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Recenzja

pracy doktorskiej mgr lzabeli Wolak zatytutowana ,Wptyw wybranych lekéw
przeciwdrobnoustrojowych na produkcje biogazu, rozpowszechnienie genéw
lekoopornoéci oraz mikrobiom zaangazowany w procesy fermentacji metanowej
gnojowicy bydlecej” wykonanej w Katedrze Inzynierii Ochrony Wéd i Mikrobiologii
Srodowiskowej Wydziatu Geoinzynierii Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego w
Olsztynie, pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy Korzeniowskiej.

Przediozona do oceny praca doktorska mgr Izabeli Wolak, przedstawia wyniki
wptyw wybranych lekéw przeciwdrobnoustrojowych na proces fermentacji beztlenowej
prowadzonej w warunkach mezofiinych w uktadzie technologicznym na skale
laboratoryjng oraz bezposrednio w biogazowniach rolniczych. Doktorantka badata
obecnos¢ pozostatosci antybiotykéw nalezacych do klasy beta-laktaméw, tetracyklin,
sulfonamidow, antybiotykéw z grupy MLS (makrolidy — linkozamidy — streptograminy)
i inhibitoréw reduktazy dihydrofolianowej w pofermencie z wybranych biogazowni
rolniczych w Polsce. Doktorantka badata takze skfad mikrobiomu masy
pofermentacyjnej oraz zachodzace w mikrobiomie zmiany wéréd spotecznosci
drobnoustrojéw nalezacych zaréwno do domeny Bacteria jak i Archaea. Ponadto
doktorantka analizowata wystepowanie ARGs niosgcych lekoopornoéé na antybiotyki
nalezace do klasy betalaktamow, tetracyklin, fluorochinolonéw, sulfonamidéw, grupy
MLS, oraz genéw integrazy klasy 1 oraz 2 w pobranych prébkach pofermentu.
Srodowisko naturalne i antropogeniczne ma podstawowe znaczenie dla
funkcjonowania i rozwoju ludzi oraz zwierzat i mikroorganizmoéw. Wprowadzenie do
srodowiska naturalnego dodatkowej materii organicznej wiaze sie konsekwencjami i
dlatego istotne jest przeciwdziatanie zanieczyszczeniom, monitorowanie stanu

zanieczyszczenie oraz przywracanie elementéw przyrodniczych do stanu wiasciwego.



Wyniki uzyskane przez doktorantke sg bardzo intersujgce i warto$ciowe ze wzgledu
na zagrozenia zwigzane z lekoopornoscia antybiotykéw i transferem genéw opornosci
tych farmaceutykéw do Srodowiska. Wedtug autorki wdrozenie fermentacji beztlenowej
w petnowymiarowych biogazowniach zlokalizowanych w duzych gospodarstwach
rolnych moze by¢ rozwigzaniem przyjaznym dla $rodowiska, zapewniajacym
bezpieczeristwo energetyczne gospodarstwa, pozwalajacym na obnizenie kosztow
transportu i zarzgdzania. Jednak konieczne jest racjonalne gospodarowanie
antybiotykami i ograniczenie ich podazy zwierzetom oraz monitorowanie procesu
fermentacji metanowej w biogazowniach, jak réwniez pofermentu wprowadzanego do
gleby.

Uktad pracy jest bardzo dobrze przemyslany. Na poczatku, doktorantka podata
spis publikacji z aktualnym parametrami bibliometrycznymi stanowiace rozprawe
doktorska. Doktorantka jest wspotautorkg 5 publikacji w czasopismach o wysokich
parametrach: International Journal of Energy Research, IF=4.672, MEiN=100.
Sciences., Applied Sciences, IF=2.838, Energies, IF=3.252, MEiIN=140 i International
Journal of Environmental Research and Public Health, IF=4.614, MEiN=140. We
wszystkich pracach doktorantka jest pierwszym autorem i brata wspétudziat w
opracowaniu metodyki, w przeprowadzeniu do$wiadczen, analizie i interpretacii
wynikéw oraz wykonywata przeglad literatury i przygotowywata pierwotny manuskrypt.
Do kazdej publikacji, doktorantka dotgczyta oéwiadczenia wspétautoréw prac.

Pani mgr Izabeli Wolak swoje badania podzielita na trzy etapy, ktére stanowia
integralng cato$¢, dobrze przemyslang i precyzyjnie napisane. Wykorzystywane przez
doktorantke techniki mikrobiologiczne sg na wysokim poziomie i $wiadcza o duzej
dojrzato$ci naukowej i precyzji. Doktorantka do kazdego etapu postawita cztery
hipotezy badawcze, ktére weryfikowata w artykutach.

