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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandra de Rosset
pt. ,,Pozyskiwanie i wykorzystanie biosurfaktantow z olejow odpadowych pochodzacych z przemystu
spozywczego w mikrobiologicznych ogniwach paliwowych”

Oceniana praca doktorska zostata zrealizowana w Katedrze Inzynierii Procesowej i Technologii Materiatow
Polimerowych i Weglowych, na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej, pod kierunkiem
promotora dr hab. inz. Grzegorza Pasternaka, prof. PWr.

Podstawa wykonania recenzji

Recenzj¢ wykonatem w oparciu o decyzje Rady Naukowej Dyscypliny Naukowej Inzynierii Chemicznej
Politechniki Wroctawskiej z dnia 16 pazdziernika 2024, a takze pisma Przewodniczgcej W. w. Rady, prof. dr
hab. inz. lzabeli Michalak z dnia 21 pazdziernika 2024 roku oraz dostarczonego egzemplarza pracy
doktorskiej.

Charakterystyka tematyki pracy doktorskiej

Substancje posiadajace zdolnosci do zmniejszania napigcia powierzchniowego pochodzenia biologicznego
byly znane od stosunkowo diugiego czasu, jednak dopiero rozwdj technik analitycznych pozwolit na
btyskawiczny wzrost zainteresowania tg grupa zwiazkéw. Szybko okazalo si¢, ze mozliwe jest wyizolowanie
zdefiniowanych czasteczek, ktore swoja budowa odpowiadaly zwigzkom powierzchniowo-czynnym
nazywanych popularnie surfaktantami. Aby podkresli¢ ich pochodzenie wprowadzono przedrostek ,,bio”,
ktoéry z poczatku sugerowat tylko produkcje przez mikroorganizmy, a p6zniej do tej grupy wiaczono réwniez
analogiczne zwiazki produkowane przez rosliny. Klasycznym, wrecz wzorcowym przyktadem sa ramnolipidy
wytwarzane przez szczepy Gram-ujemnej bakterii Pseudomonas aeruginosa lub surfaktyna wydzielana przez
Gram-dodanie szczepy Bacillus subtilis lub saponiny pochodzenia roslinnego. Blyskawicznie zyskaty
zainteresowanie $wiata naukowego i od koncoéwki lat 80-tych XX wieku lawino wzrastata liczba publikacji
poswieconych biosurfaktantom. Z poczatku koncentrowano si¢ na izolacji mikroorganizméw zdolnych do
produkcji biosurfaktantow z wykorzystaniem roznych zrodet wegla, wydzieleniu ich z medium hodowlanego
oraz charakterystyce. Nastgpnie przyszedt czas na wykorzystywanie biosurfaktantow w szeroko pojetych
procesach degradacji weglowodorow 1 mikrobiologicznego oczyszczania $rodowiska z produktéw
ropopochodnych oraz metali cigzkich. Stopniowo rozszerzano badania o procesy Microbial Enhanced Oil
Recovery (MEOR), podejmujac proby wykorzystania biosurfaktantow praktycznie w kazdej dziedzinie.
Opisywane wyniki sugerowaly niekonczace si¢ zalety biosurfaktantow, co przetozyto si¢ na sformutowanie
wnioskoéw, ze biosurfaktanty sa mniej toksyczne niz ich syntetyczne odpowiedniki. Dalsza konsekwencja
byly postulaty aby biosurfaktanty zastgpily syntetyczne zwiazki powierzchniowo-czynne, ktére z definicji
staty si¢ toksyczne, trudno degradowalne i pozbawione jakichkolwiek zalet. Na przeszkodzie stangta tylko
kwestia wydajnosci  produkcji  biosurfaktantow, ktoéra przy zastosowaniu klasycznych metod
biotechnologicznych jest niewielka i nieporownywalna z efektywnoscia biosyntezy kwasu cytrynowego,
alkoholu etylowego czy innych tego typu zwiazkoéw produkowanych na masowa skale przez mikroorganizmy.
W konsekwencji niewielkie ilo§ci biosurfaktantow, bedacych wtornymi metabolitami, musza by¢ wydzielane
z medium hodowlanego, co przeklada si¢ na duze koszty. Tutaj pojawia si¢ pierwszy problem, gdyz
sugerowana przez wielu autoréw cena wytwarzania biosurfaktantow na poziomie 5-208 dolaréw za kilogram,
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jest nierealna biorgc pod uwage koszty masowej produkcji innych bioczastek wytwarzanych w st¢zeniach
wigkszych o rzad czy dwa rzedy wielko$ci. Drugim problemem jest wykorzystanie niektorych
mikroorganizméw produkujacych biosurfaktanty, co w przypadku patogenow takich jak Pseudomonas
aeruginosa bedzie trudne do zaakceptowania przez wigkszo$¢ instytucji odpowiedzialnych za ochrong
zdrowia. To rowniez przektada si¢ na potencjalne ograniczenie mozliwosci zastosowania finalnego produktu,
ktory bedzie musiat posiada¢ wysoka czysto$¢ i stosowne certyfikaty dopuszczenia na rynek. Natomiast
proby wykorzystania genéw odpowiedzialnych za produkcj¢ ramnolipidow i ich wprowadzenia do
niepatogennych szczepow nie przelozyty si¢ na wydajnosci porownywalne dla macierzystej bakterii.

W konsekwencji w chwili obecnej produkcja biosurfaktantow jest bardzo droga i ograniczona do kilku
preparatow, ktore znajduja zastosowanie w dziedzinach charakteryzujacych si¢ duza stopa zwrotu, a wiec
kosmetyce, farmacji itp. Szanse masowego wykorzystania biosurfaktantow raczej si¢ oddalajg niz przyblizaja.
Ponadto warto zwrdci¢ uwage na dwie niezmiernie istotne kwestie. Surfaktanty syntetyczne sg zdecydowanie
bardziej projektowalne pod katem budowy czasteczki, a powszechne wykorzystanie substratéw pochodzenia
biologicznego, oraz ogromny wzrost $wiadomosci ekologicznej, spowodowal, Ze obecnie stosowane
surfaktanty syntetyczne sg w wigkszosci biodegradowalne, cechuja si¢ ogromnie zmniejszong toksycznoscia
oraz przede wszystkim sg duzo tansze i tatwiej dostgpne. Poza tym syntetyczne surfaktanty zdecydowanie
lepiej zmniejszajg napigcie powierzchniowe i mogg by¢ bardziej odporne na czynniki fizyko-chemiczne.

