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Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana na Wydziale
Inzynierii Srodowiska i Energetyki Politechniki Sigskiej, w Katedrze Ochrony Powietrza,
pod kierunkiem naukowym dr hab. Ewy Zablockiej-Godlewskiej, prof. PS. Recenzje
opracowano zgodnie z obowigzujacymi przepisami prawa, w szczegdlnosci
z uwzglednieniem wymagai okreslonych w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. 2024, poz. 1571, z pbéin. zm.), a takze
standardow przyjetych dla ocen rozpraw doktorskich w dyscyplinie inzynieria
srodowiska, gornictwo i energetyka. Podstawe opracowania recenzji stanowil przekazany

egzemplarz rozprawy doklorskiej.

Tematyka pracy i aktualno$é problemu badawczego

Syntetyczne barwniki azowe stanowia jedno z najpowazniejszych wspolczesnych

zagrozen dla jakosci wéd powierzchniowych i $ciekéw przemystowych. Przemyst
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tekstylny odprowadza do $rodowiska szacunkowo od 10 do 15 % catkowitej ilosci
zuzytych barwnikOw w postaci nieoczyszczonych lub niedostatecznie oczyszczonych
$ciekéw. Klasyczne oczyszczalnie $ciekow komunalnych nie usuwajg tych zwiazkow
poniewaz ich stabilnos¢ chemiczna i charakter anionowy sprawiaja, ze konwencjonalne
metody biologiczne, fizyczne i chemiczne wykazuja jedynie ograniczona skutecznosc.
Doktorant trafnie zidentyfikowat jeden z kluczowych probleméw badawczych: sam
zanik barwy $ciekéw oceniany metodg UV-Vis jest niewystarczajgcym kryterium
efektywnosci oczyszczania. Mechanizmy biosorpcji, fizycznej adsorpcii i czesciowego
rozszczepienia chromoforu mogg prowadzié¢ do pozornej dekoloryzacji bez rzeczywistej
transformacji chemicznej. Autor trafnie sformutowal ten problem, wskazujac,
ze skuteczne oczyszczanie musi prowadzi¢ do potwierdzonej chemicznie transformacii.
Ta obserwacja stanowi o8, wokot ktorej zbudowany jest caly projekt badawczy. Wybor
jako barwnika Evans Blue jest w pelni uzasadniony; gdyz ten nalezy
on do najtrudniejszych do usunigcia anionowych barwnikéw diazowych. Zastosowanie
mikrobiologicznych ogniw paliwowych (MFC) do jednoczesnego oczyszczania $ciekow
1 odzysku energii elektrycznej wpisuje si¢ natomiast w gléwny nurt zielonej
biotechnologii. Tematyka rozprawy jest zbiezna z aktualnymi priorytetami programu
Horizon Europe w obszarach czystych technologii wodnych i przemystowe;

biotechnologii, co podkresla jej wartos¢ aplikacyijns.

Ocena formalna i merytoryczna pracy

Rozprawa liczy 198 stron formatu A4. Zasadnicza cz¢$¢ merytoryczna obejmujgea
wstep, materiaty i metody, wyniki i dyskusje, wnioski, kierunki przysztych badan oraz
materialy uzupelniajace opracowana zostala na stronach od 1 do 168, po ktérych
zamieszczono bibliografie. Praca zostala napisana w jezyku angielskim. Dolgczone
streszczenie W jezyku polskim spenia wymogi formalne okreslone przez ustawe.
Rozprawa posiada przejrzysta, logicznie skomponowana strukture siedmiu rozdziatéw
giéwnych. Autor zaprojektowal wieloetapowy eksperyment, w ktérym kazda czesé
ma wyraznie zdefiniowang funkcj¢. Narastanie zlozonosci ukladéw badawczych

