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STRESZCZENIE

Barwniki syntetyczne sa szeroko stosowane, zwlaszcza w przemysle tekstylnym. Zapewniaja one
intensywny kolor, wiele odcieni oraz trwalos¢ barwy wybarwionego materialu. Duza czesé
barwnikow w trakcie aplikacji nie wiaze si¢ z wkoknami i pozostajac w roztworze oraz ulegajac
wyplukaniu tworzy barwne S$cieki. Najwigkszy problem dotyczy barwnikow dobrze
rozpuszczalnych w wodzie i anionowych, ktore sa projektowane tak, aby pozostawatly stabilne w
kapielach barwierskich. Ich stabilno$¢, tadunek i budowa sprawiaja, ze trudno usuwaé je ze
Sciekow standardowymi metodami fizycznymi, chemicznymi lub biologicznymi. Barwniki azowe
stanowiq najwigksza grupe, jezeli chodzi o roznorodnosc jak i stosowane ilosci, 1 czgsto sg trudne
do usuwania w procesie oczyszczania $ciekow. Rozpad wiagzania azowego powoduje zanik barwy
(dekoloryzacjg), ktory nie stanowi gwarancji pelnego rozkladu czasteczki i moze prowadzi¢ do
powstania aromatycznych, toksycznych produktow ubocznych, ktére mogg si¢ utrzymywaé w
cieczy lub wymagac tlenowego utleniania w celu obnizenia toksycznosci. Dlatego oczyszczanie
musi wykracza¢ poza sam efekt dekoloryzacji, aby zapewnié rzeczywista zmiane chemiczna,
kontrolg powstajacych produktéw ubocznych oraz dziataé w roznych ukiadach mikroorganizmow

i reaktorow celem catkowitego usunigcia zwiazku i pochodnych.

W niniejszej rozprawie doktorskiej zaprezentowano wyniki badan usuwania wybranych
barwnikow syntetycznych przez bakterie. Wigkszos¢ wynikow dotyczy zastosowania blekitu
Evansa (EB, Direct Blue 53) jako glownego barwnika testowego. EB jest silnie sulfonowanym
barwnikiem diazowym, bardzo dobrze rozpuszczalnym w wodzie, intensywnie zabarwionym i
reprezentatywnym dla trudnych do usunigcia anionowych barwnikoéw azowych. Praca realizuje
plan etapowo: zaczyna si¢ od kontrolowanych ukladow biologicznych, a nastepnie przechodzi do
projektowanych ukladéw bioelektrochemicznych. Kazdy etap opiera sie na dowodach
mechanistycznych, a nie wylacznie na $ledzeniu zaniku barwy monitorowanego
spektrofotometryczna metoda UV—Vis. Celem jest opracowanie i walidacja strategii biologicznych

i bioelektrochemicznych, ktore przyspiesza usuwanie EB z uzyciem czystych i mieszanych kultur



bakteryjnych, przy jednoczesnym potwierdzeniu rzeczywistej transformacji chemicznej. Badania
okreslajgq takze praktyczne ograniczenia oraz punkty, ktore moga poprawié¢ zardwno wydajnosé

procesu, jak 1 kontrolg mechanistyczna.

Pierwszy rozdzial eksperymentalny skupia si¢ na screeningu ukierunkowanym na pozyskanie
wybranych gatunkow bakterii (Actinomycetes) bioracych udziat w procesach usuwania barwnikow
syntetycznych. Screening promieniowcow (Actinomycetes) prowadzono na podlozach statych pod
katem dekoloryzacji barwnikéw, disazowego EB, trifenylometanowej zieleni brylantowej (BG) i
fioletu krystalicznego (CV). W tej czgsci badan zastosowano rowniez immobilizacj¢ biomasy na
tanich, naturalnych nosnikach stalych w celu stabilizacji biomasy, zwigkszenia retencji i
skutecznosci degradacji barwnikow oraz wsparcia zasadnosci pozniejszego przeniesienia do

ukladéw reaktorowych.

Zastosowane nosniki to: widry iglaste, stoma oraz zrebki lisciaste. Jedynie na stomie uzyskano
widoczny wzrost mikroorganizmow w testach wstgpnych, dlatego wybrano ja takze do
eksperymentu glownego. Po 14 dniach sama sloma oraz sama biomasa wykazywaly slabsza
dekoloryzacjg lub degradacj¢ barwnikow, anizeli polaczenie stomy z biomasa. co dawalo lepsze
wyniki. Szczep 1K1 usunatl 66,6% BG oraz 80% EB. Szczep EGK2 usunal 97,8% BG oraz 73%
EB. Celem bylo tez okreslenie gtéwnych mechanizméw zaniku barwy. W ukladach z nosnikami
barwa moze zanika¢ z powodu: biosorpcji, rozkltadu barwnika przez mikroorganizmy, lub sorbgji
barwnika przez no$nik. Wyniki badan screeningowych pomogly wybraé szczepy do tlenowego
doczyszczania w kolejnych rozdziatach eksperymentalnych. Pomimo lepszego usuwania barwnika
w ukladach z immobilizowang biomasg wystgpowalo kilka ograniczen wymagajacych
rozwigzania. Dhugi czas inkubacji oraz zlozony. niejednoznaczny udzial fizycznej sorpgji i
procesow biologicznych byly gldéwnymi problemami. Wyniki te uzasadniaja przej$cie do badan
nad innymi organizmami modelowymi i bardziej $cistej, kontrolowanej optymalizacji w kolejnych

rozdziatach eksperymentalnych.

