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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Anny Banach-Wisniewskiej
pt. ,,Zaleznosci ekologiczne bakterii przemian zwigzkow azotowych w osadzie czynnym

sekwencyjnego reaktora biologicznego podczas prowadzenia procesu anammox”

1. Podstawa formalna recenzji

Formalng podstawg recenzji jest pismo o sygnaturze RIE-BD/4/195/2020/2021 z dnia
9 marca 2021 r. od Przewodniczacego Rady Dyscypliny Inzynieria Srodowiska, Gornictwo
1 Energetyka Pana prof. dr hab. inz. Andrzeja Rusina, informujace, ze zostalam powotana na

recenzentke rozprawy doktorskiej Pani mgr. inz. Anny Banach-Wisniewskie;j.

2. Uzasadnienie celowosci badan

Szereg zalet procesu anammox, w tym ograniczenie wydatkow energetycznych
oczyszczalni $ciekoOw zwigzanych z napowietrzaniem, spowodowat, ze w ostatnich latach
obserwuje si¢ dynamiczny przyrost liczby instalacji w skali technicznej, w ktorych usuwanie
azotu ze Sciekow jest efektem beztlenowego utleniania amoniaku. Sg to jednak gléwnie
oczyszczalnie, do ktorych wprowadzane sg $cieki bogate w zwiazki azotu i o korzystnym dla
anammox niskim stosunku ChZT/N, jak np. odcieki sktadowiskowe, wody nadosadowe czy
scieki przemystowe. Najbardziej pozadanym rozwigzaniem jest wprowadzenie anammox jako

technologii oczyszczania §ciekow w gtdéwnym ciggu technologicznym.
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Bakterie anammox charakteryzujg si¢ wolnym wzrostem oraz duzg wrazliwoscig na
warunki $rodowiskowe, co powoduje, ze w niesprzyjajacych warunkach przegrywaja
w konkurencji z innymi gatunkami bioragcymi udzial w przemianach azotu w zlozonej
biocenozie technicznej osadu czynnego lub granul. Duzym wyzwaniem jest utrzymanie
wysokiej efektywno$ci anammox w niskich temperaturach, typowych dla giéwnego ciagu
technologicznego oczyszczalni $ciekow, ktore hamujg aktywno$¢ bakterii  anammox
W biomasie.

W badaniach zaprezentowanych w pracy doktorskiej koncentrowano si¢ na zbadaniu
zalezno$ci ekologicznych pomigdzy bakteriami anammox, bakteriami pierwszej 1 drugiej fazy
nitryfikacji oraz bakteriami denitryfikacyjnymi biorgcymi udziat w przemianach zwigzkow
azotowych podczas oczyszczania $cieckéw w SBR. Testowano mozliwo$¢ poprawy
efektywnosci anammox przez zastosowanie unieruchomienia bakterii anammox w nosnikach
z alginianu sodu z dodatkiem zredukowanego tlenku grafenu oraz w no$nikach z alginianu sodu
i alkoholu poliwinylowego. Efektywnos¢ usuwania zwigzkéw azotu i interakcje pomig¢dzy
grupami mikroorganizméw w no$nikach byly badane migdzy innymi w 15°C, czyli
w temperaturze zblizonej do temperatury w gldwnym ciggu oczyszczalni $ciekéw. Temat
rozprawy doktorskiej zostal wybrany trafnie 1 wpisuje si¢ w najnowsze trendy badan

w dyscyplinie inzynieria §rodowiska, gornictwo i 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.
z2017 r. poz. 1789), rozprawa doktorska ma forme jednotematycznego cyklu 4 wieloautorskich
publikacji pod wspolnym tytulem ,,Zaleznosci ekologiczne bakterii przemian zwigzkow
azotowych w osadzie czynnym sekwencyjnego reaktora biologicznego podczas prowadzenia

procesu anammox”. Cykl publikacji obejmuje prace:
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1. Ecophysiology and dynamics of nitrogen removal bacteria in a sequencing batch reactor
during wastewater treatment start-up. International Journal of Environmental Science and
Technology, 16(8), 4215-4222, 2019 (Impact Factor 2.540, 70 pkt MNiSW)

2. Medium shift influence on nitrogen removal bacteria: Ecophysiology and anammox
process performance Chemosphere 238, 124597, 2020 (Impact Factor 5.778, 100 pkt MNiSW)
3. Effect of biomass immobilization and reduced graphene oxide on the microbial

community changes and nitrogen removal at low temperatures. Scientific Reports, 11, 840,
2021 (Impact Factor 4.120, 140 pkt MNiSW).

