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Podstawa formalna opinii

Opinia zostata sporzadzona dla Komisji Uniwersytetu tédzkiego ds. Stopni Naukowych w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne zgodnie z decyzjg
podjetg na posiedzeniu w dniu 13 grudnia 2022 r.

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Aleksandry Gdéralczyk-Binkowskiej

p.t. ,Wykorzystanie grzyba Nectriella pironii do produkcji lakazopodobnej oksydazy
wielomiedziowej i eliminacji toksycznych zanieczyszczen przemystu tekstylnego”

w postepowaniu dotyczacym nadania stopnia naukowego doktora
w dyscyplinie nauki biologiczne

Recenzja zostata przygotowana w oparciu o wymogi okreslone w Ustawie z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.) oraz stanowisko recenzenta w sprawie
dopuszczenia mgr Aleksandry Godralczyk-Binkowskiej do dalszych etapéw postepowania o
nadanie stopnia doktora.
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1. Opis ogdiny

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Aleksandry Géralczyk-Binkowskiej
zostata napisana pod kierunkiem prof. dr hab. Jerzego Dtugoniskiego (promotor) oraz dr Anny
Jasinskiej (promotor pomocniczy) w Katedrze Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii na
Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego.

Badania naukowe zaprezentowane w rozprawie doktorskiej zostaty sfinansowane z
funduszy projektu Preludium 14 pt. ,,Charakterystyka indukcji lakazy grzyba Myrothecium sp.
IM 6443 oraz analiza jej potencjatu biodegradacyjnego” przyznanego przez Narodowe
Centrum Nauki (2017-2022; UMO-2017/27/N/NZ9/02160, kierownik projektu: A. Goéralczyk-
Binkowska) oraz dotacji celowej na dziatalnosé zwigzang z prowadzeniem badan naukowych
lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych, stuzgcych rozwojowi mtodych
naukowcow oraz uczestnikdw studidow doktoranckich (rok realizacji 2018; kod projektu:
5811/E-345/M/2018; kierownik projektu: A. Goralczyk-Binkowska).

Struktura pracy jest zgodna z ogélnymi zasadami i wymogami stawianymi rozprawom
doktorskim i sktada sie z czterech spdjnych tematycznie prac naukowych opublikowanych w
renomowanych i wysoko punktowanych czasopismach naukowych, ktéore ukazaty sie w
latach 2019-2022: (P-1) Advancements of Microbiology, 58, 1, 7-18 (IF2020 = 0.263; MEIN =
20) [https://doi.org/10.21307/PM-2019.58.1.007]; (P-2) PLoS ONE, 15, 4, 0231453 (IF2021 =
3.240; MEIN = 100) [https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231453]; (P-3) Scientific Reports,
11, 23829. (IF2021 = 4.997; MEIN = 140) [https://doi.org/10.1038/s41598-021-03446-x ]; (P-4)
International Journal of Environmental Research and Public Health, 19, 13997 (IF2021 = 4.614;
MEIN = 140) IF:;; MNiSW: [https://doi.org/10.3390/ijerph192113997]. Sumaryczny IF
powyzszych prac wynosi 13.114, natomiast tgczna liczba punktéw MEiIN 400. We wszystkich
tych publikacjach Pani mgr A. Géralczyk-Binkowska jest pierwszym autorem, co wskazuje na
jej wiodacg role w planowaniu i realizacji doswiadczen, analizie danych oraz przygotowaniu
podstawowej wersji manuskryptow. Potwierdzajg ten fakt o$wiadczenia dotgczone do pracy
doktorskiej, w ktérych uszczegdtowiono zakres prac wykonanych przez Doktorantke oraz
wskazano procentowy udziat: 60-70%.

