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Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Izabeli Wolak sktada si¢ z
autoreferatu, zawierajacego: (1) streszczenie w j. polskim (2) abstract w j- angielskim (3)
wprowadzenie do tematyki badan (4) cel i hipotezy badawcze (5) zakres i metodyke pracy (6)
oméwienie wynikéw badan (7) podsumowanie i wnioski (8) literature- 29 pozycji oraz (9) piec
zalacznikéw zawierajacych kopie publikacji wraz z o$wiadczeniami wspotautorow. Wyniki
bedace przedmiotem dysertacji zawarto w cyklu pigciu wspétautorskich publikacji naukowych,
opublikowanych w latach 2020-2023, w czasopismach wyréznionych przez Journal Citation
Reports (JCR) posiadajgcych IF (International Journal of Energy Research, Applied Sciences,
Energies- 2 prace, International Journal of Environmental Research and Public Health).
Dysertacja doktorska zostata przygotowana zgodnie z wymogami odpowiednicj ustawy.

1. Koniuszewska I, Korzeniewska E, Harnisz M, Czatzkowska M, Intensification of biogas production
using various technologies: A review. International Journal of Energy Research, 2020; 2:1-19.
https://doi.org/10.1002/er.533; IF=4.672, MEIiN=100.

2. Koniuszewska I, Czatzkowska M, Harnisz M, Korzeniewska E. The Impact of Antimicrobial Substances
on the Methanogenic Community during Methane Fermentation of Sewage Sludge and Cattle Slurry.
Applied Sciences, 2021; 11(1):369. https://doi.org/10.3390/app11010369; IF=2.838, MEiN=100.

3. Koniuszewska I, Harnisz M, Korzeniewska E, Czatzkowska M, J astrzebski JP, Paukszto £, Bajkacz S,
Felis E, Rusanowska P. The Effect of Antibiotics on Mesophilic Anaerobic Digestion Process of Cattle
Manure. Energies, 2021; 14(4):1125. https://doi.org/10.3390/en14041125; IF=3.252, MEIN=140.

4. Wolak I, Czatzkowska M, Harnisz M, J astrzebski JP, Paukszto £, Rusanowska P, Felis E, Korzeniewska
E. Metagenomic Analysis of the Long-Term Synergistic Effects of Antibiotics on the Anaerobic
Digestion of Cattle Manure. Energies, 2022; 15(5):1920. https://doi.org/10.3390/en15051920; IF=3.252,
MEIN=140.

5. Wolak I, Bajkacz S, Harnisz M, Stando K, Megcik M, Korzeniewska E. Digestate from Agricultural
Biogas Plants as a Reservoir of Antimicrobials and Antibiotic Resistance Genes- Implications for the
Environment. International Journal of Environmental Research and Public Health, 2023; 20(3): 2672.
https://doi.org/10.3390/ijerph 20032672; IF=4.614, MEiN=140.

1



Laczna warto$¢ Impact Factor artykutéw opublikowanych w ramach dysertacji Doktorantki
t0 18.628, a sumaryczna liczba punktéw MEiN, zgodnie z rokiem opublikowania, dla tych prac
wynosi 620. Prace te zaistnialy juz w migdzynarodowym obiegu informacji co réwnoczeénie
potwierdza trafhos¢ doboru tematyki rozprawy. Liczba ich cytowan wg. bazy Web of Science
Core Collection wynosi 48.

Badania zaprezentowane w publikacjach zrealizowano w Katedrze Inzynierii Ochrony Wéd
1 Mikrobiologii Srodow1skoweJ na Wydziale Geoinzynierii Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie w ramach dwéch projektow:

1. Narodowe Centrum Nauki grant nr 2020/37/N/NZ9/00431, pt.: Poferment z biogazowni
rolniczych jako rezerwuar lekoopornosci - realne zagrozenie dla srodowiska?
pozyskany, co nalezy podkreslié, przez Doktorantke w konkursie Preludium 19,

2. Narodowe Centrum Nauki grant nr 2016/23/B/NZ9/03669, pt.:  Wykorzystanie
bioaugmentacji do intensyfikacji produkcji biogazu z substratéw organicznych o
wysokiej koncentracji antybiotykéw (kierownik projektu: prof. dr hab. inz. Monika
Harnisz), ktérego Doktorantka byta stypendystka.

