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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Ruchi Manishkumar Upadhyay zostala
przygotowana na zlecenic Rady Naukowej Dyscypliny Inzynieria Srodowiska,
Goémictwo i Energetyka, na podstawie przedlozonego manuskryptu pracy
pt.: “Determination of the mechanism and optimization of the conditions of the process
of removing colored aromatic compounds by selected Basidiomycota”, wykonanej
na Wydziale Energetyki i Inzynierii $rodowiska Politechniki Slaskiej, pod kierunkiem
prof. dr hab. inz. Wioletty Przystas.

Recenzje opracowano zgodnie z obowigzujacymi przepisami prawa, w szczegdlnosci
z uwzglednieniem wymagani okreslonych w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. 2024, poz. 1571, z pdzn. zm.), a takze
standardow przyjetych dla ocen rozpraw doktorskich w dyscyplinie inzynieria
érodowiska, gérnictwo i energetyka. Podstawg opracowania recenzji stanowit przekazany
egzemplarz rozprawy doktorskiej wraz z jej czescig opisowg oraz wynikami badaf
wiasnych Doktorantki.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy zagadnienia o wysokiej
aktualno$ci naukowej oraz istotnym znaczeniu praktycznym, jakim jest usuwanie
barwnikéw syntetycznych ze $rodowiska wodnego z wykorzystaniem metod
biologicznych. Problematyka ta wpisuje si¢ w jeden z kluczowych obszarow
wspolczesne] inzynierii srodowiska, skoncentrowany na opracowywaniu efektywnych,
niskoemisyjnych oraz zgodnych z zasadami zréwnowazonego rozwoju technologii
oczyszczania $ciekéw. W dobie zaostrzajgcych si¢ regulacji $rodowiskowych oraz
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rosngcej presji na ograniczenie negatywnego oddzialywania przemyshu na srodowisko
naturalne, zagadnienia zwigzane z eliminacjg trwatych zanieczyszczen organicznych,
do ktérych zaliczajg si¢ barwniki syntetyczne, nabieraja szczegdlnego znaczenia.

Autorka w sposéb trafny i przekonujacy wskazuje, ze problem obecnosci barwnikow
w $rodowisku ma charakter globalny i wynika zaréwno z bardzo duzej skali ich
produkgji, jak i niewystarczajacej efektywnosci konwencjonalnych metod oczyszczania
$ciekow przemystowych. Barwniki syntetyczne, ze wzgledu na swojg zlozong strukturg
chemiczna, wysoka trwalo$é oraz odporno$é na biodegradacje, stanowia szczegélnie
trudng do usunigcia grupe zanieczyszczen. Ich obecno$¢ w Srodowisku wodnym
prowadzi nie tylko do pogorszenia jakosci wod poprzez zmiang wiasciwosci optycznych,
ale réwniez do szeregu negatywnych skutkéw ekologicznych, w tym ograniczenia
procesébw fotosyntezy, zaburzenia funkcjonowania lancuchéw troficznych oraz
potencjalnego dziatania toksycznego i mutagennego wobec organizméw zywych. W tym
kontekécie poszukiwanie alternatywnych metod usuwania barwnikéw, opartych
na procesach biologicznych, nalezy uznaé za kierunek badan w pelni uzasadniony.
Metody biologiczne, w tym w szczegdlnosci wykorzystanie mikroorganizméw zdolnych
do biodegradacji zwigzkéw o charakterze ksenobiotycznym, stanowig obiecujacy
alternatywe dla tradycyjnych metod fizykochemicznych, ktore cze¢sto wigzg sig
z wysokimi kosztami eksploatacyjnymi oraz generowaniem wtérnych zanieczyszczen.
Wykorzystanie grzyboéw bialej zgnilizny drewna, charakteryzujacych si¢ szerokim
spektrum aktywnosci enzymatycznej oraz zdolnoscig do rozkladu zlozonych zwigzkow
aromatycznych, wpisuje si¢ w aktualne trendy rozwoju biotechnologii srodowiskowe;j,
ukierunkowane na wykorzystanie naturalnych mechanizméw metabolicznych
w procesach oczyszczania Srodowiska.

Na szczegblne podkreslenie zastuguje fakt, ze Autorka nie ogranicza si¢ wylgcznie
do oceny efektywnos$ci procesu usuwania barwnikow, lecz podejmuje probg poznania
mechanizméw jego przebiegu, co istotnie podnosi wartos¢ naukows rozprawy.
W odréznieniu od wielu prac o charakterze stricte aplikacyjnym, koncentrujacych
si¢ gléwnie na osiagnigciu wysokiej skuteczno$ci usuwania zanieczyszczen, Autorka
podejmuje wysitek zrozumienia podstawowych proceséw zachodzacych na poziomie
biochemicznym i komérkowym.

