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Recenzja cyklu prac/rozprawy doktorskiej mgr inz. Amandy Pacholak
pt. ..The exploitation of selected environmental bacteria
in the removal of 5-nitrofuran derivatives”

Recenzja zostata sporzadzona w odpowiedzi na pismo Pani Dzickan Wydziatu Technologii
Chemicznej Politechniki Poznanskiej prof. dr. hab. Ewy Kaczorek z dnia 25 kwietnia 2023 roku
w zwigzku z prowadzeniem przewodu doktorskiego mgr inz. Amandy Pacholak. Przedfozona do
oceny praca doktorska zostala wykonana w Zaktadzie Chemii Organicznej, Instytutu Technologii
i Inzynierii Chemicznej Politechniki Poznanskiej pod kierunkiem prof. dr. hab. Ewy Kaczorek w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, dyscyplina - nauki chemiczne, a doktadniej w
obszarze zainteresowan Pani Promotor  czyli biotechnologii Srodowiskowej

(biodegradacja/bioremediacja i analiza biomaterialowa).
Ocena organizacji dysertacji

Jako dokumentacja niezbgdna do przygotowania recenzji dostarczona zostata dysertacja
przygotowana w formie Autoreferatu (przewodnika), do ktérego dotaczone zostaty kopie
publikacji. Scislej rzecz ujmujac, praca zostala przedstawiona w j. angielskim i ma forme
»Spinki” z pigciu publikacji (P1-PS) z przewodnikiem/komentarzem zawierajacym: streszczenie
dajace tto literaturowe (Chapter 1), cele pracy i hipotezy (Chapter 2), wyniki z publikacji P1-P5
(gtowny przedmiot postgpowania) wraz z danymi bibliometrycznymi (Chapter 3) a takze z prac
dodatkowych S1-83 (powiagzanych ale nie wchodzacych w sklad rozprawy), czes¢ opisowa
opublikowanych prac oraz prac dodatkowych (Chapter 4) a takze z podsumowanie ogdlne
(Chapter 5). Do dysertacji zostaty dotaczone informacje o osiagnigciach naukowych Doktorantki
(publikacje, wyjazdy naukowe, konferencje, nagrody i udziat w projektach, czlonkostwo w
organizacjach i inne; str. 76-81) i nastgpujace zalgczniki: A — kopie prac P1-P5, B —
przedstawienie Doktorantki wkladu w powstate prace P1-P5, i C - analiza wkladu innych

wspotautorow publikacji P1-PS wraz z ich oswiadczeniami. Calos¢ materiatu poddanego ocenie
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nie budzi zastrzezen, przy czym ocena czgsci naukowej z komentarzem do publikacji z
jednoczesnym wertowaniem stron i odniesieniem do zataczonych publikacji na konicu byla nieco
ucigzliwa... Pomocne moglyby by¢ tutaj kopie elektroniczne publikacji P1-P5 zalgczone na
no$niku ... Uwazam rowniez, ze wprowadzenie do przewodnika dysertacji prac dodatkowych
S1-S3, niebgdacych gléwnym przedmiotem dysertacji, wprowadzito niemale zamieszanie,
pomimo tego, ze wyniki wydaja si¢ by¢ uzupetniajace do tych otrzymanych w ramach prac P1-
PS. W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie dlaczego prace S1-S3 nie zostaly wlaczone do

dysertacji? Omowienie struktury dysertacji bylo pomocne, przy czym Recenzent po

zapoznaniu si¢ z ta struktura dopiero na str. 27 byl w pelnej konsternacji... Przyznam, ze
tak ,,zawile” zbudowanej dysertacji w odniesieniu do oczekiwanej uproszczonej formy
»Spinki” nie przeczytatem juz dawno... W tym miejscu pozwolg sobie na pewien komentarz
dotyczacy formy przedstawienia dysertacji - tzw. ,.spinki z publikacji”, ktora wbrew pozorom nie
Jjest wogole korzystnag dla mtodego adepta nauki forma, poniewaz w klasycznej opisowej formie
dysertacja umozliwia przedstawienie petnej autorskiej .,narracji” naukowej, przekazanie toku
rozumowania wraz z rozwijanymi koncepcjami oraz ukazuje mozliwosci Kandydata/tki w
zakresie dyskusji wynikoéw naukowych zawartych w pracy. Niemniej jednak nalezy stwierdzic.
ze praca zostata zrealizowana zgodnie Ustawg Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20

lipca 2018 r.
Ocena znaczenia podjetej tematyki badan

Prace (P1-PS) bedace podstawa dysertacji, dotyczg niezwykle waznego i istotnego
problemu srodowiskowego, tj. wykorzystania obecnych w srodowisku szczepéw bakteryjnych w
kierunku rozktadania zwiazkoéw aktywnych biologicznie i ich metabolitéw (np. antybiotykow
stosowanych na ludziach czy zwierzgtach), ktorych obecnos¢ przyczynia si¢ do zanieczyszczenia
srodowiska naturalnego. Wybranym przez Doktorantke obiektami degradacji przez
srodowiskowe szczepy bakteryjne, byly pochodne nitrofuranu (mitrofurantoina /NFT/,
furaltadon /FTD/). Ogdlnie znane z literatury wlasciwosci biologiczne calej grupy nitrofuranéw
to aktywno$¢ bakteriobdjcza, bakteriostatyczna, przeciwpierwotniakowa, przeciwgrzybicza a
nawet przeciwnowotworowa. Wiadomo tez, ze zwiazki z tej grupy, oprécz pozytecznych

