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Tytul w jezyku polskim: (Zastosowanie czystych i mieszan ych kultur bakteryjnych w
procesach usuwania barwnikow syntetycznych — mechanizmy i optymalizacja warunkow

procesu)

Barwniki syntetyczne sa wytwarzane i stosowane na bardzo duza skale, szczegdlnie w
przemysle tekstylnym, poniewaz zapewniaja wysoka intensywnosé barwy, szeroki zakres
odcieni oraz odpowiednig trwalo$¢ wybarwienia. Barwienie widkien jak 1 innych materiatow
prowadzi si¢ przy sci§le kontrolowanych parametrach, takich jak pH, poziom zasolenia,
temperatura oraz stosowanie srodkéw pomocniczych. Warunki te utrzymuja barwnik w stanie
stabilnym i rozpuszczalnym, pomagaja w jego wiazaniu sie z powierzchnia wiokien oraz z
docelowymi miejscami na powierzchni materialéw innych niz wiékna. W wielu
konwencjonalnych procesach barwienia duza czesé zastosowanego barwnika nie wiaze sie
wystarczajaco trwale z powierzchnia widkna. Skutkuje to tym, ze znaczne ilosci niezwiazanych
barwnikow trafiaja do $ciekow przemystowych, ponadto w przypadku  barwnikow
nieutrwalonych wystarczajaco silnie na wloknie zostaje wyplukana podczas etapu prania, a
nastgpnie rowniez trafia do $ciekow. Scieki z przemystu barwierskiego, s chemicznie ztozone,
a w wyniku procesowych strat barwnika silnie zabarwione. Odptyw czgsto zawiera nie tylko
barwniki nieutrwalone, lecz takze sole, zasady lub kwasy, dodatki takie jak surfaktanty,
dyspergatory, $rodki zwilzajace oraz inne $rodki pomocnicze. W efekcie $cieki tekstylne
zwykle charakteryzujq sig silng barwa, wysokim ladunkiem organicznym, zmiennym pH oraz
wysoka przewodnoscia. Te cechy utrudniaja oczyszczanie $ciekéw tekstylnych w
standardowych systemach oczyszczania $ciekéw. Zlozony skiad tych $ciekéw thumaczy
rowniez trudnoéci zwigzane z aplikowaniem rozwigzan dotyczacych ich oczyszczania

opracowanych w warunkach laboratoryjnych.

Problem obecnosci barwnikéw syntetycznych w $ciekach i wodach powierzchniowych staje
si¢ powazniejszy w przypadku barwnikéw dobrze rozpuszczalne w wodzie i anionowych.
Barwniki te sa celowo projektowane tak, aby pozostawaly rozpuszczalne i stabilne w wodnych
kapielach barwierskich, utrzymywaly site barwy oraz byly odporne na blaknigcie podczas
uzytkowania. Te same wlasciwosci, ktdre czynia je skutecznymi i atrakcyjnymi w barwieniu,

sprawiaja takze, ze trudno je usuna¢ z wody. Wysoka rozpuszezalno$é i silny tadunek jonowy



obnizajg skutecznos¢ usuwania metodami prostego rozdzialu faz statej i cieklej. W wielu
przypadkach zmniejszaja rowniez adsorpcje na typowych nosnikach lub biomasie, chyba ze
stosuje si¢ specjalne materialty powierzchniowe lub wysokie dawki chemikaliow. Jednoczesnie
ich stabilna struktura czyni je odpornymi na rozklad wywolany $wiatlem oraz degradacje
mikrobiologiczna. Z powodu tych cech dobrze rozpuszczalne barwniki anionowe moga
utrzymywac si¢ w wodach naturalnych 1 pozostawa¢ widoczne nawet przy bardzo niskich
stgzeniach. Nawet niewielkie ilosci barwnika mogg nadawa¢ wodzie bardzo intensywng barwe,
co pogarsza jako$¢ wizualng, a co gorsza zmniejsza przenikanie S$wiatla. Ograniczone
przenikanie swiatla moze ograniczac fotosyntezg glonow i roslin wodnych. Moze to nastgpnie
zaburza¢ produkcje pierwotna, pogiebiac¢ deficyt tlenowy oraz wplywac na sieci troficzne i

ogoblne funkcjonowanie ekosystemu.

