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Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Matgorzaty Czatzkowskiej skiada
si¢ z autoreferatu w jezyku polskim i angielskim oraz zalacznikéw zawierajacych kopie
publikacji wraz z o$wiadczeniami wspoétautorow. Wyniki bedace przedmiotem dysertacji
zawarto w cyklu czterech jednotematycznych wspétautorskich publikacji opublikowanych w
latach 2020-2022 w czasopismach wyréznionych przez Journal Citation Reports (JCR)
posiadajacych IF (Energy Science and Engineering, Journal of Hazardous Materials, Energies,
Applied Sciences).
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Laczna warto§¢ Impact Factor artykuléow opublikowanych w ramach osiggniecia
naukowego Doktorantki to 24.349 a sumaryczna liczba punktéw MEIN, zgodnie z rokiem
opublikowania, dla tych prac naukowych wynosi 540. Prace te zaistnialy juz w
migdzynarodowym obiegu informacji o czym $wiadczy liczba ich cytowan wg. bazy Web of
Science Core Collection wynoszaca 79. Tak liczne cytowania prac opublikowanych w ostatnich
czterech latach $wiadcza o duzym zainteresowaniu badaniami Kandydatki, co réwnicz
wskazuje na trafno$¢ doboru tematyki dysertaci.

Badania zaprezentowane w publikacjach zrealizowano w Katedrze Inzynierii Ochrony Waod
i Mikrobiologii Srodowiskowej na Wydziale Geoinzynierii Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie w ramach dwoch projektow:

1. NCN, 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);

2. MNiSzW w ramach programu Regionalna Inicjatywa Doskonaloéci na lata 2019-2022,
projekt nr 010/RID/2018/19, pt.: Innowacyjna zywnosé wysokiej jakosci dla zdrowia
spoleczeristwa i zréwnowazonego rozwoju- zintegrowany program rozwoju badan naukowych
1 innowacji w zakresie nauk rolniczych i nauk weterynaryjnych na Uniwersytecie Warmirisko-
Mazurskim w Olsztynie (kierownik: prof. dr hab. Malgorzata Darewicz).

Wszystkie prace s3 wieloautorskie, co jest typowe dla tak obszemych prac badawczych,
majg czterech (praca 1 i 4), o$miu (praca 3) oraz dziewigciu (praca 2) wspolautorow. We
wszystkich publikacjach Pani mgr inz. Malgorzata Czatzkowska jest pierwszym autorem. Z
o$wiadczefi ztozonych przez Doktorantke oraz wspétautoréw prac wynika, ze miata znaczacy
udzial w ich przygotowaniu uczestniczac w najwazniejszych etapach skladajacych sie na ich
przygotowanie; czyli w analizie i interpretacji danych literaturowych, planowaniu
eksperymentéw laboratoryjnych, aktywnym przeprowadzaniu eksperymentéw i prac
bioinformatycznych, interpretacji i opracowaniu wynikéw badan oraz ich graficznym
przedstawieniu, przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu do publikacji oraz w jego
korektach po recenzji

Sylwetke Doktorantki uzupetnia Jej dodatkowy dorobek naukowy w postaci 12
wspétautorskich publikacji rowniez opublikowanych w czasopismach wyréznionych przez
JCR (Int. J. Environ. Res. Public Health- cztery prace, Ecohydrology & Hydrobiology- trzy
prace, Energies- dwie prace, International Journal of Energy Research (jedna praca), Science
of The Total Environment (dwie prace) oraz 2 prac w materialach miedzynarodowych
konferencji z nadanym numerem DOI. W sumie Doktorantka legitymuje sie obecnoscia w
bazie Web of Science Core Collection 18 prac cytowanych 210 razy.

