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1. Wprowadzenie

Systemy wod powierzchniowych sg kluczowe dla stabilnosci ekologicznej, zdrowia czlowieka
oraz rozwoju spoleczno-gospodarczego, jednak coraz czesciej s obciazone cigglym doplywem
chemicznie zréznicowanych zanieczyszczen. Dynamiczny wzrost populacji, urbanizacja,
rozwdj przemystu oraz zmieniajace si¢ wzorce konsumpcji znaczaco zwigkszyly emisje
organicznych mikrozanieczyszczen do rzek, jezior i zbiornikéw wodnych. Wiele z tych
zwigzkéw, okreslanych jako zanieczyszczenia nowo pojawiajace sie (emerging contaminants),
pochodzi z farmaceutykow, produktow higieny osobistej, substancji zwiazanych ze stylem
zycia oraz zastosowan przemystowych. Chociaz zwykle wystepuja w niskich stezeniach, ich
aktywno$¢ biologiczna, trwalo$¢ oraz ciagte wprowadzanie do $rodowiska umozliwiajg
diugotrwalg ekspozycije i oddziatywanie ekologiczne w $rodowisku wodnym [1-4].

Jednym z gtéwnych wyzwan zwigzanych z zanieczyszczeniami nowo pojawiajacymi sie jest
ich niepelne usuwanie w procesach naturalnej atenuacji oraz w konwencjonalnych
technologiach uzdatniania wody. Wody powierzchniowe posiadaja naturalng zdolno$é¢ do
samooczyszczania poprzez rozcieficzanie, fotodegradacje, sorpcje, pobieranie przez rosliny
oraz aktywnos¢ mikroorganizméw, jednak w obecnych warunkach srodowiskowych zdolnosé
ta jest czgsto przekraczana. Sposrod tych proceséw biodegradacja mikrobiologiczna stanowi
gléwny biologiczny mechanizm transformacji zanieczyszczen organicznych i w sprzyjajacych
warunkach moze prowadzi¢ do ich znaczacej degradacji. W naturalnych srodowiskach
wodnych proces mikrobiologicznego samooczyszczania ma jednak charakter pasywny i
cechuje si¢ duzg zmiennoscia, wynikajaca z efektow rozcieficzania, ograniczonej dostepnosci
sktadnikow  odzywezych, konkurencji ekologicznej oraz zmiennych  warunkéw
fizykochemicznych. W rezultacie wiele biologicznie aktywnych zwigzkéw utrzymuje sie w
wodach powierzchniowych pomimo ich potencjalnej biodegradowalnosci w kontrolowanych
warunkach laboratoryjnych [5-8].

Zanieczyszczenia nowo pojawiajace si¢ obejmuja zaréwno zwigzki naturalnego pochodzenia,
jak i substancje antropogeniczne, ktére znacznie roznig sie  wihasciwosciami
fizykochemicznymi, zachowaniem w $rodowisku oraz podatnoscia na degradacje
mikrobiologiczng. Do naturalnie wystgpujacych zanieczyszczen naleza m.in. kofeina i
nikotyna, ktére sg stale wprowadzane do $rodowiska wodnego poprzez $cieki komunalne,
splywy miejskie oraz dzialalnos¢ rolnicza. Pomimo biologicznego pochodzenia ich trwala
obecnos¢ w srodowisku wynika z ciaglego doptywu oraz niepelnej eliminacji. Z kolei
zanieczyszczenia antropogeniczne, takie jak metyloparaben czy triklokarbanilid, sa
syntetycznymi zwigzkami zaprojektowanymi w celu uzyskania wysokiej stabilnosci
chemicznej i wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych, co znaczgco utrudnia ich biodegradacje
w Srodowisku wodnym. Réznice te podkreslajg znaczenie oceny usuwania zanieczyszczen w



szerokim spektrum zwigzkéw o zréznicowanej zlozonosci molekularnej i podatnosci na
biodegradacje przy analizie proceséw mikrobiologicznego samooczyszczania [9-13]. Stezenia
zanieczyszczen analizowane w niniejszym badaniu zostaly celowo przyjete na poziomie
wyzszym niz typowo raportowane w wodach powierzchniowych. Taki dobér warunkéw
umozliwil oceng tolerancji mikroorganizméw, ich zdolnosci adaptacyjnych oraz potencjatu
degradacyjnego w warunkach konserwatywnego obciazenia, istotnych z punktu widzenia
systemOw oczyszczania oraz sytuacji naglego doplywu zanieczyszczen. Odniesienie do
warunkow  srodowiskowych zapewniono poprzez zastosowanie matryc skltadnikéw
odzywezych opartych na sciekach oraz integracje systemowa, a nie poprzez odwzorowanie
bezwzglednych stgzen srodowiskowych [14,15].

Aktywnos¢ mikroorganizméw odgrywa kluczowa role w ksztattowaniu loséw
srodowiskowych zwiazkow organicznych, przy czym bakterie i grzyby stanowia
komplementarne systemy biologiczne odpowiedzialne za degradacje zanieczyszczen.
Degradacja bakteryjna jest zwykle zwigzana z wewngtrzkomérkowymi szlakami
enzymatycznymi umozliwiajacymi transformacje zwiazkow o niskiej masie czgsteczkowej i
wysokiej rozpuszczalnosci w wodzie, natomiast grzyby, zwlaszcza gatunki biatej zgnilizny,
wykorzystujg zewnatrzkomérkowe enzymy oksydacyjne zdolne do transformacji zwiazkéw o
bardziej zlozonej strukturze lub charakterze hydrofobowym. Choé oba systemy wykazuja
znaczacy potencjal degradacyjny w warunkach laboratoryjnych, ich skutecznosé¢ w
rzeczywistych matrycach wodnych pozostaje ograniczona. Jednoorganizmowe systemy
mikrobiologiczne czgsto charakteryzuja sie obnizona stabilnoscia i efektywnoscia w obecnodci
mieszanin zanieczyszczen, w warunkach ubogich w skladniki odzywcze oraz przy zmiennych
warunkach s$rodowiskowych, szczegélnie podczas skalowania proceséw poza warunki
laboratoryjne [16-19].

