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Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana mer inz. Filipa Gamonia skfada si¢ z
autoreferatu oraz zalacznikow zawierajgcych kopie publikacji wraz z o$wiadczeniami
wspotautorow.  Wyniki  bedace przedmiotem dysertacji zawarto w cyklu trzech
Jednotematycznych wspoétautorskich publikacji opublikowanych w latach 2022-2023 w
czasopismach wyréznionych przez Journal Citation Reports (JCR) posiadajgcych IF
(Environmental Science and Pollution Research, Jowrnal of Water Process Engineering,
Chemical Engineering Journal).

I. Gamon F., Cema G., Ziembinska-Buczyriska A., The influence of antibiotics on the

anammox process - a review. Environ Sci Pollut Res 29, 8074—-8090 (2022) DOI:
https://doi.org/10.1007/s11356-021-17733-7 IF = 5.190, MEIN = 100 points.

Gamon F., Banach-Wisniewska A., Jaspreet Jandoo Kaur. Cema G., Ziembinska-
Buczynska A., Microbial response of the anammox process to trace antibiotic
concentration. Journal of Water Process Engineering, Volume 46, 102607 (2022),
DO https://doi.org/10.1016/j.jwpe.2022.102607 IF = 7.340, MEIN = 100 points.

Gamon F., Banach-Wisniewska A., Poprawa 1, Cema G., Ziembinska-Buczynska A.
Insight into the microbial and genetic response of anammiox biomass to broad range
concentrations of different antibiotics: Linking performance and mechanism. Chemical
Engineering Jouwrnal, 451(1), 138546 (2023). DOI: https://doi.org/10.1016/j. cej.
2022.138546 IF = 16.744, MEiN = 200 points.

Laczna wartos¢ Impact Factor artykutéw opublikowanych w ramach osiggniecia
naukowego Doktoranta to 29,274 a sumaryczna liczba punktow MEIN, zgodnie z rokiem
opublikowania, dla tych prac naukowych wynosi 400. Prace te =zaistnialy juz w
migdzynarodowym obiegu informacji o czym swiadcezy liczba ich cytowan wg. bazy Web of
Science Core Collection wynoszaca 12, a wg. bazy Scopus 20. Badania zaprezentowane w
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publikacjach zrealizowano na Wydziale Inzynierii Srodowiska i Energetyki Politechniki
Slaskiej w Katedrze Biotechnologii Smdowiskm\‘ej w ramach projektu dla mlodych
naukoweow  nr 08/080/BKM21/0006 wspieranego przez program  Unii Europejskiej
InterPOWER  za  posrednictwem Europejskiego  Funduszu Spotecznego  (grant
POWR.03.05.00-00-Z305).

Wszystkie prace sg wieloautorskic, co Jest typowe dla tak obszernych prac badawczych,
majg dwoch (praca 1) oraz czterech (praca 2 1 3) wspotautorow. We wszystkich publikacjach
Pan mgr inz. Filip Gamon jest pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym. Z
oswiadczen zlozonych przez Doktoranta oraz wspotautorow prac wynika, ze miat znaczacy
udzial w ich przygotowaniu, wynoszgcy od 60% (publikacja 3) do 70% (publikacja 1 i 2).
Ponadto we wszystkich publikacjach Doktorant uczestniczyl w najwazniejszych etapach
skfadajgcych sie na ich przygotowanie; czyli w: zaplanowaniu koncepcji pracy i
eksperymentéw, prowadzeniu badarn laboratoryjnych, analizie i graficznym przedstawieniu
wynikéw, pisaniu pracy wraz z interpretacja wynikéw i wnioskowaniem oraz korekta pracy
przed ztozeniem do druku.

Sylwetke Doktoranta uzupelnia Jego dodatkowy dorobek naukowy w postaci 5
wspolautorskich publikacji réwniez opublikowanych w czasopismach wyroznionych przez
ICR (Water Quality Research, Arch. Environ. Prot.- dwie prace, Archives of Environmental
Protection, International Journal of Environmental Science and Technology) o sumarycznym
IF rownym 8,897 (390 punktéw MEIN). W sumie Doktorant legitymuje si¢ obecnoscig w bazie
Web of Science Core Collection 7 publikacji cytowanych 30 razy i H-indeksem rownym 3 oraz
8 publikacji w bazie Scopus cytowanych 42 razy.