wiasciwosci, wykazaly réwniez silna genotoksycznos¢, a przeciez wczesniej stosowane byly w




tancuchu produkeji zywnosci (leki weterynaryjne, konserwanty) co stawito dalej pytanie
odnosnie bezpieczenstwa stosowania ich oraz wplywu strukturalnie powiazanych metabolitow na
organizm ludzki (zakaz w UE stosowania przy produkcji Zywnosci od 1995 r.). Obecnie tj. od
grudnia 2019 r., zgodnie z zaleceniami EMA (European Medicines Agency), syntetyczne
nitrofuranowe antybiotyki takie jak np. furaltadon (FTD) i furazolidon (FZD) maja status tzw. ,,D)
— stosowac rozwaznie”. Zatem podjety przez Doktorantke temat rozprawy bez watpienia jest
aktualny i istotny z punktu widzenia zarobwno zdrowia jak i bezpieczenstwa cztowieka oraz

czystosci naszego srodowiska.
Ocena ta literaturowego

Autorka pracy w ramach tla literaturowego wprowadza w zagadnienia dotyczace
antybiotykow, przedstawia ich podziat ze wzgledu na otrzymanie i ich sposdb dziatania, porusza
problem ich szerokiego zastosowania i wplywu na zanieczyszczenie srodowiska. Problemy z
wprowadzaniem nowych antybiotykéw w ostatnich latach Autorka wigze z trudnosciami
ekonomicznymi, w zakresie regulacji (prawdopodobnie prawnych) i badaniami klinicznymi
natomiast przyczyna tkwi takze w tym, Ze proste czasteczki syntetyczne takie jak nitrofurany
wykazuja czesto, pomimo korzystnego dziatania, ,,nieoczekiwang i nieobliczalna” toksycznosé a
z kolei modyfikacje struktur ,,znanych” bakteriom antybiotykéw (produktéw naturalnych) sa
czasochtonne i trudne do przeprowadzenia w efektywny sposob, tak aby nie indukowatly dalszej
opornosci u bakterii. Niestety zfa informacja jest fakt, ze wiemy juz o istnieniu szczepdw
opornych na dzialanie naszego catego arsenatu dost¢pnych antybiotykoéw a zatem poszukiwania
nowych srodkow przeciwbakteryjnych staja si¢ coraz trudniejsze w perspektywie tych dwoch
powyzszych strategii. Zupelnie osobnym podej$ciem do opracowywania nowych antybiotykow
jest generowanie in situ antybiotykéw wykorzystujac przeptyw informacji genetycznej i
manipulacja pojedynczymi genami zmieniajaca $ciezki biosyntetyczne naturalnych antybiotykéw
(w ujeciu hybrydowym z metodami syntetycznymi) z ktorymi wiaze si¢ coraz wigksze nadzieje
na przezwyciezenie opornosci bakterii. W uszeregowaniu antybiotykow ,,ryfamycyny” zostaly
wlgczone do grupy ,other antibiotics” podczas gdy ryfamycyny sg podgrupg ansamycyn —
ansamakrolidow. We wstepie Doktorantka oddzielila antybiotyki antracyklinowe od

tetracyklin (str. 3) — oczekuj¢ w ramach obrony aby Doktorantka pokazala i omowila



réznice pomi¢dzy tymi antybiotykami. Dalej we wstgpie Autorka opisuje charakterystyke
nitrofuranéw uwzgledniajac ich struktury, zastosowanie i formulacje a takze informacje z zakresu
metabolizmu i stwierdza na str. 5, na podstawie doniesien literaturowych, ze nitrofurantoina
(NFT) w organizmie ludzkim nie jest calkowicie metabolizowana (<50%, z niskim parametrem
»half-life”) i jest wydalana w postaci niezmienionej z moczem. Jezeli spojrzymy na strukture
NFT to obecne w centralnej czg¢sci wigzanie podwojne C=N jest bardzo podatne na hydrolize, jak
np. w ryfamycynach (np. ryfampicynie czy rifapentynie) co jest jedna z drog uzyskiwania
opornosci przez bakterie na ryfamycynowe antybiotyki. Czy Doktorantka moglaby
skomentowac ten problem? Poza tym, mozliwym jest z udzialem enzymow grupy cyt. P450
przeprowadzenie redukcji czy utlenienia NFT w réznych ezesciach czgsteczki ...Nasuwa sig¢
zatem pytanie czy znane s struktury innych metabolitow NFT w organizmie ludzkim (poza
aminohydantoing AHD) po zastosowaniu leku w terapii infekcji drog moczowych
bakteriami szczepéw Gram-(-)? Z kolei opisywany przez Doktorantke furaltadon (FTD),
antybiotyk zwierzecy i promotor wzrostu zwierzat hodowlanych, jest wysoce toksyczny ze
wzgledu na potencjalne zréznicowane reakcje metaboliczne i tendencje do wigzania sie jego
metabolitéw takich jak AMOZ (3-amino-5-morfolino-metylo-1,3-oksazolidynon) z tkankami.
Dalej w ramach wstepu zostaje opisana historia regulacji prawnych ograniczajacych mozliwa
zawartos¢ glownych metabolitéw nitrofuranow, ktéry obecnie wynosi 0,5 pg/kg (dotyczy UE i
USA). Kolejny rozdziat wstgpu poswigcony jest problemowi importu produktéw z réznych stron
Swiata zawierajacych metabolity SEM, AOZ, FZD czy 5-NF w ilosciach przekraczajacych normy
EU gdzie Doktorantka przedstawita sprawnie aktualny stan wiedzy i zagrozen. Konsumpcja
antybiotykdéw w naszym kraju zostata takze poréwnana przez Doktorantke z rynkiem catej UE i
Chin oraz zostata omowiona obecnos¢ antybiotykéw w srodowisku globalnie a wnioskiem jest
postgpujace zagrozenie zanieczyszczeniem Srodowiska szczegdlnie w  krajach mnigj
rozwinigtych, gdzie inne trudnosci bytowania ,,przestaniajg” ten istotny problem. Doktorantka we
wstgpie omawia takze zaleznosci srodowiskowe zwiazane z przedostawaniem si¢ antybiotykow i
ich metabolitow do wod i gleby oraz ich ,mobilnoscig” w $rodowisku, obecny stan wiedzy w
zakresie oddziatlywania nitrofuranéw na mikroorganizmy, rosliny czy organizmy wodne a
zwlaszcza te obecne w otaczajacym nas $rodowisku (problem ekotoksycznosci). W kolejnym