. W pierwszej hipotezie badawczej doktorantka okreslita indywidualny i
synergistyczny wptyw wybranych lekéw przeciwdrobnoustrojowych oraz ich stezeri na
efektywnoé¢ produkeji biogazu i wydajno$é fermentacji metanowej gnojowicy bydlecej.
Wyniki tej hipotezy zweryfikowata w trzech artykutach. Doktorantka potwierdzita, ze
leki przeciwdrobnoustrojowe nalezace do klasy beta-laktaméw, tetracyklin,
sulfonamidow, fluorochinolonéw oraz pochodne nitroimidazoli podane jednostkowo jak

i synergistycznie do wsadu bioreaktoréw fermentacji metanowej hamuja wydajnosé



procesu oraz produkcje biogazu. W badaniach tych doktorantka wykorzystata techniki
chromatografii gazowej oraz cieczowej, ktore charakteryzuja sie duzg doktadnoscia.

W tym etapie badan nasuwa mi si¢ pytanie

- doktorantka podaje, ze w przypadku farmaceutykéw dodanych do gnojowicy
bydlecej, dla ktérych zaobserwowano catkowity rozktad, produkty degradacji tych
lekéw byly obecne w fazie statej przefermentowanej gnojowicy bydlecej. Jezeli jest
catkowita degradacja to dlaczego sg one wykrywane i jak mozna je usunaé ?

- wediug doktorantki antybiotyki zadawane synergistycznie do wsadu bioreaktorow
wywotaty niewielki i tymczasowy spadek wydajnosci CH4 zalezny od stezenia lekow
we wprowadzanej do bioreaktorow mieszaninie. Czy w zwiazku z tym mozna
opracowac efektywniejsze dozowanie substratéw do fermentacji lub tez zmodyfikowaé
mikroorganizmy, ktére zwiekszaty wydajno$é metanu.

W drugiej hipotezie badawczej doktorantka okreélita skiad jako$ciowy i
iloSciowy drobnoustrojéow obecnych w systemach fermentacji metanowej, ktéry jest
modyfikowany poprzez obecno$¢ $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych we wsadzie
bioreaktorow, zarébwno w przypadku farmaceutykéw zadawanych do uktadu
technologicznego jednostkowo, jak i synergistycznie. Doktorantka badata réwniez
synergistyczny wptyw wybranych lekéw przeciwdrobnoustrojowych oraz ich stezer na
mikrobiom zaangazowany w proces fermentacji metanowej gnojowicy bydlecej, w
ktorej okreslita sktad jakos$ciowy i ilosciowy drobnoustrojow. Weryfikacje tej hipotezy
doktorantka przedstawita w czterech artykutach. Zastosowana wysokowydajna analiza
sekwencjonowania $wiadczy o duzej doskonato$ci metodycznej doktoranki. Uzyskane
przez nig wyniki pokrywaty sie z badaniami innych naukowcéw. Gtéwna spotecznoscia
mikroorganizméw byly Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes i
Tenericutes. Autorka stwierdzita, ze bakterie typu Bacteroidetes i Firmicutes w
obecno$ci antybiotykéw nie dostarczaly odpowiednich ilosci substratéw dla
mikroorganizméw metanogennych wytwarzajacych biogaz, stad tez produkcja biogazu
byta mniejsza. Wedtug doktorantki wykorzystanie pofermentu w postaci nawozu moze
zaburza¢ mikrobiom glebowy.



W ramach tej hipotezy nasuwa mi sig pytanie

- skoro pofermentu nie mozna wykorzysta¢ jako nawozu, jakie proponuje sie
rozwigzanie tego problemu ?

