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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Anny Goéralczyk-Binkowskiej
pt. ,,Wykorzystanie grzyba Nectriella pironii do produkcji lakazopodobnej oksydazy wielomiedziowej i
eliminacji toksycznych zanieczyszczen przemystu tekstylnego”

Oceniana praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii,
Instytutu Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu L.odzkiego pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Jerzego Dlugonskiego oraz promotora
pomocniczego dr Anny Jasinskie;j.

Podstawa wykonania recenzji

Recenzj¢ wykonatem w oparciu o decyzje Komisji Uniwersytetu £.odzkiego do spraw stopni naukowych w
dyscyplinie nauki biologiczne z dnia 13 grudnia 2022 roku, a takze pisma Przewodniczacej wW. w. Komisji
Prof. dr hab. Agnieszki Marczak, z dnia 22 grudnia 2022 roku oraz dostarczonego egzemplarza pracy
doktorskiej.

Charakterystyka tematyki pracy doktorskiej

Barwniki i pigmenty nadaja kolor naszemu zyciu. Sa wszechobecne i trudno wyobrazi¢ sobie nasz swiat
bez nich. Towarzysza nam od samego poczatku istnienia cztowieka. Na poczatku byly to przede wszystkim
barwne mineraly oraz ekstrakty z roslin. W miare jak rozwoj cywilizacyjny nabierat rozpedu, pojawita si¢
potrzeba produkcji na duzg skale syntetycznych zwigzkéw barwigcych. Byly one niezbedne do wytwarzania
kolorowych tkanin, farb itp. Nietrudno powigza¢ rozwoj chemii, technologii chemicznej, ktory nastgpit na
przetomie XIX i XX wieku z ogromnym wzrostem wytwarzania barwnikow. Staly si¢ one powszechnie
dostepne. W ten globalny trend doskonale wpisuje si¢ historia zaktadow Boruta, ktorego poczatki siggaja
1894 roku, kiedy zajmujacy sie barwnikami Jan Sniechowski postanowit wspélnie z dysponujacym $rodkami
finansowymi Ignacym Hordliczka zatozy¢ fabryke chemiczng. Przez kolejne 15 lat zdobywali pozycje wsrod
lokalnych drukarni i farbiarni. Od samego poczatku wystepowaly problemy ze §ciekami, ktore odprowadzano
do Bzury. Niestety nie trudno bylo zauwazy¢, ze powodowaly one ucigzliwe i latwo dostrzegalne
zanieczyszczenie wod gruntowych oraz zatruwaly powietrze, nadajac mu specyficzny zapach. Juz w roku
1910 rozpoczgto prace w nowej siedzibie, gdzie na 40 hektarach nieuzytkow gromadzono najbardziej
niebezpieczne odpady produkcyjne. Firma rozwijata si¢ bardzo dobrze i nawet zniszczenia w czasie I czy 11
wojny $wiatowej nie potozyly kresu jej dziatalnosci. Stato si¢ to dopiero pod koniec lat 90-tych XX wieku,
kiedy stare technologie i duze koszty produkcji nie byly w stanie konkurowa¢ z barwnikami produkowanymi
w innych krajach. Ostatecznie w roku 1999 zaklady postawiono w stan upadtos$ci. Nagromadzone latami
odpady produkcyjne spowodowaly, Zze tereny po dawnych zakladach Boruta, staty si¢ jednym z najbardzie;
skazonych obszaro6w nawet w skali globalnej. Z jednej strony jest to niesamowity problem, ktory
bezposrednio oddziatuje na zdrowie okolicznych mieszkancow. Jezeli jednak bedziemy si¢ stara¢ znalezé
jakie$ pozytywne strony tej sytuacji, to obecnie jest to unikalne miejsce poszukiwan mikroorganizmow, ktore
dostosowaty sie do ekstremalnych warunkow i potrafia rozktadaé barwniki.

Samo zagadnienie usuwania barwnikéw ze S$rodowiska jest jednym z najbardziej eksplorowanych
obszaré6w naukowych ostatnich 30-lat. Wystarczy wpisa¢ kluczowe stowa do baz takich jak Scopus by od
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razu dostrzec tysigce prac, ktore sg cytowane rowniez przez tysigce innych badaczy w swoich badaniach.

Naukowcy szukajg wydajnych metod fizyko-chemicznych, ktore niestety nie sg idealne i wymagaja
duzych nakladéw finansowych. Poniewaz produkcja tekstylna odbywa si¢ w wiekszosci w krajach
rozwijajacych si¢, $rodki finansowe sa ograniczone. Poszukuje si¢ wigc metod biologicznych, poniewaz w
powszechnym przeswiadczeniu sa one tansze. Jednak wiedza na temat biologicznego rozktadu barwnikow
jest nadal niepelna, a zastosowanie komercyjne mikroorganizméw w bioremediacji skazonego tego typu
zwigzkami srodowiska jest na wstepnych etapach.