rozdziale krytycznie opisuje strategie usuwania antybiotykow ze srodowiska z udzialem metod




fizycznej i chemicznej remediacji czy tez bioremediacji, obejmujacej fitoremediacje lub
remediacj¢ mikrobiologiczng, ktére sa bardziej zgodne z trendami ,.green”. Autorka wskazuje
m.in., ze np. leki metabolizowane przez S$rodowiskowe mikroorganizmy (biodegradacja
pierwotna poprzez biotransformacj¢) moga by¢ przeksztalcane w zwiazki o blizej nieokreslonej
toksycznosci (np. trwale zmieniajace ekosystem) natomiast ostateczna biodegradacja poprzez
mineralizacj¢ prowadzi do produktéw takich jak COa2, H20, sole mineralne i biomasa. Autorka
chcge  podkreslic  przyczyne podjecia swoich badan stwierdzila zasadnie, ze wmetody
fizykochemiczne w usuwaniu nitrofuranéw moga napotkaé¢ wiele technicznych problemow
(agregacja nanoczastek, slaba adsorpcja polutantéw, czy tez mozliwy niekorzystny wplyw
uzytych nanomateriatéw na srodowisko) natomiast niewiele danych opublikowano do tej pory w

odniesieniu do ich mechanizmu dziatania przeciwdrobnoustrojowego i metod biologicznych

degradacji. W podsumowaniu mozna stwierdzié, ze Doktorantka wykazala wiedze z zakresu:
ogolnych zagadnien zwigzanych z koncepcjami bioremediacji, regulacji prawnych dotyczacych
antybiotykow nitrofuranowych oraz zagrozen dla naszego srodowiska jakie niesie

niekontrolowane lub nadmierne uzycie antybiotykow.
Ocena celu dysertacji

Za cele Doktorantka obrala sobie okreslenie wplywu mieszanej spolecznosci
drobnoustrojow na efektywng degradacj¢ nitrofuranow (hipoteza H-1). Innym istotnym
zagadnieniem miato by¢ ustalenie wptywu produktow degradacji nitrofurantoiny (NFT) na cechy
komorek bakteryjnych (H-2) oraz zmieniajacej si¢ aktywnosci metabolicznej szczepdw bakterii
w procesie biodegradacji NFT (H-3). Kolejnymi wyzwaniem miato by¢ takze zbadanie wplywu
antybiotykow nitrofuranowych na struktur¢ oraz wihasciwosci spotecnosci szczepow bakterii
srodowiskowych (H-4 i H-5). Ocena wptywu wydluzonego czasu ekspozycji nitrofurandéw (w
zaleznosci od typu zwiazku) na dziatanie zbioru szczepow bakteryjnych miata z kolei na celu
odnotowanie rodzaju zmian w strukturze komorek bakteryjnych i ich metabolizmie (H-6). Cele
zostaty postawione przez Doktorantke ambitnie a ich realizacja wymagata szerokiej wiedzy
interdyscyplinarnej i umiejgtnosci eksperymentalnych z pogranicza nauk biologicznych i

chemicznych.

Ocena wkladu Doktorantki w powstanie cyklu prac PI-P5 oraz jego zawartosci merytorycznej



Na wstepie nalezy zaznaczy¢, ze mgr. inz. Amanda Pacholak wniosla istotny i decydujacy
wkiad w powstanie cyklu prac P1-PS na co wskazuja nie tylko rola pierwszego i
korespondencyjnego Autora ale takze analiza o$wiadczen wspotautoréw przedstawionego cyklu
prac. Do realizacji prac P1-P5 mgr inz. Amanda Pacholak zaprosita szerokie grono ekspertow z
réznych specjalnosci: chemii materialowej, analityki, metabolomiki, filogenetyki, biochemikow
czy tez biologow bez ktorych prace te nie miatyby tak szerokiego wymiaru naukowego.
Publikacje P1-P5 tworza dwa bloki tematyczne: a) prace P1, P3 i P5 dotycza krotkoterminowej
ekspozycji nowo wyizolowanych szczepow bakteryjnych i konsorcjow bakteryjnych na NFT i b)

prace P2 i P4 dotycza dlugoterminowej ekspozycji szczepow bakteryjnych na FTD i NFT.

