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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Instytucie Chemii
Uniwersytetu Opolskiego. Praca zajmuje 110 stron. Sklada si¢ kolejno z przegladu literatury (30
stron), celu pracy (2 strony), czgsci doswiadczalnej (10 stron), wynikéw i dyskusji (40 stron),
podsumowania w j¢zyku polskim i angielskim (3 strony), wnioskéw (1 strona), spis literatury (241
pozycje). Proporcja kolejnych czesci jest wlasciwa. Pozwole sobie przedstawi¢ kolejne czesci,
jednoczesnie komentujgc i wskazujac glowne mozliwosci poprawy przedstawionej do oceny
roZprawy.

Rozpoczng od tytutu rozprawy doktorskiej. Zaréwno w jezyku polskim, jak i angielskim nie
istnieje okreslenie ksenofarmaceutyki. Owszem istnieje okreslenie ksenobiotyki (jako substancje
obce organizmom) oraz przyktadowo kseno-estrogeny, jednak wydaje si¢ bardziej zasadne uzycie po
prostu stowa farmaceutyki w tytule rozprawy. W czgéci z przegladem literatury poczatkowo Autor
uzywa poprawnie okreslenia aktywne substancje farmaceutyczne. Nastgpnie zastepuje je stowem
leki. Natomiast ostatecznie uzywa okreslenia ksenofarmaceutyki. Nalezaloby konsekwentnie uzywaé
Jednego z okreslen, przy czym wedlug nomenklatury uzywanej przez wydzialy chemiczne
uniwersytetow medycznych najbardziej poprawne jest okreslenie aktywne substancje
farmaceutyczne. Z przyczyn logistycznych w pracy mozna by skréci¢ to okreslenie do stowa
farmaceutyki.

W czgscei literaturowej znajduje si¢ opis farmaceutykow, przyczyn ich dostawania sie do

srodowiska, przy czym rozdziat konczy si¢ opisem farmakologicznym niesteroidowych lekéw
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przeciwzapalnych uzywanych jako anality w pracy. W kolejnym rozdziale bardzo ogélnie opisano
szkodliwos¢ lekéw przeciwbolowych dla ludzi i innych organizméw przy czym nie znalaztam
informacji o szkodliwosci lekéw witasnie dla ludzi. Przyktadowo, diklofenak przy nadmiernej podazy
moze uszkadzac nerki, co bylo takze przyczyna wyginigcia sgpa azjatyckiego - warto taka informacje
byloby przedstawi¢ w pracy. W nastgpnym rozdziale przedstawiono bio-sorbenty i ich podzial. Opis
jest zgrabny i dzieli je pod wzgledem mechanizmu na pasywne i aktywne. Ponadto przedstawiono
mechanizmy bio-sorpcji na przykladzie metali i komorek bakteryjnych. W kolejnym rozdziale
przedstawiono zastosowanie bio-sorbentéw. W tym miejscu moja glowna uwaga to mozliwosé
znacznego skrocenia szczegoblnie o metale a rozszerzenie czgsci opisu bio-sorpcji lekéw. Rozdziat
1.6 przedstawia sinice jako mikroorganizmy o wysokim potencjale wykorzystania, co wynika z
budowy ich zewngtrznych powlok. Ponadto przedstawiono gldéwne barwniki i ich role zaréwno w
procesach fotosyntezy, jak i obnizania stresu oksydacyjnego.

Konkretne uwagi do czesci literaturowej:

- ,, Nadmierne spozycie lekow czgsto prowadzi do wydalania ich nadmiaru z moczem” kazde
spozycie lekow powodowa¢ moze uwalnianie frakcji niezmienionej z moczem.

- Autor opisuje zwigkszajace si¢ stgzenia lekow w wodach naturalnych. Nie zgadzam sie z
tym stwierdzeniem, nie ma literatury potwierdzajacej ten fakt. Mamy natomiast coraz wigcej danych,
poniewaz przeprowadzamy wigcej akcji monitoringowych.

- Na stronie 10 zamiast produkcja zwierzat hodowlanych mozna napisa¢ hodowla zwierzat.

