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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalii Tyszkiewicz:

Analiza mikrobiomu anodowego i jego funkcjonalnos$ci w ukladach
bioelektrochemicznych wykorzystywanych do biodegradacji zanieczyszczen

hydrofobowych oraz syntezy biosurfaktantow

Praca Pani mgr inz. Natalii Tyszkiewicz wpisuje si¢ w aktualny i wcigz rozwijany nurt
dotyczacy nisko-kosztowej utylizacji produktow i odpadow przemystowych; w swoich
badaniach skupita si¢ min. na ocenie skutecznosci wytworzonych mikrobiologicznych ogniw
paliwowych, analizie gatunkowej konsorcjéw drobnoustrojow zasiedlajacych ich anody,
zdolnoscig konsorcjow do biodegradacji zanieczyszczen a takze syntezy biosurfaktantow. Cele
pracy badawczej postawione sa zatem niezwykle szeroko i ambitnie, a Pani Doktorantka
zmierzyla si¢ z nimi w sposob zadawalajacy, zardbwno w aspekcie koncepcji,
przeprowadzonych badan z wykorzystaniem zréznicowanej metodologii (poczawszy od
tradycyjnej mikrobiologii poprzez genetyke, analizy metaboliczne po pomiary elektryczne)
oraz uzyskanych wynikow; przedstawiony mi do recenzji manuskrypt w pelni spelnia zatem

wymogi stawiane pracom doktorskim. Nie ma jednak prac w pelni doskonalych, zawsze
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natomiast istnieje pole do ulepszenia okreslonych elementow dzieta oraz nauki. Ponizsze
uwagi, pytania oraz prosby o odniesienie si¢ maja charakter zyczliwy, jednakze proszg o
ustosunkowanie si¢ do tych, przy ktorych jest to wprost wskazane. Pozostale uwagi majg
charakter rekomendacji.

Wiasciwa czgs¢ pracy rozpoczyna 29-stronnicowy wstep, ktdry w mojej ocenie jest poprawny,
i cho¢ Autorka nie ustrzegla si¢ bledow jezykowych i interpunkcyjnych, to ich liczba nie jest
razagca. Pozwolg sobie jednak zwrdci¢ uwage Pani doktorantki na fakt, ze korzystnie jest
tlumaczy¢ rzeczy nieoczywiste, natomiast rzeczy oczywiste pozostawi¢ mozna inteligencji
Czytelnika. Nie widze wyraznej potrzeby uzasadniania, ze ogniwo dwukomorowe sktada si¢ z
dwoch komor oraz ze w komorze anodowej znajduje si¢ anoda, a w komorze katodowej —
katoda (strona 23 wstepu); lub ze przyktadem biosurfaktantu fosfolipidowego jest wlasnie
fosfolipid (str.40). Pisze o tym, poniewaz tego typu tautologii w calym manuskrypcie jest
istotnie wiecej, a pani Doktorantka, czy to piszac w przysztosci raporty, czy publikacje powinna
w pelni panowa¢ nad przekazywana informacjg. Niestety, w okreslonych przypadkach,
stosowanie zbyt wielokrotnie zlozonych zdan - prawdopodobnie powodowane checia
doglebnego wytlumaczenia zagadnienia - prowadzi do bledéw merytorycznych; przyktadem
moze by¢ stwierdzenie Zze P.aeruginosa jest ,mikroorganizmem planktonicznym™ (strona 31
wstepu). Rozumiem ze Pani doktorantka chciala napisa¢, ze .,sub-populacja komorek
P.aeruginosa, nieprzylegajaca w ogniwie do anody przekazuje elektrony w sposdb posredni za
pomoca mediatorow egzogennych”. Pozwolg sobie rowniez zwrdci¢ uwage na przejawiajace
si¢ we wstepie skroty myslowe pokroju ,,biofilm 3D albo ,,bakterie rosngce na toluenie™ i inne;
w miejscu ktorych oczekiwalbym jednak sformutowan pokroju ,,zréznicowana topologicznie
struktura biofilmu” czy ,bakterie rosnagce w roztworze/zawiesinie zawierajacej toluen”,
zgodnie z zasadami pisania tekstéw naukowych.

Cel i zakres pracy przedstawione sg w sposob czytelny i prawidtowy.