W pracy P1 dokonano izolacji pojedynczych nowych szczepow bakteryjnych z
komunalnych i wiejskich osadow czynnych, okreslono ich wpltyw na mozliwos¢ degradacji NFT
oraz oceniono zmiany we wlasciwosciach komorek bakteryjnych hodowanych w obecnosci NFT.
W czgsci autoreferatu dotyczgcego tych prac (str. 33) pojawia si¢ bledny skréot ,NTF”
zamiast ,NFT”. W sumie pig¢ szczepow bakteryjnych, izolowanych ze sciekow strefy miejskiej
(3) 1 wiejskiej (2), scharakteryzowanych (na pobranym DNA analiza iTag z sekwencjonowaniem
genow 168 rRNA /PCR/) z okreslonym biochemicznym profilem, zostato dalej poddanych
dziataniu NFT w czasie 24 h. Oznaczanymi parametrami byly przepuszczalno$¢ (wewnatrz
btonowa /IMP/ i catkowita/TMP/) hydrofobowos¢ powierzchniowa komorek bakteryjnych (CSH)
i aktywnos¢ metaboliczna (MetAct), ktore sa kluczowe w poznaniu wplywu ksenobiotykow na
rozwijajace si¢ w ich obecnosci mikroorganizmy. Najwigksze roznice zaobserwowano dla
szczepu Sphingobacterium thalpophilum P3d /Gram-(-)/, u ktérych spadek przepuszczalnosci
zarowno catkowitej, jak i wewngtrznej blony (odpowiednio z 86.7% do 48,3% oraz z 0,49 do
0,42 pM min-') zasugerowat wyrazna odpowiedz obronna na obecnosé NFT jako ksenobiotyku.
Inaczej sprawa ma si¢ odnosnie wzrostu hydrofobowosci powierzchni komorek
bakteryjnych (CSH od 28,3% do 39,7%) i aby stwierdzi¢ czy zmiana tego parametru jest
zwigzana z ,,wlaSciwa/oczekiwang” odpowiedzia obronng przeciwko NFT m.in. naleiy
zastanowic¢ si¢ czy NFT jest zwiazkiem hydrofilowym czy hydrofobowym (jakie jest logP?) i
jak ten parametr moze byé¢ odniesiony do struktury bariery komorkowej u tego typu
bakterii Gram-(-)? W wyniku badan okreslono tez rozny stopien usuwania NFT w ciggu 28 dni

przez pojedyncze izolowane szczepy bakteryjne tj. od 50 — >90%, gdzie najefektywniejszym w
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pierwotnej biodegradacji byl szczep Sphingomonas paucimobilis K3a /Gram-(-)/ z obszarow
wigjskich, nie indukujacy a i B hemolizy. Podczas badan dotyczacych ustalania kinetyki
biodegradacji NFT przez bakterie zostala wykorzystana metoda HPLC-MS? z jonizacja
API (Atmospheric Pressure lonization) i pytanie jakie zostalo docelowo zastosowane zrodlo
jonizacji? Biorge pod uwage mozliwy rozny stopien jonizacji NFT i jego metabolitow mam
pytanie czy wyznaczony zostal wspolezynnik przeniesienia do fazy gazowej przed docelowsa
analiza? W publikacji P1 na Fig. 3 ukazane sa wyniki analizy HPLC-MS? i w zwigzku z
tym mam pytania o to: a) dlaczego podany jest m/z=152 (Fig. 3 - P1) skoro skiad jonu
sugeruje m/z=153 a z kolei sklad jonu o m/z = 124 (Fig. 3 - P1) nie odpowiada jonowi
pokazanemu tylko innemu o m/z=126; b) Czy Autorka zastanawiala si¢ w jaki sposéb jon o
m/z = 237 przeksztalca si¢ w te rozpadowe — majgc taki poglad mozna bardziej urealni¢
interpretacje danych odno$nie metabolitow? Interesujagcym wynikiem byto ustalenie, ze
najwigkszemu spadkowi aktywnosci metabolicznej (MetAct) komorek (Rhizobium radiobacter
P4c) nie towarzyszyta najmniejsza szybkos¢ degradacji (Pseudomonas aeruginosa P4a). Ogolnie
w ramach tej pracy wykazano, ze pomimo zdolnosci degradacji NFT przez wyizolowane

mikroorganizmy zwigzek ten moze zmienia¢ istotnie cechy komorek bakteryjnych.

