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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr inz. ANNY BANACH-WISNIEWSKIEJ
p-t. ,,Zaleznosci ekologiczne bakterii przemian zwigzkow azotowych w osadzie czynnym

sekwencyjnego reaktora biologicznego podczas prowadzenia procesu anammox”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Anny banach-Wisniewskiej zostata
napisana pod kierunkiem Pani dr hab. Aleksandry Ziembinskiej-Buczynskiej, bedacej
pracownikiem Katedry Biotechnologii Srodowiskowej na Wydziale Inzynierii Srodowiska i
Energetyki Politechniki Slaskiej.

Prace poswigcono nowatorskim badaniom nad okresleniem zaleznosci ekologicznych
bakterii przemian zwigzkow azotowych w osadzie czynnym sekwencyjnych reaktorow
biologicznych (SBR). Stanowi ona ogromny wktad w badania procesow oczyszczania $ciekow z

udziatem bakterii anammox, nitryfikacyjnych i denitryfikacyjnych.

1.  Znaczenie i aktualnos¢ zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej

Zwiazki azotu obecne w S$ciekach bytowo-gospodarczych, przemystowych 1 rolniczych sg
powodem eutrofizacji ekosystemow stodkowodnych i morskich, a tym samym rozwoju
toksycznych zakwitow glondow i czesto wykluczenia dotknigtej tym zjawiskiem wody stodkiej z
zasobow wody pitnej. Obnizenie ilosci azotu odprowadzanego w Sciekach oczyszczonych do
srodowiska jest jednym z najwazniejszych zadan oczyszczalni $ciekow. Z reguty ilo$¢ azotandow
(ITI) i (V) w $ciekach doptywajacych do oczyszczalni jest niewielka, a azot wystepuje w nich
najczesciej w formie amoniaku oraz organicznych zwiagzkéw azotu. Te ostatnie podlegaja jeszcze w
sieci kanalizacyjnej biologicznemu przeksztatceniu do amoniaku 1 soli amonowych. Najczesciej do
usuwania azotu metodami biologicznymi w oczyszczalniach §ciekéw wykorzystuje si¢ osad czynny
w reaktorach biologicznych. W klasycznym uktadzie zwigzki amonowe s3 tam utleniane przez
bakterie nitryfikacyjne do azotanow (III) i (V), a te redukowane sg przez bakterie denitryfikacyjne

do azotu czgsteczkowego 1 w postaci gazu usuwane z uktadu do atmosfery. Usprawnienie procesu

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska

ul. Jagiellonska 28, 40-032 Katowice

tel.: 32 20 09 592, 32 20 09 461, e-mail: ibbios.wnp@us.edu.pl

www.us.edu.pl/instytut/ibbios I‘ r

HR EXCELLENCE IN RESEARCH



V, UNIWERSYTET SLASKI

W KATOWICACH

usuwania zwigzkow azotu ze $ciekdw uzyskuje si¢ m.in. poprzez skrocenie procesu nitryfikacji. Ma
to miejsce w procesie anammox, realizowanym przez bakterie z rzedu Planctomycetales, w ktorym
w warunkach tlenowych azot amonowy zostaje czesciowo utleniony do azotanow (III), a te w
warunkach beztlenowych sa redukowane podczas utleniania amoniaku do azotu czasteczkowego.
Nalezy jednak pamigtacé, ze przemiany zwigzkoéw azotu w osadzie czynnym zachodzg przy udziale
koegzystujacych tam bakterii nitryfikacyjnych, denitryfikacyjnych oraz anammox. Tymczasem
wiedza o ekofizjologii bakterii przemian zwigzkéw azotowych i1 adaptacji poszczegdlnych ich grup
do zmieniajacych si¢ warunkéw $rodowiskowych jest ciagle bardzo ograniczona, gdyz
dotychczasowe badania nad przemianami zwigzkéw azotowych skupialy si¢ na mechanizmach
reakcji, parametrach i optymalizacji procesow technologicznych.

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej mgr inz. Anny Banach-Wisniewskiej
stanowig odpowiedz na realne zagrozenie wynikajace z zanieczyszczenia srodowiska nadmiernymi
tadunkami zwigzkéw azotu. Sposrdd szeregu procesow transformacji zwigzkow azotowych
Doktorantka skoncentrowata swoja uwage na procesie anammox, ktory uwaza si¢ za najbardziej
ekonomiczny 1 przyjazny Srodowisku proces wykorzystywany w oczyszczaniu Sciekow. Warto
zwrdci¢ uwage, ze poznanie zalezno$ci ekologicznych pomi¢dzy poszczegdlnymi grupami baterii
przemian zwigzkéw azotowych podczas procesu anammox prowadzonego w reaktorach SBR jest
niezwykle wazne zarowno w konteks$cie badan podstawowych, jak 1 aplikacyjnych. Stad tez badania
zaprezentowane w przedlozonej do oceny rozprawie doktorskiej sg niezwykle wazne 1 posiadajg

wiele elementow nowos$ci naukowe;.