Materiaty i metody przedstawione sg w sposob oszczedny, co wynika z faktu opisania istotnej
ich czesci w sposob szczegolowy w publikacjach wymienionych w spisie dorobku naukowego
rozpoczynajacego sie na stronie 156.

Pragne natomiast, by Pani doktorantka odniosta si¢ do nastepujacych wynikow oraz dotyczacej
tych wynikoéw dyskusji przedstawionych w pracy:

Pytanie 1: ,4.1.3. analiza metabolitéw metoda NMR” przedstawiona w Tabeli 5 wskazuje
zidentyfikowane metabolity w anolicie zasilanym glukozg (grupa A) oraz glukoza i benzenem
(grupa ). Interesujaca jest obecnos¢ dimetyloaminy wylacznie w wariancie doswiadczenia

obejmujacym jednoczesne zastosowanie glukozy i benzenu, przy jej braku w ukladzie



zawierajagcym samg glukoze. Obserwacja ta wymaga glebszego omdwienia, o co poprosze
Doktorantke. W szczegolnosci nalezaloby rozwazy¢, czy obecno$é benzenu mogta:

- po pierwsze, zmieni¢ sktad lub aktywno$¢ konsorcjum mikroorganizmow tworzacych biofilm
anodowy;

- po drugie, nasili¢ stres komorkowy, uszkodzenia oston komoérkowych lub ,turnover”
biomasy, prowadzac do wtérnego uwalniania i metabolizowania zwigzkow azotowych;

- po trzecie, posrednio uruchomié metabolizm metylowanych zwigzkéw azotowych obecnych
w pozywce, inokulum (otoczki bakteryjne, btony) lub macierzy biofilmu, takich jak cholina,
betaina, trimetyloamina lub inne aminy czwartorzgdowe.

Zasadne byloby takze, aby Autorka wskazata, ktéra z tych interpretacji wydaje si¢ jej
najbardziej prawdopodobna oraz odniosta si¢ w niej do obecnosci dimetyloaminy jedynie w
uktadzie zawierajgcym glukozg a nie glukoze i benzen.

Autorka wskazuje rowniez, opisujac wyniki przedstawione w Tabeli 5, ze obecnosé
mrowczanu, octanu lub etanolu jest efektem rozszczepienia pierscienia aromatycznego beznenu
i powstania pirogronianu. Poproszg zatem Panig doktorantke o ustosunkowanie si¢ do
alternatywnej hipotezy, zgodnie z ktérg obecnos¢ mrowczanu, ale takze maslanu, propionianu
czy bursztynianu jest typowa manifestacjg obecnosci dojrzatego biofilmu, w ktorym komorki
go tworzace rozwijaja si¢ w warunkach hipoksji, szczegdlnie w obecnosci tatwo
przyswajalnego monosacharydu jakim jest glukoza, co zresztag w roku 2017 wykazat Promotor
doktorantki wraz z zespotem (http://dx.doi.org/10.1016/j.jpba.2017.01.018). Jakie beda

konsekwencje takiego stanu rzeczy dla omawianych analiz?

Pytanie 2: nast¢pnie prosze Panig Doktorantke o odniesienie si¢ do wynikow przedstawionych
na mapie cieplnej na Rysunku 17. 7 przedstawionych danych wynika, Ze inkubacja
drobnoustrojéw w ogniwie prowadzita do wyraznej dominacji jednego taksonu, osiggajacego
Srednio okoto 40-80% wzglednego udziatu, podczas gdy pozostate identyfikowane taksony
wystepowaly zwykle na poziomie kilku procent. W grupic A (1-5) dominowat rodzaj
Aeromonas, natomiast w grupie B (1-5) rodzaj Citrobacter. W zwiazku z tym prosze o
przedyskutowanie, czy przy zastosowanej metodzie identyfikacji, opartej na analizie DNA, a
nie RNA lub innych markeréw aktywnosci metabolicznej, cze$¢ sygnatu pochodzacego od
taksonow obecnych na niskim poziomie wzglednego udziatu mogta odpowiada¢ DNA komorek
martwych, uszkodzonych lub DNA wbudowanemu w macierz biofilmu. W takim ujgciu
nalezatoby rozwazy¢, czy rzeczywisty udzial funkcjonalny tych mniej licznych taksonow w

generowaniu efektow elektrochemicznych byl ograniczony.



