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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Mariusza Tomaszewskiego
pt. ,,Wspomaganie procesu anammox w niskich temperaturach

zredukowanym tlenkiem grafenu”

1. Podstawa formalna recenzji

Formalng podstawg recenzji jest pismo o sygnaturze RIE-BD/4/512/2018/2019 z dnia
5 lipca 2019 1. od Prodziekan ds. Nauki i Organizacji dr hab. inz. Joanny Kalki, prof. PS,
informujace, ze zostalam powolana na recenzentke rozprawy doktorskiej pana mgr. inz.

Mariusza Tomaszewskiego.

2. Uzasadnienie celowosci badan

Szereg zalet procesu anammox, w tym przede wszystkim ograniczenie wydatkow
energetycznych oczyszczalni $§ciekdw zwiazanych z napowietrzaniem, spowodowal, ze w
ostatnich latach obserwuje si¢ dynamiczny przyrost liczby instalacji w skali technicznej, w
ktorych usuwanie azotu ze $ciekow jest efektem beztlenowego utleniania amoniaku. Sa to
jednak gtéwnie oczyszczalnie, do ktorych wprowadzane sg scieki bogate w zwigzki azotu i o
korzystnym dla anammox niskim stosunku ChZT/N, jak np. odcieki sktadowiskowe, wody
nadosadowe czy Scieki przemystowe. Najbardziej pozagdanym rozwigzaniem jest
wprowadzenie anammox jako technologii oczyszczania $ciekow w glownym ciggu
technologicznym, co jednak wigze si¢ z szeregiem ograniczen zwigzanych z bardzo wolnym
przyrostem mikroorganizméw oraz ich wysoka wrazliwoscia na warunki $srodowiskowe.

Szczegoblnie duzym wyzwaniem jest utrzymanie aktywnosci anammox w warunkach
niskich temperatur czyli tak zwany ,.zimny anammox”. Badania wykazaly, ze mozliwa jest

poprawa efektywnosci ,,zimnego anammoxu” przez zastosowanie czynnikow fizycznych np.



wibracji, jak tez dodatek mikroelementéw np. jonow zelaza(ll). Bardzo obiecujace byly takze
wyniki badan nad wykorzystaniem nanomaterialow takich jak nanoczastki tlenu niklu(IIl),
maghemitu czy pochodne grafenu. Dodatek zar6wno grafenu, jak i zredukowanego tlenku
grafenu (RGO), skutkowal zwigkszeniem szybkosci usuwania azotu, jednak badania byly
prowadzone w zakresie temperatur optymalnym dla bakterii anammox (30-35°C). Z tego
wzgledu w badaniach zaprezentowanych w pracy doktorskiej koncentrowano si¢ na
mozliwosci zastosowania RGO w celu zwigkszenia efektywnosci procesu anammox w
nizszych temperaturach, co umozliwiloby zastosowanie procesu w gléwnym ciggu
technologicznym oczyszczalni sciekdw. Temat rozprawy doktorskiej zostal wybrany trafnie i
wpisuje si¢ w najnowsze trendy badan w dyscyplinie inzynieria srodowiska, gornictwo 1

energetyka.

3. Ocena pracy

Zgodnie z przepisami okreslonymi Ustawa z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz.U. z
2017 r. poz. 1789), rozprawa doktorska ma formg jednotematycznego cyklu 4 wieloautorskich
publikacji pod wspolnym tytulem ,,Wspomaganie procesu anammox w niskich temperaturach
zredukowanym tlenkiem grafenu”. Cykl publikacji obejmuje prace:
1. Tomaszewski M., Cema G., Ziembinska-Buczynska A. Influence of temperature and
pH on the anammox process: A review and meta-analysis. Chemosphere, 182, 203-214,
2017. (Impact Factor 4,427, 35 pkt MNiSW)
2. Tomaszewski M., Cema G., Ziembinska-Buczynska A. Significance of pH control in
anammox process performance at low temperature. Chemosphere, 185, 439-444, 2017.
(Impact Factor 4,427, 35 pkt MNiSW).
3. Tomaszewski M., Cema G., Ziembinska-Buczynska A. Short-term effects of reduced
graphene oxide on the anammox biomass activity at low temperatures. Science of The Total
Environment, 646, 206-211, 2019. (Impact Factor 4,610, 40 pkt MNiSW).
4. Tomaszewski M., Cema G., Ciesielski S., Lukowiec D., Ziembinska-Buczynska A.
Cold anammox process and reduced graphene oxide - Varieties of effects during long-term
interaction. Water Research, 156, 71-81, 2019. (Impact Factor 7,051, 45 pkt MNiSW).