Wirdd barwnikow syntetycznych barwniki azowe sa najczesciej 1 w najwiekszych ilosciach
stosowang grupg barwnikow w przemysle barwierskim. Sa szeroko uzywane, poniewaz mozna
je wytwarza¢ w szerokiej gamie kolorystycznej i strukturalnej przy stosunkowo niskich
koszach, a takze projektowac pod katem barwienia roznych widkien i klas zastosowan. Jednak
barwniki azowe czgsto trudno poddajg si¢ biologicznym procesom oczyszczania i stanowig
istotny problem interpretacyjny w badaniach nad oczyszczaniem $ciekoéw je zawierajacych.
Wiele uktadow biologicznych wykazuje zdolno$¢ rozszczepienia (w procesie redukcji)
wigzania azowego N=N. Redukcja ta niszczac uklad chromoforowy prowadzi do szybkiej
utraty barwy. Jesli usuwanie barwy pozostaje glownym punktem monitorowania, moze to
wyglada¢ jak skuteczne oczyszczanie. Jednak samo rozszczepienie wigzania azowego w
barwnikach azowych prowadzi do powstania aromatycznych produktéw ubocznych - amin
aromatycznych, ktore sa bezbarwne, toksyczne i moga si¢ utrzymywaé w Srodowisku i
wymagac¢ dalszego utleniania w celu zmniejszenia ryzyka $rodowiskowego. Innymi stowy,
proces moze szybko usuwac barwe, a jednoczesnie pozostawiaé produkty transformacji istotne
dla kontroli zanieczyszczen 1 bezpieczenstwa Srodowiskowego. Obecno$¢ barwnikow
syntetycznych w srodowisku w zalezno$ci od ich struktury, stezenia i czasu oddzialywania,
moze zaburza¢ wzrost, rozw0j 1 rozmnazanie organizmow wodnych, powodowac uszkodzenia
wielu narzadow poprzez stres oksydacyjny. Barwniki azowe i ich produkty transformacji sa
powiazane z ich toksyczno$cia, genotoksyczno$cig oraz szerszymi zagrozeniami dla zdrowia
srodowiskowego, co uzasadnia ostrozne zarzadzanie i solidne oczyszczanie przed zrzutem do

ciekdw wodnych.



Z tego powodu skutecznosci oczyszczania $ciekéw barwnikowych nie nalezy oceniac
wylacznie na podstawie utraty barwy. Wiarygodne oczyszczanie wymaga dowodow
rzeczywistej transformacji chemicznej, kontroli mozliwych produktow ubocznych oraz
projektow procesowych. Stwarza to wyrazng potrzebe badan, ktore lacza mozliwosci

biologiczne, mechanizmy reakeji oraz inzynierska kontrole warunkéw pracy.

Niniejsza rozprawa wpisuje si¢ w tq problematyke poprzez badania nad optymalizacjg
proceséw usuwania barwnikow syntetycznych z uzyciem czystych i mieszanych kultur
bakterii. W pierwszym etapie prowadzono badania z uzyciem barwnikéw z grupy
trifenylometanowych i azowych. Wigkszoéé eksperymentow oparto jednak na procesach
usuwania disazowego barwnika Evans Blue (EB, Direct Blue 53). Barwnik ten wybrano jako
testowy z kilku powodéw, opisanych ponizej. EB reprezentuje grupe najpowszechniej
stosowanych barwnikow anionowych, silnie sulfonowanych, bardzo dobrze rozpuszczalnych
w wodzie, o intensywnej barwie i szczegdlnie trudnych w usuwaniu ze $ciekow. Jako barwnik
azowy jest on zaprojektowany tak, aby pozostawal stabilny i rozpuszczalny w wodnych
kapielach barwierskich. Wysoka rozpuszczalnosé i ujemny ladunek zmniejszaja adsorpcje na
wielu typowych nosnikach, wige samo usuwanie fizyczne jest czesto ograniczone, chyba ze
stosuje si¢ specjalne warunki. Aromatyczna i sulfonowana struktura EB jest projektowana pod
katem stabilnosci, co czgsto wiaze sie z trwaloscia w Srodowisku i powolna degradacja, gdy
warunki nie s kontrolowane. Wlasciwosci te czynig EB wymagajacym zwiazkiem testowym

zarowno w aspekcie oczyszczania biologicznego, jak i bioelektrochemicznego.

W badaniach oczyszczania $ciekéw usuwanie barwy jest czesto raportowane jako glowny
wskaznik sukcesu. Jednak dla sulfonowanych barwnikéw azowych, takich jak EB, zmiany
barwy moga zachodzi¢ bez pelnej transformaciji. Zachowanie chromoforu moze si¢ zmieniaé
bez catkowitego rozpadu, a skladniki $ciekéw moga wplywaé na widma, dlatego sama
dekoloryzacja mierzona za pomoca spektrofotometrii UV-Vis nie jest wystarczajacym
dowodem oczyszczania. W tej rozprawie UV-Vis stuzy do sledzenia kinetyki, ale wnioski sg
wzmacniane dodatkowymi metodami analitycznymi, ktére potwierdzajg ubytek barwnika
macierzystego i identyfikuja produkty transformacji. W ten sposob dekoloryzacja jest
traktowana jako wazny sygnal, ale jest wsparta silniejszymi dowodami potwierdzajacymi

rzeczywista zmiang chemiczna. bedaca wynikiem biotransformacji zwiazku.

