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Podstawg opracowania recenzji jest pismo prof. dr hab. Agnieszki Marczak przewodniczacej
Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne z dnia
23 listopada 2022 roku z prosba o przygotowanie oceny rozprawy doktorskiej mgr Marty Nowak-
Lange  zatytulowanej ,Mikrobiologiczna  eliminacja oraz  toksyczno$¢  $rodowiskowa
metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu”. Prosba ta zostata skierowana zgodnic z decyzjg Komisji
Uniwersytetu Lodzkiego ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne podjeta na

posiedzenin w dniu 22 listopada 2022 roku.

Podstawowe informacje o ocenianej rozprawie doktorskiej oraz ocena jej ukladu

Mgr Marta Nowak-Lange przedstawila rozprawg doktorska zatytulowang ,,Mikrobiologiczna
eliminacja oraz toksycznos¢ $rodowiskowa metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu” w formie cyklu
czterech artykuldw naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych o zasiegu
migdzynarodowym, posiadajacych Impact Factor. Te artykuly zostaly uzupelnione o wprowadzenie
do tematu rozprawy doktorskiej, sformutowanie celéw rozprawy doktorskiej, syntetyczne oméwienie
tresci przedstawionych w cyklu publikacji oraz podsumowanie wraz z wnioskami i literaturg
cytowana. W pracy zostaly umieszczone streszezenia w jgzyku polskim i angielskim. Doktorantka
przedstawila takze swdj pozostaly dorobek naukowy, oéwiadczenia wspélautordw artykulow
naukowych zaliczonych do cyklu artykutow oraz Zrédta finansowania badan. Uklad pracy doktorskiej
jest typowy dla rozpraw przedstawianych w postaci cykiu publikacji. Rozprawa doktorska jest w

mojej ocenie w kompletna, a jej ukiad prawidtowy.

Ocena merytoryezna rozprawy dokforskiej
Uzasadnienie wyboru tematu pracy
W pierwsze] kolejnodci odniosg¢ si¢ do uzasadnienia wyboru tematu pracy. Nie ma

watpliwosci, ze wiele zsyntezowanych przez czlowieka organicznych zwiazkéw chemicznych o
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szerokich zastosowaniach zaréwno w przemysle chemicznym, spozywezym, kosmetycznym, jak i w
medycynie jest ksenobiotykami. Stykamy si¢ z tymi ksenobiotykami w zyciu codziennym w
preparatach leczniczych, kosmetykach czy nawet w zywnoéci.

Obiektem badan mgr Marty Nowak-Lange byly dwa zwiazki chemiczne metyloizotiazolinon i
chloroksylenol o waznej funkcjonalno$ei w zyciu codziennym. Sg one konserwantami produktéw
kosmetycznych i zalicza si¢ je skladnikéw produktéw ochrony indywidualnej personal care products
(PCP).

Z faktu, ze te zwigzki chemiczne sg produktem syntezy organicznej i jednoczesnie
ksenobiotykami wynika, ze ich rozklad biologiczny moze by¢ utrudniony, wolniejszy, niepelny, a
czasem wrecz niemozliwy w $rodowisku przyrodniczym. Metyloizotiazolinon i chloroksylenol dostajg
si¢ najcze¢seie] do $rodowiska po tym, jak kosmetyki je zawierajgce zostang zmyte ze skory. Stezenia
tych zwiazkow w Sciekach surowych i péZniej w $rodowisku nie wydaja si¢ wysokie, zalicza sig je
wszak do mikrozanieczyszczen. Jednakze nie jest wykluczone ich niekorzysine dzialanie na zywe
organizmy. Nalezy tu mocno podkresli¢, ze konserwanty sg zwigzkami silnie biobdjczymi o szerokim
spektrum dzialania, bo taka jest ich funkcja w gotowym produkcie. Sa one wprowadzane do
kosmetykow, aby przedhuzy¢ ich termin przydatnodci do uzycia poprzez uniemozliwienie wzrostu
bakterii czy grzybéw. Te zwigzki nie tracg swoich biobdjezych whasciwosici po przeniknieciu do
ckosystemdéw 1 nadal wykazuja wysoka toksycznos¢ dia mikroorganizméw. Tego typu zwiazki moga
niszezy¢ organizmy normalnie odpowiedzialne w przyrodzie za ich potencjalng biodegradacje.