1. Zasadno$¢ doboru tematyki

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Malgorzaty Czatzkowskiej prezentuje wyniki badan,
ktorych celem bylo okreslenie wplywu wybranych antybiotykéw na proces fermentacji
metanowej osadu Sciekowego pochodzacego z miejskiej oczyszczalni $ciekow Zyna w
Olsztynie. Badania podjgte przez Doktorantke wpisujg sie bardzo dobrze w nurt badaf
dotyczgcych sposobu stabilizacji osadéw $ciekowych w powigzaniu z coraz wiekszym
zainteresowaniem energig odnawialna oraz narastajgcym zjawiskiem rozprzestrzeniania sig
substancji przeciwdrobnoustrojowych w $rodowisku wywolujacym wzrost liczebno$ci
drobnoustrojéw lekoopornych i genéw opornosci na chemioterapeutyki.



Fermentacja metanowa nalezy do najbardziej rozpowszechnionych metod stabilizaciji
osadow sciekowych w oczyszczalniach komunalnych zaréwno w Polsce, jak i krajach Unii
Europejskiej. Jej stosowanie jest ekonomicznie i technologicznie uzasadnione, poniewaz
stanowi atrakcyjng metodg przetwarzania odpadéw przy jednoczesnym wykorzystaniu ich na
cele energetyczne. Przetwarzanic osadéw na drodze fermentacji metanowej nabrato
szczegoblnego znaczenia w zwigzku z wzrostem popularno$ci metody biologicznego
oczyszczania $ciekéw metods osadu czynmnego. Tak wiec eksploatacja biologicznej
oczyszczalni Sciekéw jest $ciSle zwigzana z koniecznoicig prowadzenia odpowiedniej
gospodarki osadowej. Powstajace w procesie oczyszczania osady $ciekowe musza byé
poddawane procesom przerobki, a nastepnic wladciwie unieszkodliwiane lub
zagospodarowywane. Gléwne zadanie przerobki osadéw $ciekowych w oczyszczalni cickow
to: minimalizacja objgto$ci powstajacych osadéw $ciekowych, maksymalny odzysk zawartych
w osadach Sciekowych substancji energetycznych, zwigzkéw biogennych, zwiazkow wegla
oraz przygotowanie osadéw do ostatecznego ich wykorzystania, ktére odbywa sie poza
granicami oczyszczalni. Potencjaly energetyczne, zwiazane z produkcja biogazu, i nawozowe
osadow sg wcigz mocno niedocenione i niewykorzystane w stosunku do obecnych mozliwoéci
technologicznych oraz stanu wiedzy i nauki.

Technologie fermentacji metanowej, polegajaca na biochemicznym rozktadzie zwigzkéw
organicznych w warunkach beztlenowych, w ogélnym zarysie, opracowano juz w latach
trzydziestych poprzedniego stulecia. W ujgciu przemian biochemicznych jest to szeregowy
proces wielofazowy, w ktérym produkty jednej fazy sg substratami kolejnej. Kazda faza tego
procesu wymaga aktywnosci biochemicznej rdéznorodnych zespoldw mikroorganizméow
przeprowadzajacych kolejno procesy hydrolizy, acidogenezy, acetogenezy i metanogenezy.
Jednym z gléwnych czynnikéw wplywajacych na ograniczenie i hamowanie beztlenowej
biodegradacji produktéw odpadowych jest obecno$é w osadach $cickowych réznorodnych
substancji toksycznych. Wsréd zwigzkéw chemicznych majacych inhibitujacy wplyw na
fermentacj¢ metanowa wymienia si¢ substancje przeciwdrobnoustrojowe. Powszechnoé
stosowania antybiotykéw i chemioterapeutykéw w leczeniu ludzi i zwierzat powoduje wzrost
ich zawartosci w §rodowisku co wigze sie takze z ich kumulacjg w substratach poddawanych
stabilizacji beztlenowej. Tak wigc zaréwno oczyszczalnie $ciekéw jak i osady éciekowe moga
by¢ waznym rezerwuarem substancji chemioterapeutycznych oraz drobnoustrojéw, zwlaszcza
bakterii jelitowych, niosgcych ogromna pule genéw opornosci na antybiotyki, ktére moga byé
potencjalnie, w dalszej kolejnoséci, przenoszone na inne drobnoustroje srodowiskowe na drodze
horyzontalnego transferu gendw.