2. Ocena formalna pracy doktorskiej

Glownym problemem badawczym, ktory zostal podjety przez Doktorantke, byto okreslenie
zaleznosci ekologicznych bakterii anammox, denitryfikacyjnych oraz nitryfikacyjnych w osadzie
czynnym sekwencyjnego reaktora biologicznego. Praca doktorska Pani mgr inz. Anny Banach-
Wssniewskiej zostata zrealizowana i przedstawiona w czterech spojnych tematycznie pracach
doswiadczalnych opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskie;j:
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 (IF=2,54; MEiN=70)
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2. Medium shift influence on nitrogen removal bacteria: Ecophysiology and anammox process
performance, Chemosphere, 238, 124597, 2020 (IF=5,778; MEiN=100)

3. Effect of biomass immobilization and reduced grapheme oxide on the microbial community
changes and nitrogen removal at low temperatures. Scientific Reports, 11, 840, 2021 (IF=4,12;
MEiN=140)

4. Effect of temperature shifts and anammox biomas immobilization on sequencing batch reactor
performance and bacterial genes abundance. International Journal of Environmental Science and
Technology, doi: 10.1007/s13762-020-02957-w, 2020 (IF=2,54; MEiN=70)

W trzech z czterech prac badawczych wchodzacych w sktad rozprawy Doktorantka jest
pierwszym autorem, co zwykle odpowiada roli osoby wykonujacej wigkszos¢ badan
laboratoryjnych, za$ taczny IF prac wynosi 14,978 (380 punktéw wg. listy MEiN). Uwazam, ze jak
na prace doktorska wktad ten jest bardzo wysoki. Warto w tym miejscu nadmienic¢, iz zamieszczone
w rozprawie prace nie sg jedynymi, ktore Doktorantka posiada w swoim dorobku publikacyjnym.
Praca doktorska zostata zrealizowana w ramach projektow badawczych finansowanych przez
Narodowe Centrum Nauki (2013/09/D/NZ9/02438; 2016/23/N/NZ9/02147) oraz Wydziat Inzynierii
Srodowiska i Energetyki Politechniki Slaskiej (BKM-554/RIE-8/2018), a dwie prace wchodzace w
sktad rozprawy doktorskiej sa efektem wspotpracy Doktorantki z dr hab. Izabela Poprawa z
Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach oraz dr. Mohammed S
Hellad z Narodowego Centrum Badan w Kairze (Egipt).

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej poprzedzaja streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, rozdzial, w ktérym Doktorantka opisuje aktualny stan wiedzy w zakresie
podjetego tematu badawczego, a nastgpnie gléwne cele 1 zarys pracy, na ktéry sktadajg sie
metodyka badan, wyniki oraz wnioski, ktore potwierdzajg ze Doktorantka jest juz uksztaltowanym i
dojrzatym mlodym naukowcem. Na kolejnych stronach Doktorantka przedstawita spis
najwazniejszych i aktualnych Zrddet literaturowych dotyczacych danego tematu oraz spis rysunkow
1 tabel. W polaczeniu z 4 artykutami naukowymi doktorat liczy 91 stron. Dodatkowo na kolejnych
23 stronach zamieszczono stosowne oswiadczenia wspotautorow oraz dorobek wspierajacy
Doktorantki. Dojrzato$¢ naukowa, ktora Doktorantka wykazata si¢ podczas przygotowania

rozprawy, jak i sama oprawa edytorska pracy zasluguja na uznanie.
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3.  Wyniki pracy doktorskiej i ich znaczenie
W przypadku prac doktorskich, ktorych wyniki zostaly juz opublikowane, najlepszym