Zakres pracy obejmuje bowiem jednoczesnie optymalizacj¢ warunkoéw procesu (w tym
analiz¢ wplywu kluczowych parametréw operacyjnych), probe identyfikacji
mechanizméw biodegradacji i biosorpcji, oceng aktywnosci enzymatycznej ukiadow
biologicznych, badania ekotoksykologiczne pozwalajace na ocen¢ efektu
$rodowiskowego procesu, a takze analizy omiczne (transkryptomiczne i proteomiczne),
majagce na celu uchwycenie odpowiedzi organizméw na poziomie molekularnym.
Tak wielopoziomowe podejscie badawcze, obejmujace zaréwno skalg makroskopows



(efektywno$é procesu), jak i mikroskopowa (mechanizmy molekularne), nalezy uznac
zazgodne z aktualnymi trendami rozwoju badaf w inzynierii $rodowiska
i biotechnologii, gdzie coraz wigkszy nacisk kladzie si¢ na integracj¢ danych
procesowych i biologicznych. Podejscie to wskazuje zarazem na duza swiadomosé
badawcza Autorki oraz jej dazenie do kompleksowego ujecia analizowanego problemu.
Nalezy rowniez podkreslié, ze wiaczenie badan ekotoksykologicznych stanowi istotne
uzupelnienie klasycznych analiz efektywnosci procesu, pozwalajac na oceng
rzeczywistego wplywu uzyskanych efektéw na srodowisko, a nie jedynie na parametry
technologiczne. Szerokie i wielowatkowe ujecie problemu wigZe sig jednak z naturalnym
ryzykiem rozproszenia giéwnego nurtu analizy oraz nieré6wnomiernego poziomu
opracowania poszczegdlnych zagadnien. W pracy widoczne jest, Zze nie wszystkie
obszary badawcze zostaly rozwinigte z jednakows glebokoscia metodologiczng
i interpretacyjna, co wynika zar6wno z ich zréznicowanego charakteru, jak i z ograniczen
eksperymentalnych. W szczegélnosci dotyczy to analizy mechanizméw zachodzacych
proceséw opartej na analizach omicznych, w ktérej — mimo duzego potencjatu
poznawczego — zakres i sposb opracowania danych nie zawsze pozwala
na formulowanie jednoznacznych i w pelni ugruntowanych wnioskow.

Metodyka badan zostata opracowana szczegétowo i obejmuje szeroki wachlarz technik
eksperymentalnych, co nalezy oceni¢ pozytywnie zaréwno z punktu widzenia
kompletnosci podejscia badawczego, jak i mozliwosci wieloaspektowej interpretacji
uzyskanych wynikéw. Autorka wykorzystuje dwa gatunki grzybéw nalezacych do grupy
tzw. grzybéw bialej zgnilizny, tj. Trametes versicolor oraz Pleurotus ostreatus, ktére
sa powszechnie uznawane za organizmy o wysokim potencjale degradacyjnym wobec
zwiazkéw aromatycznych. Wybdr tych modeli biologicznych nalezy uzna¢
za uzasadniony, poniewaz pozwala on na poréwnanie zdolnosci degradacyjnych
organizméw roézniagcych si¢ profilem enzymatycznym oraz strategia metabolizmu
ksenobiotykéw. W pracy analizowana jest zdolnos¢ badanych szczepéw do usuwania
barwnikéw reprezentujacych rézne klasy chemiczne, co istotnie zwigksza zakres
poznawczy badafh. Takie podejscie umozliwia oceng uniwersalnosci zastosowanej
metody oraz identyfikacje potencjalnych zaleznosci pomigdzy strukturg chemiczng
barwnika a mechanizmem jego usuwania. Na szczegélng uwage zasluguje uwzglednienie
zar6wno biodegradacji, jak i biosorpcji jako wspolwystepujacych mechanizmow
eliminacji zanieczyszczen. Podejscie to jest zgodne z aktualnym stanem wiedzy, wedtug
ktérego usuwanie barwnikéw przez mikroorganizmy ma charakter zlozony
i wicloetapowy, obejmujacy zaréwno procesy fizykochemiczne  (adsorpcja
na powierzchni biomasy), jak i przemiany enzymatyczne prowadzace do transformacji
zwiazkéw. Wiaczenie obu tych mechanizméw do analizy pozwala na bardziej



realistyczne odwzorowanie przebiegu procesu oraz uniknigcie jego nadmiernego
uproszczenia.

