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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ
Pani mgr inz. Agnieszki Kozlowskiej
pt.: Biopaliwa jako srodowiskowe zagrozenie zdrowia — analiza wlasciwosci mutagennych i
cytotoksycznych ekstraktow organicznych wybranych mieszanek biodiesla

Przedlozona mi do oceny praca doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Kozlowskiej stanowi
zwarte opracowanie liczace 181 stron, zawierajace 33 rysunki i 31 tabel. Praca doktorska zostala
przygotowana w jezyku polskim, a jej struktura jest standardowa 1 charakterystyczna dla prac
doktorskich. Opracowanie podzielono na nastepujace rozdzialy: wstep (poswiecony klasyfikacji
biopaliw, metodom ich otrzymywania, charakterystyce zanieczyszczen emitowanych ze spalania
biopaliw oraz ich wplywu na srodowisko i zdrowie ludzi, monitoringowi biologicznemu oraz testom
stosowanym w badaniach negatywnego oddzialywania ksenobiotykow), cel pracy, materiaty 1 metody
(obejmujace charakterystyke biologicznego materiatu badawczego. charakterystyke ekstraktow
organicznych z réznych mieszanek biopaliw, badania mutagennosci i cytotoksycznosci ekstraktow
organicznych oraz zastosowane metody statystyczne)., wyniki, dyskusja, wnioski, wykaz
piSmiennictwa oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Opracowanie stanowi logicznie
skonstruowang calos¢, pozwalajgca na ocene spojnosci badan i sformulowanie syntetycznych
wnioskow. Opis doswiadczen jest wystarczajaco szczegdtowy (a nawet zbyt szczegdtowy), aby mozna
bylo oceni¢ strone doswiadczalna. Literatura przedmiotu jest bardzo dobrze dobrana. Autorka
wybrata 246 pozycji. nie ograniczajac sie do prac najnowszych. Jezyk pracy jest poprawny, a zakres
przeprowadzonych badan oraz dyskusja i wnioski przedstawione sa klarownie. Cel pracy zostal
sprecyzowany jasno i konkretnie. Tres¢ zalozen, rozumowan i wnioskéw jest jednoznaczna i stad
dobrze zrozumiata. Praca od strony edytorskiej jest bardzo starannie opracowana, a uklad graficzny i
rozplanowanie tekstu zasluguja na bardzo dobra ocene.

Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest ocena whasciwosci mutagennych i cytotoksycznych
ekstraktow organicznych z fazy czasteczkowej, generowanej podczas spalania wybranych mieszanek
biopaliw do silnikow Diesla. Problematyka podjeta przez Doktorantke jest bardzo aktualna, wazna i
ciekawa, zarowno z poznawczego punktu widzenia jak rowniez z punktu widzenia praktycznego
wykorzystania uzyskanej wiedzy do projektowania nowych biopaliw. bezpieczniejszych dla zdrowia

czlowieka i srodowiska.



Zanieczyszczenie powietrza atmosferveznego jest w  obecnych czasach jednym z
powazniejszych problemdéw wspotezesnej cywilizacji. a jego zrodlem sa glownie procesy niepetnego
spalania zwiazkow organicznych i wysokotemperaturowe procesy spalania i1 przerobki paliw
kopalnianych. Spalanie i przerobka paliw kopalnianych prowadzi natomiast do znacznej emisji gazow
cieplarnianych. a w konsekwencji do zmian klimatycznych. W zwiazku z tym. jak najbardziej
zrozumiala jest pilna potrzeba poszukiwania nowych paliw o duzym potencjale redukcji dwutlenku
wegla. Uwaza sie. ze takie warunki moga spelnia¢ biopaliwa. Chociaz biopaliwa obecnie uzywane sa
w stosunkowo niewielkim stopniu w Europie (7%). Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady
(UE) 2015/1513 z dnia 9 wrzesnia 2015 roku zaklada stopniowe zwiekszanie ich udzialu. az do
uzyskania 20% w 2020 roku i zastepowanie biopaliw | generacji biopaliwami I generacji. Niestety,
pomimo tych zalecen. problemem. ktory nie zostal wciaz dostatecznie zbadany i1 rozwiazany jest
toksycznos¢ emisji gazowych i czasteczkowych. generowanych podczas spalania biopaliw. Chociaz
ich ilos¢ moze by¢ czesciowo redukowana za pomoca filtrow czastek statych i katalizatorow. obecnie
brak jest wiedzy na temat zaleznosci pomiedzy zawartoscia i rodzajem biokomponentu w biopaliwie. a
jego skladem chemicznym, toksycznoscia oraz potencjalnym zagrozeniem dla zdrowia ludzi |
srodowiska. Wlasnie powyzszej problematyki dotyezy przedstawiona mi do oceny praca doktorska.