- od czystych kultur na nosnikach stalych, przez optymalizowane hodowle modelowe,



az po zintegrowane systemy bioelektrochemiczne - $wiadczy o przemys$lanej logice
badawczej. Rozdziat wstepny pelni funkcje rozbudowanego przegladu literaturowego
i konczy sig¢ precyzyjnym sformulowaniem celéw i hipotez. Rozdziatl materiaty i metody
jest bardzo dobrze opracowany i mozna go uzna¢ za wzorcowy z punktu widzenia
powtarzalnosei badawczej. Oméwienie 1 dyskusja wynikéw obejmuje cztery moduly
eksperymentalne. Kazdy kolejny etap jest logicznie zaprojektowany. Rozprawa nie jest
kompilacja czterech odrebnych procedur badawczych, lecz spéjnym programem. Catoéé
rozprawy dopelniaja rozdzialy: wnioski, kierunki przyszlych badafn i materialy
uzupetniajgce.

Cele rozprawy zostaly sformulowane precyzyjnie i na wysokim poziomie
$wiadomo$ci metodologicznej. Celem pracy bylo opracowanie i integracja metod
usuwania barwnikéw syntetycznych ze szczegélnym uwzglednieniem Evans Blue. Cele
szczegOlowe 1 hipotezy zostaly zapisane wprost, a nie zrekonstruowane z wynikéw,
co stanowi cech¢ dobrze zaplanowanego, dojrzalego programu badawczego. Przeglad
literatury jest obszerny, dobrze zaplanowany i ukierunkowany na zagadnienia $cisle
powiazane z tematyka badan. Autor wykazal doglebna znajomos¢ mechanizmow
biochemicznych dekoloryzacji barwnikéw, precyzyjnie rozrdézniajac miedzy
enzymatyczng biotransformacjg a procesami elektrochemicznymi, biosorpcjg
1 biowytracaniem. Szczeg6lnie wartosciowe sg rozdz. 1.5-1.6, omawiajace mechanizmy
dekoloryzacji oraz rozkladu barwnikéw, jak tez czynniki wplywajgce na efektywnosé
egradacji. Autor trafnie zidentyfikowal luke badawcza: brak prac laczacych doboér
mikroorganizméw, mechanistyczne potwierdzenie transformacji  chemicznej,
optymalizacj¢ statystyczna i bioelektrochemiczna kontrole procesu. Autor korzystal
z aktualnej literatury (dominuja prace z lat 2022-2025). Bibliografia jest obszerna
i poprawnie sformatowana. Jako niewielkie uchybienie mozna wskazaé zbyt pobiezne
omdwienie aspektow skalowania systeméw MFC i ekonomiki procesu, jednak
zwazywszy na zakres i jakos¢ pracy zastrzezenie to ma charakter jedynie postulatywny.

Warsztat metodologiczny zaprezentowany w rozdz. 2 jest imponujacy zaréwno
pod wzgledem zakresu, jak i poprawnosci stosowanych technik. Na szczegdlng uwage

zastuguje fakt, ze metody nie zostaty zestawione przypadkowo, lecz tworzg spdjny uklad