Istotnym elementem metodyki jest rowniez szeroki zakres analiz parametrow
procesowych. Autorka bada wplyw kluczowych czynnikéw operacyjnych, takich jak pH,
temperatura, rodzaj i dostgpno$¢ zrodet wegla oraz azotu, warunki prowadzenia hodowli
(statyczne i dynamiczne), a takze sposob immobilizacji biomasy. Takie podejscie
umozliwia identyfikacje warunkéw sprzyjajacych maksymalizacji efektywnosci procesu
oraz stanowi podstawe do ewentualnej optymalizacji technologicznej. W szczegdlnosci
uwzglednienie réznych form biomasy (wolnej, immobilizowanej oraz inaktywowane;j)
pozwala na oceng wptywu wiasciwosci fizycznych i biologicznych ukladu na przebieg
procesu usuwania barwnikow. Na pozytywna ocen¢ zasluguje takze zastosowanie
podejécia wieloetapowego, obejmujacego zaréwno badania w skali laboratoryjnej, jak
ipréby ich weryfikacji w warunkach zblizonych do rzeczywistych (uklady
bioreaktorowe). Takie podejscie wskazuje na probg powigzania badan podstawowych
z ich potencjalnym zastosowaniem praktycznym, co jest szczeg6lnie istotne w przypadku
prac z zakresu inzynierii rodowiska. Wyniki badan przedstawione w pracy s3 obszeme,
wielowatkowe i w przewazajacej mierze poprawnie udokumentowane, co $wiadczy
o duzym nakladzie pracy eksperymentalnej oraz konsekwencji w realizacji przyjetego
programu badawczego. Autorka wykazala wysoka efektywno$¢ usuwania badanych
barwnikéw, siegajaca okolo 96% w warunkach uznanych za optymalne, co nalezy uzna¢
za wynik bardzo dobry i wskazujacy na znaczacy potencjat zastosowanych ukladow
biologicznych w procesach oczyszczania $ciekow zawierajacych zwiagzki barwne.
W szczegblnosci uzyskane rezultaty potwierdzaja, ze grzyby bialej zgnilizny mogg
stanowi¢ efektywne narzedzie w usuwaniu zwigzkéw o zlozonej strukturze aromatyczne;j,
ktére sg trudne do eliminacji metodami konwencjonalnymi.

Jednoczesnie nalezy zauwazy¢, ze pomimo szerokiego zakresu zastosowanych metod,
nie wszystkie elementy metodyki zostaly rozwinigte z jednakowa szczegélowoscia,
a w niektorych przypadkach brakuje pelnej spéjnosci pomigdzy zakresem eksperymentu
a formulowanymi wnioskami. W szczegélnosci dotyczy to metod stosowanych
do rozrézniania mechanizméw procesu oraz powiazania wynikéw eksperymentalnych
z analizami o charakterze molekularnym, co zostanie szerzej omoéwione w dalszej czgsci
recenzji. Nalezy takze podkreslié, ze interpretacja uzyskanych wynikéw wymaga
wickszej ostrozno$ci oraz bardziej jednoznacznego rozrdznienia pomiedzy
obserwowanymi efektami procesowymi a rzeczywistymi przemianami chemicznymi
zachodzacymi w ukladzie. Podstawowym wskaZnikiem efektywnosci procesu przyjetym
w pracy jest bowiem stopien dekoloryzacji oznaczany metods spektrofotometryczng UV-
Vis, oparty na pomiarze zmian absorbancji roztworu. Metoda ta, cho¢ powszechnie
stosowana i uzyteczna jako narzedzie oceny wstgpnej, ma charakter posredni



i nie pozwala na jednoznaczne potwierdzenie degradacji zwiazkéw chemicznych, a tym
bardziej ich pelnej mineralizacji. W szczeg6lnosci nalezy mieé na uwadze, ze zmiana
intensywnosci barwy roztworu moze wynikaé z réznych procesow, takich jak sorpcja
barwnika na powierzchni biomasy, zmiany jego struktury prowadzace do zaniku
whasciwosci chromoforowych, czy tez powstawanie produktéw posrednich o mniejszej
intensywnosci absorpcji w analizowanym zakresie dhugosci fal. W kazdym z tych
przypadkéw mamy do czynienia z odmiennym mechanizmem procesu, ktory
niekoniecznie oznacza rzeczywisty rozklad zwigzku do form mniej szkodliwych
srodowiskowo. W pracy obserwuje si¢ miejscami utozsamienie spadku intensywnosci
barwy z biodegradacja, co z metodologicznego punktu widzenia stanowi uproszczenie
i moze prowadzi¢ do nadinterpretacji uzyskanych wynikéw. Brak uzupelnienia analiz
o bardziej bezpo$rednie metody identyfikacji produktéw reakcji, takie jak techniki
chromatograficzne (np. HPLC, LC-MS) lub oznaczenia parametrow sumarycznych
(TOC, COD), ogranicza mozliwo$¢ jednoznacznego okreslenia stopnia rzeczywiste]
transformacji chemicznej badanych zwiazkéw. W konsekwencji nalezy uznac,
ze przedstawione wyniki w sposéb wiarygodny dokumentuja wysoka skutecznos¢
procesu w zakresie dekoloryzacji roztworéw barwnikéw, jednak wnioski dotyczace
ich petnej biodegradacji lub mineralizacji powinny by¢ formulowane z wigksza
ostrozno$cia i jednoznacznie odnoszone do ograniczen zastosowanej metodyki
badawczej.

