G Uniwersytet ? Zwigzek
& Gdanski Uczelni
Fahrenheita

ChemialG
Dr hab. Magda Caban, prof. UG 10.07.2025 r. Gdansk
Katedra Analizy Srodowiska
Wydzial Chemii
Uniwersytet Gdanski

RECENZJA
Pracy doktorskiej Pani mgr Lilianny Sharmy pt.
,» Wplyw mieszanin nowo pojawiajgcych si¢ zanieczyszczen ma mikroorganizmy fotoautotroficzne

Morza Baltyckiego"

Promotor pracy: prof. dr hab. Ksenia Pazdro

Promotor pomocniczy: dr Grzegorz Siedlewicz

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Instytucie Oceanologii Polskiej
Akademii Nauk. Sktada si¢ z tematycznie powigzanych publikacji o tacznym IF 35,6. Moja recenzj¢

podzielitam na nastgpujace czesci:

Ocena ukladu rozprawy, w tym informacje o jej poszczegolnych skladowych czesciach

Rozprawa doktorska rozpoczyna si¢ od wykazu 5 publikacji wchodzacych w sktad cyklu artykutow
naukowych. Doktorantka przedstawia takze projekt naukowy, ktorym kierowala pt. ,,Ocena
ekotoksycznosci mieszanin mikro-zanieczyszczen wzglgdem wybranych mikroorganizméw
batltyckich”. Byt to projekt typu Preludium finansowany z Narodowego Centrum Nauki. Dyplomatka
wskazuje takze finanse statusowe Instytutu Oceanologii Polskiej Akademii Nauk jako drugie zrodto
wspierania badan. Nast¢pnie przedstawiony jest spis tresci, w tym streszczenie w jezyku polskim i
angielskim. Kazdy z tych podsumowan zajmuje 12 stron. Sg to wersje tozsame. Kolejne czesci
rozprawy to cykl 5 publikacji naukowych. Zataczono je razem z suplementami oraz o§wiadczeniami

wspolautoréw o wkladzie w powstanie prac.
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Ocena zastosowanego piSmiennictwa: Doktorantka w sposob prawidtowy cytuje publikacje
naukowe w podsumowaniach, przy czym w wigkszosci sg to wlasne badania. Dodatkowa cytowana

literatura znajduje si¢ na stronie 28.

Wskazanie oraz ocena celu pracy kandydata

Hipotezy oraz cele badawcze przedstawione sa w podsumowaniach cyklu publikacji. Glownym
celem pracy bylo uzupelienie wiedzy na temat ryzyka s$rodowiskowego zwigzanego z
wystepowaniem mieszanin mikro-zanieczyszczen organicznych. Doktorantka wskazuje takze cztery
konkretne cele badawcze, ktére opisane sg na stronie 17 i 18, stad nie bede ich przywotywaé w
catosci. Na stronie 18 znajduje si¢ opis hipotez w ilosci 4. Zarowno cele badawcze, jak i hipotezy
wynikaja ze stanu wiedzy a raczej braku w tej wiedzy zaznaczonego na stronach od 14 do 17.
Przestanki do podjecia si¢ badan sa klarowne, aczkolwiek pewne watpliwosci budzi wybor
konkretnych mikro-zanieczyszczen sposrod wielu innych wykrywanych w wiekszych iloscioach w

wodach naturalnych.

Ocena czesci rozprawy doktorskiej dotyczacej omowienia wynikow badan

Opis wynikow w formie streszczonej znajduje si¢ na stronach 19 do 27. Opis ten uznaj¢ za mocng
stron¢ rozprawy doktorskiej. W sposob niezwykle zwinny, ale takze klarowny i konsekwentny
dyplomatka przedstawia kolejne cele badawcze, pomijajac zawite elementy procedur, ktore przeciez
znalez¢ mozna w konkretnych publikacjach. Natomiast opis gtownych wynikéw jest na tyle
szczegblowy, ze pozwala na odpowiedzi na podstawowe pytania. W czytaniu tej czg¢sci pomagaja
wytluszczenia tekstu. Tak przedstawione podsumowanie kilkuletnich badan sprawia, ze publikacje

tacze si¢ w spdjng calosé, zazebiaja oraz uzupehiaja.