Drugi rozdziat eksperymentalny skupia si¢ na biodegradacji barwnika EB przez elektroaktywna
bakteri¢ modelowa Shewanella oneidensis MR-1. Projekt wykorzystuje statystyczng metode
Response Surface Methodology (RSM) do optymalizacji kluczowych zmiennych: czasu,
temperatury, poczatkowego st¢zenia barwnika oraz st¢zenia donora elektronow. Kinetyke UV-Vis

zastosowano do S$ledzenia zaniku barwy. Transformacj¢ chemiczna weryfikowano metoda



chromatograficzna HPLC w celu sledzenia zaniku macierzystej formy barwnika oraz GC-MS w

celu identyfikacji produktow jego transformacji.

Taka komplementarna analiza czynnikéw umozliwia zdefiniowanie procesowego okna pracy
zamiast analizy pojedynczego punktu/parametru operacyjnego. Wyjasnia, w jaki sposob tadunek
barwnika, temperatura oraz doptyw donora elektronow kontroluja zarowno szybkosé, jak i
kompletnos¢ biokonwersji Evans Blue (EB). W warunkach zoptymalizowanych uzyskano niemal
catkowitg dekoloryzacje (>99%). Zanik chromoforu, wraz z pojawieniem sie produktow
aromatycznych i krotkotancuchowych kwasow, potwierdzit rzeczywista degradacj¢ barwnika, a
nie biosorpcje. Wyniki te pokazuja, ze czysta kultura Shewanella oneidensis MR-1 jest skutecznym
biokatalizatorem w usuwaniu EB oraz ze metodologia Response Surface Methodology (RSM)
pozwala zdefiniowaé praktyczne okno pracy dla przyszlych zastosowan. Zastosowany uklad
skrocil rowniez czas pelnej dekoloryzacji z 14 dni (Rozdzial 1) do 3 dni. Ponadto czysta hodowla
S. oneidensis MR-1 calkowicie zmineralizowata EB, gdy warunki procesu i wzrostu byly w pelni

zoptymalizowane.

Trzeci rozdzial eksperymentalny prezentuje wyniki skutecznej dekoloryzacji, degradacji i
catkowitej mineralizacji barwnika diazowego Evans Blue, z uzyciem mieszanej kultury
bakteryjnej oraz zintegrowanego systemu taczacego dwukomorowe mikrobiologiczne ogniwo
paliwowe (DCMFC) z tlenowym bioreaktorem. Ta cz¢$¢ badan dotyczy roztworéw zawierajacych
wysokie stezenia toksycznych barwnikow, z dwoma wytyczonymi celami: osiagnigciem wysokiej
skutecznosci dekoloryzacji oraz charakterystyki spoleczno$ci mikroorganizméw. Inokulum na
bazie beztlenowego osadu czynnego, pobranego z oczyszczalni $ciekdéw, wykorzystano w
procesie usuwania Evans Blue na anodzie DCMFC przy poczatkowych stgzeniach barwnika 100
i 200 mg/L. W MFC anoda tworzy s$rodowisko o niskim potencjale redoks, ktore sprzyja
redukcyjnemu rozszczepieniu wiazan azowych, jednoczesnie umozliwiajac odzysk energii w
postaci pradu elektrycznego. W etapie tlenowego doczyszczania wykorzystano dwa mieszane
szczepy promieniowcow wyizolowane z kompostu ogrodowego. Ta mieszana kultura bakterii
utleniala zredukowane intermedianty oraz resztkowa materi¢ organiczng wytworzona na anodzie,

wspierajac petna mineralizacjg¢ barwnika.

Dokonano oceny skutecznosci dekoloryzacji, sktadu spolecznosci mikroorganizméw za pomocg

sekwencjonowania 16S rRNA, a spektroskopig impedancyjng (EIS) zastosowano do oceny oporu