Zasadne byloby rowniez, aby Doktorantka odniosta si¢ do pytania, czy obserwowane efekty
elektryczne mogly by¢é w glownej mierze zwigzane z aktywnoscig dominujacych rodzajow, tj.
Aeromonas w grupie A oraz Citrobacter w grupie B, czy tez istniejg przestanki wskazujgce na
istotny udzial mniej licznych czlonkow konsorcjum. Szczegodlnie pomocne bytoby wskazanie,
jakie dodatkowe analizy, na przyktad RNA-seq, RT-qPCR, detekcja kolorymetryczna poziomu
zywotnosci, analiza eDNA lub korelacja udziatu poszczegdlnych taksondéw z parametrami
elektrochemicznymi, pozwolilyby lepiej rozrdzni¢ obecnos¢ taksonomiczng od rzeczywistej
aktywnosci funkcjonalnej biofilmu anodowego.

Pytanie 3: Poprosze Panig Doktorantke o krytyczne odniesienie si¢ do wniosku ze strony 79,
zgodnie z ktorym uproszczenie struktury biofilmu i dominacja wybranych taksonow miatyby
sugerowaé powstanie wydajnej sieci metabolicznej wspomagajacej rozktad zanieczyszczen do
zwigzkow latwiej przyswajalnych przez egzoelektrogeny. Prosze rozwazy¢, czy tych samych
wynikow nie mozna interpretowac prosciej: jako konsekwencji niedostosowania wigkszosci
bakterii pochodzacych z inokulum glebowego do warunkéw pokarmowych panujacych w
ogniwie. Jezeli w ukladzie dostepne byly jedynie ograniczone i specyficzne zrodta wegla oraz
energii, to dominacja jednego taksonu na poziomie 50-80% mogta wynikaé przede wszystkim
z jego zdolnosci do wykorzystania dostepnego substratu, podczas gdy pozostate bakterie mogty
zosta¢ zahamowane wzrostowo, pozostawa¢ w stanie niskiej aktywnosci metabolicznej lub
stopniowo obumiera¢. W takim ujeciu niski wzgledny udziat pozostatych taksondéw nie musi
$wiadczy¢ o ich udziale w funkcjonalnej sieci metabolicznej. Moze raczej odzwierciedlaé
resztkowa obecno$¢ komorek lub ich DNA pochodzacego z pierwotnego inokulum, bez
istotnego znaczenia dla pracy ogniwa. Prosze zatem wskazaé, jakie dane uzyskane w pracy
przemawiaja za hipoteza wspotpracy metabolicznej miedzy taksonami, a jakie moglyby
wspiera¢ wyjasnienie oparte na prostej selekcji troficznej, czyli przezyciu i namnazaniu
gldwnie tych bakterii, ktére byly w stanie korzysta¢ z dostgpnego medium. Jakie dodatkowe
analizy pozwolityby rozrézni¢ te dwa scenariusze, na przyktad ocena zywotnosci komorek,
analiza RNA zamiast DNA, oznaczenie eDNA w macierzy biofilmu, pomiary zuzycia
substratéw lub doswiadczenia poréwnujace wzrost dominujacych taksondw w zastosowanym
medium?

Pytanie 4: Prosz¢ Panig Doktorantke o odniesienie si¢ do interpretacji wynikow dotyczacych
gendw zwigzanych z degradacja weglowodoréw alifatycznych, w szczegdlnosci genu /adA
(Rysunek 40, Heat-mapa). 7 przedstawionych danych wynika, ze gen ten byl wykrywany w
roznych wariantach ogniw i prébkach srodowiskowych. Poniewaz jednak analiza opierala si¢

na detekcji DNA, a nie RNA, bialka lub aktywnos$ci enzymatycznej, proszg o wyjasnienie, w



jakim stopniu obecnos¢ genu /ad4 mozna traktowac jako dowod aktywnego udziatu bakterii w
degradacji alkanow w warunkach ogniwa, a w jakim jedynie jako informacje o potencjale
genetycznym obecnym w inokulum glebowym. Zasadne byloby rowniez przedyskutowanie,
czy ladA nie moze by¢ genem stosunkowo szeroko rozpowszechnionym w bakteriach
$rodowiskowych zdolnych do metabolizowania weglowodorow, a wiec czy jego obecnos¢ w
probkach z réznych miejsc nie odzwierciedla raczej ogdlnego potencjatu degradacyjnego
mikrobioty glebowej niz specyficznej aktywacji tego szlaku w ogniwie. Innymi stowy, prosze
wskazac, jakie dane przemawiaja za tym, ze gen ladA byl funkcjonalnie istotny w badanym
ukladzie, a nie stanowil jedynie $ladu obecnosci DNA bakterii wprowadzonych wraz z
inokulum.