4. Effect of temperature shifts and anammox biomass immobilization on sequencing batch
reactor performance and bacterial genes abundance International Journal of Environmental
Science and Technology, 1-12, 2020 (Impact Factor 2.540, 70 pkt MNiSW).

Prace opublikowano w latach 2019-2020. W pierwszej pracy Doktorantka jest drugim
autorem z udziatem procentowym rownym 40%, w kolejnych pracach jest pierwszym autorem
z udziatem procentowym na poziomie 65%-70%. Analiza prac wskazuje na rozwoj naukowy
Doktorantki, przejawiajacy si¢ zwigkszeniem roli w opracowaniu koncepcji i przeprowadzeniu
badan. Wzbogaceniu ulega takze warsztat badawczy. Wszystkie przedstawione prace sg
indeksowane w Web of Science i posiadajg Impact Factor (IF). Sumaryczna warto$¢ IF
przedstawionych prac, zgodnie z rokiem ukazania, wynosi 14,978.

Badania byly poczatkowo finansowane z grantu Promotorki Doktorantki, natomiast
nalezy podkresli¢, ze Doktorantce udalo si¢ uzyska¢ finansowanie badan ze S$rodkoéw
zewngtrznych w ramach wiasnego projektu uzyskanego w 2016 roku. Powyzej przedstawione
informacje wskazuja, ze Pani mgr. inz. Anna Banach-Wisniewska jest w stanie skutecznie
aplikowa¢ o s$rodki finansowe, zaplanowac 1 przeprowadzi¢ eksperymenty badawcze oraz
zinterpretowac ich wyniki, co wskazuje na bardzo dobre przygotowanie do pracy badawcze;.

Cykl prac badawczych zostat poprzedzony opisem obejmujacym pozycje:

- Streszczenie,
- Abstract,
- Wprowadzenie,
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- Teza badawcza, cel i zakres pracy,

- Metodyka badan,

- Wyniki badan,

- Whioski,

- Literatura,

- Wykaz rysunkow

- Wykaz tabel.

Nastepnie zostaly zestawione publikacje bedace podstawa pracy doktorskiej wraz
z os$wiadczeniami autoréw o udziale procentowym w przygotowaniu publikacji oraz dorobkiem
wspierajagcym.

Doktorantka sformutowata teze¢ badawcza, zgodnie z ktora niezaleznie od konfiguracji
sekwencyjnych reaktorow biologicznych i panujacych w nich warunkow $rodowiskowych,
bakterie anammox wspotegzystuja z innymi grupami bakterii przemian zwigzkow azotowych
1 wykazuja wzajemne powigzania ekologiczne, niezb¢dne do prawidtowego funkcjonowania
ekosystemu

Doktorantka przyjeta nastepujace cele czastkowe:
|. monitorowanie gatunkéw i genotypdw dominujacych oraz wzglednej liczby genow
adaptatywnych bakterii przemian azotowych w zaleznosci od parametréw prowadzenia procesu
anammox w SBR,

Il. badanie rozmieszczenia przestrzennego poszczegdlnych grup bakterii przemian zwigzkoéw
azotowych w osadzie czynnym,

I11. badanie zdolnosci adaptacyjnych bakterii anammox,

IV. monitorowanie zmian w liczebnos$ci i aktywnosci poszczegdlnych grup bakterii przemian
zwigzkow azotowych podczas wpracowywania procesu anammox w SBR,

V. zbadanie efektu zmiany pozywki, z §ciekow syntetycznych na rzeczywiste scieki - odcieki

sktadowiskowe, na dynamike bakterii przemian zwigzkow azotowych w SBR,
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VI. zbadanie efektu zastosowania immobilizacji w nosnikach zelowych na prowadzenie
procesu anammox W niskiej temperaturze i zbiorowisko bakteryjne immobilizowanego osadu
czynnego.

