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STRESZCZENIE

Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe (MFC) to uklady bioelektrochemiczne, w ktorych
mikroorganizmy przeksztatcajg zwiazki organiczne w energi¢ elektryczng. W literaturze
naukowej dominowaty dotychczas publikacje koncentrujace si¢ przede wszystkim
na oczyszczaniu $cickOw oraz wytwarzaniu energii elektrycznej. Zastosowanie MFC
w Dbiodegradacji ztozonych, hydrofobowych zanieczyszczen oraz w biosyntezie
zwigzkow powierzchniowo czynnych pozostaje natomiast stosunkowo stabo zbadane.
Pomimo rosngcego zainteresowania uktadami bioelektrochemicznymi, niewiele prac
skupiatlo si¢ na zaleznosci migdzy degradacja weglowodorow, aktywnoscia
elektrochemiczng a synteza biosurfaktantow w MFC. Niniejsza praca ma na celu
wypetnienie tej luki poprzez kompleksowa, interdyscyplinarng analiz¢ procesow
zachodzagcych w MFC, 1aczac metody elektrochemiczne, mikrobiologiczne,
metabolomiczne 1 metagenomiczne.

Celem niniejszej rozprawy byto okreslenie struktury oraz funkcjonalnosci anodowych
spotecznosci mikroorganizméw rozwijajacych sie¢ w MFC, zdolnych do biodegradacji
zwigzkow ropopochodnych, produkcji biosurfaktantow oraz generowania energii
elektrycznej w zréznicowanych warunkach eksperymentalnych.

Na poczatkowym etapie pracy oceniono mozliwos¢ wykorzystania technologii MFC
do biodegradacji benzenu jako modelowego zwigzku aromatycznego. W tym celu
zastosowano strategi¢ inokulacji oparta na czystych szczepach, a nast¢pnie ich
wzbogacanie osadem czynnym. Dodatkowo przeprowadzono analize¢ wptywu glukozy
jako kosubstratu, co pozwolilo na uksztalttowanie funkcjonalnych spotecznosci
anodowych 1 uzyskanie rekordowych wartosci gestosci mocy. Kompleksowa
charakterystyka elektrochemiczna, mikrobiologiczna (16S rRNA) oraz metabolomiczna
(NMR) wykazata wysoka efektywnos¢ bioelektrochemiczng ukladéow, nalezaca
do najwyzszych dotychczas raportowanych w literaturze. Benzen pehit role czynnika
selekcyjnego, sprzyjajac rozwojowi mikroorganizméw zdolnych do jego degradacji
oraz transferu elektronow, w tym m.in. Citrobacter freundii, Comamonas testosteroni,
Arcobacter faecis, Myroides odoratus oraz Dysgonomonas sp.

W kolejnym etapie pracy przeanalizowano wplyw przylozonego potencjatu do anody na
strukture 1 bior6znorodno$¢ spotecznosci mikroorganizméw anodowych rozwijajacych
si¢ w uktadach MFC zasilanych olejem napedowym. Wykazano, Ze ujemna polaryzacja
anody (-0,3 V) sprzyjala formowaniu si¢ bardziej zlozonych i funkcjonalnie
wyspecjalizowanych biofilmoéw anodowych, co bylo zwigzane z uzyskaniem najwyzszej
gestosci mocy. Spoteczno$ci rozwijajace si¢ przy tym potencjale charakteryzowaty
si¢ wyzsza biordznorodnosciag oraz zwickszonym udzialem taksonéw zdolnych
do bezposredniego transferu elektronow 1 degradacji weglowodorow, w tym
przedstawicieli rodzajow Comamonas, Gordonia, Pseudomonas, Geobacter oraz
Rhodococcus. Uzyskane wyniki wykazaly, ze potencjat anody peini kluczowa role
selekcyjng w ksztaltowaniu funkcjonalnosci mikrobiomu anodowego i efektywnosci
elektrochemicznej uktadow MFC w procesie biodegradacji ropopochodnych.



Nastepnie oceniono zdolno$¢ do biodegradacji ropy naftowej oraz potencjal
elektrochemiczny dziewigciu inokulow pochodzacych ze zrdéznicowanych nisz
ekologicznych. Wykazano, ze =zastosowanie strategii kosubstratowej opartej
na suplementacji octanem sodu pozwolito na blisko 4-krotny wzrost $redniej gestosci
mocy, osiggajac rekordowg wartos$é 18,3 W/m?® dla mikroflory wzbogaconej z separatora
zwigzkow ropopochodnych. Wysoka wydajno$¢ energetyczna byla powigzana
ze spadkiem napigcia powierzchniowego anolitow, co dowodzi aktywnej biosyntezy
biosurfaktantow wspomagajacych biodostepnos¢ weglowodoréw. W ramach pracy,
po raz pierwszy okreslono wystepowanie genow funkcjonalnych zaangazowanych
w degradacje zwigzkéw ropopochodnych w MFC (m.in. nahB, tmoF, ladA i ahyA).
Wykazanie ich obecnosci w warunkach bioelektrodegradacji rzuca nowe $wiatlo
na molekularne mechanizmy sprzezenia degradacji weglowodorow
z zewnatrzkomorkowym transferem elektronow.

W dalszej czesci pracy podjeto probe skalowania uktadéw MFC oraz oceniono ich
stabilno$¢ podczas dlugotrwalej eksploatacji. Do badan wyselekcjonowano trzy
najbardziej efektywne konsorcja mikroorganizméw wzbogacone w uktadach MFC we
wcezesniejszym etapie. Wraz z trzykrotnym zwigkszeniem powierzchni anody oraz
czterokrotnym wzrostem obj¢tosci roboczej reaktora, odnotowano wzrost maksymalnej
gestosci mocy 0 42 %: z poziomu 18,3 W/m? do 26 W/m?>. Wynik ten jest ponad 4-krotnie
wyzszy od dotychczasowych doniesien literaturowych dla systeméw zasilanych ropg
naftowa, zintegrowanych z produkcja biosurfaktantow. Wykorzystanie techniki
LC-MS/MS umozliwito identyfikacj¢ profilu biosurfaktantow produkowanych in situ,
natomiast analiza metagenomiczna potwierdzita synergistyczne wspotistnienie taksonow
egzoelektrogennych (Geobacter anodireducens, Arcobacter faecis) z gatunkami
odpowiedzialnymi za biodegradacj¢ weglowodorow 1 biosynteze zwigzkow
powierzchniowo czynnych (Pseudomonas stutzeri, Gordonia terrae).

Ostatni etap pracy dotyczyl eksperymentu zwigzanego z wykorzystaniem oleju
posmazalniczego jako substratu do syntezy biosurfaktantow w MFC. W pierwszej
kolejnosci opracowano protokédt analizy LC-MS/MS do identyfikacji ramnolipidow
w probkach anolitow. Na jego podstawie przeprowadzono analizy, ktore wykazaly
obecno$¢ jedenastu biosurfaktantow nalezacych do grupy mono- oraz diramnolipidow.
Przeprowadzone profilowanie taksonomiczne wykazalo, ze w spotecznosci anodowe;j
dominowat Pseudomonas aeruginosa, znany ze zdolno$ci do zewnatrzkomorkowego
transferu elektronéw, produkcji mediatorow (np. piocyjaniny) oraz syntezy
ramnolipidow. Obserwowana réznorodno$¢ ramnolipidow byta wigksza niz w uktadach
z frakcjami ropopochodnymi. Wynik ten wskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania oleju
posmazalniczego jako substratu do produkcji biosurfaktantow w uktadach MFC.

Wyniki niniejszej dysertacji wskazuja, ze mikrobiologiczne ogniwa paliwowe stanowia
efektywna platforme do jednoczesnej biodegradacji zanieczyszczen hydrofobowych,
produkcji biosurfaktantow 1 wytwarzania energii elektrycznej. Rodzaj inokulum,
potencjal anody oraz charakter substratu determinuja zaré6wno aktywno$¢
egzoelektrogenna, jak i strukture spotecznosci mikroorganizméw a takze jej zdolnosé



do biosyntezy surfaktantow. Uzyskane wyniki wnosza istotny wkilad w poznanie
mechanizmow funkcjonowania spotecznosci mikroorganizméw w obecnosci ztozonych
weglowodoréw oraz potwierdzajg wysokie mozliwosci aplikacyjne technologii MFC
w procesach bioremediacji oraz rozwoju zrownowazonych technologii energetycznych.
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ABSTRACT

Microbial fuel cells (MFCs) are bioelectrochemical systems in which microorganisms
convert organic compounds into electrical energy. To date, the scientific literature has
predominantly focused on wastewater treatment and electricity generation. In contrast,
the application of MFCs for the biodegradation of complex, hydrophobic pollutants and
the biosynthesis of surface-active compounds remains relatively underexplored. Despite
the growing interest in bioelectrochemical systems, few studies have focused on the
relationship between hydrocarbon degradation, electrochemical activity, and
biosurfactant synthesis in MFCs. This study aims to address this gap through
a comprehensive, interdisciplinary analysis of the processes occurring in MFCs,
integrating electrochemical, microbiological, metabolomic, and metagenomic
approaches.

