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Podstawa formalna przygotowania recenzji jest pismo prof. dr hab. Cezarego
Stawinskiego Dyrektora Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii
Nauk w Lublinie z dn. 09 lipca 2021 r z prosba o sporzadzenie oceny rozprawy doktorskiej mgr
Katarzyny Ziotko pt. .Sorpcja metali cigzkich na alfa-glukanach i chitynie”. Rozprawa
doktorska zostala opracowana pod kierunkiem promotorow: prof. dr hab. Andrzeja

Bieganowskiego oraz dr hab. Adama Wasko, prof. Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.
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1. Celowosé podjetej tematyki badawczej

Stale postepujace zanieczyszczenie Srodowiska wynikajace z cigglego rozwoju
cywilizacyjnego czlowieka wymusza poszukiwanie nowych technik przywracania rownowagi
biologicznej skazonych $rodowisk. Jedng z takich technologii jest bez watpienia bioremediacja
umozliwiajaca usuwanie réznego rodzaju zanieczyszczen (zarowno organicznych jak i skazen
metalami) przy udziale zywych mikroorganizméw takich jak: bakterie, grzyby czy rosliny.
Jedna z odmian bioremediacji jest mykoremediacja wykorzystujaca znane od lat zdolnosci
wiazania metali cigzkich przez grzyby poprzez mechanizm biosorpcji lub bioakumulacji. Z kolei
entomoremediacja umozliwia sorpcje metali cigzkich z zastosowaniem owadow. W tym
kontekécie podjeta przez Doktorantkg tematyka wydaje sig niezmiernie ciekawa i stanowi
uzupelnienie dotychczasowej wiedzy na temat prezentowanych zagadnien. Nalezy rowniez
zwroci¢ uwage na fakt, ze badanie procesow bioremediacyjnych jest niezwykle zlozone,
wymaga ogromnej wiedzy i umiej¢tnosci postugiwania sig réznymi technikami badawczymi.
Rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Ziotko dotyczaca sorpcji metali cigzkich na alfa-

glukanach pochodzenia grzybowego i owadziej chitynie znakomicie wpisuje si¢ w ten problem.
2. Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Ztotko powstala w oparciu o cykl trzech
spojnych tematycznie artykulow naukowych (1 pracy przegladowej i 2 prac oryginalnych)
wydanych w latach 2019-2021 w uznanych czasopismach naukowych o zasiegu
miedzynarodowym: (1) ~ MOLECULES (wydawnictwo ~ MDPI,  IF=4.411); (2)
INTERNATIONAL JOURNAL OF BIOLOGICAL MACROMOLECULES (wydawnictwo
Elsevier, 1F=6.953); (3) POLYMERS (wydawnictwo MDPI, [F=4.329). Sumaryczny
wspolezynnik wplywu (Impact Factor, IF) dla wszystkich trzech czasopism osiggnal wartos¢
15,693 i jest to w mojej ocenie bardzo dobry wynik. We wszystkich zaprezentowanych
publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, a w dwoch z tych prac takze autorem