Metyloizotiazolinon i chloroksylenol. wybrane przez mgr Marte Nowak-Lange nalezg do
najbardziej toksycznych zwigzkéw z grupy konserwantéw. Na podstawie danych literaturowych
potwierdzona zostata obecnos¢ metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu w $ciekach w r6znych krajach
na calym swiecie oraz w réznych ekosystemach. Co wiecej metyloizotiazolinon podejrzewa sic o
dziatanie modulatora hormonalnego (endocrine disrupting compounds, EDCs). lstnieje dobrze
ugruntowana wiedza, ze grzyby strzgpkowe ze wzgledu na swéj bogaty metabolizm maja zdolnosé do
transformowania (przede wszystkim utleniania) wielu zwiazkéw organicznych, a wige potencjalnie
mogg degradowaé metyloizotiazolinon i chloroksylenel.

Doktorantka postanowila zbadaé zdolno§¢é grzybéw strzgpkowych do  usuwania
metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu. W tym celu znalazla odpowiednie gatunki grzybéw, Istotne i
godne pochwaly jest to, ze zanim przystgpila do badan laboratoryjnych, dokonata szczegoétowego
przegladu literatury przedmiotu (publikacja [1] z cyklu) i wykonala analize wielu préb
Srodowiskowych w celu wykrycia metyloizotiazolinonu w érodowisku. Dektorantce udalo sig
udowodni¢ obecnos¢ tej substancji w srodowisku na terenie Polski (publikacja [2] z cyklu).

Zatem potrzeba badafi nad rozkfadem mikrobiologicznym metyloizotiazolinonu i
chloroksylenolu z wykorzystaniem grzybow strzgpkowych zostala w najwyzszym stopniu uzasadniona

i w pelni zgadzam si¢ z tym uzasadnienien.



Ocena sformutowania celu rozprawy doktorskiej
Cel rozprawy doktorskiej zostat sformutowany w postaci pieciu nastepujacych punktéw, ktére
tu zacytuje:
1. Ocena stezen srodowiskowych metyloizotiazolinonu;
2. Okredlenie zdolnofci wybranych grzybdw  strzepkowych do wzrostu w  obecnosci
metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu,

Analiza potencjatu badanych szczepdw do eliminacji metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu;

(U]

4. Okreslenie mechanizméw biologicznej degradacji metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu
przez testowane drobnoustroje;
5. Ocena toksycznosci badanych konserwantéw oraz ich metabolitéw wobec organizmow
bioindykacyjnych.
Cel zostal sformulowany logicznie, wiasciwa jest kolejno$¢ poszczegdlnych punktéw. Jest to
jednoczes$nie bardzo dobrze ulozony plan badaf. Pierwszy punkt jest uzasadnieniem prowadzenia
badan, drugi poszukiwaniem odpowiedniego ,narz¢dzia” do usuwania metyloizotiazolinonu i
chloroksylenolu. Trzy kolejne punkty obejmuja wlasciwe badania nad usuwaniem
metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu przez grzyby strzgpkowe oraz toksycznoscia tych zwigzkéw i
produktow ich rozkladu, co jest tematem rozprawy doktorskiecj. Badania te objely okredlenie
wydajnosci procesu usuwania tych ksenobiotykéw, udzielenie odpowiedzi na pytanie, w jaki sposéb te
ksenobiotyki usuwane sg przez grzyby strzgpkowe oraz ocene, czy warto bylo w ten sposéb usuwac te
substancje w kontekscie efektéw ubocznych zwigzanych z potencjalnym wzrostem toksycznosci

wywolanym produktami rozkladu tych zwigzkow.

Ocena zastosowanych metod badawczych

Lista zastosowanych metod badawczych przez mgr Marte Nowak-Lange jest dhuga i wszystko
s3 to zaawansowane analizy z uzyciem nowoczesnej i precyzyjnej aparatury. Przede wszystkim byly
to metody chromatograficzne: chromatografia cieczowa sprzgzona z tandemowa spektrometria mas,
LC-MS/MS, HPLC-MS/MS oraz chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria mas GC-MS
niezbgdne w analizie ilo§ciowej usuwania badanych ksenobiotykéw oraz wykrywaniu produktéw ich
rozktadu przez grzyby strzgpkowe, a takze w analizie profilu fosfolipidowege blon komérkowych
wybranych bakterii glebowych w zwiazku z okresleniem toksycznosci tychze ksenobiotykow.