Wszystkie prace s wieloautorskie, co jest typowe dla tak obszernych prac badawczych,
majg czterech (praca 1 12), szesciu (praca 5), o§miu (praca 4) oraz dziewigciu (praca 3) autorow.
We wszystkich publikacjach Pani mgr Izabela Wolak jest pierwszym autorem. Z o$wiadczen
ztozonych przez Doktorantke oraz wspétautoréw prac wynika, ze miata znaczacy udzial w ich
przygotowaniu uczestniczac w najwazniejszych etapach sktadajacych sie na ich przygotowanie;
czyli w opracowaniu metodyki, przegladu literatury, wykonaniu analiz laboratoryjnych,
przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu oraz w dalszych pracach edytorskich.

Sylwetkg Doktorantki uzupetnia Jej dodatkowy dorobek naukowy w postaci 8
wspétautorskich publikacji opublikowanych w czasopismach wyréznionych przez JCR
(Ecohydrology & Hydrobiology- 2 prace, Energy Science & Engineering, Science of The Total
Environment, Journal of Hazardous Materials, Energies, International Journal of
Environmental Research and Public Health, Applied Science) oraz 1 pracy w materiatach
migdzynarodowych konferencji z nadanym numerem DOI i 13 doniesien konferencyjnych. W
sumie Doktorantka legitymuje sig obecnosciq w bazie Web of Science Core Collection 13 prac
cytowanych 204 razy (181 bez autocytowar). Ponadto Kandydatka uczestniczyla w
migdzynarodowej wymianie akademickiej PROM w Niemczech (11.06 — 8.07.2021, Leibniz
University Hannover) oraz szkolifa swéj warsztat badawczy uczestniczac w 3 szkoleniach z
obszaru inzynierii genetycznej i analiz bioinformatycznych.

1. Zasadnosié doboru tematyki

Problematyka badawcza rozprawy doktorskiej Pani mgr Izabeli Wolak dotyczy bardzo
aktualnej tematyki zwigzanej z potencjalem energetycznym i nawozowym odpadow
organicznych poddawanych stabilizacji w warunkach beztlenowych (AD). Wraz ze wzrostem
zainteresowania odnawialnymi Zrédlami energii fermentacja metanowa stala si¢ jedng z bardzo
szybko rozwijajacych sig technologii konwersji energii chemicznej zawartej w biomasie. W
biogazowniach na cele energetyczne moga byé wykorzystywane rozne substraty, w tym
gtownie odpadowe, np. takie jak: gnojowica bydlgca, osady sciekowe, flotaty poubojowe,
maczki migsno- kostne, kiszonki roslinne czy odpady z przemyshu spozywezego. Z drugiej
strony powstajacy po procesie biometanizacji poferment, bogaty w zwiazki organiczne,
mineralne, azotu i fosforu oraz makro- i mikroelementy, moze zosta¢ wykorzystany w