Wszystko to potwierdza aktualno§é i trafno§¢ wyboru tematyki rozprawy
doktorskiej przez Panig mgr inz. Malgorzate Czatzkowska. Badania wpisujg sic bowiem w
rosngce  zainteresowanie biometanacja osadu nadmiernego powstajgcego podczas
biologicznego oczyszczania $cickéw metoda osadu czynnego. Jednakze niekorzystne
oddziatywanie antybiotykéw na mikroorganizmy prowadzace ten proces moze utrudniaé
przetwarzanie odpadéw tg droga oraz mozliwoéé odzysku z nich energii.

2. Charakterystyka pracy
Publikacje, stanowigce dysertacjg, obejmujg cztery pozycje, z ktorych pierwsza (1) jest

pozycja przegladowa. Doktorantka dokonata w niej przegladu piSmiennictwa naswietlajgc
zasadno$¢ podjecia dalszych badan. Na podstawie 168 artykuléw dokonata podsumowania



aktualnych badafi nad hamowaniem proceséw beztlenowych przez niektére specyficzne
substancje toksyczne oraz przedstawilta wptyw tych inhibitoréw na mikroorganizmy biorgce
udzial w biometanacji. W konkluzji pracy mozemy przeczytac, iz wiedza na temat zjawiska
inhibicji aktywnoéci metabolicznej mikrobioty Zaangazowanej na poszczegélnych etapach
fermentacji metanowe;j jest niewielka. Najlepiej poznanym inhibitorem procesu jest amoniak.
W przypadku pozostatych wymienionych w przegladzie substancji, w tym antybiotykdéw, dane
literaturowe sg niewielkie lub wymagajg weryfikacji. Dlatego istnieje potrzeba dalszych badan
W tym temacie W celu rozpoznania mechanizméw hamowania fermentacii metanowej, ze
szczegflnym uwzglednieniem aspektu mikrobiologicznego opartego na nowoczesnych
narzgdziach badawczych (np. sekwencjonowanie NGS), co moze przyczyni¢ si¢ do poprawy
efektywnos$ci procesu.

Przeglad literaturowy przyczynit si¢ do sformutowania celu pracy oraz hipotez badawczych
rozprawy zaprezentowanych w autoreferacie.

Glownym celem naukowym rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Malgorzaty
Czatzkowskiej bylo okreslenie wplywu obecnosci antybiotykéw w osadzie Sciekowym
poddanym fermentacji metanowej, zaréwno na (1) wydajnosé¢ produkcji metanu, jak réwniez
(2) los ARGs oraz rozpowszechnianie zjawiska AR (3) zmiany jakosciowe i ilosciowe w
konsorcjach mikroorganizmow odpowiadajgcych za wlasciwy przebieg procesu oraz (4)
wystgpowanie organizméw metanogennych. Sformutowano réwniez hipotezy badawcze,
zgodnie z ktérymi (1) Ekspozycja osadéw Sciekowych na antybiotyki wplywa na efektywnosé
produkcji metanu podczas ich stabilizacji beztlenowej. (2) Stabilizacja beztlenowa osadéw
Sciekowych nie eliminuje ARGSs. (3) Obecno$¢ antybiotykéw w osadzie sciekowym poddanym
Jermentacji metanowej oddziatuje na zmiany w strukturze spolecznosci bakterii wilasciwych. (4)
Substancje przeciwdrobnoustrojowe obecne w osadach Sciekowych wywierajq wplyw na
aktywnosé i bioréinorodno$¢ mikroorganizmow metanogennych zaangazowanych w proces
stabilizacji beztlenowej.

W celu realizacji gléwnego celu naukowego rozprawy Doktorantka podzielita eksperyment
badawczy na trzy etapy badan, ktorych wyniki zawarto w kolejnych publikacjach, a w
autoreferacie, oprocz ich opisu, Kandydatka zamiescita bardzo czytelny ich schemat graficzny.

