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RECENZJA
rozprawy doktorskiej M.Sc. Ruchi Manishkumar Upadhyay
pt. ,Determination of the mechanism and optimization of the conditions of the

process of removing colored aromatic compounds by selected Basidiomycota”

1. Przedmiot i podstawa formalna opracowania recenzji

Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska pt. ,Determination of the mechanism and
optimization of the conditions of the process of removing colored aromatic compounds by selected
Basidiomycota”, ktérej autorem jest M.Sc. Ruchi Manishkumar Upadhyay, a promotorem
prof. dr hab. inz. Wioletta Przystas.

Podstawe formalna przygotowania recenzji stanowi uchwata Rady Dyscypliny Inzynieria
Srodowiska, Gornictwo i Energetyka na Wydziale Inzynierii Srodowiska i Energetyki,
Politechniki Slaskiej z dnia 19.02.2026 r., oraz skierowane do mnie pismo przewodnie
(RIE-BD.512.14.2026) Przewodniczacego Rady, Pana prof. dr hab. Krzysztofa Labusa,
z dnia 03 marca 2026 1., ktére odebrano, wraz z praca w wersji drukowanej, w kancelarii

Uniwersytetu Rzeszowskiego dnia 12.03.2026 1.

2. Uzasadnienie podjecia tematu - opis tez, celow i zakresu pracy

W rozdziale 3. Research statement (str. 19) autorka, na podstawie poprzedzajacego go
przegladu literatury, wysunela twierdzenie, Ze stosowane obecnie metody usuwania
syntetycznych barwnikéw ze $ciekéw przemystowych sa niewystarczajagce. Wedlug niej
skutecznym rozwiazaniem byloby wprowadzenie zdecentralizowanych, kompaktowych
i szybkich systemdw oczyszczania, ktére moglyby funkcjonowaé bezposrednio u zrédia
powstawania zanieczyszczen. Tego typu systemy moglyby by¢ oparte o reaktory biologiczne

zawierajace biomase grzybéw Basidiomycota, co stanowiloby zréwnowazona alternatywe
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dla innych metod oczyszczania. W kontekscie powyzszego zidentyfikowala pie¢ obszarow
wiedzy, w obrebie ktdrych istniejg niedobory o kluczowym znaczeniu dla funkcjonowania tego
typu technologii; (1) po pierwsze niedostateczne rozpoznanie na poziomie molekularnym
i biochemicznym mechanizmdéw usuwania zanieczyszczen przez grzyby na drodze
biosorpgcji i biodegradacji, (2) nastepnie brak kompleksowych badan nad optymalizacja
parametrow technologicznych dla réznych gatunkéw grzybéw, w celu zwigkszenia
efektywnosci oczyszczania, (3) kolejny to ograniczone podejscie multiomiczne w
dotychczasowych pracach badawczych, ktére pozwoliloby na pelniejsze zrozumienie szlakéw
metabolicznych zaangazowanych w degradacje poszczegdlnych barwnikdw, (4) kolejny, to brak
wystarczajgcej oceny toksyczno$ci produktow oczyszczania, zwlaszcza z uzyciem
standaryzowanych testéw, (5) wreszcie jako ostatni wymienia brak przelozenia
dotychczasowych wynikéw badan w skali laboratoryjnej na systemy inzynieryjne
oczyszczania barwnikow syntetycznych w skali wlasciwej dla decentralizacji.
Na tej podstawie autorka postawila nastepujaca hipoteze badawcza - grzyby biafej zgnilizny,
takie jak T. versicolor i P. ostreatus wykazujq zdolnosci usuwania barwnikéw poprzez synergiczny
mechanizm biosorpcji i biodegradacji enzymatycznej, ktéry mozna znaczqco poprawié poprzez
optymalizacje kluczowych parametréow fizykochemicznych i skutecznie zastosowaé w
kompaktowych, zdecentralizowanych systemach bioreaktoréw zaprojektowanych dla okreslonych
barwnikéw. Oczyszczanie moze prowadzi¢ do redukcji toksycznos¢ odplywéw, zas podejscie
multiomiczne moze pomdc w zrozumieniu zwiqgzku miedzy aktywnosciq enzyméw a ekspresjq
genow, co moze stanowic podstawe do modelowania interakcji miedzy tymi enzymami, a réznymi
klasami barwnikéw.

Dalej autorka wskazala jaki zakres badan (Fig. 2) jest konieczny w celu potwierdzenia tej
hipotezy, koncentrujac sie na trzech obszarach: (1) optymalizacji procesu oczyszczania (w
tym doboru gatunkdéw, sposobu wykorzystania ich biomasy i optymalizacji kluczowych
parametréw technologicznych z zastosowaniem zaawansowanych narzedzi statystyki i
modelowania), identyfikacji mechanizmow degradacji (z uzyciem podejscia
multiomicznego) oraz redukcji toksycznosci (potwierdzone przez badania na wybranych
organizmach modelowych). W konsekwencji Pani Ruchi Manishkumar Upadhyay sformulowata
w swojej pracy w sposob systematyczny szereg uszczegélowionych celéow badawczych -
s3 to kolejno: (1) Optymalizacja parametréow biodegradacji, w szczeg6lnosci parametréw
fizykochemicznych, roli immobilizacji, stezenia biomasy i barwnika, czasu ekspozycji,
wytrzgsania, zrédel wegla i azotu oraz warunkdéw oswietlenia, (2) optymalizacja parametréw
biosorpcji, w szczegdlnosci parametréw fizykochemicznych, wplywu immoblizacji, stanu

biomasy, wytrzqsania, stezenia barwnika, czasu ekspozycji pH i temperatury,



(3) analiza multiomiczna, w szczegdlnosci, analiza tkranskryptomu, proteomu i profilu
enzyméw, () Ocena mechanizmu usuwania barwnikéw, w szczegblnosci ocena udziatu
degradacji i sorpcji, analiza grup funkcyjnych biosorbentu, wywnioskowanie mechanizmu
usuwania barwnika w oparciu o Ontologi¢ Genéw (GO), (5) Ocena ekotoksykologiczna,
a w szczegélnosci kompleksowa ocena wplywu produktéw oczyszczania na bezpieczeristwo
érodowiska, ustalenie réznic zootoksycznosci wobec D. magna oraz fitotoksycznosci wobec
Spirodela polyrhiza barwnikéw czystych i po procesie oczyszczania oraz (6) koncepcja projektu
bioreaktora; opracowanie zatozeri bioreaktora w oparciu o zoptymalizowane parametry.

Doktorantka uzasadnita gleboko we wstepie i przegladzie literatury skale problemu jaki
sklonit ja do podjecia tematyki pracy. Obecna globalizacja gospodarki powoduje, ze cigzar
produkcji tekstyliéw przenidst sig juz dawno w rejon potudniowej i wschodniej Azji. Trzeba
jednak podkresli¢, ze to m.in. kraje UE sa jednym z gléwnych ich konsumentdw, przenoszac
niejako konsekwencje zanieczyszczenia $rodowiska poza swdj obszar, ale réwniez
odpowiedzialnoé¢ i kontrole. Jednoczeénie w tamtym obszarze kulturowym znaczenie
barwnikéw wybiega daleko poza estetyke, ale dotyczy tez tradycji, wierzen i tozsamosci,
a historia ich stosowania w barwieniu tkanin siega co najmniej kilku tysiecy lat.

Realizacja postawionych w pracy zadan badawczych stanowila ambitny cel i wymagala przede
wszystkim rozbudowanej metodyki badan, rozciagajacej si¢ na wiele dziedzin i angazujacej
specjalistyczne techniki analityczne, obejmujacej konsekwentnie przemyslane i systematycznie
realizowane eksperymenty prowadzace do uzyskania szerokiego spektrum i znacznych iloéci

danych do obrdbki statystycznej.

3. Ogoélna charakterystyka rozprawy doktorskiej — uklad oraz zawarto$¢ pracy

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska M.Sc. Ruchi Manishkumar Upadhyay,
przygotowana zostala jako jednolita rozprawa napisana w jezyku angielskim, liczaca w sumie,
wraz z elementami formalnymi i zalacznikami - 204 strony. Praca ma standardowy uklad dla
monografii naukowej odpowiadajacy dysertacji doktorskiej w dziedzinie nauk inzynieryjno-
technicznych, opartej o dane empiryczne; z klarownym podzialem na czes¢ teoretyczng,
prowadzaca sformutowania hipotez badawczych i celu (lacznie 23 strony), oraz czes¢
empiryczng (facznie 150 stron), opisujaca sposob osiagnigcia wynikéw oraz ich oméwienie
dyskusje, zakoriczong wnioskami oraz perspektywami dalszych badan.

