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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]
mgr. Jerzego Pogrzeby
pt. , Zastosowanie cyjanobakterii jako biosorbentow do usuwania ksenofarmaceutykéw”

Recenzja zostala przygotowana w odpowiedzi na pismo Przewodniczacego Rady Naukowej
Uniwersytetu Opolskiego - Pana dr. hab. Slawomira Mitrusa, prof. UO z dnia 25 pazdziernika 2024 r.

Wysokorozwinigta cywilizacja w ktoérej zyjemy niesie ze sobag niemato
korzysci, ale takze dostarcza wielu wyzwan. Jednym z nich sa zagrozenia
srodowiskowe, obecne w powietrzu, glebie, wodzie, czy w zywnosci, na ktore
jestesmy codziennie narazeni. Zanieczyszczenia srodowiska naturalnego stanowia
niezliczong liczbg zwigzkéw chemicznych zaliczanych do ksenobiotykow, w tym w
glownej mierze réznych lekéw, np.. hormonalnych, przeciwbolowych,
przeciwzapalnych i antybiotykéw. Poprzez srodowisko kumulujg si¢ one na réznych
poziomach troficznych, a ostatecznie gromadza si¢ w organizmach ludzkich i
zwierzecych.  Stan  zanieczyszczenia Srodowiska naturalnego  zwigzkami
organicznymi sklania do znalezienia rozwigzan ograniczajacych drastyczne i
diugotrwate zmiany zachodzace w ekosystemach, pozwalajacych jednoczesnie na ich
skuteczng utylizacje. Poszukuje sie wiec nowych metod dziatania, ktére pozwolg na
poprawe tego stanu rzeczy, a lepsze rozumienie tego typu aktywnosci pozostaja
niezwykle aktualne i wcigz potrzebne.

Przedlozona do recenzji praca doktorska Pana mgr Jerzego Pogrzeby pt.:
»Zastosowanie  cyjanobakterii  jako biosorbentow do usuwania ksenofarmaceutykéw”
wykonana w Katedrze Chemii Analitycznej na Wydziale Chemii i Farmacji
Uniwersytetu Opolskiego pod opieka dr hab. Anny Poliwody, prof. uczelni
znakomicie wpisuje si¢ w te potrzeby, a praktyczny jej aspekt jest istotny.

Oceniana dysertacja zostala w przygotowana w formie tradycyjnej rozprawy
doktorskiej i ma uklad klasyczny, typowy dla prac eksperymentalnych z dziedziny
chemii i nauk pokrewnych. W pracy, liczacej 111 stron, 41 rysunkéw oraz 6 tabel
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zostaly zachowane wtasciwe proporcje czesci opisujacej badania wlasne w stosunku
do czesci literaturowej i eksperymentalne;.

Na rozprawe sklada sie szes¢ zasadniczych rozdzialow: czes¢ literaturowa -
Przeglad literatury (22 str.), Cel pracy (2 str.), Metodologia pracy badawczej (10 str.),
najbardziej obszerna czes¢ Prezentacja i dyskusja wynikow (44 str.), rozdziaty koncowe:
Podsumowanie (3 str.) i Whioski (3 str.). Prace uzupelniajg: umieszczony na poczatku
Whuykaz skrotow (1 str., pominiety w Spisie tresci) oraz dotaczone w koricowej jej czesci
rozdzialy: Summary (3 str.) - streszczenie pracy napisane w jezyku angielskim,
Literatura - spis cytowanego pis$miennictwa, 242 pozycje bibliograficzne (11 str.), Spis
tabel i rysunkow (2 str.), wykaz Dorobku naukowego Doktoranta oraz zatacznik -
Suplement (4 str.), zawierajacy opisy skladnikow stanowiacych media hodowlane
stosowane w eksperymentach. Do pracy dofgczono réwniez jednokartkowag wktadke
w twardej, zafoliowanej oprawie, ktéra zawiera zdjecia mikroskopowe cyjanobakterii
oraz organizméw modelowych, wykorzystanych w badaniach toksycznosci, jak
rowniez informacje o testowanych ksenofarmaceutykach.

Moja recenzje chcialabym rozpocza¢ od oceny Dorobku naukowego Kandydata
do stopnia doktora nauk chemicznych. Pan mgr Jerzy Pogrzeba jest wspotautorem
trzech publikacji, w tym dwoch z tzw. listy filadelfijskiej: Toxins 2020 oraz Molecules
2024 (gdzie jest pierwszym autorem), poza tym pieciokrotnie (w tym trzy razy
ustnie) prezentowal wyniki swoich badan na konferencjach naukowych. Zatem
dorobek naukowy Doktoranta mozna uznac za zadowalajgcy na tym etapie kariery
naukowej..

