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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy aktualnej i ambitnej problematyki
zwigzanej z funkcjonowaniem mikrobiologicznych ogniw paliwowych (MFC) wykorzystywanych
do Dbiodegradacji hydrofobowych zanieczyszczen organicznych oraz do biosyntezy
biosurfaktantoéw. Temat pracy lokuje si¢ na pograniczu chemii, bioelektrochemii, mikrobiologii
srodowiskowej oraz biotechnologii i odpowiada wspotczesnym kierunkom badan nad uktadami

bioelektrochemicznymi.

Rozprawa ma charakter pracy eksperymentalnej o szerokim zakresie metodycznym. Obejmuje
badania prowadzone w pigciu konfiguracjach MFC z wykorzystaniem czterech typdw substratow:
benzenu, oleju napedowego, ropy naftowej oraz oleju posmazalniczego. Autorka zastosowata
rozbudowany zestaw technik badawczych, obejmujagcy pomiary elektrochemiczne,
sekwencjonowanie, metagenomike typu shotgun, qPCR, NMR, LC-MS/MS, GC-MS czy SEM.
Zakres metod $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu warsztatowym Doktorantki i o wysokiej

ambicji naukowej pracy.
Ocena wyboru tematu i aktualnosci problemu

Wybdr tematu oceniam pozytywnie. Literatura $wiatowa wskazuje, ze cho¢ MFC sg intensywnie
badane jako platformy do oczyszczania Sciekdw i1 generowania energii, to znacznie mniej wiadomo
o ich wykorzystaniu do degradacji ztozonych, hydrofobowych zanieczyszczen i do jednoczesnej
produkcji biosurfaktantow. Szczegolnie stabo rozpoznane pozostaja zaleznosci miedzy sktadem

mikrobiomu anodowego, mechanizmami transferu elektrondw, biosynteza surfaktantow a
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skuteczno$cig degradacji weglowodorow. Recenzowana rozprawa trafia wigc w wyrazng luke
badawcza. Na podkreslenie zastuguje, ze Autorka nie ograniczyta si¢ do jednego modelowego
substratu, lecz podjela probe poréwnawcza w odniesieniu do kilku typdéw zanieczyszczen
hydrofobowych, o r6znym stopniu ztozono$ci i r6znej dostepnosci biologicznej. Takie podejscie

zwigksza poznawcza i aplikacyjng wartos¢ rozprawy.
Ocena czesci teoretycznej

Wstep teoretyczny jest obszerny i dobrze osadzony w literaturze. Autorka przedstawia zrodia i
charakterystyke zanieczyszczen trudnodegradowalnych, podstawy funkcjonowania uktadow
bioelektrochemicznych, role mikrobiomu anodowego, mechanizmy zewnatrzkomdrkowego
transferu elektronéw oraz znaczenie biosurfaktantow w degradacji zwigzkow hydrofobowych.
Uktad wprowadzenia jest logiczny i dobrze przygotowuje czytelnika do czesci eksperymentalne;.
Na uznanie zastuguje rowniez to, ze w czgsci teoretycznej Autorka nie prezentuje wylacznie
opisowego przegladu literatury, ale buduje spdjny kontekst dla wlasnych badan, wskazujac
zard6wno znane mechanizmy, jak i obszary slabo rozpoznane. Dzigki temu cele pracy wynikaja

naturalnie z przegladu stanu wiedzy.
Ocena celu pracy i metodyki

Cel glowny pracy zostat sformulowany jasno i poprawnie. Cele szczegoétowe sa dobrze

wyodrebnione i odpowiadajg kolejnym etapom badan.

Metodyke pracy oceniam wysoko. Jest ona rozbudowana, nowoczesna i adekwatna do
postawionych pytan badawczych. Na podkreslenie zastuguje umiejetne potaczenie klasycznych
pomiarow elektrochemicznych z metodami omicznymi oraz analityka chemiczng wybranych
metabolitow. W dyscyplinie nauki chemiczne, zwlaszcza na pograniczu chemii $§rodowiska i

bioelektrochemii, jest to podejscie w petni uzasadnione.
Najwazniejsze wyniki i ich znaczenie naukowe

Autorka wykazala, Ze sktad inokulum, obecnos¢ kosubstratu oraz potencjat anody w sposéb istotny
ksztattuja zarowno struktur¢ mikrobiomu anodowego, jak i wydajno$¢ elektrochemiczng MFC. W
cze¢$ci dotyczacej benzenu wykazano mozliwos¢ selekcji funkcjonalnych spotecznosci zdolnych
do degradacji zwigzku aromatycznego i generowania relatywnie wysokich gestosci mocy. W
badaniach nad olejem napgdowym pokazano z kolei, ze ujemna polaryzacja anody sprzyja

rozwojowi bardziej ztozonych i wyspecjalizowanych biofilméw anodowych.