- Rysunek 1 nieprawidlowo przedstawia strzatkami kierunek przedostawania si¢ lekow, w
szczegllnosci z oczyszezalni Sciekow bezposrednio do czlowieka - nie rozumiem tej $ciezki.

- Nie nalezy w tytulach tabel i rysunku uzywac kropek, podobnie jak w kazdym innym tytule
w jezyku polskim.

- Na stronie 11 pada stwierdzenie o wydalaniu z moczem lekéw w postaci niezmienionej jako
koniugaty, natomiast te postacie to formy zmienione.

- Na stronie 13 znajduje si¢ zdanie ,,pozostate 10% dzialajg celowo na przyklad poprzez

wchlanianie przez skorg”. Jest to zdanie niejasne.
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- W rozdziale 1.2 opisano szkodliwos¢ lekéw dla organizméw wodnych, jednak nie padio tu
stwierdzenie dotyczace kluczowej roli st¢zenia i oceny ryzyka wynikajacego ze stezenia.

- Wrozdziale 1.3 pada stwierdzenie o braku efektywnych sposobéw usuwania lekdw na etapie
oczyszczania sciekow. Jest to stwierdzenie nieprawdziwe, poniewaz posiadamy szereg technologii
tak zwanego zaawansowanego oczyszczania $ciekow, ktére co prawda nie sa powszechnie
stosowane, jednak potrafig calkowicie usungé mikro-zanieczyszczenia ze strumienia $ciekow,
szczegolnie oczyszczonych.

- Nastepnie w tym rozdziale pada stwierdzenie o konieczno$ci usuwania lekow bezposrednio
ze srodowiska naturalnego. Nie zgadzam si¢ z tym stwierdzeniem. W srodowisku leki ulegaja
usuwaniu poprzez procesy biotyczne i abiotyczne i nie ma ekonomicznego uzasadnienia usuwania
ich w srodowisku naturalnym, dziata¢ nalezy na koncu lub na poczatku rury.

- Prosz¢ o komentarz co do stosowania sorbentu syntetycznych w oczyszczaniu $ciekow, z
mojej wiedzy sorbenty tego typu nie sa zasadne do stosowania w technologiach komunalnych.

- Poczynajagc od czgsci literaturowej zauwazam problem z cytowaniem publikacji.
Przykladowo na stronie 15 pojawiajg si¢ 2 cytowania, ktorych brak w spisie tresci [Shuguang, 2015;
Deng 205]. Na stronie 25 jest [Kasowska-Zok 2014], brak jest tej pozycji w literaturze. Podobne
blgdy zauwazytam w innych rozdziatach. Ponadto w tekscie literatura przedstawiana jest jako autor
+ rok, natomiast w spisie literatury oprocz kolejnosci alfabetycznej zastosowano rowniez
numeryczng. Jest to stylistycznie niepoprawne. W kilku miejscach napotykam problem, ze cytowana
literatura nie jest odpowiednia. Przykltadowo [Cumbers, 2014] nie opisuje mozliwosci przetrwania
sinic na powierzchni Marsa - nalezaloby tutaj znalez¢ literature pierwotna.

- Na stronie 16 podano, e gléwna wada sorbetow pasywnych sa wysokie koszty energetyczne
i finansowe na wytwarzanie positkuje si¢ tutaj autor literaturg z 1988 roku. Obecnie przyktadowo
wegiel aktywny jest absorbentem powszechnie stosowanym takze na duzg skalg, ktérego koszty
produkcji zostaty obecnie bardzo zredukowane.

- W opisie mechanizméw bio-sorpcji do bakterii zabraklo mi opisu jednego z najbardziej

poznanych mechanizméw, to jest przedostawania si¢ antybiotykéw do komoérek bakteryjnych.
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Dostepna jest w tym przypadku literatura przegladowa, ktéra mozna by zacytowaé nie wydtuzajac
tym sposobem pracy.

- Proszg autora o zdefiniowanie okreslenia mikro-algi; pojawia si¢ ono w literaturze
anglojezycznej, natomiast ciekawi mnie interpretacja autora.