Badania prowadzono etapami, ktorych charakter ewoluowal w zaleznoéci od uzyskiwanych

wynikow. Kazdy z etapéw byl inspiracja do ukierunkowania badan w kolejnym etapie. W



pierwszych etapach praca skupia si¢ na kontrolowanych uktadach biologicznych, a nastepnie
przechodzi do zaprojektowanych ukladow bioelektrochemicznych. Na kazdym etapie celem
jest nie tylko poprawa wydajnosci, ale takze poprawa interpretacji 1 kontroli procesu. Pierwszy
etapy badan identyfikuje potencjal mikroorganizmow i pokazuje ograniczenia interpretacyjne
i procesowe immobilizacji biomasy na naturalnych nosnikach statych. W kolejnym etapie
badania zostaly oparte na czystym, zidentyfikowanym 1 dobrze opisanym szczepie bakterii, z
udzialem ktoérego dokonano optymalizacji statystycznej w celu wyznaczenia stabilnych okien
procesowych zamiast bazowania na wplywie pojedynczych czynnikéw. Nastepnie badania
skierowano na bioelektrochemiczne procesy oczyszczania z udzialem spolecznosci
mieszanych, gdzie kontrola redoks i monitoring elektrochemiczny dostarczaty dodatkowych
narzedzi kontroli. Ostatecznie rozprawa skoncentrowala si¢ na interfejsie mikroorganizm—
elektroda jako kluczowym waskim gardle. Wykorzystujac inzynieri¢ interfejsu anody do
poprawy wczesnej adhezji, transferu elektronéw i tolerancji na wyzsze ladunki barwnika,

zmierzajac w strong prostszego 1 bardziej kontrolowanego systemu oczyszczania.

W pierwszym rozdziale eksperymentalnym skupiono sig¢ screeningu ukierunkowanym na
pozyskanie bakterii z grupy Actinomycetes (promieniowce) przydatnych w usuwaniu
barwnikéw syntetycznych. W przeprowadzonych testach zastosowano azowy EB oraz dwa
barwniki trifenylometanowe, zielen brylantowg (Brilliant Green (BG)) i fiolet krystaliczny
(Crystal Violet (CV)). Screening na podlozu statym jest praktycznym sposobem identyfikacji
izolatow, ktore moga rosna¢ w obecnosci barwnikow i1 tworzy¢ widoczne strefy odbarwienia.
Ten etap jest uzyteczny, poniewaz dostarcza potencjalnych szczepdw i pokazuje, ze zasdb
mikroorganizmow danej probki obejmuje organizmy zdolne do transformacji réznych struktur
barwnikéw. Jednoczesnie ten typ screeningu jest tylko narzedziem wstgpnej selekeji. Nie
potrafi on w pelni oddzieli¢ rzeczywistej transformacji biologicznej od efektow fizycznych.
Wyrazna strefa wokot kolonii moze odzwierciedlaé¢ aktywnos¢ enzymow, ale moze by¢ tez
zalezna od dyfuzji barwnika w podiozu stalym, lokalnych zmian pH, zmian redoks, sorpcji
przez biomas¢ np. w wyniku wigzania barwnika przez polimery zewnatrzkomorkowe. Z tego
powodu ten rozdziat podkresla potrzebg pozniejszego testowania obiecujgcych szczepow w
kontrolowanych uktadach cieklych, z odpowiednimi préobami slepymi i1 kontrolami

weryfikacyjnymi.

Istotng czescia pierwszego rozdzialu bylo testowanie tanich, naturalnych nosnikéw stalych w
celu stabilizacji wzrostu biomasy 1 poprawy efektywnos$ci procesu. Systemy immobilizacji

biomasy sa szeroko stosowane w biotechnologii $ciekoéw, poniewaz zwigkszaja retencjg



biomasy, zmniejszaja wymywanie oraz amortyzuja obciazenia szokowe. Wspierajg tez wolno
rosngce degradatory i umozliwiajg dluzszy kontakt bez koniecznosci bardzo dhugich czasdéw
retencji hydraulicznej. W oczyszczaniu barwnikéw immobilizacja moze by¢ pomocna,
poniewaz barwniki moga hamowaé rozwdj mikroorganizméw i spowalniaé metabolizm, a
immobilizacja moze tworzy¢ bardziej ochronne mikrosrodowisko. Jednak systemy no$nikowe
tworza takze problem interpretacyjny, poniewaz no$niki moga uczestniczy¢ w fizycznej sorpcji
barwnikéw. Dlatego, gdy system z immobilizowana biomasa wykazuje usunigcie barwy, wazne
jest okreslenie, jaka cze$¢ wynika z sorpcji na nosniku, a jaka z biologicznej konwersji

prowadzonej przez mikroorganizmy.

W ramach badan prezentowanych w rozprawie przetestowano trzy noéniki: wiory drewna
iglastego, stomg oraz zrgbki drewna liSciastego. Tylko sloma wspierala widoczny wzrost
mikroorganizméw podczas wstgpnych testow, dlatego zostala wybrana do glownych
eksperymentow nosnikowych. Po 14 dniach sama sloma oraz sama biomasa dawaly nizsze
wyniki usuwania barwnikéw, natomiast stoma wraz z biomasa dawala wyzsze wyniki
usuwania. Sugeruje to, ze nosnik poprawit wydajno$é, prawdopodobnie poprzez stabilizacje
biomasy, poprawg retencji oraz zwigkszenie kontaktu miedzy komérkami, a czasteczkami
barwnika. W tych warunkach szczep 1K1 usunat 66,6% BG i 80% EB, natomiast szczep EGK2
usunat 97.8% BG i 73% EB (Rys. 1 i 2). Wyniki te pokazuja, Ze promieniowce moga
przyczyniac sig do usuwania barwnikow i Ze tanie noniki moga poprawiaé wydajnosé procesu.
Jednocze$nie wyniki wskazuja jasno na ograniczenia interpretacyjne i procesowe. Czas
potrzebny do uzyskania wysokiego poziomu usunigcia barwnikéw jest dhugi, okolo 14 dni, a
obserwowane redukcje barwy mogly odzwierciedlaé¢ zaréwno mechanizmy fizyczne, jak i

biologiczne.