Sztuczne mokradta stanowia inzynieryjne rozszerzenie naturalnych  procesow
samooczyszczania i sg obiecujgcg ekologiczng platforma do intensyfikacji biologicznie
napedzane) degradacji zanieczyszezen. Poprzez integracje porowatych podlozy, roslinnoscei
oraz biofilmowych spolecznosci mikroorganizméw systemy te tworza uporzadkowane
srodowisko sprzyjajace aktywnosci mikrobiologicznej, wydiuzajace czas kontaktu migdzy
zanieczyszczeniami a  organizmami  degradujgcymi  oraz  stabilizujace  warunki
fizykochemiczne. Jednak wigkszo$¢ istniejacych systemow mokradlowych opiera si¢ na
naturalnie  kolonizowanych,  funkcjonalnie  niezdefiniowanych spolecznosciach
mikroorganizméw, co prowadzi do zmiennej skutecznosci oczyszczania oraz ograniczonej
kontroli nad degradacjg mikrozanieczyszczen. W konsekwencji sztuczne mokradta sa czesto
skuteczne w poprawie ogélnych parametréw jakosci wody, lecz mniej niezawodne w
ukierunkowanym usuwaniu trwatych zanieczyszczen nowo pojawiajacych sie [20-22].

Jednym z kluczowych wyzwan w rozwoju biologicznych technologii oczyszczania wody jest
wypelnienie luki migdzy laboratoryjnymi badaniami degradacji mikrobiologicznej a
systemami oczyszczania funkcjonujgcymi w rzeczywistych warunkach $rodowiskowych.
Eksperymenty laboratoryjne sg zazwyczaj prowadzone w pozywkach bogatych w sktadniki
odzyweze i w $cidle kontrolowanych warunkach, ktére nie odzwierciedlaja ztozonosci
rzeczywistych matryc wodnych, podczas gdy otwarte systemy wodne nie pozwalaja na
kontrolowang oceng proceséw mikrobiologicznych. Ponadto mikroorganizmy przystosowane
do warunkow laboratoryjnych czesto nie sa w stanie utrzymaé wzrostu oraz wydajnosci
degradacyjnej w Srodowiskach sciekowych o ograniczonej dostgpnosci skladnikow
odzywczych, co ogranicza ich praktyczne zastosowanie [18,23,24].



W tym kontekscie niniejsze badanie rozwija koncepcje inzynieryjnego podejscia do
mikrobiologicznego samooczyszczania, ktorego celem jest celowe wzmocnienie biologicznie
kontrolowanych procesow degradacji ponad poziom pasywnej naturalnej atenuacii.
Wyspecjalizowane mikroorganizmy bakteryjne i grzybowe zdolne do degradacii
zanieczyszczen sg adaptowane do wzrostu w warunkach opartych na matrycach $ciekowych,
co umozliwia degradacje zanieczyszczen przy wykorzystaniu naturalnej zawartosci
skladnikow odzywczych w syntetycznych $ciekach jako jedynego zrodla wzrostu. Tak
przystosowane uklady mikrobiologiczne s3 systematycznie oceniane w coraz bardziej
zlozonych warunkach, od eksperymentow biodegradacyjnych w skali laboratoryjnej po
integracje w systemach sztucznych mokradel. Poprzez polaczenie kontrolowanej adaptacji
mikroorganizméw z inzynieryjnymi systemami ekologicznymi niniejsza praca przesuwa
paradygmat samooczyszczania z niekontrolowanych proceséw naturalnych w kierunku celowo
projektowanych, biologicznie napedzanych strategii umozliwiajacych zwiekszone, systemowe
usuwanie zanieczyszczen nowo pojawiajacych si¢ z matryc wod powierzchniowych.

2. Metodyka

Metodyka zastosowana w niniejszym badaniu zostala zaprojektowana jako etapowy system
eksperymentalny, obejmujacy przejscie od kontrolowanych eksperymentéw biodegradacii
mikrobiologicznej w skali laboratoryjnej do biomimetycznego systemu sztucznego mokradla
w skali pilotazowej. Takie podejscie umozliwilo systematyczna ocene adaptacji
mikroorganizméw, efektywnosci degradacji oraz stabilnosci systemu wraz ze wzrostem
zlozonosci ekologicznej, przy jednoczesnym zachowaniu kontroli eksperymentalnej.

Wybrano cztery reprezentatywne zanieczyszczenia nowo pojawiajace sie, aby odzwierciedli¢
zardwno naturalne, jak i antropogeniczne klasy zanieczyszczen powszechnie wykrywanych w
wodach powierzchniowych. Kofeina i nikotyna zostaly wybrane jako zanieczyszczenia
pochodzenia naturalnego ze wzglgdu na ich powszechne wystepowanie, ciaglte wprowadzanie
do srodowiska oraz czesciowa biodegradowalnos¢ w $rodowisku wodnym. Zwiazki te
pochodzg gltownie z konsumpcji zwigzanej ze stylem Zycia oraz dziatalnosci rolniczej i
reprezentujg strukturalnie odmienne alkaloidy o wysokiej mobilnosci srodowiskowej. Z kolei
metyloparaben (MeP) oraz triklokarbanilid (TCC) wybrano jako reprezentatywne
zanieczyszczenia antropogeniczne. Sg to syntetyczne zwigzki szeroko stosowane jako $rodki
przeciwdrobnoustrojowe, charakteryzujace si¢ zwigkszona stabilnoscig chemiczng i czesto
wykazywane w wodach powierzchniowych pod wpltywem sciekéw z powodu ich niepelnego
usuwania w konwencjonalnych procesach oczyszczania.

Wybrane zanieczyszczenia obejmuja szeroki zakres wiasciwosci fizykochemicznych, w tym
mase czasteczkowa, polarnos¢, rozpuszezalnosé oraz hydrofobowosé. Ta réznorodnosé zostala
celowo wykorzystana do oceny réznic w dostepnosci mikrobiologicznej, szlakach degradacji
oraz skutecznosci procesow oczyszczania dla réznych klas zanieczyszczen. Zwiazki
pochodzenia naturalnego badano z wykorzystaniem systeméw grzybowych, co wynika z ich
podatno$ci na zewngtrzkomorkowe mechanizmy oksydacyjne. Natomiast zwigzki
antropogeniczne analizowano przy uzyciu systemow bakteryjnych o udokumentowanej
zdolnosci do transformacji syntetycznych konserwantow i zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych. Takie podejscie stanowilo funkcjonalng podstawe oceny
biologicznie napgdzanych proceséw samooczyszczania w warunkach kontrolowanych, a
Jednoczesnie srodowiskowo istotnych [25-27].



