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rozprawy doktorskiej mgr Marka Klimasza
pt. ,,Analiza tkankowa wybranych gatunkéw dzdzownic jako metoda szacowania
stezenia mikroplastiku w glebie”

Przedmiot recenzji

Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska mgr Marka Klimasza, pt. ,, Analiza tkankowa
wybranych gatunkéw dzdzownic jako metoda szacowania stgzenia mikroplastiku w glebie”, wykonana
pod kierunkiem dr hab, Anny Grobelak, profesor Politechniki Czgstochowskiej.

Oceniana w tej recenzji rozprawa ma by¢ podstawa do nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk
inzynieryjno-technicznych w dyscyplinie inzynieria §rodowiska, gérnictwo i energetyka. Recenzja
zostata wykonana w odpowiedzi na pismo Prodziekana ds. nauki Wydziatu Infrastruktury i Srodowiska,
Pana dr hab. inz. Pawla Mirka, prof, PCz, z dnia 18.03. 2025 roku (pismo RWIiS.BOD. 511.4.2025.1.1).

Podstawa formalna wykonania recenzji

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marka Klimasza, pt. ,,Analiza tkankowa wybranych
gatunkéw dzdzownic jako metoda szacowania stezenia mikroplastiku w glebie” zostata wykonana na
podstawie umowy zawartej pomiedzy Politechnikg Czgstochowska, z siedziba przy ul. JH.
Dabrowskiego 69, 42-201 Czestochowa, reprezentowang przez Prorektora ds. Nauki - prof. dr hab. inz.
Witold Elsner, Dziekana - dr hab. inz. Jurand Bien, prof. PCz, przy kontrasygnacie finansowej Kwestora
mgr inz. Magdaleny Krauze (z dnia 4 kwietnia 2025, znak RN-UC-30/25), a recenzentem pracy
doktorskiej - prof. dr hab. Joanna Kostecka, Uniwersytet Rzeszowski. Recenzja zostata opracowana na
bazie egzemplarza pracy doktorskiej, ktéra otrzymano wraz z umowa.

1. Przedstawienie podstawowyvch danych o kandydacie:

- data uzyskania tytulu magistra oraz nazwa jednostki organizacyjnej, w ktorej tytul ten zostal nadany;

Mgr Marek Klimasz w roku 2018 ukonczy! studia licencjackie UL na wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska (z praca pt. ,,Réznorodnosé gatunkowa wezy z rodzaju Morelia™); w roku 2021 uzyskat
tytul magistra na kierunku Biologia, w specjalizacji biologii stosowanej i molekularnej UL (praca
. Wplyw kadmu na aktywno$¢ S-transferazy glutationowej i peroksydacje lipidow w siewkach pszenicy
Triticum aestivum, w latach 2019-2021); w 2019 roku ukonczyl studia podyplomowe w kwalifikacji
Przygotowania Pedagogicznego Uczelni Nauk Spolecznych w Lodzi; w roku 2021 rozpoczat studia
w Szkole Doktorskiej Politechniki Czestochowskiej na Wydziale Infrastruktury i Srodowiska,
w dyscyplinie Inzynieria Srodowiska, Gérnictwo i Energetyka.

Prace doktorskg realizowano we wspoipracy z Jagiellofiskim Centrum Innowacji, w ktérym,
zgodnie z informacja doktoranta, wykonano pomiary mikroplastiku oraz analize jego zawartosci
w tkankach dzdzownic.

- informacja czy kandydat ubiegat si¢ uprzednio o nadanie stopnia doktora, w tym — o ile wynika
to z dokumentacji sprawy — informacja o przebiegu i zakonczeniu wezeSniejszego postepowania;
Nie wg dostarczonej dokumentacji

- przebieg pracy naukowo-zawodowej (miejsce pracy, zajmowane stanowiska);

Nic mi oficjalnie nie wiadomo o miejscu pracy doktoranta; natomiast reprezentujac Politechnike
Czestochowska doktorant (w latach 2012-2024) brat udzial w 9 konferencjach krajowych oraz
miedzynarodowych (6 razy z prezentacjami wynikow prowadzonych badan). Jako przewodniczacy kola
naukowego Gene In Use aktywnie uczestniczyl w organizacji warsztatow, pokazéw oraz konferencji



(8 wydarzen). W roku 2023 brat udziat w projekcie ,,Odpady to tez zasoby™, w ramach programu , Kota
naukowe tworza innowacje” - finansowanego ze srodkdw Ministra Edukacji i Nauki, Pan mgr Marek
Klimasz jest obecnie autorem i wspotautorem 9 artykutdw, podstawe do ubiegania si¢ o stopien doktora
stanowi 7 z nich; m.in. opublikowanych w Toxics i Applied Science,

2. Przedstawienie informacii o oceniane] rozprawie doktorskiej:
- tytuf rozprawy doktorskiej stanowigcej podstawe ubiegania si¢ w aktualnym postgpowaniu o nadanie
stopnia doktora;

Tytul dysertacji; .,,Analiza tkankowa wybranych gatunkéw dzdzownic jako metoda szacowania
stezenia mikroplastiku w glebie”

- acena ukladu rozprawy doktorskiej, w tym informacje o jej poszczegolnych czesciach sktadowych;

Przedstawiona przez doktoranta dysertacja ,,Analiza tkankowa wybranych gatunkéw dzdzownic

jako metoda szacowania stezenia mikroplastiku w glebie” ma forme zbioru opublikowanych
i powiazanych tematycznie artykutéw naukowych. Wihasdciwy maszynopis (nazywany przez doktoranta
przewodnikiem) obejmuje 91 stron i zawiera informacje wstepne, literaturowe opracowanie
problemu badawczego, przewodnik po publikacjach doktoranta, wnioski i bibliografie
wspomnianego opracowania. W jego skiad wchodza ponadto: wykaz skr6téw, streszczenie, summary,
spis tabel, rysunkéw oraz wykresdw, opis dorobku naukowego i dziatalnosci naukowo dydaktycznej
oraz jako zatgczniki; 7 publikacji stanowigcych podstawe do ubiegania sie o stopien doktora.
WSTEP do swojego opracowania doktorant rozpoczyna stusznym stwierdzeniem, ze obecnosé plastiku
w otoczeniu cztowieka i jego przedostawanie si¢ do srodowiska w formie mikro i nanoplastiku, sg czgsto
Zrédlem nierzetelnych i nie popartych dowodami naukowym informacji, przez co mogg wywolywaé
dezinformacje i skrajne emocje. Doktorant tworzy tez tto dla swoich badan powolujgc sig na obostrzenia
prawne, badania nad nowymi rodzajami biodegradowalnych tworzyw, finansowaniem juz istniejacych
analiz, a takze niesymetryczny udzial panstw $wiata w produkcji tych tworzyw i ostatecznie
mikroplastiku. Podkresla kontrowersje informacyjne w zakresie analizowanych probleméw zwigzanych
7 obecnoscia mikroplastiku i wigze je z réZznicami poboru préb, czy tez rézna dokladnoscia aparatury
pomiarowej, ktéra wobec intensywnego rozwoju technik, technologii oraz unowoczesnianiu metod
badawczych, stosunkowo szybko eliminuje uzytecznosé¢ artykutéw opublikowanych w latach znacznie
wezedniejszych, Wobec wagi problemu, liczba publikacji na temat mikroplastiku w srodowisku moze
by¢ zilustrowana funkcjq liniowa o silnej tendencji wzrostowej.

Wspomniane tresci uzasadniajg podjecie wlasnych badan doktoranta, a ja pragng dodatkowo
podkresli¢, ze majg one szczegdlng wartosé takze wobec koniecznosci uaktualniania wiedzy dla
utrzymywania ekosysteméw i zasobéw przyrody w dobrej jakoscei, tgcznie z ich odtwarzaniem, a to w czasie
Dekady Restytucji Ekosystemow (2021-2030) stanowi szczegéblnie istotny element tworzenia uwarunkowarn
dla zréwnowazonego/ odpowiedzialnego rozwoju lokalnych, regionalnych i globalnej cywilizacji.