a) b) c)
100 100
1K1 1K1 Control (Straw)
EGK2 100 EGK2
g o £ g0 £ %
'~ [ g
5 N 60 — [
= ‘= ‘g
° ° o
[=] 40 — [=] [+] 40
& $ 40 - o
a o o
7] o o
o 20 0 L, 0 20
0 0 0 -
7 14 7 14 7 14

Days Days Days



Rysunek 1. Procentowe usunigcia trifenylometanowej zieleni brylantowej (BG) po 7 i 14 dniach a) Podloze + biomasa, b)

Podioze + stoma + biomasa, ¢) Sama stoma
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Rysunek 2. Procentowe usunigcia barwnika azowego Evans blue (EB) po 7 i 14 dniach A) Podloze + biomasa, B) Podloze +

stoma + biomasa, C) Sama stoma

Poniewaz rozprawa koncentruje si¢ na mechanizmach 1 optymalizacji warunkow procesu, ten
etap stanowil punkt odniesienia i1 uzasadnial potrzeb¢ przejscia do kolejnego etapu, o
odmiennym kierunku, w ktory wykorzystano organizm modelowy oraz przeprowadzono

optymalizacje statystyczng w celu poprawy szybkos$ci oczyszczania i jakosci dowodow.

Drugi rozdziat eksperymentalny rozwiazuje ograniczenia poprzedniego etapu, koncentrujac si¢
na pojedynczej, dobrze znanej bakterii modelowej o silnym znaczeniu dla ukladéw
bioelektrochemicznych, czyli Shewanella oneidensis MR-1. Organizm ten jest znany z
pozakomorkowego transferu elektronow oraz interakcji z roznymi akceptorami elektronow. Te
cechy czynig ja odpowiednia do interpretacji mechanistycznej 1 bezposrednio lacza z
pézniejszymi etapami pracy opartymi na zastosowaniu mikrobiologicznych ogniw
paliwowych. Celem tego rozdzialu bylo zbudowanie kontrolowanych i1 opartych na
optymalizacji ram biodegradacji EB. Zamiast testowania jednej zmiennej naraz, wykorzystano
metod¢ Response Surface Methodology (RSM), aby ilosciowo okresli¢, jak kluczowe zmienne
wplywaja na szybko$¢ i kompletnos¢ biotransformacji EB (Tab. 1). Z tego powodu
zastosowano pelny plan czynnikowy 3”4 z czterema czynnikami: czas inkubacji (2472 h),
stgzenie EB (25-100 mg/L), stezenie glukozy (250-1000 mg/L) oraz temperatura (25-37 °C).
Zmienne te stanowig gldéwne czynniki sterujace biologiczng konwersja barwnikow azowych.
Czas kontroluje ekspozycje 1 zakonczenie reakcji. Temperatura wplywa na wzrost
mikroorganizméw 1 aktywno$¢ enzymow. Stezenie barwnika wplywa na toksyczno$¢ i
zapotrzebowanie na elektrony. Dostgpno$¢ donora elektronow kontroluje sile redukcyjng

potrzebna do redukcji wigzania azowego 1 pozniejszych etapéw metabolicznych.



Celem monitorowania procesu dekoloryzacji prob zastosowano spektrofotometrie UV-Vis,
jednak wyniki tej metody nie byly traktowane jako dowéd biodegradacji. Transformacje
chemiczng potwierdzono dodatkowymi narzedziami analitycznymi. Metodq HPLC $ledziono
zanik barwnika macierzystego, dostarczajac bezposrednich dowodow, ze EB jest usuwany , a
nie jedynie zmienia forme swoje widmo. Metoda GC-MS identyfikowano produkty
biotransformacji, pokazujac, ze w miare rozkladu EB pojawiaja si¢ nowe zwiazki. To
polaczone podejécie wzmacnia interpretacje, poniewaz oddziela utrat¢ barwy wynikajacq z
rozszczepienia wiazania azowego od bardziej zaawansowanej transformacji chemicznej.
Wspiera takze interpretacj¢ dotyczaca szlaku przemian, laczac redukcje barwnika

macierzystego z pojawianiem si¢ mozliwych do zidentyfikowania produktow.