W pierwszej z prac badania prowadzono w sekwencyjnym reaktorze biologicznym,
w ktorym dobor parametrow eksploatacyjnych oraz sktad pozywki faworyzowat wzrost bakterii
anammox. Do badan zbiorowiska mikroorganizméw wykorzystano qPCR 1 FISH.
Ultrastrukture komérkowa bakterii anammox badano transmisyjng mikroskopia elektronowa.
Po ponad 20 dniach badan osiagnieto stabilne usuniecie azotu na poziomie 0,310 kg N/(m3-d)
przy obciazeniu reaktora tadunkiem azotu 0,340 = 0,031 kg N/(m®-d). Analizy molekularne
wykazaly wspotwystepowanie bakterii przemian zwigzkow azotowych w biomasie.
W kiaczkach osadu bakterie anammox znajdowaly si¢ w sasiedztwie AOB, co moglo
wskazywaé, ze AOB pelnig funkcje ochronng dla bakterii anammox, konsumujac tlen
1 dostarczajac azotanow(I1I).

W drugiej publikacji, do stabilnie pracujacego SBR z biomasg anammox, po okresie
dozowania S$ciekdw syntetycznych nie zawierajacych wegla organicznego, rozpoczeto
dozowanie odciekéw skladowiskowych, zawierajacych organiczne zwigzki weglowe.
Dozowanie odciekow skutkowato wzrostem udzialu bakterii denitryfikacyjnych w biomasie,
jednak bakterie anammox pozostaty najliczniej reprezentowana grupa mikroorganizmow
w SBR. Analizy molekularne oraz fizyko-chemiczne wykazaly, ze adaptacja zbiorowiska
bakterii anammox nastgpita po 90 dniach eksploatacji uktadu technologicznego. Zmiana
w zbirowisku bylta trwata — powrdt do dozowania $ciekow syntetycznych nie spowodowat
powrotu do aktywnosci i struktury gatunkowej obserwowanej na poczatku eksperymentu.

W badaniach w trzeciej i czwartej publikacji testowano mozliwo$¢ utrzymania wysokiej
aktywno$ci anammox w niskich temperaturach przez unieruchomienie mikroorganizmow
w nosnikach. W pracach charakteryzowano wtasciwosci wodne, morfologi¢ i strukturg
no$nikow.

W trzeciej publikacji wspomagano proces anammox przez immobilizacjg

mikroorganizméw w alginianie sodu oraz zastosowanie RGO. Badania prowadzono
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poczatkowo w temperaturze 23°C, by nast¢pnie obnizy¢ temperature do 15°C, czyli
temperatury zblizonej do $redniej temperatury $ciekow wpltywajacych do gléwnego ciagu
oczyszczania $ciekow. W badaniach molekularnych wykorzystano oprécz qPCR nakierowane;j
na geny funkcyjne, rowniez sekwencjonowanie nowej generacji. Dodatek RGO do alginianu
sodu zwiekszal stabilno$¢ i wytrzymatos¢ mechaniczng nosnikow. Obserwowano, ze bakterie
wykorzystywaty alginian jako zrodto wegla organicznego, co skutkowalo degradacja no$nikow
na koniec eksperymentu. Badania struktury mikrobiologicznej wskazaty na pojawienie si¢
w biomasie takich denitryfikatoréw jak Flavobacterium denitrificans czy Denitrobacter sp.