W ostatnich dekadach obserwujemy wzrost swiadomosci na temat konsekwencji przemystowej
irolniczej dziatalnodei, co wynika z edukacji oraz programéw wspierajacych zréwnowazone praktyki.
Intensywna antropopresja prowadzi przeciez do zanieczyszczenia powietrza, wod, utraty bioréznorodnosci
a takze czgsto do zanieczyszczenia i degradacji zasobéw gleby. Jak nigdy dotad mozemy korzystaé
zrozwoju spoleczenstwa, kultury materialnej, stopnia opanowania $rodowiska przyrodniczego
i nagromadzenia instytucji spotecznych. Ponosimy jednak takze wysokie koszty tego rozwoju
cywilizacyjnego i wygodniejszego zycia.

Przeksztalcamy zasoby Ziemi (zuzywamy mineraty, paliwa kopalne, trzebimy lasy, osuszamy stepy,
mokradta oraz dziesigtkujemy gatunki rodlin i zwierzat), a takze zanieczyszczamy gleby, wody
powierzchniowe i podziemne oraz powietrze wtempie wzrostu wykladniczego, przy czym jednym
znegatywnych efektéw antropopresji, z ktorym musimy si¢ borykaé, sa skutki nieumiejetnego
i nieodpowiedzialnego gospodarowania odpadami plastikowymi.

Cho¢ plastik w srodowisku funkcjonowania cztowieka ma pewne oczywiste zalety (na przyktad
jest lekki, tani, wodoodporny, i do jego wytworzenia i recyklingu zuzywa si¢ mniej energii niz w
przypadku innych materiatéw), z drugiej strony, jego obecnos¢ daje takze bardzo liczne negatywne
skutki, takie jak zanieczyszczenie oceandw, powietrza i gleby, zagrozenie dla dzikiej przyrody, oraz
wplyw na zdrowie czlowieka. W te wiasnie zagadnienia wpisuje si¢ problematyka dysertacji.



Mgr Marek Klimasz wigze swoje badania nad plastikiem w srodowisku glebowym z organizmami
go zamieszkujagcymi - dzdzownicami. Decyzje uzasadnia przywolujac kilka pozycji stosunkowo
aktualnej literatury. Dzdzownice sg rzeczywiscie doskonatymi organizmami biotestowymi; spetniaja
kryterium 5P (ang: 5R), sa stosunkowo duze, liczne i tatwe do znalezienia i zidentyfikowania. Sg
szeroko rozpowszechnione w glebie i raczej nieruchome. Maja pelny kontakt z gleba. Zamieszkujq ja
i wykorzystujg jako Zrédio pozywienia. Substancje toksyczne moga przyczyniaé si¢ do zamierania
fauny glebowej lub wplywaé na szybko$¢ wzrostu osobnikéw, ich dojrzewanie, rozmnazanie
i zachowanie. Ksenobiotyki mogg by¢ gromadzone w tkankach dzdzownic. Dotyczy to metali cigzkich,
pestycyddw, wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych, dioksyn, oleju napgdowego,
benzyny otowiowej, substancji ropopodobnych, a takze mikroplastiku.

Po troche dziwnym podziale na motywacje podjecia tematu i dalej uzasadnieniu podjecia tematu,
opracowany przez doktoranta prawidtowo wstep konczy si¢ sformutowaniem;

Celu i zalozen rozprawy doktorskiej (chyba warto bylo by tu wyodrebni¢ jako elementy sktadowe
wskazane przez niego a) szczegdtowe cele biologiczne, b) szczegdtowe cele techniczne, ) cel utylitarny
rozprawy. W tym miejscu postawione zostaja takze trzy hipotezy:

a) istnieje mozliwos¢ wykorzystania analizy tkankowej wybranych gatunkéw dzdzownic jako
wskaznika gleby zanieczyszczonej mikroplastikiem,

b) istnieje mozliwos¢ wykorzystania mikroskopii ramanowskiej do precyzyjnego okreslenia wielkosci
czasteczkowej oraz mapowania przestrzennego tworzyw w tkankach dzdzownic,

c) stezenie mikroplastiku w glebie koreluje ze stezeniem mikroplastiku w tkankach dzdzownic,
a korelacje ta mozna wykorzystaé w sposob utylitarny. Wszystkie te elementy zostang ocenione ponize].

Kolejng czes¢ przekazanego mi do oceny maszynopisu stanowi rozdzial PROBLEM
BADAWCZY, ktory stanowi rodzaj przegladu literatury. Doktorant charakteryzuje:
1/ pochodzenie i klasyfikacje mikroplastiku w Srodowisku, podkreslajac jego zlozonos¢é rodzajowa,
réznorodnosé ksztattu, barwy, gestosci oraz rozmiaru, a takze staly rozwdj przemystu tworzyw
i powstawanie nowych materiatéw o odmiennych whasciwosciach, 2/ migracje i jego rozprzestrzenianie
w srodowisku, zwracajgc uwage na brak kontroli nad rozprzestrzenienia si¢ mikroplastiku w srodowisku
przyrodniczym, jego mobilnosé hydrologiczng oraz atmosferyczna, a takze rosnace stezenie w glebach
nawozonych osadami sciekowymi, 3/ wpltyw mikroplastikéw na organizmy, szczegdlnie rézne gatunki
zwierzat i ro$lin oraz brak wiedzy na temat ich dlugotrwalej ekspozycji na to zanieczyszczenie, czy
problem bezposredniego wplywu mikroplastiku na stres oksydacyjny, zaburzenia wzrostu oraz
reprodukcji, spadek masy organizmow oraz uszkodzenia tkankowe. Istotnym elementem tej czesci pracy
jest podrozdziat 4/ - metody badania mikroplastiku w glebie. Doktorant zestawia znane mu informacje
na temat przygotowania prébek (a/ ich prawidtowej homogenizacji, b/ usuwania z nich materii
organicznej), identyfikacji mikroplastiku (a/ analiza iloSciowa, b/ termoanaliza).

Wg doktoranta waznym powodem dla podejmowania kolejnych badan nad mikroplastikiem
w srodowisku jest fakt zlozonosci i heterogenicznosci $rodowiska glebowego oraz brak standardowej
metody do okreélenia zawartosci w nim tworzyw sztucznych (co umozliwitoby takze interpretacje badan
z roznych ekosystemow a w konsekwencji ulatwito decyzje podejmowane na rzecz przyjmowanych
rozwigzan inzynierii Srodowiska, w tym ochrony i rekultywacji gleb).

W podrozdziale 5/ zaprezentowano wplyw mikroplastiku na perspektywe i potrzeby dzialan
w inzynierii $rodowiska, ekonomig¢ oraz rolnictwo. Doktorant zwraca uwage na brak wyznaczonej
perspektywy ograniczania wykorzystywania tworzyw sztucznych, na przyklad w rolnictwie. Twierdzi,
ze gospodarka obiegu zamknigtego (GOZ) oraz regulacje ,,Zielonego Ladu” moga w znacznym stopniu
przyczyni¢ si¢ do wykorzystywania osadow sciekowych w rolnictwie nie tylko pod uprawy roslin
przeznaczonych dla zwierzat czy pastwiska, ale tez pod grunty orne roslin przeznaczonych dla ludzi, co
oznacza, ze zanieczyszczenie gleb mikroplastikiem i wplyw na organizmy moze stanowi¢ w przysztosei
rosnace zagrozenie. W odniesieniu do osadow sciekowych nie jest to jednak w pelni zgodne z moja
i dostepna wiedza, z ktdérej wynika, ze w stosunku do rolniczego stosowania osaddw Sciekowych juz
obowiazujg istotne restrykcje a dodatkowo przygotowywane sg dalsze, bardziej ostro zabraniajace
nawet takze bezkrytycznego ich stosowania przyrodniczego.

W rozdziale przewodnik po artykulach znajduja sie: 1/ klasyfikacja i rodzaje mikroplastikéw,
2/ migracja mikroplastikow w srodowisku, 3/ oczyszczalnie sciekéw jako zrddto mikroplastiku



w Srodowisku, 4/ mikroplastik w glebach, 5/ zastosowanie mikroskopii ramanowskiej w celu
mapowania mikroplastiku i nanoplastiku w tkankach dzdzownic, 6/ mapowanie mikroplastiku
w tkankach dzdzownic jako metoda oceny zanieczyszczenia srodowiska. Oméwi¢ ta czgS¢ pracy
realizujgc kolejne zadanie recenzenta.