Pewne zastrzezenia mozna takze sfomulowaé odnosnie czgsci pracy dotyczacej
mechanizméw rozkladu, ktéra — pomimo swojej koncepcyjnej wartosci — nie zostata w
pelni poparta odpowiednio wiarygodnymi danymi eksperymentalnymi. Autorka
deklaruje identyfikacje mechanizméw usuwania barwnikéw w oparciu o wyniki analiz
enzymatycznych oraz omicznych, co w zatozeniu stanowi podejscie nowoczesne i zgodne
z aktualnymi trendami badawczymi. Jednakze rzeczywista sita dowodowa tych danych,
w obecnym ksztalcie pracy, jest ograniczona i nie zawsze uzasadnia formutowanie
jednoznacznych wnioskow. W szczeglnosci nalezy zwroci¢ uwagg na czg$é
proteomiczna, ktéra — cho¢ potencjalnie bardzo wartosciowa poznawczo — zostata
przeprowadzona w sposéb istotnie ograniczajacy mozliwosé wiarygodnej interpretacji
wynikéw. Jak wynika z opisu metodyki, analizy proteomiczne wykonano
bez uwzglednieniazmiannosci biologicznej (,,only a single sample... without biological
replicates”, s. 47). Z punktu widzenia standardéw badan proteomicznych,
wszczegolnosci  w  analizach o  charakterze ilosciowym, uniemozliwia
to przeprowadzenie rzetelnej analizy statystycznej oraz ocen¢ zmiennosci biologicznej
badanych ukladéw. W konsekwencji nie jest mozliwe wiarygodne okreslenie,
czy obserwowane réznice w poziomie ekspresji bialek maja charakter rzeczywisty,
czy tez wynikaja z fluktuacji eksperymentalnych lub technicznych. Dodatkowo, Autorka
wskazuje brak zastosowania filtracji wynikéw opartej na warto$ciach statystycznych



(,,no p-value-based filtering was performed”, s. 47) , a jednoczesnie stosuje arbitralne
kryterium réznicowania oparte na zmianie poziomu ekspresji (log2FC). Takie podejscie
zwicksza ryzyko interpretacji przypadkowych zmian jako istotnych biologicznie i nie
spelia standardéw obowigzujacych w analizach proteomicznych. W konsekwencji
uzyskane wyniki proteomiczne nie moga stanowi¢ podstawy do ilosciowej analizy
réznicowej ani do formulowania wnioskéw o charakterze uogélniajacym. Powinny
byé one traktowane wylacznie jako obserwacje eksploracyjne, wskazujace potencjalne
kierunki dalszych badafi, wymagajace jednak potwierdzenia w eksperymentach
z zastosowaniem rygorystycznych metod analizy statystycznej. Pomimo tych ograniczeti,
w pracy pojawiajg si¢ wnioski dotyczace ,,przeprogramowania metabolicznego” oraz
specyficznych odpowiedzi komoérkowych na obecnos¢ badanych barwnikéw,
co w obecnym stanie danych nalezy uznaé za nadinterpretacj¢ wynikéw. Formutowanie
tego typu wnioskow wymaga bowiem nie tylko jakosciowo poprawnych danych
omicznych, ale réwniez ich statystycznej walidacji oraz — co réwnie istotne — powigzania
z niezaleznymi wynikami eksperymentalnymi (np. analiza metabolitéw czy aktywnosci
enzymatycznej w sposob ilosciowy). Podsumowujac, nalezy stwierdzié, ze ta czgs¢
mechanistyczna pracy stanowi interesujaca i ambitng probe interpretacji procesow
zachodzacych na poziomie molekularnym, jednak w obecnym ksztalcie ma ona charakter
wstepny i eksploracyjny. Wymaga wyraznego ograniczenia zakresu formulowanych
wnioskéw oraz jednoznacznego wskazania ograniczen metodologicznych, tak aby
zachowa¢ wlasciwy rygor naukowy w interpretacji uzyskanych wynikow.

W przypadku analiz transkryptomicznych sytuacja jest korzystniejsza, jednak réwniez
tutaj pojawiajg si¢ istotne ograniczenia. Autorka stosuje kryterium istotnosci oparte na
wartosci ,,raw p-value < 0.05” (s. 44), bez jednoznacznego wskazania zastosowania
korekty wielokrotnego testowania. W analizach obejmujacych tysigce genéw brak takie;j
korekty prowadzi do zwigkszonego ryzyka uzyskania wynikow falszywie dodatnich, co
istotnie ogranicza wiarygodnos¢ wnioskow. Konsekwencja powyzszego jest ograniczona
wiarygodnoé¢ analiz funkcjonalnych, w tym identyfikacji wzbogaconych szlakow
metabolicznych czy interpretacji odpowiedzi komérkowej organizmu na obecnos¢
barwnikéw. Wnioski dotyczgce zaangazowania okreslonych grup gendéw czy proceséw
biologicznych powinny by¢ zatem formutowane z wigksza ostroznos$cia i jednoznacznie
odnosi¢ si¢ do zastosowanych ograniczen analitycznych.