Celem przedstawionej do oceny pracy byla “ocena zdolnosci wybranych gatunkéow
cyjanobakterii do bio-sorpcji i/lub transformacji wybranych farmaceutykéw obecnych w mediach
hodowlanych oraz zbadanie wplywu tych zwiazkéw na metabolizm sinic. Po celu pracy pojawiaja
si¢ hipotezy jakoby sinice wykazywaly zdolno$¢ do efektywnej bio-sorpcji farmaceutykow, proces
bio-sorpcji oraz wplyw farmaceutykow na sinice r6zni si¢ w zaleznosci od gatunku i rodzaju zwigzku
chemicznego, a farmaceutyki maja wplywa¢ na metabolizm sinic, przez co zmieniajg sklad
barwnikow komérkowych. Zauwazam tutaj duzy problem pracy. Cze$é literaturowa powinna by¢
skonstruowana tak aby podeprze¢ zasadnos¢ podjecia problemu badawczego oraz stawianych hipotez
badawczych. Natomiast w czesci literaturowej nie znalaztam opisu sinic jako skutecznych sorbentow
lekow, w szczegdlnosci z grupy NLPZ. Nie znalaztam takze opisu wplywu farmaceutykow na
metabolizm sinic oraz tego, ze leki zmieniaja sklady pigmentow. Skad pomyst na leki z grupy nlpz i
wybrane gatunki sinic? Czy wykazaly one wczesniej zdolno$¢ do desorpcji? Czy leki z grupy nlpz
nie sg usuwane innymi technikami? Czy najlepszym sposobem okreslenia metabolizmu sinic jest
pomiar barwnikéw czy moze jednak badania biomarkeréw enzymatycznych? Prosze autora o podanie
przestanek do podjecia si¢ tego konkretnego zadania badawczego. Badania naukowe prowadzi sie
tak, Ze najpierw przeprowadzane sa badania wstepne lub znajdowane sg przestanki literaturowe do
podjecia sie¢ problemu.

W czesci eksperymentalnej przedstawiono uzytg aparature i odczynniki. Nie znalaztem
natomiast opisu czystosci zakupionych lekéw oraz ich formy, rowniez w publikacji bedacej efektem
pracy. Przykladowo, diklofenak popularnie stosuje si¢ jakg sol sodowg o bardzo dobrej
rozpuszczalno$ci w wodzie. Natomiast w kolejnych czgsciach autor sugeruje bardzo niska
rozpuszczalno$¢ lekow, w zwigzku z czym stosowaé musial aceton. Tutaj takze uwaga, Ze nalezaloby
przeprowadzi¢ kontrolg rozpuszczalnikowe a nie arbitralnie stwierdzi¢ o braku jego toksycznosci dla

sinic. W kolejnych czgsciach opisu metodyki przedstawiono procedure pracy z sinicami,
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przygotowanie medidw hodowlanych, eksperyment ekspozycyjny na leki 3 gatunkéw sinic, sposéb
kontroli ich wzrostu, metod¢ oznaczen 3 rodzajow barwnikéw. Opisano réwniez w sposob
oznaczenia lekow w mediach hodowlanych, izolacji z powierzchni oraz wnetrza komérek,
przygotowanie prébek i analiza za pomoca mikroskopu elektronowego, badanie toksycznosci ptynow
pohodowlanych wobec wioslarki oraz dwoch gatunkéow glonéw zielonych. Konkretne uwagi do
czesci eksperymentalnej:

- W opisie zestawu HPLC wskazano odgazowanie probki, chodzi tutaj raczej o odgazowanie
fazy ruchomej w trybie online.

- Jak wybrano stezenia lekow? Rozumiem, ze ideg bylo wziecie takich stezen, ktore nie
dzialal toksycznie na sinice. Jak wigc wyznaczono te stezenie?

- Podano 4 dlugosci fali, natomiast liczba analitow to 3.

- Gléwnym narzedziem detekcji byt spektrometr mas typu Q-TOF. Spektrometr
wysokorozdzielczy Q-TOF daje mozliwos¢ oceny dokladnej masy czasteczkowej. Nie znalazlam
opisu tego typu eksperymentow.

- W calej pracy znalazlam niesp6jnosé stosowania jednostek w szczegolnosci do objetosci,
czasem s3 to bowiem centymetry szescienne a czasem mililitry.