W rozprawie, poza wymienionymi powyzej pracami naukowymi, Doktorantka
zamiescita dodatkowo takie rozdzialy jak: Wprowadzenie, Cele pracy, Realizacja
poszczegdlnych celéw pracy, Wnioski i stwierdzenia koncowe, Streszczenia w jezyku polskim
i angielskim oraz spis literatury. W rozprawie umieszczono réwniez informacje dotyczace
finansowania badan oraz catkowitego dorobku naukowego, co pozwala oceni¢ ogdlny rozwdj
i ukierunkowanie badan naukowych Doktorantki, jak réwniez o$wiadczenia wspétautorow.

Gtéwnym celem pracy doktorskiej byto ustalenie mozliwosci wykorzystania
mikroskopowego grzyba strzepkowego Nectriella pironii IM 6443 do produkcji
lakazopodobnej oksydazy wielomiedziowej oraz eliminacji zanieczyszczen pochodzacych z
przemystu tekstylnego takich jak barwniki przemystowe, aminy aromatyczne oraz
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne. Szczegdtowe cele pracy zostaty przez
Doktorantke przedstawione w formie trzech punktéw (str. 9), ktére pozwolity okresli¢
szczegbdtowy zakres badan naukowych podjetych w rozprawie.

Wstep do wynikéw badan stanowi praca przeglagdowa opisujagca wielomiedziowe
oksydazy (MCO, ang. multicopper oxidases), ich podziat, mechanizmy warunkujgce utlenianie
aromatycznych i niearomatycznych zwigzkdéw oraz ich potencjat w wielu gateziach przemystu
oraz w ochronie srodowiska. Uzyskane przez Doktorantke wyniki badan opisane zostaty
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szczegdtowo i przedyskutowane w 3 publikacjach naukowych, prezentujgcych wyniki prac
doswiadczalnych.

2. Znaczenie i aktualnos¢ zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej

Wydawac¢ by sie mogto, ze praca doktorska Pani A. Goéralczyk-Binkowskiej ma
charakter lokalny, zwigzany z przemystem tekstylnym wojewddztwa tédzkiego. Sugerowac to
moze np. wykorzystana w badaniach przesiewowych kolekcja szczepédw wyizolowana ze
skazonej gleby pobranej z terenu dawnych Zaktadéw Przemystu Barwnikéw ,Boruta” w
Zgierzu, badanie i zastosowanie w doswiadczeniach odciekéw pobranych ze sktadowiska
odpadoéw niebezpiecznych w okolicach tych nieczynnych juz Zaktadéw. Zwazywszy na fakt, ze
sktadowisko to uznawane jest za jedng z najwiekszych tzw. ,,bomb ekologicznych" w Polsce,
mozna $miato stwierdzi¢, ze podjete przez Doktorantke badania sg niezwykle wazne i bardzo
cenne dla tego konkretnego miejsca, a w przysztosci mogg by¢ podstawg do opracowania
nowych technologii, wspomagajgcych oczyszczanie tego zanieczyszczonego stanowiska.
Nalezy jednak podkresli¢, ze produkowane w tych Zaktadach i gromadzone na sktadowiskach
substancje barwigce, ktdre przyczynity sie do powstania tego zagrozenia w regionie tédzkim,
sg powszechnie wykorzystywane na catym swiecie i to w wielu gateziach przemystu, np.
farbiarskim, widkienniczym, kosmetycznym i papierniczym. Z tego tez powodu, smiato
mozna stwierdzié, ze uzyskane przez Doktorantke i opublikowane w pracach naukowych
wyniki _majg potencjat globalny. W ostatnich latach coraz czesciej dowiadujemy sie o
znajdujgcych sie pod wieloma szerokosciami geograficznymi tykajacych ,bombach
ekologicznych”. Doktorantka wskazuje na stanowiska o podobnym zagrozeniu znajdujgce sie
w Polsce w swojej publikacji [Rys. 1: Goéralczyk-Binkowska i in. (2022) [Int. J. Environ. Res.
Public Health 2022, 19, 13997]. Majac na uwadze ogromne zagrozenie dla $srodowiska i
cztowieka konsekwencje zwigzane z wystepowaniem tego typu stanowisk, podejmowanie
dziatan umozliwiajgcych zmniejszenie tego niekorzystnego wptywu jest w chwili obecnej
kluczowym wyzwaniem dla naukowcow.