Tekst pracy zostat wzbogacony o 63 barwnych grafik w czesci gtéwnej (oraz 2 dodatkowe
w zalacznikach) obejmujacych oprécz klasycznych wykreséw obrazujacych dane naukowe,

réwniez schematy blokowe systematyzujace postawione zadania, wykonania poszczegdlnych



eksperymentdw, rysunki struktur chemicznych czy zdjecia z SEM. Ponadto w pracy znajduje sie
19 tabel w czesci gléwnej i 5 w Zalgceznikach. Z do$wiadczenia wiem, ze stosowanie barwnych
grafik, szczegélnie w przypadku wykreséw przedstawiajacych szczegélowe dane, nie zawsze jest
dla kazdego czytelne. Jednak w tym przypadku koresponduje z tematyka dysertacji, co wiecej
kolory wydaja sie nie by¢ wybrane przypadkowo, ale odwzorowywaé barwniki opisywane w pracy
(co jest widoczne np. na wykresach efektywnosci dekoloryzacji na stronach 61-67). Ten drobny
zabieg dziala na wyobraznie czytelnika. Mimo wszystko wybrane rysunki moga byé mato
czytelne z powodu duzej ilosci drobnych opiséw (np. Fig 43). Na szczegolng uwage zastuguje
jednak estetyka pracy i staranna edycja.

Praca poprzedzona jest czescia formalna, w ktorej czytelnik znajdzie, po stronie tytulowej,
podziekowania (Acknowlegement), spis tresci (Table of contents) oraz streszczenie
(Abstract) w jezyku angielskim, na 686 sléw (czyli 4769 znakéw bez spacji), zakoriczone
jedenastoma stowami kluczowymi (t.j.: mykoremediacja; grzyby powodujqce bialq zgnilizne
[dop.: w wersji polskiej by¢ moze powinno by¢ po prostu - grzyby bialej zgnilizny]; barwniki
syntetyczne; biodegradacja; biosorpcja; transkryptomika; proteomika; ekotoksykologia;
oczyszczanie $ciekéw; Trametes versicolor; Pleurotus ostreatus), a na kolejnej stronie jego
tlumaczenie w jezyku polskim. Streszczenie jest dos¢ rozlegle, co jednak nalezy thumaczy¢ duza
iloscia watkow jakie poruszono w pracy, ale co najwazniejsze dobrze opracowane i czytelne.
Na stronie XII znajduje sie lista czterech publikacji z lat 2022-2025, o lacznym IF=7,7
i 340 punktach z wykazu MNiSW, opublikowanych przez autorke wspdlnie z promotorem.
We wszystkich tych publikacjach, dotyczacych tematyki opisywanej w dysertacji,
Pani Ruchi Upadhyay jest pierwszym autorem, co podkre$la dojrzalg role promotora, ktérego
zadaniem jest wspieranie planu badan i dzielenie sie do$wiadczeniem w przygotowaniu
publikacji, w ktérych gléwna rola przypada doktorantowi. Tego typu badania nie mogly by¢
zrealizowane bez zabezpieczenia wystarczajacych $rodkéw finansowych, w tym przypadku
czterech projektéw finansowanych przez Wydziat Energetyki i InZynierii Srodowiska
Politechniki Slaskiej. Czeé¢ formalng konczy lista 33 akroniméw uzywanych w pracy. Nie s3 to
wszystkie skrdtowce, ktére mozna znalezé w tresci, jednak rzeczywiscie najczesciej powtarzajace
sie, np. nazwy wariantéw badawczych czy barwnikow.

Czes¢ teoretycznag rozpoczyna krétkie, dwustronicowe wprowadzenie do problematyki
pracy (Introduction, str. 1), w ktérym autorka zauwaza, ze istnieje pilna potrzeba opracowania
technologii oczyszczania $ciekdw zawierajacych rézne barwniki, charakteryzujace sie odmienna
strukturg i wlasno$ciami - dlatego odpowiednim podej$ciem jest decentralizacja systemdw
oczyszezania, a technologia, ktéra nalezy w pierwszej kolejnosci rozwazyc¢ jako potencjalnie

najmniej obciazaja Srodowisko, ale jednoczeénie najbardziej elastyczna w projektowaniu



eksperymentéw optymalizujacych efektywnos¢ oczyszczania - wykorzystanie reaktoréw
biologicznych. Szczegdlnie obiecujace wydaje sie uzycie w nich biomasy grzybow tzw. biatej
zgnilizny. Wprowadzenie wraz z przegladem literatury ( str. 3, Review of literature) wydaje si¢
krétkie, bo zawiera lacznie tylko 18 stron, na ktérych autorka zdazyla si¢ jednak powotad
na u8 pozycji literatury, co $wiadczy mimo wszystko o zréwnowazeniu proporcji migdzy
teoretyczng i empiryczng czescia dysertacji. Dodam, ze pewna liczbg odniesien do literatury
czytelnik znajdzie réwniez w metodyce badan. Doktorantka zaczyna od zdefiniowania pojecia
barwnikéw, i krétko odnosi sie do ich znaczenia kulturowego i historii ich stosowania. Nastepnie
w kilku zdaniach podkresla pozytywne wlasnogci barwnikéw naturalnych stawiajac je niejako w
opozycji opisywanych kolejno barwnikéw syntetycznych, na ktorych si¢ koncentruje
przechodzac do ich klasyfikacji w oparciu o: strukturg¢ chemiczng i sposéb stosowania,
niekorzystne oddziatywanie na ekosystem (gléwnie wodny) oraz zdrowie i zycie czlowieka -
co koresponduje, wedhug doktorantki, z co najmniej kilkoma celami zréwnowazonego rozwoju
wskazywanymi przez Narody Zjednoczone. Nastepnie scharakteryzowany zostat sktad sciekéw
zawierajacych barwniki, szczegélnie w kontekscie srednich zawartosci i limitéw dopuszczanych
przez prawo w wybranych krajach. W kolejnym podrozdziale (str. 10, 2.6) autorka przechodzi
do szczegdlowej charakterystyki metod oczyszczania $ciekéw zawierajacych barwniki; najpierw
metod fizycznych (adsorpdji i technik membranowych), chemicznych (tu wymienia koagulacje,
elektrokoagulacje, procesy glebokiego utleniania oraz fotokataliz¢) i wreszcie biologicznych
z uzyciem biomasy bakterii, glonéw, drozdzy i grzybéw strzepkowych. Stad przechodzi juz do
szczegGlowego oméwienia potencjatu biodegradacji barwnikéw przez grzyby biatej zgnilizny
(podrozdziat 2.7, str. 14). Omawia krétko taksonomie gatunkéw degradujacych w naturze ligning
i wykorzystywany przez nie mechanizm enzymatyczny. Nastepnie przedstawia spektrum
substancji chemicznych mogacych réwniez ulega¢ biodegradacji przez te gatunki - m.in.
érodkdéw ochrony roélin, metali ciezkich, antybiotykéw i lekéw przeciwzapalnych czy
hormonalnych, ale réwniez WWA (PAHs), PCB, a wreszcie barwnikéw. Te ostatnie usuwane s3
na drodze biosorpcji, bioakumulacji i enzymatycznej biodegradacji - jak jednak podkresla
doktorantka ,pelny mechanizm lezgcy u podstaw mikoremediacji nie jest dobrze znany”.

Dalej oméwione s sposoby immobilizacji enzyméw (ich zalety i wady zestawiono w formie
tabeli), potencjal martwej i zywej biomasy grzyboéw do sorpcji barwnikéw, autorka wymienia
réwniez materialy mogace stuzyé jako potencjalne no¢niki biomasy, a wreszcie przechodzi do
zalet multiomiki w analizie grzybéw. Doktorantka konstatuje, Ze niewystarczajqce zrozumienie
kompleksowych mechanizméw rzqdzqcych rozkladem szkodliwych barwnikéw tekstylnych moze
ograniczad zastosowanie metod biologicznych. Zintegrowane podejécie do tego problemu maja

umozliwia¢ nowe narzedzia multiomiczne. W dalszej czeéci przegladu literatury autorka



przechodzi do omdwienia zagadnienn zwigzanych z toksykologia produktéw oczyszczania -
zauwaza, ze detoksykacja zazwyczaj nie jest tym samym co dekoloryzacja, a produkty rozkladu
moga powodowaé potencjalnie wieksze ryzyko $rodowiskowe, niz pierwotny barwnik - dlatego
konieczne jest ocena toksycznosci odptywéw z systemu oczyszczania za pomoca baterii testow
reprezentujacych réine poziomy troficzne. W podsumowaniu tego rozdzialu wylicza
niekorzystne czynniki, ktére utrudniaja implementacje technologii bioreaktoréw z biomasa
grzyb6w i wskazuje na konieczne do uzupelnienia luki w wiedzy pozwalajace je pokonadé.