- Nie znalaztam opisu przeprowadzania kontroli biotycznych i abiotycznych. W przypadku
lekéw z grupy NPLZ oraz dlugiej ekspozycji szczegdlnie istotne jest przeprowadzenie kontroli
abiotycznych, w ktérych lek dodawany jest do wody i sprawdzana jest jego trwalosé hydro-lityczna
1 foto-lityczna.

- Nie znalazlam wzoru opisujacego wspolczynnik wzrostu. Wspotczynnik ten wedlug norm
ECD 201 wyliczany jest jako ,,grow rate” w $cisle okreslony sposéb. Dzigki temu wykazaé mozna
czy sinice w kulturach kontrolnych przyrastaly odpowiednio szybko; to jest czy w trakcie
eksperymentu zastosowano optymalng temperature, naswietlenie a biogeny byly dostepnej przez cala
ekspozycje. Proszg o podanie ,,grow rate” i jego skomentowanie w poréwnaniu do innych prac
naukowych.

- Za duza wadg opisu metodologii uwazam brak cytowania literatury do podparcia metody

oznaczenia 3 rodzajow barwnikéw. Standardowo do ekstrakcji lipofilnych pigmentéw stosuje sie
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aceton + heksan, natomiast w tym przypadku do ekstrakcji uzyto roztworu wodno-metanolowego,
ktéry wydaje sig¢ nie w pelni ekstrahowa¢ hydrofobowe chlorofile. Do ekstrakeji karotenoidéw uzyto
dimetyloformamidu, takze w tym przypadku proszg o podanie literatury. Do ekstrakeji fikobiliprotein
standardowo uzywa si¢ wodnych buforéw. W pracy uzyto natomiast glicerolu, bez podania zrdla tej
procedury. Nie jestem w stanie oceni¢ wigc czy zastosowana metoda analizy barwnikéw jest
prawidlowa. Uzyte wzory moga odnosi¢ si¢ do innego typu komdrek niz sinicy, co jak wykazat autor
w czgsci literaturowej, moze mie¢ wplyw na efektywnosc ekstrakcji w zwiazku z rdznicg budowy
komorek roslinnych i bakteryjnych. Z mojego doswiadczenia wynika, ze aby efektywnie wydzielié
barwniki zaréwno rozpuszczalne w wodzie, jak i rozpuszczalne w thuszczach nalezy ekstrakcje
wspomoc przykladowo ultradzwigkami lub homogenizacji kulkowg. W przypadku fikobilin
efektywne bylo na przyklad dodanie enzymow rozkladajacych s$ciang komoérkows. Prosze o
komentarz autora jak oceniono efektywnos¢ ekstrakcji barwnikdéw, co wydaje si¢ kluczowe,
poniewaz ich zawartosci byly gléwnym parametrem do oceny wzrostu i metabolizmu sinic.

- Rozdzial 3.4.1. Opisuje wydzielenie pozostalosci lekéw z pltynéw pohodowlanych.
Zastosowano tu niestandardowg procedure, gdyz taka jest ekstrakcja do fazy stalej. W tym przypadku
autor zdecydowal si¢ na liofilizacji duzych objetosci medidw i ekstrakcje analitow za pomocg octanu
etylu. Prosz¢ o podanie Zrodla tej procedury oraz o sposéb oceny odzysku. To samo dotyczy
ekstrakcji lekow z powierzchni oraz z wnetrza komérek. Bez odpowiedniej oceny odzysku dane
ilosciowo uzyskane w ten sposob nie sa wiarygodne. Nalezatoby uzy¢ na przyklad wzorcow
znakowanych izotopowo oraz przeprowadzi¢ seri¢ eksperymentéw optymalizacji ekstrakeji.