korespondencyjnym. Zgodnie z zataczonymi o$wiadczeniami wspotautorow prac, Jej udzial w
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powstaniu w/w artykutow jest wiodacy i wigkszosciowy. Doktorantka uczestniczyla w
planowaniu koncepcji badan, samodzielnie wykonywala cze$¢ pomiarow, opracowywala
uzyskane wyniki oraz brata udzial w przygotowywaniu manuskryptu. Zaprezentowane prace
badawcze zostaty poprzedzone autoreferatem, ktory zawierat kolejno: o§wiadczenia promotorow
i autorki rozprawy, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, teoretyczne wprowadzenie do
tematu rozprawy doktorskiej, cel badawczy, materialy i metody zastosowane w badaniach,
uzyskane wyniki, wnioski oraz bibliografi¢. Doktorantka przedstawila takze os$wiadczenia
wspolautorow publikacji naukowych wchodzacych w sklad zaprezentowanego cyklu prac.
Szkoda jedynie, ze Doktorantka nie zamiescila swojego pozostalego dorobku naukowego. W
mojej ocenie widoczny jest rowniez brak wskaznikow naukometrycznych prezentowanych prac
takich jak: Impact Factor czy punktacja MNiSW. Brakuje rowniez przedstawienia procentowego
wkiadu autorstwa doktorantki w powstanie prac. Nie sg to elementy podlegajace ocenie
prezentowanej pracy ale w sposob wymierny ulatwiaja prac¢ recenzentow. Pomimo tych
drobnych uchybien rozprawa doktorska zawiera prawidlowy uklad pracy.
Przedstawione do oceny prace stanowia uzupelniajgca si¢ calo$¢ trzech spojnych
tematycznie publikacji dotyczacych: ,,Sorpcji metali ciezkich na alfa-glukanach i chitynie”.
Glownym celem rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Zlotko bylo sprawdzenie
zdolnosci sorpeyjnych naturalnych biopolimerow- grzybowego (1—3)-a-glukanu oraz chityny
Jako sorbentow metali cigzkich w kontekscie ich potencjalnego wykorzystania w bioremediacji.
W ramach celu gtownego Doktorantka postawila sobie rowniez cele szczegdtowe dotyczace:
e charakterystyki grzybowych (1— 3)-a-glukanéw;
e okreslenia zdolnosci sorpeyjnych (I — 3)-a-glukandéw pozyskanych z roznych gatunkow
grzybow, a nastepnie wyselekcjonowanie najlepszego grzybowego a-glukanu, z grzyba
Lentinus edodes (shiitake) wraz z ocena jego wlasciwosci fizykochemicznych:
e wyizolowanie chityny z owada Hermetia illucens wraz z wyborem odpowiedniej metody
izolacji;
e oraz charakterystyki i oceny wlasciwosci sorpcyjnych chityny wyizolowanej z Hermetia

illucens.
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W mojej opinii nie do konca zrozumialy jest dobor roznych typow biopolimerow
pozyskiwanych z tak odmiennych organizmow jak grzyby i owady, aczkolwiek wspolnym
mianownikiem badan sa ich wlasciwosci sorpcyjne. Nie umniejsza to oczywiscie jakosci
wykonanych prac oraz prawidlowosci doboru tematyki rozprawy doktorskiej. Na uwage
zastuguje rowniez fakt, iz sa to materialy odpadowe pochodzace po hodowli wybranych do
badan grzybow i owadéw, co ma wymierny aspekt aplikacyjny.

Pierwsza z zaprezentowanych prac, zatytulowana A report on fungal (1 —3)-a-D-glucans:
properties, functions and application zostala opublikowana w 2019 roku w czasopismie
Molecules i byla praca o charakterze przegladowym. W pracy tej scharakteryzowano
wlasciwosci fizykochemiczne, strukturg i funkcje (1—3)-a-glukanow pochodzenia grzybowego.
Szczegdlng uwage zwrdcono na przedstawienie roli biologicznej tych biopolimeréw w infekcji
ro$lin oraz w patogenezie aspergilozy pluc wywolanej przez grzyba Aspergillus fumigatus.
Wicksza cze$¢ pracy Autorzy poswigcili aplikacyjnosci (1—3)-a-glukandéw, prezentujac
mozliwosci ich wykorzystywania mi¢dzy innymi do produkcji (1—3)-a-D-glukanaz oraz jako
noénikéw stosowanych do immobilizacji enzymow. Przedstawiono takze ich znaczenie w
kontekscie medycznym jako czynnikow wykazujacych aktywnos¢ immunomodulacyjna oraz
wykazano ich wlasciwosci prebiotyczne. Odrebny rozdzial pracy przegladowej zostal
poswiccony wylacznie wlasciwosciom sorpeyjnym (1—3)-a-glukanéw. Pomimo, ze praca ma
charakter przegladowy w duzym stopniu uzupelnia i systematyzuje dotychczasowa wiedz¢ na
temat grzybowych (1—3)-o-glukanéw oraz wskazuje na duzy poziom znajomosci
prezentowanych zagadnien przez Doktorantke.