Informacje dotyczace praktycznego zastosowania uzyskanych wynikow
Publikacje powstaly jako rezultat prowadzonych badan laboratoryjnych, sa wiec raczej z dziedziny
badan podstawowych i nie maja bezposredniej aplikacyjnosci w naukach stosowanych. Nalezy

jednak zwréci¢ uwage, ze modele toksyczno$ci mieszanin wspomagaja og6lng wiedzg dotyczaca
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zanieczyszczen Srodowiska a w dziedzinie tej mamy wiele do poprawy. Zdrowie srodowiskowe to
takze zdrowie czlowieka, stad kazde nowe informacje w temacie wplywu zanieczyszczen na
srodowisko sa cenne w pdzniejszych przewidywaniach i planowaniu ewentualnych dziatan

zaradczych.

Ocena czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego

Przedstawiono do oceny rozprawa doktorska stanowi dzieto o charakterze oryginalnym. Toksyczno$¢
mieszanin tak zwanych mikro-zanieczyszczen srodowiska to dziedzina rozwijajaca si¢. Niewiele jest
publikacji naukowych, ktore tacza badania r6znego typu mikro zanieczyszczen, w tym przypadku
cieczy jonowych, stymulantow, antybiotykow i metabolitéw popularnie stosowanych lekéw. Zadania
badawcze tego typu wymagaja nowatorskiego podej$cia, poniewaz brak jest wytycznych
referencyjnych. Nalezy jednak zaznaczy¢, Zze narzedzia i metody stosowane pracy sa powszechnie
dostepne 1 w tym zakresie doktorantka nie rozwingta tematu, nie wprowadzita innowacyjnych podejs¢

w analityke oraz nie zwalidowata narzedzi, co wyjasni¢ pdznie;j.

Ocena czy rozprawa doktorska prezentuje ogolna wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie
oraz dyscyplinach oraz umiej¢tnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

Na podstawie lektury rozprawy doktorskiej nie mam watpliwosci, ze Pani magister Lilianna jest
materiatem na samodzielnego pracownika naukowego. Doktorantka stawia odpowiednie pytania i
buduje plan badawczy tak aby na nie odpowiedzie¢. Ma to takze odzwierciedlenie w uzyskaniu
projektu preludium, ktory jest recenzowane dwuetapowo przez ekspertow w danej dziedzinie.
Uzyskanie i rozliczenie tego typu projektu swiadczy jako$ci badan doktorantki. W 3 publikacjach
eksperymentalnych byta pierwszym autorem, a jak podaja zataczone o§wiadczenia doktorantka miata

znaczacy wktad w czesci badawcze 1 koncepcyjne prac.

Ocena indywidualnego wkladu kandydata w powstanie pracy
Ocen¢ indywidualnego wkladu Doktorantki w powstanie publikacji wykonatam na podstawie

zatgczonych o$wiadczen i stwierdzam, ze miata znaczacy udzial w przeprowadzeniu eksperymentéw
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oraz w pisaniu publikacji naukowych. W niektorych przypadkach brala takze udziat w przygotowaniu
procedur badawczych i analizach wynikow. Na co nalezy jednak zwrdci¢ uwage w wigkszo$ci
o$wiadczen przygotowanie odpowiedzi na recenzj¢ przypadio innym autorom. Nie jest to spojne
jednak z tym przy wigkszo$¢ publikacji wystepuje jako autor korespondencyjny odpowiadajacy

zazwyczaj za przygotowanie recenzji.

Informacje o ewentualnych nieprawidlowosciach, ktore pojawily si¢ w ocenianej rozprawie
doktorskiej
Ponizej przedstawi¢ kilka uwag ktore nasungly mi si¢ po lekturze podsumowania rozprawy

doktorskiej oraz cyklu publikacji. Uwagi te s3 mojej troski o rzetelno$¢ uzyskanych wynikow.

- Napisano, ze ciecze jonowe to sole pozostajace w stanie cieklty w temperaturze pokojowe;j. Ta cecha
charakterystyczna jest tylko dla tak zwanych niskotemperaturowych cieczy jonowych. Definicji

cieczy jonowych jest kilka. Niektore méwig o granicy stanu cieklego na 100°C.

