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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgra Jerzego Pogrzeby
pt. ,,Zastosowanie cyjanobakterii jako biosorbentéw do usuwania
ksenofarmaceutykow”

Ocena wyboru tematyki badawczej

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgra Jerzego Pogrzeby zostata
wykonana w Instytucie Chemii Uniwersytetu Opolskiego pod kierunkiem Pani
dr hab. Anny Poliwody, prof. UO.

Szybki rozwdj ekonomiczny i poprawa warunkéw egzystencji prowadzi do
zwiekszenia dtugosci zycia. Jednym z powodow jest mozliwos¢ szerokiego aplikowania
lekédw, zarowno w placdwkach szpitalnych, jak i w warunkach domowych. Niestety,
stosowanie lekdw w duzych ilosciach, potgczone z niedostatecznym uswiadamianiem
pacjentéw oraz niedoskonatosciami w utylizacji pozostatosci tych stosunkowo trwatych
zwigzkdéw, z racji swojej charakterystyki pozostajgcych w dodatku biologicznie
aktywnymi nawet w duzym rozcienczeniu, spowodowato, ze zaczeto rozpatrywac je
jako potencjalny powazny problem srodowiskowy. Zwigzki te trafiajg wraz ze $ciekami
komunalnymi do oczyszczalni Sciekéw, ktére nie sg odpowiednio przygotowane do ich
usuwania. Rosngce zanieczyszczenie Srodowiska wymusza na naukowcach
opracowywanie coraz bardziej efektywnych i ekologicznych metod usuwania
zanieczyszczen organicznych, w tym farmaceutykéw.

Biorgc pod uwage powyisze, uwazam, ze tematyka badawcza podjeta przez
Doktoranta jest bardzo aktualna, w petni uzasadniona i wpisuje sie doskonale w nurt
wspotczesnej chemii Srodowiskowe;j.
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Ocena formalna i merytoryczna rozprawy

Omawiana rozprawa doktorska autorstwa mgra Jerzego Pogrzeby napisana jest
w formie tradycyjnej, obejmuje 111 stron, zawiera 41 rysunkow oraz 6 tabel. Tytut
pracy zostat poprawnie sformutowany i jest zgodny z uzyskanymi wynikami badan.
Praca zostata napisana w jezyku polskim, ma klasyczng strukture i zostata podzielona
na nastepujace czesci: przeglad literatury (30 stron), cel badan (2 strony), czes¢
eksperymentalng wraz z metodologia (10 stron), analize wynikéw i ich oméwienie
(43 strony), a takze podsumowanie i wnioski (4 strony).

Dysertacja zawiera réwniez streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis
akronimow i symboli umieszczony na poczatku pracy, a takze spisy literatury, tabel,
rysunkow oraz suplement znajdujace sie na jej koncu. W trakcie redakcji pracy Autor
korzystat z 242 pozycji literaturowych, gtdéwnie z najnowszych publikacji naukowych.
Catos¢ rozprawy uzupetnia dorobek naukowy Doktoranta, obejmujacy trzy publikacje
naukowe w czasopismach Molecules, Toxins i Wiadomosci Chemiczne (w jednej z nich
Doktorant jest pierwszym Autorem). Dodatkowo podczas realizacji pracy doktorskiej
mgr Jerzy Pogrzeba aktywnie prezentowat wyniki swoich badan na konferencjach
krajowych i miedzynarodowych w postaci komunikatow (3) oraz prezentacji
posterowych (2). Realizowat takze projekt dla doktorantéw finansowany przez Instytut
Chemii Uniwersytetu Opolskiego, a takze aktywnie uczestniczyt w inicjatywach
promujgcych nauke oraz w przedsiewzieciach organizacyjnych.

