test

N\

e

|



wykorzystano test zahamowania wchtaniania btekitu tryptanu oraz test MTT. Rozdziat Materiat i
Metody nie budzi merytorycznych watpliwosci. Na uwage zastuguje zrdznicowanie
zastosowanych metod badawczych zastosowanych przez Doktorantke oraz bardzo szczegodtowe
ich opisanie, wraz z umieszczeniem rycin i zdje¢ pokazujgcych poszczegolne etapy
doswiadczenia. Nastepnie Autorka przedstawia uzyskane Wyniki. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze potencjat mutagenny badanych ekstraktow biopaliw oraz czystego oleju
napedowego byt wysoki, a najwyzszym z nich charakteryzowaty sie ekstrakty zawierajgce 15% i
30% biokomponentu rzepakowego. Test Amesa wskazat na obnizenie aktywnosci mutagennej
mieszanek z dodatkiem biokomponentéw uwodornionych olejéw roslinnych, w poréwnaniu do
oleju napedowego. Niemniej jednak stwierdzono, ze mieszanka ta zawiera w swoim sktadzie
znaczng ilo$¢ amin aromatycznych i nitrowych pochodnych wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych o dziataniu bezposrednim (bez dodatku frakcji mikrosomalnej S9) na bakterie
Salmonella typhimurium szczepu YG1024, ktére moga stanowi¢ zagrozenie dla ludzi ze wzgledu
na tatwos$¢ wchtaniania trucizn przez uktad oddechowy i mozliwos¢ wystagpienia szybkiego
dziatania toksycznego. Najnizszg mutagennoscig dla organizmow zywych charakteryzowat sie
biodiesel z 7% zawartoscig biokomponentu rzepakowego. Natomiast cytotoksycznosc
ekstraktéw organicznych z biodiesla dla komodrek makrofagdbw mysich wzrastata wraz z
zawartoscig biokomponentu w sktadzie mieszanki. W podsumowaniu, Autorka stwierdzita, ze
narazenie na spaliny z biodiesla moze prowadzi¢ do powstawania mutacji w komérkach, co z
kolei w konsekwencji moze potencjalnie przyczynia¢ sie do indukcji procesu nowotworowego.

W Dyskusji Autorka w sposob syntetyczny dokonuje analizy otrzymanych wynikdéw na tle danych
literaturowych, ttumaczac pojawiajace sie niekiedy rozbieznosci pomiedzy wynikami badan
réznych autoréow. W rozdziale Wnioski Doktorantka w sposéb klarowny podsumowuje uzyskane
wyniki w sposéb wyczerpujacy odpowiadajgc na postawione posrednio cele pracy.

W podsumowaniu warto zaznaczyC, iz praca pomimo swojej obszernosci, jest dobrze
przygotowana pod wzgledem edytorskim, stanowi zwartg cato$¢, napisana jest przystepnym
jezykiem oraz jest nienaganna pod wzgledem graficznym, co znacznie utatwia jej czytanie.

Z obowigzku recenzenta chciatbym zwréci¢ uwage na kilka drobnych niejasnosci, na ktére
natkngtem sie podczas czytania dysertacji.

- Rysunek 2 przedstawiajgcy cykl biodiesla jest spolszczong wersja ryciny ogodlnodostepnej w
Internecie, dlatego tez w Autorka powinna podaé¢ w legendzie adres zZrodta elektronicznego
ewentualnie z adnotacjg ,w modyfikacji wiasnej”, a nie jedynie stwierdzenie ,opracowanie
wtasne”.

- Numeracja pismiennictwa podana w tekscie i stopkach stron nie pokrywa sie z numeracja
podang na koncu dysertacji. Wynika to z tego, iz powtarzajgce sie pozycje pojawiajgce sie w
stopkach za kazdym razem uzyskujg nowy numer. Jest to pewna niedogodnoscig podczas
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sprawdzania, czy wszystkie pozycje literaturowe zawarte w rozdziale Pismiennictwo sg
umieszczone w tekscie.

- Rysunek 7 zawiera schemat przygotowania rozcienczen na ptytce 24-dotkowej, a nie jak
podano na ptytce 96-dotkowej.

Wszystkie przedstawione uwagi nie maja wptywu na ogdlng bardzo wysokg ocene
dysertacji, ktéora w konsekwentnie zaplanowanych i przeprowadzonych badaniach osiggneta
postawiony cel. Zaréwno zawartos¢ merytoryczna rozprawy jak i dorobek naukowy Doktorantki
swiadczg o dojrzatosci naukowej mgr inz. Agnieszki Koztowskiej i w petni uzasadniajg ubieganie
sie o stopien doktora. Dysertacja pt. Biopaliwa jako srodowiskowe zagrozenie zdrowia — analiza
wtasciwosci mutagennych i cytotoksycznych ekstraktow organicznych wybranych mieszanek
biodiesla stanowi ciekawy i istotny wktad do badan nad wptywem spalin na powstawanie mutacji
komorkowych, mogacych w konsekwencji przyczynia¢ sie do indukcji procesu nowotworowego.
Rozprawa odpowiada warunkom stawianym pracom doktorskim i spetnia wymogi stawiane pracy
doktorskiej okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz 595) z pdzniejszymi
zmianami. Dlatego tez wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Wsi im. Witolda Chodzki
w Lublinie o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Koztowskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Ze wzgledu na zaréwno warto$¢ merytoryczng pracy jak i bogaty warsztat
badawczy wnioskuje o wyrdznienie niniejszej dysertaciji.
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