Znajdujacy si¢ na poczatku rozprawy doktorskiej Wiykaz skrotéw zawiera, jak
sama nazwa wskazuje, spis zastosowanych w pracy akroniméw i symboli w
porzadku alfabetycznym. Rozdzial Przeglgd literatury, przygotowany zostal na
podstawie pozycji naukowych, co godne jest szczegdlnego podkreslenia,
pochodzacych gitéwnie z ostatnich 5-10 lat. W tej czesci pracy mgr J. Pogrzeba w
zwiezly sposob opisal aktualny stan wiedzy na temat szkodliwego wplywu
ksenobiotykéw na srodowisko, ze szczegélnym uwzglednieniem lekéw
przeciwbolowych, ktore nie wykazuja dzialania przeciwzapalnego i narkotycznego
(tzw. nieopioidowe leki przeciwbolowe) oraz niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych (NLPZ). Leki te czesto dostepne sa bez recepty i stanowig bardzo
powazne zagrozenie dla organizméw wodnych i ladowych. Znaczna czes¢
zwigzkow chemicznych z tej grupy przedostaje si¢ do srodowiska poprzez $cieki,
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odzialywania na organizmy wodne, obecnych w $rodowisku farmaceutykow i ich

pozostatosci, obejmuja zaburzenia pracy enzymoéw oraz wywolywanie stresu
oksydacyjnego. Leki i pozostatosci po farmaceutykach sa czesto trudne do usuniecia
w  procesach oczyszczania $Sciekéw oraz uzdatnianiu wody. Problem
zanieczyszczenia lekami przeciwbélowymi i przeciwzapalnymi srodowiska stanowi
wyzwanie dla wspolczesnej nauki, aby opracowac skuteczne metody ich usuwania i
utylizacji.

W dalszej czesci ocenianej pracy mgr Jerzy Pogrzeba zamiescil szereg danych
literaturowych dotyczacych metodologii wykorzystania sorbentéw syntetycznych,
jak i biosorbentéw, ktére moga w efektywny sposéb oczyszczac Scieki z substancji
ksenobiotycznych. Nierzadko zdarza sig, ze zastosowanie sorbentéw syntetycznych
wigze si¢ z mozliwym wprowadzeniem do $rodowiska kolejnych zanieczyszczen
(np. mikroplastiku), czy poéZniejszymi problemami z utylizacja materialu
sorpcyjnego, w taki sposéb, by nie dochodzilo do akumulacji sorbowanych
substancji. Bardziej bezpieczng i skuteczniejsza alternatywa wydaja si¢ by¢ sorbenty
naturalne (biosorbenty), ktére obejmuja materialy pochodzenia roslinnego lub
zwierzecego, a takze mikroorganizmy (bakterie, grzyby, mikroalgi), ktére w
naturalny sposob wykazuja zdolnos$¢ do sorpcji réznego rodzaju substancji
chemicznych, w tym zanieczyszczen. Przeglad literaturowy obejmowat takze
omowienie mechanizmu biosorpcji oraz zastosowania biosorbentéw w usuwaniu
zanieczyszczen — réznego  pochodzenia, m.in.  pozostaloéci  przemystu
metalurgicznego, jony metali toksycznych, leki oraz pestycydy. Szczegolnie duzo
miejsca  Doktorant  poswiecit ~ oméwieniu  piSmiennictwa  dotyczacego
mikroorganizméw o wysokim potencjale biosorpcyjnym - cyjanobakteriom.
Przygotowana w caloéci przez Autora czes¢ literaturowa dysertacji stanowi szerokie
Zrodto informacii i jest dobrym wstepem do analizy otrzymanych wynikow.

W rozdziale Cel i zakres pracy Doktorant sformutowatl gléwny cel rozprawy -
oceng zdolnosci wybranych gatunkéw cyjanobakterii do biosorpcji  i/lub
biotransformacji wybranych farmaceutykéw, obecnych w medium hodowlanym
oraz zbadanie wplywu tych zwigzkéw na metabolizm sinic. W tej czesci rozprawy
Autor przedstawil trzy tezy pracy oraz skrupulatnie okreslit plan eksperymentow
badawczych zaplanowanych do weryfikacji przedstawionych wczeéniej tez.