- ocena zastosowanego pismiennictwa w ramach rogprawy doktorskiej:

Bibliografia czesci przewodnikowej monografii zawiera 93 pozycje, anglojezyczne. Prawie
potowa (44%) z nich to publikacje bardzo aktualne (opublikowane po roku 2020), pozostate pozycje
literatury maja zasigg 15lecia, najstarsza jest z roku 2008 (nr 50). Zgromadzono tu pozycje literatury
wpisujace si¢ w omawiany problem. Osobny zbiér pismiennictwa, stanowig zestawy pozycji literatury
przypiete do poszczegdlnych publikacji ze wspoétautorstwem doktoranta, w przyjmujacych je do druku
czasopismach naukowych i platformach. Siedem artykuléw zostalo wydrukowane po przejsciu
wiasciwych dla tych czasopism progdw recenzyjnych.

Bibliografia czesci przewodnikowej monografii nie zostata niestety uporzadkowana wg alfabetu,
czego absolutnie nie uzasadnia sposéb ich cytowania w tekscie, i co bardzo utrudnia ich odnalezienie
na liscie i oceng. Zapis bibliograficzny wymagat starannego poprawienia w konsekwentnie przyjetej
i realizowanej zasadzie (o niestarannosci moze §wiadezyé choéby poréwnanie zapisu przykladowego
zestawu par niespojnie zapisywanych pozycji - 11 7; 11 4; 7 81 13- przyjecie zapisu et al. nasuwa
pytanie czy doktorant miat ta pozycje w reku?; 81 9; 151 16; pozycja 6 i 13 reprezentuja jeszcze inny
rodzaj nieuporzgdkowania zapisu ....

Nie wyczyszezono zapisu pozycji 701 73 pozostawiajac nieuzasadnione 202 1a, pozycja 21; czemu tytul
tej publikacji w Appl. Sci. jest podany w je¢zyku polskim? podobnie pozycja 38 bibliografii.

Ogodlnie, przykro stwierdzi¢, ale ,groch z kapusta” - czyzby autorowi zabraklo cierpliwodci na
uporzadkowanie tak wielu bigddw, cierpliwosci i starannosci bardzo potrzebnej rzetelnemu badaczowi?

- wskazanie oraz ocena celu pracy kandydata;

Celem rozprawy doktorskiej bylo okreslenie mozliwosci zastosowania analizy tkankowej
wybranych gatunkéw dzdzownic do oszacowania stezenia mikroplastiku w glebie jako wskaznika oraz
metody badawczej inzynierii srodowiska. W zalozeniu znalazlo si¢ tez wskazanie skutecznej procedury
separacji gestosciowe] oraz opisanie detekcji wybranych tworzyw sztucznych w tkankach.
Szezegotowe cele biologiczne:

a) réznicowanie wrazliwosci gatunkowej na podstawie parametrow biochemicznych dzdzownic
poddanych ekspozycji na mikroplastik,

b) okredlenie gatunkow dzdzownic najlepiej przystosowanych do zycia w glebie skazonej
mikroplastikiem, a tym samym gatunkéw odpowiednich do dalszych badan jako wskaznikowych
dzdzownic do monitorowania mikroplastiku w glebie,

c) okreslenie réznic w wynikach analizy tkanek dzdzownic pochodzacych z hodowli laboratoryjnej oraz
z hodowli zewnetrznej — czy autor myslat o kontenerowej???

Doktorant postawit sobie takze szczegdlowe cele techniczne:

a) okreslenie skutecznej metody separacji mikroplastiku w glebie dla uzyskania préby kontrolnej,

b) okreslenie parametréw analizy tkankowe] i doboru odpowiedniej aparatury pomiarowej,

¢) okreslenie mozliwych zmian parametréw fizycznych tworzyw po okresie ekspozycji na glebe oraz
enzymy trawienne dzdzownic.

Jako cel praktyczny/ uzytkowy/ utylitarny rozprawy, zapisano:

a) okreslenie mozliwosci zastosowania tkanek dzdzownic jako bioindykatora w testowaniu gleb do
oceny zawartosci w nich mikroplastiku,

b) zastosowanie specyficznych ustawien mikroskopii ramanowskiej, spektroskopii w podczerwieni
z transformacja Fouriera oraz analiz optycznych do wstgpnego szacowania stgzenia mikroplastiku
w glebie, aplikacja do szacowania mikroplastiku tkankowego u dzdzownic,

c) wykorzystanie informacji dostarczonych przez analiz¢ tkankowa w dyscyplinie inzynierii Srodowiska
oraz w cyklicznym monitorowaniu zanieczyszczenia gleby tworzywami sztucznymi.

Autor dysertacji wykazal zamiar weryfikowania 3 hipotez :

a) istnieje mozliwo§é wykorzystania analizy tkankowe] wybranych gatunkéw dzdZzownic jako
wskaznika gleby zanieczyszczonej mikroplastikiem,



b) istnieje mozliwos¢ wykorzystania mikroskopii ramanowskiej do precyzyjnego okreslenia wielkosci
czasteczkowej oraz mapowania przestrzennego tworzyw w tkankach dzdzownic,

¢) stezenie mikroplastiku w glebie koreluje ze stezeniem mikroplastiku w tkankach dzdzownic,
a korelacje tg mozna wykorzystaé¢ w sposob utylitarny.

- wskazanie oraz ocena gastosowanych metod badawczych:

Metody badawcze zastosowane w opublikowanych artykutach, zostaly zweryfikowane przez zespoty
recenzentéw poszezegblnych systeméow/ wydawnictw naukowych dopuszezajaeych do druku 7 pozycii, na
ktérych podstawie doktorant ubiega si¢ 0 przyznanie mu stopnia naukowego doktora.

Pozycja DI [Marek Klimasz, Anna Grobelak: ,, Migration of microplastics in agriculture and marine ecosystem:
Biotechnology approaches”. Biotechnology of Emerging Microbes, Prospects for Agriculture and Environment,
Academic Press, (pp. 127-142), 2024, rozdzial w monografii za 200 pkt wg listy ministerialnej, 80 pkt za rozdziat (D.1.)]
to wspdlautorska praca przegladowa, metoda badan to przeglad zgromadzonej literatury (20 pozycji)
i opracowanie syntezy informacji nt obecnej klasyfikacji mikroplastikdw i Sciezki ich degradacji w wodzie,
mikroplastikéw pierwotnych i wtérnych, drog degradacji mikroplastiku, klasyfikacji tworzyw sztucmych,
czymikéw fizycznych i chemicznych wplywajacych na fragmentacje mikroplastiku, biodegradacje
mikroplastiku, role w biocenozie wodnej i wplyw na organizmy Zzywe. Skuteczne dzialanie badania
literatury, zakonczone zostato sukcesem wydawniczyn.

Pozycja D2 [Marek Klimasz, Anna Grobelak: ,, Global scale of microplastic occurrence”, artykul przegladowy,
opublikowany w repozytorium cyfrowym Zenodo: https:/doi.org/10.5281/zenodo.14953335 (D.2.)]. Podobna
metoda badawcza; analiza literatury (43 pozycje) pozwalajaca podsumowaé najwazniejsze i aktualne
raporty na temat produkeji tworzyw sztucznych, recyklingu ich odpadéw, mikroplastiku w zbiornikach
wodnych, organizmach, glebie i atmosferze. Opracowano prognoz¢ na przyszlosé, oceniono drogi
i kierunki transportu odpaddéw plastikowych. Podkre$lono brak jednolitych procedur analitycznych
i fakt, ze wszystkie dostepne statystyki wskazujg na ciagly popyt na tworzywa sztuczne, skorelowany
ze wzrostem populacji ludzkiej i poprawa warunkow zycia, a nowe biodegradowalne i nadajace sig¢ do
recyklingu bioplastiki nadal stanowia jedynie niewielkq czgs$¢ produkcji. Obowigzujgce regulacje
prawne czgsto sg sprzeczne z polityka ochrony srodowiska.