Jak wida¢ z powyzszego wprowadzenia, tematyka badawcza podjeta przez Panig mgr Aleksandr¢ Anng
Goralczyk-Binkowska doskonale wpisuje si¢ w $wiatowe trendy badawcze. Co wigcej, jest to idealne
wykorzystanie lokalnego i jakze unikalnego w skali $wiatowe] skazonego terenu do pozyskania oraz
przebadania mikroorganizméw zdolnych do degradacji barwnikow. Doktorantka skoncentrowata swojg uwage
na wytypowaniu mikroorganizmu cechujacego si¢ zdolnoscia do produkcji enzymu o aktywnosci lakazy i
eliminacji barwnikow przemystu tekstylnego, amin aromatycznych oraz wielopierScieniowych
weglowodorow aromatycznych. Ponadto podjeta probe analizy mechanizmow adaptacji Nectriella pironii do
toksycznych zanieczyszczen generowanych przez przemyst tekstylny.

Badania podjete w niniejszej pracy doktorskiej przyczyniaja si¢ do lepszego zrozumienia proceséw
biotransformacji wybranych ksenobiotykéw oraz wzbogacaja nasza wiedz¢ na temat skomplikowanych,
wieloptaszczyznowych mechanizméw adaptacyjnych wykorzystywanych przez mikroorganizmy zasiedlajace
najbardziej skazone nisze srodowiskowe. Niniejsza praca doktorska bez watpienia wnosi wiele elementow
nowosci naukowej do obecnego stanu wiedzy i jak juz wspomniano, doskonale wpisuje si¢ w kierunki
badawcze realizowane przez najlepsze osrodki naukowe.

Formalna ocena pracy doktorskiej

Praca doktorska Pani mgr Aleksandry Anny Géralczyk-Binkowskiej zostata zrealizowana i przedstawiona
jako cykl trzech spojnych tematycznie prac doswiadczalnych oraz jednej pracy przegladoweyj:

o Goralczyk-Binkowska A., Jasinska A., Dhugonski J. 2019. Characteristics and use of multicopper
oxidases enzymes, Advancements of Microbiology, 58, 1, 7-18
https://doi.org/10.21307/PM-2019.58.1.007. 1F,0,1=1,106; IFs5 e1ni=1,955; punkty MEiN=20

e Goralczyk-Binkowska A., Jasinska A., Dlugonski A., Plocinski P., Dhugonski J. 2020. Laccase
activity of the ascomycete fungus Nectriella pironii and innovative strategies for its production on
leaf litter of an urban park, PL0oS ONE, 15, e0233553
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231453. 1F5»1=3,752; IFs emi=4,069; punkty MEIN=100

o Goralczyk-Binkowska A., Diugonski A., Bernat P., Dtugonski J., Jasinska A. 2021. Environmental
and molecular approach to dye industry waste degradation by the ascomycete fungus Nectriella
pironii, Scientific Reports, 11, 23829
https://doi.org/10.1038/s41598-021-03446-X. 1F,021=4,997; IFs ni=5,516; punkty MEiN=140

o Goralczyk-Binkowska A., Dhugonski A., Bernat P., Diugonski J., Jasinska A. 2022. Accelerated
PAHSs transformation in the presence of dye industry landfill leachate combined with fungal
membrane lipids changes, International Journal of Environmental Research and Public Health,
19, 13997
https://doi.org/10.3390/ijerph192113997. IF,021=4,614; 1F5 ni=4,799; punkty MEiN=140

Zgodnie z informacjg podang przez Doktorantke, sumaryczny 1Fy»:=16,339, sumaryczny IFs .ni=14,469, a
taczna liczba punktow MEiIN=400 dla punktacji MEIN wedtug listy obowiazujacej w dniu 07.11.2022 r.


https://doi.org/10.21307/PM-2019.58.1.007.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231453.
https://doi.org/10.1038/s41598-021-03446-x.
https://doi.org/10.3390/ijerph192113997

Wszystkie prace zostaly opublikowane w czasopismach dobrze rozpoznawalnych wsréd naukowcow
zajmujacych sie zagadnieniami $rodowiskowymi. Cieszg sie one rowniez dobra opinig i wiarygodnoscig
naukowa.

W szczegdlny sposob nalezy podkresli¢, ze we wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, a
to zwyczajowo odpowiada roli osoby wykonujacej wigkszo$¢ badan laboratoryjnych. Znajduje to peine
potwierdzenie w o$wiadczeniach przedstawionych na 4 stronach sekcji ,,O$wiadczenia wspotautoréw o
udziale w publikacjach”, zgodnie z ktérymi udziat mgr Aleksandry Anny Goralczyk-Binkowskiej wynosi
odpowiednio 70%, 60%, 60% oraz 60% dla prac P1, P2, P3 i P4.