1. Zasadno$é¢ doboru tematyki

Rozprawa doktorska mgr inz. Filipa Gamonia dotyczy wplywu wybranych trzech
antybiotykow, takich jak: klarytromycyna (CLA), cyprofloksacyna (CIP) i oksytetracyklina
(OTC) na proces beztlenowego utleniania amoniaku (ang. anaerobic ammonia oxidation,
anammox). Tematyka badawcza jest bardzo aktualna i wnosi nowe informacje do mikrobiologii
Srodowiska zwigzanej z procesem biologicznego oczyszczania $ciekéw. Azot nalezy do
makroelementéw niezbednych do prawidlowego funkcjonowania organizmow zywych. Z
Jednej strony jest niezbedny do syntezy biologicznie czynnych substancji komoérkowych, tym
samym moze limitowa¢ w srodowisku wodnym wzrost np. roslin czy mikroorganizmoéw
heterotroficznych, z kolei z drugiej strony jego nadmicrna ilos¢ w zbiornikach wodnych
powoduje eutrofizacje, prowadzac do zachwiania rownowagi ckologicznej. Znaczne ilosci
azotu, wystepujacego gtéwnie w zwigzkach organicznych i w solach amonowych, znajduja sie
w sciekach doptywajgcych do oczyszczalni. Jednak tylko czes¢ tego azotu jest wykorzystywana
do budowy nowych komdrek mikroorganizméw prowadzacych biochemiczny rozkiad
zanieczyszczen. W biologicznych oczyszczalniach $cickéw dazy sie wiec do opracowania
rozwigzan technologicznych umozliwiajgcych odprowadzanie do $rodowiska wodnego jak
najmniejszych ilosci niewykorzystanych zwigzkow azotowych, opartych gtéwnie na procesach
biologicznych, nie obcigzajacych  nadmiernie  biocenoz zwigzkami  chemicznymi
wykorzystywanymi do ich usuwania. Obserwujemy wigc zjawisko rozwijania nowoczesnych
technologii usuwania zwiazkéw azotowych, obok metod konwencjonalnych zwigzanych z
zastosowaniem glonow, czy bakterii nitryfikacyjnych i denitryfikacyjnych. Takim procesem
Jest odkryte w latach 90. XX wicku zjawisko beztlenowego utleniania amoniaku, czyli



anammox. Wysokoefektywne usuwanie azotu w procesic anammox mozliwe jest w polgczeniu
z wezesniejsza czgsciowq nitryfikacjg. W porownaniu do standardowego procesu nitrvfikacja-
denitryfikacja, proces nitrytacja- anammox charakteryzuje sic znacznie mniejszym
zapotrzebowaniem na tlen, nie wymaga zewnglrznego zrodla wegla oraz generuje nicwielkie
ilodci osadu nadmiernego. Bakterie anammox zapewniajg niezwykle wysoka skutecznosé w
usuwaniu azotu, ale majg tez niestety sporo wad. Wolny czas podziatu komérkowego skutkuje
bardzo dlugim czasem wpracowania procesu z ich udzialem w oczyszczalniach $ciekow.
Ponadto naleza do tych kultur bakteryjnych, ktére mozemy badaé Jedynie metodami biologii
molekularnej, bowiem nie jest mozliwe wyizolowanie ich w postaci czystych kultur metodami
klasycznej mikrobiologii. Wspolegzystujace z innymi bakteriami przemian azotowych w
ziozonej biocenozie osadu czynnego s3 wrazliwe na wiele czynnikow fizykochemicznych
moggcych zakiécic ich funkcjonowanie, prowadzgc w skrajnych przypadkach do zZnacznej
przebudowy zbiorowiska bakteryjnego. Do zwigzkow chemicznych  niekorzystnic
wplywajgecych na mikrobiologiczne przemiany zwigzkéw azotowych, w tym na proces
anammox, nalezg antybiotyki. Powszechno$¢ stosowania antybiotykéw i chemioterapeutykow
w leczeniu ludzi i zwierzat powoduje wzrost zawartosci tych substancji oraz produktéw ich
przemian metabolicznych w srodowisku, zwlaszcza wodnym, oraz narastanie zjawiska
lekoopornosei mikroorganizmaéw:, Oczyszczalnie $ciekow sa waznym rezerwuarem substancji
chemioterapeutycznych oraz drobnoustrojow, zwlaszcza bakterii Jelitowych, niosgcych
ogromna pul¢ gendéw opornosci na antybiotyki, ktére moga byé¢ potencjalnie, w dalszej
kolejnosci, przenoszone na inne drobnoustroje srodowiskowe.