W publikacji drugiej (2), odnoszacej si¢ do wszystkich hipotez badawczych, przedstawiono
wyniki badan pierwszego etapu eksperymentu, dotyczace wyboru antybiotykéw do dalszych
badan. Badano wptyw wysokich dawek (512— 1024 pg/g) 8 najczeéciej stosowanych w leczeniu
ludzi antybiotykéw nalezgcych do réznych grup substancji przeciwdrobnoustrojowych na
efektywnos¢ beztlenowej fermentacji osadéw $ciekowych pobranych z miejskiej oczyszczalni
$ciekéw Lyna w Olsztynie. W trakcie tych badaf okreslano réwniez: zmiany jako$ciowe i
ilosciowe w konsorcjach drobnoustrojéw odpowiedzialnych za proces fermentacii; obecnosé
mikroorganizméw metanogennych; losy genéw opornoéci na antybiotyki (ARGs) oraz
skuteczno$¢ degradacji antybiotykow podczas beztlenowej stabilizacji osadu $ciekowego.
Badania prowadzono w laboratoryjnych bioreaktorach beztlenowych przez 40 dni w warunkach
mezofilnych w dwéch powtérzeniach. W podsumowaniu pracy stwierdzono, iz najwickszy
negatywny wpltyw na proces fermentacji mialy metronidazol (MET), amoksycylina (AMO) i
cyprofloksacyna (CIP). Zahamowanie metanogenezy spowodowato akumulacje lotnych
kwasow thiszczowych (LKT). Obecno$¢ §rodkéw przeciwdrobnoustrojowych w bioreaktorach
wplynela takze na sktad filogenetyczny bakterii i profil ARGs. Najwieksze zmiany w strukturze



beztlenowej mikrobioty zaobserwowano w osadach sciekowych narazonych na dziatanie
metronidazolu (MET), gdzie zmniejszenie odsetka bakterii typu Bacteroidetes spowodowato
wzrost udzialu bakterii rodzaju Firmicutes i Proteobacteria. Analiza iloéciowa genow
charakterystycznych dla rodzin metanogenéw (w tym genu funkcjonalnego mcrA) nie
odzwierciedlata rzeczywistej efektywnosci procesu metanogenezy zachodzacego w obecnosci
substancji przeciwdrobnoustrojowych, mimo, Ze ich stezenie bylo nizsze w poréwnaniu do
kontroli. W trakcie eksperymentu odnotowano znaczny wzrost liczby kopii gendéw kodujgcych
oporno§é wobec antybiotykow B-laktamowych, tetracyklinowych i fluorochinolonowych. Nie
zaobserwowano jednak rozwoju bakteryjnej opornoéci specyficznej dla badanych ARGs.
Wykazano jednak, iz geny kodujgce integraze odgrywaja wazng role w przenoszeniu ARGs w
trakcie procesu biometanacji. Skuteczno$¢ usuwania badanych antybiotykéw nie korelowata z
wplywem badanych lekéw na bioréznorodno§é drobnoustrojéw oraz na stezenie ARGs i
wydajnos¢ procesu. Najbardziej podatne na degradacje (100% efektywno$é procesu) byly
metronidazol (MET), amoksycylina (AMO), cefuroksym (CEF) i sulfametoksazol (SMO),
natomiast najmniej podatne na degradacje okazaly si¢ cyprofloksacyna (CIP) i kwas
nalidyksowy (NA).