dowodowy: metoda UV-Vis do §ledzema zaniku chromoforu, HPLC do oceny zaniku
zwigzku macierzystego, GC-MS do identyfikacji produktéw transformacji, CV i EIS
do opisu biointerfejsu, FTIR i XPS do potwierdzenia etapow modyfikacji anody, SEM
i CLSM do oceny morfologii i zywotnosci biofilmu oraz sekwencjonowanie 16S rRNA
do interpretacji funkcjonalnej mikroorganizméw. Taki zintegrowany uklad jest rzadko
spotykany w pracach doktorskich i zashuguje na bardzo wysoka oceng. Szczegdlnie
wartosciowe jest zastosowanie RSM w wariancie pelnego planu czynnikowego (cztery
czynniki: czas, st¢zenie barwnika, st¢zenie Zrodla wegla, temperatura) do optymalizaciji
warunkéw biodegradacji Evans Blue przez S. oneidensis MR-1. Autor nie ograniczyl
sie¢ do optymalizacji jednego parametru, lecz jednoczesnie analizowat efekty gléwne
i interakcje. Pozytywnie oceniam takze wykonanie niezaleznego eksperymentu
walidacyjnego w warunkach optymalnych. Pomiary byly prowadzone w trzech
powtérzeniach 1 raportowane jako $rednia = SD. Potwierdzenie rzeczywiste]
transformacji chemicznej Evans Blue przez S. oneidensis MR-1 za pomoca HPLC (zanik
sygnalu macierzystego barwnika) i GC-MS (identyfikacja produktéw transformaciji,
wtym aromatycznych zwigzkow posrednich oraz niskoczasteczkowych kwasow 3-
metylobutanowego i oktanowego) stanowi mocny dowdd na biodegradacig, a nie tylko
biosorpcje lub adsorpcj¢ fizyczng. Jest to jeden z najistotniejszych wkladéw rzetelnosci
metodologiczne].

Jako gléwng uwage krytyczng nalezy wskaza¢ niepelng identyfikacje wszystkich
polarnych, sulfonowanych produktéw posrednich w uktadzie SCMFC — GC-MS, ktéry
nie wychwytuje frakcji silnie polamej. Brakuje tez pelnego bilansu TOC/ChZT
pozwalajgcego  potwierdzi¢ catkowita mineralizacj¢. Ograniczenia te autor
sam identyfikuje i wskazuje je jako kierunek przysztych badan.

Oceny uzyskanych wynikéw 1 ich dyskusji dokonano w podziale na cztery moduty.
Modut 1 (rozdz.3.1) zawiera wyniki oceny zastosowania immobilizowanych
promieniowcéw do usuwania barwnikéw azowych. Wyniki screeningu promieniowcow
sq wartosciowe nie dlatego, ze daly najlepsze efekty, lecz dlatego, ze pokazaty, dlaczego
prosty model nie wystarcza. Wykazanie roli fizycznej sorpcji na nosnikach stomianych,

czgsciowa desorpcja barwnika, nieproporcjonalnie wysoka skuteczno$¢ ukiadu



,sloma + biomasa” w poréwnaniu do kazdego skiadnika osobno, wskazuje putapke
interpretacyjng stosowania wytacznie UV-Vis.

Modut II (rozdz. 3.2). Jest to bardzo istotny rozdzial rozprawy. Osiggnigta ponad
99% dekoloryzacja Evanse Blue przez S. oneidensis MR-1 w warunkach
zoptymalizowanych, polgczona z potwierdzeniem zaniku sygnalu macierzystego
barwnika w HPLC i identyfikacja $ciezki degradacji GC-MS, dostarcza pierwszego
w literaturze tak kompleksowego dowodu na rzeczywisty biodegradacj¢ Evans Blue
przez czysta kulture bakteryjng. Jako czynniki najsilniej oddzialujgce zidentyfikowano
czas i temperaturg. Skrocenie czasu procesu z 14 dni (modut I) do ok. 3 dni stanowi
bardzo znaczaca poprawe wydajnosci. Okno operacyjne RSM (czas: 24-72 h, stgzenie
barwnika: 25-100 mg/dm?, zrédlo wegla: 250-1000 mg/dm’, temperatura: 25-37°C)
ma bezposrednie znaczenie aplikacyjne.

