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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Amandy Pacholak

pt. , The exploitation of selected environmental bacteria in the removal of 5-nitrofuran derivatives”

Przedtozona do oceny praca doktorska zostata wykonana przez mgr inz. Amandg Pacholak w
Instytucie Technologii i Inzynierii Chemicznej Politechniki Poznariskiej. Promotorem pracy jest prof.
dr hab. inz. Ewa Kaczorek uznana specjalistka z zakresu biotechnologii Srodowiskowe;.

Podstawa wydania opinii jest pismo Pani Dziekan Wydziatu Technologii Chemicznej
Politechniki Poznanskiej prof. dr hab. inz. Ewy Kaczorek z dnia 25 kwietnia 2023 r. (RD-9/4/2023).

Gtéwnym celem dysertacji byto opracowanie skutecznych strategii usuwania syntetycznych
antybiotykéw w postaci pochodnych nitrofuranéw ze $rodowiska. Jako narzadzie zaproponowano
proces biologicznej degradacji przez bakterie srodowiskowe. Aby uzyskac ten cel nalezato jednak
zrozumieé w jaki sposéb nitrofurany wptywaja na szczepy bakterii Srodowiskowych.

Pochodne nitrofuranu jako antybiotyki posiadaja szerokie spektrum dziatania lecz moga mie¢
szkodliwy wptyw na érodowisko lub stwarzac¢ zagrozenie dla zdrowia ludzi. Wykorzystujac zdolnosci
metaboliczne niektérych bakterii $rodowiskowych, naukowcy daza do opracowania strategii
skutecznego usuwania lub degradacji tych zwigzkéw, zmniejszajac w ten sposoéb ich potencjalny
negatywny wptyw. Zwiazki te moga wptywac na bakterie srodowiskowe w réznoraki sposéb, moga
by¢ toksyczne dla bakterii, moga hamowac szlaki metaboliczne, moga wykazywac zdolnosci
antybakteryjne. Dtugotrwate narazenie na pochodne 5-nitrofuranéw moze prowadzi¢ do selekcji

bakterii, ktére wyksztatcity mechanizmy opornosci.
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Zaproponowana w dysertacji tematyka badan jest nowoczesna i aktualna. Biodegradacja
nitrofuranéw jest intensywnie badana w celu lepszego zrozumienia mechanizméw tego procesu
oraz identyfikacji mikroorganizméw i enzyméw zaangazowanych w te degradacje. Badania nad
biodegradacjg nitrofuranéw majg na celu opracowanie bardziej efektywnych metod usuwania tych
zwigzkéw z $rodowiska oraz ocene potencjalnych skutkéw ubocznych i produktéw ubocznych tego
procesu. Wazne jest, aby kontynuowa¢ badania nad degradacja nitrofuranéw i rozwija¢ metody,
ktére bedg skuteczne, ekonomiczne i bezpieczne dla Srodowiska, aby zmniejszy¢ obecnos$¢ tych
substancji i minimalizowa¢ ich potencjalne skutki dla zdrowia i ekosysteméw. Tak wigc przedtozona
do oceny praca doktorska byta zarazem duzym wyzwaniem badawczym.

Oceniana rozprawa doktorska to przyktad ciekawego i starannie zaplanowanego projektu
badawczego, ktérego wyniki wnosza istotny wktad do rozszerzenia wiedzy na temat degradagji
antybiotykdw. Rezultaty pracy sa baza dla przysztych zastosowan. Uwazam, ze postawiony przez
Doktorantke ambitny cel pracy zostat osiagniety na wysokim $wiatowym poziomie naukowym.

Przedstawiona do opinii rozprawa doktorska ma forme spdjnego tematycznie zbioru
artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych. Pani mgr inz. Amanda Pacholak zawarta
treé¢ swoich badarn w formie przewodnika napisanego w jezyku angielskim po zwigzanych
tematycznie publikacjach. W przewodniku Doktorantka zawarta nastepujace rozdziaty: abstrakt,
lista uzywanych skrétéw, przeglad literaturowy, cel i zakres pracy, lista publikacji zaliczonych do
cyklu, podsumowanie wynikéw, wnioski, literatura, aktywnos¢ naukowa oraz kopie publikacji
tworzace cykl wraz z oéwiadczeniami o wspétautorstwie. Przewodnik zostat starannie i przejrzyscie
przygotowany, a obfita oprawa graficzna utatwia $ledzenie prezentowanych wynikow.