W pracy P3 podjeto problem wydajnosci biodegradacji NFT w trzech punktach czasowych
przez konsorcja bakteryjne izolowane z gorskiego strumienia (oznaczenie NW) i wody morskiej
w porcie (oznaczenie SS). Na wstepie okreslono dla pobranych probek dominujace szczepy
bakteryjne w obu srodowiskach, ktére w przyblizeniu wystepowaty w ilosciach ~40% i 20% dla
NW i 30% oraz 25% dla prébki SS. W pracy tej Doktorantka poszukujac najlepszego sposobu
monitorowania post¢pu degradacji NFT zastosowata derywatyzacj¢ jego metabolitéw (AHD = |-
aminohydantoina; SEM = semikarbazyd; HYD = hydrazyna) za pomoca 2-nitrobenzaldehydu
(NBA), gdzie jako narzedzie analityczne zastosowana zostala metoda LC/MS? a calkowite
usunigcie materii organicznej (TOC) zostato kontrolowane za pomocg metody UV przy A=254
nm. W wyniku dodatku NFT istotnie zmniejszyla si¢ ilos¢ najbardziej rozpowszechnionych
szczepow kosztem zwigkszonej bioréznorodnosci (identyfikacja szczepow z pobranego DNA -
analiza iTag z sekwen. genow 16S rRNA; analiza profilu spotecznosci bakteryjnych — sekwen.
metagenomiczne nowej generacji mNGS), a zatem kosztem zmiany struktury konsorcjow,

niezaleznie od miejsca pobranej probki srodowiskowej, co klarownie zostato pokazane na Fig. 4



w pracy P3. Ustalono, ze szybkos¢ degradacji NFT byta odwrotnie proporcjonalna do
zwigkszajacej si¢ ilosci NFT dziatajacej na spoteczno$¢ drobnoustrojéw. Przy poczatkowym
stezeniu ¢=20 mg NFT/L koficowa wydajno$¢ degradacji przez konsorcjum bakteryjne NW byta
wyzsza niz dla probki bakterii oznaczonej jako SS (odpowiednio biodegradacja 88% i 64%).
Przyznam szczerze, ze po zapoznaniu si¢ z faktem, Zze informacja dotyczgca produktow
biotransformacji SEM i HYD ukazala si¢ w literaturze po raz pierwszy w pracy P3, bylem
zaskoczony bo wlasnie takich produktow degradacji chemik by oczekiwal majgc na uwadze
struktur¢ NFT. Doceni¢ trzeba jednak, ze zostalo to wykazane eksperymentalnie z udzialem
NBA i ze wyniki sg przekonujgce ukazujac duzy wptyw obecnosci NFT na mikrobiomy wodne.
Bazujac na zmianach w skladzie konsorcjow (proporcjach zawartosci pojedynczych szczepow w
konsorcjach) po podaniu NFT Doktorantka analizujac z pomoca wspdlpracownikow o i B
roznorodnos¢ wywnioskowala, ze za biodegradacje NFT w konsorcjum NW odpowiada gtéwnie
szczepy Xanthomonadaceae w przeciwienstwie do szczepoéw Pseudomonadaceae, ktdrego ilosé
zauwazalnie zostata ograniczona po podaniu antybiotyku. Z kolei w prébkach konsorcjum SS,
szczepy Proteobacteria (Gammaproteobacteria) byty tymi o najwigkszej abundancji i
prawdopodobnie gtéwnie odpowiadaly za rozktad NFT. W pracy sformulowano ciekawy
whiosek, ze zwigkszenie bioréznorodnosci konsorcjow bakteryjnych nie musi byé¢ zwiazane z

wzrostem funkcjonalnosci czyli zdolnoscia do biodegradacji ksenobiotykow.

W pracy PS Doktorantka kontynuowata temat oceny biodegradacji NFT przez trzy nowe
wyizolowane szczepy bakteryjne (2 z zanieczyszczonej gleby i jeden z probki wodnej) gdzie do
badan wigczyla metody AFM (mikroskopia sit atomowych) i FC (przeptywowa cytometria) i
wyznaczenie parametrow takich jak potencjat elektrokinetyczny zeta (ZP), wielkosci czastek (PS)
czy indeks polidyspersyjnosci (PdI). Wyizolowane szczepy zostaly scharakteryzowane, m.in.
przez analiz¢ w programie MEGA-X (drzewa filogenetyczne) i zdeponowane w GenBank. Zeby
ocenic roznice w ksztatcie komoérek poddanych dziataniu NFT uzyto metody AFM podczas gdy
wyznaczenie potencjalu zeta i rozkiadu wielkosci czgstek miato na celu zweryfikowanie
stabilnosci zawiesin drobnoustrojéw podczas degradacji. Degradacje NFT pod wplywem bakterii
kontrolowano metodg LC/MS? z derywatyzacja z NBA, ktéra wykazata podobne produkty
biodekompozycji jak w pracy P3. Wplyw na komérki bakteryjne zaréwno NFT jak i jego

metabolitéw oceniano pod katem catkowitej przepuszczalno$ci membranowej, wzglednej