- Chciatabym zwroci¢ uwage Doktorantce na ciekawe zagadnienie lekowych cieczy jonowych,
ktorych kation lub anion bazuja na leku, badz oba te komponenty sg lekami. Badan tego typu
zwigzkéw chemicznych uzupelito by w wiedze, ktora doktorantka uzyskata w trakcie

przeprowadzania badan doktorskich.

- Jednym z celow badawczych byta ocena wrazliwo$ci organizméw morskich i stonowodne

fotosyntezujacych na niskie st¢zenia zanieczyszczen. Sformutowanie niskie nie jest ilo§ciowe.

- Nie zgodze si¢ ze stwierdzeniem, ze epoksyd karbamazepiny to gtéwny jej metabolit. Jest to tak
zwany metabolit pierwotny, ktory dalej ulega hydrolizie, gdyz epoksydy sa mato stabilne w
warunkach wodnych. Nalezaloby si¢ wigc zastanowi¢c nad wyborem innego metabolitu
karbamazepiny, bardziej stabilnego w warunkach $rodowiskowych. Przeglad metabolitow

karbamazepiny znajduje si¢ w pracy https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC3349991/. Zgodze si¢
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z wyborem metabolitu jako w zwigzku badanego w $rodowisku, gdyz karbamazepina tylko w 5
procentach jest wydalana w formie niezmienionej. Nalezaloby jednak przeprowadzi¢ badania
wstepne oceny wystepowania metabolitow tego psychoaktywnego leku a nastepnie przeprowadzié

badania toksycznosci.

- Nie zgodzg si¢ ze stwierdzeniem, ze kofeina obecna powszechnie i chronicznie w srodowisku naraza
organizmy na neurotoksycznos¢, stres oksydacyjny oraz zaburzenia rozwojowe 1 reprodukcyjne, co
doktorantka napisaly we wstepie podajac literaturg Rizzi et al. Powszechnie wiadomo, ze dawka czyni
toksyne. W przypadku srodowiskowych stezen kofeiny i zdolno$ci organizméw do przystosowania
watpliwe jest aby takie efekty faktycznie wystgpowaly. Dla niemal kazdej wigc substancji chemicznej
mozna by powiedzie¢, ze wykazuje ryzyko szkodliwego oddzialywania na organizmy wodne.
Analiza ryzyka powinna si¢ opiera¢ na realnych danych monitoringowych. W podsumowaniu
zabrakto mi bardziej konkretnych informacji na temat st¢zen - czgsto podawane s3 jako niskie,
stosunkowo niskie, zblizone do srodowiskowego. Chcialabym rowniez zwroci¢ uwage Doktorantce
na sposob wyboru zrédet. Zacytowana publikacja dotyczy obecnosci kofeiny 1 2 innych zwigzkoéw
chemicznych w gabkach z konkretnego miejsca. W publikacji tej znajduje si¢ faktycznie zdanie
dotyczace mozliwosci wystepowania stresu oksydacyjnego poprzez obecno$¢ kofeina dla
organizm6éw wodnych, jednak podane sg tam konkretne publikacje eksperymentalne i to je nalezy
zacytowac. Chcialabym réwniez zasugerowa¢ Doktorantce aby w abstraktach publikacji zamieszczaé
jednak informacje o stezeniach, poniewaz bez nich wynika¢ moze, ze niemal kazda substancja jest
toksyczna w $rodowisku. Informacji o st¢zeniu nie znalaztam w publikacji numer 2, 3 i 4, znalaztem

si¢ ona jedyne w publikacji numer 5.

- Prosz¢ o informacj¢ dlaczego test wedtug wytycznych OECD211 trwal 11 dni, podczas gdy
wytyczne tego protokotu mowiag o trzydniowym narazeniu mikroorganizmow, poniewaz w takim
okresie jest zapewniony wzrost logarytmiczny. W podsumowaniu wskazuje Pani, ze stosujac dluzsza
ekspozycje niz standardowo stosowane testy mozna by wykaza¢ efekty regeneracyjnej i adaptacyjne.