Spéjny tematycznie zbiér artykutéw zatytutowany “The exploitation of selected environmental
bacteria in the removal of 5-nitrofuran derivatives” stanowi pie¢ publikacji w czasopismach o
wysokim wspétczynniku oddziatywania. Sumaryczny IF prac zaliczonych do cyklu wynosi 47, w tym
trzy prace zamieszczone w czasopismach, ktérych wspofczynnik odziatywania IF przekracza 10.
Nalezy podkresli¢, ze liczba punkéw przyznanych przez MEIN w przypadku trzech prac wynosi 200
oraz dodatkowo dla pozostatych publikacji 100 i 70 pkt. Na uznanie zastuguje fakt, ze w kazdym
przypadku Doktorantka jest pierwszym autorem, a w czterech publikacjach autorem
korespondencyjnym, co $wiadczy o jej dominujacym wktadzie w wykonywanie badan. Doktorantka
deklaruje swéj udziat réwniez w sformutowaniu i identyfikacji problemu naukowego poruszanego w
pracy. Natomiast pani prof. Kaczorek, ktéra nadzorowata badania réwniez zadeklarowata, ze

Doktorantka jest wiodgcym autorem w zamieszczonych publikacjach. Dzieki temu, ze wyniki badan
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realizowanych w ramach pracy doktorskiej zostaty opublikowane w uznanych czasopismach
(International Journal of Environmental Research and Public Health, Journal of Hazardous Materials,
Environmental Research, Science of the Total Environment) mogg zainteresowac nie tylko ekspertéw
z branzy ale réwniez szeroka spotecznos¢ naukowa. Praca doktorska jest wynikiem realizacji grantu
OPUS, ktorym kierowata prof. Kaczorek.

Z ogromnym zainteresowaniem przegladatam zestawienie dorobku naukowego Doktorantki,
odkrywajac kolejne fascynujace osiagniecia Doktorantki. Doktorantka jest wspétautorem 23 pracw
czasopismach z listy JCR i moze pochwali¢ sig juz wysokim H-idexem wynoszacym 9. Innym
niestychanie waznym faktem w bogatym zyciu naukowym Doktorantki jest kierownictwo grantem
PRELUDIUM finansowanym przez NCN. Doktorantka byta jeszcze wykonawca w az 5 innych
projektach finansowanych przez NCN i NCBiR oraz licznych dotacji na badania finansowych przez
Politechnike Poznarska. Doktorantka w trakcie realizacji pracy doktorskiej przebywata co roku na
stazach trwajacych od 1 do 5 miesiecy w nastepujgcych Uczelniach zagranicznych: Ohio State
University (USA), University of Technology (Sydney, Australia), University of Helsinki (Finlandia) oraz
Beijing University of Technology (Chiny). Jest wspétautorka 17 wystapien ustnych oraz 24 posterow
prezentowanych na migdzynarodowych krajowych i miedzynarodowych oraz laureatky wielu
nagréd. Na wyrdznienie zastuguje fakt otrzymania w 2022 roku rocznego stypendium START dla
wybitnych mtodych uczonych na poczatku kariery naukowej posiadajacych udokumentowane
osiagniecia w swojej dziedzinie badan. Wszystkie wymienione powyzej aktywnosci naukowe s3
niestychanie wazne dla rozwoju znakomitej Sciezki naukowej. Ten imponujacy dorobek naukowy
uzyskany zostat przez Doktorantke w tak mtodym wieku!

Badania wykonane w ramach doktoratu sa spdjne, Doktorantka podjeta sie trudnego
wyzwania i konsekwentnie go realizowafa. Kazde z zagadnied opatrzone jest odrebnym
wprowadzeniem do tematu, czescia opisujaca wyniki oraz podsumowaniem.

Tematyka pracy jest bardzo szeroko opisywana w literaturze. Tak wigc wybor cytowanych
pozycji to trudne wyzwanie. Doktorantka odwotuje sig do powyzej 200 pozycji. Uwazam, ze w
przewodniku powinny znalez¢ si¢ tylko te najwazniejsze, co utatwitoby recenzentowi szybki dostep
do tych najistotniejszych. Wszakie wszystkie publikacje stanowiace cykl sa zataczone do
przewodnika i tam zawarta jest cata szczegbtowa literatura.