Polgczenie wynikow RSM i uzyskanego okna procesowego z analizami chemicznymi
dostarcza udokumentowanego okna pracy, a nie tylko analizy wplywu jednego czynnika. Jest
to wazne, poniewaz biologiczne oczyszczanie barwnikow czesto zalezy od interakcji miedzy
zmiennymi. Na przyklad wigksza ilo$¢ donora elektronéw moze przyspieszac redukcje wigzan
azowych, ale moze tez zmieniaé ,,zachowanie” sie biomasy przekladajace si¢ na spadek
efektywnosci usuwania barwnika. WyZsza temperatura moze przyspiesza¢ kinetyke, ale moze
wplywac na stabilizacje tempa procesu. Wyzsze tadunki barwnika zwigkszajg toksycznosé i
zapotrzebowanie na elektrony. Optymalizacja w oparciu o statystyczng analiz¢ RSM i
uzyskane okno procesowe, bgdace zdefiniowanym zakres parametrow technologicznych,
pozwalajacych na stabilny i powtarzalny przebieg procesu Jjest zdecydowanie bardziej
uzyteczne niz optymalizacja pojedynczego parametru. W warunkach zoptymalizowanych
uzyskano prawie calkowita dekoloryzacje EB, powyze] 99% w 3 dni (Rys. 3—4). Co
wazniejsze, prawdziwa degradacje potwierdzono, poniewaz zaobserwowano zanik barwnika
macierzystego oraz powstawanie produktéw dalszej biotransformaciji amin aromatycznych.
Uzyskano istotne skrocenie czasu oczyszczania w poréwnaniu z eksperymentem opartym na
immobilizacji biomasy promieniowcéw. Czas do pelnej dekoloryzacji skrocil sie z okolo 14
dni w pracy opartej na no$nikach do okoto 3 dni w zoptymalizowanej pracy z czysta kultura.
Ponadto, gdy warunki procesu i wzrostu zostaly w pelni zoptymalizowane, czysta kultura S.

oneidensis MR-1 catkowicie zmineralizowala EB.
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Rysunek 3.: Widma UV-Vis (400-800 nm) dla blekitu Evansa w probie z S. oneidensis MR-1 w stezeniu 50 mg/l i
temperaturze 30 °C, pobrane po 2, 4, 6, 8, 11, 14, 24, 28, 48 i 72 h. Charakterystyczny pik w okolicach 606 nm

stopniowo zanika, co wskazuje na odbarwienie w czasie (K. Ayaz i in. 2026a).
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Rysunek 4. Dekoloryzacja blekitu Evansa przez Shewanella oneidensis MR-1 przy roznych steieniach glikozy, stezeniach

barwnika, czasach inkubacji i temperaturach. Panele (a—c) przedstawiajq wyniki dla stezenia glukozy 250 mg/l, (d—f) 500 mg/l

i (g-i) 1000 mg/l. Kazdy panel przedstawia stezenia resztkowe barwnika (mg/l) po 24, 48 i 72 godzinach przy trzech

poczqtkowych stezeniach barwnika (25, 50i 100 mg/l) i temperaturach (25, 30 37 °C). Linia przerywana przedstawia kontrole

abiotyczng, natomiast linia ciqgta przedstawia degradacj¢ przez Shewanella oneidensis MR-1 (K. Ayaz i in. 2026a).

Tabela 1. Wyniki analizy wariancji (ANOVA) dla odbarwienia blekitu Evansa przez Shewanella oneidensis MR-1 (K. Avaz i in.

2026a)
Term Sum of Squares DF F value P value Significance
Model 79371.91 14 17.32 <0.001 Significant
Time (A) 18 339.06 1 56.04 <0.001 Significant
Dye (B) 1091.33 1 3.33 0.072 Borderline
Carbon source (C) 28 571.05 1 87.30 <0.001 Significant
Temperature (D) 18 700.79 1 5714 <0.001 Significant



A? 2021.90 1 6.18 0.015 Significant

B? 100.49 1 0.31 0.581 Not significant
(o 1015.80 1 3.10 0.083 Borderline

D* 596.50 1 1.82 0.182 Not significant
AxB 14.28 1 0.04 0.835 Not significant
AxC 182.48 1 0.56 0.458 Not significant
AxD 4215.23 1 12.88 <0.001 Significant
BxC 429.94 1 1.31 0.256 Not significant
BxD 216.40 1 0.66 0.419 Not significant
CxD 1221.96 1 3.73 0.058 Borderline
Residual (Error) 21 599.01 66 — — —

Total 100 970.91 80 —_ — g

Model kwadratowy byt statystycznie istotny (R = 0,79; skorygowany R = 0,74), co wskazuje
na dobre dopasowanie do danych eksperymentalnych (Tab. 1). Czas i temperatura byly
gléownymi pozytywnymi parametrami usuwania EB, natomiast nadmiar glukozy hamowal
dekoloryzacje, a stezenie barwnika mialo mniejszy wplyw w badanym zakresie. Wynik ten
wspiera kluczowy punkt rozprawy. Czysta kultura moze zapewni¢ gleboka konwersjeg, gdy
warunki pracy sa poprawnie zdefiniowane, a dowody s wspierane analizami chemicznymi, a
nie tylko utrata barwy. Ten rozdzial tworzy wige mocng podstawg do przejscia do ukladow
bioelektrochemicznych, poniewaz ustanawia organizm modelowy, statystycznie wspierane
okno procesowe oraz strategie weryfikacji, ktora laczy dekoloryzacj¢ z rzeczywista

transformacja chemiczna.