W publikacji trzeciej (3), weryfikujacej pierwsze trzy hipotezy badawcze, - drugi etap
eksperymentu- Doktorantka skupila si¢ na badaniu jednoczesnego, dtugotrwatego (268 dni)
wplywu wzrastajgcego stezenia mieszaniny trzech wybranych wczeéniej (I etap) antybiotykow
majgcych najbardziej znaczacy negatywny wptyw na proces, nalezacych do B-laktaméw,
fluorochinolonéw i nitroimidazoli (MET, AMO, CIP) na efektywnosé beztlenowej fermentacii
osadow Sciekowych, na jako$ciowe i ilo§ciowe zmiany w strukturze drobnoustrojéw biorgcych
udzial w procesie oraz na losy genéw opornosci na wybrane antybiotyki (ARGs). W badaniach
zastosowano szes¢ serii eksperymentalnych rdznigcych si¢ stezeniami badanych antybiotykéw.
Kazda seria trwata 45 dni, a stezenia poszczegblnych antybiotykéw zmienialy sie w
mieszaninie w zakresie od 0,25 do 36 pg/ ml i byly podobne do stezen tych lekéw w $ciekach
doptywajgcych do olsztynskiej oczyszczalni. Badania pokazaty, iz dtugotrwate dodawanie do
osadow $ciekowych kombinacji MET, AMO i CIP w réznych stezeniach nie spowodowato
istotnych zmian parametréw procesu, w tym stezen lotnych kwaséw ttuszczowych (LKT) oraz
catkowitej liczebno$ci ARGs. Analiza produkeji metanu pokazata, iz narazenie mikrobioty na
przedtuzong ekspozycje na wybrane antybiotyki moze sprzyja¢ adaptacji mikroorganizmoéw do
zastosowanych stgzen. Narazenie na antybiotyki znacznie jednak zmniejszyto produkcje
metanu i zmodyfikowalo sktad mikrobiologiczny. Analiza wynikéw pokazala, ze liczebnosé
operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTU) charakterystycznych dla Archaea nie byta
skorelowana z wydajnoscig produkcji biogazu. Badania wykazaty tez, ze zalezny od wodoru
szlak metanogenezy metylotroficznej moze znaczaco przyczynié si¢ do stabilnoéci fermentacji
beztlenowej w obecnos$ci §rodkéw przeciwdrobnoustrojowych. Najwicksze zmiany w
réznorodnosci biologicznej drobnoustrojéw odnotowano w trakcie narazenia ich na dziatanie
najwyzszych badanych st¢zen antybiotykow w poréwnaniu z badaniem kontrolnym. W
probkach pobieranych z bioreaktoréw badawczych i kontrolnych stwierdzono obecno$é genéw
wielolekooprnoéci oraz genéw nadajacych oporno$é na antybiotyki MLS.

Publikacja czwarta (4)- etap trzeci eksperymentu weryfikujacy czwarta hipotezg
badawcza- miala na celu poszerzenie wiedzy dotyczacej dlugoterminowego wplywu
wzrastajacych stezen badanej w etapie drugim mieszaniny antybiotykéw na wystgpowanie



mikroorganizméw metanogennych oraz ich gendéw funkcjonalnych. W tym celu materiat
genetyczny wyizolowany w drugim etapie badan Doktorantka poddala analizie na obecnogé
genoéw charakterystycznych dla metanogenéw z rodzin Methanosaetaceae MST) i
Methanosarcinaceae (MSC) nalezacych do rzedu Methanosarcinales biorgcych bezposredni
udzial w syntezie metanu. Aktywno§¢ mikroorganizméw metanogennych oceniano poprzez
okreslenie stgZenia genu kodujacego reduktaze metylokoenzymu M (mcr4) katalizujgcego
ostatni etap fermentacji metanowej- metanogeneze. Analizy wykazaly, iz liczba kopii genu
mcrA, funkcjonalnego markera metanogenezy, nie byla wiarygodnym wskaznikiem
wydajnosci produkcji metanu. Pod koniec dhugotrwatego procesu fermentacji metanowe;j
metanogeny z rodziny Methanosarcinaceae (MST) byty bardziej powszechne niz metanogeny
z rodziny Methanosaetaceae (MSC). W ostatecznym efekcie obie rodziny metanogenow
dobrze zaadaptowaly sie do warunkéw panujacych w bioreaktorze z dominacjg MST.

