Wydziat Inzynierii Srodowiska i Energetyki

Katedra Ochrony Powietrza
Dr hab. inz.

UCZELNIA .
polgtlggri:gtka BADAWCZA Wioletta Przystas Prof. PS

Gliwice, 4.01.2024 r.

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Misiolek

pt. ,Proces biocementacji gruntéw z wykorzystaniem bakterii ureolitycznych”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Pawla Popielskiego, prof. PW i
promotor pomocniczej dr Katarzyny Affek

Formalna podstawa pracy

Niniejsza recenzja zostala opracowana na podstawie pisma Przewodniczacego Rady Naukowej
Dyscypliny Inzynieria Srodowiska, Gornictwo i Energetyka Politechniki Warszawskiej, Pana Prof.
dr hab. inz. Tomasza Wisniewskiego (z dnia 28.11.2023), o powolaniu mnie decyzjg Rady
Dyscypliny z dnia 21 listopada 2023 r. (Uchwata 110/11/2023), na recenzenta w przewodzie
doktorskim mgr inz. Katarzyny Misiolck.

Celowos¢ podjecia tematu

Tematyka przedstawiona w rozprawie dotyczy poprawy wlasciwosci fizykochemicznych gleb
lekkich (piaszczystych) dzieki wykorzystaniu bakterii ureolitycznych pozyskanych lokalnie
z roznych matryc srodowiskowych. Wciaz rosnace zapotrzebowanie na materialy wykorzystane
podczas roznych etapow budowy, a takze koniecznos¢ wykorzystania réznorodnych terenow,
wigze si¢ z ich odpowiednim przygotowaniem, co stanowi narastajacy problem i ma ogromne
konsekwencje dla srodowiska. Jednym z podstawowych probleméw jest odpowiednia stabilizacja
podioza pod budownictwo, czyli zmiana wilaSciwosci wytrzymalosciowych gruntow. Jest to
podstawg do stalego poszukiwania efektywnych i tanich metod poprawiajacych wiasciwosci
gruntéw bez nadmiemego uzycia chociazby cementu.
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Biocementacja, ktora jest tematem rozprawy doktorskiej przedstawionej przez Panig mgr inz.
Katarzyne¢ Misiofek, wpisuje si¢ zatem dobrze w tematyke geotechniki. Biorgc pod uwage fakt
wykorzystania naturalnych zdolno$ci mikroorganizméw do stabilizacji gruntow piaszczystych,
praca ta dobrze wpisuje si¢ w trendy badawcze w zakresie inzynierii Srodowiska, w szczegélnosci
w ostatnich latach. Tematyka podj¢ta przez badaczke w pracy jest jak najbardziej aktualna,
a wyniki pracy moga zosta¢ w przysziosci wykorzystane w opracowaniu malo inwazyjnych metod
poprawy jakos$ci gruntow.

Ogolna charakterystyka rozprawy

Przedstawiona do recenzji praca obejmuje 196 stron maszynopisu, w tym 16 tabel w czgsci glownej
pracy, 36 rysunkow, 42 fotografie i 3 obszemne zalgczniki, w ktorych zaprezentowano wyniki analiz
granulometrycznych, wyniki badaf wytrzymatosci na Scinanie i badaf sktadu fazowego XRD.
W dobry sposéb ilustruja one uzyskane osiagnigcia. Do pracy zalaczono réwniez zdjgcia
z mikroskopu SEM.

Bibliografia obejmuje w rzeczywisto$ci 77 pozycji (jedna pozycja zostata nie w pelni zapisana
w spisie bibliografii — pozycja 59 taczy w sobie dwie). Sposrod nich 3 to wykorzystane
w badaniach normy, 6 stanowig strony internetowe.