Wszystko to potwierdza aktualno$é i trafnosé wyboru tematyki rozprawy
doktorskiej przez Pana mgr inz. Filipa Gamonia. Badania wpisujg si¢ bowiem w rosnace
zainteresowanie usuwaniem zwigzkow azotowych ze $cickow metodami biologicznymi.
Jednakze niekorzystne oddzialywanie antybiotykow na bakterie prowadzace proces anammox
moze utrudnia¢ wdrozenie tego procesu w skali techniczne;j.

2. Charakterystyka pracy

Autoreferat, napisany w jezyku angielskim, zawiera spis skrotow i oznaczen, liste
publikacji stanowigcych dysertacje, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, teze
badawczg, cel i zakres pracy, metody badawcze, oméwienie wynikow badan, wnioski, kierunki
przyszlych badan, bibliografie oraz spis rysunkow i tabel. Doktorant w sposéb zwiezly
przedstawil zatozenia, metodyke a nastgpnie krétko podsumowal i przedyskutowal wyniki
badan. Strona formalna autoreferatu nie budzi zastrzezen.

Publikacje, stanowigce dysertacje, obejmuja trzy pozycje, z ktorych pierwsza (1) jest
pozycjg przegladows. Doktorant dokonal w niej przegladu pismiennictwa naswietlajac
zasadno$¢ podjecia dalszych badan. Analizowana literatura dotyczyla informacji na temat
procesu anammox oraz wrazliwoscei bakterii anammox na rézne czynniki fizykochemiczne ze
szczegdlnym uwzglednieniem wplywu na ich metabolizm substancji antybiotycznych.
Omowiono wplyw krétko- i dlugoterminowe;j ekspozycji zbiorowisk bakterii anammox na
dzialanie réznych stezen antybiotykow nalezacych do roznych klas zwiazkow chemicznych. W
przegladzie pismiennictwa uwzgledniono zwigzane z tym zmiany w aktywnosci metabolicznej
tych bakterii oraz zmiany w bioréznorodnosci ich zbiorowisk i w strukturze samej ich biomasy.
Przedstawiono wplyw antybiotykéw na funkcjonalne geny procesu anammox wraz z



omowieniem molekularnego mechanizmu hamowania beztlenow ego usuwania amoniaku pod
wplywem tych zwigzkow. Zwrécono takze uwage na giowne mechanizmy obronne bakterii
przed antybiotykami, czyli na zjawisko przcnoszenia gendw opornosci na antybiotyki wsrod
spolecznodei mikroorganizméw anammox oraz na funkcje ochronng przed czynnikami
stresogennymi zewngtrzkomaorkowych substancji polimerowych (EPS). Mechanizmy obronne
umozliwiaja, w pewnych warunkach, bakteriom przystosowanie si¢ do stresu antybiotykowego
wraz z mozliwosciag przywrocenia aktywnosei biochemicznej po okreslonym czasie jego
trwania. Ponadto substancje EPS odgrywaja wazng rol¢ w agregacji biomasy anammox
wplywajac na jej wlasciwosci fizykochemiczne i sedymentacyjne.

Przeglad literaturowy umozliwit dostrzezenie luk w obecnym stanie wiedzy na temat
wplywu antybiotykow na proces anammox i pozwolit Doktorantowi na sformulowanie w
koficowej czgsci artykulu kierunkéw dalszych badan nad tym procesem (poszerzenie wiedzy
na temat: rodzaju i stgzenia antybiotykéw obecnych w $ciekach, ktore moga mie¢ wplyw na
proces anammox; {acznego dzialania antybiotykow i innych zanieczyszczen, ktére moga
wspotwystepowaé w $ciekach; losow antybiotykow w systemach anammox; oceny wplywu
rzeczywistego skazenia antybiotykami $cickéw w systemach pilotazowych  lub
pelnoskalowych).