Po pierwsze to Pani wykonata dtuzszy niz standardowo testy, ale efektow takich nie raportowata.
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Test OECD211 jest testem chronicznym poniewaz w trakcie jego trwania nastepuje po sobie co
najmniej kilka pokolen mikroorganizméw. Ile takich pokolen nalezatoby uzyska¢ aby mechanizm
regeneracyjny lub adaptacyjny obserwowac? Jak Doktorantka ocenia mozliwosé, ze
mikroorganizmy, ktore badala juz sa uodpornione na toksyczne dziatanie badanych mikro-
zanieczyszczen, poniewaz obcuja z nimi od wielu lat w warunkach naturalnych. Prosze o opini¢
doktorantki w kwestii mozliwosci adaptacji badanych mikroorganizméw do niskich $ladowych
stezen badanych substancji w okresach dlugoterminowych. Jakie mechanizmy samoobrony moga

wystepowac?

- Prosz¢ o wyjasnienie skad wybdr oznaczenia enzymu dysmutasy ponadtlenkowej (SOD) sposrod
wielu r6znych enzymow bioracych udziatl w regulacji stresu oksydacyjnego. Ponadto nalezy w jakis$
sposob zweryfikowaé uzytecznos$¢ testkitu, ktdry pierwotnie zostal wyprodukowany do analizy
komorek zwierzecych. Prosze o podanie literatury potwierdzajacej aplikacyjnos$¢ tego testkitu do
oznaczen w organizmach fotosyntezujacych. W opisie stresu oksydacyjnego nie znalaztem informacji

czy stres ten wywotywany jest bezposrednio czy posrednio. Czy jest to mozliwe do zbadania?

- W zZadnej z publikacji nie znalaztam informacji o mozliwos$ci przenikania i bioakumulacji badanych
zwigzkow do komorek cyjanobakterii. Na rysunku S1 publikacji 2 pokazano wykres zmian absorbcji
przy dlugosci fali 355 roztworu oksytetracykliny w medium BBM podczas dziesi¢ciodniowego testu.
Poréwnano tutaj ekspozycje z i bez §wiatla. Dla kontroli nastgpowat wzrost tej absolwenci od dnia
szostego do dziesigtego, uzyskano absorbcja byta podobna dla tetracykliny w stezeniu 1. Jak
rozumiem z cze$ci eksperymentalnej wyniki przedstawiono na rysunku dotycza sytuacji bez
mikroorganizmoéw. Stad pytanie o bioakumulacje tych zwiazkow. Po drugie w trakcie trwania testu
zmienia si¢ pH medium, natomiast informacji takich nie znalaztam w zadnej z pracy. Wplywac ona

ono moze na stabilnos$¢ szczegodlnie antybiotykéw, ale takze na biodostgpnosc.
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- Chcialabym takze pochwali¢ opis wynikéw dotyczacych procesu fotosyntezy i wptywu stresorow.
Wida¢, ze Doktorantka posiada duze zrozumienie mozliwosci wplywu substancji chemicznych na

roézne etapy procesu fotosyntezy.

- Moje obawy budzi opis stezen barwnikéw, w szczegdlnosci w przypadku zawartosci chlorofilu a
pod wplywem obecnosci cieczy jonowych. Nie jest moim zadaniem kolejna recenzja publikacji
przedstawionych w cyklu, jednak chciatabym zwroci¢ uwage na mozliwy btad interpretacyjny. W
pracy numer 5 w rozdziale 2.6 przedstawiono pomiar pigmentdéw w nastepujacy sposob. Po
ekspozycji  kultur¢ pobrano i przefiltrowang przez filtr z wldkna szklanego, nastepnie
zakonserwowana przez zamrozenie w -80°C. Ekstrakcji dokonano wodnym roztworem acetonu przy
wspomaganiu ultradzwigkami. Nastgpnie wykonano analizy HPLC. Rozumiem, Zze w podobny
sposob pobierano probki do analiz fikobilin. Wyniki zawartos$ci pigmentoéw przedstawiaty rysunki 3
14 w publikacji 5 1 tutaj mam pewne zapytanie. Jesli do ekstrakcji wzigto calg kolonie, w ktorej byto
mniej komoérek niz w kontroli biotycznej to oczywiste jest, ze bgdzie tam tez mniejsza ilos¢
barwnikow. Jest to mozliwy blad interpretacyjny wynikow, ktéry zauwazam takze w innych
publikacjach naukowych. Wzory zapozyczone z innych publikacji zazwyczaj podaja stezenie
barwnika w ekstrakcie, nie w kolonii czy biomasie. Mozliwym rozwigzaniem tego problemu jest
normalizacja zawarto$ci barwniku do biomasy badz ilo$ci komoérek. Mniejszy przyrost kolonii
oznacza mniejszg ilos¢ barwnika, ale niekoniecznie mniejsza biosynteze w pojedynczej komorce.
Podobnie w publikacji 2 tabela 2 znajduja si¢ stezenie pigmentoéw w p gramach na litr co znowu
sugeruje brak normalizacji na biomase¢. W tej samej tabeli znajduje si¢ co prawda zawarto$¢ pigmentu