Kolejnym istotnym problemem metodologicznym jest sposoéb rozrézniania
mechanizméw biosorpcji i biodegradaciji, ktéry stanowi kluczowy element interpretacji
uzyskanych wynikéw. Autorka wykorzystuje w tym celu procedure desorpcji
w roztworze metanolu (,,70% (v/v) methanol solution”, s. 33), traktujac ja jako narzedzie
umozliwiajace ocen¢ udziatu proceséw sorpcyjnych. Nalezy jednak podkreslic,



ze metoda ta ma charakter jedynie przyblizony i nie pozwala na jednoznaczne
rozstrzygniecie mechanizmu usuwania zanieczyszczen. Zastosowanie metanolu jako
czynnika desorpcyjnego moze bowiem wptywac nie tylko na zwigzki zaadsorbowane
na powierzchni biomasy, ale réwniez na strukturg samej biomasy, w tym jej komponenty
$ciany komoérkowej, a takze na produkty posrednie powstajace w trakcie biodegradacji.
W rezultacie uwolnione do roztworu substancje nie musza odpowiadaé wylacznie
pierwotnie zaadsorbowanemu barwnikowi, lecz moga obejmowac takze jego
transformowane formy. Dodatkowo brak pelnego bilansu masy oraz identyfikacji
produktéw reakcji uniemozliwia jednoznaczne okreslenie, jaka czgs¢ barwnika ulegta
rzeczywistej degradacji, a jaka zostala jedynie przeniesiona do innej fazy.
W konsekwencji przedstawione w pracy rozréznienie mechanizméw biosorpcji
i biodegradacji nalezy traktowaé jako jakosciowe i przyblizone. Wnioski w tym zakresie
wymagaja wyraznego ograniczenia oraz uzupetnienia o dodatkowe metody analityczne,
takie jak np. identyfikacja produktow reakcji, ktére pozwolityby na bardziej
jednoznaczne okreslenie charakteru zachodzacych przemian.

Uwagi krytyczne dotycza réwniez czeSci statystycznej pracy, ktora — mimo
deklaratywnie szerokiego zakresu zastosowanych narzedzi analitycznych — nie zawsze
zostala opracowana z nalezyta konsekwencjz metodologiczng i przejrzystoscia
interpretacyjna. Autorka wskazuje na wykorzystanie szeregu metod statystycznych,
jednak w wielu przypadkach brak jest jednoznacznego przypisania konkretnych testow
do analizowanych danych, a takze szczegétowego uzasadnienia ich doboru w kontekscie
charakteru zmiennych i struktury eksperymentu. Szczegblne zastrzezenia budzi
zastosowanie testow jednostronnych (,,one-tailed t-tests”, s. 57). ). Wykorzystanie tego
typu testow jest metodologicznie uzasadnione jedynie w sytuacji, gdy hipoteza badawcza
ma jednoznacznie okre§lony kierunek (np. przewidywany wzrost lub spadek
analizowanego parametru), a wybodr testu zostal dokonany przed przeprowadzeniem
analizy danych. W pracy brak jest jednak wyraznego sformutowania hipotez
kierunkowych, ktére uzasadnialyby zastosowanie  testow jednostronnych.
W konsekwencji istnieje ryzyko, ze dobor metody statystycznej mogt by¢ podyktowany
uzyskanymi wynikami, co z punktu widzenia poprawnosci whnioskowania statystycznego
stanowi podejécie niepozadane. Dodatkowo nie przedstawiono informacji dotyczacych
weryfikacji podstawowych zalozen stosowanych testow, takich jak normalnos¢ rozkladu
danych czy jednorodno$¢ wariancji. Brak tych elementéw ogranicza mozliwos¢ oceny
poprawnosci zastosowanych metod oraz wplywa na wiarygodnosé uzyskanych wynikow.
W kontekscie licznych analiz prowadzonych dla réznych kombinacji parametréw
procesowych nalezaloby réwniez oczekiwaé odniesienia do problemu wielokrotnego
testowania oraz potencjalnej kumulacji blgdu statystycznego.

W czeéci ekotoksykologicznej pracy widoczna jest niespojnosé pomiedzy
przywolywanymi  standardami  badawczymi  a rzeczywistym  przebiegiem



eksperymentow. Autorka odwoluje si¢ do réznych norm, w tym OECD 211 oraz ISO
6341, jednak opis procedury wskazuje na przeprowadzenie testu krotkoterminowego
zodczytami po 24 i 48 godzinach (,After 24h and 48h...”, s. 49). co jest
charakterystyczne dla testu ostrej toksycznosci OECD 202. Niespdjno$¢ ta swiadczy
o braku precyzji metodologicznej oraz moze wprowadza¢ niejasno$¢ co do zakresu
i interpretacji uzyskanych wynikéw. Nalezy podkresli¢, ze wybdr odpowiedniego
standardu badawczego ma kluczowe znaczenie dla interpretacji wynikéw testow
ekotoksykologicznych, poniewaz rézne procedury odnosza si¢ do odmiennych aspektow
oddzialywania substancji na organizmy zywe (toksyczno$¢ ostra vs przewlekla).
W zwigzku z tym bledne lub nieprecyzyjne przypisanic metod moze prowadzié
do nieuprawnionych wnioskéw dotyczacych rzeczywistego wplywu badanych ukladow
na srodowisko. W konsekwencji nalezy uznaé, ze czg$¢ ekotoksykologiczna pracy, cho¢
stanowi cenne uzupelnienie badan procesowych, wymaga bardziej ostroznej interpretacji
oraz wyraznego wskazania ograniczen zastosowanej metodyki.