potwierdzeniem ich warto$ci 1 znaczenia jest ich cytowalno§¢ w czasopismach o zasiegu
mi¢dzynarodowym. Prace mgr inz. Anny Banach-Wsniewskiej i jej promotora dr hab. Aleksandry
Ziembinskiej-Buczynskiej, majg 5 cytowan, co wynika z faktu, iz zostaly opublikowane niedawno
(2019-2021). Zwazywszy na podejmowany w nich aktualny problem badawczy i opisywane wyniki
mozna z duzym prawdopodobienstwem stwierdzi¢, ze liczba cytowan w niedalekim czasie znacznie
wzro$nie. Stad tez, w swojej recenzji chciatabym wymieni¢ jedynie wybrane osiggnigcia uzyskane
przez Doktorantke podczas realizacji zadan badawczych, ktore uwazam za najwazniejsze:
- zastosowanie kompleksowych 1 zaawansowanych metod badawczych, ktéore umozliwity
wykazanie, ze parametry fizykochemiczne wptywaja na proporcje szczepow nitryfikacyjnych,
denitryfikacyjnych oraz annamox w sekwencyjnych reaktorach biologicznych, jednak nie eliminuja
z uktadu zadnej z tych grup;
- zidentyfikowanie korelacji pomigdzy liczbg kopii genu oksydoreduktazy hydrazyny bakterii
anammox a liczbg kopii genow kodujacych reduktaz¢ azotynowa bakterii denitryfikacyjnych,
$wiadczace o wzajemnych relacjach pomigdzy tymi grupami bakterii;
- wykazanie, ze immobilizacja bakterii przemian zwigzkdw azotowych umozliwia prowadzenie
procesu anammox Ww temperaturach zblizonych do temperatur Sciekéw gltownego ciggu
oczyszczania.

Analiza pracy doktorskiej mgr inz. Anny Banach-Wisniewskiej pozwala stwierdzi¢, ze
Doktorantka odnalazta swoja nisz¢ badawcza, a zrealizowane przez Nig badania beda interesujace

dla wielu naukowcow zajmujacych si¢ mikrobiologicznymi przemianami zwigzkoéw azotu.

4. Uwagi
Nie mam uwag krytycznych do recenzowanej pracy, za§ wymienione ponizej punkty maja
forme sugestii lub moga stanowi¢ poczatek dyskusji w trakcie obrony pracy doktorskie;.
4.1 W rozdziale 1.1 (str. 12) Doktorantka pisze: ,,Wystepowanie zwigzanych z btong czastek
zawierajacych enzymy jest ogélng cechg wszystkich bakterii utleniajacych azotany (III) [...]".

Prosz¢ o doprecyzowanie sformutowania ,,czastki”, czym sg te czastki?

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska

ul. Jagiellonska 28, 40-032 Katowice

tel.: 32 20 09 592, 32 20 09 461, e-mail: ibbios.wnp@us.edu.pl

www.us.edu.pl/instytut/ibbios I‘ r

HR EXCELLENCE IN RESEARCH



V, UNIWERSYTET SLASKI

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

W KATOWICACH

W publikacji nr 2 rozprawy doktorskiej napisano, ze do uktadu badawczego wprowadzano
scieki rzeczywiste — odcieki sktadowiskowe. Jaki byt sktad tych odciekéw, jakie zwigzki
stanowity glowne zanieczyszczenia?

Z rysunku nr 1 w publikacji nr 2 wynika, ze w okoto 30 dniu prowadzenia eksperymentu w
sekwencyjnym reaktorze biologicznym stwierdzono gwalttowny spadek wydajnosci w
usuwaniu azotu, z jednoczesnym wzrostem stezenia azotu w wyptywie z bioreaktora. Czy
Doktorantka ma jakie$ przypuszczenia, z czego moglto wynikaé takie gwattowne zatamanie
uktadu?

We wstepie publikacji nr 3 Doktorantka pisze, ze aktywnos$¢ bakterii anammox w niskich
temperaturach moze by¢ zwigkszona poprzez dodanie zredukowanego tlenku grafenu. Bardzo
prosze¢ o przyblizenie tematu 1 wyjasnienie podstaw tego zjawiska.

W publikacji nr 3 (podrozdzial Preparation of the carriers) podano, ze roztwoér alginianu ze
zredukowanym tlenkiem grafenu mieszano z biomasg w stosunku 1:2 (v/v). Czy taki sam
stosunek biomasy do nos$nika zastosowano w uktadzie z samym alginianem? Nie znalaztam
tej informacji w publikacji. W pracy porownywano procesy usuwania azotu przez bakterie
przemian zwigzkéw azotowych zaimmobilizowanych na dwoch no$nikach. Wiadomym jest,
ze rézne wlasciwosci no$nikéw moga wplywac na wydajnos¢ procesu immobilizacji biomasy.
Czy Doktorantka okreslala wydajnos¢ putapkowania biomasy w obu nosnikach?

W publikacji nr 3, na rysunku nr 2 przedstawiono zdjecia z mikroskopu skaningowego. Czy
zdjecia powierzchni kulek z alginianu i alginianu ze zredukowanym tlenkiem grafenu z
zaimmobilizowang biomasg oraz powierzchni kulek kontrolnych bez biomasy wykonywano w
tym samym powiekszeniu? Jezeli tak, to z czego wedlug Doktorantki wynikaja takie duze
roznice w strukturze powierzchni tych kulek (poréwnanie pomiedzy kulkami z biomasg 1
kontrolnymi)? Na jakim etapie badan wykonywano zdjecia kulek z zaimmobilizowang
biomasa? Czy sa to kulki z czasu 0 czy pdzniejszego etapu hodowli? Ciekawym byloby
poréwnanie stanu zasiedlenia nos$nikow przez bakterie w réznych etapach pracy reaktora
SBR.