rolnictwie jako nawéz. Przed zastosowaniem rolniczym masy pofermentacyjnej nalezy zbadaé
jej parametry chemiczne, biologiczne oraz rolnicze. Oznacza sie w niej oprdcz substancji
organicznych i mineralnych niezbednych do wzrostu roélin, obecno$é metali toksycznych oraz
bakterii chorobotwérczych i pasozytéw. Jednak w pofermencie moze by¢ obecna cata gama
zwigzkéw chemicznych wplywajacych na ograniczenie i hamowanie beztlenowe;j
biodegradacji produktéw odpadowych. Tak wiec réznego rodzaju mikrozanieczyszczenia moga
z pofermentem dosta¢ si¢ do gleby. Wérdd takich zwigzkéw mozemy znalezé substancje
przeciwdrobnoustrojowe. Powszechnos$¢ stosowania antybiotykow i chemioterapeutykow w
leczeniu ludzi i zwierzgt powoduje wzrost ich zawartosci w $rodowisku co wigze sie takze z
ich kumulacja w substratach poddawanych stabilizacji beztlenowej. Substancje te wymienia sig
réwniez wsréd zwigzkéw chemicznych majacych inhibitujacy wpltyw na przebieg samego
procesu fermentacji metanowej. Biometanizacja to proces wymagajacy aktywnosci
biochemicznej réznorodnych zespoléw mikroorganizméw, majacych kluczowe znaczenie dla
produkeji biogazu, przeprowadzajacych kolejno poszczegblne etapy jego powstawania, czyli
procesy hydrolizy, acidogenezy, acetogenezy i metanogenezy. Wraz z substancjami
przeciwdrobnoustrojowymi przemieszczajga si¢ takze antybiotykooporne bakterie (ARB) oraz
geny lekoopornosci (ARGs). Tak wigc odpady organiczne podawane beztlenowej stabilizacji
oraz masy pofermentacyjne moga byé waznym rezerwuarem  substancji
chemioterapeutycznych oraz drobnoustrojéw, w tym chorobotwdrczych, niosacych ogromna
pulg genéw opornosci na antybiotyki, ktére moga byé potencjalnie, w dalszej kolejnosci,
przenoszone na inne drobnoustroje $rodowiskowe na drodze horyzontalnego transferu genow.

Wszystko to potwierdza aktualno$é i trafno$¢ wyboru tematyki rozprawy doktorskiej
przez Panig mgr Izabelg Wolak. Praca prezentuje bowiem wyniki badan, ktérych celem byto
okreslenie wptywu wybranych lekéw przeciwdrobnoustrojowych na proces fermentacji
beztlenowej prowadzonej w warunkach mezofilnych w uktadzie technologicznym na skale
laboratoryjng oraz bezposrednio w biogazowniach rolniczych. Potencjaly energetyczne
zwigzane z produkcjg biogazu i nawozowe pofermentéw s3 weigz mocno niedocenione i
niewykorzystane w stosunku do obecnych mozliwosci technologicznych oraz stanu wiedzy i
nauki. Stad tez wszystkie proby podjgcia badan naukowych dotyczacych oceny wplywu
antybiotyk6w na proces metanogenezy i na zmiany w bioréznorodnosci drobnoustrojéw go
przeprowadzajacych z uwzglednieniem ryzyka szerzenia zjawiska lekoopornogci uwazam za
bardzo cenne. Doktorantka zaplanowata bardzo unikatowe i kompleksowe badania naukowe
zaréwno w warunkach laboratoryjnych jak i w biogazowniach rolniczych, dzieki temu
uzyskane wyniki maja réwniez znaczenie utylitarne.

2. Charakterystyka pracy

Publikacje, stanowigce dysertacjg, obejmuja pieé pozycji stanowigcych spdjna calosé.
Pierwsza praca (1) jest pozycja przegladowa. Doktorantka dokonala w nicj przegladu
pismiennictwa (168 pozycji) naswietlajac zasadno$é podjecia dalszych badan. Analizowana
literatura dotyczyla informacji na temat przebiegu biochemicznych proceséw beztlenowych,
stosowanych typ6w substratéw, drobnoustrojéw tworzacych mikrobiote procesu metanogenezy
oraz przegladu zwigzkéw chemicznych bedacych inhibitorami tego procesu, z uwzglednieniem
antybiotykéw. W konkluzji pracy zwrécono uwage, iz istnicje potrzeba poszukiwania
technologii, réwniez wykorzystujacych rozwéj biologii molekularnej i inzynierii genetycznej,
maksymalizujagcych ilos¢ powstajacego biogazu z odpadéw biologicznych, ktorych