na komorke, ale interpretacja wynikow gtéwnie opiera si¢ na % zmiany wzglgdem kontroli.

- W publikacji numer 2, w ktoérej przedstawiono wyniki wplywu oksytetracykliny na wzrost i
zawartos$¢ chlorofilu @ w zielonych glonach, okrzemkach i sinicach, test przeprowadzono w ciaggu 10
dni. Jest to dosy¢ diugi czas ekspozycji na lek, ktory w takich warunkach moze si¢ hydrolizowac i
moze by¢ foto-niestabilny. Czy w zwigzku z tym byloby stuszne zbadanie zawartosci antybiotyku w

trakcie trwania ekspozycji?
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- W niektérych z eksperymentow widzg niezgodno$¢ z wytycznymi testu OECD 211 gdyz kontrola
przyrasta w stopniu niewielkim a protokot ten wymaga odpowiednio duzego wzrostu aby uznaé go
za prawidlowy. Przyktadowo na Rysunku 1 publikacji 2 M. aeruginosa w ciagu pierwszych 3 dni
testu przyrasta jedynie o OD 0.2. Ponadto w trakcie trwania tego testu, co pokazano na rysunku 2, 3
14, zmieniajg si¢ parametry fluorescencji chlorofilu takze w przypadku kontroli. Czy §wiadczy to o
zmiennych warunkach o$wietlenia lub innych parametréw prowadzenia kultury? Czy wystepowaé
mogl jaki$ inny stresor oprocz tetracykliny? Przykladowo — koniec wzrostu liniowego zwigzany z

wyczerpaniem ktorego$ sktadnika medium wzrostowego?

- W abstrakcie publikacji 2 stwierdzono, ze stezenia oksytetracykliny wystepujacy w srodowisku
moga dziala¢ na mikroorganizmy. Stezenia badane w tej pracy od 0.01 do 8 ug/ml. Réwnaja si¢
stezeniu 0.01 mg do 8 mg na litr, nie s to st¢zenie Srodowiskowe. Takze w tej publikacji na stronie
217 btednie poréwnano stezenia tetracykliny w wodzie do stezen w osadach. W osadach przeciez
zwigzki wystepuja nie na mililitry, ale na gramy. Nie nalezy wigc 2 tych st¢zen pordwnywac¢ do

siebie.

- Moje obawy budzi raportowanie zawartosci fikoerytryny w M. aeruginosa. Z pracy o doi
10.1046/1.1440-1835.1998.00124.x mozna wyczytac, ze:

,»dince no species of Microcystis has ever been reported to have phycoerythrin, the existence of
phycoerythrin separates these four strains from the known species of Microcystis, and might enable
them to be classified as a new species.”

Sama rowniez analizowalam barwniki w tej sinicy i po samym widmie UV-Vis nie stwierdzilem
obecnosci fikoerytryny. Wiem Ze istnieja publikacje analizujace ten barwnik w M. aeruginosa, ale
dlatego konkretnego szczepu nalezy najpierw przeprowadzi¢ badania inne niz fluorescencyjne.
Prosze o podanie literatury potwierdzajacej obecnos¢ tego barwnika (w publikacji M. Sobiechowska-

Sasim et al. takiej informacji nie podano). Niestety korzystanie z rownan na zawarto$¢ pigmentow w
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ekstraktach buforowych, szczegdlnie zapozyczonych z innych publikacji, moze sugerowaé zawartos¢
tej tego barwnika. W obecnosci duzej zawartosci fikocyjaniny moze wystapi¢ fatszywie dodatni

sygnatl dla fikoerytryny. Ponadto, takze w tym przypadku brak jest normalizacji na masg.