Dostepne dane wskazujg, ze az 50% substancji stosowanych w rdznych gateziach
przemystu podczas barwienia moze przedostawa¢ sie do Srodowiska w wyniku
nieskutecznych proceséw technologicznych. Biologiczna eliminacja tych zanieczyszczen
stanowi w tym aspekcie bardzo obiecujgce, tanie i przyjazne dla srodowiska rozwigzanie
eliminacji tego typu zanieczyszczern. Wykorzystanie do tego celu mikroorganizmow
pochodzacych z terendw zanieczyszczonych zwieksza szanse na wyselekcjonowanie
mikroorganizméw zdolnych do przetrwania w tak zanieczyszczonym Srodowisku.
Doktorantka w ramach realizowanej pracy doktorskiej wyselekcjonowata izolat grzyba
strzepkowego N. pironii, ktéry posiada potencjalne mozliwosci wykorzystania w procesach
eliminacji réznorodnych zanieczyszczen takich jak barwniki azowe, aminy aromatyczne czy
WWA. Nalezy podkreslic, ze drobnoustrdj ten zdolny jest do przeksztatcen wyzej
wymienionych zwigzkéw nawet w obecnosci wielu toksycznych substancji. Stad tez mozna
przypuszczaé, ze mozliwe bedzie jego zastosowanie réwniez na wielu innych stanowiskach o
takim samym lub zblizonym charakterze zanieczyszczen.

Przeprowadzone przez Doktorantke szeroko zakrojone eksperymenty oraz uzyskane
wyniki w istotnym stopniu poszerzaja wiedze naukowg w temacie wykorzystania grzybdéw
strzepkowych do degradacji toksycznych zwigzkéw, a w przysztosci mogg w znaczacym
stopniu wptyng¢ na opracowanie nowatorskich technologii zwigzanych z bioremediacja
stanowisk zanieczyszczonych.




3. Najwainiejsze wyniki pracy doktorskiej przedstawione w publikacjach
naukowych i ich znaczenie

Do najwazniejszych osiggnie¢ zaprezentowanych w pracy doktorskiej Pani mgr A.
Goéralczyk-Binkowskiej zaliczam:

I. Opracowanie nowatorskiej technologii umozliwiajgcej wykorzystanie bioodpaddw,
takich jak ekstrakt z opadtych lisci, do hodowli grzybéw i wydajnej produkcji
lakazy. Rozwigzanie to moze przyczynic¢ sie do podejmowania nowych i tariszych
rozwigzan w gospodarce odpadami przemystowymi;

Il. Opracowanie metody oczyszczania mieszaniny zewngtrzkomérkowych biatek N.
pironii, _obejmujacej wytrgcanie biatek siarczanem amonu, ultrafiltracje, a
nastepnie chromatografie jonowymienng i filtracje zelowg. Opracowanie tej
techniki umozliwi jej wykorzystanie przez pracownikéw lub doktorantéw w innych
planowanych doswiadczeniach;

I1l. Potwierdzenie ogromnego potencjatu lakazy N. pironii i jej przydatnosci do
dekoloryzacji_barwnikéw przemystu tekstylnego zaliczanych do réznorodnych
grup chemicznych, takich jak np. barwniki azowe, indygoidowe i antrachinonowe.
Wyselekcjonowanie szczepu grzybowego o tak duzych mozliwosciach daje
nadzieje na jego szybkie i skuteczne zastosowanie w praktyce.