wykorzystanie w tym celu obecnie zyskuje na znaczeniu. Ponadto przeglad literaturowy
pozwolit Doktorantce na stwierdzenie, iz niewiele jest publikacji opisujacych zaleznosé miedzy
procesem fermentacji metanowej zachodzacym w obecnosci antybiotykow w powigzaniu z
rozprzestrzenianiem sig zjawiska antybiotykoopornosei. Dzieki temu mogla sformutowaé cel i
zakres swojej pracy oraz hipotezy badawcze rozprawy zaprezentowane w autoreferacie.

Gléwnym celem naukowym rozprawy doktorskiej Pani mgr Izabeli Wolak byto
okreslenie wplywu wybranych Srodkdw przeciwdrobnoustrojowych na wydajnosé¢ procesu
Jermentacji metanowej, produkcje biogazu, zmiany w bioréinorodnosci mikrobiomu
zaangazowanego w procesy metanogenezy oraz na liczbe kopii ARGs w pofermencie.

Doktorantka sformutowata réwniez cztery hipotezy badawcze, zgodnie z ktérymi (I) Leki
przeciwdrobnoustrojowe zadane do wsadu bioreaktoréw AD jednostkowo oraz Synergistycznie,
nalezqce do klasy beta-laktamow, tetracyklin, sulfonamidéw, fluorochinolonéw oraz
pochodnych nitroimidazoli, wplywajg hamujgco na wydajnosé procesu AD oraz produkcje
biogazu (IT) Skiad jakoSciowy i ilosciowy drobnoustrojéw obecnych w systemach AD jest
modyfikowany poprzez obecno$é Srodkéw  przeciwdrobnoustrojowych we wsadzie
bioreaktoréw AD, zaréwno w przypadku farmaceutykéw zadawanych do uktadu
technologicznego jednostkowo, jak i synergistycznie (III) Farmaceutyki, zadawane do wsadu
bioreaktoréw jednostkowo lub synergistycznie, a takze te obecne w substratach poddawanych
AD, wphywajq istotnie na wzrost liczby kopii ARGs wsréd spolecznosci drobnoustrojéw
odpowiadajgcych za proces biometanizacji (IV) Pochodzenie substratu i sklad materii
organicznej w substracie AD wplywa na obecnosé srodkéw przeciwdrobnoustrojowych oraz
ARGs w masie pofermentacyjnej uzyskiwanej po procesie AD w biogazowniach rolniczych.

W celu realizacji gtéwnego celu naukowego rozprawy Doktorantka podzielita eksperyment
badawczy na trzy etapy, ktérych wyniki zawarta w kolejnych publikacjach oraz
przedyskutowata w autoreferacie. Informacje zawarte w poszezegdlnych rozdzialach
autoreferatu, co nalezy podkresli¢, znajdujg swoje rozwiniecie w poszczegdlnych publikacjach
weryfikujac poszczegdlne hipotezy badawcze.

Publikacja druga (2) prezentuje wyniki badan laboratoryjnych, wstepnych w stosunku do
catosci dysertacji, ktére pozwolity Kandydatce na dopracowanie metodyki dalszych badar oraz
na wybranie do nich zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych. Wykorzystane na tym etapie
substraty, osad $ciekowy i gnojownica bydleca, réznily si¢ sktadem zbiorowisk metanogennych
drobnoustrojéw oraz ich wrazliwoscia na badane antybiotyki. Wykazano zréznicowany
jednostkowy wplyw badanych stgzen (512, 1024 pg/g) czterech antybiotykéw na wydajnosé
procesu i produkcj¢ biogazu oraz na zmiany struktury zespolu drobnoustrojéw
odpowiedzialnych za proces fermentacji. Obecnosé $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych
spowodowata znaczne obnizenie efektywnosci metanogenezy, przy czym najwickszy
negatywny wplyw na ten proces mial metronidazol w przypadku osadu $ciekowego. W
wigkszosci probek pofermentu zaobserwowano spadek liczby kopii badanych genéw
charakterystycznych dla metanogenéw.