Obecnie realizacja jakichkolwiek badan mozliwa jest wylacznie pod warunkiem dysponowania
odpowiednimi $rodkami finansowymi. Warto wigc podkresli¢ aktywnos¢ Doktorantki w kwestii pozyskiwania
funduszy i kierowania badaniami w ramach:

e projektu Preludium 14, 2017/27/N/NZ9/02160, przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki; Tytut
projektu: ,,Charakterystyka indukcji lakazy grzyba Myrothecium sp. IM 6443 oraz analiza jej
potencjatu biodegradacyjnego”

e dotacji celowej na dziatalno$¢ zwigzang z prowadzeniem badan naukowych lub prac rozwojowych

oraz zadan z nimi zwiazanych, stuzacych rozwojowi mtodych naukowcow oraz uczestnikéw studiow
doktoranckich, 5811/E-345/M/2018

Nalezy podkresli¢, ze niniejsza rozprawa doktorska jest oparta na bardzo czytelnym zbiorze
opublikowanych artykutow, ktore jasno okreslaja zakres pracy Doktorantki. Liczba artykutow odpowiada
réowniez $redniej liczbie artykuldw podobnych prac doktorskich w miedzynarodowym $rodowisku naukowym
i jest w 100% adekwatna do specyfiki prowadzonych badan. Pragne podkresli¢, ze jest to bardzo dobrze
przygotowana rozprawa w formie zbioru publikacji.

Uktad pracy jest typowy dla doktoratow tego typu. Cato$é pracy zawarto na 124 stronach. Po stronie
tytutowe]j oraz stronie z lista uzywanych skrotow znajduje sie spis tresci. Na osobnej stronie wyraznie
wyszczegoblniono jakie prace stanowia podstawe do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora oraz w jakich
czasopismach zostaly one opublikowane. Podano réwniez warto$¢ wspotczynnika oddziatywania (IF) oraz
punkty ministerialne (MEiN) wedtug stanu na dzien 7 11 2022. Na kolejnej stronie umieszczono informacje o
zrodlach finansowania zrealizowanych badan. Zwigzle wprowadzenie do tematyki badawczej zawarto na
nastepnych trzech stronach. Kolejno autor umiescit cele pracy, w ramach ktérych trafnie wyodrebniono
nastepujace zadania badawcze:

e skrining grzybow wyizolowanych z terenu dawnych Zakladow Przemystu Barwnikow ,.Boruta” w
Zgierzu wykazujacych zdolno$¢ do produkcji enzymu o aktywnosci lakazy i eliminacji barwnikéw
przemystu tekstylnego

o wykorzystanie grzyba Nectriella pironii do eliminacji amin aromatycznych i barwnikéw azowych
oraz utylizacji odciekoéw ze sktadowiska odpadow niebezpiecznych

e climinacja wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych (WWA) przez grzyb N. pironii w
obecnosci odciekow sktadowiskowych oraz ustalenie mechanizméw adaptacji grzyba do toksycznych
zanieczyszczen generowanych przez przemyst tekstylny.

Na stronach 10-22 Doktorantka przedstawita syntetyczny opis realizacji poszczegdlnych celow pracy. W
tej sekcji w bardzo zwarty sposob opisano i podsumowano badania zawarte w pracy P2 przy wykorzystaniu
teoretycznego wstgpu opublikowanego jako artykut przegladowy w pracy P1. Na koniec przedstawiono
whnioski i czgstkowe stwierdzenia dotyczace skriningu grzybow wykazujacych zdolnos¢ do produkcji enzymu
o aktywnosci lakazy i eliminacji barwnikéw. Kolejne trzy strony to adekwatny, syntetyczny opis i
podsumowanie wynikow opublikowanych w pracy P3 wraz z wyszczegdlnionymi wnioskami dotyczacymi
eliminacji amin aromatycznych i barwnikéw azowych oraz utylizacji odciekow ze sktadowiska odpadow
przez wyselekcjonowany grzyb N. pironii. Analogicznie zreferowano eksperymenty i wyniki opublikowane w
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pracy P4 a takze przedstawiono wnioski dotyczace eliminacji WWA przez N. pironii w obecnosci odciekoéw ze
sktadowiska odpaddéw niebezpiecznych oraz mechanizméow adaptacji grzyba do srodowiska skazonego tymi
odciekami.

Na stronie 23 umieszczono wnioski i stwierdzenia koncowe. Po nich znajduje si¢ 2 stronicowe streszczenie
w jezyku polskim oraz jego odpowiednik w jezyku angielskim. Strony 28-32 zajmuje zestawienie
wykorzystanej w omoéwieniu literatury. Nastgpnie (strony 33-43) Doktorantka zestawita spis wszystkich
publikacji, rozdziatow w podregcznikach, zestawienie przyznanych nagrdd i wyrdznien, a takze doniesienia
konferencyjne wraz z kursami i szkoleniami i pozostala aktywno$é. Na stronie 44 jeszcze raz
wyszczegolniono publikacje stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej, co jest uzasadnione, gdyz w dalszej
czeSci pracy (strony 45-120) zamieszczono pelne wersje 4 artykutow naukowych wraz z dodatkowymi
danymi (Supplementary Information). Cato$¢ pracy zamykaja 4 strony oswiadczen dotyczacych udziatu
wspotautoréw w artykutach naukowych stanowigcych podstawe postgpowania 0 nadanie stopnia doktora.

Woprowadzenie oraz omowienie wynikow napisane sa poprawnym stylistycznie jezykiem. W sposob
szczeg6lny nalezy podkresli¢ wielkg dbato$¢ o jednolity sposob zapisu jednostek i symboli. Jest to pierwsza
rozprawa doktorska, w ktorej Recenzent nie znalazt ani jednego uchybienia w tej kwestii.