Modut III (rozdz. 3.3). Przejicie do uktadu DCMFC sprzezonego z aerobowym
bioreaktorem jest dobrze uzasadnione. Uzyskane wyniki sg bardzo dobre: efektywnosé
dekoloryzacji od 90 + 2% do 98 £ 1.9% dla 100 mg/dm* Evans Blue i od 79 + 2%
do 87 + 1% dla 200 mg/dm’w ciggu 20-24 godzin. Maksymalna gesto$¢ mocy rzgdu
119.2 mW/m? potwierdza, ze uklad nie tylko usuwa zanieczyszczenie, ale rzeczywiscie
pracuje jako MFC. Identyfikacja kluczowych rodzajéw mikroorganizméw (Geobacter
odpowiedzialny za transfer elektronow; Actinomarinicola i Thermochromatium za etap
tlenowy) na podstawie sekwencjonowania 16S rRNA dostarcza cennych informacji
odnosnie mechanizméw procesu. Autor wlasciwie wskazuje koszt uzyskanej poprawy:
dtugi etap aklimatyzacji (ok. 30 dni) i wigksza ztozonos¢ procesu.

Modul IV (rozdz.3.4). Jest to najbardziej innowacyjny element pracy.
Autor nie zmienia tu ani mikroorganizmu, ani podstawowej idei procesu, lecz $wiadomie
projektuje granice faz mikroorganizm - elektroda. Wykazano, ze modyfikacja tkaniny
weglowej (CC) polianililng (PANI), glukoza i zelatyna (elektroda MCC) prowadzi
do 50- krotnego wzrostu CSC (174.9 + 10.2 vs. 3.3 £ 0.3 mC/cm?), pokrycia biofilmem
90.2 + 0.2% i skrécenia czasu dekoloryzacji Evans Blue do 13 godzin przy 150 mg/dm?,
z zachowaniem skutecznosci przy stezemiach dotychczas uwazanych za inhibitujace

(do 450 mg/dm®). Kluczowe jest spostrzezenie, ze glukoza zlokalizowana w poblizu



anody i stabilizowana zelatyng promuje tworzenie biofilmu sprzgzonego z elekirods.
Wyniki analizy FTIR, XPS i SEM dobrze potwierdzaja kolejne etapy funkcjonalizacji
powierzchni, a EIS i CV koreluja te zmiany z poprawg parametrow
bioelektrochemicznych.

Dyskusja jest prowadzona rzetelnie. Autor skonfrontowal wlasne wyniki
z literaturg z zachowaniem ostrozno$ci interpretacyjnej proponowang Sciezke degradacji
Evans Blue okreslajac jako ,,functional class pathway”, a nie w pelni zidentyfikowany
szlak. Warto odnotowaé, ze nie wykazano wysokiego ryzyka tworzenia amin
aromatycznych, co jest istotnym argumentem w ocenie bezpieczenstwa srodowiskowego
procesu.

Whioski zostaly sformutowane zwigZle i precyzyjnie. Autor przedstawil spdjny
obraz procesu, wskazujac na postepujaca poprawg trzech kluczowych parametréw: czasu
dekoloryzacji (od 14 dni do 13 godzin), poczatkowego stezenia barwnika (od 100
do 450 mg/dm®) i stopnia potwierdzenia transformacji chemicznej. Wnioski
nie s3 jedynie wyliczeniem warto$ci liczbowych, lecz zawieraja merytoryczng
interpretacje uwzgledniajaca mechanizmy procesow.

Rozdziat dotyczacy kierunkdéw przysztych badan jest zwarty i precyzyjny. Autor
wskazuje na cztery gléwne obszary: optymalizacj¢ reaktora i biointerfejsu MFC, pelny
bilans weglowy i ocene toksycznosci produktow konicowych, testy z wykorzystaniem
rzeczywistych $ciekéw tekstylnych oraz skalowanie systemu. Sg to realistyczne
priorytety, wynikajace wprost ze zidentyfikowanych ograniczen wlasnych badan.
W mojej ocenie autor realistycznie postrzega opracowang technologie - jej potencjal
aplikacyjny jest wysoki, lecz gotowos¢ wdrozeniowa pozostaje na poziomie
laboratoryjno-rozwojowym.