Podstawowe badania toksyczno$ei metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu oraz produktéw ich
biodegradacji byly przeprowadzone za pomocg testéw toksykologicznych Daphtoxkit F 1 Phytotoxkit.
Wplyw badanych ksenobiotykéw (efekt toksyczny, stan fizjologiczny) na bakterie glebowe byt
analizowany metodami spektrofotometrycznymi i fluorymetrycznymi. Wreszcie badanie mechanizmu
degradacji (udowodnienie udzialu cytochromu P450) wymagalo zastosowania Real-Time PCR. W

mojej opinii wybdr technik jest w pelni uzasadniony i bardzo dobrze $wiadczy o warsztacie



badawczym Doktorantki. Oczywiscie nalezy tu jeszcze wspomnie¢ o zaawansowanej analizie

statystycznej wynikdw badan, ktora réwniez oceniam bardzo wysoko.

Ocena zastosowanego pi§miennictwa

Mgr Marta Nowak-Lange dokonala rzetelnego przegladu literatury przedmiotu i dobér
pismiennictwa naukowego uwazam za wyrdzniajacy. Lista literatury uzupelniajgcej zwigzanej z
opisem rozprawy doktorskiej obejmuje 25 istotnych w mojej opinii pozycji. Ale to nie jest
wyczerpujgca lista, gdyz w tym miejscu cheiatbym podkreslié, ze pierwsza publikacja z cyklu [1] to
publikacja przegladowa cytujaca az 168 pozycji literaturowych. Nie ma zatem watpliwosci, ze
Doktorantka dokonala doglebnego przegladu literatury i byla dzicki temu $wietnie przygotowana do
badan eksperymentalnych. Zdolala w ten sposéb znaleZé obszary, w ktérych nie bylo do tej pory zbyt

wielu prac eksperymentalnych.

Ocena przestawionych wynikéw badan

Cykl publikacji sktada sig z czterech pozycji. Umieszczam je w logiczne] kolejnosei, kidra
Doktorantka zastosowala, przedstawiajagc ich omoéwienie w rozprawie, a nie wedlug chronologii
akceptacji przez edytoréw czasopism naukowych, Sg to:

[1] Nowak-Lange Marta, Niedziatkowska Katarzyna, Lisowska Katarzyna (2022) Cosmetic
preservatives — hazardous micropollutants in need of greater attention? International Journal of
Molecular Science. 23: 14495, [F2021 = 6.208; IF5-letni = 6.628; pkt. MEIN = 140,

[2] Nowak Marta, Zawadzka Katarzyna, Lisowska Katarzyna (2020). Occurrence of
methylisothiazolinone in water and soil samples in Poland and its biodegradation by
Phanerochaete chrysosporium, Chemosphere, 254: 126723, doi:
10.1016/j.chemosphere.2020.126723. 1F2020 = 7.086; IF 5-letni = 6.956; pkt. MEIN = 140,

[3] Nowak Marta, Zawadzka Katarzyna, Szemraj Janusz, Gdralczyk-Binkowska Aleksandra,
Lisowska Katarzyna (2021). Biodegradation of Chloroxylenol by Cunninghamella elegans IM
1785/21GP and Trametes versicolor IM 373: Insight into Ecotoxicity and Metabolic
Pathways, International Journal of Molecular Science, 22(9): 4360, doi:
10.3390/ijms22094360. IF2021 = 6.208; 1F5-letni = 6.628; pkt. MEIN = 140.

[4] Nowak-Lange Marta, Niedziatkowska Katarzyna, Bernat Przemystaw, Lisowska Katarzyna
(2022). In vitro study of the ecotoxicological risk of methylisothiazolinone and chloroxylenol
towards soil bacteria, Scientific Reports, 12: 19068, doi: 10.1038/541598-022-22981-9.
IF2021 = 4.997; 1F5-letni = 5.516; pkt. MEIN = 140,

Sumaryczny IF tych wszystkich publikacji wynosi 25,728 (liczony z pigcioletnich
wskaznikéw). Wszystkie artykuly zostaty opublikowane w czasopismach z [F powyzej 5, a zatem cykI

ten jest w mojej opinii jest zdecydowanie wyrdzniajacy sie. Sumaryczna liczba punktéw MEIN to 560,

4



co jest Swietnym wynikiem, mimo niedoceniania przez MEIN naprawde dobrych czasopism, takze
tych, w ktorych Doktorantka opublikowata artykuly ze swojego cyklu.