The objective of this dissertation was to characterize the structure and functionality
of anodic microbial communities developing in MFCs, capable of hydrocarbon
biodegradation, biosurfactant production, and electricity generation under diverse
experimental conditions.

In the initial phase, the potential of MFC technology for the biodegradation of benzene,
selected as a model aromatic compound, was evaluated. A strategy combining pure-strain
inoculation followed by enrichment with activated sludge was employed. Additionally,
the effect of glucose as a co-substrate was assessed, enabling the formation of functional
anodic communities and achieving record power density values. Comprehensive
electrochemical, microbiological (16S rRNA), and metabolomic (NMR) characterization
demonstrated high bioelectrochemical efficiency, among the highest reported to date.
Benzene acted as a selective factor, promoting the growth of microorganisms capable
of its degradation and electron transfer, including Citrobacter freundii, Comamonas
testosteroni, Arcobacter faecis, Myroides odoratus, and Dysgonomonas sp.

Subsequently, the influence of applied anode potential on the structure and biodiversity
of anodic microbial communities in diesel-fed MFCs was investigated. It was shown that
negative anode polarization (-0,3 V) promoted the formation of more complex and
functionally specialized anodic biofilms, which correlated with the highest power density
achieved. Communities developing under this potential exhibited higher biodiversity and
an increased abundance of taxa capable of direct electron transfer and hydrocarbon
degradation, including members of the genera Comamonas, Gordonia, Pseudomonas,
Geobacter, and Rhodococcus. These results indicate that anode potential plays a key
selective role in shaping the functionality of the anodic microbiome and
the electrochemical performance of MFCs in hydrocarbon biodegradation processes.

The biodegradation potential of crude oil and the electrochemical activity of nine inocula
from diverse ecological niches were then evaluated. Implementation of a co-substrate
strategy using sodium acetate supplementation resulted in nearly a fourfold increase
in average power density, reaching a record 18,3 W/m® for microbial communities
enriched from a petroleum compound separator. High energy efficiency was associated
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with a decrease in the surface tension of the anolytes, indicating active biosurfactant
synthesis that enhances hydrocarbon bioavailability. For the first time, this study
identified the presence of functional genes involved in hydrocarbon degradation in MFCs,
including nahB, tmoF, ladA, ahyA. Their detection under bioelectrodegradation
conditions provides new insight into the molecular mechanisms coupling hydrocarbon
degradation with extracellular electron transfer.

Further experiments addressed MFC scale-up and long-term operational stability. Three
of the most efficient microbial consortia, enriched in the previous stage, were selected.
Increasing the anode surface area three times and the reactor working volume four times
resulted in a 42 % increase in maximum power density, from 18,3 W/m? to 26 W/m?.
This performance exceeds by more than fourfold previously reported values for crude oil-
fed systems integrated with biosurfactant production. LC-MS/MS analysis enabled in situ
identification of biosurfactant profiles, while metagenomic analysis confirmed
the synergistic coexistence of exoelectrogenic taxa (Geobacter anodireducens,
Arcobacter faecis) with species responsible for hydrocarbon degradation and surface-
active compound biosynthesis (Pseudomonas stutzeri, Gordonia terrae).

The final stage of the study focused on an experiment using waste frying oil as a substrate
for biosurfactant synthesis in MFCs. First, an LC-MS/MS analytical protocol
was developed for the identification of rhamnolipids in anolyte samples. Based on this
protocol, analyses revealed the presence of eleven biosurfactants, including both mono-
and dirhamnolipids. Taxonomic profiling showed that the anodic community was
dominated by Pseudomonas aeruginosa, known for its ability to perform extracellular
electron transfer, produce mediators (e.g., pyocyanin), and synthesize rhamnolipids.
The observed diversity of rhamnolipids was higher than in MFCs supplied with
petroleum-derived fractions. These results indicate the potential of using waste frying oil
as a substrate for biosurfactant production in MFC systems.

Overall, the results demonstrate that microbial fuel cells represent an effective platform
for the simultaneous biodegradation of hydrophobic pollutants, biosurfactant production,
and electricity generation. Inoculum type, anode potential, and substrate characteristics
determine both exoelectrogenic activity and microbial community structure.
These findings provide significant insights into the functioning of microbial communities
in the presence of complex hydrocarbons and confirm the high application potential
of MFC technology in bioremediation processes and the development of sustainable
energy technologies.
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WYKAZ SKROTOW

AEM, ang. Anion Exchange Membrane — membrana anionowymienna
API, ang. American Petroleum Institute — Amerykanski Instytut Naftowy
ASV, ang. amplicon sequence variants — unikalne sekwencje amplikonéw
BTEX — benzen, toluen, etylobenzen i ksylen

CE, ang. Coulombic efficiency — efektywnos¢ kulombowska

CEM, ang. Cation Exchange Membrane — membrana kationowymienna
ChZT — chemiczne zapotrzebowanie na tlen

CMC, ang. Critical Micelle Concentration — krytyczne stezenie micelizacji
CPE, ang. constant phase element — element fazy statej

CV, ang. Cyclic Voltammetry — woltamperometria cykliczna

DET, ang. Direct Electron Transfer — bezposredni transfer elektronow

DIET, ang. Direct Interspecies Electron Transfer — bezposredni miedzygatunkowy
transfer elektronéw

ECM, ang. equivalent circuit model — model obwodu rownowaznego
EET, ang. extracellular electron transfer — zewnatrzkomorkowy transfer elektronow

EIS, ang. Electrochemical Impedance Spectroscopy — elektrochemiczna spektroskopia
impedancyjna

EPA, ang. Environmental Protection Agency — amerykanska Agencja Ochrony
Srodowiska

EPS, ang. extracellular polymeric substances — zewnatrzkomdrkowe substancje
polimerowe

ESI, ang. electrospray ionization — jonizacja elektrorozpylaczem

HDG, ang. hydrocarbon degradation-related genes — geny zwiazane z degradacja
weglowodoréw

HMM, ang. Hidden Markov Model — ukryty model Markowa

HRT, ang. Hydraulic Retention Time — czas retencji hydraulicznej

IET, ang. Indirect Electron Transfer — posredni transfer elektronow
LSV, ang. Linear Sweep Voltammetry — woltamperometria liniowa
MES, ang. Microbial Electrosynthesis — mikrobiologiczna elektrosynteza

MDC, ang. Microbial Desalination Cell — mikrobiologiczne ogniwo odsalajace
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MEC, ang. Microbial Electrolysis Cell — mikrobiologiczne ogniwo elektrolizy
MSM, ang. mineral salt medium — podloze mineralne

NGS, ang. next generation sequencing — sekwencjonowanie nowej generacji
OCYV, ang. open circuit voltage — napigcie obwodu otwartego

OCP, ang. open circuit potential — potencjat obwodu otwartego

ORR, ang. oxygen reduction reaction — reakcja redukcji tlenu

qPCR, ang. quantitative Polymer Chain Reaction — ilos§ciowa tancuchowa reakcja
polimerazy

PCA, ang. Principal Component Analysis — analiza gldéwnych sktadowych
PMMA - polimetakrylan metylu

PP — polipropylen

PTFE — poli(tetrafluoroetylen)

RPKG, ang. reads per kilobase per genome — odczyty na kilozasad¢ na genom
SHE, ang. Standard Hydrogen Electrode — standardowa elektroda wodorowa
SPE, ang. solid phase extraction — ekstrakcja do fazy statej

SRB, ang. sulfate-reducing bacteria — bakterie redukujgce siarke

ST, ang. surface tension — napi¢cie powierzchniowe

TEA, ang. Terminal Electron Acceptor — ostateczny akceptor elektronow
TLC, ang. thin layer chromatography — chromatografia cienkowarstwowa
WR - weglowodory ropopochodne

WWA — wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
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WYKAZ SYMBOLI

Symbol Znaczenie Jednostka
Aux Powierzchnia geometryczna ol
anody
Ax Powierzchnia katody m?
CE Efektywnos¢ kulombowska %
ChZT Chemiczne zapotrzebowanie mg/L
na tlen
Potencjal elektrody mierzony

E wzgledem standardc.)\?vej mV vs SHE
elektrody wodorowej jako
elektrody odniesienia
Ea24 Indeks emulsyfikacji %
F Stata Faradaya C/mol
ho Poczatkowa wysoko$¢ piany cm
- Wysokoé.é piany po 10 em
minutach
HRT Czas retencji hydrauliczne;j h
I Natezenie pradu A
ocv Napigcie obwodu otwartego VvV
ocp Potencjat obwodu otwartego v
P Gesto$é mocy W/m?, W/m®
R Rezystancja Q
Ra Rezystancja anody Q
Ruew Rezystancja wewnetrzna 0
uktadu
Rk Rezystancja katody Q
Rezystancja sumy
Ry skiadnik()w.: oporc?w 0
membrany i oporow
elektrolitu
Riew Rezystancja zewnetrzna Q
ST Napigcie powierzchniowe mN/m
T Temperatura °C
t Czas dni, tygodnie
U Napigcie vV
Van Objeto$¢ anolitu cm’
Ve Objetose robocza. komory o
anodowe;j
Zim Impedancja urojona Q
ZRe Impedancja rzeczywista Q
AChZT Zmiana stezenia ChZT %
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1. WSTEP TEORETYCZNY
1.1. Wprowadzenie do problematyki

Zanieczyszczenie $rodowiska trudnodegradowalnymi substancjami organicznymi
stanowi jedno z najistotniejszych wyzwan wspolczesnego spoteczenstwa. Szczegolnie
problematyczne sg zanieczyszczenia hydrofobowe. Do tej grupy zalicza si¢ weglowodory
aromatyczne i alifatyczne oraz ich mieszaniny: ropa naftowa czy olej napgdowy
z przemyshu petrochemicznego, a takze posmazalnicze oleje roslinne pochodzace
z przemyshu spozywczego.