Rozdzial Metodologia  pracy badawczej zawiera szczegdlowe  opisy
realizowanych badan wraz ze stosowanymi odczynnikami oraz aparaturg badawcza.
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stodkowodne Anabaena sp. oraz Chroococcidiopsis thermalis, a takze halofilng
Arthrospira platensis, stosowane samodzielnie, badZz w konsorcjach (ukfadach
mieszanych), a testowanymi farmaceutykami byly popularne leki o charakterze
przeciwbdlowym i przeciwzapalnym: paracetamol, diklofenak i ibuprofen. Do
badania toksycznosci wybranych ukladéw plynéw pohodowlanych wobec
modelowych organizmoéw bezkregowych i rodlinnych uzyto rozwielitki (Daphnia
magna), ktoéra jest jednym z modelowych organizméw  zwierzecych
wykorzystywanych w badaniach toksycznosdci oraz dwéch gatunkéw mikroalg:
Chlorella vulgaris 1 Haematococcus pluvialis.

W najwazniejszej czesci rozprawy pt. Prezentacja i dyskusja wynikow, Kandydat
skrupulatnie przedstawil i omoéwil otrzymane rezultaty, odnoszac sie takze do
wynikéw juz opublikowanych przez innych autoréw i dostepnych w literaturze. W
logiczny sposob wyjasnit takze przyjeta sekwencje postepowania w trakcie realizacji
badan, wynikajacg m.in. z dokonanej na wstepie optymalizacji metody analitycznej
do oznaczania badanych lekéw w matrycy. Kolejne eksperymenty dotyczyly
okreslenia wplywu farmaceutykéw na wybrane gatunki cyjanobakterii z uwagi na
skutecznoé¢ ich usuwania z medium hodowlanego oraz zdolno$¢ adsorpcji na
powierzchni komoérek mikroorganizmoéw. Otrzymane przez Autora wyniki sa
szczegOlnie istotne, poniewaz pokazuja jak duze znaczenie majg testowane
biosorbenty aktywne w usuwaniu zanieczyszczen srodowiskowych, takich jak czesto
stosowane i szeroko dostepne leki przeciwbdlowe i przeciwzapalne. Stodkowodne
gatunki sinic najbardziej efektywnie usuwaty paracetamol, ktéry charakteryzuje si¢
najwigkszym powinowactwem do wody, a wszystkie wykorzystane w badaniach
gatunki cyjanobakterii byly zdolne do skutecznej biosorpcji
ksenobiotykéw (paracetamolu, diklofenaku i ibuprofenu). Efektywnos$¢ usuwania

testowanych

poszczegélnych zanieczyszczen zalezy w duzej mierze od gatunku sinic oraz
stezenia poszczegdlnych zwigzkow. Wykorzystanie aktywnych biosorbentéw
powoduje przeksztalcenie (biotransformacje) ksenobiotykéw w mniej toksyczne
metabolity, a nie tylko adsorpcje samych zanieczyszczen na powierzchni
mikroorganizméw, co nie wymaga juz pézniejszego przetwarzania i oczyszczania
ptynéw pohodowlanych.

W mojej opinii Doktorant dobrze zaplanowal doswiadczenia, wykorzystujac
szereg roznorodnych metod badawczych i technik pomiarowych. Dyskusja jest
prowadzona w spos6b rzeczowy i merytoryczny. Zaprezentowane w pracy wyniki
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Rozprawa napisana jest poprawnym jezykiem polskim, z uwzglednieniem
stownictwa chemicznego, jednakze mozna w niej znalez¢ drobne uchybienia natury
jezykowej, edytorskiej, badZ niepoprawne sformutowania. Z obowigzku recenzenta
pozwole sobie przytoczyé niektére z nich, a takze sformulowac drobne uwagi,
pytania i sugestie do Kandydata. Tym samym prosze o odniesienie si¢ Autora
podczas obrony do nastepujacych aspektow:

- jak Autor definiuje pojecie , ksenofarmaceutyki”, uzyte w tytule pracy? Czy jest wg
Doktoranta  zasadnicza  réznica  pomiedzy  terminami: ,ksenobiotyk”,
~ksenofarmaceutyk” i ,lek”?;

- poprawne nazewnictwo glonéw powinno obejmowac takze nazwisko osoby, ktéra
pierwsza opublikowata informacje o danym gatunku, np. Chroococcidiopsis thermalis
Geitler 1933, albo synonim Arthrospira platensis Gomont 1892; wszelkie informacje
dotyczace uzywania poprawnego nazewnictwa glonéw mozna znalezé w bazie
AlgaeBase: https://www.algaebase.org Zapis danego taksonu glonéw z autorem
powinien pojawic si¢ przy pierwszym jego podaniu w tekscie lub konsekwentnie

stosowany kazdorazowo przy jego zapisie w calym tekscie;