W ramach pozostalych 68 pozycji znajduja si¢ monografie (w tym jedna zagraniczna
i 8 ksigzek/skryptow polskich), pozostate publikacje to artykuly w tym 62 to pozycje wydane po
roku 2000 (prawie 60% stanowia pozycje wydane w roku 2015 1 pdZniej). Jedna z publikacji to
publikacja wlasna autorki. Wérod pozycji literaturowych znalazla si¢ réwniez jedna pozycja z lat
50-tych (pozycja 41) i jedna z roku 1973 (pozycja 44). Biorac pod uwagg aktualnos¢ stosowanych
obecnie metod oznaczania aktywnosci ureazy czy tez wykorzystania tego typu organizméw wydaje
sig, ze nalezaloby, szczegolnie w przypadku pozycji 44, odnies¢ si¢ rowniez do nowszych zrodel.
Nalezy jednak podkresli¢, ze mimo tych dwoch powotan, dobér pozycji wskazuje, ze badaczka na
biezaco $ledzi literatur¢ naukowa w zakresie omawiane]j tematyki.

Recenzowana rozprawa ma charakter do§wiadczalny i w tym zakresie ma wlasciwg konstrukcje.
Struktura pracy jest logiczna i zwarta.

Po krotkim wprowadzeniu badaczka zaprezentowala przeglad aktualnego pismiennictwa
stanowigcy odpowiednic uzasadnienie podejmowanej problematyki badawczej. W kolejnosci
oméwiono podstawowe zasady procesu biocementacji, w tym reakcje jakie zachodza
w $rodowisku pod wplywem dzialania bakterii ureolitycznych, a takze znaczenie tego procesu we



wzmacnianiu gruntu oraz materialéw konstrukcyjnych. Rozdzial ten konczy przeglad literatury
dotyczgcy mozliwych sposobow identyfikacji mikroorganizméw aktywnych w  procesie
biocemnetacji, ktore zostaly przez autorkg zastosowane. Zawarte w tej czgsci pracy informacje
w zwiezly sposob wskazuja na znajomos$¢ tematyki 1 warsztatu, jaki badaczka wykorzystala
w trakcie prowadzonych analiz.

W rozdziale 2 przedstawiono teze pracy 1 zwiazany z nig cel gtowny jakim bylo okreslenie
przydatnosci bakterii ureolitycznych pozyskanych ze srodowiska naturalnego, a dokifadniej na
terenie wojewddztwa mazowieckiego, do efektywnej stabilizacji gruntu. W dalszej czgsci
rozdziatu opisano zakres badan mikrobiologicznych i geotechnicznych.

Rozdzial trzeci dotyczy metodyki badawczej i zostal podzielony na kilka czgsci tematycznych.
W pierwszej czgsci opisano metodyke badan mikrobiologicznych, w tym sposob izolacji
mikroorganizméw ureolitycznych ze srodowisk — ujeto tutaj m.in. zroédla pochodzenia szczepow
srodowiskowych, sposob izolacji, a dokladniej procedur¢ i stosowane w jej trakcie podloza
hodowlane, przyjete wytyczne stuzace selekcji szczepow wykorzystanych do dalszych badan,
a takze metody identyfikacji bakterii w oparciu o badania mikroskopowe, biochemiczne i techniki
molekularne. W tej czesci opisano rowniez metodyke okreslania aktywnosci enzymatycznej
dotyczacej enzymu ureaza, w tym rowniez w odniesieniu do wykorzystanego w badaniach szczepu
referencyjnego Sporosarcina pasteurii. Drugi podrozdziat opisywal metodyke badawcza z zakresu
geotechniki. Okreslono w nim jaki rodzaj gruntu wybrano i dlaczego, jakie metody stosowano
w celu okreslenia skladu granulometrycznego i parametrow fizykochemicznych, takich jak
wskaznik porowato$ci czy stopnia zageszczenia. Nastgpnie opisano podioza stosowane do
biocementacji 1 sposob ich aplikacji oraz pomiar parametréw wytrzymalosciowych
zbiocementowanego gruntu (spojnos¢ i kat tarcia wewngtrznego). Na uwage zasluguje tu
w szczegblnosci stworzenie systemu pozwalajacego na szybsza analize parametrow dzigki
stworzeniu skrzynki drukowanej w 3D, za pomocg ktérej mozna uzyskaé wyniki podobne do
skrzynek oryginalnie stosowanych w aparatach bezposredniego scinania, co pozwolito badaczce
uniknaé zmian struktury probek badawczych jednoczesnie rzetelnie oceni¢ zmiany analizowanych
parametrow w probkach inukulowanych mikroorganizmami. W ramach tej cz¢sci pracy znalazl sig
rowniez opis analizy struktury zbiocementowania piasu z wykorzystaniem dyfraktometrii
rentgenowskiej (XRD), mikroskopu S$wietlnego czy wreszcie skaningowego mikroskopu
swictlnego.