Prace opublikowano w latach 2017-2019. We wszystkich pracach Doktorant jest
pierwszym autorem, a jego udzial procentowy waha si¢ od 50% do 60% (srednio 55%).
Biorgc pod uwage range czasopism, w ktorych opublikowano prace, wysokie udziaty

procentowe do$wiadczonych badaczy, gléwnie promotorow glownego 1 pomocniczego, byly



uzasadnione. Wklad autorski Doktoranta polegal na przeprowadzeniu przegladu
literaturowego, analizie metadanych, opracowaniu metodyk badawczych, zaplanowaniu
eksperymentow i ich przeprowadzeniu, analizie, opisie i dyskusji wynikow oraz
przygotowaniu manuskryptu. Wszystkie przedstawione prace sg indeksowane w Web of
Science 1 posiadaja Impact Factor (IF). Sumaryczna wartos¢ IF za 4 publikacje, zgodnie z
rokiem ukazania, wynosi 20,515. Sumaryczna wartos¢ IF przypadajaca na Doktoranta po
uwzglednieniu udziatu procentowego w poszczegdlnych publikacjach wynosi 11,152,
Badania byly poczatkowo finansowane z grantu Promotorki Doktoranta, natomiast nalezy
podkresli¢, ze Doktorantowi rowniez udato si¢ uzyskac finansowanie badan ze srodkow
zewnetrznych w ramach wlasnego projektu uzyskanego w 2017 roku. Powyzej przedstawione
informacje wskazuja, ze pan mgr. inz. Mariusz Tomaszewski jest w stanie skutecznie
aplikowac o srodki finansowe, zaplanowac i przeprowadzi¢ eksperymenty badawcze oraz
zinterpretowac ich wyniki, co wskazuje na bardzo dobre przygotowanie do pracy badawcze;j.

Cykl prac badawczych zostal poprzedzony opisem obejmujacym pozycje:

- Streszczenie,

- Abstract,

- Wprowadzenie,

- Teza badawcza, cel i zakres pracy,

- Metodyka 1 plan badan,

- Podsumowanie,

- Wnioski,

- Proponowane kierunki dalszych badan,
- Literatura.

Doktorant sformutowat tez¢ badawcza, zgodnie z ktorg efektywnos¢ procesu
anammox w temperaturach ponizej wartosci optymalnej (< 20°C) moze by¢ zwigkszona
poprzez dodatek zredukowanego tlenku grafenu (RGO). Celem pracy byla ocena wplywu
zredukowanego tlenku grafenu (RGO) na aktywnos¢ bakterii anammox w niskich
temperaturach (10 - 20°C). Doktorant przyjat nastepujace cele czastkowe:

[. okreslenie wplywu temperatury na aktywnos¢ bakterii anammox,

[I. okreslenie wptywu pH na aktywnos¢ bakterii anammox w niskich temperaturach,
I1I. ocena krotkoterminowych efektow wplywu RGO na aktywno$¢ bakterii anammox
w szerokim zakresie temperatur,

IV. ocena dlugoterminowych efektow wplywu RGO na efektywnos¢ procesu anammox

w niskich temperaturach,



V. ocena wplywu RGO na struktur¢ mikrobiologiczng biocenozy bakteryjnej,
V1. ocena wplywu aktywnosci mikrobiologicznej na strukture 1 wlasciwosci RGO.

Pierwsza z publikacji wchodzgcych w sklad pracy doktorskiej to praca przegladowa.
Obszerny przeglad literaturowy wraz z elementami wlasnej analizy metadanych stanowi
bardzo dobre wprowadzenie do tematu rozprawy 1 pozwala na wskazanie luk w istniejgcym
stanie wiedzy, ktore przeprowadzone badania maja uzupetnic.