Ocena merytoryczna pracy doktorskiej

Podany w doktoracie cel badan jest czytelny i bardzo dobrze koresponduje z obecnym stanem wiedzy. Nie
jest tajemnica, ze w chwili obecnej przemyst biotechnologiczny poszukuje nowych enzymow, ktore beda
uzyteczne, tanie w produkcji 1 przyniosa dochod. Dlatego wszelkie badania zmierzajace do wyizolowania
uzytecznych enzymoéw, beda wazne i pozadane przez srodowisko naukowe.

Doktorantka, co nalezy podkresli¢, dokonala wzorowego rozeznania stanu wiedzy w realizowanej
tematyce badawczej. Przestudiowata zdecydowang wickszos$¢ z istotnych publikacji naukowych i dokonata
swiadomej eliminacji prac para-naukowych. Zdecydowana wigkszo$¢ zacytowanych dokumentéw pochodzi z
ostatnich kilku lat. Jest to rowniez potwierdzeniem faktu, Zze podjete badania sa nowatorskie i wpisujg si¢ w
tematyke badawcza realizowang przez znane mig¢dzynarodowe osrodki badawcze. Ponadto, wsrdd autorow
prac bez trudu mozna odnalez¢ prominentne nazwiska liderow tego typu badan na $wiecie.

Doktorantka poprzez wnikliwe studia literaturowe mogta, wspdlnie z promotorem, zaplanowa¢ badania w
sposob umozliwiajgcy opublikowanie przysztych wynikéw w istotnych czasopismach. Po lekturze prac
stanowiacych podstawe doktoratu wida¢ wyraznie, ze badania nie sa odtworcze i doskonale uzupeiniaja
obecny stan wiedzy. Trudno oczekiwaé, aby poszukiwanie enzymoéw przetozylo si¢ na rewolucje w Swiecie
nauki, ale analizujac zyski firm produkujacych enzymy, a takze naktady na poszukiwanie nowych enzymow i
ich potencjalnych zastosowan, nie mozna mie¢ watpliwos$ci co do potrzeby prowadzenia takich badan.

Zaprezentowane badania nie sg odtworcze i jak juz wspomniatem, wnosza elementy nowosci naukowe;j,
pozwalajg na lepsze i pelniejsze zrozumienie mechanizméw adaptacji grzybow do realnych skazen
wystepujacych w miejscach przechowywania odpadoéw przemystu barwiarskiego.

Doktorantka wykorzystata interesujacy warsztat badawczy, w pelni odpowiadajacy potrzebom i
zapewniajacy uzyskanie wiarygodnych wynikow. Sam proces wytypowania odpowiedniego grzyba, a
nastepnie jego analiza w prostych ukladach modelowych, by nastgpnie przejs¢ do bardziej zlozonych
uktadéw, w ktérych obecne sa rzeczywiste skazenia, jest optymalny i zgodny ze wszystkimi standardami
naukowymi. Wage wynikéw podnosi wyizolowanie odpowiedniego enzymu i jego opis. Ponadto weryfikacja
dziatania w ukladach rzeczywistych zanieczyszczen w formie odcieku ze skladowiska odpadéw
niebezpiecznych, przez co od badan modelowych o znaczeniu naukowym Doktorantka przeszta do badan o
znaczeniu praktycznym. Wszystkie te etapy wyraznie pokazuja, ze badania sg catosciowo spdjne. Nie jest to
zbiér przypadkowych eksperymentow, ale zestaw dobrze zaplanowanych badan, ktore skladaja si¢ na
komplementarng wiedze¢ uzyskana przez Doktorantke i zaprezentowang w postaci publikacji.

Szczegblowa analiza zatgczonych prac badawczych wraz z autorskim komentarzem Doktorantki, nasuneta
Recenzentowi pewne komentarze, sugestie i pytania:
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strona 16 — ,,Istotny wzrost stopnia biodegradacji ...” — stopien biodegradacji to niestety czesto
spotykany w pracach naukowych termin, ale zdecydowanie korzystniej uzywaé wyrazenia
»efektywnos¢ biodegradacji”. Jezeli chodzi o ,.istotny wzrost” — lepiej uzywa¢ wymiernych
zwrotow gdyz to co dla jednego naukowca moze by¢ istotne, dla innego moze by¢ nieistotne. Sg to
drobne uwagi o charakterze kosmetycznym.

strona 18 — ,,. Zatem wyzsza warto§¢ rozpuszczalno$ci w wodzie Fen w porownaniu z B[a]A i
B[a]P moze wzmaga¢ adsorpcje tego zwigzku z podtoza hodowlanego przez grzybnie.” —
zdecydowanie lepiej uzy¢ stowa ,pobor” niz ,adsorbcja”, a takze wyrazenia ,,wyzsza
rozpuszczalnos¢”

strona 19 — ,,odcieki wraz z B[a]An jak i B[a]P , co wskazuje” — chyba jedyne miejsce w pracy
gdzie widoczna jest niepotrzebna spacja. Cato$¢ pracy doktorskiej jest bardzo starannie
przygotowana pod wzgledem edytorskim, na poziomie niespotykanym nie tyle dla doktoratow, ale
nawet ksigzek wydawanych przez najbardziej znane wydawnictwa. Chyle czota, bo po raz
pierwszy spotkatem si¢ z takg dbatoscia o szczegoly.