Pozyeja D3 [Marek Klimasz, Anna Grobelak: ,, Oczyszczanie sciekow jako zrodlo mikroplastiku w srodowisku ™,
w; Nowatorskie rozwigzania w inzynierii Srodowiska i energetyce - perspektywa zrownowazonego rozwoju, pod
redakcja 1. Zawieja, Wyd. Politechniki Czestochowskiej, 2024, rozdzial w monografii za 80 pkt., 20 pkt. za
rozdziat (D.3.)], to kolejny artykul wspolautorski na podstawie przegladu wybranej literatury
(43 pozycje). Zastosowano krytyczny przeglad wynikéw wezesniejszych badan naukowych. Na tej
podstawie stworzono aktualng syntezg¢ informacji o skali wytwarzania osadéw sciekowych, kierunkach
ich zagospodarowania, a takze — na podstawie analiz niezaleznych jednostek, zawartosci w nich
mikroplastiku. W artykule podkreslono, ze pomimo niewielkich stezen oraz rozmiarow czasteczkowych
odnajdywanych tworzyw sztucznych, sumarycznie ich ilosé jest znaczgca, a przy niemal zerowej
biodegradowalnosci, stezenie na obszarach wykorzystujacych osady $ciekowe bedzie rosto. Na
podstawie dostepnych danych publikacyjnych, opisano $rednia wydajnos¢ wybranych oczyszczalni
sciekéw w rdznych krajach.

Pozycja D4 [Marek Klimasz, Anna Grobelak: “Methods for separation and classification of microplastics in
soil”; to kolejny wspotautorski artykut przegladowy, opublikowany w repozytorium cyfrowym Zenodo:
https://doi.org/10.5281/zenodo.14952942. (D.4.)]. Na podstawie literatury (39 pozycji) autorzy podsumowali
stan wiedzy w obszarze analizy zanieczyszczenia mikroplastikiem gleby. Ze wzgledu na fakt, ze gleba nie
jest homogenna lecz dynamicznie zmienng struktura, zbadanie zawartosci mikroplastiku w niej okreslili
stusznic jako wyzwanie. Przywoluja tez fakt, ze znane metody termiczne lub oparte na stosowaniu
zréznicowanych odczynnikéw, nie zawsze sg skuteczne, czgsto zmieniajac kolor, strukture lub wiasciwosci
tworzyw sztucznych, co skutkuje niewiarygodnymi wynikami. Opisuja wigc wspdlczesne metody
oddzielania i identyfikacji mikroplastiku w glebie, a takze techniki przygotowywania probek stosowane
przez roznych badaczy. Kompilacja wielu istotnych faktéw pozwolita im podkresli¢ pilno§¢ i wage
opracowania jednolitych procedur analitycznych (standardowych).

Pozycja D5 [Marek Klimasz, Anna Grobelak: ,, Effects of microplastics on selected earthworm species” Toxics,
MBDPI, Volume 13, Issue 3, artykul badawczy za 70 pkt wg listy ministerialnej, 2025. (D.5.)].



Celem badania bylo poréwnanie wrazliwosci 5 gatunkéw dzdzownic: Lumbricus terrestris, Dendrobaena
veneta, Fisenia andrei, Eisenia fetida oraz Aporrectodea caliginosa wobec réznych mikroplastikow. Jako
jedni z pierwszych, autorzy wykorzystali w metodzie badania zmieszang frakcje mikroplastiku (polietylen
PE, polistyren - PS, poliamid - PA, politereftalan etylu - PET)), a takze zmienne warunki hodowlane
(1 miesigc i 3 miesiace przebywania dzdzownic w podiozu) dla okreslenia wynikajacych z tego roznic
wplywu na stres oksydacyjny, respiracje, przezywalnosé oraz florg bakteryjng w jelitach dzdzownic.
Metoda tego badania byta ztozona. Badaniem pilotazowym objeto najpierw mikroplastik o réznej wielkosci
(1-5 um, 10-20 pm, 32 -38 wm , 38-45 um, 53-63 um z Cospheric LLC, ktérego whasciwoscei dokiadnie
opisano) sledzac drogi migracji jego czastek z gleby do ciala dzdzownic i okreslajac ich doktadne polozenie
w tkankach (mapowanie przestrzenne). Po uzyskaniu wstepnych informacji, Ze po okolo 30 dniach istnieje
prawdopodobienstwo wykrycia ich czastek w tkankach, zaprojekiowano badanie glowne (w podiozu
wymieszano rézne tworzywa, o réznej wielkosei). Badanie mialo takze na celu wylonienie 2 najbardziej
odpowiednich gatunkow dzdzownic do $ledzenia obecnosci i wplywu mikroplastiku. W badaniach
wykorzystano respirometr Echo, przeznaczony do badania respiracji bezkregowcéw dla oszacowania
wplywu mikroplastiku na ich wymieni¢ gazowa.

Podsumowujac, artykut wskazal na wplyw réznych rodzajéw mikroplastiku, w réznym stgzeniu
oraz w réznym zakresie czasu na wszystkie objete badaniem gatunki dzdzownic, nalezacych do
odmiennych grup ekologicznych (ekomorfologicznych). Innowacyjnoscia byto zastosowanie do badar
mieszaniny mikroplastikéw. Uzyskane wyniki pozwolity wytoni¢ najlepiej przystosowane do zycia
w glebie zanieczyszczonej mikroplastikiem gatunki: L. ferrestris oraz D. veneta. W kolejnych
artykutach D.6. oraz D.7. gatunki te postuzyly do mapowania przestrzennego oraz analiz statystycznych
obejmujacych korelacje stezern mikroplastiku w glebie i tkankach. Okres$lono, Ze stezenie 1%
mikroplastiku miato znaczacy, negatywny wplyw przejawiajacy sie podwyzszonym stezeniem GST,
zmniejszonym wspotczynnikiem przezywalnoscei osobniczej, a takze znacznym zubozeniem obfitosci
flory bakterynej w jelitach dzdzownic (przeprowadzono posiewy mikrobiologiczne). Szczegdtowe
informacje dotyczace parametréw uzyskanych w badaniach, specyfikacji wykorzystanej aparatury oraz
przebiegu eksperymentu znalez¢ mozna w artykule (D.5.).

Pozycja D6 [Marek Klimasz, Anna Grobelak, ,, Accumulation of spherical micraplastic in earthworm tissues- mapping
using Raman microscopy”, Applied Science, 2024.14,10117, opublikowany artykut badawczy za 40 punktow wg listy
ministerialnej (D.6.)]. Artykut opisuje metodyczne zastosowanie mikroskopii/ spektroskopii ramanowskiej
w detekeji mikroplastiku oraz przedstawia szereg ilustracji dla pelniejszego zobrazowania wynikow.
Z wykorzystaniem niestandardowych ustawien aparatury pomiarowej stwierdzono, ze akumulacja
mikroplastiku oznaczata trwale haczykowanie czastek tworzywa w tkance miesniowej dzdzownic.
Mikroskopia ramanowska postuzyta tez jako narzedzie do okreslenia wielkosci czgstek tworzywa oraz widma
emisji dla poszczegdInych tworzyw oraz mapowania przestrzennego, co okazato si¢ sukcesem metodycznym.

Analiza tkanek wymagata opracowania ich metodycznego przygotowana do analizy, konieczne byto
nie tylko jej pocigcie oraz wstgpne oznaczenie mikroplastiku mikroskopig optyczng w badaniu pilotazowym.
Metodycznym sukcesem okazywaty si¢ kolejne dziatania: ustawienie kolejno linii lasera i wzbudzenia fali,
wykorzystanie obiektywu o konkretnym powigkszeniu, dobranie rozdzielczosci spektralnej, liczby
akumulacji, czasu widma, mocy promieniowania lasera, krokdw pomiarowych, rozdzielczodci przestrzennej
oraz gestosci probkowania. Przyjmujac prowadzges do sukcesu badawczego metodyke, wykonano wiele
pomiaréw w niskiej gestosci probkowania oraz szerokim zakresie widma dla uzyskania réznych obrazow
fluorescencji thanki, dzieki czemu zostaly one wykorzystane jako tto w kolejnych badaniach.