W trzecim rozdziale eksperymentalnym dysertacji skupiono si¢ na bardziej inzynierskie;
propozycji ukiadu oczyszczania. Badano usuwanie EB w systemie zintegrowanym, ktory taczy
dwukomorowe mikrobiologiczne ogniwo paliwowe (DCMFC) z bioreaktorem tlenowym (Rys.
5). Rozdzial ten odniost si¢ do praktycznej rzeczywistosci, w ktorej przemystowe Scieki
barwnikowe czesto maja wyzsze tadunki barwnika i bardziej ztozony sktad niz uproszczone
testy laboratoryjne. W projektowaniu uktadu wzieto pod uwage znane z literatury etapy
biotransformacji barwnikéw azowych. Warunki beztlenowe Iub o niskim potencjale redoks
wspierajg redukcyjne rozszczepienie wigzania azowego, natomiast warunki tlenowe wspieraja

utlenianie zredukowanych produktow posrednich. W DCMFC komora anody zapewnia



srodowisko o niskim redoks, ktore wspiera redukcje wigzania azowego. Jednoczesnie MFC
umozliwia odzysk energii generujac prad elektryczny. Nastepnie tlenowe doczyszczanie
utlenia zredukowane produkty posrednie i pozostale zwiazki organiczne, wspierajac pelng

mineralizacje.

Jako inokulum dla anody DCMFC zastosowano mieszany osad beztlenowy z oczyszczalni
sciekow. EB testowano przy stezeniach poczatkowych 100 i 200 mg/L. Zwieksza to trudnoéé
0Czyszczania W porOwnaniu z wczesniejszymi eksperymentami i sprawdza wydajno$é przy
wyzszym stresie barwnikowym. W etapie tlenowym zastosowano dwa szczepy bakterii z grupy
promieniowcow  wyizolowane z kompostu ogrodowego. Ta spoleczno$é tlenowa zostala
dobrana w celu wspierania utleniania produktéw posrednich o charakterze aromatycznym,
powstajacych podczas beztlenowej redukeji barwnikéw azowych. Ten zintegrowany uktad

miat taczy¢ szybka dekoloryzacjg z pelna mineralizacja poprzez etapowanie procesu.

Interpretacje wynikéw dekoloryzacji wzmocniono analizami elektrochemicznymi i analizami
metagenomowymi obrazujgcymi zmiany w obrgbie  spolecznosci mikroorganizmow
tworzacych biofilm na anodzie. Analizy UV-Vis stuzyly do oceny kinetyki dekoloryzacji.
Elektrochemiczna Spektroskopia Impedancyjna (EIS) oceniata opory ogniwa i anody oraz
pomagata identyfikowac ograniczenia transferu tadunku. Woltamperometria cykliczna (CV)
dostarczyla informacji o aktywnosci elektrochemiczne; zwigzanej z procesami biofilmu.
Sekwencjonowanie 16S rRNA scharakteryzowalo sklad i zmiany w spolecznosci
mikroorganizméw. Razem narzedzia te laczylywydajnosé oczyszczania Zz procesami
elektrochemicznym i zmianami spolecznoéci, dajac pelniejszy obraz procesow zachodzacych

w biofilmie osadzonym na anodzie.

Zintegrowany system wykazal wysokg skutecznoéé. Dla 100 mg/L EB dekoloryzacja miescila
sig w zakresie od 90 £ 2% do 98 + 1,9%. Dla 200 mg EB/L dekoloryzacja miescita si¢ w
zakresie od 79 + 2% do 87 £ 1% (Rys. 6). Analiza spolecznosci wykazala wysoka obecnos¢
Pseudomonadota, z 45,5% w kulturach zaaklimatyzowanych do barwnika i 32% w kulturach
inokulum, oraz Actinomarinicola (13,75%), Thermochromatium (4,82%) i Geobacter (4,52%).
Wyniki potwierdzity zdolnos¢ ukltadu DCMFC wraz z bioreaktorem tlenowym do szybkiego
usuwania EB oraz wspierania mineralizacji poprzez tlenowe doczyszczanie, przy

jednoczesnym odzysku energii.
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Rysunek 6 a) Widma absorpeji UV-Vis dla stezen 100 mg/l i 200 mg/l dla prob z beztlenowej komory DCMFC, czystego
roztworu barwnika (kontrola) i sciekow oczyszczonych tlenowo. (b) Odbarwianie EB w DCMFC w czasie (K. Avaz i in. 2024)