Oryginalne osiggnigcia rozprawy zaprezentowano w rozdziale 4. Doktorantka przedstawila w nim
wyniki badan w podziale jaki zastosowano podczas prezentacji metodyki, zatem obejmujace



wpierw iloéé wyizolowanych szczepow, a nastgpnie wyselekcjonowanie 4 najbardziej aktywnych
ureolitycznic oraz ich identyfikacj¢ za pomocg testow API i z zastosowaniem metod
molekularnych. Wyraznie wskazano na dominacj¢ wéréd wyizolowanych mikroorganizmow
szczepow bakterii z rodzaju Bacillus. Nastgpnie dokonano poréwnania aktywnos$ci wyizolowanych
szczepow ze szczepem referencyjnym. Druga czg$¢ tego rozdziatu przedstawiata wyniki badan
z zakresu geotechniki, w tym sklad granulometryczny gruntu, gesto$¢ objetosciows, wskaznik
porowatosci gruntu 1 stopien zaggszczenia przed wprowadzeniem inokulum 1 podioza.
W podrozdziale 4.2.4 przedstawiono wspomniane powyzej parametry (bez porowatosci), dla
probek poddanych biocementacji obserwowane po 10, 20 i 40 dniach prowadzenia procesu. Ta
cze$é pracy obejmuje rowniez porOwnanie wytrzymalosci na $cinanie probek w ramach obu
zastosowanych do analiz skrzynek (oryginalnej i drukowanej). Rozdzialy 4.2.6 i 4.2.7 dotycza
poréwnania wynikow $cinania gruntéw odpowiednio przed i po cementacji. W kolejnym rozdziale
(4.7.8) przedstawiono wyniki badan probek z wykorzystaniem dyfraktometrii rentgenowskiej oraz
badan mikroskopowych.

W rozdziale 5 pracy, zatytutowanym dyskusja wynikow, w zwarty sposob poréwnano wyniki
analiz mikrobiologicznych uzyskane réznymi metodami, opisano rowniez na podstawie literatury
mozliwe znaczenie réznych gatunkéw bakterii w procesie biocementacji. Zestawiono rowniez
wyniki badan geotechnicznych z wynikami aktywnosci ureazy. Zestawiono wyniki badan
wytrzymato$ciowych uzyskane z lokalnie wyizolowanymi szczepami z wynikami dla szczepu
referencyjnego, o najwyzszej aktywnosci ureolitycznej sposréd wszystkich analizowanych.
Wyniki analiz porownano z otrzymanymi przez innych badaczy wskazujac, ze odbiegaja one
znaczaco od doniesien literaturowych, bowiem wszystkie zacytowane przez Autork¢ prace
wskazuja na wzrost zarowno kata tarcia wewngtrznego jak i spojnosci gruntu, natomiast przy
zastosowaniu wyizolowanych z terenu woj. mazowieckiego szczepéw obserwowano jedynie
wzrost drugiego z parametrow.

Cze$é badawczg rozprawy konczy rozdzial podsumowujacy osiggnigecia pracy, przedstawiony
w postaci 11 wnioskow, w ramach ktérych Doktorantka podkreslita m.in. ze:

-istnieje mozliwoé¢ pozyskania szczepow ureolitycznych z terenow zurbanizowanych, przy czym
dominujaca grupe stanowia tutaj szczepy zaliczane do bakterii z rodzaju Bacillus;

-zastosowana procedura pozwolila zwigkszy¢ warto$¢ spojnosci gleby, szczegolnie w przypadku
piasku drobnego;



- wartoéci wytrzymato$ci na $cinanie oraz no$nosci gruntu moga ulega¢ wahaniom (w tym
znaczacym spadkom), w gruntach poddanych biocementacji mimo potwierdzonej zaréwno
badaniami skladu fazowego XRD jak i SEM obecnosci kalcytu migdzy ziarnami.