- W opisie eksperymentéw z wioslarkami oraz z jednokomoérkowymi glonami zielonymi
zabraklo mi powolania si¢ na odpowiednie procedury referencyjne. Dostepne sa one zaréwno dla
organizmow Daphnia magna, jak i dla glonéw zielonych. Definiujg one dlugos¢ trwania
eksperymentow na toksycznosé ostra oraz toksycznos$¢ chroniczng. Dane uzyskane za pomoca
procedur referencyjnych poréwna¢ mozna do danych literaturowych. Szczegolnie w przypadku

wioslarki i lekéw przeciwzapalnych dane te sg tatwo dostepne.
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Czgs¢ wynikowa podzielona jest na w czgsci odpowiadajace chronologicznie czescia
eksperymentalnym.

Pierwszy rozdzial opisuje optymalizacj¢ metody analitycznej oznaczenia badanych
farmaceutykéw. W mojej opinii analiza lekéw przeciwzapalnych nie jest nowoscia naukows, gdyz
zostala przedstawiona niejednokrotnie wielu publikacjach naukowych. Tytul powinien raczej
nazywa¢ si¢ wybor warunkéw oznaczen, gdyz optymalizacja to znacznie szersze pojecie. W
pierwszym akapicie przedstawiono informacjg, ze optymalizowano przyktadowo predkosé fazy
ruchomej natomiast wynikéw takich nie znalaztam, podobnie wybierano rozpuszczalnik dla
analizowanych probek co jest niejasne, takze w tym przypadku nie znalaztam wynikow.

Inne szczegélowe uwagi do czesci wynikowe;j:

- W jakim celu w analizie chromatograficznej stosowano dwa modyfikatory organiczne, to
jest metanol i acetonitryl. Z mojego do$wiadczenia sam acetonitryl $wietnie rozdziela diklofenak i
ibuprofen, jesli jest odpowiednio dobrany gradient.

- Czym r6znily si¢ uzyte kolumny? Czy bylo zasadne poréwnywanie 2 kolumn pomiedzy
soba?

- Jako ze jako sama pracuj¢ z lekami przeciwzapalnymi dobrze znam metodyke HPLC ich
oznaczania. W zwigzku z tym nasuwa mi si¢ szereg pytan. Po pierwsze paracetamol ma pik na widmie
UV-Vis w okolicach 240 nanometréw. Natomiast na rysunku 8 przedstawiono, ze wigksza
absorbancja dla tego analitu wystepuje przy dhugosci fali 270 a nie 238 nm. Prosze o podanie widm
poszczegllnych zwigzkéw w badanym ukladzie faz. Prosz¢ o przedstawienie chromatograméw dla
analiz osobnych analitow, samego medium BG 11 w kontrolach biotycznych bez lekow.

- Mam réwniez uwagi dotyczace analizy MS. Prosz¢ o podanie catkowitych pradéw
jonowych oznaczania analitéw w mieszaninie oraz osobno. Ibuprofen faktycznie oznacza si¢ jedynie
w trybie jonéw ujemnych, w postaci jonu pseudomolekularnego [M-H]". Natomiast przedstawiono
jon pseudomolekularny z grupa kwasu octowego, chociaz jako dodatek do fazy ruchowej stosowano
kwas mrowkowy i takich adduktow mozna by si¢ spodziewa¢. Ktérego jonu uzyto to analizy
ilosciowej ibuprofenu? Opisano, ze wyznaczono wplyw efektu matrycowego, jednak go nie opisano

co w przypadku analizy w ekstraktach jest kluczowe. Nie jestem w stanie oceni¢ poprawnosci analizy
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z detektorem MS, poniewaz nie podano, ktére wartosci m/z zostaly wzigte do analizy ilosciowej oraz
jakie byly granice detekcji ta technikg. Nie podano tabel z parametrami walidacyjnymi.

W kolejnych rozdzialach opisano wplyw lekéw na wzrost sinic oraz ich zdolno$é do
biosorbgji.

Prosz¢ o podanie zasadnosci stosowania 21-dniowego eksperymentu, w trakcie ktdérego
nalezy dostarcza¢ zardwno Swiatla, jak i biogenéw aby podtrzyma¢ wzrost sinic. Z punktu widzenia
technologicznego nie taki proces nie bylby oplacalny.

Prosze o podanie literatury do nastepujacych stwierdzen:

-, 1¢ interesujgcg zaleznos¢ mozna wyjasni¢ tym Ze w odpowiedzi na jasniejszy czynnik
stresowy komorki sinic uruchamiaja dodatkowe mechanizmy obronne co prowadzi do przyspieszenia
tempa wzrostu hodowli.”

