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Podstawa opracowania recenzji jest pismo Pana prof. dr hab. Krzysztofa Labusa,
Przewodniczacego Rady Dyscypliny Inzynieria Srodowiska, Gérnictwo i Energetyka w
Politechnice Slaskiej w Gliwicach, z dnia 06.03.2026 (RIE-BD.512.14.2026) dotyczace
przygotowania oceny wspomnianej wyzej rozprawy doktorskiej.

Na wstepie recenzji chciatabym zaznaczyé, ze rozprawa doktorska zostata napisana w
jezyku angielskim.

Barwniki sa szeroko stosowane w wielu galeziach przemyshi, m.in. w przemysle
widkienniczym, papierniczym, w garbarstwie, czy do produkeji tworzyw sztucznych i
towarzysza nam w zyciu codziennym. W 2023 roku wyprodukowano na $wiecie okolo 1,1
miliona ton barwnikéw syntetycznych (pigmentéw syntetycznych okoto 800 000 ton) i
szacuje si¢, ze do 2032 roku produkcja barwnikéw i pigmentéw bedzie nadal rosta, W
zaleznoéci od technologii barwienia znaczna czg$é, bo nawet do 60% poczatkowej masy
barwnika, moze nie zostaé wykorzystana i trafi¢ do $ciekéw. Cho¢ usuwaniem barwnikow ze
$ciekéw naukowcy zajmuja si¢ juz od wielu dziesigcioleci, to réznorodno$¢ chemiczna
barwnikéw oraz ich duze zuzycie z jednej strony, a rozwéj metod analitycznych, w tym
bioinformatycznych z drugiej powoduja, zZe jest to wcigz interesujacy zaréwno z
praktycznego, jak i naukowego punktu widzenia temat. Dlatego tez uwazam, ze wybdr tematu
pracy doktorskiej Pani mgr Ruchi Upadhyay jest wlasciwy i uzasadniony wzgledami
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navkowymi, a takze mozliwosciami praktycznego wykorzystania uzyskanych w pracy
wyritkow badan.

Gléwnym celem recenzowanej rozprawy doktorskiej bylo najogélniej moéwiac
wykorzystanie grzybow bialej zgnilizny drewna do usuwania z wéd lub $ciekéw barwnikow
syntetycznych reprezentujacych wedlug budowy chemicznej trzy gléwne grupy, to jest
barwniki azowe (blekit Evansa (EB) i czerwienn Kongo (CR)), barwniki trifenylometanowe
(zielen brylantowa (BG) i fiolet krystaliczny (CV)) oraz barwniki antrachinonowe (blgkit
brylantowy Remazol R (RBBR)). Lacznie Doktorantka badata pigé réznych barwnikow
syntetycznych, a do ich usuwania zastosowata dwa gatunki podstawczakéw, a mianowicie
Tramates versicolor (szczep CB8) i Pleurotus ostreatus (szczep BWPH). Obydwa szczepy
grzybéw pochodzity z Kolekeji Szczepéw Grzybéw z Katedry Biotechnologii Srodowiska
Politechniki Slaskiej w Gliwicach. Zakres badaf rozprawy doktorskiej obejmuje
optymalizacje proceséw dekoloryzacji, ocen¢ toksycznosci produktéw dekoloryzacji,
charakterystyke biosorpcji i biodegradacji barwnikéw z udzialem grzybow bialej zgnilizny
drewna, a takze zastosowanie technik omicznych, to jest analizy transkryptomicznej i
proteomicznej, oznaczanie aktywno$ci wybranych enzyméw, do wyjasnienia mechanizméw
biodegradacji barwnikéw. Uwazam, ze zakres prac, ktérych podjeta si¢ Doktorantka jest
niezwykle szeroki i zastuguje na uznanie. Jest to kompleksowe i nowatorskie podejscie do
rozwigzania znanego naukowo problemu dekoloryzacji $ciekéw, zwlaszcza w czesei
dotyczacej zastosowania analiz multiomicznych.