Aby zapewni¢ powtarzalnos¢ i wiarygodnosé analityczna, kofeing i nikotyne ekstrahowano z
naturalnych zrédet w celu zachowania zgodnosci z rzeczywista matryca $rodowiskowa,
natomiast MeP i TCC wprowadzano jako standardy analityczne o wysokiej czystosci. Stezenia
zanieczyszczen stosowane zaréwno w eksperymentach laboratoryjnych, jak i w systemie
mokradta zostaly celowo przyjete na poziomie Wyzszym niz typowe stezenia w
zanieczyszczonych srodowiskach naturalnych. Pozwolito to na wiarygodna oceng tolerancji
mikroorganizméw, ich zdolnosci adaptacyjnych oraz potencjatu degradacyjnego w warunkach
stresowych, istotnych dla sytuacji naglego doplywu zanieczyszczen i zastosowan
inzynieryjnych, przy czym odniesienie do warunkow srodowiskowych zapewniono poprzez
projekt systemu, a nie poprzez odwzorowanie rzeczywistych stezen [28,29].

2.1 Systemy biodegradacji mikrobiologicznej w skali laboratoryjnej

Eksperymenty laboratoryjne zaprojektowano w celu oceny adaptacji mikroorganizméw, ich
zachowania wzrostowego oraz efektywnosci biodegradacji w kontrolowanych warunkach
wodnych. Dla systeméw grzybowych i bakteryjnych zastosowano odmienne strategie
eksperymentalne, co wynikalo z fundamentalnych réznic w fizjologii mikroorganizméw,
wymaganiach wzrostowych oraz mechanizmach degradacii.

2.1.1 Systemy grzybowe dla zanieczyszczen naturalnych

Grzyb bialej zgnilizny Trametes versicolor zostal wybrany jako organizm modelowy do
biodegradacji kofeiny i nikotyny ze wzgledu na dobrze udokumentowany zewnatrzkomérkowy
system enzymatyczny oraz zdolnos¢ do transformacji strukturalnie zréznicowanych zwiazkéw
organicznych. Przed rozpoczeciem eksperymentow biodegradacyjnych przeprowadzono
badania adaptacji i mozliwosci wzrostu grzyba w celu potwierdzenia jego zywotnosci w
warunkach wodnych zawierajacych zanieczyszczenia oraz ograniczong dostepnosé
skladnikéw odzywezych. Bylo to kluczowe, poniewaz wzrost grzybow strzepkowych w
srodowisku ciektym nie moze by¢ zakladany w warunkach stresu srodowiskowego [25,30-32].

Eksperymenty biodegradacji grzybowej prowadzono nastepnie w systemach okresowych
(batch) z wykorzystaniem réznych mediéw wodnych reprezentujagcych rosnacy poziom
zlozono$ci srodowiskowej. Pozywka bogata w skladniki odzywcze stanowita warunek
referencyjny, natomiast syntetyczne $cieki wykorzystano jako matryce uboga w sktadniki
odzywcze, reprezentujacg zanieczyszczone wody powierzchniowe. Dodatkowo zastosowano
media oparte na ekstraktach naturalnych w celu zachowania zlozonosci matrycy
charakterystycznej dla rzeczywistych Zrodel zanieczyszezen. Eksperymenty prowadzono w
statycznych warunkach tlenowych, aby uniknaé mechanicznego uszkodzenia grzybni oraz
lepiej odzwierciedli¢ warunki wystepujace w pasywnych systemach oczyszczania (Rysunek
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Rysunek 1. Graficzna reprezentacja ekstrakcji kofeiny i nikotyny, degradacji grzybowej oraz
eksperymentow analitycznych.

Parametry Srodowiskowe, takie jak temperatura i pH, byly systematycznie zmieniane w celu
oceny ich wplywu na wydajnos¢ degradacji grzybowej. Systemy kontrolne bez inokulacji
grzybow wlaczono w celu uwzglednienia niebiologicznych zmian stezenia zanieczyszczen.
Lacznie eksperymenty te umozliwily okreslenie funkcjonalnych ograniczen, stabilnosci oraz
wrazliwosci srodowiskowej degradaciji zanieczyszczen pochodzenia naturalnego z udziatem
grzybow.

2.1.2 Systemy bakteryjne dla zanieczyszczen antropogenicznych

Eksperymenty biodegradacji bakteryjnej przeprowadzono z wykorzystaniem zdefiniowanego
konsorcjum bakterii obejmujacego Rhodococcus sp. oraz Alcaligenes sp., wybranych ze
wzgledu na ich udokumentowana zdolno$é do degradacji strukturalnie zlozonych zwiazk6w
organicznych. W przeciwienstwie do systeméw grzybowych bakterie tatwo namnazajg si¢ w
srodowisku ciektym, dlatego wstepne eksperymenty adaptacyjne nie byly wymagane przed
badaniami biodegradacyjnymi.

Eksperymenty biodegradacji w systemach okresowych prowadzono w warunkach tlenowych,
wykorzystujge zardwno pozywke bogata w skiadniki odzywcze, jak i syntetyczne $cieki, aby
oceni¢ skuteczno$¢ degradacji odpowiednio w warunkach optymalnych oraz ograniczone;j
dostgpnosci sktadnikéw odzywczych. Takie poréwnanie umozliwilo bezposrednia oceng
mozliwosci zastosowania bakterii w $rodowiskowo istotnych matrycach wodnych.
Eksperymenty przeprowadzono przy okreslonym obcigzeniu zanieczyszczeniami oraz z
probkowaniem w czasie w celu analizy kinetyki degradac;ji i stabilnosci systemu (Rysunek 2).

Utrzymywano réwniez systemy kontrolne w celu rozréznienia degradacji biologicznej od strat
abiotycznych lub aktywno$ci mikroorganizméw tla. Zastosowanie identycznej logiki
eksperymentalnej dla obu typéw mediéw umozliwito uzyskanie podstaw mechanistycznych do



oceny srodowiskowej przydatnosci bakteryjnej degradacji zanieczyszczen antropogenicznych
[30,33,34].
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Rysunek 2. Graficzna reprezentacja bakteryjnej degradacji metyloparabenu i triklokarbanilidu
oraz analizy metodg HPTLC.