cytotoksycznosei i aktywnosci metabolicznej. Ustalono, Ze najefektywniejszymi bakteriami w
usuwaniu NFT byly te szczepu Serratia marcescens ODW152, gdzie zaobserwowano wysoki
stopien biodegradacji (96 % w czasie 28 dni). Istotne réznice przed i po 28 dniach od
zaaplikowania NFT zaobserwowano w ksztalcie (dhugosci, szerokosci) i ~chropowatosci
powierzchni” komorek bakteryjnych szczegélnie w przypadku tych mniej aktywnych w
biodegradacji szczepéw, podezas gdy zmiany w strukturze komorek najaktywniejszego w
biodegradacji szczepu Serratia marcescens ODW152 byly bardziej ograniczone. Wszystkie
szczepy wykazaly ujemng wartos¢ potencjatu zeta, przy czym szczepy traktowane NFT wykazaty
nizszg wartos¢ ZP (w t=7 dni od podania NFT). W tym miejscu réwniez najmniejsze zmiany
potencjatu i wartos¢ potencjalu ZP wykazano dla najaktywniejszego w biodegradacji NFT
szezepu Serratia marcescens ODWI152. Dalej wykazano, ze monodyspersyjnos¢ zawiesin
bakteryjnych wzrastata z czasem inkubacji zarowno bez NFT jak i z NFT. Podobnie dla
wyizolowanych szczepéw aktywnos¢ metaboliczna i przepuszczalno$é blonowa spadaty dla

szczepow z NFT wzgledem tych nie poddanych dziataniu ksenobiotyku.

Praca P2 poswigcona z kolei zostata analizie dlugoterminowego wplywu (przez 12-
miesigcy) obecnosci NFT i FTD (furaltadonu) na cechy trzech wyizolowanych szczepéw
bakterii: Sphingobacterium caeni FTD2, Achromobacter xylosoxidans NFZ2 i Pseudomonas
hibiscicola FZD2. Na samym wste¢pie nasuwa si¢ pytanie, ktory z enancjomerow furaltadonu
(FTD) byt poddany badaniom biodegradacji bo jak moizna oczekiwaé metabolizm
mikroorganizméw (oparty na dzialaniu m.in. enzymow) obu z enancjomeréw moze si¢ nieco
rozni¢? Czy dostepne sg ogolne informacje w literaturze (lub moze Doktorantka je posiada)
odnosnie profilu dzialania enancjomeréw FTD na rozne szezepy bakteryjne? Podczas
okreslania wptywu dlugoterminowego dzialania w/w antybiotykéw wykorzystano analize
podobnych fizykochemicznych i strukturalnych parametréw komérek, podobnie jak w pracach
dotyczacych krotkoterminowego dziatania ksenobiotykéw, oraz zastosowano inne metody jak
TEM (Transmission Electron Microscopy), ktore ujawnily zmiane szerokosci komorek
bakteryjnych, utratg otoczki, dezintegracje i zmniejszenie grubosci $cian komérkowych,
niejednorodng postac cytoplazmy itp. W tym miejscu rozpatrujac tak daleko idgee zmiany w
strukturze komorek bakteryjnych pojawia si¢ pytanie odnosnie aparatu biosyntetycznego

bialek - czyli rybosoméw — czy rybosomy w tak zmienionych komorkach bakteryjnych




utrzymaly swoje funkcje? Czy byl monitorowany poziom ekspresji réznych kluczowych
bialek regulatorowych lub strukturalnych (np. bialka Ftsz) w analizowanych komérkach
bakteryjnych? Zmiany w przepuszczalnosci blonowej catkowitej (TMP) i wewnetrznej (IMP)
byty zréznicowane i zalezne od typu ksenobiotyku i rodzaju szczepu bakteryjnego. Jezeli w
komorkach bakteryjnych doszlo do tak istotnych zmian w ukladzie transportu przez blone
to czy np. operon laktozowy u bakterii zostal istotnie zaktywowany czy tez moze
wylaczony? Doktorantka rowniez zauwazyla réznice w we wilasciwosciach nanomechanicznych
takich jak sity adhezji (energii) w kontrolowanych bakteryjnych probkach, przy czym te byly
wigksze w probkach z NFT i FTD — najwicksze dla szczepow z dodatkiem NFT. Stwierdzita
takze wiasciwie, ze na wynik podwyzszonej adhezji mogt mie¢ wptyw wyciek cytoplazmy
niekoniecznie spowodowany ksenobiotykami ale tez mechaniczna ingerencja w komorke przy
zastosowaniu metody AFM. Nalezy zauwazy¢, ze zastosowane metody mikroskopii elektronowe;j
i mikroskopii sit atomowych ujawnily istotne zmiany morfologiczne wywotane 12-miesieczna
ekspozycja bakterii na obecnos¢ NFT lub FTD. Ogélnie Doktorantka skonkludowata te czesé
badan, ze szczep Pseudomonas hibiscicola FZD2 byl najbardziej podatny, podczas gdy szczep
Sphingobacterium caeni FTD2 okazal si¢ bardziej odpornym szczepem na dlugoterminowy

wplyw destrukcyjny dziatania antybiotykow.

W pracy P4, byt badany dtugoterminowy wptyw NFT i FTD na profil metabolomiczny,
zaburzong syntezg biafek, efekty mutagenne i zwigkszenie stresu oksydacyjnego izolowanych i
scharakteryzowanych  szczepow  bakteryjnych  (Sphingobacterium  siyangense FTD2,
Archomobacter pulmonis NFZ2 i Stenotrophomonas maltophilia FZD2 — zdeponowane dane w
GenBank), dla ktorych przeprowadzono sekwencjonowanie genomu, ustalenie drzew
filogenetycznych i okreslenie /identyfikacj¢/ klasterow genowych odp. za powstawanie
drugorzedowych metabolitow. Analiza PCA (Principal Component Analysis) wskazala, ze
sciezkami metabolicznymi, ktore zostaty zmienione pod wplywem dlugotrwatego dziatania NFT
i FDA na szczepy byly te dotyczace wybranych aminokwasow: Ala, Asp, Glu, Phe, Tyr, Trp, Arg
i Pro, cukrow glukozy i galaktozy, biosyntezy aminoacylo-tRNA (aa-tRNA) i szlaku biosyntezy
nowobiocyny. Zaznaczy¢ trzeba tutaj, ze wplyw FTD i NFT byl poréwnywalny w
poszczegllnych szczepach na zmienione szlaki metaboliczne. Najbardziej zmienionymi