Zastosowanie mikroskopii ramanowskiej zdaje sie by¢ powszechne i wykorzystywane réwniez
w kontekscie badan mikroplastiku, jednak autorzy tych badan zwykle nie dostarczaja petnych ilustracji,
dokumentujacej zawartos¢ mikroplastiku w tkance, a jedynie dokumentuja go z wyizolowanego juz
materiatu, badajac najczesciej czyste tworzywo o znanych wlasciwosciach i strukturze. W artkule D6
przedstawiono obraz zaréwno tkanki czystej - bez zawartodci tworzyw sztucznych (formujac obraz
kontrolny jak i obrazy dokumentujace obecnos¢ mikroplastikow w tkance, co zapewne wymagalo wielu
powtérzen, w rdznych zakresach widma i pozwolito na prezycyjne okreslenie zawartosci tworzywa oraz
jego przestrzennej lokalizacji. Kolejny etap prac obejmowal analize jakosciows dla szczegélowego
okreslenia sktadu chemicznego i tym samym rodzaju mikroplastiku.

Pozycja D7 [Marek Klimasz, Andrzej Kacprzak, Anna Grobelak: ,, Evaluation of the quantitative concentration
of microplastic in Dendrobaena veneta and Lumbricus lerrestris tissues from laboratory and environmental



culture”', Applied Science, 12. applsci-3460617, 2025, opublikowany artykut badawczy za 40 punktow weg listy
ministerialnej (D.7.)].

Artykul prezentuje metode szacowania stezenia mikroplastiku w glebie na podstawie analizy

tkankowej dzdzownic oraz modelowanie matematyczne dla potwierdzenia korelacji st¢zenia mikroplastiku
w glebie/tkankach. Dwa gatunki dzdzownic: Dendrobaena veneta i Lumbricus ferrestris, poddano
wplywowi mieszanej frakcji mikroplastiku w rdznych stezeniach i zbadano w celu okreslenia mozliwej
korelacji w akumulacji w tkankach i mozliwych zmian strukturalnych w tworzywach sztucznych pod
wpltywem enzymdw trawiennych dzdzownic. Za pomoca spektrometrii FTIR i fluorescencji plastiku
okreslono zawarto$é polimeréw w tkankach dzdzownic i udokumentowano istotne réznice w akumulacji
czastek plastiku w hodowanych tkankach dzdzownic w skali mikro- i makro.
Artykut jest zrodfem informacji o mikroplastiku, dzdzownicach jako mieszkaricach gleby narazonych na
jego oddziatywanie i bedacych biowskaznikiem zanieczyszczenia nim gleby, rozwaza akumulacje
mikroplastiku i mozliwosci jego wykrywania. Opisane zostaly specyficzne ustawienia parametréw
analitycznych mikroskopu o zmiennych obiektywach, zakresie widma oraz barwie filtréw. Metoda zostata
opracowana na podstawie dostepnych publikacji. Wszystkie szczegoty metody opisano w artykutach.

- ocena czesci rozprawy doktorskiej dotyczacej oméwienia wynikow badan;
Wsrad ztozonych do oceny jako zbidr 7 opublikowanych i powiazanych tematycznie artykutow

naukowych trzy maja charakter eksperymentu, pozostate to artykuly przegladowe.

Obecnosé mikroplastiku w Srodowisku przyrodniczym stanowi powazne zagrozenie dla wszystkich
organizmow i jest przedmiotem dyskusji wielu paneli tematycznych. Wazne jest zrozumienie mechanizméw
rozprzestrzeniania sie tego zanieczyszczenia; powstawania odpadéw plastiku, ich fragmentacji, migracji
i ostatecznie wplywu na ekosystemy. Obecnie nadal nie znane sa skuteczne i ekonomicznie optacalne
metody separacji mikroplastiku oraz jego biodegradacji. Dlatego wyniki badan sg wazne:

Biologicznie;

Przyjeto badanie biotestem a wrazliwod¢ dzdzownic, poddanych ekspozycji na mikroplastik okreslano
analizami stresu oksydacyjnego, wymiany gazowej, Smiertelnosci osobniczej (oraz calosciowo
populacyjnej), a takze cechami flory bakteryjnej jelit dzdzownic zmieniajacej si¢ w obecnosci
mikroplastiku. Wyniki badan sa wazng wskazéwka, ktére gatunki charakteryzuja sie najwyzsza
odpornoscig na stres wywotany obecno$cig mikroplastikéw i ktore mozna w zwigzku z tym traktowac
jako organizmy biotestowe. Z pomiedzy pigciu zastosowanych w badaniach gatunkéw dzdzownic
wyloniono dwa, okreslono réznice stopnia akumulacji mikroplastiku w tkankach tych gatunkéw
hodowanych w dwadch wariantach hodowli laboratoryjnej oraz kontenerowej (D.7.)

Technicznie;

- Okreslono skuteczng metodg separacji mikroplastiku z gleby, dia uzyskania préby kontrolnej,

- Okreslono mozliwo$é analizy tkankowej i doboru odpowiedniej aparatury pomiarowej dla okreslenia
skutecznosei tego procesu. W artykule numer D.6. oraz D.7. zweryfikowano i opisano uZyteczne metody
optyczne, mikroskopowe oraz separacyjne,

- Okreslono mozliwe zmiany struktur fizycznych tworzyw po okresie ekspozycji na glebg oraz enzymy
trawienne dzdzownic. W czasie trwania wszystkich eksperymentéw nie wykazano zmian
strukturalnych, bedacych skutkiem warunkéw glebowych oraz wplywem dzdzownic,

- Okreslono mozliwosci zastosowania tkanek dzdzownic jako bioindykatora w testowaniu gleb do
oceny zawartosci w niej mikroplastiku,

- Zastosowano specyficzne ustawienia mikroskopii ramanowskiej, spektroskopii w podczerwieni
z transformacja Fouriera oraz analiz optycznych do wstepnego szacowania st¢zenia mikroplastiku
w glebie; aplikacja do szacowania tkankowego dzdzownic pod katem zawartosci mikroplastiku,

- Wykorzystano informacje dostarczone przez analizg¢ tkankowa w dyscyplinie inzynierii srodowiska
oraz w cyklicznym monitorowaniu zanieczyszczenia gleby tworzywami sztucznymi.

Utylitarnie;

Wyniki o znaczeniu utylitarnym mozna potwierdzi¢ na podstawie publikacji D.6 oraz D.7, w ktérych
tkanki dzdZzownic poddane analizie dostarczyly informacji na temat zawartosci w nich tworzyw
sztucznych oraz silnej korelacji ilosciowe] wzgledem wystepujacego stezenia w podtozu i tkankach
dzdzownic (hipoteza trzecia str 18).



- Istnieje mozliwos¢ wykorzystania analizy tkankowej wybranych gatunkéw dzdzownic jako wskaznika
gleby zanieczyszczonej mikroplastikiem,

- Istnieje mozliwos¢ wykorzystania mikroskopii ramanowskiej do precyzyjnego okreélenia wielkosci
czgsteczkowej oraz mapowania przestrzennego tworzyw w tkankach dzdzownic,

Odpowiednie ustawienie aparatury pozwala na detekcje mikro i nanoplastiku, co moze stanowic¢ podstawg
nowej analizy w skali krajowej i migedzynarodowej dla stosowania tkanek dzdzownic w testowaniu jakosci
$rodowiska,

- Stezenie mikroplastiku w glebie koreluje ze stezeniem mikroplastiku w tkankach dzdzownic,
a korelacje tag mozna wykorzysta¢ w sposab utylitarny.

Stwierdzono, ze dla wybranych tworzyw istnieje silna korelacja stezen.

Innowacyjnos¢ rozprawy doktorskiej wigze sie z zastosowaniem zmieszanej frakcji mikroplastiku
ztozonej z tworzyw o odmiennych wiasciwosciach (takich jak gestosé, ksztalt oraz rozmiar czasteczek),
wobec fizjologicznie réznigeych sie od siebie gatunkéw dzdzownic. Innowacyjne byto takze badanie
flory bakteryjnej w przewodzie pokarmowym dzdzownic, podobnie jak analiza z wykorzystaniem
respirometru Echo i udokumentowanie réznic wynikajacych z ekspozycji na mikroplastik,
przedstawione zaréwno w wersji opisowe] jak i graficznej. Natomiast nowoscig i innowacyjnoscia
w kwestii technicznej byto zastosowanie FTIR oraz mikroskopii ramanowskiej o niestandardowych
ustawieniach do mapowania przestrzennego zakumulowanych czasteczek plastiku, okreslenia ich
wielkosci czy rodzaju oraz przedstawienie wynikéw w formie modelu determinacji wielomianu.