Tym samym Doktorant mog! sformulowaé tezg, cel i zakres rozprawy,

Sformulowano tez¢, zgodnie z ktora wystepujgce  w  Sciekach oksytetracyklina,
cyprofloksacyna i klarytromycyna oddziatuja z bakteriami anammox inaczej niz z pozostatymi
bakteriami usuwajgcymi azot ze wzgledu na ich specyficzng strukture komorkowa prowadzaca
do obnizenia efektywnosci usuwania azotu ze sciekéw i zmiany w ich metabolizmie.

Gléownym celem naukowym rozprawy doktorskiej Pana mgr in2. Filipa Gamonia byla
ocena efektow dziatania oksytetracykliny, cyprofloksacyny i klarytromycyny na aktywnos¢
bakterii anammox.

Realizacja gléwnego celu naukowego miala zostaé osiggnieta przez realizacje
poszczegdlnych celow szezegolowych. W ramach pracy okreslono:

I. dziatanie krétko- i dtugoterminowe niskiego stgzenia antybiotykow (0,001 mg/L) oraz

wzrastajgcych stgzei antybiotykow (0,001-100 mg/L) na wydajnos¢ procesu anammox,

2. zmiany w strukturze zbiorowisk bakteryjnych anammox oraz analize¢ gatunkow
dominujgcych w obecnosci wybranych antybiotykéw,

3. zmiany liczebnosci gendéw funkcjonalnych przemian azotowych w osadzie anammox,

4. efekt dzialania antybiotykéw na wiasciwosci mikroorganizméw i strukture komoérek
bakterii anammox,

5. mechanizmy obronne bakterii anammox w odpowiedzi na obecnogé antybiotykow w
oparciu o produkcje zewngtrzkomorkowych substancji  polimerowych (ang.
extracellular polymeric substances, EPSs) i wymiang genow opornosci na antybiotyki
(ang. antibiotic resistance genes, ARGs),

6. zalezno$¢ miedzy gatunkami dominujgcymi, genami funkcjonalnymi przemian
zwigzkéw azotu i genami opornosci na wybrane antybiotyki.

W publikacji drugiej (2) przedstawiono wyniki badan dotyczace wplywu wybranych
antybiotykow (OTC, CIP, CLA) na efektywno$é¢ procesu anammox prowadzonego w czterech
(jeden kontrolny bez dodatku antybiotyku) sekwencyjnych reaktorach porcjowych typu SBR o



pojemnosci 1L kazdy przez 30 dni w rezimie | cykl na dobg. Stosowane w badaniach st¢zenie
kazdego antybiotyku wynosilo 0,001 mg/L. i bylo zblizone do stezen tych substancji
obserwowanych w  komunalnych oczyszczalniach sciekow. W trakcie ekspervmentow
Doktorant przeanalizowal wplyw kazdego z antybiotykow na szybko$¢ usuwania azotu oraz na
aktywnos$¢ procesu anammox. Wykonal rownicz analiz¢ molekularng (po | i 30 dniu) probek
osadow po kgtem obecnosei funkcjonalnych genow przemian azotowych i genow niosgcych
opornos¢ na badane antybiotyki. Z kolei supernatant analizowano pod katem produkeji EPSs.
W podsumowaniu pracy stwierdzono znikomy wplyw niskich stgzen badanych antybiotykow
na usuwanie azotu z reaktorow przy jednoczesnym negatywnym wplywie na proces anammox
na poziomie gendw. Ponadio antybiotyki obecne w $rodowisku reakcji indukowaty
uruchomienie mechanizméw obronnych komorek bakterii anammoks poprzez produkcj¢ EPSs
oraz wzrost liczebnosci ARGs.