W publikacji 2 badano wplyw temperatury 1 pH w krotkoterminowych testach
porcjowych na specyficzng aktywnos¢ bakterii anammox (SAA). Badania przeprowadzono
przy odczynie 7,5 pH w temperaturach 10, 15, 20, 25, 30, 351 40°C oraz w temperaturze 30°C
przy odczynie 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,51 9,0 pH. Nast¢pnie okreslono zaleznos¢ pomiedzy
temperatura (w zakresie 10 - 30°C), pH (6,5 - 8,5) oraz aktywnoscig bakterii anammox.
Analiza regresji przeprowadzona w oparciu o uzyskane wyniki pozwolita wyznaczy¢
wspolczynniki rownania wielomianowego drugiego stopnia, opisujgcego zaleznos¢ pomigdzy
zmiennymi niezaleznymi (temperaturg i pH), a zmienna zalezng (SAA). Wykazano, ze wraz
ze spadkiem temperatury zawezal si¢ optymalny zakres pH, ktory w 10°C wynioést od 7,7 do
8,0. Uzyskane wyniki wskazywaly, ze efektywnos¢ usuwania azotu w wyniku ,.zimnego
anammoxu’ moze by¢ istotnie zwigkszona dzieki kontroli 1 korekcie odczynu.

Wilasciwosci nanomaterialow grafenowych sa uzaleznione od temperatury dlatego w
publikacji 3 okreslano wptyw RGO w stezeniach od 15 do 85 mg/dm? na aktywnos¢ bakterii
anammox w zakresie temperatur od 10 do 30°C. SAA mierzono na podstawie ubytku azotu
ogolnego w krotkoterminowych testach porcjowych. Maksymalna, 28% stymulacje SAA
uzyskano w 13°C, przy stezeniu RGO réwnym 15 mg/dm®. Wyzsze stezenia powodowaty
obnizenie SAA o nawet 30% w przypadku zastosowania dawki RGO réwnej 50 mg/dm® w
20°C. Poniewaz zaobserwowano, ze wpltyw RGO zalezy w mniejszym stopniu od st¢zenia
nanomaterialu natomiast w wigkszym od jego dawki w przeliczeniu na jednostke suchej masy
organicznej, optymalny zakres stezen RGO do stymulacji SAA wyznaczono pomigdzy 20 a
45 mg/g s.m.o.. Na podstawie uzyskanych wynikow opracowano model opisujacy zaleznosc
pomigdzy temperaturg, stezeniem RGO, a aktywnoscig bakterii anammox. Wykazano, ze
obserwowany efekt stymulacji SAA dodatkiem RGO ro$nie wraz ze spadkiem temperatury,
co jest bardzo istotng informacjg w kontekscie wspomagania ,,zimnego anammox™ dodatkiem
RGO.

W publikacji 4 opisano kluczowy etap badan dotyczacych dlugoterminowego efektu
RGO na efektywnos¢ anammox. Badania prowadzono w rownolegle eksploatowanych

reaktorach porcjowych o objetosci 5 dm? zasilanych $ciekami syntetycznymi o stezeniu azotu
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ogdlnego w zakresie od 124 do 269 mg N/dm? i zaszczepionych osadem anammox. Do
jednego z reaktoréw dodano RGO w stezeniu 15 mg/dm’, podczas gdy drugi byl reaktorem
kontrolnym. Temperatura procesu byla stopniowo obnizana z 30 do 10°C. Efektywnos¢
anammox okres$lano w oparciu o pomiary azotu amonowego, azotanowego(I1I) i
azotanowego(V). W badaniach dlugoterminowych udowodniono, ze dodatek RGO w stgzeniu
15 mg/dm® moze istotnie zwigkszy¢ efektywnos$¢ procesu anammox w temperaturze 13°C o
okoto 15-17%. Pozytywny efekt RGO mdgl wynikac ze stymulacji wzrostu biomasy (wigksze
znaczenie w temperaturze > 15°C) oraz bezposredniego wzrostu szybkosci reakcji anammox,
obserwowanego wylacznie w temperaturach ponizej 15°C. Poczynione obserwacje
potwierdzaly istnienie w tym zakresie temperatur ,,punktu przelomowego™ dla metabolizmu
bakterii anammox. Sekwencjonowanie metagenomowe oparte o gen kodujacy 16S rRNA nie
wykazato wptywu RGO na wzgledng liczebnosé¢ bakterii nalezacych do typu Planctomycetes.
Zmiany wlasciwosci i struktury RGO przed dodaniem do reaktora i po 109 dniach jego
eksploatacji oceniono za pomocg technik mikroskopowych i spektroskopowych. Wykazano
oznaki degradacji nanoczgstek, zmniejszenie liczby warstw grafenowych, zwigkszenie stopnia
utlenienia oraz obecno$¢ wapnia. Uzyskane wyniki wskazywaly, ze dwuwartosciowe kationy
wapnia dzialajg jako facznik pomigdzy RGO i komoérkami mikroorganizméw, co stymulowato
ich wzrost. RGO byl najprawdopodobniej utleniany przez organiczny mediator,
zaangazowany w reakcje biochemiczne. Informacje dotyczgce degradacji RDO sg szczegolnie
cenne w $wietle rosngcej produkcji nanomaterialéw 1 koniecznosci ich usuwania podczas
oczyszczania sciekow.