Wkiad mgr Marty Nowak-Lange w powstanie tych publikacji wynosi od 70 do 80% wedtug
oswiadczen wspotautoréw, co oznacza, ze odegrata ona kluczowa rolg w ich powstaniu. Jest to istotne
przy ocenie rozpraw doktorskich skladajacych sig z cyklu publikacji i ten udzial uwazam za
wyrozniajacy sie.

Teraz oméwig bardziej szczegdlowo to, czego mgr Marta Nowak-Lange dokonala, realizujac
postawione sobie cele badawcze i sposéb, w jaki to opisala w poszczegdlnych artykulach sktadajgeych
si¢ na cykl publikacji przedstawionych jako rozprawa doktorska.

Artykut [1] to praca przegladowa. Juz wezesniej podkreslitem to, ze Doktorantka, piszac takg
pracg, bardzo dobrze przygotowala si¢ do badan eksperymentalnych. Pokazata, Ze, pomimo
prowadzonych badan nad konserwantami uzywanymi w personal care products (PCP), tak naprawde
nasza wiedza na temat tych zwigzkéw jest nadal ograniczona, a dluga lista niepozadanych
oddzialywan tej grupy zwigzkéw chemicznych z przyrostkiem "-toksyczno$é” i innych podobnych
efektéw brzmi groznie z punktu widzenia uzytkownikéw kosmetykoéw. Czytajac ten artykut
przegladowy, wida¢ wyraZnie wielka praceg, ktéra mgr Marta Nowak-Lange wlozyla w przeglad
literatury przedmiotu. Przedstawienie w tym artykule az 168 pozycji literaturowych robi bardzo dobre
wrazenie, o czym juz wspomnialem w ocenie piSmiennictwa. Wiasnie ten przeglad literatury sklonil
mgt Martg Nowak-Lange do wyboru dwdch zwigzkéw o charakterze biocydéw z grupy konserwantéw
PCP, metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu do badaf eksperymentalnych.

Tu cheiatbym jeszcze wyraznie podkreslié, ze mimo tego, Ze pierwsza publikacja z cyklu
zostata chronologicznie opublikowana jako ostatnia w zadnej mierze nie jest w mojej opinii staboscia
tej rozprawy, co cheialbym wyraznie podkredlié. Cykle publikacyjne bardzo réznie rozkiadajg sie w
czasopismach naukowych,

Artykul [2] jest praca oryginalng opublikowang w Chemosphere dotyczacg usuwania
metyloizotiazolinonu oraz jego wystgpowania w $rodowisku. Od razu podkresle, ze Chemosphere jest
w mojej opinii jednym z czotowych czasopism publikujgcych artykuly na temat biodegradacji
zwigzkow chemicznych, badan toksykologicznych itp. Zanim jednak Doktorantka przystgpita do
badan, wykonata niepublikowany skrining grzybéw strzepkowych w kierunku mozliwosci usuwania
metyloizotiazolinonu. Stad nastgpit wybdr grzyba biale] zgnilizny drewna Phanerochaete
chrysoesporium, a degradacja metyloizotiazolinonu przez tego grzyba zostala zaprezentowana w tym
artykule. Doktorantka wykazala, ze ten grzyb wykazuje wysoka tolerancj¢ na badany ksenobiotyk w
szerokim zakresie stgzen (od 50 ug/l do 30 mg/l) oraz skutecznie go eliminuje z brzeczki hodowlangj.
Ponad 90% ubytek badanego biocydu byl obserwowany juz po 6 godzinach kontaktu z grzybnig w
hodowli wstrzasanej. Metyloizotiazolinon byl bardzo szybko i wydajnie usuwany. Co wigcej
Doktorantka wykazata dzigki analizie chromatograficznej sprzezonej ze spektrometrig mas pojawienie

si¢ trzech produktéw biotransformacji tego biocydu dwdch hydroksylowanych pochodnych czyli
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hydroksymetyloizotiazolinonu i dihydroksymetyloizotiazolinonu oraz kwasu N-
metylomalonamowego. Ten ostatni powstal po rozerwaniu pierscienia heterocyklicznego
metyloizotiazolinonu, a w dwéch pierwszych produktach rozktadu pierscien byt zachowany.