W publikacji trzeciej (3) Doktorant skupil si¢ na badaniu diugiego czasu ekspozycji
procesu anammox na te same antybiotyki, wynoszacego 340 dni. Badania prowadzone byty
rowniez w czterech sekwencyjnych reaktorach porcjowych typu SBR, lecz tym razem o
pojemnosci 5 L kazdy. Do ukladéw dozowano pozywke zawierajacg wzrastajgce stezenia
antybiotykow w zakresie od 0,001 do 100 mg/L. Kazdy reaktor pracowal w rezimie 4 cykli na
dobg. Okres eksploatacji reaktoréw podzielono na pig¢ faz. W kazdej fazie dozowano inne
st¢zenie antybiotyku: 0 mg/L (1-48d): 0.001 mg/L (49-111d); 1 mg/L (112-201d); 10 mg/L
(202-288); 100 mg/L (289-340d). Na starcie eksperymentu oraz na koncu kazdej fazy
Doktorant pobierat probki do badan biologicznych, takich jak w publikacji 2, oraz dodatkowo
do badan mikroskopowych. Wykorzystanie transmisyjnej mikroskopii elektronowej
umozliwito badanie wplywu antybiotykéw na ultrastruktur¢ komorek bakterii anammox.
Dlugoterminowe badania wykazaly istotny wplyw badanych antybiotykow na efektywnosé
usuwania azotu z hodowli wtedy gdy ich stezenie wynosito powyzej | mg/L. Zaobserwowano
takze, pod wplywem kazdego z antybiotykow, rozwdj bakterii nalezacych do typu
Planctomycetes jednak, podobnie jak w badaniach opisanych w publikacji 2, wiekszo$¢ bakterii
anammox nie byla zdolna do prowadzenia tego procesu. W lym samym czasie, wraz ze
wzrostem stezenia antybiotykow, wzrastala liczebnosé bakterii z rodzaju Nitrospira, mogacych
przeprowadza¢ proces catkowitej nitryfikacji. Odnotowano takze wzrost liczebnosci badanych
ARGs oraz syntezg EPSs w celu ochrony komérek przed antybiotykami.

Do realizacji celéw pracy Pan mgr inz. Filip Gamon wykorzystywal szereg metod
badawezych obejmujgcych metody chemiczne, biochemiczne. mikroskopowe oraz techniki
inzynierii genetycznej.

W badaniach Doktorant analizowal zmiany stezen trzech form azotu (amonowy,
azolynowy, azotanowy) w doplywach i w odplywach reaktoréw za pomoca testow
fotometrycznych (MERCK Millipore). Na podstawie testow porcjowych mierzac zmiany
st¢zen azotu ogolnego kalkulowat szybkosé usuwania azotu (ang. nitrogen removal rate, NRR)
oraz aktywno$¢ procesu anammoks (ang. specific anammox activity, SAA). Wydzielanie przez
komorki bakterii do podloza substancji pozakomorkowych EPSs okreslat metodami
biochemicznymi poprzez pomiar biatka (PN) i polisacharydu (PS) metoda Flint-fenol i metoda
Anthrone. W trakcie przeprowadzanych eksperymentow Doktorant pobierat probki biomasy z
reaktoréw w celu analizy obecnosci genow zwigzanych z przemianami azotu w reaktorach,



takich jak: gen hzo- gen uczestniczacy w procesie anammox kodujgcy oksvdoreduktaze
hydrazyny, geny kodujace reduktaze azotynowg nirS i nirk uczestniczace W procesie
denitryfikacji (ang. heterotrophic bacteria. HET). gen amoA kodujgey monooksygenaze
amonowa uczestniczacg w procesie utleniania amoniaku do hydroksyloaminy (bakterie
nitryfikacyjne 1 fazy, ang. ammonia-oxidizing bacteria, AOB) oraz gen nxrA kodujgcy
oksydoreduktaze azotynowa uczestniczaca w procesie utleniania azotynéw do azotandw
(bakterie nitryfikacyjne 11 fazy, ang. nitrite oxidizing bacteria, NOB). Do analizy genow
antybiotykoodpornosci obecnych w biomasie anammox wybrano gen kodujacy opornosé na
CLA (mhpA). trzy geny kodujace oporno$é na CIP (gnrB, gnrB4, gnrS) oraz trzy geny kodujace
opornos¢ na OTC (tetX, retC, tetW). Wplyw antybiotykéw na obecnos¢ wyzej wymienionych
gendw badano przy pomocy metody qPCR. Strukturg genotypowa biomasy analizowano z
wykorzystaniem sekwencjonowania nowej generacji (ang. next generation sequencing, NGS)
W oparciu o region V3-V4 genu kodujacego 16S rRNA. Wizualizacjg zmian w ultrastrukturze
bakterii anammox Doktorant przeprowadzal z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (ang. transmission electron microscopy, TEM). Aby zrozumie¢ zwigzek migdzy
gatunkami dominujacymi, genami funkcjonalnymi przemian zwigzkéw azotu i genami
opornosci na wybrane antybiotyki wykorzystano wspolezynnik korelacji rang Spearmana,
wizualizacje danych i analize sicci przeprowadzano za pomocg oprogramowania Gephi (V
0.9.1), a analiz¢ glownych skladowych (PCA) wykorzystano w celu wizualizacji oraz
wyjasnienia wplywu czynnikow $rodowiskowych na zmiany dominujgcych rodzajow w
biomasie.