We wszystkich eksperymentach laboratoryjnych strategie inokulacji mikroorganizmow
zaprojektowano w taki sposob, aby zapewni¢ szybkie ustanowienie aktywnej biomasy oraz
powtarzalng wydajnos¢ degradacji przy podwyzszonym obcigzeniu zanieczyszczeniami. W
systemach grzybowych zastosowano inokulacje w fazie cieklej w celu réwnomiernego
rozproszenia zarodnikéw i fragmentéw grzybni, natomiast w systemach bakteryjnych
wykorzystano standaryzowane kultury ciekle w celu zapewnienia jednolitego wprowadzenia
biomasy. Takie dostosowane podejscia byly niezbedne do utrzymania aktywnosci
mikroorganizméw w srodowiskach wodnych ubogich w skladniki odzywcze oraz do
umozliwienia rzetelnej interpretacji wynikéw biodegradacji.

2.2 Biomimetyczny system sztucznego mokradla w skali pilotazowej

W celu wypetnienia luki pomigdzy badaniami biodegradacji w skali laboratoryjnej a systemami
oczyszczania funkcjonujacymi w rzeczywistych warunkach srodowiskowych opracowano
biomimetyczny system sztucznego mokradla w skali pilotazowej. Chociaz eksperymenty
laboratoryjne dostarczaja wiedzy mechanistycznej w kontrolowanych warunkach, nie
uwzgledniaja  heterogenicznosci przestrzennej, interakcji roslina-mikroorganizm ani
diugoterminowe;j stabilnosci operacyjnej. System mokradla zaprojektowano zatem jako
platforme posrednig, ktéra zachowuje zlozonosé ekologiczng, jednoczesnie umozliwiajac
kontrole eksperymentalna.

System mokradta skonfigurowano jako reaktor o poziomym przeptywie podpowierzchniowym
Z warstwowym porowatym podiozem oraz roslinnoscia bagienna (makrofitami). Jako matryce
wodng zastosowano syntetyczne Scieki, aby zapewnié powtarzalnos¢ i ograniczyé zmiennosé



zwigzang z rzeczywistymi wodami doptywowymi. Do doplywu dodano mieszanine
zanieczyszczen obejmujaca kofeine, metyloparaben oraz triklokarbanilid, reprezentujaca
zarOwno naturalne, jak i antropogeniczne klasy zanieczyszczen w warunkach jednoczesnej
ekspozycji [35-39].

Utworzono cztery konfiguracje systemu mokradia w celu oceny mechanizméw biodegradaciji
na poziomie calego systemu: system z bakteriami, system z grzybami, system z konsorcjum
grzybowo-bakteryjnym oraz system kontrolny bez inokulacji. Projekt ten umozliwit
bezposrednie poréwnanie strategii jednoorganizmowych i dwuorganizmowych w
identycznych warunkach hydraulicznych i strukturalnych. Napowietrzanie oraz temperatura
zostaly dostosowane do wymagan metabolicznych wybranych mikroorganizméw przy
zachowaniu poréwnywalno$ci miedzy systemami.

Strategie inokulacji mikroorganizméw zostaly specjalnie dostosowane do pracy w skali
mokradla. W systemach bakteryjnych zastosowano inokulacje w fazie cieklej w celu szybkiego
rozproszenia bakterii i tworzenia biofilmu w wodzie porowej, natomiast w systemach
grzybowych zastosowano inokulacje w fazie stalej u podstawy podloza, co umozliwito
wytworzenie stabilnej, odpornej hydraulicznie sieci grzybni. System kombinowany integrowat
oba podejscia, wykorzystujac funkcjonalng komplementarnos¢ mikroorganizméw. Roslinnosé
wprowadzono gléwnie w celu zapewnienia stabilnosci strukturalnej, wspierania kolonizacji
mikroorganizméw oraz rozwoju strefy ryzosfery, a nie bezposredniego poboru zanieczyszczen.

Parametry operacyjne, takie jak pH oraz wzrost roslin, monitorowano w trakcie catego
eksperymentu w celu oceny stabilnosci systemu i posrednio aktywnosci mikroorganizméw.
Analizy degradacji probek z mokradla prowadzono po osiagnieciu stabilnego etapu pracy
systemu, aby odrézni¢ trwalg biodegradacje¢ od przejsciowych efektow adsorpcji lub adaptacji
mikroorganizméw. Eksperymenty w skali pilotazowej umozliwity ocene adaptacji
mikroorganizméw, synergicznych mechanizméw degradacji oraz mozliwosci skalowania
inzynieryjnych strategii samooczyszczania w warunkach mieszaniny zanieczyszczen.

3. Strategia analityczna i walidacyjna

Wiarygodna ocena biologicznie napedzanej degradacji zanieczyszczetn wymaga zastosowania
metod analitycznych, ktére lacznie zapewniaja identyfikacje chemiczng, dokladnosé
oznaczania stezen oraz interpretowalno$¢ wynikéw w réznych skalach eksperymentalnych i
przy zréznicowanej zlozonosci matrycy. W niniejszym badaniu zastosowano zintegrowany
system analityczny w celu walidacji skuteczno$ci mikrobiologicznego samooczyszczania od
systemOw laboratoryjnych po pilotazowy biomimetyczny system mokradia. Zamiast polegaé
na jednej technice, wykorzystano komplementarne analizy  spektroskopowe,
chromatograficzne oraz strukturalne, zapewniajace niezalezne i wzajemnie uzupelniajace sie
dowody.

Techniki spektroskopowe wykorzystano jako podstawowe narzedzia do potwierdzania
tozsamosci chemicznej oraz analizy transformacji zanieczyszczen pochodzenia naturalnego.
Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR) zostala zastosowana
wylgcznie na etapie przygotowawczym w celu potwierdzenia integralnosci strukturalnej
kofeiny i nikotyny wyekstrahowanych z naturalnych zrédel. Pozwolilo to upewni¢ sie, ze
kolejne eksperymenty biodegradacji prowadzone byly z uzyciem chemicznie niezmienionych
zwigzkow macierzystych, a obserwowane zmiany st¢zen wynikaly z aktywnosci biologicznej,



a nie artefaktow ekstrakcji. FT-IR nie stosowano do analizy prébek biodegradacyjnych,
poniewaz jego selektywnos¢ jest ograniczona w biologicznie ztozonych matrycach [40,41].