W rozdziale 3 Doktorantka trafnie zidentyfikowata kluczowe luki badawcze i na ich
podstawie sformutowala rozbudowang hipotez¢ badawczg. Zaklada ona, ze wytypowane
szczepy grzybow Tramates versicolor (szczep CB8) 1 Pleurotus ostreatus (szczep BWPH)
bgda zdolne do usuwania barwnikéw na drodze synergii pomigdzy biosorpcjg a
enzymatycznym rozkladem. Poprawa wydajnoéci tych proces6w 1 ich potencjalne
wykorzystanie W rozproszonych oczyszczalniach Sciekow bedzie mozliwa dzigki
op:cymalizacji parametréw procesowych. Mechanizmy usuwania barwnikéw na drodze
mykoremediacji zostang poznane dzigki zastosowaniu technik omicznych, co umozliwi¢
moze w przyszitosci predykcje 1 modelowanie przebiegu proceséw dekoloryzacji dla innych
barwnikéw. Doktorantka zalozyla tez, ze produkt powstaly w wyniku mykoremediacji bedzie
bezpieczny pod wzgledem ekotoksykologicznym. Wedlug mnie ta hipoteza, choé¢ poprawna
pod wzgl;dem merytorycznym, to moglaby byc’ bardziejv zwic;_z%a Iub Wyrainie podzielona na
dwie lub trzy czesci. Byloby to bardziej czytelne. Najwazniejsze jest jednak, ze Kandydatka z



sukcesem zweryfikowata postawiong hipoteze prowadzac szeroko zakrojone badania,
analizujac doglebnie ich wyniki i formutujgc odpowiednie wnioski.

Rozprawa doktorska zostala podzielona na 7 rozdzialdw poprzedzonych
streszczeniami i stowami kluczowymi w jezyku angielskim i polskim, lista3 wiasnych
publikacji z tematu pracy doktorskiej oraz lista skrétéw zastosowanych w rozprawie
doktorskiej. Doktorantka podata takze zrédla finansowania badan. Lista skrotow moglaby by¢
bardziej kompletna (np. nie ma KEGG, GO, MEA), ale rozumiem, Ze przy tak duzej liczbie
zastosowanych metod analitycznych i statystycznych, jest to prawie niemozliwe, Zeby czegos
nie pomingé. Chciatabym tez dodaé, ze Doktorantka w tresci pracy na ogét wyjasniata uzyte
skroty i symbole, co utatwialo zrozumienie tekstu. W ostatniej czgsci pracy doktorskiej, po
rozdziale 7, znajduje si¢ lista cytowanych publikacji, zalaczniki, spis wykreséw i tabel.
Zaproponowany podziat rozprawy doktorskiej jest logiczny i odpowiedni dla tego typu pracy
naukowej.

Zanim przejde do dalszej oceny pracy doktorskiej chciatabym podkresli¢, ze mgr
Ruchi Upadhyay jest wspétautorka 4 artykuléw naukowych z tematu swojego doktoratu.
Wszystkie te artykuly ukazaly si¢ w czasopismach posiadajacych tzw. wspéiczynnik wpltywu
(IF) w latach 2022-2025.

Recenzowana praca doktorska zawiera 63 rysunki oraz 19 tabel, nie liczac dwoch
rysunkdw i pieciu tabel zamieszczonych w zalagczniku. Wedtug mnie Doktorantka dobrze
udokumentowata wyniki przeprowadzonych badan i opracowania statystycznego danych.
Wszystkie tabele sa czytelne i w pelni zrozumiale. Rysunki réwniez zostaly bardzo starannie
przygotowane i moze poza dwoma (rys. 4 i rys. 36), ktore wg mnie wymagajg niewielkiej
korekty edycyjnej, bardzo dobrze wizualizuja przeprowadzone badania i ich rezultaty.
Przygotowane przez Doktorantke tabele i rysunki $wiadczg o duzym zaangazowaniu Autorki,
o Jej dojrzatosci i umiej¢tnosci przekazywania wiedzy naukowej. Chcialabym pochwali¢
Doktorantke zwlaszcza za rysunki zamieszczone w rozdziale 4, ktore s§ przejizyste,
estetyczne i dobrze ilustrujg zastosowang w pracy metodologie badan. Podpisy rysunkéw i
tabel zostaly zredagowane poprawnie. Odniesienia w tekscie do rysunkéw i tabel sa
prawidlowe, zamieszczone w odpowiednich miejscach, co sprawia, Ze tekst i elementy
graficzne stanowig integralng calo$¢. Ulatwia to takze lekturg pracy doktorskie;j.