- informacije dotyczace praktycznego zastosowania uzyskanych wynikow badan:

Uzyskane w rezultacie aktywnosei doktoranta wyniki moga byé brane pod uwagg jako elementy
ztozonej analizy proceséw akumulacji mikroplastiku w ukladzie gleba — organizmy glebowe:
dzdzownice. Wyniki badan daja takze poglagd w zakresie potrzeb pilnego znalezienia i testowania
standardowej metody badania tego problemu. Zagadnienia te sg bardzo istotne dla oceny réznych
ekosystemow glebowych pod katem zanieczyszczenia mikroplastikiem. Osiagnigte wyniki moga wigc
przyczyni¢ si¢ do uzupeiniania podstaw praktycznych dzialan inzynieréw srodowiska dla ochrony
abiotycznej i biotycznej cz¢sei gleby, tak istotnego srodowiska, gdzie zaczyna si¢ i konczy sieé
procesdw gwarantujacych recykling zycia planety Ziemia. Analiza elementéw migracji mikroplastikéw
w glebie jest istotna czescia rozpoznawania drég niekontrolowanego rozprzestrzeniania si¢ odpadéw
plastiku, a w konsekwencji mikroplastiku i nanoplastiku takze w wodach oceanicznych, morskich
i §rédladowych oraz w powietrzu i organizmach zywych. Prace przegladowe doktoranta dostarczajg
takze danych w zakresie skali wystepowania mikroplastiku w natezeniu globalnym. Doktorant wraz ze
wspdtautorky, dyskutuja ponadto brak optymistycznej prognozy ograniczania ich wystepowania.
Osiagnigciem ocenianych prac jest takze fakt opisania skutecznej metody segregacji mikroplastikéw
z gleby i ich klasyfikacji, co moze by¢ brane pod uwage w rozwaju analiz monitoringu srodowiska
i w zakresie metody prac inzynieréw srodowiska, gornictwa i energetyki, bo wszystkie te dziatania
oddzialujag na srodowisko- szczegdlnie srodowisko glebowe.

W prowadzonych eksperymentach doktorant wykorzystal nowoczesny sprzet - mikroskopie Ramana,
do precyzyjnego mapowania akumulacji mikroplastikéw w tkankach dzdzownic, co otwiera nowe
mozliwosci dla metod badania organizméw zamieszkujacych glebe.

- _infprmacia o _ewenfualnvch nieprawidlowosciach, ktdre pojawilv _sie w _ocenianej rozprawie

doktorskiej:
Niedoskonatoscig w tekécie przewodnika pracy doktorskiej jest przywotanie wspolpracy z Katedrg

Bezkrggowcow Uniwersytetu Jagiellonskiego bez podania wspodtpracujacych osdb; katedry o tej nazwie nie
odnaleziono, Podobnie - informacja, ze prace zrealizowano we wspdlpracy z Jagiellofiskim Centrum Innowacji,
w ktdrym wykonano pomiary mikroplastiku oraz analize jego zawartosci w tkankach dzdzownic / bez podania
0sdb kontaktowych?

Watpliwosci budzi dysproporcja jakosci jezyka pomiedzy przyjetymi do druku publikacjami
a maszynopisem opracowanego przewodnika, przyjecie perspekiywy opisu znacznej czesci tekstu
w pierwszej osobie, zamiast bezosobowo. Jezyk czedei przewodnikowej jest nieco ,,napuszony”, osobiscie
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przeszkadza mi operowanie przez doktoranta pierwsza forma osobowa (co chyba, jesli juz, to fatwie]
akceptowane jest w naukach humanistycznych).

Wielokrotnie uzywane: srodowisko naturalne juz wlasciwie nie istnieje. Poprawniej byloby uzywac
okreslenia srodowisko przyrodnicze (bo nawet glebiny morz i oceanow zmienity si¢ w antropocenie i nie ma
juz wlasciwie srodowiska naturalnego), tak jak nie powinno si¢ uzywac okreslenia zdrowa zywnos¢ (kazda
powinna mieé¢ cechy zdrowej), bo to zwykle chodzi o zywnos¢ wysokiej jakosci.

Nie ilo$¢ publikacji a liczba publikacji (np. str. 13).

Stowo wiarygodnos$¢ opublikowanych artykutéw (ta przeciez nie powinna si¢ zmienié), raczej
zastapi¢ okresleniem wartosé (str. 13).

Grupy ekologiczne — eko-morfologiczne (str. 15).

We wstepie pracy pojawia sie dziwny podzial mysli na motywacje¢ a dodatkowo na uzasadnienie
podjecia tematu/ niepotrzebne.

Str. 24 wiersz 2 od gdry / jest kraje Europejskie powinno by¢ kraje europejskie.
Tabela 1 (str. 21) brak zrodia, co sie powtarza przy innych tabelach.
Stwierdzam niedociagniecia w prawidlowym wylanianiu i oznaczaniu rozdziatow

i podrozdzialow w tekscie maszynopisu przewodnika opracowanego przez doktoranta. Dotyczy to
zarébwno wstepu, jak i rozdzialu problem badawczy, gdzie w podrozdziale 4/ - metody badania
mikroplastiku w glebie. Doktorant nie wyodrebnia prawidlowo danych na temat przygotowania prébek
(powinno by¢: a/ ich prawidtowej homogenizacji, b/ usuwania z nich materii organicznej), identyfikacji
mikroplastiku (takze powinno by¢ jako podrozdzialy a/ analiza ilo§ciowa, b/ termoanaliza).

Podobnie strony 65-72, wskazuja na problemy doktoranta z dokonywaniem syntezy. Str. 65,
wiersz 18 od gory; sformulowano nastgpujgce wnioski; str. 69 - ponownie wprowadzono wnioski.

Str. 10 jest Apporectoda Caliginosa, str. 48 maszynopisu pracy doktoranta jest Aporrectodea
caliginosea, w publikacji w druku jest takze blednie Apporectoda caliginosa, ponownie w maszynopisie
str. 54 jest Aporrectoda caliginosea powinno by¢ Aporrectodea caliginosa.

Btledy stylu w maszynopisie sg liczne, np. str. 55 1 56. W oswiadczeniu o wspétautorstwie mozna
przeczytaé: mdj udziat polegal na przygotowaniu osobnikéw, przeprowadzeniu eksperymentéw oraz
badan... czym te ostatnie si¢ roznig?

Zamieszczajac w przewodniku do wydrukowanych publikacji rysunek 14 (str. 58),
pt. ,,Wykorzystanie mikroskopii ramanowskiej dla zobrazowania przesunigcia widma dla wybranych
tworzyw” i zaznaczajac, Ze jest to rysunek nie bedacy czedcig publikacji, doktorant by¢ moze wskazuje
na mozliwodé przygotowania kolejnego artykutu relacjonujacego badania, czego serdecznie zyez¢ jemu
i potencjalnym wspdtautorom. Bedzie to okazja do starannego przygotowania tekstu kolejnego artykutu.

- ocena, czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego:

Rozprawa dotyczy obecnosci mikroplastiku w glebie i skupia si¢ na metodach ich ilosciowego
szacowania z wykorzystaniem wybranych gatunkéw dzdzownic. Dzdzownice stanowig od dawna znany
biotest do wskazan wielu zanieczyszczen srodowiska, takze mikroplastikiem, ale sprawdzajac ten fakt,
doktorant i wspdtautorzy poddali ocenie wplyw mieszanej frakeji mikroplastiku w réznych stezeniach na te
organizmy glebowe. Okreslili korelacje stezen mikroplastiku w glebie i jego akumulacji w tkankach
dzdzownic, a takze mozliwe zmiany strukturalne w tworzywach sztucznych pod wplywem enzymow
trawiennych dzdzownic. Za pomoca spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR)
i fluorescencji plastiku okreslono zawarto$¢ polimeréw w tkankach dzdzownic i udokumentowano istotne
rozmice w akumulacji czastek plastiku w tkankach dzdzownic hodowanych w skali mikro- i w kontenerach.