Ponadto wiele szczegdtowych badan nad rolag biosurfaktantow w procesach zwigkszania mobilnosci,
kolonizacji 1 zdobywaniu nowych nisz $rodowiskowych przez produkujace je mikroorganizmy znaczaco
zwiekszylo stan naszej wiedzy. Obecnie coraz $wiadomiej dostrzegamy w nich zwigzki wplywajace na
komunikacje miedzygatunkowg (tzw. Quorum sensing) czy pozwalajace na dominacj¢ nisz przez patogenne
warunki, przy skutecznym zmniejszeniu wzrostu lub nawet eliminacji innych konkurencyjnych gatunkow.
Niesamowity rozwdj technik molekularnych przyczynit si¢ do zdecydowanie lepszego zrozumienia bardzo
skomplikowanych rél biosurfaktantow w funkcjonowaniu mikroorganizméw w Ssrodowisku czy podczas
zakazen szpitalnych.

Tematyka badawcza podjeta przez Pana mgr Aleksandra de Rosset doskonale wpisuje si¢ w $wiatowe
trendy badawcze, wsrod ktorych wiodaca role odgrywaja mikrobiologiczne ogniwa paliwowe. Poniewaz
klasyczne metody zwigkszania produkcji biosurfaktantow okazaly si¢ slepym zautkiem, wykorzystanie MFC
stanowi niewatpliwe nowo$¢ naukowa i moze przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmow
odpowiedzialnych za wydajniejsze wytwarzanie zwiazkow powierzchniowo-czynnych pochodzenia
naturalnego.

Niniejsza praca doktorska bez watpienia wnosi elementy nowosci naukowej do obecnego stanu wiedzy
i jak juz wspomniano, dobrze wpisuje si¢ w kierunki badawcze realizowane przez zagraniczne osrodki
naukowe.

Formalna ocena pracy doktorskiej

Praca doktorska Pana mgr inz. Aleksandra de Rosset zostala zrealizowana i przedstawiona jako cykl
czterech spdjnych tematycznie prac doswiadczalnych:

e A. de Rosset, P. Rutkowski, G. Pasternak, “The effect of surface and porous structure on long-term
performance of carbon powder cathodes without binder, during 300-day trial in microbial fuel cells”
Sustain. Energy Technol. Assessments, 2023, https://doi.org/10.1016/j.seta.2023.103340, 1F2023=8.0,
140 pkt.

e G Pasternak, A. de Rosset, P. Rutkowski, “Horizontal microbial fuel cell system producing
biosurfactants in response to current generation from waste cooking oil as a fuel” Energy Convers.
Manag., 2023, https://doi.org/10.1016/j.enconman.2023.116807, 1F223=10.4, 200 pkt.

o A. de Rosset, N. Tyszkiewicz, J. Wisniewski, N. Pudetko-Malik, P. Rutkowski, P. Mtynarz, G.
Pasternak “Bioelectrochemical synthesis of rhamnolipids and energy production and its correlation
with  nitrogen in air-cathode microbial fuel cells” J. Environ. Manage., 2024,
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2024.121514, 1F»123=8.0, 200 pkt.


https://doi.org/10.1016/j.seta.2023.103340
https://doi.org/10.1016/j.enconman.2023.116807
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2024.121514

o A de Rosset, F. Yalcinkaya, J. Wolska, S. Wactawek, G. Pasternak ‘“Enhancing performance and
durability of PVDF-ceramic composite membranes in microbial fuel cells using natural
rhamnolipids” J. Power Sources, 2024, https://doi.org/10.1016/j.jpowsour.2024.235257, 1F;023=8.1,
140 pkt.

Wszystkie cztery prace zostaty juz opublikowane w czasopismach bardzo dobrze rozpoznawalnych wsrod
naukowcoéw zajmujacych si¢ zagadnieniami zwigzanymi z MFC. Trzy z nich cieszg si¢ rowniez bardzo dobra
opiniag w $rodowisku elektrochemikow, natomiast JEMA jest doskonale rozpoznawalna w tematyce
srodowiskowe;j.

W szczegblny sposob nalezy podkresli¢, ze w trzech pracach Doktorant jest pierwszym autorem, a to
zwyczajowo odpowiada roli osoby wykonujacej Wiekszo$¢ badan laboratoryjnych, natomiast w jednej jest
drugim autorem.

Nalezy podkresli¢, Ze niniejsza rozprawa doktorska jest oparta na bardzo czytelnym zbiorze
opublikowanych artykutow, ktore jasno okre$lajg zakres pracy Doktoranta. Liczba artykulow odpowiada
rowniez $redniej liczbie artykutow podobnych prac doktorskich w miedzynarodowym srodowisku naukowym
i jest w 100% adekwatna do specyfiki prowadzonych badan. Pragne podkresli¢, ze jest to bardzo dobrze
przygotowana rozprawa w formie zbioru publikacji.

Ukdad pracy jest dos¢ typowy dla doktoratoéw tego typu. Catosé¢ pracy zawarto na 104 stronach. Po stronie
tytutowej zamieszczono strone z podzigkowaniami dla Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej NAWA —
program ,,Polskie Powroty 2018” oraz Narodowego Centrum Nauki — projekt OPUS 33 , Mechanizmy
bioelektrochemicznej transformacji materialtow odpadowych z przemyshi naftowego do biosurfaktantow”. W
tego typu informacjach zawsze warto wskaza¢ beneficjenta obu tych bardzo waznych zZrdédet finansowania
gdyz pozyskanie $rodkow jest kluczowe dla prowadzenia wlasnych badan i rozwoju zespotu badawczego
promotora.

Dwie kolejne strony zajmuje spis tresci, po czym zawarto dwustronicowe streszczenie w jezyku polskim
oraz jego dwustronicowy odpowiednik w jezyku angielskim. Na stronach 9-28 znajduje si¢ przeglad
literaturowy, a po nim przedstawiono cel i zakres pracy. Dalej na stronach 30-34 umieszczono syntetyczny
opis wykorzystywanych metod, po czym ptynnie zestawiono spis cytowanych prac. Od strony 43 rozpoczyna
si¢ opis pierwsze] publikacji. Autor stosuje uklad, w ktérym najpierw pojawia si¢ zwarty opis publikacji
w jezyku polskim, po czym nastepuje prezentacja oryginalnej wersji publikacji a po niej w zalezno$ci od
potrzeby umieszczono dodatkowe informacje w formie ESI. Na stronie 100-101 zawarto dwustronicowe
podsumowanie wraz z wnioskami. Kolejne trzy strony to spis dorobku naukowego Doktoranta.

Nie zamieszczono tradycyjnych o$wiadczen wspotautorow dotyczacych szacowanego udzialu
w opisywanych publikacjach, cho¢ w kazdej pracy znajduje si¢ CRediT authorship contribution statement.
Warto aby tego rodzaju podzial byt jednak bardziej szczegdlowy i jednoznacznie pokazywal rolg
poszczegolnych autorow w kluczowych badaniach itp.