Z przyjemnoscia czyta sig 20 stronicowy wstep literaturowy, w ktérym Doktorantka w sposob
syntetyczny nakresla problematyke badan. Scharakteryzowata nitrofurany, wyttumaczyta zakaz ich

stosowanie u zwierzat hodowlanych, zaznaczyta, ze jednak antybiotyki te ciagle sa wykrywane w
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zywnosci pochodzenia zwierzgcego. Dodatkowo zawarta we wstepie problematyke stosowania
antybiotykéw i wynikajaca z niej ich obecno$¢ w érodowisku. Wprowadzenie konczy omdwienie
oddziatywania nitrofuranéw na mikroorganizmy oraz strategii ich usuwania ze Srodowiska.

Przewodnik czyta sie z przyjemnoscia, Doktorantka w sposob niezwykle uporzadkowany
przedstawia kolejne zagadnienia umieszczone w publikacjach z cyklu nawiazujac do literatury i
naséwietlajac wszystkie niezbedne problemy tak aby cel pracy i wyniki badan byly zrozumiate. W
kodcu warto réwniez pochwali¢ bardzo staranng redakcje pracy. Doktorantka wykazata sie
umiejetnoécia prowadzenia pracy badawczej i w sposob poprawny formutowata wnioski na
podstawie obszernego i wartosciowego materiatu doéwiadczalnego. Prace eksperymentalne byty
prowadzone z uzyciem pojedynczych komorek bakteryjnych oraz konsorcjéw mikroorganizméw pod
katem ich krétkotrwatej ekspozycji na nitrofurantoing oraz pojedynczych szczepéw poddanych
dugotrwatej ekspozycji na nitrofurantoing i furaltadon.

W szczegblnosci w PUBLIKACII P1 zostata opisana izolacja pojedynczych szczepow
bakteryjnych z miejskiego i wiejskiego osadu czynnego, ich zdolno$¢ do degradaciji nitrofurantoiny
oraz wptyw leku na komorki bakteryjne. Potwierdzono, ze wyizolowane szczepy moga
wykorzystywa¢ nitrofurantoine jako zrédto wegla i energii. W PUBLIKACII P3 zawarto wyniki badan
dotyczacych biodegradacji nitrofurantoiny przez mikroorganizmy z dwéch $rodowisk wodnych.
Zidentyfikowano produkty biodegradacji oraz przeanalizowano zmiany w strukturze
bioréznorodnodci bakterii. Potwierdzono, ze obecnos¢ nitrofurantoiny w hodowli bakteryjnej
wplywa istotnie na strukture bakterii. Degradacja nitrofurantoiny doprowadzita do powstania
stabilnych produktéw (1-aminohydantoina, semikarbazyd i hydrazyna). W PUBLIKACII 5 proces
biodegradacji prowadzono za pomoca 3 réznych nowo wyizolowanych szczepdéw bakterii oraz
przedstawiono zmiany w komérkach nitrofurantoiny i wptyw produktéw degradacji na badane
szczepy. Te nowe szczepy okazaty sie wysoce aktywne w biodegradacji oraz wykazywaty najmniejsze
zmiany we wtasciwos$ciach komérek.

W PUBLIKACJACH P2 i P4 opisano proces poddania pojedynczych szczepow bakteryjnych na
dtugotrwaty kontakt z zaréwno nitrofurantoing jaki furaltadonem. Ekspozycja spowodowata zmiany
w komoérkach na poziomie ich wtasciwosci morfologicznych, biosyntezy biatek, efektéow
mutagennych oraz zwigkszenie stresu oksydacyjnego.

Wszystkie powyzej opisane badania potwierdzaja mozliwo$¢ biodegradacji pochodnych
nitrofuranonéw oraz powstawania stabilnych produktéw posrednich, ktére istotnie wptywaja na

wiasciwoéci komérek. Tak wiec mikrobiom $rodowisk wodnych moze zosta¢ uszkodzony.
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Dtugotrwata ekspozycja moze przyczyni¢ si¢ do istotnych zmian struktury komérek i ich
metabolizmu. Przedstawiona do recenzji praca przyczynita sie do rozwiniecia wiedzy dotyczacej
biodegradacji nitrofuranéw i moze by¢ w przysztosci pomocna przy projektowaniu technologii
bioremediacji miejsc skazonych antybiotykami. Doktorantka przedstawita réwniez ograniczenia i
przyszte kierunki rozwoju badan.