- na str. 35 Autor rozprawy podaje: ,W niniejszej pracy zastosowano trzy gatunki
sinic (..). Gatunki te zostaly pozyskane z kolekcji Katedry Farmacji i Chemii
Ekologicznej Uniwersytetu Opolskiego”. Natomiast z informacji zamieszczonych we
wkiadce, mozna wywnioskowaé, ze wykorzystane glony pochodzity z CCALA -
Kolekcji Kultur Organizméw Autotroficznych Instytutu Botaniki Czeskiej Akademii
Nauk w Trzeboniu. Jakie wiec jest ,pochodzenie” sinic, uzywanych do
eksperymentéw w ramach rozprawy doktorskiej?;

- Doktorant jest wspotautorem publikaciji: J. Pogrzeba, A. Poliwoda, “Biosorption
Ability of Pharmaceutically Active Compounds by Anabaena sp. and Chroococcidiopsis
thermalis”, Molecules (2024), 29(18), 4488. Ta praca nie jest jednak zacytowana w
ocenianej rozprawie, pomimo tego, iz zawarte s3 w niej te same dane
eksperymentalne, takie jak na przyktad:

Praca doktorska: mgr J. Pogrzeba Publikacja: Molecules (2024), 29(18), 4488

str. 51, Rys. 15 Efektywnos¢ biosorpcji | str. 7(17), Fig. 3 The biosorption efficiency of
poszczegdlnych ksenofarmaceutykéw z medium | individual xenopharmaceuticals from the growth
pohodowlanego po 21 dniach hodowli. | medium on the 21st day of cultivation. A red line
Czerwona linia (100%) wskazuje catkowite | indicates complete drug remowval (100%). The
usuniecie leku (n=9; RSD < 10%) error bars represent the standard error from at
least nine replicates
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str. 52, Rysunek 16 Efektywnos¢ adsorpcji | str.  8(17) Fig. 4. The amount of
poszczegélnych testowanych substancji na | xenopharmaceutical bioadsorbed on the cell
powierzchni komoérek cyjanobakterii. Linia | surface on the 21st day of cultivation, expressed
falowana rozgraniczono zmiane skali (n=9; RSD | as a percentage. A red line indicates complete
<10%). drug removal (100%). The error bars represent
the standard error from at least nine replicates

- str. 93 - 103 Literatura:

e przygotowany spis literatury nie jest jednolity, w niektérych pozycjach [np.
poz. 9, 10, 22, 93, 99 itd.] nie wymieniono wszystkich autoréw cytowane;j
publikacji;

e brak konsekwencji w przypisaniu numeracji DOI do kazdej pozycji w tym
spisie [np. poz. 29, 30, 33, 35, 38, 93, 171, 172, 173, 182, 219, 220, 222] z czego
wynika taki zapis?;

e w poz. 30 - niekompletna dane publikacji - nie podano numeru zeszytu oraz
numer6éw stron: Volume 41, May 2024, Pages 181-190;

e poz. [74, 78, 236] to najprawdopodobniej pozycje ksiazkowe - nie podano
jednak informacji o edytorze i wydawnictwie;

e podawane w tytutach publikacji nazewnictwo gatunkéw roslin powinno by¢
zapisane kursywa [np. poz. 78];

e odnosniki literaturowe podane w formie stron www powinny mie¢ podang
date dostepu do tejze strony [np. poz. 167, 168, 169].

Pomimo powyzszych uwag bardzo pozytywnie oceniam przedstawiong do
recenzji prace doktorska, zawiera ona istotne informacje dotyczace nowych
propozycji badawczych, ktére wczedniej nie zostaly opisane w literaturze, a
wspomniane uchybienia nie obnizajg jakosci prezentowanych wynikéw. Wykonany
przez Doktoranta szeroki wachlarz badan doswiadczalnych wymagal dobrego
przygotowania teoretycznego i eksperymentalnego, dlatego w trakcie obrony prosze
Pana mgr Jerzego Pogrzebe o informacje, ktére badania byly wykonywane przez
Niego osobiécie, a w ktoérych tylko uczestniczyl, a ktére byly wykonane w ramach
np. wspolpracy? Prosze takze o odpowiedZ, w jakiej formie Autor zamierza

opublikowac pozostate wyniki swoich badan (publikacja, wniosek patentowy)?
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Przechodzgc do koncowej oceny recenzowanej pracy doktorskiej
przygotowane] przez mgr. Jerzego Pogrzebe stwierdzam, ze prowadzone w jej
ramach badania stoja na odpowiednio wysokim poziomie, a praca zawiera wiele
elementéw nowosci naukowej. Praca spelnia ustawowe i zwyczajowe kryteria
stawiane rozprawom doktorskim, zgodnie z artykulem 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Tym samym wnosze do Rady Naukowej
Uniwersytetu Opolskiego wniosek o dopuszczenie mgr. Jerzego Pogrzeby do
dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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