anody 1 DCMFC. Wyniki wykazaly skuteczno$¢ dekoloryzacji w zakresie 90 £ 2% do 98 = 1,9%
dla stgzenia EB 100 mg/L oraz 79 + 2% do 87% % 1% dla 200 mg/L, po 20-24 h procesu. Analiza
spolecznosci mikrobiologicznej ujawnita istotng obecnos$é Pseudomonadota (45,5% w hodowlach
zaadaptowanych do barwnika 1 32% w hodowlach inokulum), z kluczowymi rodzajami
obejmujacymi Actinomarinicola (13,75%), Thermochromatium (4,.82%) oraz Geobacter (4,52%).
Badania te podkreslaja potencjat zintegrowanego systemu DCMFC-tlenowego, wykorzystujacego
po raz pierwszy w etapie tlenowym mieszane szczepy promieniowcow, co w przysztoéci moze byé
zastosowane z korzyscig dla skutecznego oczyszczania przemystowych sciekéw barwnikowych,
oferujac korzysci srodowiskowe i bioenergetyczne. Rozdzial ten prezentuje rozwiazania, ktore
skrocily czas dekoloryzacji z 3 dni do 20-24 godzin, osiggajac pelng mineralizacje poprzez
dodanie wtdrnego etapu tlenowego. Oczyszczono takze wyzszy ladunek poczatkowy Evans Blue
wynoszacy 200 mg/L, dwukrotnie wigkszy niz w rozdzialach 1 i1 2. Pozostaly trzy ograniczenia:
dhugi okres rozruchu (adaptacji) okolo 30 dni zanim mozna rozpoczaé wlasciwy eksperyment
degradacji EB przy poczatkowym stgzeniu 100 i 200 mg/L, dodatkowe zapotrzebowanie
energetyczne wynikajace z etapu tlenowego oraz trudne sledzenie mechanizmu w ukladzie z
mieszana mikrospolecznoscia. Problemy te wskazuja na potrzeb¢ optymalizacji reaktora i
biointerfejsu MFC i podjgcia proby zastosowania przyjaznego dla srodowiska, jednokomorowego
mikrobiologicznego ogniwa paliwowego (SCMFC), aby czysta hodowla mogta doréwnaé lub
przewyzszy¢ t¢ wydajnosé, zapewniajac jednoczesnie bardziej interpretowalne mechanizmy i

latwiejsza kontrolg procesu.

Na podstawie ograniczen poprzedniego rozdzialu, zdecydowano si¢ na kierunek badan, ktérego
wyniki zaprezentowano w ostatnim rozdziale eksperymentalnym. Zawarto tu wyniki: wplywu
modyfikacji tkaniny weglowej (elektrody anodowej) z uzyciem polianiliny (PANI), glukozy i
zelatyny na mozliwos¢ tworzenia biofilmu; transferu fadunku oraz zywotnosci mikroorganizmoéow
z wykorzystaniem czystej hodowli Shewanella oneidensis MR-1. Czyste hodowle sg bardziej
podatne na toksyczny wplyw barwnikéw i wykazuja gorszg wydajnos¢ przy wysokich
poczatkowych stgzeniach barwnika. Wyniki cyklicznej woltamperometrii oraz badania zywotnosci
biofilmu dla zastosowanych modyfikacji elektrod wykazaly, ze tkanina weglowa pracujaca w
roztworze glukozy (CC.G.B) sprzyja gldéwnie wzrostowi planktonicznemu, ograniczajac adhezje
bakterii, natomiast zmodyfikowana tkanina weglowa (MCC.B) sprzyja najlepszemu rozwojowi

biofilmu (90,2 + 0,2 %) oraz pojemnosci magazynowania fadunku (174,9 = 10,2 mC/cm2), co



odpowiada okolo 50-krotnemu wzrostowi CSC w poréwnaniu z uktadem z niezmodyfikowana
tkanina weglowa (CC.B) (3,3 = 0.3 mC/cm2), podkreslajac synergiczny wplyw modyfikacji
powierzchni i aktywnosci mikroorganizmow. Wyniki te pokazuja, ze MCC.B ulatwia
pozakomodrkowy transfer elektrondw poprzez optymalizacje adhezji bakterii i dostgpnosci
sktadnikow odzywcezych, co czyni go obiecujacym kandydatem do skrocenia rozruchu ukladu do

3 dni (30 dni w rozdziale 3) oraz poprawy wczesnej wydajnosci bioelektrody.

W SCMEC ze zmodyfikowanym interfejsem anody osiagnieto w 13 godzinie procesu okoto 96—
97% dekoloryzacji przy stezeniu EB 150 mg/L (150 = 5 h: t80 = 9-10 h), 90-91% przy 300 mg/L
oraz 73% przy 450 mg/L. Tym samym obnizono czas dekoloryzacji do 13 godzin z 24 godzin
(rozdzial 3). Uklad dzialal takze stabilnie przy poczatkowym ladunku 450 mg/L, podczas gdy
wezesniejsze eksperymenty wykazywaly ograniczenia wydajnosci z powodu toksycznosci
barwnika powyzej 200 mg/L. Analiza GC-MS wykazala, ze EB jest degradowany do mnigj
toksycznych zwigzkow, glownie niskoczasteczkowych kwaséw  3-methylbutanowego i
oktanowego, nawet bez tlenowego etapu doczyszczania. Wyniki te wskazuja na kontrolowalng
sekwencje: zmodyfikowana chemia powierzchni elektrody anodowej poprawila przyczepnosé
czystej kultury bakterii 1 pozwolila na zniesienie toksycznego wplywu wysokiego poczatkowego
stezenia barwnika dzigki dobrze rozwinig¢temu biofilmowi na zmodyfikowanej elektrodzie.
Wzmocnilo to roéwniez transfer elektronow oraz zwigkszylo szybkos¢ i1 zdolno$¢ procesu.
Rozwigzanie pozostaje proste, wykorzystuje standardowgq tkaning weglowg i jest skalowalne do

szybszego oczyszczania.