Autorka postawita sobie cztery zasadnicze cele:

1. przygotowanie probek organicznych ekstraktow ze spalania oleju napgdowego i mieszanek o
roznym skladzie procentowym biokomponentu oraz poddanie ich analizie chemicznej,

2. okreslenie jakosciowego i ilosciowego skladu zanieczyszczen odpowiadajacych za toksyczne
wlasciwosci badanych biopaliw,

3. zbadanie efektu mutagennego organicznych ekstraktow ze spalania wybranych biopaliw przy
uzyciu testu Amesa w wariancie z aktywacja oraz bez aktywacji metabolicznej.

4, zbadanie cytotoksycznosci organicznych ekstraktow ze spalania wybranych biopaliw przy uzyciu
testu Trypan Blue oraz testu MTT.

Przedmiot badan stanowilo szes¢ rodzajow paliw: BO (100% olej napedowy). B100 (100%
FAME, metylowe estry kwasow tluszczowych), B7 (mieszanka w skladzie 7% FAME + 93% olej
napedowy), B15 (mieszanka w skladzie 15% FAME + 85% olej napedowy). B30 (mieszanka w
sktadzie 30% FAME + 70% olej napedowy) oraz HVO3( (mieszanka w sktadzie 30% uwodornionych
olejow, HVO + 70% olej napedowy. Powyzsze paliwa i ich mieszanki spalano w kontrolowanych
warunkach, aby uzyska¢ probki pvtow ze spalin do badan fizykochemicznych i biologicznych. Nalezy
zwrocié uwage na fakt i doceni¢, ze zachowano kontrolowane warunki spalania. Ten Kkluczowy
czynnik jest czesto pomijany w badaniach. chociaz wiadomo. ze rodzaj silnika, warunki jego pracy i
rodzaj paliwa wplywaja istotnie na toksycznos¢ spalin. Nastepnie, uzyskano organiczne ekstrakty ze
spalania wybranych paliw i ich mieszanek. co zostalo szczegdlowo opisane w rozdziale Materialy |
Metody. W ekstraktach oceniono emisje 13 wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych oraz

6 nitrowych pochodnych wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych. ktére ulegly adsorpcji
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na czastkach stalych. generowanych podczas spalania réznych mieszanek biopaliw w silniku Diesla.
Organiczne ekstrakty zostaly nastepnie wykorzystane w badaniach mutagennosci i cytotoksycznosci.
ktére w mojej ocenie stanowia glowna i najciekawsza czes¢ rozprawy doktorskiej. W celu zbadania
mutagennosci organicznych ekstraktow Doktorantka zastosowata mikroptytkowy test AMESA bez
udziatu 1 z udzialem aktywacji metabolicznej (=S9). Materialem badawczym do powyzszego testu
byty 3 szczepy bakterii: Salmonella typhimurium TA98, Salmonella typhimurium TA100 i Salmonella
tvphimurium Y G1024. Materiatem do badan cvtotoksycznosci organicznych ekstraktow byta linia
makrofagow mysich RAW264.7. ktére zostaly wvkorzystane w 2 testach: w tescie zywotnosci
komorek. polegajacym na ocenie zdolnosci zahamowania wchianiania do komorek biekitu trypanu
oraz w tescie MTT, umozliwiajgcym pomiar aktywnosci przemian energetycznych w mitochondriach
traktowanych komorek. Powyzsze metody zostaly dobrane w sposob adekwatny do postawionych
celow badan.