Jezyk, ktérego Autorka uzywa w pracy jest w mojej ocenie poprawny. Jest to jezyk
naukowy, odpowiedni dla rozprawy doktorskiej. Bledéw jezykowych, stylistyczaych i
interpunkcyjnych jest bardzo mato. Kilkakrotnie mialam watpliwosci odnosnie przedimkow
»the”, czy nietypowych wyrazen, ale trudno mi to jednoznacznie oceni¢ i zakwalifikowaé



jako blad, poniewaz nie jestem native-speakerem. Uwazam, ze jako calosé praca doktorska
byta dla mnie napisana j¢zykiem zrozumiatym, merytorycznym, naukowym.

Pod wzgledem edycyjnym rozprawa doktorska jest bardzo dobrze przygotowana. Nie
znalaztam pomylek w numeracji rysunkéw, czy tabel ani w podpisach, ani w odnosnikach,
choé jak juz wspominalam praca jest bogato ilustrowana. Numeracja rozdziatow,
podrozdzialéw, réwnan jest wedlug mnie takze poprawna. Skréty i symbole sg wyjasnianie
wielokrotnie w tekscie, co pomaga w czytaniu pracy. Trzeba tu podkresli¢, ze panowanie nad
duza liczbg skrétow i symboli, ktora wedtug moich szacunkéw wynosi powyzej 100, jest
bardzo trudnym zadaniem. Mimo to Doktorantka bardzo dobrze si¢ z niego wywigzala.
Starata sie, aby pomimo szerokiego zakresu i duzej réznorodnosci zastosowanych metod
badawczych, wszystko bylo jasno i precyzyjnie przedstawione. Pod wzgledem formalnym
oceniam prace¢ bardzo wysoko.

W przegladzie literatury przedmiotu stanowigcym drugi rozdzial rozprawy doktorskiej
Autorka charakteryzuje barwniki, a w szczegolnosci barwniki syntetyczne, nastgpnie krotko
opisuje wptyw barwnik6éw na ekosystemy i zdrowie cztowieka, a w dalszej czgsci wymienia i
zwigzle omawia metody fizyczne, chemiczne i biologiczne usuwania barwnikow.
Stosunkowo najwiecej miejsca Doktorantka pos$wigcila przegladowi publikacji dotyczacych
stosowania grzybow bialej zgnilizny drewna do degradacji barwnik6éw. Jest to moim zdaniem
stuszne podejscie, bo przeglad literatury ma poméc w identyfikacji luk badawczych i
zagadnien zwigzanych z mykoremediacjg, ktdre do tej pory nie zostaly wystarczajaco
Doktorantce trafnie wskaza¢ brakujace elementy w obecnym stanie wiedzy na temat usuwania
barwnikéw syntetycznych przy udziale grzybéw podstawkowych, co z kolei przetozylo si¢ na
sformulowanie merytorycznie zasadnych celow, zakresu i hipotezy badawczej Jej rozprawy
doktorskie;j.

Sumarycznie w calej pracy Doktorantka skorzystata z imponujgcej liczby 304 Zrodet
literaturowych anglojezycznych. Byly to prawie wylacznie artykuly naukowe. Blisko potowa
(47%) sposréd zacytowanych prac zostala opublikowana w latach 2020-2025. Kandydatka
korzystala zatem w gléwnej mierze z najnowszych, aktualnych osiagnig¢ naukowych
zwigzanych z tematem Jej dysertacji. Dobor Zrédet literaturowych uwazam za wyczerpujacy,
prawidlowy i aktualny. Wskazuje on na ciagle zainteresowanie wielu zespoléw badawczych
na §wiecie tematyka usuwania barwnikéw syntetycznych ze srodowiska przyrodniczego.