W publikacji trzeciej (3) badano jednostkowy wptyw o$§miu wybranych antybiotykéw na
proces fermentacji obornika bydlgcego. Wykazano znaczacy spadek produkcji biogazu w
obecnosci antybiotykéw, najwigkszy 75% w obecnosci amoksycyliny. Inne antybiotyki takie



Jak: enrofloksacyna, tetracyklina, oksytetracyklina i chlorotetracyklina réwniez zmniejszaty
ilos¢ wytwarzanego biogazu odpowiednio o 36, 39, 45 i 53%. Obecnogé antybiotykow
zmnigjszata réwniez liczebnos¢ wybranych do badan genéw charakterystycznych dla
organizmoéw przeprowadzajacych metanogeneze (mcrd, MST, MSC) oraz spowodowata wzrost
liczby ARGs, zwhaszcza charakterystycznych dla opornosci na tetracykliny. Przefermentowane
osady mogg wigc by¢ zrédtem rozprzestrzeniania ARB i ARGs w $rodowisku.

Publikacja czwarta (4) prezentuje wyniki badafi prowadzonych w skali laboratoryjnej
diugoterminowego, synergistycznego wpltywu mieszanny wybranych antybiotykéw
(amoksycylina, enrofloksacyna, metronidazol) na beztlenowg fermentacj¢ obornika bydlecego.
Poszczegolne parametry analizowano w odpowiedzi na dzialanie Zzmieniajacych si¢ stezen
kombinacji antybiotykéw w réznych okresach ekspozycji na nic (w sumie siedem serii
eksperymentu). Stgzenia farmaceutykéw, duzo nizsze niz te stosowane w poprzednich
badaniach, stopniowo zwigkszano w kolejnych seriach doswiadczalnych. Ekspozycja
zawartosci bioreaktoréw na antybiotyki inhibitowala wzrost i rozw6j mikroorganizméw
metanogennych, takich jak badane Methanothrix 1 Methanosarcina oraz rzad
Methanomassiliicoccales co przekladato sig na spadek produkcji metanu. Ciekawg obserwacja
bylo zjawisko zminimalizowania spadku produkeji CH4 wywolanego antybiotykami w
obecnosci wysoce lekoopornych mikroorganizméw w bioreaktorach AD. Stwierdzono
bowiem, iz stosowane $rodki przeciwdrobnoustrojowe znaczaco wptynely na catkowitg ilos¢ i
czgstos¢ wystgpowania ARGs w pofermencie. Najliczniej wystgpowaly geny kodujace
opornos¢ na tetracykliny, antybiotyki makrolidowe, linkozamidowe, streptograminy i
aminoglikozydy, a takze geny opornosci wielolekowej.

W celu stwierdzenia czy antybiotyki i geny opornosci na nie obecne w organicznych
substratach przetwarzanych w biogazowniach rolniczych mogg przedostaé si¢ do pofermentu i
potem dalej razem z nim do gleby rolnej w publikacji piatej (5) badaniom poddano probki
réznych substratéw i pofermentdw z trzech biogazowni. Stwierdzono, ze proces metano genezy
nie eliminuje antybiotykéw obecnych w réznych substratach organicznych. Poferment moze
by¢ wigc rezerwuarem ARGs oraz metali toksycznych, ktére takze byly przedmiotem tego
badania. Stwierdzono takze wysoki poziom genéw integrazy klasy 112 w badanych probkach
pofermentu wskazujgcy na mozliwo$¢ nabywania przez bakterie w tym $rodowisku genow
opornosci na antybiotyki.