Druga z prac Fungal (1—3)-a-D-glucans as a newkind of biosorbent for heavy metals
ukazala sie w renomowanym czasopi$mie International Journal of Biological Macromolecules.
Celem pracy jaki obrala sobie Doktorantka, bylo badanie przesiewowe polegajgce na
wyizolowaniu (1—3)-a-glukanéw z 16 roéznych gatunkoéw grzybow z jednoczesnym
sprawdzeniem ich wlasciwosci sorpeyjnych wobec metali cigzkich (Ni¥*, cd¥, zn**, Pb*"). W

wyniku przeprowadzonych analiz Doktorantka wykazala, ze glukany wyekstrahowane z
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grzybow: Ganoderma lucidum, Boletus edulis i Lentinus edodes (shiitake) wykazuja najlepsze
zdolnosci sorpeyjne wzgledem badanych metali. Do dalszych etapéw badan (mimo lepszych
wynikow sorpcyjnych  glukanéw uzyskanych dla dwoch pierwszych gatunkow grzybow)
wytypowano a-glukan z grzyba L. edodes, argumentujac taki wybor latwoscia pozyskiwania
materialu grzybowego na duza skalg a co za tym idzie wzgledami ekonomicznymi. W kolejnym
etapie badan Doktorantka analizowala wlasciwosci sorpeyjne  (1—3)-a-D-glukanow
pozyskanych z réznych odmian L. edodes. Ostatecznie do dalszych analiz wybrata grzyba L.
edodes odmiana SH 37. Druga czes$¢ swojej pracy Doktorantka poswiecila charakterystyce
fizykochemicznej otrzymanego biopolimeru jakim byl (1—3)-a-D-glukan pozyskany z odmiany
SH 37 L. edodes. W tym celu wykorzystala szereg technik analitycznych takich jak: metody
mikroskopowe SEM, techniki dyfrakcji rentgenowskiej, techniki spektroskopowe FT-IR i FT-
Raman, analize metylacyjna oraz NMR. Badania te pozwolily na wysuniecie hipotezy
dotyczacej proby wyjasnienia zdolnosci sorpeyjnych glukanow, co wedlug Doktorantki
zwigzane jest z dobrze rozwinigta powierzchnia, niskg krystalicznos$cig oraz duza liczba grup
hydroksylowych obecnych na powierzchni polimeru.

Trzecia praca opublikowana w czasopismie Polymers pt. ..Isolation of Chitin from Black
Soldier Fly (Hermetia illucens) and its usage to metal sorption” dotyczyla doboru najlepszej
procedury izolacji chityny z Hermetia illucens, charakterystyki wlasciwosci uzyskanego
biopolimeru oraz zbadania jego wilasciwosci sorpcyjnych wobec jonow niklu. W wyniku
przeprowadzonych badan Doktorantce udalo si¢ zaproponowac trojetapowa procedure izolacji
chityny polegajaca na: i) demineralizacji 1M HCI w 22°C przez 1 h; ii) deprotenizacji 1M
NaOH w 80°C przez 24 h oraz iii) depigmentacji 9% H,O, w 80°C przez 2,5 h. Wydajnos¢ tej
procedury wynioslta w graniach 5.69-7,95%. Uzyskane warianty chityny Doktorantka
scharakteryzowata r6znymi technikami badawczymi (mikroskopia optyczna i konfokalna, FTIR,
XRD, EDX, analiza termograwimetryczna). W wyniku przeprowadzonych analiz Doktorantka
wykazala, iz wyekstrahowana chityna posiada forme alfa, ze stopniem krystalicznosci 60% i

maksymalng temperaturg rozktadu ~ 392°C. Ostatni etap badan dotyczyl sprawdzenia
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wlasciwosci sorpeyjnych badanego biopolimeru. Poza wykazaniem takich zdolnosci wobec
dwuwartosciowych jonow niklu, Doktorantka pokusita si¢ o zaproponowanie tezy, iz ich sorpcja
na chitynie z H. illucens zachodzi z duzym prawdopodobiefistwem na skutek dwoch
réwnoleglych mechanizmoéw tj. wymiany jonowej i kompleksowania.

