Streszczenie

Rosngca obecnos¢ zanieczyszczen pojawiajgcych sie (emerging contaminants, ECs) w
srodowiskach wodnych stanowi trwale wyzwanie dla naturalnych proceséw samooczyszczania
oraz konwencjonalnych systemow oczyszczania sciekow. W naturalnych ekosystemach
wodnych procesy samooczyszczania przebiegaja pasywnie i sa silnie ograniczone zmiennoscig
srodowiskowa, podczas gdy niniejsze badania traktujg samooczyszczanie jako proces celowo
projektowany i biologicznie intensyfikowany. Zwiazki takie jak kofeina, nikotyna,
metyloparaben (MeP) oraz triklorokarbanilid (TCC) charakteryzujg sie zréznicowanymi
wlasciwosciami fizykochemicznymi 1 czesto ulegajg niepelnej eliminacji w wodach
powierzchniowych na skutek rozcienczenia, ograniczen nutrientowych, konkurencji
ekologicznej oraz zmiennosci warunkéw srodowiskowych. Chociaz mikrobiologiczne procesy
samooczyszczania przyczyniaja si¢ do transformacji zanieczyszczen, ich efektywnosé w
warunkach niekontrolowanych pozostaje ograniczona. Celem niniejszej rozprawy doktorskiej
bylo wzmocnienie biologicznie napgdzanych proceséw samooczyszczania poprzez selekcje
mikroorganizméw specyficznych wzgledem zanieczyszczen, adaptacje mikrobiologiczng do
Sciekéw oraz integracj¢ zaadaptowanych ukladéw grzybowych i bakteryjnych w ramach
zaprojektowanego systemu mokradet sztucznych.

Badania przeprowadzono w dwoch nastepujacych po sobie skalach: laboratoryjnej oraz
pilotazowej, obejmujacej system mokradel sztucznych. Oryginalno$¢ pracy polegala na
zastosowaniu  syntetycznych $ciekow  zaprojektowanych w celu odwzorowania
zanieczyszczonych wod powierzchniowych i sciekow, ktére jednoczesnie pelnily funkcje
modelowego ukiadu wodnego oraz jedynego zZrdodia sktadnikéw odzywcezych dla wzrostu
mikroorganizméw. Wprowadzenie ograniczen nutrientowych wymusito bezposrednie
sprzezenie wzrostu mikroorganizméw z metabolizmem zanieczyszczen, zwigkszajac tym
samym relewantnos¢ srodowiskowg oraz potencjal skalowania w poréwnaniu z mediami
laboratoryjnymi zoptymalizowanymi pod katem wzrostu. Strategia ta zostala celowo
zaprojektowana w celu odejscia od klasycznych pozywek laboratoryjnych oraz wzmocnienia
degradacji zanieczyszczen poprzez zmuszenie mikroorganizméw do wykorzystania
skladnikéw odzywczych pochodzacych ze $ciekéw przy jednoczesnym metabolizowaniu
docelowych zwigzkow.

Na etapie laboratoryjnym oceniono potencjal biodegradacyjny grzyba bialej
zgnilizny Trametes versicolor wobec kofeiny i nikotyny w kontrolowanych warunkach
ograniczenia nutrientowego. Eksperymenty prowadzono przy poczatkowym stezeniu
zanieczyszczen wynoszacym 100 mg L', wykorzystujac chemicznie wyekstrahowang kofeing
1 nikotyne pochodzenia naturalnego. Systematycznie badano wplyw temperatury (25 i 37 °C),
pH (silnie kwasne oraz umiarkowanie kwasne) oraz sktadu medium (bulion ziemniaczano-
glukozowy, syntetyczne Scieki oraz zlozone matryce naturalne). Ze wzgledu na dhugotrwale
fazy adaptacji grzybow oraz powolny przyrost biomasy, biodegradacje oceniano metods
punktu koncowego po 45 dniach inkubacji, poniewaz degradacja grzybowa ma charakter
kumulatywny, a nie szybki kinetycznie. Tozsamos$¢ i stopien usuniecia zanieczyszczen
potwierdzano jakosciowo i ilosciowo przy uzyciu technik spektroskopowych, takich jak FT-
IR, “"1H NMR oraz “13C NMR.

Usuniecie kofeiny osiaggnelo poziom 97-98% w warunkach umiarkowanie kwasnych oraz w
syntetycznych Sciekach w temperaturze 25 °C, co korelowalo z maksymalnym przyrostem
biomasy grzybowej. Wysoka skuteczno$¢ usuwania byla utrzymywana w syntetycznych
$ciekach rowniez w temperaturze 37 °C, co wskazuje, ze sktadniki odzywcze pochodzace ze



sciekow nie tylko podtrzymywaly wzrost grzybow, lecz takze poprawialy dhugoterminowa
efektywnos¢ degradacji w warunkach ograniczenia nutrientowego. Usuwanie nikotyny
przekraczato 98% w warunkach optymalnych (25 °C, pH ~5,20, syntetyczne $cieki), przy czym
spadek wydajnosci obserwowano jedynie przy jednoczesnym stresie termicznym i kwasnym.
We wszystkich badanych ukladach zaobserwowano silng dodatnia zalezno$¢ pomiedzy
akumulacjg biomasy grzybowej a skumulowanym usuwaniem zanieczyszczen, co potwierdza,
ze adaptacja do sciekoéw bezposrednio wspiera wzrost mikroorganizméw w skali wigkszej oraz
zwigksza efektywnos$¢ biodegradacji.