Zanieczyszczenia z przemystu petrochemicznego charakteryzuja si¢ wysoka trwatoscia,
toksycznoscig oraz zdolnoscig do akumulacji w glebie 1 osadach. [1]. Natomiast zuzyte
oleje roslinne, z powodu nieodpowiedniej utylizacji moga powodowaé powazne
problemy S$rodowiskowe, poprzez blokowanie systemOow kanalizacji oraz
zanieczyszczajagc wode oraz glebe [2]. Wystepowanie tych zanieczyszczen nie tylko
prowadzi do pogorszenia jakosci srodowiska naturalnego, lecz roéwniez generuje istotne
zagrozenia zdrowotne 1 ekologiczne. W zwiazku z tym kluczowe znaczenie nabiera
rozw0j efektywnych, zrownowazonych 1 ekologicznych metod ich usuwania.

Jednym z najczgsciej stosowanych podejs¢ w tym obszarze jest bioremediacja, czyli
proces wykorzystujacy organizmy zywe, takie jak: bakterie, grzyby i rosliny, do rozktadu
1 neutralizacji substancji szkodliwych. Technologia ta charakteryzuje si¢ relatywnie
niskim kosztem, minimalnym wplywem na $rodowisko oraz mozliwoscig stosowania
w szerokim zakresie warunkow srodowiskowych. Bioremediacja pozwala nie tylko
usuwac zanieczyszczenia, ale takze przywraca¢ funkcje ekologiczne zdegradowanych
obszarow [3].

Klasyczne metody bioremediacji bazuja na procesach naturalnych lub kontrolowanych,
w ktorych organizmy przeksztatcajg zanieczyszczenia w produkty nieszkodliwe, takie jak
dwutlenek wegla, woda czy biomasa [4]. Procesy te mogg przebiega¢ w warunkach
tlenowych 1 beztlenowych, przy czym dostepnos¢ tlenu w znacznym stopniu determinuje
ich efektywnos$¢. W srodowiskach tlenowych degradacja przebiega szybciej, poniewaz
tlen jest efektywnym akceptorem elektronéw dla mikroorganizmow [5]. Z kolei
w warunkach beztlenowych, np. w glebie, osadach dennych czy wodach gruntowych,
mikroorganizmy wykorzystuja alternatywne akceptory elektronow, takie jak azotany,
siarczany czy zwigzki zelaza. To prowadzi do wolniejszej 1 bardziej selektywnej
degradacji [6].

Efektywno$¢ klasycznej bioremediacji bywa ograniczona przez brak odpowiednich
mikroorganizmow, niska biodostgpno$¢ zanieczyszczen, diugi czas degradacji oraz
koniecznos$¢ dostarczenia zewnetrznego akceptora elektrondw [7]. Alternatywe stanowi
bioelektrochemicznie wspomagana bioremediacja, realizowana z wykorzystaniem
uktadow  bioelektrochemicznych ~ (BES, ang.  bioelectrochemical  system),
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w szczegbdlnosci mikrobiologicznych ogniw paliwowych (MFC, ang. Microbial Fuel
Cell). W uktadach tych mikroorganizmy anodowe utleniaja zwigzki organiczne
i przekazuja elektrony na elektrodg¢, co wumozliwia jednoczesng degradacje
zanieczyszczen oraz odzysk energii elektrycznej [8].

Obecnos$¢ elektrody anodowej jako wydajnego, ciaglego akceptora elektronéw pozwala
na efektywne prowadzenie procesow degradacyjnych réwniez w warunkach
beztlenowych i sprzyja selekcji mikroorganizméw zdolnych do zewnatrzkomorkowego
transferu elektronow. Wykazano, ze srodowisko anodowe MFC silnie stymuluje rozwoj
bakterii degradujacych weglowodory, ktorych liczebnos¢ w okolicy anody moze wzrastaé
nawet o dwa rzedy wielkosci, co intensyfikuje rozktad zwigzkow trudnodegradowalnych
[9]. Zastosowanie MFC znaczaco zwigksza skutecznos¢ bioremediacji. W pracy Morris
1 in. [10] odnotowali wzrost efektywnosci beztlenowej biodegradacji oleju napedowego
z 31 % do 82 %. Natomiast w pracy Kumar i in. [11] podsumowano badania wskazujace,
ze w MFC degradacja wegglowodorow aromatycznych moze przebiegac
z wykorzystaniem elektrody jako koncowego akceptora elektronéw. Co wiecej, liczne
prace potwierdzaja, ze technologia MFC moze przewyzsza¢ klasyczne metody
bioremediacji pod wzgledem tempa 1 skutecznosci rozktadu zwigzkow ropopochodnych
[12], [13], [14].

Zastosowanie MFC w bioremediacji tgczy zatem dwa kluczowe cele: oczyszczanie
srodowiska oraz pozyskiwanie energii elektrycznej w sposéb  zintegrowany
1 zrbwnowazony. Technologia ta sprzyja projektowaniu samowystarczalnych uktadow
bioelektrochemicznych, zdolnych do efektywnej degradacji opornych zanieczyszczen
bez konieczno$ci dostarczania zewnetrznych akceptoréw elektronow. W niniejszej
rozprawie dokonano analizy potencjatu  bioelektrochemicznie = wspomaganej
bioremediacji, z wykorzystaniem technologii MFC, w odniesieniu do aktualnych potrzeb
1 wyzwan w ochronie srodowiska.

1.2. Zrédlo i charakterystyka zwiazkéw trudnodegradowalnych

1.2.1. Zanieczyszczenia z przemyshu petrochemicznego

Przemyst petrochemiczny jest fundamentem $wiatowej gospodarki, przeksztatcajac
surowce kopalne w produkty niezbgdne w niemal wszystkich sektorach zycia:
od transportu po nowoczesne technologie. Wykorzystuje surowce, takie jak ropa naftowa
1 gaz ziemny, do produkcji paliw, tworzyw sztucznych, kauczuku, rozpuszczalnikdw,
nawozow sztucznych czy farmaceutykoéw [15], [16]. Intensywne wykorzystanie tych
produktow w motoryzacji, budownictwie, rolnictwie oraz przemysle chemicznym wigze
si¢ jednak z masowa emisja 1 uwalnianiem do biosfery szerokiej grupy zwiazkoéw
okreslanych jako weglowodory ropopochodne (WR).

Ze wzgledu na zréznicowanie chemiczne, weglowodory ropopochodne klasyfikuje sig
zazwyczaj na podstawie ich budowy. Na tej podstawie wyrdznia si¢ cztery gtowne grupy,
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ktére przedstawiono na ponizszym schemacie (Rysunek 1): (i) alifatyczne — alkany,
alkeny i alkiny; (ii) cykloalifatyczne — np. cykloalkany; (iii) aromatyczne — w tym lotne
zwigzki BTEX (ang. BTEX - benzen, toluen, etylobenzen i ksylen) oraz
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA); a takze (iv) pozostale frakcje,
takie jak asfalteny, woski, smota i zywice. Taki podziat jest istotny z punktu widzenia ich
toksycznos$ci, mobilno$ci oraz podatnosci na procesy degradacyjne, zaréwno biologiczne,
jak i fizykochemiczne [17].

Weglowodory alifatyczne Weglowodory aromatyczne

Alkany Alkeny Alkiny BTEX WWA
n3c/\m3 N3c/\/(H3 Nc//\crq ©/CH:« OO 5
propan buten propyn O Q
benzen toluen naftalen fenantren
CH,
Przyktady: metan, heksan, heksadekan, eikozan, propylen, @: ’ OOO
acetylen. CH,
Cechy: ksylen antracen
* Majg nizsza gestos¢ niz woda, Cechy:
* Sg niepolarne i praktycznie nierozpuszczalne * Bardzo lotne,,
w wodzie, * Niepolarne, BTEX lepiej rozpuszczalne w wodzie niz
e Wraz z diugoscia taricucha weglowego maleje WWA,
lotno$é, a temperatura wrzenia rosnie. » Trwate chemicznie i mato podatne na biodegradacje.