Rozprawa jest napisana poziomie odpowiednim dla czasopism z listy JCR,
co zostalo potwierdzone publikacja trzech artykutéw (IF > 3.4). Terminologia techniczna
i biologiczna jest uzywana konsekwentnie i poprawnie. Opracowanie graficzne pracy jest
staranne; schematy mechanistyczne, jak proponowana $ciezka degradacji Evans Blue

w SCMFC- CC, integrujg dane z réznych technik analitycznych w czytelne schematy.



W czedei przypadkow narracja opisowa jest nieco zbyt rozbudowana kosztem
syntetycznych wnioskéw ilosciowych. Rozprawa zyskuje tam, gdzie Autor
konsekwentnie rozrdznia pojecia dekoloryzacji, usunigcia, degradacji i mineralizacji,
jednak nie wszedzie utrzymuje t¢ sama dyscypling jezykowa.

W mojej ocenie rozprawa wnosi istotny i oryginalny wklad w czterech obszarach.

Po pierwsze, praca jako pierwsza w literaturze dostarcza pelnej, popartej analiza
HPLC i GC-MS dokumentacji biodegradacji (a nie tylko dekoloryzacji) barwnika
azowego Evans Blue przez czysta kulture S. oneidensis MR-1. Stanowi to przelom
interpretacyjny i metodyczny na tle dotychczasowych prac, ktére powszechnie stosowaly
wylacznie UV-Vis,

Po drugie, wdrozenie systemu DCMFC z tlenowa faza doczyszczajgcg
z mieszanymi szczepami promieniowcdw wyizolowanych z kompostu ogrodowego jest
podejsciem nowatorskim. Po raz pierwszy wykazano, ze mieszana kultura
promieniowcdw moze pelnié t¢ role w ukladzie DCMFC.

Po trzecie, wykazanie, ze modyfikacja bioanody warstwa PANI-glukoza-zelatyna
(MCC) prowadzi do 50-krotnego wzrostu CSC, poprawy adhezji i zywotnosci biofilmu
oraz umozliwia degradacje Evans Blue przy stgzeniach dotychczas uznawanych
zainhibituyjace (do 450 mg/dm®), jest =znaczacym osiagnigciem inzynierskim
z perspektywa skalowania.

Po czwarte, metodologiczna i interpretacyjna systematyzacja roznych drog zaniku
barwy (biosorpcja vs. biodegradacja) w ukltadach z immobilizowang biomasg, poparta
dowodami desorpcji barwnika, stanowi cenny wkiad metodyczny majgcy szersze
zastosowanie w inzynierii Srodowiskowe;j.

Nowo$¢ pracy ma charakter przede wszystkim integracyjny: polaczenie selekcji
mikroorganizmow, weryfikacji chemiczne;j, optymalizacji statystycznej
i bioelektrochemicznej inzynierii biointerfejsu w jednym spojnym programie jest rzadko

spotykane w pracach doktorskich w tej dziedzinie.



Uwagi krytyczne i rekomendacje

Ponizsze uwagi traktuje jako uwagi rozwojowe, a nie uchybienia podwazajace wartos¢

pracy:
1.

Brak pelnego bilansu masowego i pelnej identyfikacji polarnych, sulfonowanych
produktéw posrednich w czgséci dotyczacej SCMFC. GC-MS nie wychwytuje
frakeji silnie polarnej. Nalezaloby rozszerzy¢ analityke o LC-MS/MS, bilans
TOC/ChZT dla wszystkich glownych etapéw oraz przynajmniej jeden
zestandaryzowany test toksycznosci przed i po oczyszczaniu.

Brak walidacji diugookresowej stabilnosci warstwy MCC podczas pracy cigglej
i przy obcigzeniach hydraulicznych blizszych rzeczywistym. Rekomendowane
byloby przeprowadzenie testéw ciagtych, dokonanie oceny foulingu, starzenia
i odpornosci na zmiany zasolenia i pH.