biosyntetycznymi procesami byly te dotyczace metabolizmu aminokwaséw i cukréw oraz
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biosyntezy aa-tRNA. Ogolnie rzecz bioragc zaobserwowano zmniejszong akumulacje
aminokwasow w komorkach potraktowanych NFT i FTD (z matymi wyjatkami). W pracy
analizowano réwniez aktywno$¢ glutationowych S-transferaz (GST), ktore uaktywniaja si¢ w
metabolizmie wtornym bakterii w celach neutralizacji szkodliwych metabolitoéw. Najwigkszy
wzrost aktywnosci transferaz GST zaobserwowano dla szczepu Stenotrophomonas maltophilia,
podczas gdy dalsze badania z udziatem katalazy (CAT), dysmutazy nadtlenkowej (SOD) i
peroksydaz lipidowych (LPX) wykazaly wyraznie zwiekszenie stresu oksydacyjnego w
komorkach bakteryjnych pod wpltywem diugotrwatego oddziatywania ksenobiotykow. W tym
miejscu nasuwa si¢ pytanie odnosnie reaktywnosci takiej transferazy GST w kontekscie
struktury analizowanych ksenobiotykow (czy Doktorantka moglaby co§ na ten temat
powiedzie¢)? Badania z udzialem sensoréw DNA i RAPD-PCR wykazaly mutagenny wplyw
nitrofuranéw (utlenienie guaniny — 8-okso-G). co szczegodlnie widoczne bylo dla testow ze
szczepem Stenotrophomonas maltophilia i FTD. Ogoélnie praca ta jest udang proba ,,wgladu” w
funkcjonowanie metaboliczne komdrek bakteryjnych pod wptywem dtugotrwalej ekspozycji na
nitrofurany, przy czym wplyw nitrofuranéw na bakterie zdaje si¢ wynika¢ bardziej z profilu

danego szczepu niz z obecnosci konkretnego ksenobiotyku.

Publikacje podstawowe zostaty uzupetnione pracami S1-83, ktére dotyczg odpowiednio:
kinetycznych rozwazan tj. ustalenia tzw. ‘half-time’ eliminacji nitrofuranow z komdrek
bakteryjnych (t'? = 104 -327 h), fotodegradacji nitrofuranéw w obecnosci fotokatalizatoréw
(usunigcia ze $rodowiska wodnego w obecnosci uktadu TiO2-P25) i wplywu synergistycznego

oddziatywan saponinowych surfaktantow na aktywnos¢ przeciwbakteryjng NFT.
Ocena dotyczgea dorobku naukowego i organizacyjnego Doktorantki (dane bibliometryczne)

Do dysertacji w formie “spinki” Doktorantka zataczyta pie¢ publikacji (P1-P5) z bazy JCR
opublikowanych w czasopismach takich jak: (P1) International Journal of Environmental
Research and Public Health 2019, 16, 1526 (MDPI 1F=2.849, 70 pktMEN  Q2, 75
percentylS¢Pu) (P2) Journal of Hazardous Materials 2021, 407, 124352 (Elsevier, 1F=14.224,
200 pktMEN Q1, 97 percentylScrus) (P3) Environmental Research 2023, 2016, 114531 (Elsevier,
IF=8.431, 100 pktMEN_ Q1, 91 percentylScrws), (P4) Science of The Total Environment 2023, 872,
162199 (Elsevier, 1F=10.753, 200 pktMEN_ Q1, 96 percentylScorss), (P5) Science of The Total
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Environment 2023, 874, 162422 (Elsevier, IF=10.753, 200 pktMEN, Q1, 96 percentylS<or®), gdzie
we wszystkich byla pierwsza autorka (!), w publikacji P2 byla autorka
wspoélkorespondujacy z prof. Kaczorek a w pracach P3, P4 i PS byla samodzielng autorka
odpowiedzialna za korespondencje (!). Nie mniejsze wrazenie sprawia catkowity dorobek
naukowy mgr. inz. Amandy Pacholak na ktory, oprécz wspomnianych powyzej prac, sklada sie
I8 innych publikacji z bazy JCR (w sumie 23 prace w latach 2017-2023 czyli powyzej
3 prac/rok), opublikowanych w przewazajacej ilosci moze juz w nie tak prestizowych ale w
dobrych czasopismach specjalistycznych (jak m.in. J. Mol. Liquids, Chemosphere etc.). W sumie
w 13 publikacjach z 23 Doktorantka byla pierwsza autorka (!) co nalezy uznaé za wynik
wyrozniajacy i wskazujacy na duzy potencjal naukowy realizowany w pracy zespolowe;j.
Doktorantka wykazata si¢ migdzynarodowa mobilnoscig i odbyta zagraniczne pobyty naukowe
w: The Ohio State University, USA — 4 miesiace (2021 r.), University of Technology Sydney,
Australia — 1 miesiac (2019 r.), University of Helsinki, Finlandia - 8 dni (szkota letnia w 2019 r.) i
w Beijing University of Technology, Chiny - 3 miesigce (2018 r). Doktorantka byta Autorka
wielu wystapien na konferencjach krajowych i miedzynarodowych (komunikaty
| miedzynarodowe . Fkrajowe=[7 j pogtery 9miedzynarodowe 4 skrajowe =24 g takze posiada doswiadczenie
organizacyjne (cztonek komitetu organizacyjnego serii konferencji krajowych - Ogdlnopolskie
Sympozja Chemii Bioorganicznej, Organicznej i Biomaterialow ,, BioOrg™ w latach 2015, 2017,
2019, 2022). Troche szkoda, ze Doktorantka nie przedstawila dokladnych informacji
dotyczacych udzialu w konferencjach (tylko liczbowo) co umozliwiloby stwierdzenie czy s3
one znaczace w Swietle uprawianej przez nig tematyki badawczej. Innym, mocnym punktem
cv Doktorantki i dowodem duzej aktywnosci naukowej jest jej udziat w projektach badawczych
na przestrzeni lat 2017-2023 (udzial w 13-tu projektach), co wydaje sie wrecz niemozliwe
czasowo ... ale nie dla mgr. inz. Amandy Pacholak... Warto podkresli¢. ze Doktorantka nie tylko
brata udziat w tych projektach w charakterze wykonawcy ale tez kierowala waznym projektem
NCN dla mlodych badaczy - Preludium 15 nr. 2018/29N/NZ9/01532 i dwoma subsydiami na
Politechnice Poznanskiej. Nie jest wigc zaskoczeniem, ze tak duza aktywnosé¢ naukowa
Doktorantki zostata juz doceniona przez rézne fundacje jak np. FNP (stypendium START w
2022 r.) czy stypendium Fundacji Kosciuszki (2021 r. — na pobyt w USA). Megr. inz. Amanda