Weglowodory cykloalifatyczne Inne sktadniki
A O O

| | I |

Cyklopropan Cyklopentan Cykloheksan Asfalteny  Zywicie Woski i Zwigzki

smoty niebedace
weglowodorami

Przyktady:  cyklopentan, cykloheksan, cyklobutan,

metylocykloheksan, dimetylocykloheksan.

Cechy:

e Zawierajg od okoto 18 do 65 atomow wegla,

¢ Rozpuszczalne w zwigzkach aromatycznych
i nierozpuszczalne w lekkich alkanach.

Cechy:

* Maja do 6 atomdéw wegla w czgsteczce,
« Stabo rozpuszczalne w wodzie,

* Stosunkowo odporne na biodegradacije.

Rysunek 1 Podzial weglowodorow ropopochodnych (WR) na glowne grupy: alifatyczne, cykloalifatyczne,
aromatyczne oraz pozostate frakcje (asfalteny, woski, smoty, Zywice).

Dziatalno$¢ sektora przemystu petrochemicznego obejmuje wydobycie, przetwarzanie,
dystrybucj¢ 1 magazynowanie surowcow, wigzac si¢ jednoczesnie z istotnym ryzykiem
ekologicznym [18]. Substancje te, uwalniane w wyniku procesow eksploatacyjnych oraz
awarii, stanowig ztozone mieszaniny weglowodoréw o wiasciwosciach toksycznych,
mutagennych i kancerogennych [19]. Ze wzgledu na wysoka trwalo$¢ oraz niska
podatno$¢ na naturalng biodegradacj¢, wiele z nich zostalo sklasyfikowanych przez
amerykanska Agencje Ochrony Srodowiska (EPA, ang. Environmental Protection
Agency) jako zanieczyszczenia priorytetowe, stanowigcych zagrozenie dla zdrowia ludzi
oraz funkcjonowania ekosysteméw [20]. Emisje 1 wycieki produktéw ropopochodnych
przyczyniaja si¢ do zanieczyszczen gleb, wod 1 powietrza [1], [21]. Produkty takie jak
paliwa, smary 1 inne produkty rafineryjne zawieraja zlozone mieszaniny we¢glowodorow
ropopochodnych, ktére wykazuja dziatanie toksyczne, mutagenne i kancerogenne.
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Zachowanie WR w $rodowisku uzaleznione jest od wielu czynnikoéw, w tym rodzaju
gleby, zawarto$ci materii organicznej, zasolenia, dynamiki wod gruntowych oraz
obecno$ci wspotzanieczyszczen. Parametry te wpltywaja na biodostgpno$¢ i1 transport
zanieczyszczen, co w konsekwencji ogranicza efektywno$¢ samooczyszczania
ekosystemow [22], [23]. Obecnos¢ WR pogarsza jakos¢ wod i gleb, zaburza strukture
mikrobiomu oraz prowadzi do bioakumulacji w lancuchach troficznych. Szczegdlne
zagrozenie stanowig frakcje aromatyczne o dziataniu neuro- i immunotoksycznym.
Dhugotrwaty kontakt z tymi zwigzkami skutkuje przewleklymi uszkodzeniami wielu
narzadow, w tym watroby i nerek, a takze zaburzeniami pracy ukladéw: oddechowego,
moczowego 1 hormonalnego [24].

W dalszej czesci rozdzialu zostang szczegdlowo omdwione trzy substancje modelowe,
ktore reprezentujg rézne klasy WR: benzen jako toksyczny zwigzek aromatyczny, ropa
naftowa jako wieloskladnikowy surowiec naturalny oraz olej napedowy jako przyktad
mieszaniny sredniotancuchowych alkanéw 1 aromatow.

1.2.1.1. Benzen

Jest to najprostszy weglowodor aromatyczny wystepujacy jako bezbarwna, klarowna
ciecz o stlodkawym zapachu. Charakterystyczng cechg benzenu jest szesciocztonowy
pierscien aromatyczny, w ktorym elektrony sa zdelokalizowane, co nadaje czasteczce
duza stabilnos¢. Wykazuje si¢ wysoka lotnoscig, tatwopalnoscia oraz stabg
rozpuszczalnoscia w wodzie (1,88 g/L przy 23,5 °C) [25]. Jego unikalna struktura
1 wlasciwosci sprawiajg, ze znajduje szerokie zastosowanie w przemysle chemicznym.
Benzen jest cennym surowcem do syntezy zwigzkéw organicznych, w tym
aromatycznych weglowodoréw, fenolu, nitrobenzenu, aniliny oraz szeregu pochodnych,
ktore stanowig podstawe do produkcji tworzyw sztucznych, zywic, barwnikow, lekow,
detergentow 1 pestycydoéw. Ze wzgledu na swoja zdolno$¢ do rozpuszczania wielu
substancji organicznych, byt stosowany jako rozpuszczalnik. Jednak z uwagi na swojg
toksycznos¢, jego zastosowanie w tej roli zostato ograniczone. Benzen przedostaje sigdo
srodowiska gtownie w wyniku dziatalnosci przemystu takiej jak rafinacja ropy naftowe;,
spalanie paliw, sktadowanie odpadow czy wycieki produktow naftowych ze zbiornikow
magazynowych i rurociaggéw [26]. Benzen zawarty w dymie tytoniowym oraz spalinach
samochodowych wplywa na wzrost zanieczyszczenia powietrza i wraz z opadami
atmosferycznymi moze trafia¢ do gleb i wod powierzchniowych [27]. Benzen jest
klasyfikowany jako substancja rakotwoércza dla ludzi. Dlugotrwate narazenie na dziatanie
benzenu zwigksza ryzyko rozwoju nowotwordw, zwlaszcza krwi [28].

1.2.1.2. Ropa naftowa

Ropa naftowa pokrywa okoto jednej trzeciej Swiatowego zapotrzebowania na energig,
co czyni ja jednym z kluczowych surowcoéw we wspodtczesnej gospodarce [29]. Stuzy
réwniez jako substrat do produkcji paliw, tworzyw sztucznych, olejow, rozpuszczalnikow
1 innych produktéw petrochemicznych.
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Jest to naturalnie wystepujaca ciecz, skladajaca si¢ gltownie z weglowodorow
o zroznicowanych strukturach 1 dlugosciach tancucha oraz innych zwigzkow
organicznych zawierajacych heteroatomy siarki, tlenu, azotu oraz metali takich jak
zelazo, miedz, nikiel czy wanad. W mniejszym stopniu w jej sktad wchodza zwiazki
nieorganiczne, takie jak woda, siarkowodor czy sole metali [30]. Mimo, ze zwiazki
nieweglowodorowe stanowig niewielki procent sktadu ropy naftowej to maja decydujacy
wptyw na katalityczne przetwarzanie surowca. Sktad ropy naftowej jest bardzo ztozony
1 moze zawiera¢ setki réznych zwigzkow organicznych, gtownie weglowodorow
1 zwigzkow siarki [31]. Jego szczegdtowa charakterystyka jest unikalna dla kazdego ztoza
1 wynika z uwarunkowan geologicznych danego obszaru [32].

Wiasciwosci fizyczne ropy naftowej, takie jak gestos¢, lepkos¢ 1 lotnos¢, charakteryzuja
si¢ duzg zmiennos$cig. Kluczowym parametrem okreslajagcym ten surowiec jest indeks
API (ang. American Petroleum Institute), stanowigcy miarg gestosci ropy naftowej
w stosunku do wody. Stuzy on do klasyfikacji ropy jako lekkiej, sredniej lub cigzkie;.
Im wyzsza wartos¢ API, tym lzejsza ropa naftowa. Ropa moze przyjmowac rdzne barwy,
od bezbarwnej do czarnej, przy czym ropy o nizszym indeksie API sg zwykle ciemniejsze
[30]. W zaleznosci od dominujgcego rodzaju weglowodordéw, ropy naftowe dzielimy
na parafinowe (z przewaga alkandéw), naftenowe (bogate w cykloalkany, aromaty) oraz
mieszane [33].

Ze wzgledu na obecnos¢ toksycznych frakcji, takich jak BTEX 1 WWA, ropa naftowa
stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi oraz dla srodowiska. Kwestie te zostaty
szczegdlowo omoédwione we wprowadzeniu do niniejszego rozdziatu. W przypadku
wyciekow do $rodowiska, zwlaszcza w rejonach wodnych i przybrzeznych, cigzkie
frakcje ropy wykazuja tendencje do akumulacji w osadach dennych. W takich warunkach
moga utrzymywac si¢ przez dhugi czas, wykazujac niska podatno$¢ na biodegradacje.
Ograniczony dostep do tlenu 1 §wiatta znaczaco spowalnia procesy rozktadu, co sprzyja
ich dhugotrwatej obecnosci w $rodowisku [34]. Ponadto obecno$¢ ropy wplywa
negatywnie na mikroorganizmy glebowe i wodne. Prowadzi to do zaburzenia rownowagi
biologicznej oraz zakldcenia proceséw zwigzanych z naturalnym obiegiem pierwiastkow.
[35].