IV.Wykazanie, ze grzyb N. pironii _hodowany w _ obecnosci 10% odciekdéw
sktadowiskowych wykazuje dwukrotnie wyzszy przyrost biomasy, natomiast
obecna w_odciekach o-tolidyna (amina aromatyczna powstata na skutek
degradacji barwnikow azowych) jest przeksztatcana gtdwnie do mniej toksycznej
3,3’-dihydroksybenzydyny (m/z 217). Jest to pierwsze doniesienie literaturowe o
biotransformacji o-tolidyny przez mikroskopowe grzyby. Badania te stanowig
cenny wktad w rozwdj badan nad eliminacjg amin aromatycznych, ktora do tej
pory byta szeroko opisywana tylko u bakterii. Uzyskane wyniki mogg by¢ w
przysztosci bardzo przydatne w opracowaniu systemu do bioremediacji Srodowisk
skazonych réznorodnymi zanieczyszczeniami.

V. Potwierdzenie mozliwosci eliminacji WWA (wielopierscieniowych weglowodoréw
aromatycznych) przez N. pironii _w_obecnosci odciekow sktadowiskowych.
Zaprezentowane w pracy doktorskiej badania majg charakter podstawowy,
jednakze wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania grzyba N. pironii w procesach
biodegradacji rdéznorodnych zanieczyszczen generowanych przez przemyst
tekstylny.

Zamieszczony w pracy doktorskiej Wstep zostat napisany w sposdéb interesujacy i
wskazujgcy na najwazniejsze problemy, ktére sktonity Doktorantke do podjecia sie badan w
tym temacie. Podsumowanie najwazniejszych wynikéw odnosi sie do publikacji, ktére
stanowig cze$¢ pracy doktorskiej i w sposéb bardzo rzeczowy uwzglednia i opisuje
najcenniejsze dla rozwoju dalszych badan wyniki. Liczba, znaczenie i aktualnos¢
wykorzystanych w pracy doktorskiej referencji (ok. 50 pozycji) oraz sposdb pisania
potwierdzajg praktyczng i teoretyczng wiedze Doktorantki na temat przedstawianego w
rozprawie problemu. Wiekszo$é zacytowanych przez Doktorantke prac zostata opublikowana
w ostatnich dziesieciu latach w uznanych specjalistycznych czasopismach naukowych.



4. 0godlny dorobek naukowy Doktorantki

Poza publikacjami stanowigcymi czes¢ rozprawy doktorskiej, Doktorantka byta
wspotautorkg siedmiu innych prac naukowych opublikowanych w latach 2016-2022 w
renomowanych i wysoko punktowanych czasopismach. Podsumowanie dokonane w pracy
doktorskiej wskazuje, ze ogdélny dorobek naukowy Doktorantki na dzien ztozenia pracy
wynosi: IFs = 36,665, h = 6, MEIN = 900, przy liczbie cytowan 62. Pani mgr A. Géralczyk-
Binkowska byta réwniez wspétautorky: 13 rozdziatéw w podrecznikach akademickich, 13
doniesien konferencyjnych o zasiegu miedzynarodowym i 16 o zasiegu krajowym.
Uczestniczyta w organizacji 3 konferencji naukowych, byta wspdtorganizatorkg warsztatow
popularyzujgcych nauke. Na szczegdlne uznanie zastuguje staz w ramach programu
Erasmus+ w Laboratorium Biochemii Uniwersytetu w Wageningen (Krélestwo Niderlanddow)
[2 miesigce; 2017 r.] Ogromny zakres prac badawczych opisanych w rozprawie oraz udziat
Doktorantki w dodatkowych aktywnos$ciach wskazuje na jej ogromne zaangazowanie w
podejmowaniu nowych wyzwan naukowych.