Wynik prac eksperymentalnych w mojej opinii nie byl zaskoczeniem, gdyz grzyby bialej
zgnilizny drewna jako te, ktore odzywiajg sig¢ tak ,cigzkostrawnym” substratem jak drewno maja
bogaty arsenal enzymatyczny do degradacji szerokiej gamy zwigzkow, w tym ligniny. Nalezy tutaj
pochwali¢ Doktorantke za trafny wybdr mikroorganizmu degradujacego. Co wazne, mgr Marta
Nowak-Lange udowodnila zwigkszong aktywno$é¢ lakazy pod wplywem  obecnosci
metyloizotiazolinonu, okreslajgc w ten sposéb mechanizm usuwania tego ksenobiotyku, Po to zeby
badania byly kompletne i prowadzilty do bardziej szczegdlowych wnioskéw, Doktorantka
przeprowadzita analiz¢ toksykologiczng podloza hodowlanego przed i po eliminacji
metyloizotiazolinonu. Wykorzystala testy toksyczno$ci z udziatem Daphnia magna jako organizmu
wskaznikowego, a jako miar¢ toksycznosci wykorzystata procent $miertelnosci skorupiakéw. Przy
najwyzszych stgzeniach metyloizotiazolinonu (30 mg/l) ginely wszystkie skorupiaki, ale produkty
biotransformacji okazaty si¢ mniej toksyczne niz metyloizotiazolinon i w brzeczce pohodowlanej ta
smiertelnos¢ nie przekraczala 20%. Podsumowujac te¢ czgs¢ omawianego artykulu, cheialbym
podkresli¢, ze Doktorantka przeprowadzita badania kompleksowo. To, ze znika biocyd z podloza to
Jedno, ale to, w co sig przeksztalca i czy to co$ nie jest grozniejsze dla Srodowiska niz wejsciowy
zwigzek, to juz inna sprawa. Zatem metodologicznie te badania zostaly przeprowadzone wzorowo.
Artykul [2] jeszcze zawiera inne dane eksperymentalne, ktére, mogloby si¢ wydawaé na pierwszy rzut
oka, ze nie do korca pasujg do catosci artykuhi. Sa to dane monitoringowe. Aby lepiej uzasadnié
potrzebg wykonywania badan nad biologicznym usuwaniem metyloizotiazolinonu, Doktorantka
przeprowadzita analiz¢ obecnosci tego biocydu w srodowisku. Okazalo sie, ze w Polsce i w glebie
(Tomaszoéw Mazowiecki) i w piasku nad Morzem Baftyckim (to chyba nie zaskakuje, biorac pod
uwage zuzycie kosmetykdéw plazowych), a takze w Grupowej Oczyszczalni Sciekéw w Lodzi
Doktorantka wykryla metyloizotiazolinon jako mikrozanieczyszczenie. W mojej opinii ten element
dodal wartosci temu artykutowi, bo nie zawsze sig zdarza, ze badacze zajmujacy sie, ogdlnie rzecz
biorge, usuwaniem ksenobiotykéw wspieraja si¢ danymi monitoringowymi. W mojej opinii to jest
bardzo dobre podejscie do tego typu badan naukowych.

Kolejny etap badai mgr Marty Nowak-Lange to drugi konserwant chloroksylenol i trzeci
artykul z cyklu. Badania zaprezentowane w tym artykule byly znéw poprzedzone niepublikowanym
skriningiem grzybéw. W tym przypadku Doktorantka zaproponowata jako mikroorganizmy usuwajace
chloroksylenol Trametes versicolor (kolejny grzyb degradujacy drewno) oraz stynny w literaturze
przedmiotu destruktor ksenobiotykdéw Cunnighamelia elegans.

Doktorantka pokazala, ze chloroksylenol nieco hamowat wzrost obu grzybéw przy stezeniu 50
mg/l. Ten konserwant okazal si¢ bardziej oporny na usuwanie, bo po 24 godzinach tylko 67%