W ramach trzeciej hipotezy badawczej doktorantka przeprowadzita analizy
majace na celu okreslenie wptywu o$miu réznych srodkéw przeciwdrobnoustrojowych
na obecno$¢ i liczbe genéw lekoopornosci (aniu/.g. ARGs — antibiotic resistance
genes) w probkach pofermentu pochodzacego z bioreaktora, w ktérym jako substrat w
procesie wykorzystano gnojowice bydlgeca. Ta hipoteza zostata zweryfikowana w
czterech artykutach. Zastosowane techniki molekularne jednoznacznie wykazaty, ze
zwigkszone stezenie antybiotykow w fermentacji metanowej moga istotnie wptywaé
zmiang roznorodnosci biologicznej drobnoustrojéw zaangazowanych w ten proces.
Wyniki tych badan wydawatyby si¢ niepokojace, poniewaz obecnosci wszystkich
trzech badanych antybiotykéw w procesie fermentacji metanowej moze modyfikowaé
profil opornoéciowy i zwigksza¢ wzgledng obfito§¢ poszczegélinych ARGs w
pofermencie. Istnieje takze ryzyko rozprzestrzeniania genéw lekoopornosci z
pofermentu gleby, do wéd powierzchniowych, a takze do roélin i dalej do taricucha
pokarmowego zwierzat gospodarskich i ludzi.

W tej czesci nasunely mi sie pytania

- wedtug doktorantki i innych badaczy gnojowica bydleca jest rezerwuarem genéw
opornosci m.in. tetracykliny. Jakie mozna opracowa¢ rozwiazania w celu zmniejszenia
rozprzestrzeniania genéw oporno$ci antybiotykéw. Biorac pod uwage fakt, ze geny
opornosci moga dociera¢ do innych patogennych mikroorganizméw, co moze
zmniejszy¢ skuteczno$é dostepnych antybiotykéw. Czy nie groza nam problemy,
zwigzane z pojawieniem si¢ ,super bakterii”, ktére beda oporne na dostepne
antybiotyki ?

W ramach czwartej hipotezy badawczej doktorantka oceniata wplyw
pochodzenia substratu i sktad materii organicznej w substracie fermentacji metanowe;j
na obecnos¢ $rodkow przeciwdrobnoustrojowych oraz wzrost liczby genéw
lekooporno$ci w masie pofermentacyjnej uzyskiwanej po fermentacji metanowej. Ta
hipoteza zostata zweryfikowana w jednym artykule. Doktorantka w tym etapie badata
probki pofermentu pochodzacego z fermentacji metanowej prowadzonego in vivo, w
biogazowniach rolniczych na bazie osadu $ciekowego, mieszanki gnojowicy bydlecej



i kiszonki z kukurydzy oraz mieszaniny flotatu poubojowego, kiszonki kukurydzy, masy
cukierniczej oraz $cieru ziemniaczanego. Geny opornoéci na antybiotyki okreslata
ilosciowo z wykorzystaniem metody qPCR w aparacie LightCycler®system. Wyniki
niniejszej dysertacji sugeruja, ze ryzyko zanieczyszczenia gleby ARGs jest wysokie w
gospodarstwach, w ktérych poferment jest uzywany jako nawdz.

W tej czesci badan nasunely mi si¢ pytania

- Doktorantka zasugerowata, ze farmaceutyki, w tym antybiotyki, sg czesto
naduzywane i stosowane bez wskazéwek lekarza, co moze znacznie zwigkszy¢ ich
stezenie w osadach $ciekowych. Z pewnoscig naduzycia stosowania antybiotykéw sg
obserwowane. W jaki sposdéb doktorantka zaproponowataby rozwigzanie tego
problemu ? Czy istnieje na szeroka skale alternatywa dla antybiotykéw ?

Pani mgr Iwona Wolak, jak na miodego cztowieka, ma bardzo imponujacy
dorobek. Jest wspoétautorem 10 prac posiadajacy wysoki IF oraz wspétautorem dwéch
monografii w jezyku polskim i angielskim. Doktorantka ma 13 doniesien
konferencyjnych zaréwno polskich jak i zagranicznych. Brata udziat w trzech
projektach badawczych, w jednym z nich byfa kierownikiem w konkursie Preludium.
Doktorantka brata rowniez udziat w szkoleniach zwigzane z analizami molekularnymi i
bioinformatycznymi oraz odbyta staz zagraniczny w Niemczech. W zwigzku z
pozytywnga oceng rozprawy doktorskiej, przedktadam Radzie Naukowej Dyscypliny
nauki biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie wniosek o
dopuszczenie mgr 1zabeli Wolak do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia
doktora w dziedzinie nauk $Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
Rozprawa doktorska odpowiada wymaganiom okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2023.742 ze zm.).

Jednoczesnie wnioskuje o przyznanie nagrody dla mgr Izabeli Wolak za
uzyskane wyniki pracy naukowe;j.
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Torun, 20. 11.2023 dr hab. Maria Swiontek Brzezinska, prof. UMK