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) stanowila glowng technike
analityczng do ilosciowej i jakosciowej walidacji procesow biodegradacji. Ilosciowy NMR
(QNMR) wykorzystano do oznaczania absolutnych stezen kofeiny i nikotyny przed
rozpoczgciem eksperymentéw biodegradacyjnych, zapewniajac kalibracyjnie niezalezne
oznaczenia oparte na integracji sygnaléow protonowych. Podejscie to zapewnilo wysoka
dokladno$¢ i powtarzalnos¢ dla zwiazkéw pochodzenia naturalnego bez koniecznosci
stosowania zewngtrznych krzywych kalibracyjnych. W pozniejszych etapach analizy
jakosciowej NMR uzyto do monitorowania zmian stezen zwigzanych z degradacja
mikrobiologiczng zaréwno w systemach laboratoryjnych, jak i w systemie mokradta. Zanik
sygnalow rezonansowych zwigzkow macierzystych stanowit bezposredni dowdd biodegradacii
w ustabilizowanych warunkach pracy. Ograniczenia wynikajace z rozpuszczalnosci analitow
zostaly uwzglednione, a zwigzki nieodpowiednie do analizy NMR w wybranych warunkach
nie byly analizowane tg metoda [42—44].

Analiza chromatograficzna zostala zastosowana w celu wiarygodnego oznaczania
zanieczyszczen  antropogenicznych w  biologicznie ztozonych  ukladach cieklych.
Wysokosprawng chromatografi¢ cienkowarstwowa (HPTLC) wybrano jako podstawowa
metod¢ monitorowania metyloparabenu i triklokarbanilidu w eksperymentach biodegradacji
bakteryjnej. HPTLC charakteryzuje sie wysoka tolerancjg na zlozone matryce, umozliwia
jednoczesne przetwarzanie wielu probek oraz zapewnia powtarzalne dane stezeniowe w czasie
dla zwigzkéw hydrofobowych i pétpolarnych. Opracowanie i walidacja metody zapewnity
specyficzne  wykrywanie zwigzkéw oraz wiarygodne oznaczenia ilosciowe podczas
eksperymentow degradacyjnych prowadzonych zaréwno w warunkach bogatych w sktadniki
odzywcze, jak i w warunkach ich ograniczonej dostepnosci. Oddzielenie chromatograficzne;
analizy ilosciowej od spektroskopowej analizy transformacji pozwolito unikna¢ nakltadania sig
wynikéw analitycznych i blednej interpretacji [45].

W celu wsparcia interpretacji funkcjonowania systemu w skali calego ukfadu zastosowano
rowniez skaningowa mikroskopie elektronowa (SEM) jako narzedzie uzupelniajace o
charakterze strukturalnym. SEM wykorzystano wylacznie do wizualizacji morfologii podtoza,
przyczepnosci mikroorganizméw oraz rozwoju biofilmu w matrycy mokradla. Analiza ta
dostarczyta fizycznych dowodéw kolonizacji mikroorganizméw i przydatnosci podloza,
potwierdzajac, ze zaprojektowane s$rodowisko mokradla umozliwia stabilng retencje
mikroorganizméw oraz ich przestrzenng organizacje. Obserwacje SEM nie byly jednak
wykorzystywane do wnioskowania o mechanizmach degradacji chemicznej, lecz jedynie do
potwierdzenia fizycznej i biologicznej integralnosci systemu oczZyszczania.

Zastosowana  strategia analityczna zapewnita wysoka wiarygodnos¢ danych dzieki
niezalezno$ci metodologicznej oraz funkcjonalne;j komplementarnosci zastosowanych technik.
Tozsamo$¢ chemiczna i transformacje zwiazkéw byly potwierdzane metodami
spektroskopowymi, zmiany stezen oznaczano metodami chromatograficznymi, a
funkcjonowanie systemu biologicznego wspierano analizg strukturalng. Tak wielowarstwowy
system walidacji ograniczyl ryzyko bledéw analitycznych, uwzglednil ograniczenia
wynikajace ze specyfiki matryc oraz zapewnil solidna podstawg interpretacji wynikow
biodegradacji w réznych skalach eksperymentalnych. W rezultacie dowody analityczne
potwierdzajace mikrobiologiczne samooczyszczanie w niniejszym badaniu sa spéjne,



wiarygodne i odpowiednie do oceny inzynieryjnych biologicznych systemow oczyszczania w
warunkach srodowiskowo istotnych.

4. Wyniki
4.1 Wydajnos¢ biodegradacji w skali laboratoryjnej

Eksperymenty laboratoryjne zaprojektowano w taki sposob, aby wyizolowaé biologiczne
mechanizmy degradacji od efektow hydraulicznych, oddzialywan roslin oraz czynnikow
fizykochemicznych, tworzac tym samym podstawe mechanistyczna dla inzynieryjnego
podejscia do samooczyszczania. Zbadano dwie odmienne klasy zanieczyszczen z
wykorzystaniem funkcjonalnie ~ dopasowanych systemow  mikrobiologicznych:
zanieczyszczenia naturalne (kofeina i nikotyna) z uzyciem degradacji grzybowej oraz
zanieczyszezenia antropogeniczne (metyloparaben i triklokarbanilid) z wykorzystaniem
konsorcjum bakteryjnego. We wszystkich eksperymentach stezenia zanieczyszczen byty
celowo wyzsze niz typowo spotykane w wodach powierzchniowych, aby oceni¢ odpornoé
mikroorganizméw w warunkach konserwatywnego stresu srodowiskowego.

4.1.1 Zanieczyszczenia naturalne — systemy grzybowe

Grzyb bialej zgnilizny Trametes versicolor wykazal wysokg tolerancje, zdolnosé adaptacji
oraz potencjat biodegradacyjny wobec kofeiny i nikotyny. Testy inhibicji wzrostu oraz analiza
akumulacji biomasy potwierdzily, ze zaden z tych zwigzkéw nie wykazywal ostrej
toksycznosci przy zastosowanym stezeniu roboczym (100 mg L), pod warunkiem utrzymania
odpowiednich warunkéw srodowiskowych, zwlaszcza temperatury. Temperatura okazata sig
kluczowym czynnikiem kontrolujgcym proces — przy 25 °C obserwowano stabilny wzrost
grzybni i rozw6j biomasy, natomiast 37 °C powodowato wyrazny stres metaboliczny.