3. Ocena rozprawy

Podjeta przez Panig mgr Izabele Wolak tematyka rozprawy jest bardzo wazna i aktualna oraz
wnosi nowe informacje do dyscypliny nauki biologiczne. Nie znajdziemy w literaturze tematu
wielu prac tgezacych w jednym spéjnym opracowaniu tak szeroko zakrojonych badan
zwigzanych z wplywem substancji przeciwdrobnoustrojowych na proces fermentacji
metanowej réznych substratéw organicznych wykorzystywanych powszechnie w
biogazowniach rolniczych. Badania podjete przez Doktorantke wpisuja sie wiec bardzo dobrze
w poszukiwanie wiedzy dotyczacej optymalizacji procesu stabilizacji réznych odpadéw
organicznych w powigzaniu z coraz wigkszym zainteresowaniem energia odnawialng oraz
narastajacym zjawiskiem rozprzestrzeniania si¢ antybiotykéw w srodowisku wywolujacym
wzrost liczebnosci drobnoustrojéw lekoopornych, tez chorobotwérczych, i genéw opornosci na
chemioterapeutyki. Optymalizacja procesu metanogenezy w obecnosci antybiotykéw wymaga
poznania zmian zachodzacych w  bioréznorodnosci konsorcjow  drobnoustrojow



przeprowadzajacych ten proces oraz zrozumienia molekularnych mechanizméw wptywania
chemioterapeutykow na ich aktywnog$é oraz na mechanizm zwigkszania si¢ ilosci ARB i ARGs
w pofermencie. Zdobycie tej wiedzy podstawowej jest niezwykle istotne bowiem poferment
moze by¢ cennym materialem nawozowym lecz z drugicj strony moze by¢ niestety takze
zrédlem antybiotykéw, ARB, ARGs czy metali toksycznych, ktére wraz z nim mogg
rozprzestrzeni¢ si¢ w Srodowisku. Wcigz niewiele jest danych na ten temat. Rozwigzywane
przez Doktorantke problemy badawcze maja wige nie tylko znaczenie poznawcze ale réwniez
utylitarne.

Na podkreslenie zastuguje poprzedzenie zasadniczych prac eksperymentalnych publikacjg
przegladowg. Przeglad najnowszego pismiennictwa pozwolit Doktorantce na dostrzezenie
ograniczonej/ brakujgcej wiedzy z zakresu wptywu antybiotykéw na proces metano genczy oraz
umozliwit whadciwie zaplanowaé eksperymenty w celu weryfikacji zagadnien szczegdtowych.
Dzigki przeglagdowi pismiennictwa Doktorantka mogla sformutowaé odpowiednie hipotezy
badawcze. Osiggnigcie gléwnego celu pracy oraz potwierdzenie postawionych hipotez
badawczych wymagato od Doktorantki realizacji duzego zakresu pracy, co wigzalo sie z
przeprowadzeniem pracochtonnych prac doswiadczalnych.