-,Mechanizm ten jest reakcjg obronng cyjanobakterii, ktore przyspieszaja swdj rozwéj w
odpowiedzi na niekorzystne warunki srodowiskowe”

-,» Zwigzki o charakterze hydrofobowy maja tendencj¢ do gromadzenia sie na powierzchni
komérek, co moze utatwi¢ ich adsorpcje”

-»Dodatkowo istniejg dowody na to, ze niektore gatunki sinic mogg w warunkach stresowych
przejawia¢ heterotroficzny metabolizm, co moze sugerowaé, ze ksenofarmaceutyki sa wiaczane w
ich szlaki metaboliczne”.

Poprawi¢ nalezy opis rysunkéw przedstawiajacych udzial wybranych barwnikéw w
komorkach sinic. Na rysunkach tych na osi y jako jednostke podano procentowy udzial barwnikow
w komoérkach sinic. Wydaje si¢ logiczne, ze kazdorazowo udzial taki powinien wynosié 100%,
natomiast wielu przypadkach wartos¢ ta znacznie odbiega do 100 bgdZ wynosi nawet zero, co mozna
interpretowac tak, ze w komorkach sig nic nie byto barwnikéw. Prosze o podanie sposobu obliczenia
procentowego udziatu barwnikéw w komarkach sinic.

- Nie jest jasne w jakich jednostkach okreslono zawarto$¢ barwnikéw w kulturach. Czy byla
to masa barwnika na masg lub objetos¢ hodowli? Jesli byla to zawartos$¢ miligraméw barwnikéw na

objetos¢ hodowli jasne jest, ze w przypadku zwigkszonej biomasy na objeto$é kolonii w ekstrakcie
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bedzie wigksza ilos¢ barwnikow. Wyniki takie nie mogg by¢ wiec uznane jako dowdd na wzrost lub
obnizZenie proceséw metabolicznych w komérkach sinic, $wiadcza jedynie o wigkszej biomasie.

W przypadku Anabeny oraz Spiruliny dostepne sg dane literaturowe co do zawartosci
barwnikdw, nie zostaly natomiast tu przytoczone. Dla Anabeny wynika, ze udzial chlorofilu w
stosunku do fikobilin jest bardzo maty, nie potwierdza tego literatura. Sugerowa¢ to moze, ze proces
ekstrakcji chlorofilu byl nieprawidlowy, to jest uzyto zbyt polarnego rozpuszczalnika metanolu.

- Jakie byly rzeczywiste stgzenie poczatkowe analitykow oraz jak liczono efektywnosé
desorpcji? Warto przeprowadzi¢ bilans masowy poréwnujac mase¢ wprowadzong a mase odzyskana
w trakcie trwania eksperymentu. Ponadto, w publikacji, ktéra powstala jako efekt rozprawy, we
wzorze na efektywno$¢ usuwania podana jest powierzchnia sygnalu analitu, a nie stgzenie.
Powierzchnia sygnatu nie wzrasta ze st¢zeniem liniowo, ale wzgledem pewnej proporcji, z pewnym
nachyleniem. Nie moze by¢ brana jako wyznacznik st¢zenia.

- Jaka jest zasada budowania konsorcjéw sinic, ktore zamieszkuja rézne habitaty?

- Kluczowe dla okreslenia rzetelnosci wynikow jest przeprowadzenie lub pokazanie jesli
badania takie zostaly przeprowadzone kontrol abiotycznych, to jest samego roztworu wodnego
medium hodowlanego z dodatkiem analitu i inkubowanie w takich samych warunkach jak kultury
sinic. Szczegolnie diklofenak ulega fotolizie, natomiast paracetamol stosunkowo szybkiej hydrolizie.
Aby wigc stwierdzi¢, ze farmaceutyki usunigte zostaly z roztworu poprzez dziatanie sinic na poczatek
nalezy wskazac jaki procent masy wprowadzanego zwigzku zostal usunigty przez procesy abiotyczne.