3. Ocena rozprawy

Tak jak wspomniano na poczatku, podjeta przez Panig mgr inz. Malgorzate Czatzkowskg
tematyka rozprawy jest bardzo wazna i aktualna oraz wnosi nowe informacje do dyscypliny
naukowej inZynieria srodowiska, gérnictwo i energetyka. Przedstawiona przez Doktorantke
rozprawa doktorska zawiera wyniki badai opublikowanych w formie czterech spéjnych
tematycznie publikacji w renomowanych czasopismach naukowych o wysokim wspéiczynniku
wplywu. Autoreferat w jezyku polskim i angielskim poprzedzajacy kopie publikacji sktada sie
z wstepu, celu pracy, hipotez badawczych, zakresu badan ich metodyki wraz z ich oméwieniem,
podsumowania oraz spisu cytowanej literatury liczacego 18 pozycji. Strona formalna
autoreferatu nie budzi zastrzezen. Szkoda, ze nie zostat opracowany w formie mini dysertacji
doktorskiej, zwtaszcza w zakresie dyskusji otrzymanych wynikéw z innymi autorami.

Na podkreslenie zastuguje poprzedzenie zasadniczych prac eksperymentalnych publikacja
przeglagdows. Przeglad najnowszego pi$miennictwa pozwolit Doktorantce na dostrzezenie
ograniczonej/ brakujacej wiedzy z zakresu wptywu antybiotykéw na proces metanogenezy oraz
zagadnien wymagajgcych weryfikacji na drodze wiadciwie zaplanowanych eksperymentéw.
Dzigki tym spostrzezeniom Doktorantka mogta sformutowaé odpowiednie hipotezy badawcze.
Z jednej strony Pani mgr inz. Malgorzata Czatzkowskg zwrdcila uwage na to, iz zjawisko
ciagtego wzrostu zuzycia antybiotykéw i ich uwalnianie do $ciekéw i osaddéw $ciekowych
powinno skutkowa¢ intensyfikacjg bada nad wptywem tego typu inhibitoréw na fermentacje
metanowg oraz, ze badania takie powinny uwzgledniaé najczesciej spozywane przez cztowieka
substancje przeciwdrobnoustrojowe. Z drugiej strony, zgodnie z najlepsza swoja wiedza,
stwierdzita, iz  jednoczesny wplyw  kilku szeroko stosowanych  $rodkéw
przeciwdrobnoustrojowych na fermentacj¢ metanowa osadéw Sciekowych — uwzgledniony w
Jej pracy- nie byt dotychczas badany.

Osiggnigcie gtdéwnego celu pracy oraz potwierdzenie postawionych hipotez badawczych
wymagato od Doktorantki realizacji duzego zakresu pracy, co wigzalo si¢ z przeprowadzeniem
pracochtonnych prac doswiadczalnych. Na podkre$lenie zastuguje bardzo dobrze opanowany
przez Panig mgr inz. Matgorzate Czatzkowska warsztat badawczy obejmujacy techniki badan
fizykochemicznych, biochemicznych, molekularnych oraz analizy bioinformatycznej.