W publikacji nr 3, analiza zdj¢¢ z mikroskopu skaningowego wykazala, ze powierzchnia
kulek z alginianu ze zredukowanym tlenkiem grafenu charakteryzuje si¢ mniejsza ilo$cia

poréw 1 bardziej gltadkg powierzchnia w pordéwnaniu do powierzchni kulek z samego
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alginianu. W pracy podsumowano, ze wydajno$¢ usuwania azotu byta lepsza w uktadach z
zaimmobilizowang biomasg niz w hodowlach z wolnymi komorkami. Nie znalaziam
natomiast informacji, ktory z immobilizowanych uktadow Doktorantka uznata za lepszy w
usuwaniu zwigzkow azotu. Prosz¢ o wskazanie takiego uktadu i powigzanie uzyskanych
wynikow z charakterystyka struktury powierzchni obu no$nikow.

W publikacji nr 4 izolowano DNA z biomasy, nie opisano jednak jak przebiega procedura
izolacji DNA z komorek immobilizowanych w no$niku. Bardzo prosz¢ Doktorantke o
przedstawienie tej procedury.

W publikacji nr 4 badano absorpcj¢ biekitu metylenowego przez kulki alginianowe
modyfikowane alkoholem poliwinylowym. Zdolno$¢ absorpcji barwnika przez nos$nik jest
bezposrednio skorelowana z dyfuzja substratow. W pracy badano absorpcje¢ barwnika przez
kulki o stosunkach 2% do 2,5%; 2% do 5%; 2% do 10% oraz 2% do 15%, odpowiednio
alginianu sodu i alkoholu poliwinylowego. Jednak w badaniach nad wydajno$cia usuwania
azotu przez zaimmobilizowang biomase¢ zastosowano nosnik o stosunku alginianu do alkoholu
poliwinylowego wynoszacym 2% do 7%. Skad taki stosunek skladnikow nosnika? Dlaczego
Doktorantka nie zastosowata no$nika o sktadzie, dla ktérego stwierdzono najlepsza absorpcje
btekitu metylenowego?

W literaturze bardzo szeroko opisuje si¢ badania nad zastosowaniem immobilizowanych
mikroorganizmow w degradacji szerokiej gamy zwigzkow. Wigkszos¢ badan ograniczona jest
jednak do skali laboratoryjnej. Czy Doktorantce znane s3 przyktady implementacji
immobilizowanych mikroorganizmoéow do rzeczywistych uktadow oczyszczalni Sciekow?

W podsumowaniu rozprawy doktorskiej zabraklo mi informacji o dalszych planach

badawczych Doktorantki. Bardzo prosze¢ o rozwinigcie tego tematu.

Whioski

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr inz. Anny Banach-Wisniewskiej napisana zostala

w oparciu o cztery prace naukowe opublikowane w latach 2019-2021 i przedstawia szeroko

zakrojone wyniki badan, ktére zostaly przez Doktorantke bardzo wnikliwie przeanalizowane w

oparciu o dostgpng literatur¢ naukowa, co wplywa na jej ogoélny bardzo wysoki poziom

merytoryczny. Liczba moich uwag/sugestii jest niewielka i nie wptywa na ogdlng bardzo dobra
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oceng pracy. Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Anny Banach-
Wisniewskiej spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim okre§lone w art. 31 ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (tekst jednolity Dz. U z 2017 r., poz. 1789) takze w art. 179 ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe, ktore stanowia, ze przewody doktorskie, (...), wszczete 1
niezakonczone przed dniem wejscia w zycie ustawy, o ktorej mowa w art. 1, sg przeprowadzane na
zasadach dotychczasowych, z tym zZe jezeli nadanie stopnia doktora, (...), nastepuje po dniu 30
kwietnia 2019 r. stopien (...) nadaje si¢ w dziedzinach i dyscyplinach okreslonych w przepisach
wydanych na podstawie art. 5 ust. 3 tej ustawy, i wnosz¢ o dopuszczenie mgr inz. Anny Banach-
Wisniewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Zwracam si¢ rowniez do Rady Dyscypliny Inzynieria Srodowiska, Gornictwo i Energetyka

Politechniki Slaskiej o wyréznienie pracy doktorskiej mgr inz. Anny Banach-Wisniewskiej ze

wzgledu na jej wysoki poziom naukowy.

dr hab. Urszula Guzik, prof. US
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