Badania wykonano na roztworach modelowych, nie na rzeczywistych $ciekach
tekstylnych. Wartosciowe byloby przeprowadzenie testéw z wykorzystaniem
sciekoéw rzeczywistych zawierajacych sole, surfaktanty i mieszaniny barwnikéw.
Rozdzielenie udzialu poszczegélnych grup funkcjonalnych w ukladach
mieszanych (DCMFC) bylo niewystarczajace. Nalezalby powigza¢ dane
16S rRNA z analizg funkcjonalng lub bilansem elektronowym.

Brak formalnej analizy techno-ekonomicznej (CAPEX/OPEX, koszty
jednostkowe oczyszczania). Rekomendowane byloby oszacowanie kosztow

materiatowych, HRT i skalowania przed przejsciem do fazy pilotazowe;.

Po zapoznaniu si¢ z treScig rozprawy nasuwajg si¢ nastgpujace pytania, na ktore

Doktorant powinien odpowiedzie¢ podczas obrony pracy:

I,

Czy nie zachodzi obawa, ze produkty transformacji Evans Blue identyfikowane
przez GC-MS w etapie SCMFC (kwasy 3-metylobutanowy i oktanowy)
sg produktami wt6érnego metabolizmu skladnikéw pozywki (np. octanu),
a nie bezposrednimi metabolitami degradacji Evans Blue? Jak autor weryfikuje

ich pochodzenie?



2. Analiza 16S rRNA w etapie DCMFC ujawnita istotny udzial Thermochromatium
(4.82%) w konsorcjum anodowym. Jak autor interpretuje obecnosé
tej fotosyntetyzujacej bakterii siarczanowej w warunkach anaerobowych
bez zewnetrznego Zrodla $wiatla?

3. W jakim zakresie wyniki modutu I (wykorzystanie Actinomycetes) moga by¢
sparametryzowane i wykorzystane do projektowania reaktoréw? Jakie kluczowe
parametry inzynierskie (obciazenie substratowe, retencja biomasy) autor uznatby

za najistotniejsze w przypadku przenoszenia wynikow na wigkszg skale?

4, Jakie sa gléwne bariery w transferze technologii SCMFC-MCC do warunkéw
rzeczywistych §ciekéw tekstylnych (ztozona matryca, zmienne pH i zasolenie)

i w jaki sposéb modyfikacja bioanody mogtaby, lub nie, im sprostac?
Wiosek

Rozprawa doktorska mgr inz. Kamrana Ayaza pt. ,, Application of Pure and Mixed
Cultures of Bacteria Strains in Synthetic Dyes Removal Processes — Mechanisms
and Optimisation of Process Conditions™ jest opracowaniem na bardzo wysokim
poziomie naukowym, cechujgcym si¢ przemyslang logiks badawcza, szerokim
i poprawnym warsztatem metodologicznym, oryginalnym wkladem eksperymentalnym
oraz rzetelnodcia interpretacying. Laczy poprawnos¢ ilosciows prezentacji danych
z dojrzalg interpretacjg mechanistyczng.

Praca spetnia wszystkie kryteria okreslone w art. 187 ust. 1 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 roku — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce: stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, wykazuje ogblng wiedzg teoretyczng Doktoranta w dyscyplinie
naukowej oraz wykazuje umiejetno$é samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

W mojej ocenie praca ma takze cechy wyrdzniajace: bardzo dobrg spojnosc
programu badawczego i wyrazny potencjal rozwoju w kierunku badan pilotazowych.
Zgloszone uwagi i pytania nie pomniejszajg pozytywnej oceny pracy, lecz wskazuja

na obszary warte dalszej pracy naukowe;j.



W zwigzku z powyiszym stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz.
Kamrana Ayaza spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim zgodnie
z obowigzujacymi przepisami prawnymi i wnosz¢ o dopuszczenie Doktoranta

do publicznej obrony. Réwnoczesnie wnosz¢ o wyréznienie rozprawy.

Podpisata Ewa Wisniowska
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