chloroksylenolu zniknglo z podtoza hodowlanego zas po 120 godzinach 70-79% zaleznie od uzytego
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grzyba strzgpkowego. Tutaj rowniez Doktorantka pokazala, ze usuwanie biocydu przebiegalo na
drodze biotransformacji w procesach dehalogenacji, hydroksylacji i utleniania prowadzacego do
rozszczepienia pierscienia aromatycznego. Wykazala po raz pierwszy obecno$é trzech produktow
biotransformacji chloroksylenolu przez Trametes versicolor: kwasu 4,6-dioksoheks-2-enowego,
kwasu  5-metylo-6-oksoheksa-2,4-dienowego  oraz  kwasu  3-chloro-2,4-dimetyloheksa-2,4-
dienodiowego. Tu naiezy podkresli¢, ze biotransformacja przebiegla znacznie glebiej niz w przypadku
zastosowania C. elegans, gdyz te trzy zwigzki sa nicaromatyczne, zatem 7. versicolor byl zdolny do
rozerwania piericienia, co raczej nie udato sie C. elegans. W przypadku C. elegans Doktorantka
wykryla trzy aromatyczne zwiazki powstajace w wyniku biotransformacji chloroksylenolu. Byly to 4-
chloro-3,5-dimetylofenol, 2,6-dimetylobenzeno-1,4-diol oraz 2,5-dihydroksy-3-metylbenzaldehyd.
Mechanizm usuwania biocydu przez C. elegamns, byl zwiagzany z cytochromem P450, o czym
swiadezyta zwigkszona ekspresja genéw CYP i CPR w momencie najszybszego rozkladu biocydu w
czasie inkubacji. Réwniez obserwowana byla zwigkszona aktywnoé¢ lakazy u 7, versicolor w czasie
degradacji chloroksylenolu i to wlasnie lakaza byla odpowiedzialna za rozklad tego ksenobiotyku
przez T. versicolor,

W tym artykule mgr Marta Nowak-Lange przedstawila réwniez badania toksykologiczne.
Organizmami wskaznikowym byly skorupiak Daphnia magna oraz rosliny Lepidium sativum i
Sorghum sacchoratum. 1 w tym przypadku okazato sie, ze pltyny pohodowlane maja nizszg
toksycznodé. a procentowy efekt toksycznosci spadat ze 100% do 10-20% po 120 godzinnej inkubacji
z grzybami, zaréwno dla skorupiakéw, jak i roélin.

Podsumowuijgc, w mojej opinii waznym osiggnigciem w tym artykule jest pokazanie dwéch
mechanizmoéw rozktadu chloroksylenolu, zaleznie od grzyba strzgpkowego. To wnosi istotng wiedze
w poznanie mechanizméw degradacji tego typu zwigzkow

Czwarty artykul [4] zamyka cykl publikacji i1 jest wartosciows praca, ktérej celem byto
pokazanie szkodliwosci badanych biocyddw na srodowisko, a konkretnie na bakterie glebowe.
Doktorantka zalozyta, ze tak silnie biobdjcze zwiazki nie pozostajg w glebie bez wplywu na zyjace w
ni¢j mikroorganizmy. Mgr Marta Nowak-Lange wybrala cztery bakterie glebowe Pseudomonas
putida, Pseudomonas moorei, Sphingomonas mali 1 Bacillus subtilis jako organizmy wskaZnikowe.
Wybor ten oparta na stusznej przestance, ze akurat te szczepy majg duzy wptyw na zyznosé gleby.

Najwazniejszym osiggnigciem tej czesci badan bylo znalezienie zaleznosci pomiedzy inhibicja
wzrostu tych bakterii a stgzeniem badanych biocydow. Ale jednoczesnie przy nizszych stezeniach
zaréwno chloroksylenolu, jak i metyloizotiazolinonu zaobserwowata stymulacje wzrostu szczepow
Pseudomonas i Bacillus. Najwigksza oporno$¢ wobec biocydéw wykazal Sphingomonas mali.
Dodatkowo Doktorantka zbadata wplyw tych biocydéw na tworzenie biofilmu na czastkach gleby.
Waznym wskaznikiem toksycznosci byla zawartosé reaktywnych form tienu (ROS) pod wplywem
badanych ksenobiotykéw, ktore si¢ indukowaly wraz ze wzrostem stgzenia ksenobiotykéw. Kolejnym

wskaznikiem zywotnosci bakterii byta produkcja hormonu z grupy auksyn kwasu indolo-3-octowego.
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Wreszcie Doktorantka zbadata wplyw biocydéw na przepuszczalno$é¢ blony komorkowej bakterii i jej
profilu fosfolipidowego. Ta diuga lista wskaZnikéw, ktére Doktorantka uzywala jako miary
toksycznosci czy inhibitowania wzrostu bakterii jest naprawdg imponujgca i bardzo dobrze $wiadczy o
wiedzy Doktorantki z obszaru ekotoksykologii. Wykorzystala ona zaawansowane techniki analityczne
do oceny toksycznosci, co jest niezaprzeczalnym atutem tej pracy. Ostatecznie okazalo sie, ze
metyloizotiazolinon jest bardziej toksyczny wobec badanych bakterii niz chloroksylenol. Potwierdzila,
ze oba badane biocydy stanowig zagrozenia mikroflory glebowej i szerzej catego jej ekosystemu, co
jest niestety pesymistycznym wnioskiem wynikajacym z tych badan.