Rozpoczynajgc ocene merytoryczng pracy, kluczowym elementem jest analiza
zdolnosci do kompleksowego i krytycznego przedstawienia aktualnego stanu wiedzy
dotyczacego badanego zagadnienia. Pan mgr Jerzy Pogrzeba skutecznie zrealizowat to
zadanie, poswiecajgc szes$¢ podrozdziatéw swojej rozprawy doktorskiej tematom takim
jak ksenofarmaceutyki, ich szkodliwos¢ dla ludzi i organizmdw, mechanizmy i zjawisko
biosorpcji, zastosowanie biosorbentdw oraz potencjalne wykorzystanie cyjanobakterii
w tym procesie. Te cze$¢ oceniam pozytywnie, zostata napisana w jasny i kompetentny
sposéb, z witasciwie dobrang literaturg przedmiotu. Autor przestawit zagadnienia
teoretyczne w interesujacy sposob, co swiadczy o duzym zainteresowaniu wybrang
tematykg i wiedzy w tym zakresie. Szczegdlne uznanie budzi sposéb omodwienia
wiasciwosci cyjanobakterii, ktéry skutecznie ukazuje ich znaczacy potencjat sorpcyjny.
W czesci literaturowej pewien niedosyt budzi jedynie brak omoéwienia zagadnienia
zwigzanego w wystepowaniem wybranych farmaceutykéw w srodowisku. W moim
odczuciu zamiast omodwienia dziatania farmakologicznego poszczegdlnych lekdw,
stosowniejsze bytoby przedstawienie np. informacji na temat stezen farmaceutykow
oznaczonych w srodowisku oraz metod ich usuwania (niekoniecznie z wykorzystaniem



@ b

UCZELNIA

Politechnika BADAWCZA Politechniki

Slaska

Slaskiej

biosorbentéw). Takie zestawienie bytoby przydatne, aby w podsumowaniu swoich
badan wskaza¢ wady i zalety zaproponowanego przez Doktoranta rozwigzania,
w stosunku do tego co juz do tej pory zostato zrobione w temacie usuwania
paracetamolu, ibuprofenu i diklofenaku. Pomimo tych drobnych niedociggnie¢ czes¢
literaturowa rozprawy jest ciekawa i odpowiednio wprowadza czytelnika w problem
badaweczy, ktérego rozwigzanie stanowito cel jaki postawit sobie Doktorant.

Na podstawie analizy danych literaturowych Doktorant jasno sformufowat cel
pracy, ktérym byta ocena zdolnosci wybranych cyjanobakterii do biosorpcji trzech
farmaceutykéw obecnych w medium hodowlanym oraz zbadanie wptywu tych
zwigzkdédw na metabolizm sinic. Ponadto Autor sformutowat hipotezy badawcze oraz
zestawit zadania badawcze, ktdre zrealizowat na poszczegdlnych etapach swojej pracy.

Czesc doswiadczalna (nazwana przez Autora ,Metodologia pracy badawczej”) ma
tradycyjny ukfad. Po poprawnym zestawieniu stosowanej aparatury, odczynnikéw
i opisie metodyki oznaczania wybranych ksenofarmaceutykow, mgr Jerzy Pogrzeba
przedstawit bardzo szczegétowe opisy stosowanych procedur. Badania obejmowaty
m.in. ocene wptywu pojedynczych substancji (trzech wybranych farmaceutykéw) oraz
ich mieszanin na poszczegdlne gatunki stodkowodnych i stonowodnych sinic, badanie
mozliwosci zastosowania konsorcjéw sinic w procesie biosorpcji, a takze badania
w pozywkach pozbawionych wegla jako zrédta pozywienia. Eksperymenty obejmowaty
rowniez kontrole wzrostu i metabolizmu sinic, na podstawie zawartosci w ich
komérkach chlorofilu, karotenoidéw, fikobiliprotein. Niezwykle istotnym
z analitycznego punktu byto wydzielanie pozostatosci wybranych farmaceutykow
z ptynéw pohodowlanych, z powierzchni oraz z wnetrza komorek. Na koniec Doktorat
opisat procedury stosowane w badaniach toksycznosci wybranych uktadow ptynow
pohodowlanych wobec organizméow bezkregowych i roslinnych. Zrealizowane
w ramach pracy doktorskiej doswiadczenia zostaty przestawione w przejrzysty sposdb,
a dzieki temu $ledzenie poszczegdlnych etapdw badan i postepdw w ich realizacji nie
budzi zadnych watpliwosci.