W rozdziale czwartym recenzowanej rozprawy doktorskiej Autorka oméwita bardzo
szczegblowo materialy i metody badawcze zastosowane w pracy. Ten rozdzial sktada si¢ z 16



podrozdziatéw. Doktorantka opisala w nich m.in. wybrane do badan barwniki syntetyczne,
zastosowane szczepy grzybéw podstawkowych, warunki ich hodowli, immobilizacj¢ grzybni
na dwéch nosnikach, metody oznaczania aktywnosci trzech enzyméw (lakazy, peroksydazy
manganowej i peroksydazy ligninowej), analiz¢ transkryptomiczng i proteomiczng dla
Trametes versicolor, metody statystyczne. Obszerno$é tego rozdzialu pracy wynika z
szerokiego zakresu badan i zastosowania wielu metod analitycznych, a takze
zaawansowanego opracowania danych z pomoca réznych metod statystycznych, w tym z
jedno- i dwuczynnikowej analizy wariancjii (ANOVA), testu post-hoc Tukeya, analizy
gléwnych sktadowych (Principal Component Analysis, PCA). Do zastosowania tych metod
statystycznych Doktorantka musiala opanowa¢ obshuge kilku programéw komputerowych.
Oprécz MS Excel byly to m.in. Design-Expert (Stat-Ease), OriginPro Learning Edition
(OriginLab). Do analizy genéw i bialek niezbedna byla umiejgtnos¢ poslugiwania sig
narz¢dziami bioinformatycznymi, w tym przede wszystkim KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) oraz GO (Gene Ontology). Wykorzystanie tak wielu réznorodnych
metod badawczych, analitycznych i statystycznych od stosunkowo prostych testow
dekoloryzacji po zaawansowane narzedzia bioinformatyczne wymagalo wiedzy, bardzo
dobrego przygotowania, m.in. z zakresu mikrobiologii, chemii, matematyki, inZynierii,
statystyki, posiadania juz na poczatku realizacji pracy badawczej solidnego warsztatu
naukowego, ktory w trakcie realizacji pracy Doktorantka doskonalita.

Wyniki badan, ich omoéwienie i dyskusja przedstawione s3 razem w piatym,
najobszerniejszym rozdziale recenzowanej rozprawy doktorskiej. W mojej ocenie polgczenie
prezentacji wynikéw i ich dyskusji jest w pelni uzasadnione, a odniesienie uzyskanych
wynikéw do istniejgcych, opublikowanych danych ulatwia czytelnikowi lekturg pracy i
pokazuje, co udalo osiggna¢ si¢ Doktorantce na tle dotychczasowej wiedzy. Wyniki zostaly
zaprezentowane w tabelach i na rysunkach, ulozone w sposéb logiczny i dokladnie
przedyskutowane. Autorka rozpoczyna ten rozdziat od oceny wzrostu dwéch wytypowanych
szczepéw grzybow i mozliwosci zastosowania dwéch réznych nosnikéw (polipropylenowego
i poliuretanowego) do immobilizacji érzybni oraz od prezentacji wynikow
wstepnych/przesiewowych testow dekoloryzacji przeprowadzonych dla pigciu barwnikow.
Nastepnie omawia wplyw kilku czynnikéw, takich jak mieszczanie, Zrédlo wegla, zrodlo
azotu w pozywce, immobilizacja na skutecznos¢ usuwania barwnikéw. Te badania, ktore
mozna nazwaé optymalizujgcymi warunki hodowli grzybow, zostaly przeprowadzone dla
trzech barwnikéw, a mianowicie dla blekitu brylantowego Remazol R (RBBR), bi¢kitu
Evansa (EB) i fioletu krystalicznego (CV), ktére zostaly wytypowane na podstawie