Rozdzial Research Statement omowiono wyzej, w opisie tez, celow i zakresu pracy.

Materialy i metody (str. 24) s3 bardzo rozbudowane zaréwno pod wzgledem objetosci
(35 stron), jak i struktury - naliczylem tutaj az 47 podrozdzialéw (!). Rozdziat ten jest tez bogato
ilustrowany grafikami przedstawiajgcymi schematy poszczegolnych wariantéw badan.
W pierwszej czedci autorka charakteryzuje dobér zwigzkéw chemicznych wybranych do badan,
reprezentujacych po dwa barwniki azowe (Czerwiert kongo - CR i Biekit Evansa - EB)
i trifenylometanowe (Zieleri brylantowa - BG i Fiolet krystaliczny - CV) oraz jeden
antrachinonowy (Blekit brylantowy Remazol R - RBBR), i spos6b przygotowanie ich roztwordw
uzywanych w dalszych eksperymentach. Nastepnie przechodzi do wyboru, przygotowania i
warunkéw hodowli szczepdéw grzybni - boczniaka ostrygowatego Pleurotus ostreatus (szczep
BWPH) oraz wroéniaka réznobarwnego Trametes versicolot (CB8).

Jako noéniki biomasy doktorantka wybrala materialy ogélnodostepne w handlu detalicznym
jako myjki z PP i gabki PU. Moim zdaniem, dalej w pracy powinno sie uzywa¢ nieco innych
okreslen, do czego odnosze sie w uwagach ponize;j.

Biomasa w dalszych eksperymentach wystepuje w postaci wolnej, agregatéw grzybni
(self<immoblised, mycelial pellets) oraz immobilizowanej na PP i PU, ta ostania réwniez w formie
niezywej (autoklawowana) i w zaleznoéci od wariantu jest hodowana w warunkach statycznych
lub wytrzasana. Ten uklad badawczy wymagatl zastosowania rozbudowania wariantéw probek
kontrolnych (fig. 10, str. 32). W celu optymalizacji procesu biodegradacji barwnikéw badano
wplyw takich warunkéw technologicznych jak wytrzasanie, zrédlo wegla i azotu w medium
hodowlanym, sposéb immobilizacji biomasy oraz ekspozycje na mieszanine barwnikéw.

W mojej ocenie ocena aktywnosci biologicznej na kolejnych poziomach organizacji komorki
w ukladzie technologicznym oczyszczajacym barwniki stanowi najwazniejszy aspekt poznawczy
pracy. Po pierwsze opisano sposob izolacji i oceny aktywnosci gtéwnych enzyméw potencjalnie
zaangazowanych w rozklad trzech wybranych (RBBR, EB i CV) brawnikéw - lakazy (Lacc) oraz
peroksydaz manganowej (MnP) i iligninowej (LiP). Do analizy transkryptomu wybrano bardziej
obiecujacy po wstepnych badaniach szczep T. versicolor i dwa barwniki (RBBR i EB) jako

czynniki réznicujace ekspresje genetyczna. Ekstrakeji oraz sprawdzenia jakosci i ilosci RNA



ogdlnego dokonano na PS, natomiast otrzymane izolaty zostaly przestane do komercyjnego
podwykonawcy w celu przygotowania bibliotek i sekwencjonowania. Autorka dysertacji zna i
przedstawia jednak jej kolejne etapy - doczyszczanie, fragmentacje, odwrotna transkrypcje,
ligacje i PCR. Szczegolowo opisuje tez obrobke bioinformatyczna uzyskanych z RNAseq danych.
Do analiz ontologii gendw wybrano geny o zmianie ekspresji =2, a poréwnania préb
eksponowanych na barwniki z prébami kontrolnymi oparto o dane z banku genéw NCBI.

Kolejnym zestawem danych koniecznym do podejécia multiomicznego byla analiza
proteomu T. versicolor, ktéry zostal wybrany ze wzgledy na najwyzsza skuteczno$¢ w degradacji
barwnikéw RBBR, EB i CV. Po siedmiodniowej hodowli i 48-godzinnej ekspozycji na barwniki
przeprowadzono tréjetapowa analize proteomiczng (ekstrakcja biatek, LC-MS, analiza
bioinformatyczna danych), aby zidentyfikowa¢ r6znice w profilu biatek w odpowiedzi barwniki.

Nastepnym etapem pracy byla ocena ekotoksycznosci produktéw oczyszczania barwnikdw,
oparta o standaryzowane testy zootoksycznosci na D. magna oraz fitotoksycznoéci na Spirodela
polyrhiza (Lemnoideae). Ciekawym eksperymentem bylo okreslenie wplywu $wiatla o réznych
dtugosciach fali; bialego, czerwonego, niebieskiego i zielonego na degradacje barwnikéw RBBR
i EB przez oba gatunki grzybow bialej zgnilizny. Nastepny etap badan miat z kolei na celu
okreslenie, w jakim stopniu sama biomasa grzybowa — poprzez adsorpcje powierzchniowa,
absorpcje i akumulacje wewnatrzkomérkowa — usuwa barwniki niezaleznie od dzialania
enzymdéw zewnatrzkomorkowych. Przygotowano dwa typy biosorbentdw, w formie agregatéw
grzybni oraz immobilizowane na no$niku, odplukujac enzymy z 7-dniowej biomasy. Testowano
zaréowno biosorbenty zywe, jak i martwe (autoklawowane).

Sprawdzano réwniez wplyw poczatkowego stezenia barwnika (100-g400 mg/L) oraz czasu
kontaktu na efektywnosé biosorpcji przez zywe biosorbenty czterech wariantéw. Absorbancje
supernatantu mierzono po o, 1, 2, 4, 6 i 24 godzinach, aby okresli¢ tempo i wydajnos¢ usuwania
barwnika. Dane z obu parametréw analizowano z pomoca analizy PCA, aby zidentyfikowac ich
laczny wplyw na proces biosorpcji. Analizujac wplyw dwoéch kluczowych parametréw
(temperatury i pH) w celu optymalizacji biosorpcji zastosowano réwniez inne metody
statystyczne; Central Composite Design (CCD) oraz metodologie powierzchni odpowiedzi
(RSM) - aby opracowa¢ réwnanie opisujace zaleznosci miedzy zmiennymi niezaleznymi, a
odpowiedzia ukladu. Oceniano réwniez mozliwosci wielokrotnej sorpcji-desorpcji biomasy.

W poprzednich testach laboratoryjnych wykazano, ze agregaty grzybni oraz unieruchomiona
na gabce biomasa T. versicolor najszybciej i najskuteczniej usuwala barwnik RBBR, dlatego
wybrano je do dalszych testéw w bioreaktorach laboratoryjnych, w ktérych przeprowadzono
cztery kolejne cykle dodawania barwnika, wykorzystujagc wczesniej przygotowana

immobilizowang biomase. Po 7-dniowym etapie wzrostu do dwdch bioreaktoréw oraz do



kontroli abiotycznych wprowadzono RBBR, prowadzjc cztery, 5-dniowe cykle dodawania
barwnika. Po kazdej dawce pobierano prébki w celu okreélenia stezenia poczatkowego, a po 48
godzinach oceniano skuteczno$¢ odbarwiania i obliczajac procent usuniecia barwnika wzgledem
kontroli.