Wyniki uzyskane przez Doktorantke, dotyczace fizykochemicznych whasciwosei organicznych
ekstraktow wykazaty, ze nitrowe pochodne wielopierscieniowych weglowodoréw aromatveznych
obecne byly jedynie w ekstraktach organicznych ze spalania oleju napedowego B0 oraz ze spalania
biopaliw B7. B100 i HVO30. Nie stwierdzono ich w ekstraktach ze spalania biopaliwa B15 i B30.
Najwieksza ich ilos¢ zawieral ekstrakt organiczny ze spalania oleju napgdowego BO. Moja uwage
zwrocil fakt. ze pomimo identyeznej zawartosci biokomponentu w biopaliwie B30 (biopaliwo [
generacji) i HVO30 (biopaliwo II generacji). warunki do tworzenia nitrowych pochodnych
wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych okazaty sie bardziej sprzyjajace podczas
spalania biopaliwa HVO30. niz B30. Proba wyjasnienia tego zjawiska przez Doktorantke. jak rowniez
tego, dlaczego nie stwierdzono nitrowych pochodnyeh wielopierscieniowych  weglowodordw
aromatycznych w ekstraktach ze spalania biopaliwa B15 i B30. bylaby niezwykle interesujaca. Wyniki
dotyczace zawartosci wiclopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych w badanych ekstraktach
wykazaly, ze byta ona uzalezniona od rodzaju paliwa. Calkowita zawartos¢ wielopierscieniowych
weglowodorow aromatycznych byvla najwyzsza w ekstrakcie organicznym ze spalania biopaliwa B30.
Najnizsza zawartos¢ wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych stwierdzono w przypadku
ekstraktu organicznego ze spalania biopaliwa B7. Uzyskane wyniki wykazaly ponadto, ze w
ekstraktach organicznych ze spalania biopaliw HV030, B30 oraz B100 wystepowaly znaczne ilosci 3-
pierscieniowego fenantrenu oraz 4-pierscieniowego fluorantenu, pirenu i chryzenu. Emisja
najlzejszych wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych — acenaftenu i fluorenu, ktére
wnosily najwigkszy wklad do sumy emitowanych wielopierscieniowych  weglowodorow
aromatycznych, byta nizsza dla paliw z dodatkiem FAME. w poréwnaniu do czystego oleju
napedowego, z wyjatkiem niewielkiego wzrostu dla paliwa B30. Zawartos¢ ciezszych
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych, takich jak fenantren, antracen, fluoranten czy
piren byta zdecydowanie nizsza w ekstrakcie organicznym ze spalania biopaliwa B7, w poréwnaniu

do oleju napedowego, przy czym ich zawartos¢ wzrastala dla paliw BI5 i B30 i HVO30.



Wskazywaloby to na fakt, ze w miare wzrostu udziatu biokomponentu w biopaliwie zwigksza si¢
sumaryczna ilos¢ niektorych wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych. Wyniki uzyskane
przez nasza grupe w trakcie realizacji projektu FuelHealth wykazaly przeciwna zalezno$c, wskazujaca
na zmniejszanie sie sumarycznej i indywidualnej ilosci wybranych wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych wraz ze wzrostem udziatu biokomponentu w biopaliwie. Rozbieznos¢
w uzyskanych wynikach pokazuje po raz kolejny. jak znaczny wplyw na ilos¢ emitowanych czastek
statych i zaadsorbowanych na nich wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych ma
pochodzenie i jakos¢ biopaliwa, rodzaj silnika. jego obciazenie. Srednia predkos¢ oraz warunki
zimnego rozruchu silnika.

Kolejnym, bardzo ciekawym aspektem badan Doktorantki byla analiza aktywnosci
mutagennej scharakteryzowanych ekstraktow. Wyniki uzyskane dla szczepu TA98 dla wariantu bez
aktywacji metabolicznej (-S9) pokazaly. ze we wszystkich badanych ekstraktach zaobserwowano
zalezny od dawki wzrost aktywnosci mutagennej. Najnizsza aktywnos¢ mutagenng stwierdzono w
przypadku ekstraktu ze spalania biopaliwa HVO30. a najwyzsza dla ekstraktu ze spalania biopaliwa
B15. Analiza poréwnawcza aktywnosci mutagennej poszezegolnych ekstraktow ze spalania biopaliw
do czystego oleju napedowego wykazata 3—krotny spadek efektu mutagennego w przypadku HVO30.
ponad 2-krotny w przypadku biopaliwa B7 oraz 1.2-krotny w przypadku biopaliwa B30. Nieco nizsza
wartos¢ aktywnosci mutagennej wykazano dla tego samego szczepu w przypadku wariantu z
aktywacja metaboliczna (+S9). Szczep TA100 byt mniej wrazliwy na mutagenne dziatanie ekstraktow
organicznych ze spalania biopaliw anizeli pozostale dwa badane. Ekstrakty organiczne ze spalania
biopaliw HVO30 i B7 charakteryzowaly si¢ najwyzszymi efektami mutagennymi dla tego szczepu,
zaréwno w wariancie bez aktywacji. jak i z aktywacja metaboliczna. W przypadku szczepu YG1024.
najbardziej mutagennym okazal si¢ ekstrakt uzyskany ze spalania oleju napgdowego (B0). Po
zastosowaniu frakcji mikrosomalnej S9 zaobserwowano znaczny spadek aktywnosci mutagennej
badanych probek. Ciekawi mnie jak Doktorantka tlumaczy réznice w mutagennosci probek w
zaleznosci od fazy S9 ?