wstepnych testow dekoloryzacji. Kolejny podrozdziat jest poswigcony —aktywnosci
enzymatycznej lakazy, peroksydazy manganowej i peroksydazy ligninowej oznaczanych dla
dwoéch szczepéw grzybéw eksponowanych na dziatanie jednego z trzech wymienionych
wyzej barwnikéw syntetycznych. Nastepnie Doktorantka duzo miejsca poswigcila wynikom
analizy transkryptomicznej i proteomicznej . Analizy te zostaly przeprowadzone dla jednego,
wytypowanego na podstawie wczesniejszych badan szczepu grzyba, a mianowicie dla
Trametes versicolor eksponowanego na dzialanie jednego z dwoch barwnikéw (blgkitu
brylantowego Remazol R (RBBR) lub bi¢kitu Evansa (EB)) w przypadku analizy
transkryptomicznej lub jednego z trzech barwnikéw blekitu brylantowego Remazol R
(RBBR), bigkitu Evansa (EB) lub fioletu krystalicznego (CV) w przypadku analizy
proteomicznej. Doktorantka przeprowadzila tez testy ekotoksycznoéci z udzialem dafni
(Daphnia magna) oraz ze spirodela wielokorzeniowa (Spirodela polyrhiza) oceniajac
toksycznos$é trzech barwnikow (RBBR, EB i CV) oraz produktow powstatych po ich
rozkladzie i usuwaniu z udzialem grzybéw bialej zgnilizny drewna. Doktorantka
obserwowata na og6! obnizenie toksycznosci po procesach mykoremediacji z udzialem
obydwu badanych szczepéw grzyb6éw. Ostatnie trzy podrozdzialy w rozdziale ,,Wyniki badaf
i dyskusja” po$wiecone sa wplywowi warunkéw o$wietlenia na degradacje barwnikow,
biosorpcji barwnikéw oraz zastosowaniu bioreaktoréw do dekoloryzacji $ciekéw. Ten trzeci
podrozdziat jest bardzo krétki i pozostawia pewien niedosyt.

We wnioskach (rozdzial 6) Autorka najpierw odniosta si¢ do hipotezy badawczej.
Potwierdzita, ze udato si¢ ja zweryfikowa¢ dzigki starannie przeprowadzonym badaniom i
analizie ich wynikéw. Nastepnie w kilkunastu punktach przedstawila najwazniejsze
osiggniecia swojej pracy doktorskiej. Wedlug mnie zrobila to w sposéb jasny i przekonujacy
wykazujac oryginalno$é przeprowadzonych badaf i wiasny wklad w rozwdj inzynierii
érodowiska. Co wazne Doktorantka nie poprzestala na wnioskach, ale wskazata tez dalsze
kierunki badan nad dekoloryzacja Sciekow z udzialem grzyb6éw biatej zgnilizny drewna.
Wedhug mnie zostaly one trafnie zidentyfikowane. Na pewno warto byloby rozwina¢ badania
bioreaktorowe i przeprowadzi¢ je w wigkszej skali stosujac jako substrat nie tylko pozywke,
ale tez $cieki rzeczywiste zawierajace barwniki syntetyczne.

Do recenzowanej pracy mam trzy uwagi, a raczej pytania merytoryczne, do ktérych
Doktorantka powinna odnie$¢ si¢ podczas obrony rozprawy doktorskie;.

Pierwsze z nich dotyczy badan prowadzonych w bioreaktorach. Jaka byla objetos¢
calkowita i robocza bioreaktor6w? Jak one byly wyposazone, np. prosilabym o podanie

sposobu mieszania, kontroli pH czy stgzenia tlenu rozpuszczonego?



Drugie pytanie dotyczy badan omicznych. Czas ekspozycji grzybni Trametes
versicolor na barwnik wynosit 24 godziny w przypadku badafi transkryptomicznych, a 48
godzin w przypadku analizy proteomicznej. Dlaczego takie czasy dobrano i skad rdéznica
pomiedzy nimi? Dlaczego stgzenie barwnikéw wynosito 250 mg/l w tych badaniach?