W dalszej czesci rozprawy mgr Jerzy Pogrzeba dokonat interpretacji otrzymanych
wynikéw. Rozpoczat od opracowania metody oznaczania paracetamolu, diklofenaku
i ketoprofenu z zastosowaniem chromatografii cieczowej sprzezonej z detektorem UV
oraz ze spektrometrem mas. W dalszej czesci opracowane narzedzia analityczne
wykorzystat do badania efektywnosci biororpcji oznaczanych substancji. W moim
odczuciu najwazniejszym zadaniem badawczym byto potwierdzenie mozliwosci
zastosowania cyjanobakerii jako aktywnych biosorbentéw do usuwania wybranych
farmaceutykéw.
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Doktorant z powodzeniem udowodnit, ze stodkowodne gatunki sinic s3 w stanie
efektywnie usuwacd jeden z wybranych lekéw, tj. paracetamol. Niestety efektywnos¢
usuniecie ibuprofenu i diklofenaku, zarowno w hodowlach z pojedynczymi
substancjami, jak i w mieszaninie byta duzo nizsza. Niezwykle obiecujgce wyniki (az
ponad 80% usuniecie wszystkich trzech badanych lekow) Doktorant otrzymat dla
halofilnej sinicy Arthrospira platenis. W ramach badan Doktorant okreslit rowniez
wptyw farmaceutykdw na wybrane gatunki cyjanobakterii (ich wzrost oraz zmiany
metaboliczne w komdrkach). Otrzymane wyniki sugeruja, iz gatunek Anabaena sp. jest
najbardziej wrazliwy na obecnos¢ wybranych lekéw w pozywce — w wiekszosci
eksperymentow Doktorant zaobserwowat przyspieszenie rozwoju tego gatunku oraz
wzrost biosyntezy pomocniczych barwnikéw fotosyntetycznych. Podobne zmiany
wystepowaty w rozwoju konsorcjéw obu gatunkow, co wskazuje na dominacje gatunku
Anabaena sp. w badanym konsorcjum.

Bardzo istotne sg rowniez wyniki potwierdzajgce, ze oznaczane farmaceutyki nie
ulegajg adsorpcji na powierzchni mikroorganizmow. Na tej podstawie Doktorant
wnioskuje, iz usuniecie farmaceutykdéw zachodzito na drodze biotransformacji. Stad
w dalszych badaniach podjat probe identyfikacji potencjalnych metabolitéw
oznaczanych ksenobiotykow w ptynach pohodowlanych, jednak nie osiggnat
spektakularnego sukcesu — udato sie zidentyfikowaé jedynie trzy metabolity
dikofenaku. Pan mgr inz. Jerzy Pogrzeba rozszerzyt swoje badania rowniez o testy
toksycznosci dla rozwielitki Daphnia magna oraz dwéch gatunkow mikroalg. Doktorant
udowodnit, ze toksycznos¢ ptynéw pohodowlanych pochodzacych z hodowli
stosowanych cyjanobakterii z dodatkiem wybranych farmaceutykéw jest na ogot niska
wobec modelowych gatunkéw zwierzat i roslin.

Przedstawione wyniki badan stanowig spdjng catos¢. Wida¢ wyraznie, ze cafa
praca badawcza skoncentrowana byta na jednym zagadnieniu, przy czym prowadzono
ja bardzo szeroko i kompleksowo, podejmujac wymagajace badania z wykorzystaniem
mikroorganizmdéw. S3 to niewatpliwie zalety ocenianej rozprawy doktorskiej,
Swiadczace o dojrzatosci Doktoranta. Podoba mi sie, ze Doktorant poddat ocenie
wszystkie przebadane uktady, takze te, dla ktérych wyniki nie byty zadowalajgce
(np. niskie usuniecie ibuprofenu wobec obu badanych stodkowodnych gatunkow
cyjanobakterii). Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt, ze dyskusja wynikéw jest na
ogot klarowna i poprawna merytorycznie, cho¢ w pewnych momentach mogtaby by¢
bardziej wnikliwa. Wyniki otrzymane przez mgra Jerzego Pogrzebe majg elementy
nowosci naukowej. Podsumowujgc cze$¢ eksperymentalng nalezy podkresli¢, ze
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Doktorant osiggnat zatozony cel pracy, zastosowat odpowiednie metody badawcze oraz

whikliwie i logicznie zinterpretowat uzyskane wyniki.