W tej czeSci pracy badaczka stwierdzila, ze teza przez nig zakladana byla shuszna, jednak badania
nalezy kontynuowaé, poniewaz na chwile obecna uzyskane wyniki nic pozwalajg na zastapienic
konwencjonalnych metod wzmacniania gruntu metoda zaprezentowang w pracy.

Powyzsze rozdzialy sa poprzedzone wstgpem i streszczeniami w jezyku polskim i angielskim.

Merytoryczna ocena rozprawy wraz z uwagami i zagadnieniami do dyskusji

Prace, jako calo§¢, oceniam pozytywnie. Analiza stanu wiedzy, poparta badaniami wlasnymi
Doktorantki, stanowi dobrg podstawe do podjecia dalszych wyzwan naukowych. Tematyka
podjetych badan jest aktualna, a uzyskane rezultaty dostarczaja cennych informacji dotyczacych
potencjalnego wykorzystania lokalnych szczepéw mikroorganizméw w biocementacji gruntow.
Na szczegdlng uwage zashiguje:

- udowodnienie, Ze w procesie biocementacji mozna wykorzysta¢ mikroorganizmy o lokalnym
pochodzeniu, ktére w odpowiednich warunkach moga sprzyjac tworzeniu kalcytu cementujgcego
grunt,

- wykazanie, ze dzieki zastosowaniu bakterii mozna zwigkszy¢ spojnos¢ gruntdéw, szczegolnie
w przypadku piaskow drobnych,

- stworzenie systemu opartego o druk 3D, ktéory pozwala na szybkg i dokladna analize
wytrzymaltosci na scinanie szeregu probek w sposob wiernie odzwierciedlajacy wyniki uzyskane
za pomoca oryginalnych skrzynek.

Zastosowana w pracy metodyka jest jak najbardziej aktualna i zostala dobrze opracowana,
w logicznej sekwencji planowanych doswiadczen, potwierdzajac dobre przygotowanie Pani mgr
inz. Katarzyny Misiolek do realizacji badan naukowych.

W pracy dostrzezono nieliczne przypadki bledow redakcyjnych, interpunkcyjnych i pojedyncze
niewlasciwe sformulowania, jednak nie umnigjszajg one wartosci pracy. Niektore z nich
przytoczono ponize;j.




Uwagi, w tym o charakterze dyskusyjnym:

- Na stronie 7 pracy przedstawiono podsumowanie w jezyku angielskim. Cel jaki podano w wersji
angielskojezycznej nie jest tozsamy z celem przedstawionym w wersji polskiej streszczenia, co
nalezaloby poprawic.

- W tej samej czeSci pracy wymieniono grupg bakterii ,uratolytic”. W przypadku pozniejszej
publikacji wynikow nazewnictwo dotyczace bakterii nalezaloby zweryfikowac.

- Na stronie 12 (2 akapit od dotu) pojawia si¢ stwierdzenie, ze proces tworzenia si¢ weglanu wapnia
zalezy od dostepnosci miejsca zarodkowania. Prosze o przyblizenie dokladniej zjawiska 1 jego
Znaczenia.

- Str. 13 - opis podany w akapicie pierwszym nie zgadza si¢ z zacytowang ponizej reakcjg
oznaczong numerem 3. Jak zatem wyglada prawidlowy etap procesu?

- Na stronie 15 by¢ moze warto rozwazy¢ inny zapis wzoru 8 —moze by¢ on nieco mylacy dla osob
nie zajmujacych si¢ ta tematyka,

- Na str. 21 przy opisie fotografii brak opisu co oznacza symbol +.