W oparciu o wyniki badan sformulowano szereg uzasadnionych wnioskow, z ktérych
za najistotniejsze uznajg:
- optymalny dla bakterii anammox zakres pH zawgza si¢ wraz ze spadkiem temperatury,
co oznacza, ze zachowanie optymalnej kondycji zimnego procesu anammox wymaga
precyzyjnej kontroli tego parametru,
- zredukowany tlenek grafenu moze wspomagac efektywnos¢ procesu anammox w niskich
temperaturach,
- optymalna dla stymulacji bakterii anammox dawka zredukowanego tlenku grafenu
wyznaczona na podstawie testow krotko- i dlugoterminowych, miesci si¢ w zakresie
pomigdzy 19 a 45 mg/g s.m.o.,
- najsilniejsza stymulacja procesu anammox wywolana dzialaniem zredukowanego tlenku

grafenu obserwowana jest w temperaturach ponizej 15°C,



- mikroorganizmy wchodzace w sklad badanej biomasy sg zdolne do degradacji i modyfikacji
struktury zredukowanego tlenku grafenu.

Opis badan konczy rozdzial, w ktorym syntetycznie przedstawione sg dalsze plany
badawcze, obejmujgce migdzy innymi zasilanie reaktora anammox sciekami rzeczywistymi
oraz okreslenie ekotoksycznosci grafenu 1 zredukowanego tlenku grafenu.

W zwigzku z przeprowadzonymi badaniami nasuwa mi sie kilka zagadnien, ktére chee
poddac¢ dyskusji:

- We Wprowadzeniu Doktorant stwierdza, ze denitryfikacja jest prowadzona przez
..heterotroficzne bakterie beztlenowe” (str. 11), co wedlug mnie nie jest poprawne. Prosze o
ustosunkowanie si¢ do uwagi przez zaprezentowanie mozliwych szlakow metabolicznych
oraz mikroorganizmow prowadzacych denitryfikacje w zaleznosci od warunkéw tlenowych.

- We Wprowadzeniu Doktorant uzywa frazy ,.proces anoksyczny” w odniesieniu do anammox
(str. 11). Zgodnie z danymi literaturowymi, w tym pracami przygotowanymi przez
Doktoranta (np. publikacja 1), anammox jest procesem beztlenowego utleniania amoniaku.
Mozna spekulowac, ze obecno$é utlenionych form azotu (azotanow(Ill)), konieczna do
prowadzenia procesu, w pewnym stopniu thumaczy zastosowanie sformutowania ,,proces
anoksyczny” w stosunku do anammox, jednak bezpieczniej bedzie si¢ tego ustrzegac.

- W Tabeli 1 (str. 12) Doktorant podaje procentowe wartosci redukcji zapotrzebowania na tlen
w systemie czesciowa nitryfikacja-anammox, ktore odbiegaja od warto$ci podanych w
tekscie. Bardzo prosze o wyjasnienie rozbieznosci.

- W publikacji 2 eksperyment dotyczacy pH przeprowadzono w temperaturze 30°C. Prosze
uzasadni¢ wybor tej temperatury w kontekscie nakierowania badan w pracy doktorskiej na
»Zimny anammox”.

- W badaniach wykorzystywano krotkoterminowe testy porcjowe (ang. batch tests). Jakie jest
zdaniem Doktoranta przelozenie wynikow uzyskanych w testach porcjowych na eksploatacje
reaktorow anammox?

- Proszg uzasadnié¢ wybér stezen azotu ogdlnego w zakresie 124 i 269 mg/dm® w
eksperymencie dtugoterminowym (praca 4). Dlaczego nie zastosowano wartosci
charakterystycznych dla sciekéw komunalnych?

- W eksperymencie dlugoterminowym (praca 4) wysokosprawne sekwencjonowanie
wykonano dla probek po 141 dniach od dodania RGO, a badanie RGO wykonano po 109
dniach inkubacji. Jaki jest powdd wykonywania badan w réznych momentach eksperymentu a

nie na przyktad na jego koniec?