Strona 20 — ,,wynosita odpowiednio 59,98 i1 68,43%.” - przy wartosciach procentowych nie ma
potrzeby takiej doktadnosci, dlatego zdecydowanie lepiej zaokragli¢ liczby do wartosci
pokazujacych trendy. Uwaga czytelnika kierowana jest wtedy na liczby 60 i 68%, a miejsca po
przecinku nie maja zadnego znaczenia. Doktorantka w wickszosci pracy podaje wartoSci
procentowe zgodnie z sugestia Recenzenta, ale w kilku miejscach mozna odnalez¢ niepotrzebna
doktadnos¢.

Strona 20 — ,,Réwnoczesnie wykonywane analizy zawartosci kwasow tluszczowych tworzacych
czasteczki fosfolipidow (ang. phospholipid fatty acids, PLFAs) ujawnity zmiany w ich nasyceniu
w obecno$ci Fen. Zmniejszeniu ulegla zawarto$¢ nienasyconych kwasoéw tluszczowych PC
18:2/18:2; PE 18:2/18:2 1 PE 18:2/18:1 przy jednoczesnym wzroscie zawarto$ci kwasow
nasyconych PC 16:0/18:2 i PC 16:0/18:1, co wskazuje na wzrost integralnosci blony. W oparciu o
uzyskane wyniki wykazano, iz kwas palmitynowy (C16:0) byl najbardziej dominujacym
nasyconym kwasem tluszczowym, podczas gdy wsrdd nienasyconych byly to kwas oleinowy
(C18:1) i kwas linolowy (C18:2).” - warto byto by skorelowa¢ to wnioskowanie z eksperymentem
wykorzystujacym indykator stosowany do sprawdzenia integralnosci membran komoérkowych np.
Trypan Blue, Neutral Red, Fluorescent Propidium lodide

https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2012.12.010

Strona 21 — ,,Badany szczep jest w stanie eliminowac trzy-, cztero i pigciopierscieniowe WWA, a
dodatek odciekéw do hodowli przyspiesza tempo biodegradacji Fen, B[a]JA i B[a]P.” — moze
bardziej odpowiednim stowem bylaby biotransformacja? Biodegradacja w jezyku polskim jest
do$¢ niejasna i moze odnosi¢ sie do wstepnych etapoéw enzymatycznej obrébki danego
ksenobiotyku jak i catkowitego utlenienia do CO, czyli odpowiednio do primary biodegradation
lub ultimate biodegradation (mineralizacja). W przypadku WWA najczgsciej obserwujemy
biotransformacj¢, cho¢ bez problemu znajdzie takze gatunki zdolne do wzrostu na mniej
skomplikowanych wariantach WWA, jako jedynym zrodle wegla.

Strona 24 — ,,7Z powodu nieskutecznos$ci proceséw technologicznych do $rodowiska moze
przedostawac nawet do 50% substancji stosowanych w barwieniu.” — moze nawet nie chodzi o
skutecznos$¢, ale o maksymalizacje zyskow. Mozemy skonstruowaé prawie idealny proces i
instalacje, ale koszty finalne produktu beda niekonkurencyjne w stosunku do typowych instalacji.
Niestety godzimy si¢ na to aby wspiera¢ takie tanie rozwigzania kupujac ogromme ilosci
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niepotrzebnych ubran.

Praca 1 — Bardzo ciekawy artykul pozwalajacy na dobre zapoznanie si¢ z enzymami z grupy
wielomiedziowych oksydaz. Z jednej strony mozna rozwazaé, czy Postepy Mikrobiologii to
wiodace czasopismo z listy filadelfijskiej, ale z drugiej, wazniejszej strony, jest ono tatwo dostgpne
i cieszace si¢ duza poczytnoscia w polskich warunkach. W pracy Doktorantka jest pierwszym
autorem i z pewnoscig byla zaangazowana w przygotowanie i odpowiednie wyselekcjonowanie
najwazniejszych informacji. Drobne uwagi dotycza Tabeli II. Warto ujednolici¢ jednostki i
przeliczy¢ tak aby mg nie byly przemieszane z mM. Ponadto zawsze nalezy podawac poczatkowe
stezenie analizowanego zwigzku, gdyz to do tej wartosci odnosi si¢ biodegradacja podana w
procentach. Gdy brakuje poczatkowego stezenia, to procenty nie mowig nam absolutnie nic. Warto
takze wprowadzi¢ dodatkowe kolumny z autorskim komentarzem do opisanych badan.
Przyktadowo bardzo cenna bedzie informacja czy autorzy analizowali dalsze losy produktow
wstepnej biotransformacji barwnikéw, jakie wigzanie byto atakowane itp. Autorzy majg prawo
wskaza¢ mocne i stabe strony opisywanych prac. Pod takimi rozbudowanymi tabelami mozna
réwniez dokona¢ zbiorczego opisu obecnych trendéw badawczych i réwnocze$nie wskaza¢ nowe
kierunki badan. Mozna wtedy unika¢ pokazywania w tre$ci informacji o malym znaczeniu np.:
,,For example, a crude extract of the laccase derived from the fungus P. nebrodensis has shown
effective decolorization (82.69%) of malachite green after just one hour of incubation [99].” Jak
wspomniatem powyzej, takie zdania nie przekazujg zadnej istotnej tresci gdyz nie wiemy jakie
bylo poczatkowe stezenie analizowanego barwnika. Zdecydowanie lepiej umieszczaé takie
badania w tabelach z odpowiednim komentarzem oraz od razu zaokragla¢ liczby do istotnych
warto$ci. Taka strategia pozwala na publikowanie artykulow przegladowych w najbardziej
pozadanych czasopismach.