3. Ocena rozprawy

Tak jak wspomniano na poczatku, podjeta przez Pana mgr inz. Filipa Gamonia tematyka
naukowa rozprawy jest bardzo wazna i aktualna.

Pierwszy etap badan Doktoranta dotyczy! zebrania informacji literaturowych na temat
zagrozen wynikajgcych z wystgpowania antybiotykéw w  $rodowisku naturalnym oraz
wystgpowania tych zwigzkéw w sciekach i ich wplywu na proces biologicznego oczyszczania
zuwzglednieniem procesu anammox.

Przeglad literaturowy pozwolit Doktorantowi na dostrzezenie brakujgcej wiedzy zwigzanej
ztrzema antybiotykami szeroko stosowanymi w medycynie i hodowli zwierzat, a wplyw dwéch
z nich, cyprofloksacyny i klarytromycyny, na proces anammoks zostal oceniony w ramach
rozprawy po raz pierwszy. Z kolei wiedza na temat dzialania oksytetracykliny zostata
rozszerzona. Obecnos¢ w Sciekach CIP i CLA jest szczegélnie niebezpieczna. Antybiotyki te
zostaly bowiem umieszczone na europejskiej liscie obserwacyjnej dla substancji, ktére muszg
by¢ monitorowane w §rodowisku (UE Decyzja 2018/840 z dnia 5 czerwca 2018 v}

Rowniez badania wybranych antybiotykéw w stezeniach ponizej 1 m g/L prowadzono po
raz pierwszy, bowiem wigkszo$¢ badaczy analizuje zwykle w swoich pracach wplyw wyzszych
stgzen, ktére praktycznie nie wystepuja w sciekach.

Ponadto okazuje sig, ze krotki czas ekspozycji bakterii anammoks na antybiotyki jest
niewystarczajgcy do obserwacji wptywu tych substancji na spolecznosci bakterii usuwajacych
azot z hodowli oraz obserwacji produkcji przez nie substancji EPSs tworzacych swoistg bariere
ochronng komorek przed antybiotykami. Zwigzane to Jjest przede wszystkim z ich wolnym
tempem wzrostu. Tak wigc. aby wiasciwie zrozumie¢ wplyw OTC, CIP i CLA na proces



anammox, Doktorant przeprowadzil takze dtugotrwaty eksperyment trwajacy 340 dni, tworzac
Jednoczesnie warunki do aklimatyzacji bakterii do coraz wyzszych stezen antybiotvkow.,

Wszystkie powyzsze spostrzezenia wynikajgee ze studiow literaturowych pozwolity
Doktorantowi skupi¢ si¢ na opisic roli i zaleznosci pomiedzy bakteriami anammoks oraz
bakteriami z nimi wspolistnicjagcymi w biomasie i tez uczestniczacymi w przemianach
zwigzkow azotowych w odpowiednich warunkach hodowlanych. Badania te mialy na celu
potwierdzenic sformulowanej przez Doktoranta tezy pracy, iz badane antybiotyki oddziatujq z
bakteriami anammox inaczej niz z pozostatymi bakteriami usuwajgeymi azot ze wzgledu na ich
specyficzng strukture komérkowg prowadzqeq do obnizenia efektywnosci usuwania azotu ze
sciekow i zmiany w ich metabolizmie.