Podsumowujgc t¢ czed$¢ recenzji, uwazam, ze artykuly sg oryginalnym monotematycznym
cyklem publikacji. Postawione przez Doktorantke cele zostaly w pelni zrealizowane. Jest to znaczace
osiggnigcie niniejszej rozprawy doktorskiej, poniewaz do tej pory w literaturze naukowej nie bylo tak
obszernych doniesiel na temat proceséw usuwania metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu przez
grzyby strzgpkowe. Artykuly sa napisane na bardzo wysokim poziomie, tematyka badawcza aktualna,
Mgr Marta Nowak-Lange doszta do konkretnych i jasnych wnioskéw. Dodatkowo jeszcze raz
chcialbym zwréci¢ uwagg na wysoka jakos¢ prowadzonych badan przez Doktorantke pod wzgledem
zastosowanych technik analitycznych. Umiata ona wykorzysta¢ najnowoczesniejsze aparaty badawcze
i zastosowanie metod eksperymentalnych oceniam bardzo wysoko. Na koniec zwrdéce uwage na
starannos¢ obrobki danych eksperymentalnych, a przede wszystkich na statystyczng ocene uzyskanych
wynikow. Doktorantka bardzo dobrze sobie poradzilta z zawansowang analizg statystyczna uzyskanych
danych eksperymentalnych, co zdecydowanie wplywa pozytywnie na rzetelno$é prowadzonych badan
i wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw. Ta praca jest niewatpliwie bardzo dobrym przykladem

wykorzystania pakietu Statistica w naukach biologicznych.

Ocena jezyka rozprawy doktorskiej

Pod wzgledem jezykowym rozprawa doktorska jest przygotowana bez zarzutu. Na uwage
zastuguje bardzo dobry naukowy styl pisania w jezyku polskim, chociaz Doktorantka nie unikngta
bledow interpunkcyjnych i drobnych blgdéw stylistycznych, Ttumaczenie streszczenia pracy w jezyku

angielskim jest na dobrym poziomie.

Uwagi do rozprawy doktorskiej

W tej czgsci recenzji przedstawig dwie uwagi dyskusyjne, do ktérych cheiatbym, zeby mgr
Marta Nowak-Lange odniosfa sie na obronie.

Po analizie artykuléw [2] i [3] przychodzi mysl dotyczaca biodegradacji obu badanych
biocydow. Czy wykryte produkty biotransformacji metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu byty
obecne w podlozu do koiica inkubacji? Jak zmieniatfa si¢ ich ilo$¢? Czy badane grzyby strzgpkowe
byly w stanie catkowicie zmineralizowa¢ dany biocyd? Fakt pojawienia si¢ produktéw rozkladu o

charakterze niearomatycznym, czy z rozerwanym pierscieniem heterocyklicznym by¢ moze wskazuje
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na zdolno$¢ do petnej mineralizacji np. chloroksylenolu. Brakuje w tej rozprawie podania zmian
sygnatow (pole powierzchni piku) ze spektrometru mas produktéw rozkladu przez caly czas trwania
procesu i bardziej szczegolowej dyskusji na ten temat. Rys. 83 w artykule [3] pokazuje zmiany
sygnatow produktéw rozkladu chloroksylenolu w czasie, ale niestety ten rysunek jest niezbyt czytelny.
Nasuwa si¢ tez pytanie, jak takie zmiany ilo$ci produktéw biotransformacji wygladaly w przypadku
rozkladu metyloizotiazolinonu.

Forma rozprawy jako cyklu publikacji sprawia, ze nieco brakuje poréwnan. Chcialbym, zeby
Doktorantka szerzej przedyskutowata przydatnos¢ poszczegdlnych szczepéw do degradacji badanych
ksenobiotykéw. Szczegolnie ciekawe mogloby byé poréwnanie zdolnosci grzybéw bialej zgnilizny
drewna i Cunninghamella elegans.