W trzecim etapie badan wskazano takze wyrazne ograniczenia, ktéore motywowaly do
poszukiwania dalszych rozwiazan i optymalizacji procesu usuwania EB (zakres i wyniki

kolejnych eksperymentéw zawarto w czwartym, ostatnim rozdziale eksperymentalnym). W



etapie badan z DCMFC wprowadzone zmiany inzynieryjno-procesowe pozwolily na skrocenie
czasu dekoloryzacji z okolo 3 dni do okolo 20-24 godzin i umozliwily pelna mineralizacje
poprzez dodanie wtdrnego etapu tlenowego. Zastosowano réwniez 200 mg/L poczatkowego
stezenia EB, co bylo wyzsze niz we wczesniejszych rozdziatach. Jednak pozostaly trzy
kluczowe ograniczenia: czas rozruchu byl diugi, okofo 30 dni aklimatyzacji biofilmu przed
stabilng pracg i przed rozpoczgciem eksperymentoéw z EB; tlenowe doczyszczanie zwickszylo
zapotrzebowanie na energi¢ i zlozonos¢ procesu; oraz interpretacjia mechanistyczna byla
trudniejsza w spoleczno$ciach mieszanych. Kwestie te sa wazne dla skalowalnosci i kontroli i
staly u podstaw kolejnego pytanie postawionego w rozprawie: czy prostszy system z czysta
kulturqg moze osiagna¢ podobna lub lepsza wydajnosé, jesli zostanie rozwiazane glowne

ograniczenie bioelektrochemiczne na anodzie?

Ostatni rozdzial eksperymentalny koncentrowal sie na rozwiazaniu powyzszych ograniczen
poprzez inzynierig interfejsu mikroorganizm—elektroda. W mikrobiologicznych ogniwach
paliwowych powierzchnia anody kontroluje wczesna adhezje, wzrost biofilmu i
pozakomorkowy transfer elektronow. Staba adhezja opdznia rozruch. Wysoki opér transferu
tadunku na interfejsie ogranicza szybko$¢ reakcji i odzysk elektronoéw. Ponadto czyste kultury
moga by¢ bardziej wrazliwe na stres barwnikowy niz spolecznosci mieszane. Dlatego poprawe
powierzchni anody traktowano jako bezposrednie narzedzie inzynierskie do skrécenia
rozruchu, poprawy wydajnosci i zwigkszenia tolerancji na wyzsze tadunki barwnika, przy

jednoczesnym utrzymaniu prostoty systemu i latwiejszej interpretacji.

W tej pracy anodg z tkaniny weglowej modyfikowano sekwencyjnie warstwa polianiliny
(PANI), warstwg glukozy oraz ochronng warstwa zelatyny (Rys. 7). Kazda warstwa pehnila
okreslong rolg. PANI poprawiata przewodnos¢ i wspierala lepszy transport fadunku, Warstwa
glukozy dzialala jako lokalny sygnal weglowy, ktory wspieral wezesna kolonizacje i tworzenie
biofilmu. Warstwa Zelatyny chronila glukozg i spowalniala jej ekspozycje, zmniejszajac
szybkie wymywanie do roztworu i wydluzajac korzysci w fazie poczatkowej. Powloke
zweryfikowano za pomoca CV podczas elektropolimeryzacji PANI oraz analiz
powierzchniowych, takich jak FTIR, SEM i XPS. Wydajnos$¢ mierzono przy uzyciu CV, EIS i

CSC, wraz z ocena pokrycia biofilmem i zywotnoéci.

Wyniki wykazaly wyrazne roznice migdzy ukladem z glukoza dostepna w roztworze
objgtoSciowym, a glukozg umieszczona na powierzchni elektrody. Gdy glukoza byla obecna

glownie w roztworze (CC.G.B), bakterie mialy tendencje do wzrostu w fazie cieklej, co



ograniczato stabilng adhezj¢. Natomiast zmodyfikowana anoda (MCC.B) wykazata najwyzsze
tworzenie biofilmu (90,2 + 0,2%) oraz najwyzszy CSC (174,9 + 10,2 mC/cm2), co bylo
znacznie wyzsze niz dla niezmodyfikowanej tkaniny weglowej z biofilmem (CC.B, 3,3 + 0,3
mC/cm2). Wspiera to wniosek, ze sygnaly powierzchniowe i przewodzace powloki poprawiaja
wzrost biofilmu i zmniejszajq ograniczenia interfejsowe, co usprawnia transfer elektrondw i

skraca rozwoj we wezesnym etapie (Rys. 8).
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Rysunek 7. Schematyczne przedstawienie modyfikacji elektrody (K. Ayaz i in. 2026b).
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Rysunek 8. (a) Cykliczny woltamogram przedstawiajqcy elektrochemicznq polimeryzacje aniliny na powierzchni tkaniny
weglowej. (b-¢) Widma FTIR probek eksperymentalnych, obejmujqcych (c) tkanine weglowq (CC), CC elektropolimeryzowang
z PANI (CC.PAND) i (b) CC-PANI powiekang glukozq (CC.PANLGlucose) i warstwq ochronng Zelatyny
(CC.PANI. Glucose.Gelatin, okreslang jako MCC) (K. Ayaz i in. 2026b).
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Rysunek 9. (a) Procentowe usunigcie barwnika EB w czasie w SCMFC dla poczqtkowych stezen barwnika EB wynoszgcych
150, 300 450 mg/l (b) Maksymalne usuniecie barwnika EB dla wszystkich stezen