Na uwage zashuguje rowniez ograniczona aplikacyjno$¢ uzyskanych wynikéw,
wynikajgca przede wszystkim z warunkéw, w jakich prowadzone byly eksperymenty.
Badania realizowano w uklfadach silnie kontrolowanych, w warunkach aseptycznych
(,under aseptic conditions”, s. 27), co — cho¢ uzasadnione z punktu widzenia
powtarzalnosci i kontroli przebiegu eksperymentu — w istotnym stopniu ogranicza
mozliwo$¢ bezposredniego odniesienia wynikéw do rzeczywistych warunkéw pracy
instalacji oczyszczania $ciekow. W warunkach laboratoryjnych eliminowana jest
obecno$¢ naturalnej mikroflory towarzyszacej, ktora w rzeczywistych ukladach
technologicznych odgrywa istotng rol¢ w ksztaltowaniu przebiegu procesow
biodegradacyjnych. W rzeczywistych §ciekach przemystowych i komunalnych wystepuje
zlozona i dynamiczna spoteczno$é mikroorganizméw, ktére mogg zardwno konkurowac
z wprowadzonymi organizmami o substraty, jak i wplywa¢ na ich aktywnos¢
metaboliczng poprzez interakcje symbiotyczne lub antagonistyczne. Obecnos¢
tej mikroflory moze prowadzi¢ do znaczacych zmian efektywnosci procesu, zaréwno
w kierunku jej obnizenia (np. poprzez konkurencje¢ o Zrodla wegla), jak i potencjalnie jej
modyfikacji (np. poprzez wspoldziatanie réznych szlakéw metabolicznych). Dodatkowo
nalezy uwzglednié, ze rzeczywiste $cieki charakteryzuja si¢ wysokg zmiennoscig skladu
fizykochemicznego, co moze wplywa¢ zaréwno na stabilnoéé ukiadu biologicznego,
jakina przebieg proceséw sorpcyjnych oraz enzymatycznych. W szczeg6hnosci
zmienno§é parametréw takich jak pH, przewodno$é, ladunek zanieczyszczen
czy dostepnosé tlenu moze prowadzié do odmiennych efektéw niz obserwowane
w warunkach laboratoryjnych. W zwigzku z powyzszym nalezy uzna¢, ze przedstawione
w pracy wyniki maja charakter przede wszystkim poznawczy i stanowig podstawe
do dalszych badas, jednak ich bezposrednie przelozenie na skale techniczng wymaga
dodatkowej weryfikacji w warunkach zblizonych do rzeczywistych. W szczeg6lnosci



wskazane byloby przeprowadzenie badan z wykorzystaniem rzeczywistych sciekéw oraz
w uktadach niejalowych, co pozwolitoby na oceng stabilnoéci i efektywnosci procesu
w warunkach odpowiadajacych praktyce inzynierskie;.

Pomimo wskazanych zastrzezen nalezy jednoznacznie podkresli¢, ze rozprawa stanowi
warto§ciowe opracowanie naukowe, wpisujace si¢ w aktualne Kierunki rozwoju
biotechnologii $rodowiskowej. Do jej najwazniejszych osiggnie¢ nalezy zaliczy¢
kompleksowe podejscie badawcze, integrujace analiz¢ procesowa z proba interpretacji
mechanizméw na poziomie molekularnym, co stanowi istotny krok w kierunku lepszego
zrozumienia procesow biodegradacji zanieczyszczen.

Uwagi szczegodlowe

s. 33 — Zastosowanie spektrofotometrii UV-Vis jako gléwnego wskaznika efektywnosci
procesu (oznaczanie stopnia dekoloryzacji) nie pozwala na jednoznaczne potwierdzenie
degradacji badanych zwigzkéw, a tym bardziej ich mineralizacji. Metoda
ta odzwierciedla jedynie zmiany wiagciwosci optycznych roztworu, ktére mogg wynikac
zaréwno z transformacji chemicznej, jak i z sorpcji barwnika na powierzchni biomasy
lub powstawania produktéw posrednich o zmienionych wiasciwosciach absorpcyjnych.
W zwiazku z tym zasadne byloby uzupelnienie badan o oznaczenia parametréw
sumarycznych (np. TOC, ChZt) lub identyfikacj¢ produktéw reakcji, co pozwolitoby na
bardziej jednoznaczng oceng charakteru zachodzacych przemian.

s. 33 — Zastosowanie procedury desorpcji w roztworze metanolu jako narzgdzia
rozrézniania udzialu biosorpcji i biodegradacji nie stanowi metody rozstrzygajacej.
Metanol moze wplywaé zaréwno na zwigzki zaadsorbowane, jak i na strukturg biomasy
oraz produkty transformacji, co utrudnia jednoznaczng interpretacjg uzyskanych
wynikéw. W konsekwencji przedstawione rozréznienie mechanizméw nalezy traktowac
jako przyblizone i wymagajace potwierdzenia innymi metodami.