Podsumowujac ta czes¢ rozprawy doktorskiej nie mam uwag krytycznych, co do sposobu
zaplanowania i wykonania zaprezentowanych prac badawczych jednak w tym miejscu nasuwaja
sie pytania/uwagi do dyskusji podczas obrony pracy doktorskiej:

- Jakimi kryteriami kierowata si¢ Doktorantka w trakcie wyboru materiatu badawczego,
zarbwno przy wyborze gatunkow grzybowych jak i gatunku badanego owada?

- Czy przynalezno$é gatunkowa grzybow zostala potwierdzona badaniami genetycznymi
np. poprzez uzyskanie sekwencji nukleotydowej regionu ITS (internal transcribed spacer)?

- Dlaczego w publikacji dotyczacej badania whasciwosci sorpcyjnych chityny zbadano
tylko wlasciwosci sorpeyjne jonow Ni** omijajac pozostale jony Cd*, Zn®*, Pb*", ktére badano
w pracy poswieconej glukanom? Takie badania dalyby bez watpienia pelniejszy obraz
informacji na temat wlasciwosci sorpeyjnych chityny i bylyby ciekawsze w kontekscie
poréwnania wlasciwosci sorpeyjnych biopolimeréw pochodzenia grzybowego 1 owadziego.

- W autoreferacie brakuje podsumowania wynikow w formie poréwnania wiasciwosci
fizykochemicznych i sorpcyjnych wybranych do badan biopolimeréw oraz dalszego kierunku

badan nad podjetym tematem.
3. Formalna ocena pracy

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w sposob staranny, aczkolwiek w trakcie pisania
autoreferatu Doktorantka nie uniknela kilku bledéw jezykowych oraz interpunkcyjnych np.:

_str. 7 ,jest to z pewnoscia procesem diugotrwalym” powinno by¢ jest to z pewnoscig
proces; ....”

- str.16 .Dodatkowo, chityng i chitozan stosowane sg jako sktadnik™ powinno by¢ .’stosuje

si¢ jako sktadnik ...albo ,.stosowane sg jako skfadniki ...”
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- w spisie tresci widnieje w pozycji 6. Bibliografia na koncu autoreferatu 6. Literatura str.35
(notabene termin zarezerwowany bardziej dla nauk humanistycznych niz biologicznych).
Bardzo widoczny jest rowniez brak odnosnika w prezentowanej liscie publikacji
stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej przy nazwisku Nowak K., ktory wyjasniatby, ze

osoby widniejace pod nazwiskami Ztotko i Nowak to te same osoby.

4. Podsumowanie i wniosek koncowy

Podsumowujgc, rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Zlotko zawiera oryginalne,
wartosciowe wyniki  dotyczace mozliwosci wykorzystania nowych biopolimerow o
wlasciwosciach sorpcyjnych wzgledem metali cigzkich do zastosowan bioremediacyjnych.
Uzyskane wyniki badan moga mie¢ rowniez bardzo wazne znaczenie aplikacyjne ze wzgledu na
mozliwos¢ zagospodarowania odpadowej biomasy z ktdrej uzyskano biopolimery.

W trakcie wykonywania pracy badawczej oraz podczas przygotowywania rozprawy
doktorskiej pani mgr Zlotko wykazala si¢ duza umiej¢tnoscig planowania i realizacji zadan
badawczych oraz ich realizacji z wykorzystaniem zaawansowanych technik badawczych.

Ostatecznie stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja Pani mgr Katarzyny Zlotko
pt. "Sorpcja metali cigzkich na alfa-glukanach 1 chitynie™ spelnia warunki stawiane pracom
doktorskim w zwiazku z ubieganiem si¢ o stopien doktora nauk rolniczych w dyscyplinie
rolnictwo 1 ogrodnictwo okreslone w art.13 ust.] Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz.U. z
2017 r., poz. 1789), zgodnie z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. ..Przepisy
wprowadzajace ustawg- Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669)”.
Dlatego tez, zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN w

Lublinie o dopuszczenie Pani mg Katarzyny Zlotko do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Lublin, 20.07.2021 dr hab. Monika Osinska-Jaroszuk
fu'. CI‘S-\--AEL C- :XCJC. '3')\...\-,