- Majac na uwadze stgzenia lekow w testach rzedu od 4 do 50 mg/1 nie jest zasadne stosowanie
techniki LCMS do oznaczen koncowych. Tego typu stgzenia wprost mogg zosta¢ analizowane
technikg HPLC-DAD. Praktycznie limit detekcji dla wigkszosci analitykéw poza ibuprofenem jest
mniejszy od 0,1 mg/l.

- W dyskusji autor powoluje si¢ na wspolezynnik lipofilowosci diklofenaku i ibuprofenu
(logP), ktore faktycznie wskazuja na potencjal bioakumulacyjny. Natomiast w przypadku zwigzkéw
jonizowalnych z grupa karboksylowa nalezy postugiwa¢ si¢ parametrem wspoiczynnik dystrybucji
zaleznego od pH (logD). Nie podano wartosci pH mediéw hodowlanych, jednak podejrzewam z
whasnych doswiadczen, Ze byla pomigdzy 8 a 10. W przypadku obu tych zwigzkéw logD przyjmuje
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wartos¢ okoto 0,1, co sugeruje duzg hydrofilowos¢ w warunkach testu. W mediach hodowlanych
wystepujg one w postaci anionéw sa uniemozliwia im dobrg penetracje przez Sciany komérkowe,
gdyz te takze sa ujemnie natadowane.

- W czgsci wynikowej mato jest dyskusji wynikéw z danymi literaturowymi. Szczegdlnie
zabraklo mi poréwnania wynikow do sorpcji lekow z wykorzystaniem glonéw zielonych i innych
konsorcjow bakteryjno-glonowych lub do osadu czynnego.

- Proszg o podanie w jaki sposob mierzono $wiatto docierajace do kultur. Swiatto to jedna z
podstawowych czynnikéw wplywajacych bezposredni na wzrost sinic. Jak dobrano warto$é natgzenia
swiatla? W jakim miejscu go badano?

- Na rysunku 21 jaka jednostke¢ poddano ilo$¢ testowanych farmaceutykow we wnetrzu
komorek. Jest to niejasna jednostka gdyz wynika z niej, ze ilo$¢ analitbw mogta byé utamkowa,
proszg o poprawe jednostki.

- Czy wyniki przedstawione na rysunku 25 przecza tym przedstawionym na rysunku 19 i
$wiadcza o malej powtarzalnosci eksperymentow?

- Prosz¢ o komentarz do eksperymentéw pozywkach pozbawionych wegla. Rozumiem, ze
chodzi tutaj o weglany. Nalezy jednak zaznaczy¢ ze w przeprowadzonych eksperymentach dwutlenek
wegla mogt swobodnie dyfundowaé do fazy wodnej i by¢ zrodiem wegla. Mozna by to sprawdzié
kontrolujac pH roztworéw wodnych w trakcie trwania eksperymentow. Prosz¢ o podanie czy zostato
to wykonane. Ponadto dodanie duZej ilosci lekow w postaci czystych kwaséw mogg zmieniaé¢ pH
mediéw co takze ma wplyw na wzrost sinic.

- W pracy sugeruje si¢, Ze sinice czgsciowo przeszly na heterotrofizm. Jak to si¢ ma to
zwigkszonej produkcji barwnikow foto-syntetycznych potrzebnych w procesach autotroficznych.
Proszg o podanie literatury poréwnawczej w tym temacie.

- W cze¢sci eksperymentalnej brak jest opisu sposobu identyfikacji produktéw metabolizmu
lekow. Tak zwana analiza niecelowana jest juz powszechnie stosowana, a poniewaz autor positkowat
si¢ Q-TOF mégt wyznaczy¢ doktadne masy do co najmniej 4 miejsc do przecinku i okresli¢ wzory

sumaryczne produktow transformacji. Nastgpnie mozna tych zwiazk6éw szukaé innych publikacjach,
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przykladowo doi 10.1016/j.scitotenv.2021.148251, w ktdrej dla kazdego z NLPZ przedstawiono
$ciezki metabolizmu przez mikroorganizmy, w tym sinice.