Praca 2 — Idealny tytul, w ktérym autorzy nie podaja specyficznych numeréw szczepu. Jednym z
najczestszych btedow jest umieszczanie w tytule numeréw lub oznaczen szczepow, ktore nie
moéwig nic potencjalnemu czytelnikowi, a co przeklada si¢ od razu na mniejszy entuzjazm do
zapoznania si¢ z resztg manuskryptu.

Praca 2 - Wykorzystanie liSci jako materiatu zawierajacego zwigzki fenolowe celem zwigkszenia
produkcji odpowiednich enzymow jest bardzo trafnym i ciekawym rozwigzaniem. Autorzy podaja:
,» Tl date, especially agricultural waste such as fruit peels, cereal bran, and straw or oil cakes have
been successfully used for laccase production.” Oczywiscie jest to prawda, ale w wielu
przypadkach takie odpady nalezy gromadzi¢ i koszty transportu sg za wysokie, a zaproponowane
rozwigzanie nie ma zadnego potencjatu ekonomicznego. Doktorantka zdecydowanie trafniej
wybrata substrat, gdyz li§cie musza by¢ usuwane z terenéw miejskich, co od razu zmniejsza
koszty. Ponadto liscie musza by¢ przetworzone, poddane kompostowaniu itp. Przy okazji mozna
pewne szarze wykorzysta¢ do produkcji biotechnologicznej. Szkoda, ze Doktorantka nie dokonata
prostego oszacowania kosztow takiej produkcji. Istnieja modele, ktéore mozna bylo tutaj
wykorzystaé, co zdecydowanie byto by cennym przyktadem dla wielu czytelnikow. Tym bardziej,
ze dokonano juz wstepnego oszacowania potencjatu gromadzenia lisci: ,,... an estimated 0.8 Mg of
leaf bio-waste (fresh matter) can be obtained from one adult urban tree on a yearly basis. By
averaging these statistical data, it can be evaluated that about 5.4 Mg of wet leaf litter can be
provided annually by adult trees of A. hippocastanum L. and P. simonii “Fastigiata” growing in the
studied area (the Plac Komuny Paryskiej pocket park).”

Praca 2 - ,,However, few studies indicate synergistic stimulation of laccase production by metal
ions and aromatic com pounds [9, 10].” — Prowadzenie eksperymentéw w realnych warunkach, w
ktorych wystepuja mieszaniny ksenobiotykow jest niezmiernie wazne. Opublikowano wiele prac
wykorzystujacych jeden typ ksenobiotyku jako modelowe zanieczyszczenie. Problemem jest to, ze
takie sytuacje sa nierealne i bardzo rzadko spotykane w srodowisku. Najczgsciej mamy do
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czynienia z wieloma ksenobiotykami, ktorych toksyczne dziatanie naktada sie na siebie. Dlatego
nalezy doceni¢ taki wybor Doktorantki, przez co opublikowana praca wpisuje si¢ w najnowsze
trendy badawcze.

Praca 2 — Trochg szkoda, ze autorzy nie podj¢li wyzwania oznaczenia produktow dekoloryzacji za
pomoca bardziej wyrafinowanych metod, np. HPLC-MS. Rozumiem, ze do skriningu wystarczy
prosta i tania metoda UV, ale warto byloby si¢ do tej kwestii odnies¢ w tresci pracy.

Praca 2 — Tabela 1 — Chyba korzystniej byloby przenies¢ ja do ESI, gdyz najwazniejsza jest
uniwersalna wiadomos¢ ptyngca z tego zestawienia, a nie poszczegolne wartosci. Tabela 2 — nie
ma potrzeby podawania inhibicji z dwoma miejscami po przecinku.

Praca 3 — Swietny raport pozwalajacy zrozumieé specyfike skazonego miejsca, procesu uwalniania
zgromadzonych substancji oraz charakteryzujacy zdolno$ci grzyba wyselekcjonowanego w pracy
2. Badania zostaly zaprojektowane tak aby oceni¢ mozliwo$ci grzyba do eliminacji amin
aromatycznych i barwnikéw azowych. Doktorantka udowodnita, ze o-tolidyna obecna w odcieku,
byta przeksztatcana do 3,3’- dihydroksybenzydyny. Ta praca jest naturalng kontynuacjg pracy 2.