s. 42 — Ograniczony zakres analiz transkryptomicznych, w szczegélnosci brak pelnego
zestawu wariantéow eksperymentalnych oraz brak odniesienia do wszystkich badanych
uktad6éw biologicznych, ogranicza mozliwo$é uogélniania wynikéw. Wnioski dotyczace
odpowiedzi komoérkowej organizméw powinny byé jednoznacznie zawezone
do analizowanych warunkéw eksperymentalnych.

s. 44 — Brak jednoznacznej informacji o zastosowaniu korekty wielokrotnego testowania
(np. FDR) w analizach RNA-seq stanowi istotne ograniczenie metodologiczne.
W analizach obejmujacych duza liczbg jednoczesnych testéw statystycznych
zastosowanie nieskorygowanych wartosci p prowadzi do zwigkszonego ryzyka wynikow
falszywie dodatnich, co moze wplywaé na interpretacje réznicowej ekspresji genow oraz
analiz funkcjonalnych.

s. 47 — Brak filtracji wynikéw proteomicznych na podstawie wartosci statystycznych (,;no
p-value-based filtering was performed”) oraz stosowanie wylacznie kryteriow opartych



na zmianie poziomu ekspresji zwigksza ryzyko interpretacji przypadkowych fluktuacji
jako zmian istotnych biologicznie.

s. 57 — Brak uzasadnienia dla zastosowania testow jednostronnych (,,one-tailed t-tests”)
oraz brak jednoznacznego sformutowania hipotez kierunkowych ostabia wiarygodnos¢
analiz  statystycznych. Dodatkowo nie przedstawiono informacji dotyczacych
weryfikacji zalozen testéw (normalno$¢ rozkladu, jednorodnos¢ wariancji), co utrudnia
oceng poprawnosci zastosowanych metod.

s. 27 — Prowadzenie badan w warunkach aseptycznych, cho¢ uzasadnione z punktu
widzenia kontroli eksperymentu, ogranicza mozliwos¢ bezposredniego odniesienia
wynikéw do warunkéw rzeczywistych. Brak uwzglednienia wplywu naturalnej
mikroflory oraz zmiennosci skiadu $ciekéw moze prowadzi¢ do zawyzenia efektywnosci
procesu w stosunku do warunkéw praktycznych.

s. 4849 — |Niespojno$¢ metodologiczna w odniesieniu  do  standardow
ekotoksykologicznych (odwolanie do OECD 211 przy jednoczesnym zastosowaniu
procedury charakterystycznej dla testu krotkoterminowego 24/48 h) wskazuje na brak
precyzji w doborze i opisie metod badawczych. Ma to istotne znaczenie dla interpretacji
uzyskanych wynikéw.

s. VIII (Abstract) — Sformulowanie wniosku o ,bezpieczenstwie srodowiskowym”
prébek po procesie oczyszczania ma charakter zbyt kategoryczny. Redukcja toksycznosci
w testach krétkoterminowych nie jest réwnoznaczna z pelnym bezpieczenstwem
srodowiskowym, szczeg6lnie w kontekscie braku analizy produktéw transformacji oraz
efektow dlugoterminowych.

s. 168 — Interpretacja spadku efektywnosci procesu w ukladzie bioreaktorowym
(,.decrease likely indicates...”) ma charakter spekulatywny i nie jest poparta
dodatkowymi pomiarami (np. zmian parametréw fizykochemicznych, aktywnosci
enzymatycznej czy sktadu produktow reakcji). Wnioski w tym zakresie powinny zostaé
wyraznie oznaczone jako hipotezy wymagajace dalszej weryfikacji.

W zwigzku z przedstawionymi w recenzji uwagami, uprzejmie prosz¢ Autorke
o odniesienie si¢ do ponizszych kwestii w trakcie publicznej obrony rozprawy:

1. Rozréznienie dekoloryzacji i degradacji barwnikéw

Prosz¢ o jednoznaczne wyjasnienie, w jaki spos6b Autorka rozroznia proces
dekoloryzacji od rzeczywistej degradacji, a w szczegélnosci mineralizacji barwnikow.
Jakie przestanki — poza pomiarem absorbancji UV-Vis — pozwalaja na wnioskowanie
orzeczywistym rozkladzie zwiazkéw chemicznych? Czy Autorka rozwazala
zastosowanie dodatkowych metod analitycznych (np. oznaczeri TOC/COD, identyfikacji
produktéw reakeji), ktore moglyby potwierdzi¢ charakter zachodzacych przemian?
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2. Kryteria analizy danych transkryptomicznych

Prosze o doprecyzowanie, czy w analizach RNA-seq zastosowano korektg wielokrotnego
testowania (np. FDR/Benjamini—Hochberg). W przypadku jej braku — w jaki sposob
Autorka ocenia wplyw zastosowania nieskorygowanych wartosci p (,taw p-value
<0.05”) na wiarygodnoé¢ identyfikacji genéw réznicowo eksprymowanych?
Jak zmienilaby sie interpretacja wynikéw po uwzglednieniu takiej korekty?