Powyzsze uwagi maja charakter dyskusyjny i w zadnej mierze nie zmniejszaja wysokiej

jakosci niniejszej rozprawy doktorskiej.

Podsumowanie: oryginalnos¢ pracy, praktyczne zastosowanie

Mgr Marta Nowak-Lange przedstawita niewatpliwie oryginalng rozprawe doktorska na temat
usuwania metyloizotiazolinonu i chloroksylenolu przez grzyby strzgpkowe. Dowodem na to jest
wyjatkowo szczegotowy przeglad literatury i wpasowanie si¢ Doktorantki na jego podstawie w obszar
badaf (wybdr substancji chemicznych i szczepéw grzybow strzgpkowych), ktéry pozostawat do tej
pory carta blanca w literaturze przedmiotu. O oryginalnosci $wiadczy rdowniez to, ze Doktorantka
znalazta nieliczne, ledwie podobne prace badawcze do dyskusji w swoich artykutach naukowych
wchodzacych w sklad cyklu.

Zagrozenie, jakie stanowig metyloizotiazolinon i chloroksylenol w srodowisku, wykazala
Doktorantka poprzez badania monitoringowe i toksykologiczne wobec bakterii glebowych, zatem w
przysztosci badania nad skutecznym usuwaniem tych biocydéw przez grzyby moga by¢ wykorzystane
w praktyce. Jednak nalezy pamigta¢, ze typ badan prowadzonych przez mgr Marte¢ Nowak-Lange to
badania podstawowe w matej skali laboratoryjnej, skad jest jednak bardzo dluga droga do
praktycznych rozwigzafi technicznych.

Chcialbym tu jeszcze dodaé, ze dodatkowy dorobek Doktorantki poza cyklem publikacji jest
rowniez bardzo dobry (4 publikacje w czasopismach z IF) i 18 komunikatéw konferencyjnych. Indeks
Hirscha jest rowny 4. Mgr Marta Nowal-Lange ma 37 cytowan, co uwazam za dobry wynik na tym
etapie rozwoju kariery naukowej. Znaczacy jest rowniez fakt realizacji tych badan w ramach projektu

naukowego we wspolpracy z Zakladem Biochemii Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Ocena konficowa
Podsumowujgc niniejsza recenzjg, bez watpienia moge stwierdzi¢, ze mgr Marta Nowak-
Lange w swojej rozprawie doktorskiej wykazata si¢ zarowno wiedzg teoretyczna, jak i praktyczng w

dyscyplinie nauk biologicznych w obszarze realizowanych badan. Posiadla réwniez umiejetnosé
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samodzielnego prowadzenia badan naukowych, analizy wynikéw eksperymentalnych oraz ich
krytycznej oceny wraz z dyskusjg z danymi literaturowymi.

Zatem ostatecznie stwierdzam, ze w mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Marty Nowak-
Lange spelnia wymogi okreslone w stosownych przepisach Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce, innych towarzyszacych aktach prawnych oraz aktach wykonawczych
do tejze ustawy. W zwiazku z tym wnioskuje do Komisji Uniwersytetu Lddzkiego ds. stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Marty Nowak- Lange do dalszych
etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora nauk scistych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Biorac pod uwage wysoka jakos¢ niniejszej rozprawy doktorskiej, skladam wniosek o jej
wyroznienie. Argumentuje to:

¢ bardzo wysokim poziomem merytorycznym badan, przejawiajgcym sig ich szerokim
zakresem, doborem zaawansowanych technik eksperymentalnych, szczegdlowa analizg
danych eksperymentalnych i dojrzatym sposobem wnioskowania,

e faktem, Ze sg to jedne z nielicznych na $wiecie badan nad metyloizotiazolinonem i
chloroksylenolem w szerokim ujeciu od monitoringu, poprzez biologiczne usuwanie tych
zwigzkéw wraz z mechanizmem tego procesu, az do oceny toksykologicznej produktéw
ich rozkladu, co jest w mojej opinii znaczacym walorem poznawczym pracy,

o forma przedstawionej rozprawy doktorskiej w postaci 4 publikacji w bardzo dobrych

czasopismach z Impact Factor 1 wysoka punktacjg MEIN.

{

\MWW‘ %WAXM@ (

10