Po zwigztym wprowadzeniu do tematyki badawczej autor umiescit cele pracy, w ramach ktorych trafnie
wyodrebnit nastepujace zadania badawcze:

e dobor materiatow funkcjonalnych dla MFC wykorzystywanego do produkcji biosurfaktantow
i energii elektrycznej

e opracowanie Kkonstrukcji MFC zdolnego do wydajnej konwersji zuzytego oleju roslinnego
do biosurfaktantow

e charakterystyka reakcji bioelektrochemicznych prowadzacych do produkcji biosurfaktantow w MFC
ze zuzytego oleju roslinnego

e optymalizacja skladu pozywki zasilajacej MFC pod katem produkcji biosurfaktantoéw i energii
elektrycznej
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o identyfikacja i iloSciowe okreslenie produkowanych biosurfaktantow
e wykorzystanie biosurfaktantow w celu zwigkszenia wydajnosci MFC.

Warto podkresli¢, ze wszystkie zadania zaplanowano w spojny sposob a ich prawidtowa realizacja
powinna udzieli¢ odpowiedzi na podstawowe pytanie postawione we wprowadzeniu, a dotyczace mozliwosci
produkcji biosurfaktantow z duza efektywnoscia.

Ocena merytoryczna pracy doktorskiej

Podany w doktoracie cel badan jest czytelny i bardzo dobrze nawigzuje do zapotrzebowania rynku na
nowe metody produkcji biosurfaktantéw. Stad wszelkie badania zwigkszajgce obecny stan wiedzy sg bardzo
wazne i pozadane zaréwno przez srodowisko naukowe ale rowniez przez komercyjnych uzytkownikow.

Doktorant sprawnie przedstawil obecny stan wiedzy w zakresie podstaw 1 wykorzystania MFC. W czg$ci
poswigconej biosurfaktantom nie§wiadomie wpadt w pulapke hurra-optymistycznych publikacji, co pragne
podkreslic bardzo wyraznie, nie jest jego wing. Pomimo przelomowych prac w tej tematyce, prominentni
badacze od lat lansuja wizj¢ biosurfaktantow jako jedynej stusznej koncepcji, wykorzystujac do tego celu
kazda nadarzajaca sie okazje jak ptasia grypa, Covid, energetyke nuklearng, produkcje metali ziem rzadkich
itp. Niestety nie dostrzegaja przetomowych prac biotechnologicznych czy z obszaru nauk medycznych, ktore
rzucaja nowe S$wiatto na produkcje oraz przede wszystkim role biosurfaktantow w funkcjonowaniu
produkujacych je bakterii. Najlepszym dowodem jest fakt, ze od lat 90-tych XX wieku do chwili obecnej
zaden biosurfaktant nie jest produkowany na masowsg skale, poréwnywalng z surfaktantami syntetycznymi,
oraz w zadnej dziedzinie biosurfaktanty nie wyparly swoich syntetycznych odpowiednikow. Argumenty o
mnigjszej toksyczno$ci, biodegradowalnosci 1 setek innych zalet zostaly doskonale zweryfikowane przez
wiele wiarygodnych osrodkow naukowych. Syntetyczne surfaktanty dostosowaly si¢ do wymagan
konsumentow, staty sie biodegradowalne, bazujg ha odnawialnych substratach itp. a przede wszystkim sg co
najmniej o rzad wielkosci tansze.

Pomimo oczywistych dowodow zaréwno w postaci publikacji jak i obecnych realiow produkcji
(bio)surfaktantow, wielu rozpoznawalnych w tematyce biosurfaktantow naukowcow nie dostrzega jak
ogromnym zmianom ulegta nasza wiedza od lat 90-tych ubieglego wieku. Niestety nadal publikowane sg ich
prace przegladowe, ktore nie tylko powtarzaja te same informacje co w latach 90-tych, a obecnie skutecznie
znieksztatcaja stan wiedzy i rozprzestrzeniajg falszywy obraz biosurfaktantéow wsréd mtodych naukowcow.
Dlatego pragne szczegolnie podkresli¢, ze w zadnym miejscu nie nalezy mie¢ pretensji ani do Doktoranta ani
do Promotora. Biosurfaktanty posiadaja z pewnoscia pewne cechy, ktore zdecydowanie moga by¢ unikalne
i warte sg wykorzystania w dobrze dobranych do tego celu zastosowaniach. Stad tez warto prowadzi¢ dalsze
badania i rozwija¢ obecny stan wiedzy. Z tego punktu widzenia niniejsza praca doktorska wpisuje si¢ dobrze
w taka strategie. Przede wszystkim zrozumienie procesow zachodzacych w MFC jest kluczowe aby
zdecydowanie lepiej i skuteczniej wykorzysta¢ potencjat natury do pozyskania energii, kontrolowania
proceséw biotechnologicznych czy zwigzanego z tym projektowania czujnikow nowej generacji. Tego typu
badania sa szczegodlnie interesujace dla Srodowiska naukowego i wpisuja sie¢ w tematyke badawcza
realizowang przez znane mi¢dzynarodowe osrodki badawcze.

Zaplanowane przez Doktoranta, wspdlnie z promotorem, eksperymenty nie sg odtworcze i eksploruja
bardzo istotny obszar badawczy. Zaprezentowane wyniki badan wnosza elementy nowosci naukowej i nawet
jesli moga by¢ momentami dyskusyjne, to nadal pozwalajg na lepsze i petniejsze zrozumienie mechanizmow
funkcjonowania bakterii degradujacych hydrofobowe substraty i roli zwigzkéw powierzchniowo-czynnych
pochodzenia mikrobiologicznego.