1.2.1.3. Olej napedowy

Olej napedowy (diesel) to frakcja weglowodorowa otrzymywana w procesie destylacji
ropy naftowej, nalezaca do grupy srednich destylatow. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci
energetyczne 1 fatwo$¢ transportu stanowi jedno z najczgsciej stosowanych paliw
ciektych w transporcie drogowym, morskim i kolejowym, a takze w sektorze
przemystowym 1 energetycznym.

Pod wzgledem skladu chemicznego olej napedowy to mieszanina weglowodorow
alifatycznych o dlugosci lancucha od okoto Co do C, cykloalkanow, zwigzkow
olefinowych oraz weglowodoréw aromatycznych, w tym benzenu i WWA [36]. Oprocz
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dominujacych zwigzkéw weglowodorowych, zawiera on réwniez niewielkie ilosci siarki,
azotu i tlenu. W warunkach cis$nienia atmosferycznego temperatura wrzenia tej frakcji
miesci si¢ w zakresie od 160 do 380 °C w warunkach cis$nienia atmosferycznego [37].
Z uwagi na zblizone temperatury wrzenia zanieczyszczen siarkowych i frakcji olejowych,
wiekszo$¢ siarki koncentruje si¢ w oleju napgdowym w trakcie procesu rafinacji. Dlatego
olej napedowy charakteryzuje si¢ zawartoscig duzej ilosci siarki (nawet do 5 % wag.),
co ma bezposredni wplyw na charakterystyke spalania tego paliwa i przyczynia si¢
do emisji zanieczyszczen, ktore stwarzajg zagrozenie dla zdrowia, zwlaszcza wzgledem
uktadu oddechowego [38].

1.2.2. Zanieczyszczenia z przemyshu spozywczego

Dziatalno$¢ przemystlu spozywczego prowadzi do powstawania rdznorodnych
zanieczyszczen. Ich zréodlem sg surowce, stosowane procesy technologiczne oraz
powstajace produkty uboczne i1 odpady. W szczegdlnosci procesy obrobki termicznej
sprzyjaja tworzeniu zwigzkéw niepozadanych o podwyzszonej reaktywnosci chemicznej
1 potencjalnej toksycznosci. Niewlasciwe zagospodarowanie tych zanieczyszczen
stanowi istotny problem $rodowiskowy 1 technologiczny [39].

1.2.2.1. Posmazalnicze oleje roslinne

Wsrod zanieczyszczen generowanych przez przemyst spozywcezy szczegdlne znaczenie
majg odpady powstajace w wyniku proceséw smazenia, w tym posmazalnicze oleje
roslinne. Do proceséw smazenia powszechnie stosuje si¢ oleje roslinne ze wzglgdu na ich
wlasciwosci, ktore rdznig sie¢ w zaleznosci od sktadu chemicznego 1 wplywaja
na temperatur¢ dymienia oraz stabilno$¢ termiczng. Gtownymi sktadnikami olejow
ro$linnych sa triacylogrlicerole (zazwyczaj >95 %) oraz diacyloglicerole (<5 %).
Sa to estry glicerolu 1 kwasow thuszczowych. Zawierajg takze niewielkie ilosci tokoferoli
1 fitosteroli [40]. Oleje ro6znig si¢ miedzy sobg przede wszystkim rodzajami kwasow
tluszczowych, ktore zawierajag. Te najczesSciej wystepujace to kwasy tluszczowe
nasycone, jednonienasycone oraz wielonienasycone, zwykle o wysokiej liczbie atomow
wegla w czasteczce (Ci2-Co2), jak np.: kwas oleinowy, palmitynowy, laurynowy czy
linolowy [2]. Podczas smazenia, zwigzki zawarte w oleju ulegaja roznym reakcjom takim
jak hydroliza, utlenianie czy polimeryzacja [41]. W wyniku pierwszego procesu,
w obecnosci wody zawartej w smazonej zywnos$ci, dochodzi do rozpadu wigzan
estrowych w czasteczkach triacylogliceroli. Powstaja wolne kwasy tluszczowe, mono-
1 diacyloglicerole oraz czasteczki glicerolu, ktore moga podlegaé kolejnym przemianom
np. utlenianiu. W jego trakcie powstaja utlenione trojglicerydy oraz zwiazki lotne takie
jak aldehydy czy ketony. Z kolei reakcja polimeryzacji zachodzi zwlaszcza w trakcie
dlugotrwatego procesu smazenia w wysokiej temperaturze. W jej wyniku powstaja
polimery proste i cykliczne, ktore sa uznawane za potencjalnie szkodliwe 1 sprawiaja,
ze tluszez staje si¢ bardziej lepki i ciemnieje. Dodatkowo podczas smazenia do oleju
dostajg si¢ takze fragmenty pozywienia, co sprawia, ze w zuzytym oleju mogg znajdowac
si¢ rowniez biatka czy cukry [42], [43].
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Wyroéznia si¢ dwa glowne rodzaje oleju posmazalniczego: komercyjny, pochodzacy
z hoteli, restauracji i firm cateringowych oraz z gospodarstw domowych. Wedtug danych
z 2015 roku, w Europie w ciggu roku wygenerowano okoto 1,66 miliona ton zuzytego
oleju kuchennego. W samej Polsce ilo$¢ ta wyniosta 89 tysiecy ton, w tym 54 % zuzytego
oleju pochodzito z gospodarstw domowych [44]. Niewtasciwe postepowanie ze zuzytym
olejem spozywczego, w tym jego odprowadzanie do kanalizacji lub sktadowanie
na wysypiskach, wywiera destrukcyjny wptyw na $rodowisko. Odprowadzanie oleju
do kanalizacji moze skutkowa¢ blokowaniem rur oraz prowadzi do problemow
zwigzanych ze wstgpnym oczyszczaniem S$ciekOw w oczyszczalniach. Natomiast
sktadowanie na wysypiskach prowadzi do zanieczyszczen wod oraz gleb. Jednym
z rozwigzan na utylizacje zuzytego oleju jest produkcja biodiesla [45]. Jednakze zuzyty
olej ro$linny moze by¢ takze dobrym surowcem do syntezy biosurfaktantow w MFC [§],
co zostanie szerzej omowione w czesci eksperymentalnej niniejszej pracy.

1.3. Uklady bioelektrochemiczne
1.3.1. Typy ukladéw bioelektrochemicznych

Uktady bioelektrochemiczne (BES) to urzadzenia, ktére wykorzystujg mikroorganizmy
do prowadzenia réznorodnych proceséw elektrochemicznych. Podstawg kazdego BES
jest ogniwo, w ktorym mikroorganizmy petnig rolg biokatalizatorow.

Poczatkowo BES byly wykorzystywane gtownie do produkcji energii elektrycznej
1 jednoczesnego oczyszczania $ciekow [46]. W ciggu ostatnich dwodch dekad zakres ich
zastosowan znaczaco si¢ poszerzyt miedzy innymi poprzez wykorzystanie ich w takich
procesach jak: odsalanie wody [47], [48], produkcja wodoru [49], metanu [50] oraz
zwiekszenie efektywnosci 1 szybkos$ci procesow biodegradacji zanieczyszczen [51], [52].
Ta szeroka gama zastosowan, w polagczeniu z relatywnie prostg konstrukcja BES, sprawia,
ze stanowig one interesujgce narzedzie w obszarze biotechnologii srodowiskowe;.

W zaleznos$ci od celu zastosowania uktadu bioelektrochemicznego, wyrdznia sie kilka
ich rodzajow. Do najczesciej opisywanych w literaturze uktadow naleza:

e Mikrobiologiczne ogniwo paliwowe — podstawowy oraz najczesciej stosowany
typ BES, w ktérym mikroorganizmy anodowe (najcze¢sciej bakterie), utleniaja
substancje organiczne i przeksztatcajg je w energi¢ elektryczng [53].

e Mikrobiologiczne ogniwo do elektrosyntezy (MES, ang. Microbial
Electrosynthesis Cell) — uktad, w ktorym mikroorganizmy zasiedlajace katode
wykorzystuja dostarczong z zewnatrz energie elektryczng do redukeji dwutlenku
wegla lub lotnych kwasow tluszczowych oraz syntezy wartosciowych zwigzkoéw
organicznych, takich jak kwasy karboksylowe, alkohole czy biopaliwa [54].

e Mikrobiologiczne ogniwo elektrolityczne (MEC, ang. Microbial Electrolysis
Cell) —jest uktadem BES, w ktorym mikroorganizmy utleniaja materi¢ organiczng
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na anodzie. W odroznieniu od MFC, proces ten jest wspomagany niewielkim
doptywem energii elektrycznej, co umozliwia produkcje wodoru lub metanu
na katodzie. [55].

e Mikrobiologiczne ogniwo odsalajace (MDC, ang. Microbial Desalination Cell)
— jest zmodyfikowang formg MFC, gdzie pomigdzy anoda i katoda znajduja si¢
komora ograniczona przez membrany: anionowymienng (AEM, ang. Anion
Exchange Membrane) oraz kationowymienng (CEM, ang. Cation Exchange
Membrane). Taka budowa ogniwa umozliwia cze$ciowe lub catkowite odsalanie
wody lub $ciekow [56], [57].