Najobszerniejsza czescig pracy jest zawarty az na uo stronach opis wynikow i dyskusja
(rozdziat 5, od str. 59). W pierwszej kolejnosci Pani Ruchi Upadhyay poddata ocenie wzrost
biomasy grzybdéw, ktéra zachowywala sie réznie w zaleznosci od sposobu immobilizacji: ggbka
PU zapewniala pelna i réwnomierna kolonizacje, podczas gdy PP byly zasiedlane tylko
w 30-40%, co wymagalo uzycia wiekszej ich masy w reaktorze. Agregaty grzybni mialy
najwyrazniej wieksza powierzchnie sorpcyjng, co zwieksza efektywnos$¢ poczatkowej sorpcji
barwnika i wplywa na koricowa skuteczno$c¢ degradacji. Biomasa na gagbce PU wykazala znacznie
wyzsza skutecznoéé usuwania barwnikéw niz na PP, co wynika wedlug autorki z wiekszej
porowatosci, hydrofilowodci i powierzchni sorpcyjnej noénika, umozliwiajacych lepszy transport
masy i dyfuzje barwnika. W obu nosnikach efektywnos$¢ rosta wraz ze stezeniem barwnika,
po czym stabilizowala sie wskutek wysycenia, przy czym gabka PU utrzymywala wysoka
skuteczno$c¢ w szerszym zakresie stezeri. Oba badane gatunki wykazaly bardzo wysoka zdolno$é¢
do dekoloryzacji barwnikdéw, przy czym szczep CB8 w kazdej formie usuwat ponad 9o% EB, CV
i RBBR we wszystkich badanych stezeniach. Szczep BWPH w formie agregatéw i na PU osiagatl
powyzej 80% efektywnosci, dlatego do dalszych badan wybrano wylacznie te dwie formy
immobilizacji, pomijajac PP ze wzgledu na slaba kolonizacje. Szczep CB8 w formie agregatow
grzybni i immobilizowany, utrzymywat bardzo wysoka skuteczno$é¢ usuwania EB (95-99%)
we wszystkich stezeniach, co wedhug autorki wynikalo z silnego uktadu enzymdw oksydacyjnych
i dobrej tolerancji na stres barwnikowy. Szczep BWPH réwniez efektywnie degradowat EB, choé
jego wydajnos¢ spadata przy wyzszych stezeniach, a immobilizacja na gabce wyraznie
poprawiala stabilnoé¢ i odpornoé¢ na toksycznosé barwnika. Szczep CB8 w formie agregatow
najlepiej usuwat CR, osiagajac ponad 9o% dekoloryzacji przy wyzszych stezeniach, podczas gdy
immobilizacja na gabce obnizata jego skuteczno$é. BWPH byt bardziej podatny na toksycznoéé
barwnika, lecz immobilizacja na gabce znaczaco poprawiala jego wydajno$¢ (do 85%),
co potwierdza, ze no$nik moze lagodzi¢ stres wywolany duzym ladunkiem barwnika.
Eksperymenty z desorpcja potwierdzily, ze sorpcja odgrywa istotna role w procesie
dekoloryzacji, a jej udzial zalezy zaréwno od rodzaju noénika, jak i whasciwoséci barwnika.
Biomasa na no$niku PU wykazala wysoka zdolnos¢ sorpcji-desorpcji, podczas gdy PP
charakteryzowal sie minimalna desorpcja, co wynika z jego hydrofobowosci i braku aktywnych
miejsc wigzacych. Najwyzsza desorpcje obserwowano dla EBi CV, przy czym wolna biomasa

grzybowa obu szczepéw uwalniata znacznie wiecej barwnika niz biomasa immobilizowana,



co wskazuje na wiekszy udziat fizycznej sorpcji w tych ukltadach. Immobilizacja - zwlaszcza na
gabce — prowadzita do trwalszego wigzania barwnika i mniejszej desorpcji, co wedlug autorki
sugeruje dominacje proceséw chemisorpeji i biodegradacji oraz stabilniejsza interakcje
barwnik-biomasa-noénik. |

T. versicolor skuteczniej niz P. ostreatus usuwal RBBR, wytrzasanie dodatkowo wzmacniato
jego aktywnos¢ enzymatyczng, umozliwiajac szybkie (>90% w 24 h) utlenianie barwnika.
W przypadku EB oba szczepy osiagaly wysoka dekoloryzacje, a réznice miedzy warunkami
statycznymi i dynamicznymi byly niewielkie, co wedlug doktorantki wskazuje, ze degradacja
barwnikéw azo zalezy mniej od natlenienia niz rozklad barwnikéw antrachinonowych.

Zewnetrzne Zrédlo wegla wyraznie modulowalo zdolnos¢ grzybéw do degradacji barwnikéw
(str. 76): T. versicolor osiagal najwyzsza skuteczno$é¢, zwlaszcza po hodowli w warunkach
wytrzasania, co mialo wynika¢ z lepszego natlenienia i silniejszej indukcji enzymoéw
ligninolitycznych, natomiast P. ostreatus réwniez dekoloryzowat barwniki, lecz znacznie stabiej,
a wplyw sacharozy jako zrédia wegla nie poprawial efektywnosci w poréwnaniu z podlozem
standardowym, podkreslajac znaczenie zar6wno warunkéw tlenowych i dostgpnosci dobranych
skladnikéw odzywczych dla aktywnosci enzymatycznej. Podwojenie stezenia glukozy ujawnito,
ze zbyt wysoki poziom Ilatwo przyswajalnego wegla oslabia aktywno$¢ enzymoéw
ligninolitycznych, co skutkuje nizsza efektywnoscig dekoloryzacji w poréwnaniu z podiozem o
standardowej zawartoéci glukozy. Najlepsze wyniki nadal uzyskiwal T." versicolor (CBS),
zwlaszcza w warunkach wytrzasania, natomiast P. ostreatus (BWPH) reagowal na zwigkszone
stezenie nieco lepiej w warunkach statycznych, co potwierdza, Ze optymalne (a nie maksymalne)
stezenie glukozy sprzyja produkcji enzymdéw odpowiedzialnych za degradacje barwnikéw.
Doktorantka udowodnita wiec, ze skutecznos$é dekoloryzacji przez grzyby bialej zgnilizny silnie
zalezy od stezenia zewnetrznego zrédla wegla oraz optymalnych warunkéw wzrostu, a najlepsze
efekty uzyskuje sie przy umiarkowanej dostepnosci wegla i dobrej aeracji. Nadmiar wegla
prowadzit do recesji katabolicznej (CCR), ktora ogranicza synteze enzymdw ligninolitycznych,
dlatego optymalizacja zrédet wegla i warunkéw tlenowych jest kluczowa dla maksymalizacji
efektywnoéci usuwania barwnikdw.

Ograniczona i nadmierna dostepnos¢ azotu wyraznie modulowata aktywnos¢ enzymatyczng
grzybéw biatej zgnilizny: najwyzsza skutecznos¢ dekoloryzacji wszystkich barwnikéw uzyskano
w warunkach niedoboru azotu, podczas gdy media bogate w azot, zwlaszcza nieorganiczny,
silnie hamowaty degradacje. Wyniki jednoznacznie potwierdzaja klasyczny mechanizm regulacji
u grzyboéw bialej zgnilizny, w ktérym niskie stezenie azotu indukuje syntez¢ enzymow
ligninolitycznych, a ich nadmiar prowadzi do zahamowania szlakéw oksydacyjnych, co czyni

optymalizacje zrédet azotu kluczowym zagadnieniem technologicznym. Analiza wariancji



jednoznacznie potwierdzita (str. 835), ze zrddlo azotu bylo najsilniejszym czynnikiem
determinujgcym efektywno$é dekoloryzacji, nastepnie gatunek grzyba, a dopiero na koncu
zr6dlo  wegla, co odzwierciedla kluczowa role regulacji metabolicznej w szlakach
ligninolitycznych. Test post-hoc Tukey’a wykazal, ze najwyzsza skuteczno$¢ usuwania RBBR
osiagat T. versicolor immobilizowany na gabce w podlozu RM, a immobilizacja i napowietrzanie
dodatkowo wzmacnialty wydajno$éé, szczegoélnie u P. ostreatus, potwierdzajac znaczenie doboru
gatunku, no¢nika i skladu medium dla optymalnej dekoloryzacji. Immobilizacja obu gatunkdéw
wyraznie zwickszala skuteczno$¢ degradacji barwnikéw, przewyzszajac zaréwno kultury
statyczne, jak i hodowane w warunkach wytrzasania, co potwierdza zdaniem autorki,
ze struktura nos$nika PU tworzy stabilne $rodowisko sprzyjajace wysokiej aktywnosci
enzymatycznej i trwatej biodegradacji barwnikéw. Aktywnosé Lacc (str. 89) byla wyraznie
indukowana przez wszystkie trzy barwniki, a jej poziom zalezal od gatunku grzyba, rodzaju
barwnika i warunkéw wzrostu. Najsilniejsza odpowiedz enzymatyczng generowat T. versicolor,
zwlaszcza w kulturach immobilizowanych, co bezposrednio przekladalo sie na najwyzsza
skuteczno$¢ degradacji RBBR 1 EB. P. ostreatus reagowat slabiej, cho¢ wykazywat podobny trend,
zalezny od warunkéw tlenowych i obecnosci barwnika. Autorka stwierdzita, ze immobilizacja i
dobre natlenienie silnie wzmacniaja produkcje lakazy, ktéra pozostaje kluczowym czynnikiem
w degradacji barwnikéw przez grzyby bialej zgnilizny. Z kolei aktywno$¢ MnP silnie zalezata od
warunkéw wzrostu i obecnoéci barwnikéw, przy czym najwyzisze poziomy uzyskiwat
T. versicolor w kulturach wytrzasanych, a najnizsze w statycznych. RBBR i EB najsilniej
indukowaly wczesna produkcje MnP, co dobrze korelowalo z szybkim tempem ich
dekoloryzacji. P. ostreatus wykazywal ogélnie niska aktywno$é MnP, z wyjatkiem
immobilizowanych kultur traktowanych CV. Wyniki potwierdzajg, ze wysoka aktywno$¢ MnP,
szczegOlnie w polaczeniu z Lacg, jest kluczowa dla skutecznej degradacji barwnikow, zwlaszcza
w warunkach zapewniajacych dobre natlenienie i stabilno$¢ metaboliczng. Aktywno$¢ LiP
u T. versicolor i P. ostreatus zalezala od obecnosci barwnikéw, czasu inkubacji i sposobu
hodowli. RBBR wywotywal szybki i intensywny wzrost aktywnosci u CB8 (szczegdlnie
w warunkach statycznych), podczas gdy BWPH reagowat wolniej, ale bardziej stabilnie; wzorce
te dobrze korelowaly ze skutecznoscia odbarwiania. W przypadku EB obserwowano opdzniong
indukcje LiP oraz stopniowy wzrost aktywnosci u BWPH, co réwniez odpowiadato pdZniejszemu
zwiekszeniu efektywnosci degradacji barwnika. Aktywno$é enzymow ligninolitycznych nie
korelowala istotnie z odbarwianiem CV. Wedlug doktorantki wyniki wskazujg, ze sama
aktywnos¢ enzymoéw zewnatrzkomorkowych nie wyjasnia w pelni efektywnoséci dekoloryzacji,