W swoich badaniach Doktorantka prowadzila beztlenowe laboratoryjne hodowle osadow
sciekowych mierzac produkcje metanu oraz analizujgc jakoéé powstajacego biogazu z
wykorzystaniem chromatografu gazowego, wyposazonego w detektor przewodnosci cieplne;.
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Probki pobierane z bioreaktoréw analizowano pod katem zawartoéci lotnych kwasow
thuszczowych (LKT), pH, stosunku FOS/TAC (TAC- szacunkowa pojemno$é buforowa probki;
FOS- zawartos¢ LKT) oraz zawartosci substancji statych (TS), substancji lotnych (VS), azotu
catkowitego (TN) i fosforu ogélnego (TP). Ponadto mierzono zmiany stezefi badanych
substancji przeciwdrobnoustrojowych przy pomocy chromatografii cieczowej sprzgzonej z
spektometriag masows. Doktorantka izolowala réwniez z przefermentowanych prébek osadu
DNA za pomocg zestawu FastDNA™ Spin Kit for Soil (MP Biomedicals). R6znorodnoéé
mikrobiomu  analizowano poprzez  wysokowydajne sekwencjonowanie  regionu
hiperzmiennego V3-V4 genu 16 S rRNA za pomocg instrumentu Illumina MiSeq (Illumina Inc.
USA) i zestawu MiSeq Re-agent v3 Kit (Macrogen, Korea). Laficuchows reakcje polimerazy
w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR- qPCR) Kandydatka wykorzystywata do analizy
wystgpowania w probkach osadow (1) wybranych genéw antybiotykoopornosci- antybiotyki
B-laktamowe (blaTEM, blaSHV, blaOXA, cfxA), antybiotyki makrolidowo-linkozamidowo-
streptograminowe (MLS) (ermF, linA, mefA), chinolony (qepA, aac(6')-Ib-cr), tetracykliny
(tetA, tetM, tetQ), sulfonamidy (sull) i gen kodujacy pompe usuwajgca opornosé wielolekows
(bexA) (2) genéw kodujacych integrazy klasy 11 2 (intl1, intl2) (3) genéw charakterystycznych
dla rodzin metanogenéw Methanosarcinaceae (MSC) i Methanosaetaceae (MST) domeny
Archaea oraz (4) funkcjonalnego genu metanogenéw merA, kodujgcego reduktaze
metylokoenzymu M katalizujacg metanogeneze. Aby zrozumieé zwigzek migdzy parametrami
fermentacji metanowej, gatunkami dominujacymi, genami funkcjonalnymi, genami opornosci
na wybrane antybiotyki oraz genami integrazy Doktorantka wykorzystata rozne obliczenia/
metody/ testy statystyczne wykorzystujac dostepne programy komputerowe.

Zakres eksperymentow laboratoryjnych zostal zaplanowany prawidtowo, odpowiednio do
celu i zakresu dysertacji. Pod wzgledem merytorycznym praca nie budzi zastrzezen. Wyniki
badan zostaly opublikowane w renomowanych, recenzowanych czasopismach wyréznionych
przez JCR posiadajgcych IF. W zwigzku z powyzszym rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Malgorzaty Czatzkowskiej, ze wzglgdu na swdj charakter, byta co do zasady recenzowana
przez niezaleznych ekspertow na etapie procesu ubiegania si¢ o publikacje wybranych
manuskryptow. Lektura przedstawionych do oceny publikacji pozwala stwierdzié, iz
Doktorantka wtasciwie interpretuje wyniki cksperymentéw naukowych oraz sprawnie porusza
si¢ w literaturze tematu, wlasciwie rozwiazujac problemy badawcze, wyciagajac z nich
logiczne wnioski, ktére potwierdzaja zrealizowanie celu tej pracy badawczej. Ponadto
dostrzega réwniez na podstawie uzyskanych wynikéw mozliwe dalsze kierunki badan ktére
zamieScita na koficu swojego autoreferatu.

Do najistotniejszych osiagni¢¢ naukowych Doktorantki, poza potwierdzeniem tez
pracy, zaliczylabym:

» Wkiad w poznanie wplywu dlugotrwatego kontaktu osadu $ciekowego z kombinacjg
szeroko  stosowanych  $§rodkéw  przeciwdrobnoustrojowych  (metronidazol,
amoksycylina i cyprofloksacyna) dozowanych do laboratoryjnego beztlenowego
bioreaktora w réznych stezeniach, zblizonych do tych dopltywajacych do oczyszczalni
Sciekow, na proces fermentacji metanowej. Badane $rodki przeciwdrobnoustrojowe
znaczgco zmniejszaty produkcje¢ metanu oraz modyfikowaty strukture populacji
drobnoustrojéw.