Wszystkie publikacje stanowiace cykl zostaty poddane recenzji i opublikowane w
czasopismach z listy JCR o wysokich wspétczynnikach oddziatywania. Dlatego tez rola recenzenta
jest ograniczona i polega na wyszczegOlnieniu i ocenie istotnych osiggnie¢ naukowych. Za
najwazniejsze elementy naukowe recenzowanej pracy uwazam:

- izolacje i zidentyfikowanie czystych szczepéw bakteryjnych réznego pochodzenia Srodowiskowego
(¢cieki miejskie i komunalne, gleba, zbiorniki wodne),

- opracowanie efektywnego procesu biodegradacji pochodnych nitrofuranéw zaréwno przez
pojedyncze szczepy jak i konsorcja mikroorganizmow z réznych srodowisk,

- oznaczenie produktéw biotransformacji nitrofurantoiny oraz okreslenie ich oddziatywania na
szczepy bakterii,

- wyznaczenie i opisanie wptywu pochodnych nitrofurandw na aktywno$¢ metaboliczng komérek i
whaéciwoéci komérek, takie jak przepuszczalno$é bton i hydrofobowos¢ powierzchni,

- ocene dtugotrwatego oddziatywania pojedynczych szczepdw na nitrofurantoine i furaltadon i
okreélenie ksztattu i struktury komorek,

- ocene odpowiedzi biologicznej komérek poddanych dziataniu nitrofuranéw przez 12 miesigcy
poprzez analize zmian przepuszczalnosci bfony komorkowej, hydrofobowosci powierzchni i profilu
kwasow ttuszczowych,

- ocene wptywu ekspozycji szczepéw na nitrofurany poprzez profil metaboliczny, stopien
uszkodzenia materiatu genetycznego, aktywno$¢ metaboliczng i reakcjg stresowa w komorce.

Podczas czytania pracy szukatam odpowiedzi na nastepuje kwestie:

- Czy mozna juz na tym etapie zgrubnie oceni¢ na podstawie przeprowadzonych badan czy
opracowana metoda biodegradacji moze byc efektywna réwniez ekonomicznie?

- Jakie moga pojawié sie problemy przy projektowaniu technologii bioremediac;ji?

- Czy opracowana metoda moze konkurowac z innymi opisanymi w literaturze lub stosowanymi w
praktyce?

Doktorantka wykazata sie wysokimi kwalifikacjami projektowania i prowadzenia

eksperymentéw w laboratorium chemii bioorganicznej. Stosowata konwencjonalne metody, np.
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rézne kolorymetryczne testy biochemiczne oraz uzupetniata je nowoczesnymi technikami, takimi jak
mikroskopia sit atomowych, cytometria przeptywowa, stosowata metabolomike i metagenomike.
Na wyrdznienie zastuguje fakt, ze otrzymane wyniki analiz zostaty w sposob bardzo doktadny
opisane i bardzo przejrzyscie zobrazowane, co $wiadczy o dobrym opanowaniu technik przez
Doktorantke.

Na podstawie oceny pracy doktorskiej Pani mgr inz. Amandy Pacholak, pt.: “The exploitation
of selected environmental bacteria in the removal of 5-nitrofuran derivatives” stwierdzam, ze
przedstawiona do recenzji praca spetnia ustawowe i zwyczajowe wymogi stawiane rozprawom
doktorskim. Wnosze wiec do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki sznar’wskiej o
dopuszczenie mgr inz. Amande Pacholak do dalszych etapéw przewodu o nadanie stopnia doktora
w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk chemicznych.

Jednoczeénie biorac pod uwage wysoka wartos¢ naukowa pracy doktorskiej oraz jej
aplikacyjny charakter, nowatorskie osiagnigcia, ponadprzecietny dorobek naukowy, jak i
imponujacy udziat w kierowaniu projektami w tak krétkim czasie prowadzenia pracy naukowej,

wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej.