poniewaz istotng role odgrywaja takze procesy nieenzymatyczne i wewnatrzkomdrkowe.
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Konieczne s3 zatem podejcia systemowe, takie jak analizy transkryptomiczne i proteomiczne,
aby dokladniej zrozumie¢ mechanizmy degradacji barwnikéw przez grzyby.
Sekwencjonowanie transkryptomu T. versicolor (CB8) pozwolilo uzyska¢ wysokiej jakosci,
jednorodne dane dla wszystkich prébek, stanowiace solidna podstawe do analizy réznic w
ekspresji gendw pod wptywem barwnikéw RBBR i EB (str. 98). Badanie to wypeltnia istotng luke,
poniewaz dotychczas brakowalo szczegdlowych analiz transkryptomicznych dotyczacych
degradacji tych barwnikéw przez grzyby bialej zgnilizny, zwlaszcza w kontekscie
wewnatrzkomérkowych szlakéw detoksykacji. Identyfikacja genéw réznicowo eksprymowanych
umozliwia odkrycie nowych mechanizméw metabolizmu ksenobiotykéw oraz potencjalnych
genéw kluczowych dla efektywnej dekoloryzacji, wykraczajac poza klasyczne podejécie oparte
wylacznie na enzymach zewnatrzkomérkowych. Satysfakcjonujace poziomy mapowania (fig. 37)
potwierdzily, ze uzyskano odpowiedni zestaw danych do dalszych analiz, obejmujacych
identyfikacja genéw o zréznicowanej ekspresji, analiza ich ontologii i rozpoznanie szlakéw
metabolicznych. Po zlozeniu transkryptéw, rekonstrukcji genéw i obliczeniu ich pozioméw
ekspresji wykazano, 7e 3623 geny nie wykazywaly réznic pomiedzy prébkami - do dalszych
analiz pozostawiono 10 939 gendw. Analiza DEGs pomiedzy prébkami grzybni eksponowanej na
RBBR oraz EB, a prébkami kontrolnymi, przy zastosowaniu bardziej rygorystycznych warunkéw
(FC>2 oraz p<o,05) pozwolita zawezi¢ liczbe zidentyfikowanych gendw réznicujacych
do odpowiednio 1106 i1830. W obu przypadkach dominowata silna regulacja w dot, natomiast
w obecnosci RBBR wykryto 318 genéw wykazujacy nadekspresje, co w opinii autorki wskazuje na
wyraznie odmienna i intensywng odpowiedz transkrypcyjng T. versicolor na oba barwniki.
Histogramy ekspresji (fig. 39) potwierdzaja, ze w warunkach stresu barwnikowego dochodzi do
przesuniecia catego transkryptomu w kierunku wyzszych poziomdw ekspresji, szczegdlnie w
zakresie genéw o umiarkowanej aktywnosci. Autorka konstatuje, ze grzyb aktywuje
rozbudowane sieci metaboliczne, detoksykacyjne i stresowe, przy czym charakter odpowiedzi
zalezy od struktury chemicznej barwnika, odzwierciedlajac odmienne strategie degradacji. Na
podstawie tych wynikéw doktorantka wybrala zestaw najsilniej indukowanych
i represionowanych genéw, ktére poddano analizie ontologii (str. 108, 5.6.4)
w trzech kategoriach: funkcji molekularnych, procesow biologiczne i komponentéw
komérkowych. W warunkach ekspozycji na RBBR zaobserwowano silng nadekspresje genow
kodujacych enzymy oksydacyjne (zwlaszcza CYP450), ktére jak uwaza doktorantka, inicjuja
pierwszy etap ataku na strukture antrachinonowa barwnika, oraz liczne oksydoreduktazy i
dehydrogenazy uczestniczace w detoksykacji reaktywnych posrednich metabolitow.
Réwnoczeénie wzrost ekspresji genéw zwigzanych z glutationozalezng detoksykacja (GST) oraz

transporterami wskazuje na aktywacje skoordynowanych szlakéw fazy II i III metabolizmu
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ksenobiotykéw (neutralizacje i usuwanie produktéw). Dodatkowa regulacja w gore genéw
szlaku szikimowego i enzymoéw mitochondrialnych sugeruje metaboliczne przeprogramowanie
grzyba w kierunku zwiekszonej produkcji prekursoréw redoks i energii, niezbednych do
utrzymania homeostazy podczas intensywnego stresu  oksydacyjnego.  Analiza
transkryptomiczna T. versicolor podczas degradacji EB ujawnila silng indukcje gendéw
zwigzanych z transportem wewnatrzkomoérkowym, metabolizmem energetycznym i rOwnowaga
redoks, w tym wysoka (prawie 1200-krotna!) nadekspresje bialek SNARE oraz enzymoéw
mitochondrialnych. Doktorantka zaklada, ze wynika to z intensyfikacji ruchu pecherzykowego
i zwiekszonego zapotrzebowania energetycznego. Jednoczesnie ekspresja wielu gendw
regulacyjnych i detoksykacyjnych, takich jak GST, ulegla zahamowaniu, co sugeruje, ze grzyb
preferuje szlaki oparte na intensywnych reakcjach oksydacyjno-redukcyjnych oraz transporcie i
sekwestracji metabolitéw. Dane transkryptomiczne uzupelnifa analiza proteomu (str. 121, 5.7),
ujawniajac zréznicowana liczbe bialek o zmienionej ekspresji w zalezno$ci od rodzaju barwnika,
przy czym RBBR wywolywal najsilniejsza aktywacje, a EB najwieksza represje proceséw
niezwigzanych bezposrednio z degradacja. To, wedlug doktorantki, zdaje sie potwierdzad,
ze grzyb reorganizuje proteom, ograniczajac funkcje wzrostowe na rzecz enzymoéw
oksydacyjnych, redoks i transportowych, kluczowych dla degradacji barwnika. Autorka
podkresla réwniez logiczne powiazania miedzy transkryptomem, a proteomem, wskazujac na
spojng adaptacje do stresu po ekspozycji na rézne klasy barwnikéw. Dwukierunkowa analiza
hierarchiczna skupien ujawnila odmienne profile proteomiczne u T. versicolor w zaleznos$ci
od rodzaju barwnika, przy czym RBBR wydaje sie wywolywad najbardziej odmienng odpowiedz
w poréwnaniu z kontrolg. Analiza wskazala zespoly wspdlnie regulowanych enzymdw
(oksydoreduktaz, peroksydaz i transporteréw), ktére odpowiadaja za kluczowe etapy degradacji
barwnikéw, co wskazuje na jednoczesne istnienie konserwowanych odpowiedzi stresowych,
ale tez specyficznych dla obecnoéci barwnika adaptacji metabolicznych. Autorka sugeruje,
ze zdolnoé¢ T. versicolor do elastycznego dostosowywania proteomu moze by¢ przydatna dla
optymalizacji proceséw oczyszczania. Analiza proteomiczna T. versicolor w warunkach
degradacji RBBR ujawnila silng aktywacje peroksydaz i lakkaz, co zdaje sie potwierdzad
dominacje zewnatrzkomdrkowych mechanizméw oksydacyjnych w rozkladzie barwnikéw
antrachinonowych. Jednoczeénie proteiny zwiazane z detoksykacja oksydantéw byly wyraZnie
podwyiszone, w przeciwienstwie do tego liczne enzymy metabolizmu podstawowego i
biosyntezy ulegly wyraZnej represji. Caloé¢ wynikéw potwierdza, ze T. versicolor priorytetowo
wykorzystuje wysoko reaktywne szlaki oksydacyjne do efektywnej dekoloryzacji RBBR kosztem
procesow metabolicznych zwigzanych z proliferacja. W warunkach degradacji EB T. versicolor