Bardzo cenne s3 wyniki odnoszace si¢ do ropy naftowej. Autorka wykazata wyrazny wplyw
pochodzenia inokulum i stosowania kosubstratu na wydajno$¢ uktadu oraz zidentyfikowala geny
zwigzane z degradacja weglowodoréw. Szczegdlng warto§¢ ma powigzanie tych danych z analizg
biosurfaktantéw i zmian napigcia powierzchniowego, co stanowi przekonujace wsparcie dla tezy

o sprzezeniu biodegradacji weglowodorow z biosynteza surfaktantow w uktadach MFC.

Roéwniez cze$¢ poswigcona olejowi posmazalniczemu ma duza warto$¢ poznawczg. Opracowanie
protokotu LC-MS/MS do identyfikacji ramnolipidow oraz wykazanie obecnosci licznych mono- i
diramnolipidow wskazuje, ze Autorka nie tylko dokumentuje zjawisko, ale rozwija réwniez

warsztat analityczny uzyteczny dla dalszych badan w tym obszarze.
Oryginalnos¢ i wklad do dyscypliny

Za najwazniejsze osiggnigcia rozprawy uznaj¢: (i) kompleksowe, wielopoziomowe
scharakteryzowanie mikrobiomu anodowego w MFC pracujacych na zlozonych substratach
hydrofobowych; (ii) wykazanie znaczenia potencjatu anody, typu inokulum i kosubstratu dla
funkcjonalnos$ci biofilmu anodowego; (iii) powigzanie parametrow elektrochemicznych z
biosynteza biosurfaktantéw i z potencjalem degradacyjnym mikroorganizmow; (iv) identyfikacje
genoéw zwigzanych z degradacja weglowodorow w MFC; (v) probe skalowania uktadéw i ocene

ich stabilnosci.

W mojej ocenie praca wnosi istotny i oryginalny wkitad do rozwoju nauk chemicznych, w
szczeg6lno$ci w obszarze chemii §rodowiska, bioelektrochemii i1 technologii remediacyjnych.

Oryginalno$¢ wynika z calo$ciowej koncepcji badawczej i z integracji kilku poziomoéw analizy.
Uwagi i komentarze
Moim zdaniem jest kilka kwestii wymagajacych komentarza lub moglyby zosta¢ rozwinigte:

1) Zastosowanie kilku konstrukcji MFC i r6znych objetosci roboczych zwigksza zakres pracy, lecz
utrudnia $ciste poroéwnania migdzy wszystkimi uktadami. W niektérych przypadkach wyrazniejsze
oddzielenie wptywu konstrukcji MFC od wplywu inokulum lub substratu utatwitoby interpretacje

wynikow.

2) Identyfikacja genow degradacyjnych i okre§lonych taksonow jest bardzo cenna, ale nadal
dotyczy przede wszystkim potencjatu funkcjonalnego. Dalszym krokiem moglyby by¢ badania

ekspresji genow lub bardziej bezposrednia walidacja funkcji kluczowych populacji.



3) Dominacja Pseudomonas aeruginosa w wybranych wariantach produkcji ramnolipidow jest
naukowo interesujaca, jednak z punktu widzenia zastosowan srodowiskowych i1 wdrozeniowych
warto szerzej odnie$¢ si¢ do kwestii bezpieczenstwa biologicznego i do mozliwo$ci zastgpienia

tego gatunku innymi producentami biosurfaktantow.

4) Praca bardzo dobrze dokumentuje zachowanie uktadéw laboratoryjnych, lecz w przysztosci
warto szerzej dyskutowa¢ ograniczenia transferu uzyskanych parametrow do uktadow

przeplywowych i péitechnicznych.