Szczegodtowa analiza zataczonych prac badawczych wraz z autorskim komentarzem Doktoranta, nasungta
Recenzentowi pewne komentarze, sugestie i pytania:

e strona 15 -, konsorcja mikrobiologiczne” wraz z pdzniejszymi zastosowaniami w publikacjach —
warto sprawdzi¢ opis kultur mieszanych, spotecznosci mikrobiologicznych czy konsorcjow
przedstawiony na str. 101-103 Cultivation of Microbial Consortia and Communities, Wolfaardt
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i wsp., Manual of Environmental Microbiology, Third edition, ASM Press, Washington 2007,
USA. Ta definicja oraz inne wyjasnienia w przywotanym tekscie zréodtowym (strony 101-103)
zdecydowanie nie pozwalaja nazwac stosowanych ukladéw mikroorganizmow konsorcjami
(microbial consortia) a jasno definiujg je jako spoteczno$ci (microbial community). Osad czynny
jest typowa spotecznoscia, w ktorej moga wystepowaé konsorcja, ale nie jest to warunkiem
kluczowym. W ramach adaptacji z osadu mogg by¢ wyeliminowane pewne grupy
mikroorganizmow, a osad nadal bedzie wlasciwie funkcjonowal. W obrebie konsorcjum
wyeliminowanie jednego mikroorganizmu pociaga za sobg rozpad catosci, gdyz relacje pomiedzy
mikroorganizmami warunkujg przetrwanie cato$ci. Bledne nazewnictwo jest niestety
rozpowszechnione do tego stopnia, ze $rednio w co trzeciej publikacji stosowane sg niepoprawne

nazwy.

e strona 15 - ,stopien rozkltadu” — zdecydowanie lepiej wykorzystywaé okreslenie efektywnosé¢
rozktadu czy biodegradaciji.

e strona 19 - ,,Wickszos¢ biosurfaktantow ma nizsze CMC, napiecia powierzchniowego i napiecia
miedzyfazowego w pordéwnaniu do ich syntetycznych odpowiednikoéw, co czyni je bardziej
wydajnymi i skutecznymi w podobnych zastosowaniach” — zrodto tej informacji jest doskonale
znane [62] jednak jest to informacja diametralnie odmienna od rzeczywisto$ci. Syntetyczne
surfaktanty sa w zdecydowanej wickszosci bardziej skuteczne i lepiej obnizaja napigcie
powierzchniowe. Podobnie jak dalsza czg$¢: ,,Ponadto syntetyczne §rodki powierzchniowo czynne
pochodzace z przemyshu petrochemicznego sg toksyczne i moga powodowaé szkody dla
ekosystemoéw, a ich produkcja jest sprzeczna z celami zrownowazonego rozwoju [62]. Sa to
niestety stowa bez pokrycia gdyz przyktadowo standardowe i wrecz referencyjne ramnolipidy sg
doskonale znane z promowania wirulentno$ci i rozwoju patogennych bakterii, ktore je produkuja.
Przyktadowo:

o Rhamnolipids Are Virulence Factors That Promote Early Infiltration of Primary Human
Airway Epithelia by Pseudomonas aeruginosa

o Cytotoxic rhamnolipid micelles drive acute virulence in Pseudomonas aeruginosa

Takich publikacji sg setki i bez trudu mozna dostrzec, ze skoro ramnolipidy sa produkowane przez
patogenne szczepy Pseudomonas aeruginosa to mozna spodziewac si¢ problemow przy masowym
wykorzystaniu tego biosurfaktanta. Zasady zielonej chemii nakazuja rowniez najlepsze
wykorzystanie substratow, a ramnolipidy bedace tzw. ,,secondary metabolites” nigdy nie beda
glownym produktem. Z definicji oznacza to niska wydajno$¢ produkcji i koniecznos$¢ izolacji z
mieszanin hodowlanych, zagospodarowania odpadowej biomasy itp. W przypadku patogenow,
koszty bezpiecznej utylizacji beda ogromne, stad sugestie autoréw pracy [62] s3 w zdecydowanej
wigkszosci zyczeniowe i niepodparte obecnym stanem wiedzy w dziedzinie biosurfaktantow.
Warto aby Doktorant zapoznat si¢ z innymi publikacjami w tej tematyce np.:

o Why do microorganisms produce rhamnolipids?

o Microbial Degradation of Hydrocarbons-Basic Principles for Bioremediation: A Review

o Basic principles for biosurfactant-assisted (bio)remediation of soils contaminated by
heavy metals and petroleum hydrocarbons — A critical evaluation of the performance of
rhamnolipids

oraz wypracowal wlasna opini¢ w oparciu o prace zardowno popierajace jak i kwestionujace typowe
i czesto naduzywane zalety biosurfaktantow.

e strona 19 — Rysunek 5. Charakterystyka zmian napigcia powierzchniowego w funkcji stezenia
biosurfaktantow. Poniewaz w wigkszosci publikacji Doktorant odwotuje si¢ do napigcia
powierzchniowego i biosurfaktantow warto bardzo doktadnie przeanalizowaé ten wykres.
Niezaleznie czy bedziemy opisywacé biosurfaktant czy surfaktant syntetyczny, wykres zmian
napigcia bedzie wyglada¢ analogicznie. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na fakt, ze jest to uktad
modelowy oparty na czystej wodzie, ktory nie uwzglednia adsorpcji surfaktantu na Sciankach
naczynia, elektrodach, komorkach bakteryjnych zaréwno w formie planktonowej jak i tych
budujacych biofilm itp. Oznacza to, ze w praktyce stezenie musi by¢ wigksze niz hipotetycznie
CMC aby zaobserwowac powstawanie micel. Jest to szczegdlnie widoczne w S$rodowisku
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glebowym, gdzie micele ramnolipidow obserwuje si¢ $rednio w stezeniu 5 x CMC w ukladzie
modelowym. Dla typowych, dobrze zdefiniowanych mieszanin mono i di-ramnolipidow warto$¢
CMC w ukladzie modelowym osigga si¢ przy stezeniu w zakresie 50-80 mg/L a napigcie
powierzchniowe zawiera si¢ wtedy w zakresie 26-32 mN/m. Do tego wykresu i pokazanych
warto$ci bede si¢ odwotywac w nastgpnych komentarzach.