Praca 3 - Najwazniejszym elementem wplywajacym na warto$§¢ poznawcza tej publikacji sa
badania dotyczace zdolnosci Nectriella pironii do wzrostu w rzeczywistych uktadach
zanieczyszczen. Mozna prowadzi¢ wiele badan stosujac ukltady modelowe ale dopiero
wykorzystanie prawdziwych probek pozwala na wstgpng weryfikacje potencjalnych zdolnosci
mikroorganizmow do komercyjnych zastosowan. Oczywiscie jest to dopiero pierwszy krok, ale z
punktu widzenia komplementarnosci przedstawionych w niniejszym doktoracie badan,
niezmiernie istotny. Wybrane miejsce i odcieki sg doskonale dobrane i az prosi sie o kontynuacje
badan w skali pot-technicznej.

Praca 4 — Badania zaprezentowane w tej pracy stanowia idealne zakonczenie cyklu publikacji.
Identyfikacja mechanizméw adaptacji N. pironii do zanieczyszczen takich jak WWA w obecnosci
odciekéw z omawianego sktadowiska odpadow niebezpiecznych, stanowi doskonate uzupetnienie
obecnego stanu wiedzy. Jak juz wcze$niej wspominalem, prowadzenie badan z wybranym
ksenobiotykiem i wnioskowanie co do komercyjnego wykorzystania danego mikroorganizmu, co
niestety jest nagminne w wielu pracach naukowych, jest nieuzasadnionym optymizmem, czy
nawet spekulacjg. W rzeczywistych uktadach takie mikroorganizmy najczesciej nie sag w stanie
przetrwac, nie mowiac juz o prowadzeniu procesOw oczyszczania. Dlatego nalezy podkresli¢, ze
Doktorantka realizuje bardzo dobrze zaplanowane eksperymenty, ktore wpisuja si¢ w najnowsze
trendy badawcze. Krok po kroku, komplikuje uktad badawczy i udowadnia, ze N. pironii nawet w
obecnosci wielu zanieczyszczen, nadal zachowuje swoja aktywno$¢ metaboliczng i zdolno$¢ do
rozktadu ksenobiotykow.

Praca 4 - Uzyskane wyniki wykazaly, iz badany szczep jest w stanie eliminowac trzy-, cztero- i
pigciopierscieniowe WWA. Ponadto, wprowadzenie odciekow do hodowli przyspiesza tempo
biodegradacji fenantrenu (Fen), benz[a]antracenu (B[a]A) i benz[a]pirenu (B[a]P. W tym migejscu
chcialbym zapyta¢ Doktorantke czy mozemy sformutowac generalne stwierdzenie, ze grzyby
posiadaja bogaty zestaw enzymatyczny, ale nakierowane sg na wstgpne biotransformacje szeregu
ksenobiotykoéw bez zdolnosci do mineralizacji tych zwigzkoéw. Natomiast bakterie zdecydowanie
czesciej potrafia wykorzystywac¢ metabolity grzybdw, jako jedyne zrodto wegla. Dzigki temu
szybko rosngce grzyby, zapewniajg bakteriom zrodlo wegla, a bez grzybow, bakterie miatyby
mniejsze szanse na przezycie. Jakie jest zdanie Doktorantki w tej kwestii? Czy si¢ zgadza? Czy
moze jest to zbyt wielkie uproszczenie? Pytam si¢ w konteksScie planowania badan zwigzanych z
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degradacjg barwnikow w warunkach srodowiskowych. Czy i jak czesto opisywano bakterie
zdolne do degradacji barwnikoéw?

e Praca 4 — Czy Doktorantka moze odnie$¢ si¢ do mojego komentarza dotyczacego indykatorow
stosowanych do sprawdzenia integralnosci membran komorkowych (strona 20).

e Praca 4 — ,Hence, the exploitation of real matrices (soil or sewage) in studies regarding the
removal of PAHs contributes to better predictions of their action.” — lepiej uzywac stowa “probki
srodowiskowe”. Zgodnie ze stownikiem PWN: - “matryca- w chemii analitycznej termin
okreslajacy wszystkie sktadniki probki analitycznej poza sktadnikiem oznaczanym, tj. analitem;
wplyw, ktory moga wywiera¢ wspotobecne w probee sktadniki na oznaczenie analitu nazywa si¢
efektem matrycowym.”. Poniewaz nie chodzi o zagadnienie wiarygodno$ci oznaczania WWA w
réznych probkach, np. nie analizujemy krzywej wzorcowej i granic detekcji, to lepiej uzywac
terminu probki wodne, probki glebowe w konteks$cie wspomnianym przez Doktorantke.

e Praca 4 — ,For example, Partovinia and Naeimpoor [28] showed the entire biodegradation of PHE
(250 ppm) after 7 days using FC and IC of a microbial consortium ...” — autorzy wspomnianej
publikacji btednie stosuja termin konsorcjum, uzywajac go do okreslenia “mixed culture”.

e Praca 2, 3i4 - Bardzo doceniam, ze zaplanowane badania sa spojne i wzajemnie si¢ uzupehiaja.
Warto rowniez podkresli¢, ze Doktorantka prowadzi dojrzata dyskusj¢ naukowa opierajac sig
wylacznie na faktach. W zadnym momencie nie spekuluje i nie wykazuje tendencji do
nadinterpretowania uzyskanych danych. Liczg si¢ tylko fakty potwierdzone naukowo. Chciatbym
w szczegblny sposob zasygnalizowac ten fakt, gdyz zastuguje on na wyrdznienie.