Osiggnigcie glownego celu pracy i celéw szczegolowych wymagato od Doktoranta realizacji
duzego zakresu pracy, co wigzalo sie z przeprowadzeniem pracochtonnych prac
doswiadczalnych. Na podkreslenie zasluguje bardzo dobrze opanowany przez Doktoranta
warsztat badawczy obejmujgcy techniki badan fizykochemicznych, biochemicznych,
molekularnych oraz analizy bioin formatycznej. Zakres eksperymentow laboratoryjnych zostat
zaplanowany prawidlowo, odpowiednio do celu i zakresu dysertacji. Pod wzgledem
merytorycznym praca nie budzi zastrzezen. Wyniki badan zostalty opublikowane w
renomowanych, recenzowanych czasopismach wyroznionych przez JCR posiadajacych IF.
Zbior tych prac zostal poprzedzony opracowaniem majgcym charakter dysertacji doktorskiej.
Lektura jego tresci pokazuje iz zbidr 3 prac naukowych jest spdjny tematycznie, a Doktorant
wiasciwie interpretuje wyniki eksperymentow naukowych oraz sprawnie porusza sie w
literaturze tematu, wlasciwie rozwiazujac problemy badawcze, wyciggajac z nich logiczne
wnioski, ktdre potwierdzajg zrealizowanie celow tej pracy badawczej. Ponadto dostrzega
rowniez na podstawie uzyskanych wynikéw mozliwe dalsze kierunki badan ktore zamiesceil na
koncu swojego autoreferatu.

Do najwazniejszych osiggni¢é naukowych Doktoranta, poza potwierdzeniem tezy
pracy, zaliczylabym:

» Podjecie po raz pierwszy badan krotko- i diugoterminowych nad wplywem
cyprofloksacyny i klarytromycyny na proces anammoks:

» Stwierdzenie znikomego wplywu niskich stezen badanych antybiotykow (OTC, CIP
i CLA), zblizonych do tych wystepujacych w $ciekach (0,001 mg/L.), na przebieg
procesu anammox, przy jednoczesnym nickorzystnym ich wplywie na strukture
spolecznosci bakteryjnej oraz uruchomieniu mechanizmow obronnych komoérek
bakterii anammoks wyrazajacych si¢ poprzez produkcje EPSs oraz wzrostem
liczebnosci w reaktorach gendéw (ARGs) odpornych na badane antybiotyki:
Wykazanie, ze tylko stgzenia powyzej 10 mg/L badanych antybiotykéw prowadza
do obnizenia efektywnosci usuwania zwiazkow azotowych, co moze stanowi¢
powazny problem dla jakosci oczyszczanych $ciekow;

e gdy stezenie antybiotykow OTC, CIP i CLA wzrosto do 10 mg/L
zaobserwowano spadek wydajnosé usuwania azotu (NRE) odpowiednio o
19.9%, 26,57% i 29,9%. Dalsze zmniejszenie wydajnosci procesu anammox
zaobserwowano gdy stgzenie antybiotykow wynosilo 100 mg/L
(odpowiednio 0 27%, 30% i 56%);

® stwierdzenie, iz klarytromycyna wykazywata najwickszy negatywny wplyw
na proces anammox ze wszystkich przebadanych antybiotykow;

Y

7



’ o

>

\-.'