- W eksperymencie dtugoterminowym RGO w postaci pylistej byt dodawany w 42 dniu
eksploatacji reaktora. Poniewaz HRT w reaktorze byl na poziomie 1 doby nalezy zaktada¢, ze
stopniowa wymiana $ciekow w reaktorze skutkowata rowniez usuwaniem RGO w miare
uplywu czasu. Czy mozna tym ttumaczy¢ brak wplywu RGO na zbiorowisko
mikroorganizméw, ktore byto badane po 141 dniach od dodania RGO?
- Sformutowanie ,.liczba bakterii nalezacych do typu Planctomycetes™ (str. 28) jest
niepoprawne. Zastosowana metodyka badan pozwala jedynie okresli¢ udzial procentowy
sekwencji charakterystycznych dla wybranej grupy mikroorganizméw w odniesieniu do
catkowitej liczby uzyskanych sekwencji.
- Jak Doktorant moze wyjasnic¢ przedstawiong w publikacji 4 informacjeg, ze w etapie 111
odnotowano prawie 2-krotnie wyzsza szybkos$¢ usuwania azotu w poréwnaniu do etapu VII w
tych samych warunkach prowadzenia procesu?
- Niektore z wnioskow sg zbyt szczegdlowe 1 maja raczej charakter podsumowania wynikow
badan (np. wnioski 4 1 5).
Uwagi szczegélowe

Doktorant nie ustrzegt si¢ bledow jezykowych i edytorskich. Sowo .,ponadto” piszemy
facznie (str. 28), w pracy zastosowano niestylistyczne sformulowania np. ,,podobne wyniki
przedstawili Qiao 1 wsp. [2016], gdzie dodatek...” (str. 18). Nie powinno si¢ uzywac
sformutowania ,,reaktor SBR” (str. 27), poniewaz skrét SBR zawiera juz w sobie stowo
~reaktor”. W publikacji 4, Tabeli 2 brakuje jednostki. W spisie pozycji literaturowych brakuje
Agraval 1 wsp. 2017 (str. 15), praca Hoekstra i wsp. zgodnie ze spisem literatury zostala
wydana w 2019 roku, a nie 2018, jak zaprezentowano w tekscie (str. 15), nie ma jednolitego
sposobu prezentacji nazw czasopism naukowych (czasem zastosowane sg skréty, czasem

pelne nazwy).

Przedstawione uwagi i zastrzezenia nie umniejszajg wartosci przedstawionej do oceny
dysertacji. Kandydat przeprowadzil z sukcesem ambitne badania wskazujace, ze dodatek
zredukowanego tlenku grafenu pozwala zwigkszyé efektywnos¢ anammox w niskich
temperaturach, jednoczesnie prezentujac mozliwosci biodegradacji RGO w systemie
oczyszczania $ciekow. Warto podkresli¢, ze pan mgr. inz. Mariusz Tomaszewski posiada
dodatkowy dorobek naukowy zwiazany z prezentowang tematykg badawczg obejmujgcy 7
prac, z ktorych dwie posiadajg Impact Factor (sumaryczny IF = 2,593). W trzech z siedmiu
prac Doktorant jest pierwszym autorem. Grono wspolautoréw omawianych prac wskazuje na

umiejetnos¢ pracy Doktoranta w szerokim zespole badawczym.



4. Wniosek koncowy

Podsumowujgc recenzj¢ stwierdzam, ze przedstawiona dysertacja ma wysoki poziom
merytoryczny, jest spojna tematycznie i jednoznacznie wskazuje na umiej¢tnos$¢ samodzielnej
realizacji badan naukowych przez Doktoranta. Wybrana tematyka wpisuje si¢ w najnowsze
trendy w inzynierii srodowiska, a uzyskane wyniki majg duzy potencjal aplikacyjny.
Oceniana rozprawa mgr. inz. Mariusza Tomaszewskiego spelnia wymagania Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki stawiane rozprawom doktorskim. Wnioskuje o dopuszczenie rozprawy do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego na Wydziale Inzynierii Srodowiska i Energetyki
Politechniki Slaskiej. Jednoczesnie biorac pod uwage zakres przeprowadzonych badan i
poziom ich publikacji wnioskuje o wyrdéznienie rozprawy pana mgr. inz. Mariusza

Tomaszewskiego.
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