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska nalezy wyr6zni¢ bardzo duzy wktad wihasnej pracy
Doktorantki. Nalezy podkresli¢, ze jest to praca przemys$lana, wymagajaca umiej¢tnosci praktycznych oraz
doskonale zinterpretowana. Jest to rowniez bardzo dobra praca doktorska zrealizowana w formie zbioru
publikacji opatrzonych komentarzem autorskim.

W sposob szczegdlny pragng rowniez wyrdzni¢ ogromne zaangazowanie Doktorantki, ktora byta aktywna
nie tylko w realizacj¢ zaplanowanych badan. Oprocz 4 publikacji stanowigcych podstawe rozprawy
doktorskiej, Doktorantka jest rowniez wspotautorem 7 innych praz z listy filadelfijskiej oraz 13 rozdziatlow w
ksigzkach i podrecznikach. Ponadto 26 razy referowata wyniki na konferencjach zagranicznych i krajowych.
Przez okres 3 miesi¢cy zdobywata doswiadczenie w Laboratorium Biochemii Uniwersytetu w Wageningen,
Holandia. Ponadto jest cztonkiem PTM, a od 2020 sekretarzem Sekcji ,,Micromycetes w ochronie zdrowia,
srodowiska oraz w przemysle”. Jezeli doliczymy to tego udziat w krotszych wyjazdach szkoleniowych,
warsztatach, dziatalno$¢ organizacyjng to jawi si¢ nam sylwetka osoby bardzo pr¢znie dziatajacej na wielu
waznych obszarach determinujacych sukces w nauce. Nie dziwi wigc fakt, ze Jej aktywno$¢ zostata
uhonorowang przyznaniem Nagrody zespotowej Ministra Edukacji i Nauki (2022) a takze Nagrody II stopnia
J.M. Rektora Uniwersytetu L.odzkiego (2017).

Bardzo wysoko oceniam niniejszg rozprawe doktorska pod wzgledem merytorycznym i wnosze do
Komisji Uniwersytetu L.odzkiego ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o jej wyrdznienie.

Uzasadnienie wyréznienia
W niniejszej pracy doktorskiej nalezy w sposob szczegdlny zwroci¢ uwage na nastepujace kwestie:

e doskonate przygotowanie merytoryczne Doktoranta w obrebie tematyki badawczej i
zaangazowanie w prowadzenie eksperymentdéw, czego dowodem jest pozycja Doktorantki jako
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pierwszego autora we wszystkich pracach.

e merytoryczna i dojrzata dyskusja naukowa poparta we wzorowy sposob wiasnymi wynikami
badan.

e komplementarno$¢ wszystkich prac wchodzacych w zakres doktoratu, dzigki czemu Doktorantka
rozwingta si¢ naukowo. Doktorantka rozumie i pltynnie porusza si¢ w problematyce bedacej
przedmiotem badan. Wykorzystuje specjalistyczne i aktualne zrodta informacji, potrafi planowac
i prowadzi¢ badania naukowe. Posiada zdolno$¢ interpretacji uzyskanych wynikéw oraz
krytycznej analizy. Bez tych elementow prace bytyby niespojne a czasem nawet wewngtrznie
Sprzeczne.

e bardzo duza aktywnos¢ w wielu obszarach naukowo-organizacyjnych. Z pewnoscia Doktorantka
nalezy do bardzo nielicznej grupy tak preznie dziatajacych naukowcow w swojej grupie
wiekowej.

Biorac pod uwage wszystkie powyzsze aspekty, ktére skladajg si¢ na bardzo dobra, nowoczesng prace
doktorska, wnoszaca duzo elementow nowosci naukowej do nauk biologicznych, wnioskuj¢ o wyr6znienie
recenzowanej pracy.

Whiosek koncowy

Analizujac niniejsza prace doktorska pod katem aktualnosci i oryginalno$ci podjetych badan mozna z catg
pewnoscig stwierdzi¢, ze Autorka z sukcesem odnalazta swojg nisz¢ badawcza, a zrealizowane przez Nig
badania beda interesujace dla szeregu naukowcow zainteresowanych usuwaniem barwnikdéw oraz adaptacja
mikroorganizmow do obecnosci réznorodnych mieszanin ksenobiotykow.

Reasumujac, przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska mgr Aleksandry Anny Goralczyk-Binkowskiej
pt. ,,Wykorzystanie grzyba Nectriella pironii do produkcji lakazopodobnej oksydazy wielomiedziowej i
eliminacji toksycznych zanieczyszczen przemystu tekstylnego” oceniam bardzo pozytywnie oraz
stwierdzam, Ze spetnia ona wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim procedowanym na podstawie
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki oraz Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce. Ponadto, praca
stanowi oryginalne rozwigzanie zagadnienia naukowego oraz wykazuje niezbgdng ogolng wiedze
teoretycznag Autorki i1 umiejetno$§¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej dlatego wnosze o
dopuszczenie mgr Aleksandry Anny Goralczyk-Binkowskiej do dalszych etapow postepowania doktorskiego.

Z powazaniem,

L

prof. dr hab. inz. Lukasz Chrzanowski