W kolejnym etapie przeprowadzono laboratoryjne badania biodegradacji MeP i TCC z
wykorzystaniem zdefiniowanego konsorcjum bakteryjnego obejmujacego Alcaligenes sp.
oraz Rhodococcus sp. Eksperymenty prowadzono przy poczatkowym stezeniu 100 mg L™
przez okres 120 godzin w pozywce odzywczej oraz w syntetycznych sciekach. Do ilosciowego
monitorowania obu zanieczyszczen zastosowano wysokosprawng chromatografie
cienkowarstwowa (HPTLC). Degradacja MeP osiagneta okoto 89% w pozywce odzywczej
oraz 83% w syntetycznych $ciekach, przy czym w syntetycznych $ciekach zaobserwowano
intensyfikacje degradacji w srodkowej fazie procesu po adaptacji bakterii do matrycy ubogiej
w skladniki odzywcze. W przeciwienstwie do MeP, TCC wykazywal bardzo szybka
degradacje, przekraczajac 97% usunigeia po 96 godzinach i ulegajac catkowitemu zanikowi po
120 godzinach w obu mediach. Wyniki te dowodza, Ze syntetyczne $cieki skutecznie wspieraja
wzrost bakterii oraz sprzyjaja degradacji zarowno umiarkowanie, jak i silnie recalcitrantnych
zanieczyszczen bez koniecznosci zewngtrznego suplementowania skladnikow odzywcezych.

Etap skalowania przeprowadzono z wykorzystaniem laboratoryjnych biomimetycznych
mokradel sztucznych obsadzonych Phragmites australis. Do matrycy mokradel wprowadzono
uklady grzybowe (Trametes versicolor), bakteryjne (Pseudomonas aeruginosa) oraz uklad
laczony, ktére eksploatowano i analizowano przez siedem tygodni w warunkach okresowych
(batch), stosujac syntetyczne $cieki zawierajace mieszaning zanieczyszczen (kofeina, MeP i
TCC po 100 mg L™"). Wczesniejsze testy tolerancji potwierdzily zdolno$é mikroorganizmow
do przetrwania w warunkach stresu wielozanieczyszczeniowego. Wszystkie biologicznie
aktywne mokradla wykazywaly stabilny wzrost roélin, utrzymanie pH w zakresie bliskim
oboj¢tnemu oraz trwala aktywno$¢ mikrobiologiczna, co potwierdza skuteczng akumulacje
ukladu i stabilnos¢ ekologiczna.

Usuwanie zanieczyszczen oceniano w 4. 1 7. tygodniu przy uzyciu spektroskopii “1H i “13C
NMR, tam gdzie bylo to analitycznie mozliwe. Kofeina zostata catkowicie usunieta do 4.
tygodnia w mokradlach bakteryjnych i konsorcjalnych oraz do 7. tygodnia w mokradle
grzybowym. Metyloparaben ulegal degradacji w mokradle grzybowym na poziomie 89% w 4.
tygodniu, natomiast catkowite usunigcie we wszystkich mokradtach osiggnieto do 7. tygodnia.
Uklad 1aczony grzybowo-bakteryjny nie wykazywal jednoznacznej przewagi nad
monokulturami w poczatkowej fazie adaptacji, jednak skracal czas adaptacji, umozliwial
szybsza stabilizacje systemu oraz zapewnial zrownowazong skutecznos$¢ degradacji wobec
chemicznie odmiennych zanieczyszczen, co wskazuje na komplementarnos¢ funkcjonalna, a
nie addytywna synergi¢. Uklad ten poprawial usuwanie metyloparabenu w por6wnaniu z
samym systemem bakteryjnym, przy jednoczesnej poréwnywalnej skutecznosci wobec
kofeiny. Ze wzgledu na ograniczenia rozpuszczalnoséci TCC nie mégt by¢ ilosciowo oznaczony
metodg NMR; jednak stabilna praca mokradel oraz wysoka skutecznos$¢ usuwania pozostalych
zanieczyszczen wskazujg na sprzyjajace warunki dla biodegradacji wybranych zwigzkow.



Podsumowujac, niniejsze badania dowodza, ze celowana adaptacja mikroorganizméw do
syntetycznych S$ciekow intensyfikuje degradacje zanieczyszczen poprzez umozliwienie
wzrostu i aktywnosci metabolicznej przy wykorzystaniu skladnikéw odzywczych
pochodzgcych ze $ciekow. Laczac optymalizacje laboratoryjna z walidacja w skali pilotazowej
w systemach mokradel sztucznych, praca ta ustanawia skalowalng i1 zréwnowazong strategie
aktywnej intensyfikacji mikrobiologicznego samooczyszczania, wykraczajaca poza pasywng
naturalng atenuacj¢ w zanieczyszczonych ekosystemach wodnych. Catosciowo badania te
redefiniujg samooczyszczanie wod powierzchniowych jako proces celowo projektowany i
biologicznie wzmacniany, a nie wylacznie zjawisko naturalne.
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