Do najwazniejszych osiggniec¢ recenzowanej rozprawy doktorskiej zaliczam:

wybor interesujgcej naukowo tematyki badawczej;

przeprowadzenie spojnych i kompleksowych badan majacych na celu wykazanie
skutecznosci biosorpcji poszczegdlnych ksenofarmaceutykdw z zastosowaniem
stodkowodnych i stonowodnych gatunkdw sinic;

udowodnienie, ze gatunek stonowodny Arthrospira platensis bardzo efektywnie
usuwat wszystkie farmaceutyki, osiggajgc niemal 100% efektywnos¢ biosorpcji
niezaleznie od stezenia;

wykazanie, ze ptyny pohodowlane z hodowli z Arthrospira platenis w wiekszosci
przypadkéw nie wykazywaty toksycznosci wobec badanych modelowych
gatunkow zwierzat i roslin.

W trakcie oceny merytorycznej rozprawy doktorskiej pojawity sie pewne uwagi,

spostrzezenia oraz refleksje, ktore chciatbym przedstawic¢ Autorowi do rozwazenia:

1.

Jakie byty kryteria doboru stezen farmaceutykéw, ktéore stosowano
w badaniach? Sg to stosunkowo wysokie stezenia — czy takich mozemy
spodziewac sie w Srodowisku?

Str. 31: W jaki sposéb zoptymalizowano warunki rozdzielania i oznaczania
wybranych ksenofarmaceutykow? Czy na pewno byfa to optymalizacja, czy
moze ,dobdr parametréw rozdzielania i oznaczania”?

Czym Doktorant kierowat sie podczas doboru rozpuszczalnika ekstrakcyjnego?
Czy okreslony zostat odzysk procedur ekstrakcji farmaceutykow z ptynéw
pohodowlanych, z powierzchni komorek oraz z wnetrza komaorek?

W pracy zamieszczono jedynie jony molekularne i fragmentacyjne oznaczanych
farmaceutykow. Brakuje pozostatych parametréw pracy spektrometru mas. Czy
parametry te byty dobierane przez Doktoranta?

Prosze nieco wiecej powiedzie¢ o wynikach otrzymanych na etapie walidacji
procedury. Jakie byty zakresy liniowosci, granice wykrywalnosci i oznaczalnosci,
efekt matrycowy i inne.

Prosze jasno sprecyzowac, ktore badania wykonywane byty z zastosowaniem
HPLC-UV, a ktdre z zastosowaniem HPLC-MS.

Rysunek 11: Dlaczego dla paracetamolu i diklofenaku obserwowano najwyzszy
wspotczynnik wzrostu Anabaena sp. przy wysokich stezeniach leku, a dla
ibuprofenu przy najnizszym stezeniu leku?
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8. Dlaczego w przypadku Athrospira platensis w ukiadzie z pozywka pozbawiong
obecnosci wegla zaobserwowano tak rdéine zachowanie diklofenaku
i ibuprofenu?

Pod wzgledem redakcyjnym praca zostata przygotowana starannie. Zamieszczone
rysunki i tabele sg na ogét czytelne (cho¢ w niektérych przypadkach mogty by¢ nieco
wieksze, np. rysunek 36), opatrzone wyczerpujagcymi opisami. W mojej ocenie praca
zostata napisana poprawnym jezykiem, bez uzywania zwrotéw anglojezycznych
i zargonowych, stosujgc z reguty poprawng nomenklature analityczng. Do
przyktadowych btednych sformufowan uzytych w pracy nalezg: ,testowane
farmaceutyki”, ,badane leki”.

Whiosek koricowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgra Jerzego Pogrzeby jest oryginalnym
opracowaniem naukowym. Doktorant wykazat sie wiedzg w aktualnej tematyce
bedacej przedmiotem dysertacji, potrafi skutecznie rozwigzywac problemy, krytycznie
analizowac otrzymane wyniki oraz prawidtowo formutowac¢ wnioski. Recenzowana
praca prezentuje bardzo dobry poziom naukowy, zawiera elementy nowosci naukowej,
a wymienione powyzej uwagi i pytania nie umniejszajag mojej pozytywnej oceny.

Podsumowujgc, przedfozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgra
Jerzego Pogrzeby pt. ,Zastosowanie cyjanobakterii jako sorbentow do usuwania
ksenofarmaceutykow” speinia wymagania stawiane pracom doktorskim zawarte
w Ustawie. W zwigzku z powyiszym wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Uniwersytetu Opolskiego o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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