Kolejna rzecz, o ktorg chcialabym zapytaé, zwiazana jest z interpretacja wynikow
oznaczenia aktywnosci enzyméw, to jest lakazy i peroksydaz. Jakie sg przyczyny tego, ze
aktywno$é¢ enzyméw, np. lakazy, byla w niektérych seriach z barwnikami (np. EB lub CV na
nosniku poliuretanowym) na poziomie zblizonym lub nizszym niz w serii kontrolne;j?

Mimo przedstawionych powyzej uwag i pytah uwazam, Ze recenzowana praca jako
calosé jest rozprawg doktorska o wyjatkowo dobrej jakosci. Jak juz wspominalam praca
wyréznia si¢ pod wzgledem zakresu badaf (dwa szczepy grzybow, w pierwszych etapach
badari pie¢ barwnikéw syntetycznych, potem trzy z nich), wielosci zastosowanych technik
(m.in. testy dekoloryzacji, testy sorpcji, testy ekotoksycznosci, techniki omiczne) i
starannosci opisu uzyskanych wynikow.

Do najwazniejszych osiagnie¢ Doktorantki, poszerzajacych wiedzg¢ w zakresie
inzynierii i biotechnologii Srodowiska, zaliczylabym wykazanie, ze dwa szczepy grzybow
bialej zgnilizny drewna Tramates versicolor i Pleurotus ostreatus mogg by¢ wykorzystane w
procesach biodegradacji niektérych barwnikéw syntetycznych, a powstate produkty nie sa
bardziej toksyczne dla biotycznej czesci ekosysteméw wodnych niz czysty roztwor barwnika.
Ponadto Doktorantka wykazala, ze optymalizacja procesow biologicznego usuwania tych
barwnikéw z pomoca grzybéw wymaga doboru odpowiednich warunkéw ich prowadzenia, a
w szczeg6lnosci intensywnosci mieszania i Zrodla azotu, ktore okazaly si¢ mie¢ najwigkszy
wplyw na skuteczno$é odbarwiania. Istotnym osiggnigciem tego doktoratu jest wedlug mnie
znalezienie z pomoca technik omicznych zaleznosci pomigdzy aktywnoscig biochemiczng,
degradacyjng grzybni a ekspresja genéw zwigzanych z metabolizmem oksydacyjnym, czy
wewnatrzkomérkowa detoksykacja. Doktorantka wykazata, ze w przypadku Tremetes
versicolor poddanego dzialaniu barwnikéw bigkitu brylantowego Remazol R lub blekitu
Evansa wsrod genéw o podwyzszonej ekspresji w stosunku do kontroli znalazly sig
monooksygenazy cytochromu P450, oksydoreduktazy zalezne od NAD(P)H, ketoreduktazy i
dehydrogenazy aldehydowe, a takze geny zwigzane z transportem.

Podsumowujac recenzj¢ stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Ruchi Upadhyay
spelnia wymogi okreslone w stosownych przepisach Ustawy z dnia 20 lipca 2018 . —Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r., poz. 1571, z p6zn. zm.). W zwiazku z tym
wnioskuje¢ do Rady Dyscypliny Inzynieria Srodowiska, Gérnictwo i Energetyka Politechniki



Slaskiej w Gliwicach o dopuszczenie Pani mgr Ruchi Upadhyay do dalszych przewidzianych
przepisami etapéw postgpowania doktorskiego. Jednoczesnie skladam wniosek o wyréznienie
niniejszej rozprawy doktorskiej. Wniosek ten uzasadniam przede wszystkim bardzo wysoka
jakoscia przeprowadzonych badan, ich interdyscyplinamym charakterem, wielo$cig
zastosowanych nowoczesnych technik analitycznych, co zaowocowalo uzyskaniem

kompleksowych danych na temat mykoremediacji niektérych barwnikéw syntetycznych.

Podpisata Ewa Liwarska-Bizukojé