Pacholak otrzymata nagrody na konferencjach zagranicznych za wygloszone prezentacje i
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stypendium Rektora PP dla doktorantéw. Podsumowujac, jak na ten etap kariery Doktorantki
jej dorobek naukowy i towarzyszace osiagnigcia w kryteriach ilosciowym i jakoSciowym
przedstawiaja si¢ wyrézniajgco i bardzo obiecujgco w perspektywie dalszego dynamicznego

rozwoju naukowego.

Konkluzja

Uwazam, ze tematyka pracy jest bardzo interesujaca i wazna, cz¢$¢ doswiadczalna pracy
doktorskiej zostala dobrze zaplanowana (z duza swiadomoscia wagi tematu — dobry wstep
teoretyczny z bogatg i aktualng literatura) i wykonana co doprowadzito do przekonujacych
wnioskéw ukazujacych realny wptyw obecnosci syntetycznych antybiotykéw nitrofuranowych na
mikroorganizmy srodowiskowe ale i z drugiej strony wskazalo szans¢ zastosowania réznych
szczepow bakteryjnych do rozktadania tego typu antybiotykow w celach bioremediacji.
Stwierdzam, ze przedtozona do oceny dysertacja, oparta na cyklu 5-ciu oryginalnych artykutow

naukowych PI1-P5 opublikowanych w czasopismach z bazy JCR, spelnia ustawowe i

zwyczajowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Zatem wnosze do Rady Dyscypliny

Nauki Chemiczne Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej o_dopuszczenie

mer inz. Amandy Pacholak do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w

dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie chemia.
Zwazywszy na ponizsze fakty:

) przedstawienia tak wielokierunkowej analizy biomaterialowe] z wykorzystaniem
szeregu nowoczesnych metod prowadzacej do poczynienia szeregu istotnych konkluzji odnosnie,
gdzie Doktorantka byla wiodacym autorem eksperymentalnym (we wszystkich pracach P1-P5
pierwsza autorka) ale 1 tez pelnila role autora korespondencyjnego* (w pracach

P2/wspétkorespondujacy z prof. E. Kaczorek/; w P3, P4 i PS5 /samodzielna korespond./).

2) opublikowania wysoko cyklu prac P1-P5 z dysertacji [3 prace za 200 pkt MEIN, (Q1);
| praca za 100 pkt MEIN, (Ql); 1 praca za 70 pkt. MEIN (Q2); gdzie $redni IF >9] oraz
catkowity dorobek naukowy mgr. inz Amandy Pacholak obejmuje 23 publikacje z bazy JCR
gdzie w 13-tu byla pierwsza Autorka;
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3) Duzej mobilnosci Doktorantki — 4 wyjazdy naukowe zagraniczne (stypendia fundacji) i
uczestniczenia przez nig w realizacji az 13-tu projektéw, gdzie m.in. w projekcie NCN -

Preludium 15 nr. 2018/29N/NZ.9/01532 byta kierowniczka projektu;

rozwazylbym, jezeli jest to mozliwe z powoddéw proceduralnych (czas realizacji doktoratu >

4 lat ale w tym 4 wyjazdy zagraniczne), wyroznienie dysertacji mgr. inz. Amandy Pacholak.
I g
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