W warunkach zoptymalizowanych analiza ilosciowa metoda NMR przeprowadzona na
koficowym etapie inkubacji wykazata taczna skutecznoé¢ usuwania kofeiny na poziomie okoto
97-98% oraz ponad 98% dla nikotyny po dluzszym okresie inkubacji. Usuwanie
zanieczyszczen byto konsekwentnie zwiazane z istotnym przyrostem biomasy grzybowej, co
wskazuje, ze proces degradacji byt wynikiem aktywnego metabolizmu, a nie pasywnej sorpcji.
Zarowno syntetyczne scieki, jak i zlozone matryce (ekstrakty kawy i tytoniu) wspieraly
poréwnywalny wzrost grzybéw oraz redukcje zanieczyszczen, co dowodzi, ze T
versicolor moze wykorzystywa¢ sktadniki odzywcze pochodzace ze $ciekow bez koniecznosci
dodatkowej suplementacji (Rysunek 3).
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Rysunek 3. (A) Biodegradacja kofeiny i1 nikotyny (100 mg L") w skali laboratoryjnej przez
grzyb bialej zgnilizny Trametes versicolor. (B) Wplyw temperatury na wzrost grzybow przy
25 °C 1 37 °C. (C) Usuwanie zanieczyszczen okreslone metodg gNMR na koncowym etapie
eksperymentu, wykazujace tgczng skutecznos¢ degradacji okoto 97-98%. (D) Mechanizm
usuwania zanieczyszczen przez grzyby zdominowany przez aktywny metabolizm. (E)
Adaptacja grzybow i ich odpornos¢ w syntetycznych sciekach oraz ztozonych matrycach w
warunkach ograniczonej dostepnosci sktadnikoéw odzywezych.

Nikotyna stanowila wigksze obcigzenie fizjologiczne niz kofeina, szczegdlnie w warunkach
kwasnych oraz przy podwyzszonej temperaturze, jednak mimo to obserwowano utrzymanie
wzrostu oraz wysoka koncowa skutecznos$¢ usuwania. Potwierdza to zdolno$¢ systemow
grzybowych do tolerowania i transformacji biologicznie aktywnych alkaloidow w dlugich
skalach czasowych, co jest zgodne z ich rolg w naturalnych procesach samooczyszczania.
Jednoczesnie dlugi okres adaptacji oraz powolny, lecz systematyczny przebieg degradacji
wskazujg, ze degradacja grzybowa odpowiada glownie za dlugoterminows, kumulatywna
redukcje zanieczyszczen, a nie za szybkie procesy kinetyczne [26.46,47].

4.1.2 Zanieczyszczenia antropogeniczne — systemy bakteryjne

W przeciwienstwie do systemow grzybowych konsorcjum bakteryjne wykazato szybki i
wyraznie kinetyczny charakter degradacji zanieczyszczen antropogenicznych. Analiza HPTLC
prowadzona w czasie wykazala skuteczng biodegradacje zarowno metyloparabenu (MeP), jak
i triklokarbanilidu (TCC) w pozywce odzywczej oraz w syntetycznych sciekach.
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Rysunek 4. (A) Biodegradacja metyloparabenu (MeP) i triklokarbanilidu (TCC) w skali
laboratoryjnej przez konsorcjum bakteryjne w pozywce NB i syntetycznych sciekach (SWW).
(B) Degradacja MeP z faza adaptacji oraz usuni¢ciem na poziomie 82-89% w ciagu 120
godzin. (C) Szybka degradacja TCC z catkowitym zanikiem zwigzku macierzystego w ciagu
120 godzin. (D) Kinetycznie kontrolowany metabolizm bakteryjny zanieczyszczen
antropogenicznych.

W przypadku metyloparabenu degradacja przebiegala stopniowo po poczatkowej fazie
adaptacji mikroorganizméw. Po 120 godzinach usuniecie zanieczyszczenia osiagnelo poziom
82-89%. Pozywka bogata w skladniki odzywcze sprzyjala nieco szybszej aktywnosci we
wezesnej fazie procesu, natomiast syntetyczne $cieki wykazywaly wyzsza efektywnosé
degradacji w srodkowej fazie po okresie adaptacji mikroorganizméw. Zjawisko to wskazuje
na metaboliczne preferencyjne wykorzystanie zwiazku docelowego w warunkach ograniczonej
dostgpnosci skladnikéw odzywezych, co ma istotne znaczenie dla rzeczywistych systemow
oczyszczania Sciekow (Rysunek 4).

Triklokarbanilid ulegal jeszcze szybszej degradacji — catkowite zaniknigcie sygnatu zwiazku
macierzystego obserwowano w ciggu 120 godzin w obu typach mediéw. Co istotne,
syntetyczne Scieki umozliwialy szybsze usuwanie zanieczyszczenia na wczesnym etapie
procesu niz pozywka odzywcza, co sugeruje, ze warunki ograniczonej dostepnosci sktadnikow
odzywezych sprzyjaly aktywacji szlakéw degradacyjnych dla tego trudniej degradowalnego
chlorowanego zwiazku. Konsorcjum bakteryjne wykazalo zatem wysoka specjalizacje
funkcjonalng w degradacji strukturalnie ztozonych zanieczyszczen antropogenicznych [6,48—

51].



Lacznie wyniki uzyskane w skali laboratoryjnej wskazuja wyrazny podziat funkcjonalny:
systemy grzybowe zapewniajg powolng, lecz trwaly degradacje zanieczyszczen naturalnych,
natomiast konsorcja bakteryjne umozliwiajg szybkie i efektywne usuwanie zanieczyszczen
antropogenicznych. Zréznicowanie to stanowi biologiczng podstawe projektowania strategii
inzynieryjnego  samooczyszczania dopasowanych do  charakterystyki chemicznej
zanieczyszczen.

4.2 Wydajnos¢ systemu mokradla w skali pilotazowej

W celu oceny mozliwosci skalowania systemow mikrobiologicznych zostaly one zintegrowane
z biomimetycznym systemem sztucznego mokradla pracujacym w trybie okresowym przy
obciazeniu mieszaning zanieczyszczen. Analizowano trzy konfiguracje biologiczne: mokradto
A (system bakteryjny), mokradlo B (system grzybowy) oraz mokradlo C (konsorcjum
grzybowo-bakteryjne), a takze system kontrolny bez inokulacji.

Wszystkie mokradla z bioaugmentacja osiggngly stabilng prace po poczatkowej fazie
aklimatyzacji. Wskazniki stabilnosci obejmowaly utrzymujacy si¢ wzrost mikroorganizméw
w warunkach stresu zwigzanego z mieszaning zanieczyszczen, stabilny rozw6j roslin
(Phragmites australis) oraz stabilne wartosci pH w zakresie zblizonym do obojetnego. Ani
populacje grzybow, ani bakterii nie ulegly zalamaniu przy jednoczesnej ekspozycji na kofeine,
metyloparaben i triklokarbanilid, co potwierdza, ze $rodowisko mokradla zapewniato
dtugotrwala zywotnos¢ mikroorganizmoéw, a nie jedynie ich krétkotrwate przetrwanie [52.53])

Analiza SEM  dostarczyla strukturalnego potwierdzenia intensywnej kolonizacji
mikroorganizméw na porowatym podtozu. Wyniki te wskazuja, ze matryca mokradia stanowi
stabilne rusztowanie dla rozwoju biofilmu i retencji biomasy, co wspiera interpretacje
usuwania zanieczyszczen jako biologicznie napedzanego procesu samooczyszczania, a nie
dominujacej adsorpcji.