Szczegblnie interesujagca grupa BES w kontek$cie biodegradacji zwiazkow
ropopochodnych, posmazalniczych olejow roslinnych, a takze syntezy zwigzkow
powierzchniowo czynnych sg mikrobiologiczne ogniwa paliwowe, ktére szerzej zostang
opisane w kolejnym rozdziale.

1.3.2. Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe

Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe stanowig najszerzej opisang grupg ukladow
bioelektrochemicznych w literaturze naukowej. Ze wzgledu na budowe wyrdznia si¢
ogniwa jedno- oraz dwukomorowe. Najczesciej stosowane w badaniach laboratoryjnych
sa uktady dwukomorowe, ktéorych uproszczona budowa oraz mechanizm dziatania
zostaly przedstawione na Rysunku 2. Podstawe konstrukcji tego uktadu stanowig dwie
komory: anodowa oraz katodowa, ktore sa rozdzielone membrang. W ich wnetrzu
znajdujg si¢ elektrody, odpowiednio: anoda i katoda, ktore polaczone sg ze soba
zewnetrznym obwodem elektrycznym. Mikroorganizmy anodowe utleniajg zwigzki
organiczne, jednoczesnie przekazujac elektrony na anode. Nastepnie elektrony
transportowane sg zewng¢trznym obwodem elektrycznym do katody, gdzie nastepuje
redukcja tlenu do wody. Powstajagca migdzy elektrodami réznica potencjaléw generuje
prad elektryczny [58].

Rezystor
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Rysunek 2 Schemat budowy dwukomorowego MFC.
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Kluczowym ograniczeniem ukladow dwukomorowych jest wysoka rezystancja
wewngtrzna, wynikajaca ze znacznej odleglo$ci miedzy anoda i katoda, co istotnie
ogranicza uzyskiwang gestos¢ mocy. Ponadto w dwukomorowych ukladach MFC
obserwuje si¢ nickorzystne nagromadzenie protondéw w komorze anodowej, co prowadzi
do zakwaszenia srodowiska i obniza aktywno$¢ mikroorganizméw. Dodatkowo systemy
te wymagaja stalego napowietrzania elektrolitu komory katodowej w celu dostarczenia
tlenu jako akceptora elektrondw, a takze stosowanie zewngtrznych utleniaczy
chemicznych. To komplikuje ich skalowanie, obniza ogdlng efektywno$¢ energetyczna
procesu oraz zwicksza koszty eksploatacyjne [59].

W przeciwienstwie do nich, ogniwa jednokomorowe eliminujg potrzebe stosowania
oddzielnej komory katodowej poprzez zastosowanie tzw. katody powietrznej.
Taka konstrukcja pozwala na bezposrednie wykorzystanie tlenu z atmosfery, co redukuje
koszty operacyjne i znaczaco zwigksza gesto$¢ mocy wyjsciowej. Dodatkowo, uktady
te charakteryzujg si¢ nizszymi oporami wewnetrznymi oraz nizszymi kosztami
konstrukcji [59].

Niezaleznie od konfiguracji ogniwa, kluczowym elementem ukladow MFC
sa egzoelektrogeny. Sg to drobnoustroje zdolne do zewnatrzkomérkowego transferu
elektronow. Kolonizuja one powierzchni¢ anody tworzac -elektrogenny biofilm.
Drobnoustroje zawarte w biofilmie odpowiadajg za przeprowadzanie reakcji utleniania
zwigzkow organicznych oraz transfer elektronow do powierzchni anody [59].

Wydajnos¢ mikrobiologicznych ogniw paliwowych jest silnie uzalezniona od wielu
czynnikéw takich jak: konstrukcja urzadzenia, rodzaj zastosowanych materiatow (anoda,
katoda, membrana), a takze warunkoéw prowadzenia procesu, takich jak temperatura,
sktad chemiczny podiloza oraz rodzaj zastosowanych mikroorganizmow. Te trzy
kluczowe elementy: anoda, katoda i membrana, odgrywaja fundamentalng role
w efektywnosci procesu wytwarzania energii elektrycznej] w MFC oraz pochlaniajg
najwicksza czes$¢ kosztow budowy ogniwa.

1.3.2.1. Materialy anodowe

Wybdr odpowiedniego materiatu do konstrukeji anody w MFC ma kluczowe znaczenie
dla wydajnosci catego uktadu. Idealny materiat anodowy powinien charakteryzowac
si¢ wysoka przewodnoscig elektryczng, odpornoscia na dziatanie elektrolitu oraz
biokompatybilno$cig. Powierzchnia anody powinna by¢ przystosowana do kolonizacji
przez egzoelektrogeny, tworzac stabilny biofilm. To wilasnie biofilm umozliwia
efektywny transfer elektronow z komorek bakteryjnych do elektrody. Wtasciwosci takie
jak chropowato$¢ i sklad chemiczny powierzchni anody maja bezposredni wplyw
na tempo wzrostu biofilmu 1 jego aktywnos$¢ metaboliczng [60]. Biorac pod uwage
powyzsze parametry, do tworzenia anod wykorzystuje si¢ gldwnie materiaty weglowe,
metale, tlenki metali, polimery przewodzace oraz ich kompozyty [61]. Najwicksza
popularno$¢ zyskaty anody oparte o materialty weglowe, ze wzgledu na ich wzglednie
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niski koszt, wysokg stabilno$¢ mechaniczng oraz chemiczng oraz dobra kinetyke
transferu elektronow. Kluczowe znaczenie ma réwniez ich struktura, ktora ulatwia
osadzanie si¢ mikroorganizmow i sprzyja tworzeniu stabilnego biofilmu [62]. Ponadto
ze wzgledu na dluga zywno$¢ materialow weglowych, sa one wykorzystywane
w eksperymentach dlugoterminowych [63]. Do takich materiatéw zaliczamy np. tkaning
weglowa, welon weglowy, file grafitowy czy granulki grafitowe. W celu poprawy
wydajnosci elektrod, materialty weglowe moga by¢ takze poddawane modyfikacjom
chemicznym oraz fizycznym [59], [64].

1.3.2.2. Materialy katodowe

Podobnie jak w przypadku anody, dobor wlasciwego materiatu katodowego ma kluczowe
znaczenie dla efektywnosci MFC. Material powinien by¢ stabilny, wydajny
1 charakteryzowac si¢ duza powierzchnig, co bezposrednio wptywa na szybko$¢ reakcji
redukcji tlenu (ORR, ang. oxygen reduction reaction) [65]. Ze wzgledu na konstrukcje
katoda moze pozostawa¢ w bezposrednim kontakcie z powietrzem lub znajdowac si¢
w komorze katodowej wypetnionej katolitem. Katody powietrzne majg bezposredni
dostep do tlenu atmosferycznego, ktéry petni role ostatecznego akceptora elektronow.
Moga one zawiera¢ katalizator (np. platyn¢) oraz odpowiednie materialy pomocnicze.
Ich gléwnymi zaletami sg niski koszt, prosta budowa oraz nieograniczony dostep
do tlenu. Z kolei katody zanurzone w elektrolicie wykorzystuja tlen rozpuszczony
w roztworze. Aby przyspieszy¢ reakcje ORR, w tym przypadku czesto stosuje
si¢ katalizatory dodawane bezposrednio do elektrolitu. Rozwigzanie to wymaga jednak
dodatkowego napowietrzania, a jego efektywno§¢ jest ograniczona niska
rozpuszczalnoscig tlenu w cieczach. Oba rodzaje katod mogg by¢ stosowane
z katalizatorami lub bez, co istotnie wptywa na koszt konstrukcji ogniwa MFC.
Najczesciej stosowane materialy przewodzace to tkanina weglowa, welon weglowy
1 siatka platynowa. Istotne sg rowniez spoiwa, takie jak poli(tetrafluoroetylen) (PTFE),
ktore lacza katalizator z elektroda. Zastosowanie katod z katalizatorami wigze sig|
z wysokim kosztem. Problem ten mozna rozwigzac, stosujac materialy weglowe o duzej
powierzchni, co zwigksza gestos¢ pradu. W tym celu wykorzystuje si¢ rozne materiaty,
takie jak grafit i wegiel aktywny, aby uzyska¢ wydajniejsze katody [66].