reagowal zmniejszeniem poziomu bialek, w tym kluczowych oksydoreduktaz, co przy
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jednoczesnej ekspresji genéw enzyméw redoks i bialek zwiazanych z transportem oraz
kompartmentalizacjy, wskazywa¢ moze na gleboka reorganizacje metaboliczng i strukturalna.
Proponowany przez doktorantke mechanizm degradacji barwnikéw obejmuje kolejno:
zewnatrzkomoérkowa oksydacje struktur azo i antrachinonowych przez lakkazy i peroksydazy,
nastepnie redukcyjno-oksydacyjne przetwarzanie reaktywnych produktéw posrednich
wewnatrz komérki przez dehydrogenazy, reduktazy i cytochrom P450, dalej ich detoksykacjg i
kompartmentalizacje w aparacie Golgiego oraz w wakuolach, a na koricu eksport roziozonych
metabolitéw przez transportery MFS (co przedstawiono na fig. 44). Doktorantka zauwaza, ze
réznice miedzy transkryptomem, a proteomem moga wynika¢ gtéwnie z odmiennego czasu
pobierania prébek oraz analizowanej przestrzeni biologicznej (komérka vs $rodowisko),
co sprawia, ze transkryptom odzwierciedla wezesna odpowiedz adaptacyjng, a proteom - pézny,
funkcjonalny zestaw enzyméw degradacyjnych. Autorka wskazuje, ze polaczenie obu podejsé
ujawnia komplementarne etapy reakcji T. versicolor nma barwniki, wyjasniajac pozorna
rozbiezno$¢ miedzy poziomem mRNA, a akumulacja enzyméw w medium. Podkreéla, ze
stanowi to pierwsza tak szczegdélowa analize multiomiczna degradacji RBBR, EB i CV przez
T. versicolor, podkreslajac nowatorski charakter badan.

Czyste barwniki wykazywaly wysoka rosngca z czasem ekspozycji toksyczno$¢ wobec
D. magna (str.136, 5.8.1), ktéra znaczaco malata po dekoloryzacji roztworu przez obu gatunki.
T. versicolor okazat sie szczegdlnie efektywny w neutralizacji barwnikéw EB i CV, podczas gdy
P. ostreatus najlepiej redukowat toksyczno$é RBBR. Autorka podkresla, ze w kazdym przypadku
dzialanie grzybow obnizato klasyfikacje toksycznosci o co najmniej jedna kategorig, co $wiadczy
o realnym zwiekszeniu bezpieczenstwa srodowiskowego. Fitotoksycznos¢ badanych barwnikéw
wyraznie zalezata od ich struktury chemicznej oraz zdolnosci poszczegolnych gatunkdéw
grzybéw do ich detoksykacji. Wyniki jednoznacznie potwierdzaja, ze grzyby bialej zgnilizny s3
wyjatkowo skutecznymi biokatalizatorami w usuwaniu toksycznosci barwnikéw. Doktorantka
wykazala, ze oba szczepy skutecznie dekoloryzuja RBBR i EB niezaleznie od warunkow
$wietlnych, co sugeruje, ze kluczowa role w usuwaniu barwnikéw odgrywa juz rozwinieta
biomasa i aktywny aparat enzymatyczny. Jednoczesnie subtelne réznice dla réznych dtugosci
promieniowania wskazuja, ze $wiatlo moze modulowaé metabolizm grzybéw i stabilizowa¢
aktywnoé¢ enzyméw utleniajacych, co potencjalnie mozna wykorzysta¢ do optymalizacji.

Badana biomasa wykazywala znacznie wyzsza pojemno$¢ sorpcyjng i szybsza kinetyke
usuwania BG niz wiekszoé¢ wczesniej opisanych biosorbentéw. co podkresla jego przewage
aplikacyjna. Wyniki wskazuja, ze poczatkowa faza szybkiej sorpcji wynika z intensywnej
adsorpcji powierzchniowej i duzej dostepnosci miejsc wigzacych, podczas gdy dalszy spadek

tempa jest zwigzany z ich stopniowym nasyceniem. W badaniu wykazano, ze warianty
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CB8/S2-BS i BWPH/S2-BS charakteryzuja sig wysoka skuteczno$cia usuwania CV, szczegdlnie
przy nizszych stezeniach poczatkowych, osiggajac ponad 60% redukeji w ciagu piérwszych.
godzin procesu. Zaobserwowane réznice w efektywnosci sorpcji miedzy CV a BG wynikaja
gldwnie z odmiennych mas czasteczkowych barwnikéw, co wplywa na ich dyfuzje i dostepnogé
miejsc wigzacych. Analiza PCA (str. 152, 5.10.4, Fig. 511 52) jednoznacznie potwierdzila, ze czas
kontaktu oraz poczatkowe stezenie barwnika s3 kluczowymi czynnikami determinujacymi
efektywno$¢ biosorpcji. Immobilizowane biomasy obu gatunkéw konsekwentnie wykazywaly
wyzsza skuteczno$é usuwania BG i CV niz ich forma zawieszona, co wskazuje na korzystny
wplyw matrycy noénika z PU na stabilno$¢ i dostepnos¢ miejsc aktywnych. W obu gatunkach
grzybéw immobilizacja zmniejszata wrazliwo$¢ na toksycznoéé barwnikéw oraz poprawiata
kinetyke sorpcji, szczegdlnie w warunkach wysokiego obcigzenia barwnikiem. Autorka wyraza
przekonanie, ze immobilizacja stanowi skalowalne i wydajne rozwiazanie dla oczyszczania
sciekéw barwnikowych, umozliwiajac bardziej przewidywalne i efektywne uéuwanie barwnikéw
w zréznicowanych warunkach operacyjnych. Autoklawowana, immobilizowana biomasa
T. versicolor zachowala zdolnos¢ skutecznego usuwania BG i CV, podczaé gdy agregaty grzybni
catkowicie ja utracily, co potwierdza kluczowa role matrycy noé¢nika PU w stabilizacji
inaktywowanego biosorbentu (str. 155). Réznice w strukturze grzybni wynikajace z warunkéw
wzrosty; ,splaszczona” warstwa w hodowli statycznej vs. kuliste agregaty (granule) w warunkach
wstrzasania wyraznie determinowaly zdolnoé¢ sorpeyjng biomasy (str. 157), co tlumaczy lepsza
efektywnos$¢ CB8 w usuwaniu BG oraz stabsza skuteczno$é BWPH wolec CV. Utrzymanie lekko
kwasnego odczynu i umiarkowanej temperatury okazalo si¢ kluczowe dla maksymalizacji
biosorpcji BG przez grzybnie obu szczepéw, poniewaz warunki skrajnie zasadowe lub
wysokotemperaturowe znaczaco obnizaly efektywnoé¢ poprzez destabilizacje powierzchni
komoérkowej i ograniczenie aktywnosci enzymatycznej. Charakteryzujac dokfadniej nano-
i mikrostrukture matrycy grzybni doktorantka ujawnila, z pomoca analizy spektrum FT-IR,
udzial kluczowych grup funkeyjnych grzybni w procesie biosorpcji, czego dowodem byly
przesuniecia i spadki intensywnosci pasm ~OH i -NH po zwiazaniu barwnikéw. Dodatkowe
zmiany w obszarach odpowiadajacych drganiom C=0O, C-N, C-O oraz sygnaturom
aromatycznym potwierdzily obecnoéé oddziatywan jonowych, wodorowych, van der Waalsa
i n-n miedzy barwnikami, a biomasg. Immobilizacja na matrycy PU zwiekszyla intensywnosé
pasm w zakresach biatek i polisacharydéw, wskazujac na wigksza dostepnoséé grup funkeyjnych
1 wyzsza zdolnoé¢ sorpcyjng immobilizowanych wariantéw. Obrazy z SEM potwierdzily, ze
gabka PU zapewnia wysoce porowatg, tr6jwymiarowa mikrostrukture sprzyjajaca réwnomiernej
kolonizacji grzybow i efektywnej biosorpcji barwnikéw. Zaréwno T. versicolor, jak i P. ostreatus

tworzyly stabilne, rozbudowane sieci strzgpkowe, ktére po kontakecie z BG i CV wykazywaly
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wyrazne zmiany powierzchniowe, takie jak wygladzenie, pokrycie warstwa barwnika czy
czedciowe zatkanie poréw. Poréwnanie obrazéw przed i po sorpcji jednoznacznie potwierdza
skuteczne wiazanie barwnikéw oraz wskazuje, ze immobilizacja na gabce sprzyja wigkszej
stabilnosci grzybni jako biosorbentu.