strony 21-25 - , Zastosowanie biosurfaktantow w remediacji weglowodorow, ma na celu
zwickszenie ich biodostgpnos$ci dla mikroorganizméw” itp. Weglowodory sg hydrofobowe i
przedostaja si¢ przez membran¢ komoérkowa na zasadzie transportu pasywnego. Wnetrze
membrany jest hydrofobowe, a typowe bakterie degradujace weglowodory nie potrzebuja
surfaktantéw aby pozyska¢ hydrofobowe substraty, a wprost przeciwnie posiadaja doskonaty
system tzw. "efflux pump”, ktére wyrzucaja na zewnatrz nadmiarowe weglowodory z membrany
zewngtrznej, przestrzeni periplazmatycznej czy membrany wewnetrznej (dla bakterii Gram-
ujemnych) aby stezenie weglowodoréw w komodrkach bylo bezpieczne dla proceséw
zachodzacych w cytozolu. Ekstremalnymi bakteriami nie sg nawet te, ktore degradujg rope
naftowa w ztozach (sktad ropy zalezy w duzym stopniu od aktywnosci tych mikroorganizmow) ale
te, ktore sa odpowiedzialne za korozje zbiornikow paliw na stacjach paliw. Typowy olej napgdowy
wymaga wprowadzania biocydow, gdyz inaczej rozw6] mikroorganizméw na granicy faz
paliwo/skroplona w zbiorniku woda jest odpowiedzialny za wytwarzanie biofilméw, ktory w
przypadku przedostania si¢ do uktadow paliwowych moze doprowadzi¢ do usterek. Wystepujace
na dnie warunki beztlenowe z kolei przyczyniaja si¢ do korozji mikrobiologicznej i perforowaniu
zbiornikéw. Warto réwniez wspomnie¢, ze wprowadzenie biokomponentéw wymusza dodatkowe
wprowadzanie takich substancji hamujacych rozwdj mikroorganizmow. Problemem podczas
degradacji weglowodoréw w 99% nie jest dostepnos¢ zrodla wegla, ale fakt, Zze tego zrodta wegla
jest bardzo duzo a brakuje odpowiednich iloSci azotu, fosforu oraz innych kluczowych
mikroelementéw. To zagadnienie zostalo doskonale opisane podczas badan dotyczacych
zakwitania po wyciekach ropy naftowej, podczas ktorych nastepuje btyskawiczny wzrost biomasy
degradujgcej weglowodory po czym nastgpuje stagnacja. Wprowadzane wtedy surfaktanty
powoduja lepsze rozprowadzenie ropopochodnych, rozwijajg powierzchnie, a jednoczeSnie
zwigksza si¢ relatywna dostepnos¢ N i P. Ponadto typowe preparaty do tego celu oprocz
surfaktantoéw zawieraja dodatkowe zrodto N i P. Co wigcej, powszechnie znane zwigkszanie
produkcji biosurfaktantow w przypadku braku wystarczajacej ilosci N, P lub innych
mikroelementéw doskonale pokazuje role biosurfaktantow, dzieki ktorym komorki zyjace w
biofilmie zyskuja mobilno$¢ i moga kolonizowa¢ nowe nisze srodowiskowe bogatsze w N i P.
Innymi z kolei zjawiskami jest zwigkszanie mobilno§ci zaadsorbowanych i niedostepnych
weglowodoréw, np. w porach skat itp. gdzie surfaktanty pozwalaja na wydobycie takich
weglowodordéw przez co mozliwe jest ich pdzniejsze wykorzystanie przez mikroorganizmy. Aby
nie rozwija¢ tego watku w nieskonczonos$¢, zastosowany przez wielu autoréw w tematyce
biodegradacyjnej/bioremediacyjnej skrot myslowy dotyczacy roli surfaktantow, stal sie
samodzielnym bytem, ktory powoduje szereg probleméw w interpretacji wynikow.

strona 8 - Rysunek 8. Mechanizmy degradacji substratow hydrofobowych w obecnosci
biosurfaktantow w komorze anodowej MFC. Jezeli ten rysunek ma faktycznie pokazywac
mechanizmy degradacji to musimy przeanalizowa¢ po kolei kazdy z tych mechanizmow.
Solubilizacja oparta na tworzeniu micel wymaga wytworzenia biosurfaktantu w ilosci wigkszej niz
CMC. Poniewaz w publikacji 2 i 3 pojawiajg si¢ informacje dotyczace ramnolipidow, to 0znacza,
ze spadek napigcia powierzchniowego musi osiggnaé¢ warto$¢ 26-32 mN/m aby potwierdzié
tworzenie micel 1 wystgpowanie wspomnianego mechanizmu. Ponadto hydrofobowe
weglowodory zostang zamkniete w hydrofobowym wnetrzu micel, a zewnetrza strona micel jest
hydrofilowa. Micele ramnolipidow sa duzo wieksze niz komorki bakteryjne. Pojawia si¢ pierwsze
pytanie jak komorka ma odzyska¢ weglowodory z wnetrza micel i nie metabolizowac
biosurfaktantéw tak, aby mogly by¢ ponownie wykorzystane ? Ponadto typowe bakterie Gram-
ujemne posiadaja doskonaly mechanizm modyfikacji hydrofobowosci $ciany komorkowej, co
w praktyce oznacza, ze mogg modyfikowa¢ LPS oraz dzigki patchworkowej strukturze domen
hydrofobowych i hydrofilowych btyskawicznie adoptowac si¢ do hydrofobowych zrodet wegla.
Typowe bakterie tego typu umiejscawiajg si¢ na granicy faz, gdyz z jednej strony pozyskuja zrodto
wegla, a z drugiej maja staty dostgp do soli mineralnych i wody. Co wigcej wytwarzanie duzych
iloSci biosurfaktantéw jest energetycznie nicoplacalne, gdyz w $rodowisku tylko czesé
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wydzielonych biosurfaktantow wroci do komorki jako micela, a wickszo$¢ zaadsorbuje si¢ na
wprowadzonym w nadmiarze hydrofobowym substracie, zaadsorbuje si¢ w biofilmie itp.
Weglowodory i tak beda wnika¢ do komorki na zasadzie transportu pasywnego przez membrang.
Jezeli jeszcze przyjmiemy, ze biosurfaktanty sa biodegradowalne to inne gatunki moga
zareagowa¢ w dwojaki sposob. Czegs¢ z nich wykorzysta biosurfaktanty produkowane przez
Pseudomonas aeruginosa jako zrodto wegla, ale istniejg réwniez wigksze szanse, ze ramnolipidy
wykaza dzialanie toksyczne i zahamuja ich wzrost, przyczynig si¢ do rozpadu biofilmu itp.
Zazwyczaj takze kluczowe elementy komorkowe utleniajace weglowodory znajduja si¢ blisko
wewngtrznej membrany. Dokladne mechanizmy dzialania mikroorganizméw degradujacych
weglowodory w  kontekécie poboru hydrofobowych zZrdodet wegla opisano w  kluczowych
ksigzkach takich jak:

o Handbook of Hydrocarbon and Lipid Microbiology, Editor-in-Chief Kenneth N. Timmis
o Petroleum Microbiology. Jean-Paul Vandecasteele

Stad tez ten pogladowy rysunek nie powinien by¢ wykorzystywany do interpretowania
rzeczywistych mechanizméw gdyz uzyskane przez Doktoranta wyniki sg o wiele ciekawsze niz
proby ich powigzania z takimi schematami.

strona 26 - ,,Trudnodegradowalne substraty bedgce ztozong mieszaning weglowodordw zwykle
wymagaja rozbudowanego konsorcjum, aby uzyska¢ wysoki stopien degradacji oraz zadowalajgca
wydajno$¢ biosyntezy” — idealnym rozwigzaniem sg kultury mieszane, ktore sprawdzajg si¢ dosc¢
dobrze Iub spoteczno$ci (microbial community) jak osad czynny. W wielu publikacjach
poswieconych MFC pojawia si¢ konsorcjum, ale nie sg to konsorcja, co pokazuja nawet sami
autorzy takich prac, analizujgc procesy adaptacyjne. Brak udowodnionych zaleznosci pomigdzy
szczepami nie pozwala na stosowanie tej nazwy.