- W pracy zastosowano jako szczep referencyjny Sporosarcina pasteurii — nalezatoby rozwazy¢
podanie kolekeji i symboli przypisanych w kolekeji juz w ramach rozdziatu 3.1, kiedy opisuje sig
wykorzystane mikroorganizmy. Obecnie znajduje si¢ on dopiero 5 stron dalej, czyli na stronie 30,
zamiast na 25.

- Prosze o wyjasénienie, dlaczego probki do izolacji mikroorganizméw pochodzity z glebokosci 1-
2 m i dlaczego probki pobrano wlasnie z wykopéw, a nie powierzchni ziemi? Co decydowato
o miejscach poboru? Wsrod probek znalazly sig tez dwie probki wody. Prosze o przyblizenie metod
poboru probek, w szczegolnosci w przypadku probek wody.

- Na stronie 28 fotografia 9 miala na celu pokaza¢ bakterie o aktywnosci ureolitycznej. By¢ moze
dobrym wyjéciem, obrazujgcym zmiany zachodzace w podiozu, byloby pokazanie rownoczesnie
plytek kontrolnych.

- Na str. 30 wymieniono posiew glebinowy — powinno by¢ wgl¢bny, albo tez metoda plytek tartych.
- Przy podawaniu skrétow podlozy (np. TSB i TSA wymienione na str. 30) nalezaloby skroty
rozwing¢ i podaé sklad podlozy, badz tez ich producenta.

- Str. 31 — Jak powinien by¢ przedstawiony zapis dotyczacy pomiaréw absorbancji? Czy
rzeczywiscie pomiar absorbancji wykonano w rozdzielczosci 690 nm?

- Str. 32 w przypadku aktywnosci enzymatycznej nie stosujemy pojecia ilosci. Nalezy rownicz
zweryfikowaé opisy symboli w ramach wzoru 9 — nie s to probki, a absorbancje wykazywane
przez odpowiednie probki.



- Na str. 33 pojawia sie¢ dos¢ niefortunne sformutowanie, zc piasck jest szeroko opisywany
w literaturze jako odpowiedni material do obserwacji procesu biocementacji — powolano si¢
jedynie na dwie pozycje.

- W pracy pojawia si¢ niewlasciwa odmiana stosowana w przypadku podlozy mikrobiologicznych.
W zapisach m.in. na stronie 38 w tytule podrozdziatu powinno by¢ L. mn. podlozy nie podloz.

- W opisie metodyki hodowania mikroorganizméw podano, ze probki byly wstrzasane (str. 38).
Jakie byly parametry wytrzasania procz temperatury utrzymywanej podczas hodowli? W metodyce
pracy ponadto, Ze stosowane sg rézne temperatury - przy izolacji i hodowli wstrzasanej w zakresie
36-37 °C, a potem 20 i 26 °C. Proszg o wyjasnienie skad taki dobodr temperatur na réznych ctapach
badan?

- W opisie wynikow badan (str. 48) pojawia si¢ proba wyjasnienia zjawiska znacznego
wytwarzania przetrwalnikow bakterii zanieczyszczeniem gruntu z jakiego izolaty pochodzily.
Prosz¢ o wyjasnienie skad takie domniemanie? Tym bardziej, ze zostato ono powielone na str. 92
w rozdziale dotyczgcym dyskusji wynikow.

- W tabelach 7 i 8 zamieszczonych na str. 59 pracy znajduja si¢ po dwie wartosci dla kazdego
pomiaru. Co to za wartosci i z czego one wynikaja? Ma to szczegdlne znaczenie, poniewaz
w przypadku stopnia zaggszezenia rozpigtosé migdzy wartosciami dla piasku Sredniego jest od 0,5
do 3.4.

- Analiza mikroskopowa SEM przedstawiona od str. 85 zostala zaprezentowana dla szczepu
referencyjnego i szczepow B 1 C. Dlaczego tylko dla tych szczepéw? Zalacznik obejmujacy analizy
mikroskopowe pokazuje 3 szczepy srodowiskowe (trudno jednak okresli¢ ktory jest ktory) oraz
szczep referencyjny.

- Niejasny jest dla mnie zapis akapitu drugiego na stronie 95 dotyczacego Szczepow B i C. Prosze
o wyjasnienie co badaczka miata na mysli.