Zmodytfikowana anod¢ przetestowano nastgpnie w jednokomorowym mikrobiologicznym
ogniwie paliwowym (SCMFC), ktére ma prostsza konstrukcj¢ niz system dwukomorowy
DCFMC. W SCMFC zmodyfikowany interfejs osiagnat w 13 godzinie pracy efektywnosc
usunigcia barwnika EB na poziomie okoto 96 do 97% przy stezeniu EB 150 mg/L, okoto 90—
91% przy stgzeniu EB 300 mg/L 1 73% usunigcia przy 450 mg/L (Rys. 9). Wskazuje to na
mozliwo$é szybszego usuwania barwnika w porownaniu z wczeéniejszym 24-godzinnym
systemem opartym na DCMFC. Wskazuje takze na wyzsza tolerancj¢ na obcigzenie
barwnikiem, poniewaz stabilng pracg uzyskano przy 450 mg/L, podczas gdy wcze$niej
obserwowano hamowanie i1 prawdopodobna toksyczno$¢ powyzej 200 mg/L. Dane GC-MS
wskazaly degradacje do mniej toksycznych produktow, gléwnie niskoczasteczkowych
kwasow, takich jak kwas 3-metylobutanowy i kwas oktanowy i osiggnieto to bez dodawania
tlenowego etapu doczyszczania. Wspiera to cel rozprawy, ktorym jest przejscie w strong
prostszego, szybszego 1 bardziej kontrolowanego bioelektrochemicznego systemu dla

glebokiej transformacji EB.

Podsumowujac, rozprawa przedstawia jasng i spojng Sciezkg oczyszczania barwnikow
azowych na przykladzie trwalego sulfonowanego barwnika azowego EB. Zaczyna sie od
screeningu mikroorganizmow 1 testowania no$nikoéw w dekoloryzacji barwnikéw z grup
trifenylometanow i azowych, co buduje zasob szczepow 1 podkresla znaczenie rozdzielenia
sorpcji od biodegradacji oraz zwraca uwage na problem dlugich czaséw inkubacji. Nastgpnie
wykorzystuje czysta kulture i optymalizacje statystyczna do wyznaczenia odpornego okna

procesowego (pracy) oraz potwierdza transformacj¢ za pomoca HPLC 1 GC-MS. Kolejny etap



to DCMFC z udzialem spoleczno$ci mieszanej potaczony z tlenowym doczyszczaniem, ktory
umozliwia szybkie oczyszczanie 1 pelng mineralizacje, ale ujawnia ograniczenia rozruchu i
ztozonosci. Na koniec praca rozwigzuje kluczowe waskie gardlo bioelektrochemiczne poprzez
inzynieri¢ interfejsu anody, co poprawia adhezje, transfer elektrondw, wydajnos¢ rozruchu oraz
tolerancje na wyzsze tadunki barwnika w prostszym uktadzie SCMFC. Ogolny wktad obejmuje
nie tylko wykazanie wysokiej skutecznosci usuwania, ale polgczenie mechanizmdéw
biologicznych z narzedziami operacyjnymi, umozliwiajac jasniejsza interpretacje i bardziej
praktyczne wdrozenie biologicznych 1 bioelektrochemicznych systemow oczyszczania

sciekOw barwnikowych.

Tabela 2 Zestawienie wynikéw usuwania EB w poszczegolnych etapach badan: testowany system/konfiguracje, zakres
obcigzenia EB (mg/l), czas obrobki, wydajnos¢ odbarwiania/usuwania i kluczowe wnioski (od screeningu i zastosowania
promienioweow zawieszonych i immobilizowanych, poprzez czysty szczep Shewanella oneidensis MR-1 i optymalizacje
procesu przy uzyciu RSM, DCMFC w fazie redoks z doczyszczaniem tlenowym, do intensyfikacji SCMFC za pomocq
zaprojektowanego biointerfejsu anodowego).

Etap System / Mikroorganizm stgzenie Max czas Kluczowe wnioski
eksperymentu barwnika  Decoloryzacja  (d/h)
mg/L (%)
etapl izlowane szczepy 45 80 (1K) 14d Procentowe usunigcie w
Actinomycetes — Actinomycetes, 73 (EGK2) zaleznosci od nosnika ,
screening, immobilizacja na stomie stezenia barwnika i jego
immobilizacja rodzaju
Stage 2: Shewanella oneidensis 25-100 >99.0 24— GC-MS/HPLC: Powstawanie
Shewanella, MR-1 (czysta kultura) 72 h kwasow aromatycznych i
optymalizacja krotkotancuchowych ,
RSM calkowitg mineralizacjg
etap 3: system uktad hybrydowy 100 98.0 20- 168 rRNA: dominacja
zintegrowany DCMEFC z kulturg 200 87.0 24 h Pseudomonadota: calkowita
(hybrydowy) mieszang w polaczeniu z mineralizacja

uktadem tlenowym i

Actinomycetes

Etap 4: inzynieria  SCMFC z modyfikowana 150 96.56 13h Szybkie usuwanie EB, GC-
elektrody powierzchnig anody 300 90.22 MS: kwas 3-metylobutanowy
(anody) (modyfikowana 450 77.28 i oktanowy z niepetna
powierzchnia tkaniny mineralizacja

weglowej (MCC.B))
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