strona 28 — Tabela 1. Produkcja biosurfaktantéw w MFC. , niezidentyfikowany biosurfaktant” —
Doktorant wskazuje bardzo wazng kwesti¢. Biosurfaktant musi posiada¢ zidentyfikowang
strukture. Mieszaniny zwigzkéw organicznych roéwniez wykazuja dziatanie analogiczne do
biosurfaktantéw, posiadaja zdolno$¢ do obnizenia napig¢cia powierzchniowego itp. — na tej
zasadzie dzialajg sole kwasow karboksylowych. Dlatego tez bardzo ostroznie nalezy podchodzié¢
do kwestii wytwarzania biosurfaktantéw jesli substratem sg oleje roslinne. Warto podkresli¢, ze w
pracy 3, Doktorant ponad wszelka watpliwo$¢ udowodnit wytwarzanie ramnolipidoéw, co eliminuje
watpliwosci, ze mierzony spadek napiecia powierzchniowego pochodzi od kwasow
karboksylowych, ich soli oraz metabolitow bakteryjnych wydzielanych do medium/MFC.

Publikacja 1 — bardzo ciekawe badania, zwlaszcza ze wzgledu na dhugi okres trwania
eksperymentu. Krotkotrwate badania bardzo czesto nie majg szansy wykazaé potencjalnych
probleméw, ktore pojawiajg sie gdy uktad dochodzi do stanu rownowagi. Jak shusznie wskazat
Doktorant, kluczowa kwestia jest powstanie stabilnego biofilmu, ktéry tez ulega starzeniu. Przede
wszystkim tak ztozone spotecznoséci jak osad czynny dostosowuja si¢ do wykorzystywanego
zrodta wegla. W oczyszczalni mikroorganizmy majg do dyspozycji mieszaning ogromnej ilosci
roznych zwiazkow, a w eksperymentach laboratoryjnych muszg przystosowac si¢ do wybranego
zrodta wegla. To znaczaco zmienia strukturg gatunkowa osadu czynnego. W tym miejscu nasuwa
si¢ pewne pytanie. Poniewaz biofilm dostosowuje si¢ do zrodlta wegla, warto sprawdzi¢ jak
zachowuje si¢ MFC gdy po pewnym czasie dokonamy zmiany. Czy znane s3 Doktorantowi prace,
w ktorych zmieniano zrodto wegla np. z hydrofilowego na hydrofobowe i ponownie na
hydrofilowe? Zdecydowanie bardziej w dlugoterminowej skali, np., nie wcze$niej niz po 3
miesigcach, aby mie¢ pewno$¢, ze obserwowane dziatanie nie jest zwigzane z wykorzystywaniem
resztek zrodlta wegla. Bardzo ciekawym wydaje si¢ by¢ réwnoleglte porownanie ukladow, w
ktorych stosuje si¢ tylko hydrofilowe lub tylko hydrofobowe zrodto wegla z ukladami, gdzie
naprzemiennie stosuje si¢ zrodlo hydrofilowe i1 hydrofobowe ew. réwniez w wariancie
rozpoczynajacym si¢ od hydrofobowego zrodta by podzniej wprowadzi¢ hydrofilowe itp.. Taki
eksperyment mogtby by¢ wzbogacony o analizy zmian w strukturze spotecznosci — np. NGS.
Poproszg o odniesienie si¢ do tej sugestii wraz z uzasadnieniem czy i ewentualnie dlaczego takie
badania bytyby interesujace.

Publikacja 2 — Doceniam interpretacj¢ réznic w funkcjonowaniu uktadu horyzontalnego i
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wertykalnego. Mozna by rowniez rozwazy¢ alternatywng wersje. W ukltadzie horyzontalnym w
teorii powinien by¢ lepszy kontakt hydrofobowego i unoszacego si¢ na powierzchni zrodta wegla
z mikroorganizmami i elektroda, wymagajacy jednak wytworzenia biofilmu. Natomiast uktad
wertykalny przypomina typowy bioreaktor z mieszaniem. Tego rodzaju rozwiazanie zapewnia
bardzo skuteczne wykorzystanie hydrofobowych olejow roslinnych np. przy produkcji kwasu
cytrynowego przez niekonwencjonalne drozdze np. Yarrowia lipolytica (alternatywna dla typowej
produkcji z cukrow z wykorzystaniem Aspergillus niger). Jednak w tym przypadku kontakt
pomigdzy planktonowa, przyczepiong do hydrofobowych kropel oleju biomasg a elektroda bedzie
znaczaco ograniczony. W konsekwencji mozna oczekiwaé mniejszej efektywnosci dziatania
wertykalnego uktadu MFC. Doskonala weryfikacja tego mechanizmu byloby wyznaczenie
kinetyki degradacji oleju w polaczeniu z monitorowaniem przyrostu biomasy. Stad tez warto
bytoby przeprowadzi¢ dodatkowe eksperymenty aby moc w pelni odpowiedzie¢ na powyzsze
pytanie. Prosze o odniesienie si¢ do tych rozwazan.

Publikacja 2 - W obecnym wariancie eksperymentu wiemy, ze: ,,The medium with waste vegetable
oil was replaced every 1-2 days (HRT=32.6+16.4 h).” co nie jest do konca jasne gdyz olej roslinny
stanowi doskonale zrodto wegla, ktore wymaga jedynie hydrolizy, a uwolnione kwasy
karboksylowe moga by¢ bezposrednio wykorzystane do tworzenia fosfolipidow lub podlegac
procesom B-oksydacji. Oleje roslinne sg czesto wykorzystywane w biotechnologii gdyz jest to
substrat bardzo energetyczny poniewaz sa tylko 10% mniej kaloryczne niz olej napedowy.
Przyréwnujac thuszcze do cukrow liczba kalorii na gram jest dwukrotnie wigksza. Stad tez nie
dziwi fakt, ze zaro6wno mikroorganizmy (single cell oil), roslinny jak i zwierzeta preferuja
gromadzenie zapaséw w postaci odpowiednich tluszczéw. Dlatego nie do konca zgadzam sig
z takimi generalnymi okresleniami: ,,However, the complex composition and hydrophobic nature
of the waste vegetable oils is more challenging in terms of microbial adaptation in microaerobic
environment”. Jest to dobre stwierdzenie w odniesieniu do zwigzkow, ktére powstaly w wyniku
smazenia itp. jednak niezbyt fortunne jesli chodzi o typowe skladniki olejow ro$linnych i ich
hydrofobows nature.