- Na str. 97 w 2 linijce od gory pojawit si¢ zapis pielegnowano, ktéry raczej nie jest wlasciwym
w zakresie mikrobiologii. Nalezatoby go zastapi¢ innym, przyj¢tym w mikrobiologii wyrazeniem.
- W pracy pojawiaja si¢ znaczne wahania parametrow analizowanych po 20 dniach, w stosunku do
dnia 10 czy 40 (tab. 151 16). Czy Autorka pracy ma jakie$ wyjasnienie tego zjawiska?

- Biorgc pod uwage, ze wyniki uzyskane przez badaczke sa odmienne od tych uzyskanych przez
innych autoréw, jakim parametrem nalezaloby sie zdaniem Doktorantki kierowa¢ przy ocenie
procesu biocementowania — wartoscig kata tarcia czy warto$cig spojnosci?

- Nalezy poprawi¢ zapisy powolan przytoczone w pozycjach 41 1 44 na stronie 114 w Bibliografii.
Prosz¢ o zweryfikowanie zapiséw, bowiem nie podaja one pelnych informacji o publikacjach.



- W ramach cytowan stron internctowych nalezaloby poda¢ doktadniej odnos$nik do strony
zapisanej jako: https://naukapolska.pl w chwili obecnej podana strona nie istnieje, co nie pozwala

w zaden sposob zweryfikowac tresci podanych na tej stronie.

Po zapoznaniu sie z calo$cia pracy nasuwaja si¢ rowniez dwa dodatkowe pytania:

- Czy wykonano analize statystyczna, ktora pozwalalaby lub zaprzeczata korelacji migdzy
aktywnos$cig ureolityczng poszczegdlnych szczepéw a wynikami wytrzymatosci na Scinanie
gruntéw?

- Czy w opinii doktorantki procz zastosowania w stabilizacji gruntéw pod budownictwo mozna
zastosowaé podobne zabiegi w celu ograniczenia erozji gleb podatnych na ten proces?

Podsumowujac merytoryczng ocen¢ pracy i poruszang problematyka badawcza uwazam, ze
stanowi logiczny uktad dobrze zaplanowanego procesu badawczego. Doktorantka wykazata si¢
dobra znajomos$cig tematyki badawczej, a zdefiniowane problemy badawcze w pracy zostaly
zrealizowane zgodnic z zalozeniami i stanowia cenny dorobek Autorki. Wychwycone braki, uwagi
i komentarze nie wplywaja na calosciowa, pozytywna oceng¢ pracy.

Whiosek koncowy
Oceniajac przedstawiong do zrecenzowania rozpraw¢ doktorska pragne podkresli¢ nastepujace jej
walory:

1. Zasadnos¢ podjetej tematyki badawczej i sposéb jej realizacji,

2. Znajomos¢ i umiejetno$¢ przedstawienia aktualnego stanu wiedzy w tej tematyce,

1. Odpowiedni dobdér metod analitycznych i ich wykorzystanie, a takze zwiegzle 1 wladciwe

interpretowanie ztozonych zjawisk.

W pracy badaczka wykazala si¢ wiedzg interdyscyplinamng, a praca stanowi istotny dorobek
Doktorantki i znaczacy wkiad w rozw¢j inzynierii Srodowiska.

Stwierdzam zatem, Ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny
Misilek zatytulowana ,Proces biocementacji gruntéow 2z wykorzystaniem bakterii
ureolitycznych” spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez obowigzujace
ustawowe przepisy (Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce t.j.
Dz.U. z 2020 r. poz.85, z pézn. zm.), a takze ze doktorantka na podstawie przeprowadzonych
badan wykazala si¢ ogélna wiedza teoretyczng oraz umieje¢tnoscia samodzielnego



prowadzenia badan naukowych. W zwiazku z tym wnosze o dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora oraz dopuszczenie do

publicznej obrony pracy.
—
Dr hab. inz. \Emfetta Przystas Prof. PS
Spehagpmmatt