Podkreslam jednocze$nie, ze powyzsze uwagi nie podwazaja wysokiej wartosci rozprawy, raczej

wskazuja naturalne kierunki jej dalszego rozwijania.
Pytania do Doktorantki

1) Ktory z analizowanych czynnikow: rodzaj inokulum, potencjal anody, obecnos¢ kosubstratu,
konstrukcja bioreaktora itp., uwaza Pani za najbardziej krytyczny dla dlugoterminowe;j stabilnosci

MFC i dlaczego?

2) W jakim stopniu wykryte geny degradacyjne mozna, Pani zdaniem, traktowa¢ jako markery

prognostyczne wydajnosci MFC, a w jakim wymagaja one dalszej walidacji funkcjonalne;?

3) Jak ocenia Pani mozliwo$¢ zastapienia Pseudomonas aeruginosa innym producentem
ramnolipidow lub innym typem biosurfaktantu w konteks$cie przyszlych zastosowan

technologicznych?

4) W rozprawie przedstawiono wyniki uzyskane w kilku rdéznych konstrukcjach
mikrobiologicznych ogniw paliwowych, réznigcych si¢ m.in. geometria, objetoscig robocza czy
powierzchnig elektrod. Z jednej strony mozna to rozumie¢ jako naturalng konsekwencje ewolucji
1 ulepszania systemu badawczego w toku realizacji doktoratu, co samo w sobie jest zrozumiale. Z
drugiej jednak strony tak istotna zmienno$¢ konstrukcyjna utrudnia bezposrednie pordwnanie
innych parametrow procesu i ogranicza jednoznacznos$¢ interpretacji wynikéw. Prosze zatem
wyjasni¢: (i) jakie byly merytoryczne przestanki stosowania kolejnych konstrukcji, (ii) ktore
zmiany miaty charakter optymalizacyjny, a ktore wynikaty z innych potrzeb eksperymentalnych,
oraz (iii) czy moze Pani syntetycznie porownac efektywnos¢ zastosowanych wariantow i wskazac

ogoblne, przekrojowe wnioski konstrukcyjne wynikajace z catej pracy?

5. Dobra praca naukowa czesto inicjuje wigcej pytan niz dostarcza ostatecznych odpowiedzi i w

mojej ocenie tak jest rowniez w tym przypadku. W kilku eksperymentach mozna odnie$¢ wrazenie,



ze sprawno$¢ uktadow rosta wraz z czasem, natomiast do§wiadczenia konczono przed stabilizacja
lub zatamaniem parametréw pracy. Prosz¢ wyjasni¢, dlaczego do§wiadczenia przerwano wtasnie

na tym etapie?

6. Kontynuujac pytanie dotyczace ciekawosci badawczej chciatbym zapytaé czy w badaniach
wykryto wylacznie glikolipidy, czy tez skupiono si¢ analitycznie wytacznie na tej grupie. Zwykle
w konsorcjach mieszanych wystepuje wigksza réznorodno$¢ biosurfaktantow dobrze opisanych we

wstepie.

7. Wyniki doktoratu zostaty juz opublikowane w renomowanych, recenzowanych czasopismach
anglojezycznych, co niewatpliwie wzmacnia rang¢ naukowa pracy. Mysle, Ze to bylo gldéwnym
powodem podzielenia wynikéw na prezentowane podrozdzialy testujace rdzne substraty, ale
réznigce si¢ rowniez doborem metod badawczych, a w konsekwencji inng prezentacja wynikow
nie tylko graficznie, ale tez merytorycznie. Moim zdaniem warto byloby dokona¢ syntezy jakie
podejscie eksperymentalne do prowadzenia podobnych badan bytoby na obecnym stanie wiedzy

rekomendowane.
Podsumowanie i wnioski

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Tyszkiewicz stwierdzam, ze
przedstawiona dysertacja prezentuje bardzo dobrg wiedzg¢ teoretyczng Autorki w dyscyplinie nauki
chemiczne, potwierdza jej umiej¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Tym samym rozprawa spelnia wymagania
okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (tj. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571). Wnosz¢ zatem o dopuszczenie mgr inz. Natalii
Tyszkiewicz do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w dyscyplinie
nauki chemiczne. Ze wzglgdu na wysoki poziom naukowy pracy, szeroki zakres metod, dojrzatos¢
interpretacji oraz wyrazny wktad do rozwoju bioelektrochemii srodowiskowej, uwazam rozprawe

za bardzo wartosciowg. W zwigzku z tym, wnioskuje o wyroznienie rozprawy doktorskiej.
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