5. Podsumowanie

Podsumowujgc, praca doktorska mgr A. Godralczyk-Binkowskiej stanowi zbiér
oryginalnych prac przedstawiajgcych niezwykle wazny i aktualny problem naukowy zwigzany
z wykorzystaniem mikroskopowego grzyba strzepkowego Nectriella pironii do produkcji
lakazopodobnej oksydazy wielomiedziowej oraz eliminacji zanieczyszczen pochodzacych z
przemystu tekstylnego takich jak barwniki przemystowe, aminy aromatyczne oraz
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne. Zaplanowane w trakcie realizacji projektu
doktorskiego doswiadczenia przeprowadzono przy uzyciu zréznicowanych technik, ktére
pozwolity na uzyskanie niezwykle cennych wynikéw badan, ktore zostaty bardzo doktadnie
przeanalizowane i omdwione w publikacjach naukowych stanowigcych czesé pracy
doktorskiej. Rozprawa doktorska zostata poprawnie przygotowana pod wzgledem
redakcyjnym.

6. Uwagi i pytania

(i) W publikacji Géralczyk-Birnkowska i in. (2020) [PLoS ONE 15(4): e0231453] opisano
wyniki identyfikacji wyselekcjonowanego w badaniach izolatu grzybowego
charakteryzujgcego sie najwyzszym potencjatem do syntezy lakkazy, wskazujac,
ze identyfikacji dokonano w oparciu o analize sekwencji. Bardzo prosze aby
doktorantka wyjasnita czy wykorzystana do wyszukiwania w bazie danych NCBI
BLAST sekwencja zostata wygenerowana na podstawie naktadajgcych sie na siebie
fragmentéw sekwencji uzyskanych z sekwencjonowania czy pojedynczej
sekwencji? Dlaczego w publikacji nie podano dtugosci otrzymanej sekwencji?
Dlaczego otrzymana sekwencja nie posiada numeru akcesyjnego nadanego przez
NCBI?

(i) W publikacji Goéralczyk-Binkowska i in. (2020) [PLoS ONE 15(4): e0231453]
przedstawiono Rysunek 3 i 4 (Laccase production by Nectriella pironii IM 6443)
bez przeprowadzonej analizy statystyczne;j.



(iii) W publikacji Goralczyk-Binkowska i in. (2021) [Scientific Reports, 11, 23829] na
Rysunku 3 a i b zastosowano na osi y rézne zakresy wartosci, co moze nieco
utrudniac wizualng interpretacje danych. Co do zasady, zakresy wartosci na osi y
powinny wskazywaé te same wartosci maksymalne.

(iv) W publikacji Géralczyk-Binkowska i in. (2022) [Int. J. Environ. Res. Public Health 2022,
19, 13997] autorka w czesci ,2.2. Microorganism and Growth Conditions”
powotuje sie na swoje wczesniejsze publikacje (40 i 41 wg numeracji podanej w
publikacji) odnoszac sie do informacji na temat stanowiska, z ktérego zostat
wyizolowany grzyb. Tymczasem w pracach tych nie opisano procedury, czasu i
miejsca izolacji.

1. Whnioski

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Aleksandry Goralczyk-Binkowskiej
przedstawia szeroko zakrojone i doskonale zaprezentowane wyniki badan, co wptywa na jej
0gdblny bardzo wysoki poziom merytoryczny. Liczba moich uwag jest niewielka i nie wptywa
na ogolng bardzo dobrg ocene pracy. Stwierdzam, ze przedfozona do recenzji rozprawa
spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z pdin.
zm.). Wnioskuje do Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie mgr Aleksandry
Goéralczyk-Binkowskiej do dalszych etapdéw postepowania o nadanie jej stopnia doktora w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Jednoczesnie, zwracam sie do Cztonkéw Komisji o wyrdinienie pracy doktorskiej za
wyrézniajacy sie poziom merytoryczny pracy doktorskiej i szczegdlne walory poznawcze,
ktére dostarczyty nowych i cennych danych w zakresie badan nad grzybem Nectreilla pironii,
a w efekcie w sposdb istotny poszerzyly mozliwosci zastosowania mikroorganizmow w
produkcji lakazopodobnej oksydazy wielomiedziowej i eliminacji toksycznych zanieczyszczen
przemystu tekstylnego.
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