Pytanie nr S: Poprosze Panig Doktorantke o krytyczne odniesienie si¢ do interpretacji
mikrofotografii SEM przedstawionych na Rysunku 54, w szczego6lnosci do opisu struktur
wskazanych jako ,.krople substratu ropy naftowej” oraz ,,przewodzace nanowltokna biatkowe
egzoelektrogendw”. Obrazy SEM sg wartosciowe jako dokumentacja morfologii biofilmu
anodowego, jednak ich interpretacja funkcjonalna i chemiczna wymaga duzej ostroznosci. W
zwigzku z tym prosze o odniesienie si¢ do nastepujacych kwestii:

a) identyfikacja ,kropli substratu’: na jakiej podstawie Autorka uznata widoczne struktury
za krople substratu, a nie za elementy macierzy biofilmowej, wysuszony materiat
organiczny, artefakty przygotowania probki lub pozostatosci medium? Sama
morfologia obserwowana w SEM nie pozwala jednoznacznie okresli¢ sktadu
chemicznego takich struktur.

b) wplyw przygotowania probki do SEM: prosze wyjasni¢, jak Autorka interpretuje
obecnos¢ struktur opisanych jako krople w kontekscie procedury przygotowania probki
do SEM, ktora zwykle obejmuje utrwalanie, odwodnienie, suszenie oraz obrazowanie
w warunkach prozni. Czy w takich warunkach rzeczywiscie mozna oczekiwac
zachowania kropli lotnego lub hydrofobowego substratu?

¢) interpretacja struktur wioknistych: analogicznie prosze¢ o doprecyzowanie, na jakiej
podstawie struktury wiokniste zostaly uznane za ,,przewodzace nanowlokna biatkowe
egzoelektrogenow”. SEM pozwala oceni¢ morfologig, ale nie rozstrzyga jednoznacznie
ani charakteru biatkowego tych struktur, ani ich przewodnictwa, ani udzialu w
bezposrednim transferze elektrondw. Moga to by¢ pili, elementy EPS, wysuszony

material macierzy biofilmowe;j.



Pragne zaznaczy¢, Zze przedstawione powyzej pytania i uwagi nie podwazaja mojej
pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Natalii Tyszkiewicz. Ich celem
jest przede wszystkim doprecyzowanie wybranych interpretacji, poglebienie dyskusji
naukowej oraz wskazanie elementow, ktorych rozwiniecie moze przyczynic¢ si¢ do
dalszego podniesienia jakosci warsztatu badawczego i publikacyjnego Doktorantki.
Uwazam, ze rozprawa dotyczy aktualnego i waznego problemu naukowego, zostata
oparta na szerokim materiale eksperymentalnym oraz dokumentuje zdolnos¢ Autorki
do samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W mojej ocenie rozprawa doktorska
pt. .Analiza mikrobiomu anodowego i jego fumkcjonalnosci w ukladach
bioelektrochemicznych ~ wykorzystywanych  do  biodegradacji  zanieczyszczen
hydrofobowych oraz syntezy biosurfaktantow” spelnia wymagania okreslone w art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, zgodnie z ktérym
rozprawa doktorska powinna prezentowaé ogolng wiedzg¢ teoretyczng kandydata,
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz stanowi¢ oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. W zwigzku z powyzszym wnosze o dopuszczenie
Pani mgr inz. Natalii Tyszkiewicz do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania
stopnia doktora, w tym do publicznej obrony rozprawy doktorskiej, a majac na
wzgledzie wysoka interdyscyplinarno$¢ przeprowadzonych danych wnoszg réwniez o

wyrdznienie recenzowanej pracy doktorskiej.

Signed by /
Podpisano przez:

Adam Junka

Date / Data: 2026-
05-17 22:53