- Kontynuujac ten watek: w tabeli S5 publikacji 4 znajduja si¢ stezenia fikoerytryny w M. aeruginosa.
Stezenia te sg rzedu 0.001 do 0.009 ng/l, czyli kilka pg na 1. Jaka jest granica detekcji oznaczania
fikoerytryny jesli faktycznie tem pigment wystepuje w badanej sinicy. Nie znalaztam takze granic
oznaczalno$ci innych pigmentdow w zadnej z prac. Tylko podanie zakresu liniowej odpowiedzi
umozliwia stwierdzenie czy uzyskane st¢zenie pigmentu jest precyzyjne i doktadne i moze by¢
uzywane jako parametr ilosciowej odpowiedzi. W cytowanej pracy autorstwa Sobiechowska-Sasin
wykazano minimalne st¢zenia fikobilin na 0.001 ug/ml czyli 0.001 mg/L =1 ug/l. W pracy tej takze

nie znalaztam potwierdzenia na obecnosci fikoerytryny u M. aeruginosa. Znajduje si¢ tam rysunek 6
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Fig. 6. Emission spectra obtained for selected monoculture extracts. a Microcystis aeruginosa. b

Synechococcus sp.

Natomiast w tek$cie Aex=530 nm i Aem=576 nm. Jest wigc inna dtugo$¢ emisji dla fikoerytyrny (PE),
co dowodzi braku obecnosci PE w M. aeruginosa.

W pracy tej napisano ,,PC was found in all extracts, occurring more abundantly than PE in three of
the four species analyzed, giving a strong signal and a characteristic reddish colouration in

Synechococcus sp.; APC was not found (Figs. 6 and 7).” Natomiast na tych rysunkach nie ma
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potwierdzenia obecno$ci w M. aeruginosa, jak napisatam wyzej. Tym bardziej potrzebna jest
literatura potwierdzajaca obecnos$¢ fikoerytyny w badanym szczepie M. aeruginosa.

Prosz¢ odpowiedzie¢ czy stezenia jakichkolwiek pigmentéw przedstawione w pracach dotycza stgzen
w uzyskanym ekstrakcie czy wy objetosci kolonii wzigtej do ekstrakcji. Jesli byt to przypadek drugi
prosz¢ o podanie jak zostalo to obliczone. Jesli korzysta si¢ ze wzoréw z cytowanych publikacji sg to
raczej stezenia w ekstraktach. Natomiast w tabelach z zawarto$ciami pigmentoéw opisano je jako

stezenia w sinicach, co sugeruje zawarto$¢ w komorkach.

- Publikacja 5 przedstawia wptyw mieszaniny kofeiny i cieczy jonowych na sinice i okrzemki. Tu
takze glownymi parametrami odpowiedzi jest fluorescencja chlorofilu oraz zawarto§¢ pigmentow.
Ponadto badano enzym SOD. Sa wigc to te same parametry badane w poprzednich 3 pracach
eksperymentalnych a same publikacje sg technicznie podobne. Warto wigc w przysztosci publikujac
taki cykl zréznicowaé markery odpowiedzi. Jakie inne parametry odpowiedzi komorkowej poza
tatwo badanymi przez panig Doktorantke (fluorescencja chlorofilu i zawarto$¢ barwnikéw) mozna
przebada¢ aby lepiej pozna¢ mechanizmy wpltywu badanych mikro-zanieczyszczen na wzrost i

biochemi¢ mikroorganizméw fotoautotroficznych.

Pomimo pewnych krytycznych uwag, cato$¢ pracy doktorskiej to wartoSciowa pozycja dla
rozwoju dyscypliny chemii §rodowiskowej. Rozprawa doktorska 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 wnosz¢ o jej dopuszczenie do dalszych etapow

postepowania przewodu doktorskiego.
Signed by / Podpisano przez:

Magda Ewa Caban
Uniwersytet Gdanski

Date / Data: 2025-07-10 13:
56

Z powazaniem,

dr hab. Magda Caban, prof. UG
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