1.3.2.3. Rodzaje membran

Podstawowym zadaniem membrany jest oddzielenie $rodowiska anodowego
od katodowego oraz ulatwienie transportu protonow. Materialy do budowy membran
powinny charakteryzowa¢ si¢ niska przepuszczalno$cig tlenu oraz innych zwiazkow
chemicznych, ktore dyfundujac pomigdzy elektrodami moglyby wptynaé¢ na pogorszenie
wydajnosci MFC [67]. Membrany powinny charakteryzowa¢ si¢ niskim oporem
wewnetrznym, wysoka przewodnos$cig protonowa, dlugotrwala stabilnoscia oraz
zapewnia¢ efektywna wymiang masy pomig¢dzy tlenowa katoda a beztlenowym
srodowiskiem anody. Spehienie tych parametrow warunkuje efektywnos$¢ membrany
w kontekscie zastosowan w ukladach MFC. W licznych przypadkach separatory
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wykorzystywane w MFC sg oparte na polimerach. Wazng klasg membran polimerowych
sa membrany jonowymienne, ktore w swojej strukturze posiadaja grupy funkcyjne,
warunkujace selektywny transport jonow o przeciwnym tadunku oraz blokad¢ jonow
o podobnym tadunku. Wsro6d membran jonowymiennych wyrdznia si¢ membrany
anionowymienne (AEM) oraz kationowymienne (CEM) [68]. Najczesciej
wykorzystywanymi separatorami w MFC s3 membrany CEM, ktore umozliwiajg
transport protondow lub innych specyficznych kationow z anody do katody. Najbardziej
rozpowszechniong membrang tego typu jest Nafion, jednak tansza alternatywa, cieszaca
si¢ rosngcym zainteresowaniem w badaniach laboratoryjnych w ostatnich latach,
jest membrana CMI-7000 [59].

1.3.3. Czynniki wplywajace na efektywnos¢ BES

Efektywno$¢ dziatania ukladow bioelektrochemicznych zalezy od wielu wzajemnie
powiazanych ze soba czynnikow, zarowno biologicznych, jak 1 fizykochemicznych.
Optymalizacja tych parametrow jest kluczowa dla efektywnego usuwania zanieczyszczen
oraz dla uzyskania wysokiej wydajno$ci konwersji energii chemicznej w energi¢
elektryczng. W niniejszym podrozdziale omowione zostang najistotniejsze z nich, w tym
wplyw rodzaju 1 stezenia substratu, znaczenie Zzrodta mikroorganizméw zastosowanego
w uktadzie, zarowno w kontekscie jej roznorodnosci, jak 1 wtasciwosci metabolicznych,
a takze kluczowe parametry srodowiskowe, takie jak pH, temperatura czy dostepnosc
tlenu, ktére maja bezposredni wptyw na aktywnos¢ biologiczng mikroorganizméw [69].
Zrozumienie wzajemnych zalezno$ci pomig¢dzy tymi czynnikami stanowi podstawe
dla dalszego rozwoju 1 praktycznego zastosowania uktadow BES.

1.3.3.1. Substrat

Substrat odgrywa kluczowa role w ksztattowaniu efektywnosci uktadéw BES, wptywajac
zarOwno na aktywnos$¢ mikroorganizmoéw, jak i na wydajnos¢ energetyczng uktadu,
w tym gestos¢ mocy oraz efektywnos¢ kulombowska. Roznorodno$¢ rodzaju, struktury
chemicznej, formy fizycznej oraz stezenia substratu moze prowadzi¢ do znacznych rdznic
w wydajnosci produkcji pradu oraz w stopniu biodegradacji zanieczyszczen.
Zastosowany substrat petni funkcje Zrodia energii dla mikroorganizméw i bezposrednio
ksztattuje ich aktywno$¢ metaboliczng oraz sktad mikrobiomu anodowego [70], [71].
Substraty wykorzystywane w BES obejmuja szeroki zakres zwiazkoéw organicznych,
od fatwo biodegradowalnych (np. octan, glukoza, lotne kwasy tluszczowe),
po zanieczyszczenia przemystowe, takie jak weglowodory ropopochodne, oleje
posmazalnicze czy S$cieki [72]. Rodzaj zastosowanego substratu wplywa na skiad
mikrobiomu anodowego, determinujac obecnos¢ okreslonych grup mikroorganizmow.
Na anodach zasilanych niskoczasteczkowymi, latwoprzyswajalnymi zwigzkami
weglowymi (np. octanem), dominuja czegsto drobnoustroje zdolne do przekazywania
elektrondéw do anody, czyli egzoelektrogeny (np. Geobacter sulfurreducens).
W przypadku ztozonych substratow, takich jak zanieczyszczenia ropopochodne,
nastgpuje rozwoj zréoznicowanych grup mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji
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zawartych w nich weglowodoréow. Produkty tej degradacji, w postaci prostszych
zwigzkoéw organicznych, moga nast¢pnie zosta¢ wykorzystane przez egzoelektrogeny
W procesie generowania energii elektrycznej [73].

W kontekscie niskiej biodostgpnosci lub ograniczonej roéznorodnosci zrodel wegla,
skuteczng strategia zwigckszajacag wydajnos¢ BES moze by¢ zastosowanie kosubstratow.
Sa to dodatkowe zwiazki organiczne wprowadzane do uktadu obok gléwnego substratu,
ktére moga petni¢ funkcje wspomagajaca w procesie metabolicznym. Ich obecno$¢ moze
zwigkszy¢ biodostepnos$¢ gltéwnego substratu, zwigksza¢ aktywno$¢ enzymow szlaku
zewnatrzkomorkowego przenoszenia elektronow oraz wptywaé pozytywnie na proces
formowania si¢ biofilmu na anodzie [74]. Na przyktad dodatek tatwoprzyswajalnych
zwiazkow, takich jak octan, do trudniej biodegradowalnych substratéw, moze zwigkszy¢
produkcje pradu 1 przyspieszy¢ degradacje zanieczyszczen poprzez stymulacje
metabolizmu mikroorganizmoéw oraz efektywniejsze formowanie si¢ biofilmu na anodzie
[75].

Roéwniez stezenie substratu ma istotny wptyw na funkcjonowanie BES. W pracy Zhang
1 in. wykazano, ze zaro6wno szybko$¢ degradacji substratu, jak i generacja energii
elektrycznej byly promowane przy zwiekszajacym si¢ stezeniu substratu w pewnym
zakresie, ale oba te procesy byly hamowane przy wysokich stezeniach substratu [76].
W przypadku bardzo wysokich stezen substratow skuteczng strategia moze by¢
bioaugmentacja, czyli wprowadzenie wyselekcjonowanych szczepdw mikroorganizmow,
ktore zwigkszaja zdolnos¢ uktadu do pracy w warunkach wysokiego obcigzenia
zwigzkami organicznymi. W innych pracach wykazano, ze bioaugmentacja spotecznosci
anodowej czystymi kulturami prowadzita do wyzszego i bardziej stabilnego wytwarzania
pradu oraz efektywniejszej degradacji substratu [77], [78].

Skutecznos¢ BES w duzym stopniu zalezy od odpowiedniego doboru substratu pod
wzgledem jego typu, stezenia, formy, biodostepnosci oraz ewentualnego wzbogacenia
go o kosubstraty. Substraty nie tylko wplywaja na tempo metabolizmu 1 rozwoj
okreslonych grup mikroorganizmow, ale takze determinujg efektywnos$¢ degradacji
zanieczyszczen oraz poziom generowanej energii.

1.3.3.2. Zrédlo mikroorganizméw

Doboér odpowiedniego Zrédla mikroorganizmoéw wykorzystywanych do inokulacji BES
ma kluczowe znaczenie dla ich wydajnosci. Inokulum moze pochodzi¢ zaré6wno
z naturalnych $rodowisk (np. osady denne, gleby, $cieki), jak i by¢ przygotowane
laboratoryjnie z komercyjnie dostgpnych szczepow bakteryjnych. Zastosowanie
egzoelektrogennych szczepoéw bakteryjnych oraz innych okreslonych cechach, pozwala
lepiej kontrolowaé procesy zachodzace w ukladzie na poziomie badan laboratoryjnych.
Natomiast inokulaty pochodzenia S$rodowiskowego (okre$lane tez jako naturalne
konsorcja) sg bardziej zrdznicowane i zdolne do adaptacji w warunkach rzeczywistych.
Szczegdtowe pordwnanie efektywnos$ci czystych i mieszanych kultur w MFC zostanie
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omoOwione w osobnym podrozdziale nr 1.4.5.

Wybor inokulum powinien byé dostosowany do warunkéw operacyjnych 1 rodzaju
substratu, a takze do oczekiwanych rezultatow pracy BES. W praktyce korzystne moze
by¢ wykorzystanie anolitu oraz biomasy pobranej bezposrednio z anody z dzialajacego
reaktora MFC, ktory zawiera juz aktywne i przystosowane do danego Srodowiska
mikroorganizmy, co moze skroci¢ czas rozruchu i zwigkszy¢é tempo degradacji
okreslonego substratu [79], [80]. Wykorzystanie inokulum z terenéw skazonych
specyficznymi zanieczyszczeniami, ktore zawieraja mikroorganizmy przystosowane
do degradacji toksycznych zwigzkdéw, poprawia wydajnos¢ MFC. Przyktadem jest praca
Sharmy i in. [81], gdzie jako Zrédto mikroorganizméw zastosowano glebe pochodzaca
z terendw skazonych produktami ropopochodnymi. Mikroorganizmy z tych terenow
skutecznie degradowaty weglowodory 1 generowaly energie elektryczng, co poprawito
odpornos¢ mikroflory na toksycznos$¢ i zwigkszyto wydajnos¢ uktadu.