Na podkreslenie zastuguje bardzo dobrze opanowany przez Pania mgr Izabele Wolak
warsztat badawczy obejmujacy techniki badan fizykochemicznych, biochemicznych,
molekularnych oraz analizy bioinformatycznej. Doktorantka prowadzita beztlenowe mezofilne
hodowle odpadéw organicznych w reaktorach laboratoryjnych z zastosowaniem réznych
stezel, najczesciej stosowanych w leczeniu ludzi i zwierzat, antybiotykéw mierzac produkcje
metanu i analizujgc jako$¢ powstajgcego biogazu oraz innych parametréw fizykochemicznych
hodowli. Substratami dla metanogenezy byly osady $ciekowe z OS, gnojowica bydleca oraz
obornik bydlecy, a inokulum stanowit beztlenowy osad z OS. Podczas swoich eksperymentow
identyfikowata beztlenowy mikrobiom oraz okre$lata zmiany zachodzace w mikrobiocie
metanogenezy pod wptywem wybranych chemioterapeutykéw. Doktorantka okreslata migdzy
innymi: st¢zenia genu kodujacego reduktaze metylokoenzymu M (mcrA) katalizujgcego ostatni
ctap fermentacji metanowej, okreslata stezenia genéw rRNA charakterystycznych dla
metanogennych rodzin Archaea: Methanosaetaceae (MST) i Methanosarcinaceae (MSC).
Ponadto mierzyta zmiany stezen badanych antybiotykéw w odpadach organicznych przy
pomocy chromatografii cieczowej sprz¢zonej z spektometria masows oraz wykrywala geny
kodujgce opornos¢ na badane antybiotyki: beta-laktamy (blaTEM, blaOXA, blaSHY, cfxA),
tetracykliny (tetd, tetM, tetQ), makrolidy, antybiotyki linkozamidowe i streptograminowe
(MLS) (ermF, lind, mef4), sulfonamidy (sull), fluorochinolony ( aac(6')-Ib-cr i gepA) oraz
gendw kodujacych integrazy klasy 1 i 2 (inell i imtI2). W opracowaniu wynikéw badaf
Doktorantka wykorzystata rézne obliczenia/ metody/ testy statystyczne wykorzystujac
dost¢pne programy komputerowe.

Zakres eksperymentéw laboratoryjnych zostal zaplanowany prawidlowo pod wzgledem
metodycznym, odpowiednio do celu i zakresu dysertacji. Doktorantka zweryfikowata i
potwierdzita hipotezy dotyczace wplywu chemioterapeutykéw na mikrobiom metanogenezy
zachodzgcej w obecnosci réznych odpadéw organicznych oraz dotyczace wystepowania gendow
lekoopornosci w pofermencie i jego roli jako potencjalnego rezerwuaru drobnoustrojéw
antybiotykoopornych. Pod wzglgdem merytorycznym praca nie budzi zastrzezefi. Wyniki
badan sg oryginalne i zostaly opublikowane w renomowanych, recenzowanych czasopismach
wyrdznionych przez JCR posiadajacych IF. W zwiazku z powyzszym rozprawa doktorska Pani



mgr Izabeli Wolak, ze wzglgdu na swdj charakter, byla co do zasady recenzowana przez
niezaleznych ekspertéw na etapie procesu ubiegania sie o publikacje wybranych
manuskryptow. Lektura przedstawionych do oceny publikacji oraz autoreferatu pozwala
stwierdzi¢, iz Doktorantka posiada wiedzg teoretyczng w obszarze swojej aktywnosci naukowej
pozwalajacg Jej whasciwie zaplanowag i przeprowadzié¢ badania laboratoryjne oraz poprawnie
oceni¢ i zinterpretowa¢ otrzymane wyniki eksperymentéw naukowych oraz wyciggna¢ z nich
logiczne wnioski. Wykorzystany przez Doktorantke warsztat naukowo-badawczy jest bardzo
szeroki, co réwniez przyczynilo si¢ do osiagnigcia celu pracy i zweryfikowania hipotez
badawczych.

Do najistotniejszych osiagni¢é¢ naukowych Doktorantki zaliczylabym:

» Wkiad w poznanie wplywu réznych stezen i klas antybiotykoéw oraz sposobu ich

suplementacji na proces metanogenezy odpadéw organicznych stosowanych naj czesciej
w biogazowniach rolniczych.

Wkiad w poznanie zmian w strukturze konsorcjéw drobnoustrojow metanogennych
zachodzgcych pod wptywem badanych antybiotykéw.

Stwierdzenie, iz badane antybiotyki powodowaly spadek liczby kopii genéw mcrd
(genu kodujgcego reduktaze metylokoenzymu katalizujgcego ostatni etap fermentacji
metanowej) oraz gené6w MST i MSC (charakterystycznych dla metanogennych rodzin
Archaea: Methanosaetaceae i Methanosarcinaceae). Tak wiec w wyniku presji
selektywnej srodki przeciwdrobnoustrojowe doprowadzity do znacznego obnizenia
efektywnosci procesu fermentacji metanowej i wywolaly zmiany w strukturze
bioréznorodnosci mikrobioty metanogenne;.