3. Interpretacja wynikéw proteomicznych

W zwiazku z brakiem replik biologicznych w analizach proteomicznych prosze
o wskazanie, ktére z przedstawionych wnioskéw odnosnie mechanizmu procesu Autorka
uwaza za najbardziej wiarygodne, a ktére nalezy traktowaé wylacznie jako hipotezy
badawcze. W jaki sposob Autorka uzasadnia mozliwos¢ formutowania wnioskow
odnoszacych si¢ do mechanizméw degradacji przy ograniczonej analizie statystycznej
danych?

4. Ograniczenia metody desorpcji w ocenie mechanizméw procesu

Prosze o oméwienie ograniczen zastosowanej metody desorpcji w 70% roztworze
metanolu jako narzedzia rozrézniania biosorpcji i biodegradacji. W jaki spos6b Autorka
wyklucza wptyw rozpuszczalnika na struktur¢ biomasy oraz obecno$é produktow
posrednich? Czy mozliwe jest zastosowanie bardziej jednoznacznych metod oceny
udziatu poszczegdlnych mechanizmow?

5. Zastosowane podejscie statystyczne

Prosz¢ o uzasadnienie zastosowania testow jednostronnych w analizie danych
cksperymentalnych. Jakie byly hipotezy kierunkowe uzasadniajgce ich uzycie?
Czy przeprowadzono weryfikacj¢ podstawowych zalozen testow statystycznych
(normalno$¢ rozkiadu, jednorodnos¢ wariancji)?

6. Interpretacja wynikow ekotoksykologicznych

Prosz¢ o doprecyzowanie, na jakiej podstawie Autorka formutuje whniosek
0 ,.bezpieczenstwie srodowiskowym” probek po procesie oczyszczania. W jaki sposob
Autorka odnosi wyniki testow krétkoterminowych do potencjalnych efektow
diugoterminowych, w tym mozliwosci bioakumulacji oraz wplywu produktow
transformacji na organizmy zywe?

7. Spéjnosé metodologiczna w zakresie standardéw ekotoksykologicznych

Prosze o wyjasnienie rozbiezno$ci pomigdzy przywolywanymi standardami badawczymi
(np. OECD 211) a rzeczywiscie zastosowang procedura eksperymentalng (test 24/48 h).
Jak Autorka ocenia wplyw tej niespdjnosci na interpretacje wynikow?

8. Mozliwo$¢ zastosowania wynikéw w warunkach rzeczywistych

Prosze o ocen¢ mozliwosci przeniesienia uzyskanych wynikéw do warunkow
rzeczywistych oczyszezalni $ciekow. Jak Autorka ocenia wptyw obecnosci naturalnej
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mikroflory, zmienno$ci skladu sciekow oraz obecnosci innych zanieczyszczen
na efektywno$¢ procesu?

9. Funkcjonowanie ukladu w skali bioreaktorowej

Prosze o rozwiniecie interpretacji wynikoéw uzyskanych w badaniach bioreaktorowych,
w szczegblnosci przyczyn obserwowanego spadku efektywnosci procesu w kolejnych
cyklach. Jakie dodatkowe pomiary nalezaloby wykona¢, aby jednoznacznie potwierdzi¢
proponowane wyjasnienia?

10. Kierunki dalszych badan

W kontekscie przedstawionych ograniczen metodologicznych prosze¢ o wskazanie, jakie
dziatania badawcze Autorka uznaje za kluczowe dla dalszego rozwoju przedstawionej
koncepcji, w szczegblnosci w zakresie potwierdzenia mechanizméw biodegradacji oraz
zwiekszenia aplikacyjno$ci zaproponowanego rozwiazania.

Whiosek koficowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Ruchi Manishkumar Upadhyay
pt.: “Determination of the mechanism and optimization of the conditions of the process
of removing colored aromatic compounds by selected Basidiomycota” spelnia
wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z péin. zm.) dla kandydatéw ubiegajacych si¢ o nadanie
stopnia naukowego doktora. Rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, a Doktorantka wykazala si¢ odpowiednig wiedza teoretyczng w dyscyplinie
inzynieria srodowiska oraz umiejgtnoscia samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.
Pomimo wskazanych w recenzji uwag krytycznych, praca wnosi istotny wklad
do rozwoju wiedzy w zakresie biotechnologicznych metod usuwania zanieczyszczen
ze $rodowiska wodnego. Wnioskuj¢ zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Inzynieria
Srodowiska, Gérnictwo i Energetyka o dopuszczenie mgr Ruchi Manishkumar Upadhyay
do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia naukowego doktora
w dziedzinie nauk inzynieryjno-technicznych w dyscyplinie inZzynieria Srodowiska,
gornictwo 1 energetyka.

Dr hab. inz. Ewa Wisniowska, prof. PCz.
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