- Za wadg pracy uwazam przeprowadzenie testow toksycznosci z wykorzystaniem rozwielitki
i glondéw zielonych, gdyz nie zostaly one przeprowadzone zgodnie z referencyjnymi procedurami.
Nie wyznaczono wartosci EC50 dla natywnych zwigzkéw. Nie poréwnano tetna z warto$ciami
literaturowymi. Nie okreslono wplywu PH i natlenienie na zywotnos¢ wioslarek. Rozréznienie zmian
w morfologii wioslarek to zadanie dla specjalistow z tej dziedziny, podjecie si¢ jej przez autora pracy
bylo niezasadne.

- Dimer diklofenaku oznaczony w jednym z roztworéw pohodowlanych to dowdd na to, ze
zaszla reakcja pod wplywem $wiatla, niezalezna od obecnosci sinic. Przyktadowa literatura doi
10.1016/j.chemosphere.2013.06.079. Jesli autor posiada literature potwierdzajgcg produkcje
dimeréw przez mikroorganizmy proszg o jej podanie. Nie zgadzam si¢ ze stwierdzeniem na stronie
82 aby obecnos¢ dimeréw zostata potwierdzona - taka pewnos¢ wymagalaby innego podejscia
metodologicznego, przykladowo posiadania wzorca i poréwnania czasOw retencji oraz widm
fragmentacyjnych.

- Metabolizm ksenobiotykéw czgsto przebiega podobnie w organizmach bakteryjnych i
zwierzgcych. W przypadku diklofenaku nalezatoby wigc szukaé hydroksy pochodnych dla ktoérych

wzorce sg dostgpne.

Podsumowanie:

Rozprawa doktorska Pana mgr Jerzego Pogrzeby przedstawia badania oceny mozliwosci
zastosowania sinic jako bio-sorbetéw do usuwania wybranych lekow z grupy przeciwzapalnych i
przeciwbolowych. Praca jako calo$¢ jest spdjna i napisana w poprawnym jezyku naukowym, bez
wigkszych blgdow jezykowych. Wigkszo$¢ wynikéw opublikowana jest w jednej pracy naukowej. W
mojej opinii gldéwne wnioski z przeprowadzonych eksperymentow nie sg dobrze podparte. Poprawié
nalezy szczegélnie analiz¢ ilo$ciowa zaréwno lekow, jak i barwnikow sinic. Dopiero rzetelnie

przedstawione wyniki ilosciowe moga stuzy¢ do dalszej oceny efektywnosci sorpeji, akumulacji,
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transformacji i bilanséw masowych. Praca stanowi¢ moze jednak dobre badania wstepne do dalszego
wnikliwego poznania tematyki.

W podsumowaniu zabrakto mi ogélnej oceny mozliwosci stosowania sinic jako bio-sorbetow
do usuwania lekow. Czy taka technika nadawataby si¢ do oczyszczania lekow w warunkach sciekow
komunalnych gdzie nie mozna zachowa¢ warunkow septycznych a stezenia lekow sa na znacznie
mniejszych poziomach st¢zen niz w badanej pracy? Czy oplacalne byloby zatrzymanie sciek6w na
21 dni? Co robi¢ z masg uzyskang w takim procesie?

Na czamo zaznaczylam uwagi, do ktorych chcialabym aby Kandydat udzielil odpowiedzi
ustnie badz pisemnie. Reszt¢ uwag proszg traktowaé jako komentarze pomocne w podniesieniu
jakosci przyszlej pracy naukowej.

Na dorobek autora sklada si¢ jedna praca autorska oraz wspotautorstwo 2 innych prac.
Niestety wyniki nie zostaly przedstawione na konferencjach o zasiggu miedzynarodowym. Pan
magistrant Jerzy Pogrzeba wykazal si¢ dzialalnoscia popularyzujaca nauke oraz dzialalnoscia
organizacyjng, odbyt kilkudniowy staz w instytucji krajowej, uzyskat takze finansowanie wewnetrzne

Uniwersytetu Opolskiego na swoje badania.

Praca w mojej ocenie spelnia wymogi merytorycznych i wymogi formalne Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668) i wnosze o jej

dopuszczenie do dalszych etapéw postgpowania przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,
dr hab. Magda Caban, prof. UG
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