W czwartej publikacji badania prowadzono przez 3 miesigce w dwoch SBR zasilanych
pozywka syntetyczng o skladzie sprzyjajacym wzrostowi bakterii anammox. SBR
eksploatowano w temperaturze 30°C, 23°C oraz 15°C przy hydraulicznym czasie zatrzymania
rownym 24 h. Jeden z SBR byt reaktorem kontrolnym, natomiast w drugim biomasa byta
unieruchomiona w no$nikach z alginianiu sodu 1 alkoholu poliwinylowego.

W obu pracach obserwowano, Zze zarowno zmiana temperatury, jak i immobilizacja,
istotnie wplywaly na efektywnos$¢ usuwania azotu. Sktad $ciekdw oczyszczonych wskazywat,
ze w nizszych temperaturach wzrastala rola nitryfikacji w przemianach zwigzkow azotowych
oraz, ze immobilizacja biomasy sprzyjala stabilnosci procesu. W reaktorze z biomasa
unieruchomiong w alginianie sodu i alkoholu poliwinylowym stosunki molowe form azotu
w odplywie z reaktora byty bliskie stechiometrii procesu anammox. No$niki z dodatkiem
alkoholu poliwinylowego byly dodatkowo bardziej odporne na biodegradacj¢ w poréwnaniu
z nosnikami z alginianu sodu, co odzwierciedlalo si¢ w obnizeniu roli denitryfikacji
w oczyszczaniu sciekow. W biomasie wystepowaty wszystkie badane grupy mikroorganizméow
bioragce udzial w przemianach zwigzkow azotu. W reaktorach z biomasg immobilizowang
udzial baterii anammox, szacowany w oparciu o analiz¢ genu hzo, byt najwyzszy i malal wraz
z obnizaniem temperatury w SBR. Notowano negatywna korelacj¢ pomigdzy liczebno$cia
w biomasie bakterii denitryfikacyjnych oraz bakterii anammox.

Badania podsumowano stwierdzeniem, ze immobilizacja wydaje si¢ jednym

z mozliwych sposoboéw prowadzenia procesu anammox w nizszych temperaturach, jednak dla
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efektywnosci procesu kluczowe jest dobranie wlasciwego nosnika dla okreslonego rodzaju
biomasy.

W oparciu o wyniki badan sformutowano szereg wnioskow, z ktorych za najistotniejsze
uznaje:
- bakterie przemian zwigzkow azotowych wspoOtwystepuja w osadzie czynnym
z sekwencyjnych reaktorow biologicznych, w ktorych prowadzony jest anammox; proporcje
wystepowania nitryfikatorow, denitryfikatorow i bakterii anammox zaleza od parametrow
eksploatacji SBR,
- zmiana warunkow $rodowiskowych moze zmniejszy¢ liczbe dostgpnych nisz ekologicznych
i liczno$¢ bakterii anammox nie powodujac jednak spadku ich aktywnosci i efektywnos$ci
procesu,
- liczba kopii genu hzo specyficznego dla bakterii anammox jest czgsto skorelowana z liczba
kopii genow kodujacych enzymy uczestniczace w procesie denitryfikacji: nirS i nirK, co
$wiadczy o wzajemnych relacjach bakterii anammox 1 bakterii denitryfikacyjnych w badanych
uktadach,
- immobilizacja biomasy moze mie¢ ochronne wlasciwosci dla bakterii anammox podczas
prowadzenia procesu w temperaturach zblizonych do temperatur $ciekow glownego ciagu
oczyszczania,
- pomimo dodatku zredukowanego tlenku grafenu do no$nikow alginianowych, jako substancji
majacej wspomagac efektywnos¢ procesu anammox, no$niki SA-RGO okazaty si¢ by¢ mniej
odporne na biodegradacj¢ niz no$niki z alginianu sodu i alkoholu poliwinylowego.