Potwierdzenie, iz liczba kopii genu mcrA, kodujacego reduktaze metylokoenzymu M
katalizujgcego ostatni etap fermentacji metanowej- metanogenezg, nie jest
wiarygodnym wskaznikiem wydajnosci produkcji metanu. Gen ten jest proponowany
w literaturze jako marker monitorowania aktywnosci metanogendw.

Potwierdzenie, iz do czynnikéw moggcych przeciwdzialaé hamujacemu wpltywowi
zwigzkow organicznych na proces fermentacji metanowej nalezy adaptacja
mikroorganizméw bioracych udziat w tym procesie.

Wkiad w poznanie zmian w strukturze konsorcjéw drobnoustrojéw metanogennych
zachodzacych pod wptywem badanych antybiotykéw.

Stwierdzenie w badaniach wybranych gen6éw antybiotykoopornoéci i genéw kodujacych
integrazy, iz osad $ciekowy moze byé miejscem horyzontalnego transferu genow
pomigdzy bakteriami oraz Zrodtem bakterii leko- i wielolekoopornych.

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

1.

Osad sciekowy wykorzystywany w badaniach pochodzil z oczyszczalni §ciekow. W
badaniach laboratoryjnych dozowano do niego wybrane antybiotyki w okreslonych
stgzeniach. Jednak czy osad ten byt badany pod katem obecnosci w nim antybiotykow
i innych substancji np. metali moggcych wplywaé na badany proces? Niektére
antybiotyki mogg réwniez wchodzi¢ w reakcje z metalami. W publikacji pojawia sie
takze stwierdzenie, iz st¢zenia antybiotykéw do badan dobrano na podstawie
rzeczywistych ich stgzen doplywajacych do oczyszczalni, co juz sugeruje ich kumulacje
w osadzie. Prosz¢ o komentarz w tej sprawie.

W autoreferacie pojawia si¢ informacja na temat posredniego Wwplywu
chemioterapeutykow na potencjal energetyczny biogazu. Czy na podstawie uzyskanych
wynikéw dotyczacych produkcji metanu oraz analizy jakoéci powstajacego biogazu
mozna co$ powiedzie¢ o wplywie lekow na jego potencijat energetyczny?

Czy zauwazono wplyw analizowanych parametréw wykorzystywanych w badaniach
osadow takich jak: zawarto$¢ lotnych kwaséw thuszczowych, zawarto$é substancji
statych, substancji lotnych, azotu catkowitego i fosforu ogdlnego na przebieg procesu
metanogenezy i zmiany w konsorcjach mikroorganizmoéw?

Jak zmienialo si¢ stezenie biomasy osadu w trakcie metanogenezy? Czy ewentualne
zmiany byly brane po uwage w ilosciowych analizach badanych parametréw?

Czy obserwowane zjawisko adaptacji mikroorganizméw biorgcych udziat w
fermentacji metanowej moze w diuzszym czasie wplyngé na poprawe efektywnosci
metanogenezy?

Czy istnieje mozliwo$é, na podstawie uzyskanych wynikéw badan, zaproponowania
parametru lub grupy parametréw mogacych stanowi¢ marker do monitorowania
aktywno$ci metanogenow?



4. Whniosek koncowy

Podsumowujgc mojg opini¢ stwierdzam, Ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Matgorzaty
Czatzkowskiej pt.:,, Wplyw antybiotykdéw na proces fermentacji metanowej osadéw Sciekowych,
biordinorodnosé mikroorganizméw i zjawisko antybiotykoopornosci”’ przedstawiona w postaci
jednotematycznego cyklu czterech publikacji stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego w dyscyplinie naukowej inzynieria Srodowiska, gérnictwo i energetyka i wskazuje
na umiej¢tno§¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke. Opiniowana
praca spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. z péz.zm. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2022r. poz.574). Wobec
tego przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny inzynieria srodowiska, gérnictwo i
energetyka Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie wniosek o przyjecie
opiniowanej rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz. Malgorzaty Czatzkowskiej do publicznej

obrony pracy doktorskie;j.
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