W ostatniej czeéci omSwienia wynikéw (str. 168, 5.11) autorka przedyskutowala eksperyment
oczyszczania w bioreaktorach. W skali laboratoryjnej T. versicolor wykazal wysoka i trwala
zdolnoséé dekoloryzacji RBBR, w poréwnaniu z kontrola abiotyczng. W dwdch pierwszych
cyklach zaréwno hodowla wstrzasana, jak i biomasa immobilizowana usuwaly ponad 9o%
barwnika (fig. 63), co wedtug niej odzwierciedlalo silng aktywno$¢ enzymatyczna i brak efektu
hamujacego kolejnych podawanych w doplywie dawek. Spadek efektywnoséci w trzecim cyklu
sugerowat stres metaboliczny lub akumulacje metabolitéw, jednak oba systemy nadal znaczaco
przewyzszaly kontrole. W czwartym cyklu zaobserwowano stabilizacje lub czgéciowe
odzyskanie aktywnoéci, a immobilizacja na gabce zapewnita wydajnoé¢ poréwnywalna lub
wyzsza, szczegblnie w poczatkowych etapach pracy bioreaktora.

W ostatnim rozdziale (Future prospects of research, str. 173) doktorantka przedstawia swoja
opinig na temat rozwoju badan, m.in.: rozwoju ciaglych, modulowych bioreaktoréw z
immobilizowana biomasa, monitorowania proceséw za pomoca narzedzi molekularnych,
integracji reaktoréw z biomasa grzyb6w z istniejacymi technologiami oczyszczania czy badan
nad regeneracjq i ponownym wykorzystaniem biomasy immobilizowane;.

Doktorantka podsumowala dysertacje 15 wnioskami w formie zwiezlych hasetl (highlights)
z rozwinieciem. Badania potwierdzily, ze T. versicolor jest wyjatkowo skutecznym, stabilnym i
ekologicznym sposobem na usuwania syntetycznych barwnikéw, a jego wydajno$¢ mozna
znaczaco zwigkszy¢ poprzez optymalizacje parametréw fizykochemicznych oraz immobilizacje
na tanich no$nikach. Zaréwno T. versicolor, jak i P. ostreatus wykazaly szerokie spektrum
aktywnosci wobec réznych klas barwnikéw, wysoka efektywnos¢ przy duzych obcigzeniach oraz
zdolnosé¢ do pracy w systemach bioreaktorowych. Analizy multiomiczne ujawnily, ze kluczowa
role w degradacji odgrywaja zintegrowane szlaki detoksykacji wewnatrzkomorkowej,
obejmujagce m.in. CYP450, oksydoreduktazy i transportery blonowe, a nie tylko enzymy
zewnatrzkomdrkowe. Testy ekotoksykologiczne potwierdzily, ze oczyszczanie biomasa grzybéw
znaczaco obniza toksyczno$¢ sciekdéw, co potwierdza bezpieczenstwo srodowiskowe
uzyskanych efektéw. Calo§¢ pracy dostarcza solidnych podstaw do projektowania
zréwnowazonych, zdecentralizowanych systeméw oczyszczania $ciekéw opartych na grzybach

biatej zgnilizny.
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Literatura (zebrana na str. 175-195), na ktérg autorka powotuje si¢ w swojej dysertacji,
jest cytowana zgodnie z kolejnoscia przytaczania w tekscie, a jej spis obejmuje 303 pozycje. W
tym spisie znalazlem réwniez 3 prace we wspétautorstwie doktorantki (poz. 41,143, 257), z czego
dwie pierwsze byly wymienione réwniez w spisie na wstepie dysertacji. W znakomitej wiekszogci
(=90%) wybrane przez doktorantke pozycje reprezentuja klasyczne artykuly naukowe. Chocia
najstarsza publikacja pochodzi z 1938, a cztery z lat ‘80 i ‘9o (przy czym ich zacytowanie bylo w
pelni uzasadnione), bibliografia jest bardzo aktualna, z wyrazng dominacja publikacji z
ostatniego pigciolecia (ok. 45%). Publikacje te mozna pogrupowaé na kilka kategorii
tematycznych obejmujacych: technologie oczyszczania $ciekéw z produkdji tekstyliow, w tym
metody fizykochemiczne, biodegradacje barwnikéw przez grzyby i adsorpcje barwnikéw na
réznych podlozach, zagadnienia z enzymologii i biochemii, genomiki, transkryptomiki i

proteomiki grzybéw oraz toksykologii i oceny ryzyka $rodowiskowego barwnikéw.

4. Uwagi krytyczne i dyskusyjne o charakterze edytorskim i merytorycznym

Recenzent nie rosci sobie praw do oceny poprawnosci jezykowej, jako niebedacy,
w odréznieniu od autorki, native speakerem. W mojej subiektywnej opinii praca jest napisana
zrozumialym jezykiem, opisy s3 jasne, a prowadzone wywody logiczne, mimo zawitosci
metodologicznych i wielowatkowosci. Jednak, juz choéby z racji na sama objeto$¢ pracy, a takze
zapewne w wyniku pospiechu i zrozumiatego zmeczenia doktorantki na etapie koticowej edycji,
trudno bylo uniknaé¢ drobnych bledéw, ktére nie wyptywaja w mojej ocenie na ostateczny osad.
Kilka z nich, wraz z dodatkowymi uwagami krytycznymi, pozwolitem sobie wymieni¢ ponizej:

1. Moim zdaniem omdwienia literatury dotyczacej multiomiki i toksykologii powinny sie
znalez¢ konsekwentnie w osobnych podrozdziatach, choéby ze wzgledu na udziat jaki
majg w dalszej czedci pracy.

2. W publikacji [poz. 59], na ktéra powoluje sie autorka piszac ,They can affect fish,
amphibians, and invertebrates' ability to reproduce, grow, and behave...” autorzy dosé
ogolnie pisza o wplywie éciekéw na ryby, raczej w kontekécie wymienionego wyzej
obnizenia stgzenia DO niz toksycznoéci. Istnieje pewna iloé¢ danych dotyczacych wplywu
barwnikéw syntetycznych na ryby, obserwowano m. in. stres oksydacyjny,
hepatotoksycznosé, zmiany histologiczne skrzeli i ukt. sercowo-naczyniowego, zmiany
strukturalne w tkankach, peroksydacje lipidéw, zmiany w aktywnosci enzyméw
antyoksydacyjnych, a nawet genotoksycznosé (np. CR indukowat mikrojadra i aberracje
chromosomowe). Zainteresowato mnie zjawisko depozycji barwnikéw w linii bocznej ryb,

nie znalaziem informacji na temat permanentnego wysycenia tego organu.
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str. 7 - ,Lemna gibba, a common duckweed...” - praca cytowana jako poz. 62 mowi
o zastosowaniu rzesy Lemna gibba do biomonitoringu $ciekéw z przemystu tekstylnego -
i jako taka jest prawidtowo dobranym Zrédlem, jednak wymieniony gatunek to rzesa
garbata (gibbous duckweed), a nie is common duckweed - czyli Lemna minor.

str. 12. AOP - zwrot glebokie (zaawansowane) utlenianie (advanced oxidation) pojawia sig
wprawdzie we wstepie, ale brak jest powigzania ze skrétem - z zasady powinno si¢ ono
znalez¢ pierwszy raz po uzyciu w tekscie.

Str. 57, Fig. 18. jest Photo by ...- w tym przypadku to zdecydowanie rysunek, ale réwniez
w przypadku czeéci innych grafik niepotrzebnie pojawia si¢ informacja o autorze zdjecia.
W mojej ocenie nawet jezeli wykorzystano w rysunku pewne drobne elementy zdjec
(np. fragment gabki), pozostaje to caly czas rysunek. By¢ moze jest to wyraz nieco zbyt
ostroznego podejécia do praw autorskich - opracowany wiasnorecznie rysunek
bez dodatkowych uwag oznacza, ze cala zawartos¢ jest wytworem autora.

W polskiej wersji streszczenia na str. X jest ,zréwnowazonej biologicznie alternatywe”,
powinno by¢ - zréwnowazonej alternatywy lub biologiczngq alternatywe.