Publikacja 2, Figure 5 — Doktorant sugeruje powstawanie ramnolipidow w opisywanych
systemach badawczych. Nie jest to wykluczone, jednak wydajno$¢ tej biosyntezy biosurfaktanta
jest niewielka. Zgodnie z moimi uwagami (strona 19, Rysunek 5) w zadnym z uktadéw nie
odnotowano spadku napiecia powierzchniowego do typowej dla ramnolipidow wartosci CMC
w zakresie 26-32 mN/m, co oznacza, ze synteza bez watpienia nie przekracza progu
kilkudziesigciu mg/L, nawet zakladajac adsorpcje w MFC. Warto rozwazy¢ alternatywna wersje
interpretacji wspomnianego wyzej rysunku. W kazdym z horyzontalnych MFC zaobserwowano
spadek napigcia powierzchniowego w poczatkowych godzinach, po czym napiecie wzrastato do
poziomu typowego dla hydrofobowych pozywek. Zdaje si¢ to potwierdza¢, ze mikroorganizmy
potrzebowaty  biosurfaktanta (ramnolipidow) bardziej jako czasteczek sygnatowych,
pozwalajacych im wytworzy¢ odpowiednia strukture podczas wstgpnych etapow formowania
biofilmu, ewentualnie w niewielkim stopniu modyfikujacych kontakt pomiedzy -elektroda,
substratem a komoérkami. Potem jednak nie produkujg tego typu zwiazkow nawet jesli gestosc
mocy maleje. Natomiast w uktadzie wertykalnym spadek napigcia powierzchniowego jest
znikomy, gdyz jak juz poprzednio wspomniatem mieszanie zapewnia doskonate warunki do
kolonizacji kropelek oleju i ich degradacje przez zaadsorbowane na powierzchni kropel
mikroorganizmy, przy zachowaniu maksymalnego transferu innych skladnikow z medium
hodowlanego do wnetrza komorek. Szybka degradacja substratu bedzie odbywac si¢ do momentu
limitacji np. przez zbyt mata ilo§¢ N, P, innych mikroelementow lub na skutek nadmiernego
wzrostu biomasy i1 ograniczenia transferu tlenu, co wydaje si¢ by¢ zazwyczaj mniejszym
problemem w uktadach z mieszaniem. Prosz¢ o odniesienie si¢ do tej interpretacji wraz ze
wskazaniem argumentow za i przeciw.

Publikacja 2 — Doktorant w pozostatosciach po degradacji oleju odnotowuje obecno$¢
dtugotancuchowych alkanéow. Oczywiscie mozna zgodzi¢ si¢; z interpretacja, ze mikroorganizmy
dokonujg redukcji wolnych kwasoéw do aldehydow a nastegpnie alkanow, ale od razu pojawia si¢
pytanie o sens tego typu transformacji z punktow widzenia zarzadzania energia w komorkach.
Kluczowym i najbardziej wymagajacym etapem wykorzystywania alkanow jest ich utlenienie do
odpowiedniego alkoholu. Nastepne etapy utleniania do aldehydu i kwasu karboksylowego sa juz
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zdecydowanie latwiejsze. Uzyskany kwas jest, jak juz wspomnialem powyzej we wczesniejszych
komentarzach, wykorzystywany do produkcji fosfolipidow, materialow zapasowych,
pozyskiwania energii itp. Generalnie tego typu strategia jest najczeSciej spotykana u bakterii
i drozdzy, natomiast wytwarzanic alkanow jest typowym zachowaniem alg. Stad tez
poszukiwatbym innego wytlumaczenia powstawania alkanéw a takim wydaje si¢ by¢ elektroliza
Kolbego, w ktorej z soli kwasow karboksylowych generowane sa alkany. Bardzo prosze
o hipotetyczne omowienie takiej mozliwosci wraz ze wszystkimi argumentami za i przeciw.

Publikacia 3 — Doskonalym potwierdzeniem produkcji ramnolipidow sa  wyniki
chromatograficzne, ktore bezspornie $wiadcza o wytwarzaniu tego Dbiosurfaktanta
w analizowanych ukladach MFC. Opisywane przez Doktoranta struktury chemiczne to typowe
przyktady ramnolipidow, ktore skladaja si¢ z szeregow homologicznych B-hydroksykwasow
o réznej dlugosci tancucha i wielokrotnosci pierscieni ramnozy przylaczonej do czasteczki kwasu
(lub kwasow). Nadal jednak wydajnos¢ tej biosyntezy jest niewielka co wida¢ na rysunku 4:
»Changes in Surface tension during the degradation of the waste cooking oil” gdzie najnizsza
warto$¢ napigcia powierzchniowego oscyluje w zakresie 54-55 mN/m, czyli nadal znacznie
powyzej CMC. Jak juz wspominatem dla mieszanin mono i diramnolipidow CMC wynosi 26-32
mN/m co odpowiada 50-80 mg/L ramnolipidéw w roztworze. Dokladne parametry zaleza od
stopnia oczyszczenia ramnolipidéw oraz ich rozdzialu na poszczegdlne struktury. Jezeli chcemy
konkurowa¢ z najbardziej wydajnymi procesami wytwarzania ramnolipidow to musimy
produkowaé je z wydajno$ciag w zakresie 30-40 g/L. Oznacza to 300-400 krotne przekroczenie
CMC. To pordéwnanie pokazuje, ze zaprezentowane przez Doktoranta badania sg raczej proba
poszukiwan roli ramnolipidow w procesach zachodzgcych w MFC podczas degradaciji oleju
ro$linnego, niz poszukiwaniem wydajnych metod syntezy tego biosurfaktanta. Nadal jednak
eksploracja tego obszaru jest kluczowa dla zrozumienia po co sg produkowane biosurfaktanty i
jaka rolg pelig w zlozonych spotecznosciach mikrobiologicznych. Z tego powodu bardzo
podobajg mi si¢ badania Doktoranta, niezaleznie od sposobu interpretacji wynikow.