Otrzymane w niniejszej pracy wyniki wykazaly ponadto cytotoksyczne dziatanie badanych
ekstraktow organicznych. Najsilnigjsze dzialanie cytotoksyczne wykazano dla organicznego ekstraktu
ze spalania biopaliwa HVO30. nieco nizsze dla biopaliw B15. B30 oraz czystego oleju napedowego
BO. Z badanych mieszanek tylko organiczny ekstrakt ze spalania biopaliwa B7 nie wywotal efektu
eytotoksyeznego dla linii komorkowej makrofagow mysich. Organiczny ekstrakt ze spalania 100%
biopaliwa w niewielkim stopniu zahamowal aktywnos¢ metaboliczng makrofagow RAW264.7.
Reasumujac, uzyskane wyniki testu MTT wykazaly. iz niskie dawki wszystkich badanych ekstraktow
nie powodowaly drastycznych zmian w metabolizmie komorek makrofagow. Natomiast. wraz ze
wzrostem zastosowanej dawki stwierdzono obnizanie aktywnosci metabolicznej makrofagow mysich.
Pewna moja watpliwo$¢ budzi fakt zamiennego stosowania przez Doktorantke pojecia ..aktywnos¢

metaboliczna™ i ..proliferacja komorek™. Oczywiscie. te pojecia s3 w pewnym stopniu ze soba
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powigzane, jednak nie zawsze obnizenie aktywnosci metabolicznej musi by¢ rownowazne obnizeniu
proliferacji komorek. Tym bardziej. ze zastosowany test MTT dedykowany jest do oceny aktywnosci
metabolicznej, a nie proliferacji.

Podsumowaniem uzyskanych wynikow jest analiza statystyczna zaleznosci pomigdzy
badanymi parametrami. Ta czgs¢ pracy jest niezwykle interesujaca, poniewaz pozwala, przynajmniej
czeéciowo, na poznanie przyczyn roznej toksycznosci badanych ekstraktow. Nie zaglebiajac sig¢ w
szczegoty uzyskanych wynikow analiz statystycznych mozna stwierdzi¢, ze zroznicowana zawartosc i
rodzaj wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych oraz ich nitrowych pochodnych miaty
znaczacy wplyw na zroznicowane wlasciwosci mutagenne i cytotoksyczne badanych ekstraktow.

Podsumowujac. wyniki pracy sa spdjne. wzbudzaja wysoki stopien zaufania czytelnika i
poszerzaja w istotny sposob wiedze na temat mutagennych i cytotoksycznych wiasciwosci wybranych
biopaliw I i Il generacji. W opinii recenzenta stanowia one niezwykle istotny wkiad do osiagnig¢
naukowych w Polsce i na $wiecie. Pewien mgj niedosyt budzi brak proby wyjasnienia komorkowych,
biochemicznych i/lub molekularnych mechanizmow zaobserwowanych efektow biologicznych,
szczegdlnie w odniesieniu do komorek ssakow. Mysle, ze wspomniana problematyka moglaby byc¢
ciekawym aspektem przyszlej pracy naukowej Doktorantki.

Powyzsze uwagi/watpliwosci nie wplywaja na moja wysoka oceng rozprawy doktorskiej Pani
mgr inz. Agnieszki Kozlowskiej. Oceniajac calosc recenzowanej rozprawy nalezy uznac, iz jest ona
swiadectwem duzej pracowitosci Doktorantki i bardzo dobrej znajomosci podjetego tematu. Zarowno
zawarto$¢ merytoryczna rozprawy, jak i sposob analizy wynikow swiadcza o dojrzalosci naukowe;j
oraz dobrym warsztacie badawczym i w peini uzasadniaja ubieganie si¢ o stopient doktora. Rozprawa
spetnia warunki okreslone wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreslonym w ustawie z dnia 14.
marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule z zakresu sztuki (Dz. U. Nr 65,
poz. 59. Dz. U. z 2005 nr 164, poz. 1365 oraz Dz. U. z 2011 r. nr 84. poz. 455), zatem wnioskuje o

dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Koztowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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