W calej pracy autorka z konsekwencja uzywa okreslen myjka z polipropylenu i ggbka
(np. str. 27 Dishwasher-grade polypropylene [..] Sponge - Commercial polyurethane)
na okreslenie uzytych w badaniach do immobilizacji biomasy grzybéw nosnikéw - w mojej
ocenie powinno sie raczej uzy¢ bardziej naukowego, czy tez technicznego okredlenia -
chyba, ze autorka sugeruje zrédlo zaopatrzenia bioreaktoréw, albo np. wykorzystanie w
tym celu odpadéw. Oba uzywane w badaniach materialy, pomijajac funkcjonalnosé ich
aktualnej formy, s3 w zasadzie przykladami syntetycznej piany o otwartych porach
(open cell synthetic foam, PU foam, PP foam) utworzonej w wyniku polimeryzacji danego
tworzywa sztucznego (poliuretan lub polietylen) w okreslonych warunkach. Tego typu
materialy mozna opisywa¢ wieloma parametrami - najczgsciej spotyka si¢ PPI - mierzona
liniowo liczbe poréw na cal (pore per inch). Mozna réwniez pokusi¢ si¢ o wyznaczenie
eksperymentalne lub teoretyczne powierzchni wlasciwej (wyrazonej w cm*/cm? lub g)
co jest mozliwe réznymi sposobami, np. na podstawie zdje¢ struktury, ktore przeciez
wykonano. Autorka podaje jednoczesnie pewne cechy noénikéw biomasy kluczowe dla
opisu proceséw badanych w pracy w kontekécie wlasciwoéci barwnikéw, np. na str. 68.
,The hydrophobic characteristics of the polypropylene dishwasher likely restrict dye sorption
efficacy, a dalej [...] improved performance results from the high porosity, hydrophilicity,
and increased surface area of the polyurethane substance (str. 60), [...] polypropylene

dishwasher does not have tendency to absorb-desorb dye due to its hydrophobic nature”.
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10.

11.

Zachgcalbym do zainteresowania si¢ tymi parametrami, jezeli doktorantka planuje w
przyszlosci badania z wykorzystania noénikéw o podobnej strukturze.

Str 43. - wydaje sig, ze w zdaniu ,For non-coding RNAs such as long intergenic non-coding
RNAs (lincRNAs) [tutaj] was removed using a Ribo-Zero RNA removal kit to enrich the RNA
species of interest” brakuje slowa ribosomal RNA (rRNA).

Str 50. Image] jako niekomercyjny program naukowy powinno sie cytowaé np.
Schneider, C. A., Rasband, W. S., & Eliceiri, K. W. (2012). NIH Image to Image]J: 25 years of
image analysis. Nature Methods, 9(7), 671-675. doi:10.1038/nmeth.2089

Nieco bledéw znalaztem w cytowanych pozycjach literatury: str. 175, poz. 13 - brakuje
autora (Anshuman N.), str. 176, poz. 24. — brak autoréw (Balasubramanian, C., Manickam,
P.), str. 177, poz. 33 - wydaje si¢, ze nie ma autoréw, str. 178, poz. 59 — brak autoréw
(Ishrat Bashir, F. A. Lone, Rouf Ahmad Bhat, Shafat A. Mir, Zubair A. Dar & Shakeel Ahmad
Dar), poz. 129 brakuje numeru czasopisma (15(2):6), poz. 130 brakuje konicéwki numeru
DOI (.14548), przez co czytelnik jest kierowany do innego artykutu, str. 183, poz. 136 -
brakuje autoréw (M. Jureczko., W. Przystas., M. Urbaniak., A. Banach-Wisniewska., E.
Stgpiert), str. 192. poz. 256 - prace Cuamatzi-Flores i wsp. 2024 wymieniono w spisie
dwukrotnie (lacznie z poz. 197), str. 165, poz. 300 - wydaje sie brakowa¢ autora (Tepe, 3?)
Nazwy gatunku w nomenklaturze taksonomicznej piszemy maly literg m.in.
Agaricus bisporus, Ceriporia lacerata, Diaporthe schini, a przy braku okre$lenia gatunku

Trametes sp. - bledne zapisy wystepowaly gléwnie w spisie literatury.

Jednoczesnie rola recenzenta pozwala mi zada¢ kilka pytan, ktére prosze wziaé¢ za objaw

rozbudzenia ciekawosci i zarzewie dyskusji, ktérej na obronie zabraknaé nie powinno.

1.

Testy toksycznosci, szczegdlnie w ocenie ryzyka srodowiskowego, wymagaja
wykorzystania organizméw modelowych reprezentujacych wszystkie poziomy troficzne -
réwniez destruentéw (najczeéciej bakterie). Czy doktorantka, jako ekspert w zakresie
reakcji grzybow strzgpkowych, zna testy toksycznosci wykorzystujace grzyby jako
organizmy modelowe, a moze gatunki badane w pracy nadaja sie w praktyce do tego celu?
Jak wyglada, badz powinna wyglada¢, zdaniem doktorantki, procedura takiego badania.
Str. 48. ,....using standard fresh water”- czy chodzilo o wystandaryzowana wode (w takim
razie o jakim skladzie?) czy wode wodociagows (tap water)?

Str. 50. Czy w metodyce testu fitotoksycznosci zakladano tez obserwacje ubytku zywej
biomasy roélin testowych np. odejmowania powierzchni lisci zajetych chloroza?

Czy obserwowano takie zjawisko?
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. Czy w przypadku danych transkryptomicznych, szczegélnie na pierwszym etapie ich
obrébki, powinniémy méwié o juz genach czy moze raczej znacznikach (tags) ekspresji?
Jak zdefiniowata by Pani réznice migdzy tymi okre$leniami?

. Na str. 44. czytamy - For Gene Ontology (GO) and KEGG [..] pathway analyses,
differentially expressed genes (DEGs) with an absolute fold change >2 [...]. Czy w analizie
RNAseq mamy do czynienia z absolutna, czy moze jednak relatywna kwantyfikacja liczby
kopii genéw?

. W ostatniej czeéci pracy autorka pisze, ze waznym kierunkiem przysziych badan bedzie
monitorowanie ekspresji genéw w warunkach operacyjnych. W zwiazku z tym nasuwa sig
pytanie, czy i jakie geny doktorantka zaproponowataby do monitoringu i kontroli procesu
w reaktorze z zastosowaniem np. ilogciowego PCR (qPCR)?

. Z danych multiomicznych wylania si¢ obraz organizmu, ktéry prowadzi proces
odbarwiania $ciekéw w warunkach silnego stresu, przebudowujac swojg architekture na
roznych poziomach organizacji komérki w celu raczej przetrwania niz rozbudowy
biomasy. Czy mozna wyobrazi¢ sobie w takim razie uklad technologiczny do oczyszczania
éciekéw tekstylnych, ktéry funkcjonuje nieprzerwanie, utrzymaniem biomasy,
czy raczej reaktor wspomagany porcjami biomasy produkowanej w reaktorze wstepnym,
i np. co kilka cykli oczyszczania, usuwanej w celu desorpcji? Kiéra forma biomasy bytaby
najprzydatniejsza w takim ukladzie? Jak dlugo trwaloby nammnozenie biomasy

wystarczajacej dla oczyszczania Sciekéw w skali technicznej?
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5. Podsumowanie i wniosek koncowy

Pani Ruchi Manishkumar Upadhyay ubiega sie o priyznanie stopnia naukowego doktora w
dziedzinie nauk inzynieryjno-technicznych, dyscyplinie: inzynieria $rodowiska, gérnictwo i
energetyka. Przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorska przeczytalem z duzym
zainteresowaniem i oceniam jg bardzo wysoko. Podkreéle jeszcze raz, ze sam zakres analiz,
koniecznych do osiagniecia zalozonych przez doktorantke celéw stanowil ambitne wyzwanie -
réwniez dla recenzenta. Praca stanowi oryginalne rozwiazanie problemu, szczegélnie w
czedci dotyczacej analizy multiomicznej biomasy grzybéw prowadzacych proces oczyszczania
barwnikéw. Implementacja nowoczesnych metod badawczych, réwniez z zakresu biologii
molekularnej, w inzynierii $rodowiska, staje si¢ coraz czeéciej konieczna, aby skutecznie
optymalizowa¢ parametry technologiczne w reaktorach biologicznych. Jednocze$nie praca
zachowuje charakter pozwalajacy przypisa¢ ja do dyscypliny, a wszystkie osiggniete wyniki
s3 rozpatrywane w kontekscie ich przyszlego zastosowania w pemoskalowych ukladach
inzynieryjnych.

Tym samym stwierdzam, Ze rozprawa doktorska Pani M.Sc. 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 Ustawie z dnia 20 lipca 2018 1. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 1., poz.
1571, 2 p6Zn. zm.) i w zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Dyscypliny Inzynieria Srodowiska
i Energetyka Politechniki Slaskiej o dopuszczenie M.Sc. Ruchi Manishkumar Upadhyay
do publicznej obrony.

Jednoczeénie, ze wzgledu na wysoka wartoéé naukowa i poznawcza pracy wnosze do

Rady Dyscypliny o wyrdzr ‘'enie rozprawy.

Podpisal Lukasz Jurczyk
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