Z przeprowadzonych badari oraz dyskusji 7 preedmiotowq literaturg wynikajg oryginalne wnioski:

Dotyezgee gatunkow dizdzownic wykorzystywanych w badaniach: wykazano zréznicowanie gatunkowe
wrazliwosci na zanieczyszczenia mikroplastikiem u dzdzownic w obrebie grup eko morfologicznych.
Najgorzej ekspozycje na tworzywa sztuczne znosila Aporrectodea caliginosa, w stosunku do Eisenia
fetida oraz w przypadku Eisenia andrei, wykazano obiecujagco wyzszy wskaznik odpornosci na
mikroplastik. Nalezy jednak pamigtaé, ze gatunki te sg relatywnie matle, a tym samym ilos¢ pobieranego
przez nie pozywienia jest niewielka, co moze skutkowa¢ zmniejszong akumulacjg tkankowa.
Dodatkowo, gatunki te preferuja zerowanie w kompostach, oborniku czy tez rozktadajacych sie lisciach
i $cictce, przez co analiza pod katem glebszego profilu gleby moze by¢ obarczona blgdem oceny.
Lumbricus terrestris oraz Dendrobaena veneta sa to gatunki duze, aktywnie draza tunele i zeruja w glebi
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gleby, dodatkowo sa odporne na wiele czynnikéw i sg powszechne w réznych glebach. Wykazano
najlepsze cechy tych gatunkow dla roli w bioindykacji mikroplastiku.

Wyniki przeprowadzonych badan moga wskazywaé nowy kierunek dziatan praktycznych w obrebie
dyscypliny inzynierii $rodowiska oraz stanowié¢ metode wstepnego szacowania zawartosci
mikroplastiku w glebie.

Dotyczgce stosowanej metodyki: Zastosowanie mikroskopii optycznej wraz z filtrami barw oraz
dedykowanym oprogramowaniem daje obiecujace wyniki w rozpoznawaniu tworzyw sztucznych,
wykorzystanie odpowiednich przeston oraz wykonanie kilku zdjeé pozwala odréznié¢ tworzywo na tle
tkanki. Jest to skuteczna, wstepna metoda szacowania obecnoscei wigkszych czastek mikroplastiku —
jednak zostala potwierdzona tylko w obrebie stosowanych tworzyw.

- Mikroskopia ramanowska jest zaawansowana metoda pomiarows, a jako urzadzenie charakteryzuje sig
zréznicowaniem wyposazenia (réznice laserdw, spektrografow, rodzajéw obrazowania, detektorow
i oprogramowaniu oraz jego aktualizacjach). Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na mozliwosé
dobrania konkretnych ustawieni dla wysokiej precyzji i mozliwosci wykorzystania tej aparatury, takze do
analizy tkanek, czyli materialu, do ktérego ta aparatura nie byla pierwotnie przeznaczona (dla
powtarzalnosci wynikéw badania, nalezy korzystaé z ustawien opisanych w artykule, jest nowatorskie).

- Aparatura FTIR wykorzystana w badaniu oraz polaczona z baza danych jest skutecznym narzgdziem
okreslenia rodzaju tworzywa. Dodatkowo, jest to metoda szybka, pozwalajaca na wykonanie
kilkunastu powtdrzei dla jednej probki w ciagu jednej godziny. Wspomniana baza danych, jest
otwarta na aktualizacje systemowe oraz nowo opisywane tworzywa, co otwiera nowe mozliwosci
badawcze. Pomimo faktu, Zze badane prébki byly zmieszane ze sproszkowana tkankg, co
w konsekwencji wywotywato tlo obrazu, pomiary byly skuteczne, a wyniki potwierdzone literaturg
(co jest osiagnigciem doktoranta).

- Separacja ggstosciowa mikroplastikow z wykorzystaniem odezynnikéw nie powiodta si¢ w pracy, przy
czym przedstawiono kilka powoddw uzasadnienia. Jest to metoda skuteczna w przypadku tworzyw
o niskiej gestosci, niezwiazanych z innymi zwiazkami / substancjami oraz dla duzych czastek. Tym
samym, szybka i skuteczna oraz powtarzalna metoda okreslenia stezenia mikroplastiku o zroznicowanej
frakcji w glebie weigz jest dziedzing niepoznang i wymaga dalszych prac badawczych.

- Metoda skuteczng w przypadku trawienia materiatu organicznego, jakim byla zliofilizowana oraz
sproszkowana tkanka dzdzownicy bylo potraktowanie jej stezonym H»O; (opisane w artykule).

- Wybarwianie czerwienia nilu dalo zakladane rezultaty, jest to dobrze poznana metoda, opisywana

w wielu artykulach, kiéra pozwala na uzyskanie barwy tworzyw i przez to tatwej ich klasyfikacji.

Pozostale wrioski:

Wag przeprowadzonych badan, szacowanie akumulacji mikroplastikéw w tkankach powinno dotyczy¢
okreslonego przedzialu wielkosei ich czasteczek, przykladowo 10 mikrometréw— 100 mikrometréw; wydaje
sie, ze nie ma podstaw by obrazowaé czastki o wigkszym rozmiarze. Korelacja akumulacji tworzyw
w tkankach rézni si¢, wykazano, ze w najmniejszym stopniu akumulowany byt polistyren.

Na uwage zasluguje podkre§lenie faktu, ze wszystkie osobniki dzdZzownic, jako organizmy
zywe, na kazdym etapie postgpowania byly traktowane z nalezytym szacunkiem. Wszystkie procedury
przy pozyskiwaniu tkanek przeprowadzano w sposéb humanitarny. Dzdzownice spelnity wazng role dla
poznawania zanieczyszczen $rodowiska mikroplastikiem. Wykorzystane osobniki dzdzownic
przyczynity sie do rozwoju nauki; do rozwoju praktycznych metod dzialania inzynierii Srodowiska.

- ocena, czy rozprawa doktorska prezentuje ogding wiedze teoretyczng kandvdata w dyscyplinie albo
dyscyplinach oraz umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej:

Przeglad literatury; zaréwno w czesel przewodnikowej maszynopisu, jak i w publikacjach
przyjetych do druku powinien stanowi¢ potwierdzenie dla zdobytej przez doktoranta wiedzy (obejmuje
93 artykuty bibliografii przewodnika a 20, 43, 43, 39, 46, 24 i 53 w publikacjach wydrukowanych.
Poniewaz rozprawa doktorska jest czesé samodzielna oraz wyodrebniona czesé pracy zbiorowej, moja
recenzja zawiera oceng indywidualnego wktadu kandydata w powstanic prac zbiorowych (zgodnie
z o$wiadczeniami kandydata, promotorki pracy oraz jednego wspdiautora). Jest to we wszystkich
przypadkach jego prac juz wydrukowanych udzial w zebraniu literatury do jej przegladu, zestawieniu
danych, analizie tresci oraz w redagowaniu manuskryptu.
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W przypadku artykutéw opartych o doswiadczenie, doktorant musiat wykazaé si¢ umiejetnosciami
organizacji badan: przygotowywat do analizy dzdzownice (mysle, ze takze prowadzit ich hodowle)
itkanki dzdzownic, przeprowadzal eksperyment, zbieral wyniki, opracowywal je i bral udzial
w redagowaniu manuskryptu. Tutaj ocena wkladu waha si¢ w granicach 60-80%.

1. Marek Klimasz, Anna Grobelak: , Migration of microplastics in agricultureand marine ecosystem: Biotechnology
approaches”, 2024, (udzial 80%).

2, Marek Klimasz, Anna Grobelak: ,, Global scale of microplastic occurrence”, xaxx, (udziat 70%).

3. Marek Klimasz, Anna Grobelak: ,, Oczyszczanie sciekéw jako Zrodio mikroplastiku w srodowisku™, 2024, (udzial 60%).

4. Marek Klimasz, Anna Grobelak: “Methods for separation and classification of microplastics in soil”, 2025, (udzial 80%).
5. Marek Klimasz, Anna Grobelak: ,, Effecis of microplastics on selected earthworm species”, Toxics, 2025, (udzial 80%).

6. Marek Klimasz, Anna Grobelak: ,, Accumulation of spherical microplastic in earthworm tissues- mapping using Raman
microscopy.” Applied Science, 2024, (udzial 65%).