Stwierdzenie, iz badane farmaceutyki wplywaja istotnie na wzrost liczby kopii ARGs
wsréd - spolecznosci  drobnoustrojéow odpowiadajacych za proces fermentacii
metanowej. Najliczniej wystgpowaty geny kodujace opornoéé na tetracykliny,
antybiotyki makrolidowe, linkozamidowe i streptograminowe oraz aminoglikozydy, a
takze geny opornosci wielolekowe;.

Potwierdzenie, iz poferment moze byé miejscem horyzontalnego transferu genéw
pomigdzy bakteriami oraz Zrédiem bakterii leko- i wielolekoopormych w §rodowisku w
przypadku jego rolniczego wykorzystania.

Stwierdzenie, iz proces fermentacji metanowej nie eliminuje badanych
chemioterapeutykow i metali toksycznych z odpadéw organicznych.

Przedstawione do oceny artykuly podlegaly juz krytycznej ocenie recenzentéw przed
ich opublikowaniem, pozwolg sobie wigc zamiesci¢ kilka pytan bedacych przyczynkiem
do dyskusji w trakcie publicznej dyskusji nad rozprawg doktorska:

1.

Czy surowe odpady organiczne wykorzystywane do fermentacji metanowej byty
rowniez badane pod katem wystgpowania w nich antybiotykéw? Jezeli tak, to jaki byt
stosunek stezen wystepujacych w nich antybiotykéw w stosunku do tych dodawanych
do komory przez Doktorantke?



2. Czym kierowata si¢ Autorka w wyborze stezefi antybiotyk6w do badan i jak je mozna
odnies¢ do tzw. ,stezen srodowiskowych”? W niektérych badaniach stosowano bardzo
duze stezenia na poziomie 512 lub 1024 pg/g.

3. Ktére grupy antybiotykéw sg obecnie najczesciej w odpadach organicznych? Czy ma
znaczenie pochodzenie odpadu? Czy znane s3 mechanizmy molekularne ich dziatania
na metanogeny?

4. Czy ekspozycja mikroorganizméw na metale toksyczne moze wspierad
antybiotykooporno$¢ u bakterii? Prosze o komentarz w tej sprawie.

5. Proszg o komentarz do stwierdzenia, iz wywotany antybiotykami spadek produkcji
metanu zostat zminimalizowany w obecnosci wysoce lekoopornych mikroorganizméw
w bioreaktorach beztlenowych.

6. Czy istnieje mozliwo$é, na podstawie uzyskanych wynikéw badan, zaproponowania
parametru lub grupy parametréw mogacych stanowié marker do monitorowania
aktywnosci metanogenow?

4. Whniosek koncowy

Podsumowujgc mojg opini¢ stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Izabeli Wolak
pt: Wphyw wybranych lekéw przeciwdrobnoustrojowych na produkcje biogazu,
rozpowszechnienie genéw lekoopornosci oraz mikrobiom zaangazowany w procesy fermentacji
metanowej gnojowicy bydlgce” przedstawiona w postaci jednotematycznego cyklu pieciu
publikacji stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego w dyscyplinie nauki
biologiczne i wskazuje na umiej¢tno$é samodzielnego prowadzenia badafn naukowych przez
Doktorantke. Opiniowana praca spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim okre§lone w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. z p6z.zm. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z
2023r. poz. 742). Wobec tego przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny nauki
biologiczne Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego w Olsztynie wniosek o przyjecie
opiniowanej rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Izabeli Wolak do publicznej obrony pracy
doktorskiej. Jednoczesnie ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny i utylitarny rozprawy

Wwnosze¢ 0 wyrdznienic pracy.
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