‘,f

Potwierdzenic wspolistnienia w biomasie innych bakterii przeprowadzajacych
przemiany zwiazkow azotowych, takich jak bakterie denitryfikacyjne (HET) i
nitryfikacyjne 1i Il fazy (AOB i NOB);
® zauwazono istotnie statystycznie zmniejszanie si¢ ilosci genéw nirSmirk,
amod, nxrd oraz genu hzo wraz z wrastajagcym stezeniem antybiotykow
Jednak ilos¢ gendw zwigzanych z heterotroficznym i autotroficznym
usuwaniem zwigzkow azotu byla caly czas wigksza niz genu hizo zwigzanego
z procesem anammox juz przy sladowych stgzeniach antybiotykéw. W tym
samym czasie w reaktorze kontrolnym liczebnosé genu hzo rosta;
e wykazanie w badaniach struktury genotypowej spolecznosci biomasy
znaczgcego udziatu bakterii z rodzaju Nitrospira nalezacych do bakterii
NOB i zawierajacych pelen zestaw genéw potrzebnych do przeprowadzenia
petnego procesu nitryfikacji w warunkach beztlenowych w jednym kroku
(proces comammox, ang. complete ammonia oxidation). Dzigki temu w
obecnosci antybiotykow wrazliwe bakterie anammox moga by¢ ,,wspierane”
przez bardziej oporne bakterie NOB Nitrospira w procesie stabilnego
usuwania zwigzkow azotu;
Stwierdzenie rozwoju w reaktorach bakterii nalezagcych do typu Planctomycetes
oraz dominacj¢ wsrdd nich rodzajow przeprowadzajgeych proces anammox takich
Jak: Candidatus Brocadia i Candidatus Jettenia przy Jjednoczesnym zmniejszeniu
ilosci gendw Azo swiadezacym o tym, iz wigkszo$¢ tych bakterii nie byla zdolna do
prowadzenia procesu anammox;
Potwicrdzenie, ze bakterie zyjace w zbiorowisku osadu anammox s w stanie
ochroni¢  si¢  przed  dzialaniem  antybiotykéw  poprzez produkcje
zewngtrzkomorkowych polimeréw EPSs oraz wymiang ARGs;
e udowodnienie. ze Candidius Jettenia uczestniczy w transferze ARGs
determinujgcych opornosé na CLA:
* wykazanie, iz bakteric z rodzaju Nitrospira odgrywajg wazna role w
przekazywaniu genéw opornosci na antybiotyki:
Zaobserwowanie w badaniach z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej zmian
w ksztalcie komorek bakterii oraz lize komérek bakterii anammox w obecnosci CIP
i CLA w stgzeniach powyzej 10 mg/L.

Przedstawione do oceny artykuly podlegaly juz krytycznej ocenie recenzentow przed
ich opublikowaniem, pozwol¢ sobie wige zamiesci¢ kilka pytan bedacych przyczynkiem
do dyskusji w trakcie publicznej dyskusji nad rozpraws doktorska:

I

Do jakiej grupy zwigzkow chemicznych nalezg badane w pracy antybiotyki? Czy znane
sa inne niz przebadane w pracy molekularne mechanizmy obrony komorek

bakteryjnych przed tymi zwigzkami?

W zwigzku z rosngeym zainteresowaniem usuwania jak najwiekszej ilosci azotu ze
sciekOw istnieje potrzeba opracowywania nowych procesow technologicznych, w
zwiazku z tym jaka jest mozliwos¢ zastosowania w praktyce uzyskanych wynikow

badan?

Na jakie parametry procesu nalezy zwrdci¢ uwage probujgc wdrozyé proces anammox

w skali technicznej?



4. Jakimi ukladami technologicznymi powinny charakteryzowaé si¢ oczyszczalnie
scickow wykorzystujgce proces anammox do usuwania zwigzkow azotu?

5. Jak zmienialby si¢ wplyw antybiotykow na proces anammox przy zmieniajacym Sig
st¢zeniu biomasy oraz obecnosei w ukiadzie rzeczywistych sciekow komunalnych?

4. Whniosek koncowy

Podsumowujgc mojg opini¢ stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr inz. Filipa
Gamonia pt.: ,The influence of chosen antibiotics on the anammox process” przedstawiona w
postaci jednotematycznego cyklu trzech publikacji stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego w dyscyplinie naukowej inzynicria srodowiska, gérnictwo i energetyka i wskazuje
na umiej¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktoranta. Opiniowana
praca speinia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. z p6z.zm. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2022r. poz.574). Wobec
tego przedkiadam Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny inzynieria srodowiska, gérnictwo i
energetyka Politechniki Slaskiej wniosek o przyjecie opiniowanej rozprawy i dopuszczenie
Pana mgr inz. Filipa Gamonia do publicznej obrony pracy doktorskie;j.

Podpisata Katarzyna Piekarska