W poczatkowej fazie oczyszczania zaobserwowano wyrazne réznice miedzy konfiguracjami
systemu. W przypadku kofeiny catkowity zanik sygnaléw NMR nastgpit w 4. tygodniu w
systemach bakteryjnym (A) i konsorcjalnym (C), natomiast system grzybowy (B) osiagnat
okoto 90% usunigcia w tym samym czasie i pelng degradacje dopiero w 7. tygodniu. Wynik
ten wskazuje na wysoka skuteczno$¢ wewnatrzkomorkowych szlakéw bakteryjnych w
szybkiej degradacji kofeiny, dodatkowo wspieranych przez wyzsza temperature pracy
systemu.

W przypadku metyloparabenu zaobserwowano odmienny wzorzec. W 4. tygodniu najwyzsza
skutecznos¢ osiagngl system grzybowy (~89%), nastepnie system konsorcjalny (~63%), a
najnizsza system bakteryjny (~50%). Podkresla to skutecznos¢ zewnatrzkomoérkowych
enzymoOw oksydacyjnych grzyboéw w poczatkowej transformacji aromatycznych estrow. Do 7.
tygodnia wszystkie biologiczne systemy mokradel wykazaty calkowity zanik sygnatow
metyloparabenu (Rysunek 5) [54-58].



Pilot-Scale Performance of Bio-Augmented Constructed Wetlands
under Mixed-Pollutant Loading

A - Wetland Configurations B - System Stability and Acclimation
Wetland A WetlandB  Wetland C Abiotic ) ned microbial biomass =0
Bactenal Fungal  Fungal-bacterial  control s e i
system system congortum

»

v Near-neutral pH profile

Mo microbial collapse under mixed-poliutant stress

C - Microbial Colonization

—— Extensive mecrobial
colonization and
v biofdm formation

« Removal dominated
by biological activity
not adsorption

| D - Pollutant Removal: Early vs Late Phase

Caffeine removal Methylparaben removal

100
Bactera Fungal  Fungal-bactenal  Absotic 70
system system coNsortium control = 8
Batch operation E “
a N

Mixed poliutants: caffeine, methylparaben, trichiorocarbanilide | ] -

Week 4 Week 7

E - Functional Interpretation

Bactenal wetland Fungal wetland Consortium wetiand
1_‘ L N 1_‘ \t"" v
G~ L~ Gy =
mdnm(:&hw neﬂectmwiyt.w(lmm . reduced adaptation time and

Rysunek 5. Schematyczny diagram (A) pilotazowego systemu sztucznego mokradla z
porowatym podiozem obsadzonym roslinnodcig (Phragmites australis). (B) Stabilnoéé
systemu i proces aklimatyzacji we wszystkich konfiguracjach mokradta. (C) Wizualizacja
kolonizacji mikroorganizméw na podlozu mokradla przy uzyciu SEM. (D) Wydajnos¢
usuwania zanieczyszczen w biologicznych systemach mokradta. (E) Degradacja
zanieczyszczen napgdzana aktywnoscia metaboliczng mikroorganizméw.

System konsorcjalny nie zawsze wykazywal najwyzsza wydajnos¢ w poczatkowej fazie
adaptacji, jednak konsekwentnie skracal czas aklimatyzacji, przyspieszal stabilizacje systemu
1 wykazywal wigksza odporno$¢ w warunkach mieszaniny zanieczyszczen, zapewniajac
zrownowazong efektywno$¢ degradacji dla réznych zwiazkow. Wskazuje to na
komplementarnos¢ funkcjonalng mikroorganizméw, a nie prosty efekt synergii addytywnej, co
ma kluczowe znaczenie dla projektowania systemow.

4.3 Interpretacja systemowa i implikacje skalowania

Na poziomie catego systemu wyniki potwierdzaja, ze samooczyszczanie nie jest pojedynczym
procesem, lecz wiasciwoscia emergentng wynikajaca z interakcji miedzy adaptacja
mikroorganizméw, wlasciwosciami chemicznymi zanieczyszczen oraz struktura $rodowiska.
Eksperymenty laboratoryjne umozliwily identyfikacje mechanizméw biodegradacji



specyficznych dla poszczegolnych zwigzkéw, natomiast system mokradla potwierdzit ich
trwatos¢ w warunkach zwigkszonej zfozonosci ekologicznej.

Przejscie od systemow laboratoryjnych do mokradet wykazalo, ze mechanizmy
mikrobiologicznego samooczyszczania mogg by¢ skalowane, jesli zapewniona jest
odpowiednia struktura przestrzenna, retencja biomasy oraz warunki ograniczonej dostepnosci
sktadnikow  odzywezych. Syntetyczne S$cieki konsekwentnie wspieraly  aktywnos$é
mikroorganizméw w obu skalach eksperymentalnych, co potwierdza, ze skuteczna
biodegradacja nie wymaga zewngtrznej suplementacji sktadnikow odzywczych.

Synergia mikrobiologiczna okazala si¢ raczej zasadg projektowa niz uniwersalnym
mnoznikiem wydajnosci. Grzyby zapewnialy stabilno$¢ systemu, zewnatrzkomérkowe
procesy oksydacyjne oraz tolerancje wobec ztozonych matryc, natomiast bakterie odpowiadaty
za wysokg efektywnos¢ kinetyczna i szybki obrét metabolitow. Integracja tych systeméw
zmniejszala podatno$¢ systemu na zakldcenia i skracala czas oczyszczania, zwlaszcza w
warunkach mieszaniny zanieczyszczen.

Wyniki te potwierdzaja, ze inzynieryjne mikrobiologiczne samooczyszczanie moze byé
swiadomie wzmacniane i przenoszone z kontrolowanych eksperymentow laboratoryjnych do
systemow sztucznych mokradel. Potwierdza to centralng tezg¢ rozprawy doktorskiej: procesy
samooczyszczania wéd powierzchniowych mozna  skutecznie wzmacniaé poprzez
projektowanie  systemow mikrobiologicznych ~ dopasowanych  do charakterystyki
zanieczyszczen, zamiast polegac wylacznie na pasywnej naturalnej atenuacji.