W zwigzku z przeprowadzonymi badaniami nasuwa mi si¢ kilka zagadnien, ktore chce
podda¢ dyskus;ji:
- Jak mozna uzasadni¢ brak widocznego pogorszenia efektywnosci anammox w warunkach
dozowania do SBR odciekow sktadowiskach, zawierajacych organiczne zwiazki wegla, w tym
fatworozktadalne?
- Czy, zdaniem Doktorantki, dodatek RGO potencjalnie wspomagatl proces anammox, jak

stwierdzono w Rezultatach, czy raczej przyczynial si¢ jedynie do poprawy wlasciwosci
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mechanicznych no$nikéw z alginianiu sodu? Czy mozliwe jest wskazanie zmian w biocenozie
wynikajacych z obecnosci RGO w SBR?

- W jaki sposob immobilizacja w nosniku z alginianiu sodu oraz zmiana substratu z pozywki
syntetycznej na odcieki sktadowiskowe wplywaly na zroznicowanie gatunkowe
mikroorganizmoéw w biomasie? Czy istniala zalezno$¢ migdzy bogactwem gatunkowym
biocenozy, a efektywnoscig 1 stabilno$cig usuwania azotu w SBR?

- Jakie no$niki syntetyczne, zdaniem Doktorantki, mozna zaproponowa¢ do badan nad
immobilizacjg bakterii anammox by ograniczy¢ biodegradacje no$nikéw przez bakterie?

- Na ile jest mozliwe zastosowanie no$nikow z immobilizowanymi bakteriami anammox
w gtownym ciggu technologicznym - jakie sg gtdéwnie ograniczenia tego typu podejscia w skali

technicznej?

Uwagi szczegotowe

Nie powinno si¢ uzywaé sformutowania ,;reaktor SBR” (np. str. 27), poniewaz skrot
SBR zawiera juz w sobie stowo ,,reaktor”. Analogiczna zasada dotyczy zwrotu ,,reakcja PCR”
(str. 20). Przyjetym rozwinigciem skrotu PCR-DGGE jest tancuchowa reakcja polimerazy
z elektroforeza w gradiencie czynnika denaturujgcego. Skroty nazw enzymow zapisujemy
wielkimi literami. W cytowaniu literatury zamiast ,.et al.” powinno by¢ uzyte ,,i in.” Na
wykresach nie nalezy taczy¢ pojedynczych punktow pomiarowych, bo sugeruje to cigglosé
wykonywanych pomiaréow. Przedstawione uwagi 1 zastrzezenia nie umniejszajg wartosci

przedstawionej do oceny dysertacji.

Doktorantka przeprowadzita z sukcesem wartosciowe badania wskazujace, ze bakterie
przemian zwigzkéw azotowych wspotwystepuja w  SBR oraz, ze immobilizacja,
w szczegolnosci w nosnikach z alginianiu sodu i alkoholu poliwinylowego, poprawia stabilno$¢
i efektywnos$¢ anammox w niskich temperaturach, co moze stanowi¢ podstawe Szerszej

aplikacji procesu w glownym ciggu oczyszczalni §ciekow.
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Pani mgr. inz. Anna Banach-Wiséniewska posiada dodatkowy dorobek naukowy
zwigzany z prezentowang tematyka badawcza obejmujacy 6 prac, z ktorych trzy posiadaja
Impact Factor. W czterech pracach Doktorantka jest pierwszym autorem.

4. Wniosek koncowy

Podsumowujac recenzj¢ stwierdzam, ze przedstawiona dysertacja ma wysoki poziom
merytoryczny, jest spojna tematycznie i jednoznacznie wskazuje na umiej¢tnos¢ samodzielnej
realizacji badan naukowych przez Doktorantke. Wybrana tematyka wpisuje si¢ w najnowsze
trendy w inZynierii Srodowiska, a uzyskane wyniki maja duzy potencjat aplikacyjny. Oceniana
rozprawa mgr. inz. Anny Banach-Wisniewskiej spetnia 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 etapow
przewodu doktorskiego na Wydziale Inzynierii Srodowiska i Energetyki Politechniki Slaskiej.
Jednoczes$nie, biorgc pod uwage zakres przeprowadzonych badan i poziom ich publikacji,

wnioskuje o wyrdznienie rozprawy Pani mgr. inz. Anny Banach-Wisniewskiej.
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