Kontynuujgc rozwazania w tej sekcji, zastanawia mnie takze kwestia analizy bioréznorodnosci,
ktéra jest obecnie mocno eksploatowana przez niemal wszystkie osrodki naukowe. Kazdy
mikrobiom po etapie adaptacyjnym, osigga stan roOwnowagi zwigzanej z warunkami panujgcymi
»tu 1 teraz” a jakiekolwiek wprowadzenie innego zrddla wegla czy zmiana czynnikow
zewnetrznych, powoduje zmiany w biordznorodnosci. Stad tez warto zastanowi¢ si¢ jaka warto$¢
przedstawiaja zestawienia iloSciowego wystepowania poszczegolnych rodzin czy gatunkow dla
finalnych zastosowan. Czy ma to tylko znaczenie pomocnicze i raczej opisowe czy moze jednak
wynikaja z tego konsekwencje istotne dla proceséw zachodzacych w MFC? O wiele ciekawszym
wydaje si¢ sprawdzenie ekspresji genow kluczowych za synteze ramnolipidow np. RhIA czy RhIC,
dzigki czemu Doktorant miatby mozliwo$¢ monitorowania Kkiedy ten biosurfaktant jest
wytwarzany. Konieczne byloby takze wprowadzenie ilo$ciowej analizy ramnolipidéw aby
powiagzaé ekspresj¢ z wydajnoscia produkcji. Bardzo prosze o podjecie dyskusji prowadzacej do
wskazania jakim zestawem metod chciatby dysponowaé Doktorant aby prowadzi¢ wymarzone
badania.

Typowym sposobem stymulowania produkcji ramnolipidéw jest limitacja zrodtem azotu. Wedtug
zweryfikowanych hipotez, ramnolipidy maja umozliwia¢ bakteriom wchodzacym w skiad
biofilmu, zmiang formy ze zwiazanej w biofilmie, w forme planktonowa, ktora poszukuje nowe;j
niszy $rodowiskowej bez czynnikow limitujacych wzrost. Wspominalem o tym mechanizmie
wczesniej. Warto sprawdzi¢ taki mechanizm stymulowania produkcji ramnolipidéw poprzez
wprowadzenie znacznie mniejszych ilosci azotu do pozywki.

Publikacja 4 — ,,After treatment, the membranes were rinsed with Milli-Q water and subsequently
soaked in a solution containing 0.5 g of rhamnolipids (AGAE Technologies) in 100 ml of Milli-Q
water for 1 h.” — brakuje zdefiniowania jaki preparat wykorzystano w tych badaniach. Typowym
produktem AGAE, Oregon USA sg R90 i R95 co oznacza, Ze nie sg to czyste ramnolipidy. Bez
sprecyzowania rodzaju wykorzystanego produktu nie mozna wykluczy¢ oddziatywan pozostatosci
medium hodowlanego i produktéw rozpadu komorek, ktore sa integralnym sktadnikiem stabiej
oczyszczonych ramnolipidow.

Nie do konca rozumiem na czym ma polega¢ modyfikacja opisywanych membran za pomoca
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ramnolipidow. Czy maja to by¢ oddzialywania chemiczne na podstawie wytworzenia nowych
wigzan czy adsorpcja fizyczna? Ramnolipidy sg przykladem anionowego zwiagzku
powierzchniowo-czynnego dlatego ich oddzialywania z sorbentami sg dos¢ stabe, w
przeciwienstwie do bardzo mocnych oddziatywan kationowych zwigzkow powierzchniowo-
czymnych. Wydaje si¢, ze modyfikacja polegajaca na zanurzeniu membrany w roztworze
surfaktanta, a nastepnie przemycie woda to za mato aby faktycznie modyfikowa¢ membrang.
Zaadsorbowane surfaktanty bedg po prostu wymywane w miar¢ wprowadzania kolejnych porcji
np. wody. Brakuje typowych badan adsorpcji i desorpcji wraz z wyznaczeniem odpowiednich
parametrow pozwalajacych na opis rodzaju mechanizmu oddziatywan pomigdzy analizowanym
zwigzkiem a sorbentem. Test wymywania polegajacy na analizie napigcia powierzchniowego
zdecydowanie nie jest optymalny do tego celu. Lepszym rozwigzaniem byloby zastosowanie
technik chromatograficznych i wykonanie bilansu, gdyz odpowiedni wzorzec rammnolipidow
znajduje si¢ juz do dyspozycji Doktoranta.

e Szczegdlnie chciatbym podkresli¢ fakt, ze Doktorant w tej publikacji bardzo wyraznie rozwija
SWoje postrzeganie biosurfaktantow. Coraz wyrazniej wida¢ trafniejsze interpretacje
obserwowanych zjawisk jak przyktadowo: ,,Even small amounts of released biosurfactants may
improve the initial stage of biofilm development (Fig 4). This observation is consistent with the
electrochemical impedance spectroscopy results ...” co doskonale $wiadczy o stopniowym
zglebianiu roli biosurfaktantoéw. Moze brakuje bardziej $miatych i nieszablonowych wnioskow
oraz krytycznej interpretacji wynikow, ale przy ogromnej iloéci biosurfaktantowej propagandy,
ostrozno$¢ Doktoranta jest zrozumiala. Wydaje si¢ rowniez, ze zdecydowanie lepszym tytutem
rozprawy byloby nakierowanie na poszukiwanie roli biosurfaktantow przy wykorzystaniu
hydrofobowych substratéw w MFC niz ich pozyskiwanie.

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z pracg doktorskg nalezy wyrdzni¢ bardzo duzy wklad wiasnej pracy
Doktoranta. Nalezy podkreslié, ze wykonane eksperymenty wnosza wiele ciekawych wynikoéw
i zdecydowanie mogg przystuzy¢ si¢ poznaniu roli biosurfaktantow w procesach realizowanych w MFC. Jest
to rowniez bardzo dobra praca doktorska zrealizowana w formie zbioru publikacji.

Whiosek koncowy

Analizujac niniejsza pracg doktorska pod katem aktualnosci i oryginalno$ci podjetych badan mozna
stwierdzi¢, ze Autor odnalazt swoja nisz¢ badawczg, a zrealizowane przez Niego badania beda interesujace
dla szeregu naukowcow zainteresowanych poznaniem mechanizméw wytwarzania biosurfaktantéw w MFC.

Reasumujac, przedstawiona do recenzji rozprawe doktorska mgr inz. Aleksandra de Rosset pt.
»Pozyskiwanie i wykorzystanie biosurfaktantéw z olejéw odpadowych pochodzacych z przemyshu
spozywczego w mikrobiologicznych ogniwach paliwowych” oceniam pozytywnie oraz stwierdzam, ze
spetnia ona wszelkie warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2023 r., poz. 742 z pdzn. zm.). Ponadto, praca stanowi oryginalne rozwigzanie
zagadnienia naukowego oraz wykazuje niezbedng ogdlng wiedzg teoretyczng Autora i umiejetnos$é
samodzielnego prowadzenia badan naukowych dlatego wnosze¢ o dopuszczenie mgr inz. Aleksandra de
Rosset do dalszych etapéw postepowania doktorskiego w dziedzinie nauk inzynieryjno-technicznych, w
dyscyplinie inzynieria chemiczna.

Z powazaniem,

/ '\‘ & 1
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prof. dr hab. inz. Lukasz Chrzanowski
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