5. Whnioski i znaczenie badan

Niniejsza praca doktorska wykazala, ze mikrobiologiczne procesy samooczyszczania
zanieczyszczonych wéd powierzchniowych moga byé¢ celowo wzmacniane poprzez
inzynieryjne projektowanie systeméw biologicznych, zamiast polega¢ wylacznie na
naturalnych procesach pasywnej atenuacji. Dzigki systematycznemu przejsciu  od
kontrolowanych eksperymentéw laboratoryjnych do biomimetycznego systemu sztucznego
mokradta w skali pilotazowej zweryfikowano skalowalny model degradacji chemicznie
zroznicowanych zanieczyszczefi nowo pojawiajacych sie¢ w warunkach srodowiskowo
istotnych.

W skali laboratoryjnej badania jednoznacznie wykazaly zréznicowane role funkcjonalne
systemow grzybowych i bakteryjnych. Eksperymenty z udzialem grzyba Trametes
versicolor potwierdzily jego wysoka skutecznosé¢ w transformacji alkaloidéw pochodzenia
naturalnego, takich jak kofeina i nikotyna, w warunkach wodnych o ograniczonej dostepnosci
sktadnikéw odzywczych. Skuteczno$é¢ usuwania przekraczajaca 97-98% byla osiagana
zarOwno w syntetycznych sciekach, jak i w zlozonych matrycach naturalnych, co wskazuje, ze
systemy grzybowe mogg adaptowaé si¢ z warunkow laboratoryjnych do $rodowisk sciekowych
1utrzymywac biodegradacje wykorzystujac wylacznie skiadniki odzywcze obecne w $ciekach.
Wyniki te wskazuja na duza przydatnosé grzybow w dtugoterminowe;j degradacji biologicznie
aktywnych zanieczyszczen naturalnych.

Z kolei eksperymenty bakteryjne wykazaly wysokg efektywnosé kinetyczng oraz odpornosé
metaboliczng konsorcjow bakteryjnych wobec zanieczyszczen antropogenicznych. Catkowite
usunigeie triklokarbanilidu oraz wysoka skutecznosé degradacji metyloparabenu zostaly
osiggnigte w stosunkowo krotkim czasie, nawet w warunkach ograniczonej dostepnosci



sktadnikéw odzywezych. Co istotne, syntetyczne Scieki czgsto zapewnialy efektywnosé
degradacji porownywalna lub wyzsza niz pozywki bogate w skiadniki odzywcze po okresie
adaptacji mikroorganizméw, co wskazuje, ze ograniczenie sktadnikow odzywczych moze
stymulowa¢ wykorzystanie zanieczyszczern jako substratu metabolicznego zamiast je
hamowa¢. Wynik ten podwaza zatozenie, ze czyste pozywki laboratoryjne stanowig optymalne
srodowisko dla biodegradacji i podkresla znaczenie systemow opartych na matrycach
Sciekowych.

Eksperymenty w skali pilotazowej wykazaly, ze zdolnosci degradacyjne mikroorganizmow
mogg by¢ stabilizowane i utrzymywane w inzynieryjnym systemie ekologicznym. Mokradta
obsadzone ro$ling Phragmites australis skutecznie wspieraly konfiguracje grzybowe,
bakteryjne oraz mieszane w warunkach obcigzenia mieszaning zanieczyszczen podczas
diugotrwalej eksploatacji. Wszystkie systemy biologiczne zachowaly stabilno$é¢ operacyjna,
utrzymujgc zbuforowane wartosci pH oraz stabilny wzrost roslin, co potwierdza skuteczng
integracj¢ ekologiczna systemu.

Zachowanie poszczegélnych zanieczyszczen w systemie mokradla podkreslito znaczenie
roznic funkcjonalnych miedzy mikroorganizmami. Systemy bakteryjne wykazaly szybkie
usuwanie kofeiny, natomiast systemy grzybowe wykazywaly wyzsza skutecznosé we wezesnej
fazie degradacji metyloparabenu. System konsorcjalny nie tylko odtwarzal zachowanie
pojedynczych kultur, lecz zapewniat bardziej zrownowazong degradacje roznych zwiazkow
oraz skracal czas adaptacji w warunkach mieszaniny zanieczyszczen. Oznacza to, e przewaga
konsorcjow mikrobiologicznych wynika nie z prostego efektu addytywnego, lecz z
komplementarnosci funkcjonalnej, w ktorej rozne mechanizmy metaboliczne i enzymatyczne
umozliwiaja degradacjg ztozonych mieszanin zwiazkéw.

Lacznie uzyskane wyniki wskazuja, ze biomimetyczne sztuczne mokradla moga stanowié
efektywne systemy samooczyszczania wéd powierzchniowych. Zastosowana konfiguracja
inzynieryjna zapewniala retencje biomasy, organizacj¢ przestrzenng oraz stabilizacje
warunkéw srodowiskowych, umozliwiajac diugotrwala aktywnos¢ mikroorganizméw przy
wysokim obciazeniu zanieczyszczeniami bez koniecznosci dostarczania dodatkowych
sktadnikow odzywczych lub stosowania energochtonnych technologii.

Z perspektywy srodowiskowej praca ta wskazuje, ze zanieczyszczone wody powierzchniowe
mogg funkcjonowac jako aktywne matryce biodegradacyjne, a nie jedynie jako bierne nosniki
zanieczyszczen. Wykorzystanie naturalnej zlozonosci skladnikow odzywczych oraz
projektowanie spotecznosci mikroorganizméw o komplementarnych funkcjach pozwala w
sposdb kontrolowany i przewidywalny wzmacniaé procesy samooczyszczania.

Pod wzgledem praktycznym wyniki badan wspierajg rozwdj niskoenergetycznych,
biologicznie napgdzanych strategii oczyszczania wod powierzchniowych zanieczyszczonych
mieszaning zwiazkéw naturalnych i antropogenicznych.  Zaproponowane zasady
projektowania systeméw mikrobiologicznych oraz koncepcja mokrade! bioaugmentowanych
stanowig solidng podstawe do dalszego wdrazania takich technologii jako zréwnowazonych
narzgdzi ochrony i rekultywacji wéd powierzchniowych.
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