7. Marek Klimasz, Andrzej Kacprzak, Anna Grobelak: ,, Evaluation of the quantitative concentration of microplastic in Dendrobaena
veneta and Lumbricus lerrestris tissues from laboratory and environmental culture”, Applied Science, 2025, (udziat 60%).

Lacznie wspolautorzy artykutéw wydrukowanych zgromadzili 250 punktow. Jest to poziom
znaczacy. Pozytywna oceng skutecznosci i umiejetnodci doktoranta moze takze wspieraé fakt, Ze
badania realizowal ze $rodkéw grantu uniwersyteckiego BS/PB-400/301/22 w ramach projektu
Studenckie Kolo Naukowe GenelnUse oraz projektu studenckiego nr SKN/SP/496788/2021
finansowanego przez Ministra Edukacji i Nauki z budzetu panstwa w ramach programu ,Studenckie
kota naukowe kreuja innowacje”.

Kandydat, jak wskazuje w zestawieniu danych o sobie, bral takze udziat w dwoch szkoleniach
pogtebiajacych jego wiedze w zakresie inzynierii Srodowiska: ,,ABC Gospodarki Obiegu Zamknigtego”,
»Problematyka zanieczyszczenia wod w Polsce i UE™.

Ocena konicowa

W ramach studiéw w Szkole Doktorskiej Politechniki Czestochowskiej, mgr Marek Klimasz
opanowywal nowa wiedze¢. Realizowal si¢ w dzialaniach organizacji warsztatu badan, przeprowadzajgc
badania, takze zbieral ich wyniki i przeprowadzal ich ocen¢. Pracowat tez organizacyjnie w Kole
Naukowym Gene In Use. Byl wiec aktywny w zdobywaniu szeregu umiejetnosci towarzyszacych tym
dziataniom. Po zakoficzeniu procesu ksztatcenia, badan i opublikowaniu ich wynikéw, przygotowat
manuskrypt pracy doktorskiej, ktéry w jego przypadku ma forme zbioru powigzanych tematycznie
artykutéw naukowych wskazujacych na realizacje badan na temat ,Analiza tkankowa wybranych
gatunkow dzdzownic jako metoda szacowania stezenia mikroplastiku w glebie”. Wiasciwy maszynopis
pracy doktorskiej (nazywany przez doktoranta przewodnikiem) przeprowadza recenzenta przez jego
dziatania i eksperymenty, wskazujgc na postawione sobie cele badawcze (spelniane w plaszezyznie
problemow biologicznych, technicznych i majacych znaczenie dla praktyki w inzynierii Srodowiska).

Cele badan doktoranta zostaly osiagnigte, co pozwolito na sformulowanie wnioskow
z przeprowadzanych eksperymentaow. W wydrukowanych artykutach wraz ze wspdtautorami sprawnie
przedyskutowatl swoje wyniki badan z informacjami z literatury, takze tej najbardziej aktualnej. Lacznie,
ze wspotautorami artykutéw wydrukowanych, zgromadzit 250 punktéw, w czym zadeklarowat
potwierdzone 60-80% udziatu.

W moim odczuciu, istotnym wynikiem rozprawy mgr Marka Klimasza i waznym osiggnigciem
badan tutaj prezentowanych jest:
- Wykazanie zréznicowania gatunkowego we wrazliwosci na zanieczyszezenia mikroplastikiem
u dzdzownic w obrebie grup eko- morfologicznych (Aporrectodea caliginosa>Eisenia fetida oraz
FEisenia andrei > Lumbricus terrestris oraz Dendrobaena veneta). Wskazano dwa ostatnie, duze gatunki
jako posiadajgce najlepsze cechy do roli w bioindykacji mikroplastiku w glebszym profilu gleby. Wyniki
te moga wskazywaé nowy kierunek dziatan praktycznych w obrgbie dyscypliny inzynierii srodowiska
oraz stanowi¢ element metod szacowania zawartosci mikroplastiku w glebie. Interpretacja wynikéw
zastosowania pozostalych gatunkéw dzdzownic jako bioindykatoréw odpowiednio dobieranych
problemow zanieczyszczenia gleby mikroplastikiem takze otwiera sciezki nowych badan.
- Zastosowanie mikroskopii optycznej wraz z filtrami barw oraz dedykowanym oprogramowaniem
w rozpoznawaniu tworzyw sztucznych zastosowanych w doswiadczeniach, wykazato, ze wykorzystanie
odpowiednich przeston oraz wykonanie okreslonych zdje¢, pozwala odrézni¢ tworzywo mikroplastiku
na tle tkanki ciala organizmow biotestowych. Moze by¢ wigc stosowane jako skuteczna, wstgpna
metoda szacowania obecnosci wigkszych czastek mikroplastiku.
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- Wskazanie mikroskopii ramanowskiej, w ktérej badacz dysponuje zaawansowang i zréznicowang
mectoda pomiarowa (roznice lascrdw, spcktrografdw, rodzajéw obrazowania, detektorow
i oprogramowaniu oraz jego aktualizacji), jako mozliwosci do analizy tkanek, czyli materialu, do
ktérego ta aparatura nie byla pierwotnie przeznaczona. Przeprowadzone badania pozwolity na dobranie
konkretnych ustawien dla wysokiej precyzji nowego wykorzystania tej aparatury (co nadaje im
charakter nowatorski).

- Wykazanie, Ze polaczony z baza danych spektrometr FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy;
przyrzad do analizy widm w podczerwieni) jest skutecznym narzedziem okreslania rodzaju tworzywa,
pomimo faktu, ze badane prébki byly zmieszane ze sproszkowang tkanka, a to w konsekwencji
wywolywato tto obrazu. Pomiary byly skuteczne, a wyniki potwierdzone literatura. Metoda okazata si¢
szybka (pozwala na wykonanie kilkunastu powt6rzen dla jednej probki w ciagu godziny). Wspomniana
baza danych, jest otwarta na aktualizacje systemowe oraz nowo opisywane tworzywa, co otwiera nowe
mozliwosci badawcze.

- Wykazano skutecznoé¢ metody trawienia materiatu organicznego (zliofilizowana oraz sproszkowana
tkanka dzdzownic) stezonym H,O,. Wybarwianie czerwienig nilu takze dato zaktadane rezultaty,
pozwalajac na uzyskanie barwy tworzyw i przez to latwej ich klasyfikacji.

Wymienione w recenzji osiagnigcia doktoranta wskazuja na jego ogdlng wiedzg w dyscyplinie
inzynieria srodowiska, gérnictwo i energetyka, umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej,
zawierajg duzy ladunek nowych interesujacych rezultatéw, ktére mogg przyczynié sie do praktycznego
dziatania w ochronie gleb i taricuchéw pokarmowych. Pokazujg takze potrzeby i kierunki dalszych badan.

Forma ocenianej rozprawy jest poprawna - stanowi ja praca pisemna. Manuskrypt pracy
doktorskiej posiada streszczenie w jezyku angielskim. Dziatania doktoranta wskazuja na umiejetnosé
samodzielnego organizowania i prowadzenia pracy naukowej, a w przypadku przygotowania
wspdtautorskich publikacji, swiadcza o umiejetnodci uczestnictwa w pracy zespotowej. Umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej to warunek stawiany rozprawom doktorskim.

Ja, nizej podpisana, mam wigc prawo stwierdzié, Zze recenzowana rozprawa doktorska mgr Marka
Klimasza speinia wymagania ustawowe (ustawa z dnia 3 lipca 2018 r. — przepisy wprowadzajace ustawg
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym zawarte w Dz. U. poz. 1669) w dyscyplinie Inzynieria Srodowiska,
Gornictwo i Energetyka.

Rozprawa spelnia rowniez wymagania okre$lone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024. 0.1571 t.j.).
Whnioskuje o dopuszczenie mgr Marka Klimasza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i publicznej
obrony.

Prof. dr hab. Joanna Kostecka

Dodatkowe pytanie dla doktoranta
Proszg sprobowac zbilansowaé obecnosé plastiku w tworzeniu cywilizacji XXT wieku a mikroplastiku i
nanoplastiku w srodowisku przyrodniczym i organizmach zywych.
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