1.3.3.3. Parametry Srodowiskowe: pH i temperatura

Temperatura 1 pH nalezg do kluczowych parametrow srodowiskowych wplywajacych
na funkcjonowanie BES. Oba te czynniki oddziatujag bezposrednio na aktywnosc
metaboliczng mikroorganizmow, kinetyke reakcji elektrochemicznych oraz strukturg
spotecznosci mikrobiologicznej. Wzrost temperatury w zakresie psychro- 1 mezofilnym
(zazwyczaj do okoto 30-35 °C) zwigksza tempo procesow metabolicznych, co przektada
si¢ na zwickszenie usunigcia ChZT oraz wzrost produkcji energii elektrycznej [82].
Temperatury powyzej optymalnych wartosci dla wzrostu okreslonych mikroorganizmow
dziataja  destabilizujaco  poprzez  ograniczanie = wzrostu  mikroorganizmow,
co w konsekwencji prowadzi do spadku wydajnosci catego uktadu [83]. Ustalenie
optymalnej temperatury operacyjnej dla MFC zalezy od wzajemnych interakcji takich
czynnikéw jak sklad inokulum, typ zastosowanego substratu, a takze konstrukcja
elektrody oraz konfiguracja uktadu. Tylko wilasciwa kombinacja tych elementow
umozliwia osiggnigcie maksymalnej produkcji energii bez pogorszenia ogodlnej
stabilnos$ci 1 efektywnosci uktadu.

Drugim istotnym parametrem operacyjnym jest pH. Wptywa ono nie tylko na aktywnos$¢
mikroorganizméw, ale rowniez na termodynamike¢ procesow elektrochemicznych.
Optymalny zakres pH dla bakterii degradujacych zanieczyszczenia (np. zwiazki
ropopochodne) oraz egzoelektrogendow miesci si¢ zazwyczaj w granicach 6,0-8,0 [84].
W pracy Koolivand 1 in. [85] wraz ze wzrostem pH od 5,0 do 7,0 obserwowano
intensyfikacj¢ zaré6wno tempa degradacji ropy naftowej, jak 1 wzrostu biomasy
mikroorganizmow. Jednak dalsze podwyzszanie pH poza zakres obojetny prowadzito
do ograniczenia rozwoju populacji bakteryjnej. Zmiany pH moga zaburzaé strukture
1 funkcjonowanie biologicznych makroczasteczek (np. biatek czy kwasoéw nukleinowych)
oraz wplywac na potencjat btony komorkowej, zaburzajac mechanizmy transportu jonéw
1 sktadnikéw odzywczych [86].
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Jednak pH determinuje réwniez potencjat elektrod zgodnie z réwnaniem Nernsta.
Podczas pracy uktadu czesto dochodzi do niekorzystnego gradientu: zakwaszenia anody
(przez gromadzace si¢ protony) oraz alkalizacji katody. Wzrost pH w przedziale
katodowym drastycznie obniza potencjal redukcji tlenu, co bezposrednio redukuje
napigcie ogniwa i generowang moc. Dlatego utrzymanie stabilnego, neutralnego pH jest
niezbedne nie tylko dla przezywalnos$ci bakterii, ale przede wszystkim dla minimalizacji
strat termodynamicznych na powierzchni elektrod [84].

1.3.4. Parametry oceny wydajnosci BES

Ocena wydajnosci uktadow bioelektrochemicznych opiera si¢ na analizie zaréwno
zmiennych projektowych i1 operacyjnych, jak 1 parametrow wyjsciowych, ktore obrazujg
efektywnos¢ dzialania uktadu (Tabela 1). Parametry projektowe sa bezposrednio
zwigzane z konstrukcja ogniwa. Sg nimi powierzchnia zastosowanych elektrod: anody
oraz katody oraz objeto$¢ robocza komory anodowej. Z kolei do najwazniejszych
parametréw operacyjnych naleza pH 1 temperatura panujace w uktadzie, a takze ilos¢
1 jakos¢ materii organicznej 1 nieorganicznej dostepnej do przetworzenia przez
mikroorganizmy, ktore jest okreslane jako chemiczne zapotrzebowanie na tlen (ChZT).

Natomiast do parametréw, za pomocg ktérych mozna oceni¢ wydajnos¢ uktadu BES
naleza: stopien usunigcia ChZT, generowana moc wyjsciowa oraz efektywnos¢
kulombowska (CE, ang. Coulombic efficiency). Skuteczno$¢ usuwania zanieczyszczen
organicznych, gléwnie w postaci ChZT oraz zdolno$¢ do generowania energii
elektrycznej to parametry powigzane ze sobg. Produkcja energii w ukladzie zalezy
bezposrednio od stopnia degradacji substratu organicznego oraz efektywnosci transferu
elektronow do anody. Warto zaznaczy¢, ze chociaz usuwanie ChZT jest bezposrednio
zwigzane z aktywno$cig mikrobiologiczng, to wydajno$¢ produkcji energii elektrycznej
zalezy rowniez od oporu wewnetrznego uktadu, przewodnictwa materialow
elektrodowych oraz sprawnosci transportu jonow i elektronow [87]. Kolejnym waznym
parametrem sluzagcym do oceny wydajnosci uktadu jest efektywnos$¢ kulombowska,
okreslajaca stosunek ilosci tadunku elektrycznego rzeczywiscie odzyskanego w postaci
pradu elektrycznego do teoretycznej ilosci tadunku, jaki moglby zosta¢ wygenerowany
w wyniku catkowitego utlenienia materii organicznej obecnej w komorze anodowej [58].
Im wyzsza warto$¢ CE, tym bardziej efektywna konwersja substratu na tadunek
elektryczny, co wskazuje na ograniczenie strat elektrondw oraz korzystne warunki
dla dziatania egzoelektrogenow.

Te trzy wyzej opisane parametry do oceny wydajnosci BES s3 szeroko wykorzystywane
w analizach poréwnawczych nad roéznymi konfiguracjami uktadow, zwlaszcza
w kontekscie oceny wplywu konstrukcji ogniwa, rodzaju materiatdw anodowych,
ich modyfikacji oraz zastosowanych biokatalizatorow. Z tego wzgledu, projektujac
efektywny uklad BES, nalezy zadba¢ o zapewnienie odpowiedniego S$rodowiska
dla rozwoju mikroorganizméw, dobor materiatow wspierajacych tworzenie si¢ biofilmu
oraz ograniczenie strat energii wynikajacych z konstrukcji komory. Parametry takie jak

29



pH, temperatura, czas retencji hydraulicznej (HRT) czy opdr zewnetrzny (Rzew) réwniez
istotnie wptywaja na uzyskiwane wartosci wydajnosciowe [88].

Tabela 1 Najwazniejsze zmienne: projektowe, operacyjne i wydajnosciowe, stosowane w badaniach
ukladow bioelektrochemicznych.

Zmienne projektowe Skrot Jednostka
Powierzchnia anody Aan m?
Powierzchnia katody Ak m?

Objetos¢ robocza komory anodowej Vr m3

Zmienne operacyjne

pH pH Brak jednostki
Temperatura T °C
Ilo$¢ materii organicznej i nieorganicznej mg
. ChZT —
w komorze anodowej L
Wskazniki wydajnosci BES

Usuniecie ChZT AChZT %

w w

Gestos¢ mocy PD — —

m2 'm3
Efektywnos¢ kulombowska CE %

1.4. Mikrobiom anodowy

Mikroorganizmy kolonizujagce komore anodowa MFC gromadza si¢ na elektrodzie
w postaci zwartej struktury zwanej biofilmem i/lub wystepuja w postaci planktoniczne;j
w objetosci roztworu anolitu. Réznorodnos¢ 1 skiad spotecznosci mikroorganizmow
anodowych sg determinowane przez szereg czynnikdéw biotycznych i abiotycznych.
Do czynnikow biotycznych nalezy sktad mikrobiologiczny inokulum oraz rodzaj zrodta
wegla w pozywce. Czynniki abiotyczne obejmujg typ BES (jedno- lub dwukomorowy)
oraz rodzaj materiatu anodowego [89], a takze warunki eksperymentalne, takie jak
temperatura, pH 1 potencjal anody [90]. W sktad mikrobiomu anodowego wchodza
zarbwno  egzoelektrogeny, odpowiedzialne za  transfer elektronow, jak
1 nieegzoelektrogeny, bioragce udzial w procesach towarzyszacych. Do tych procesow
nalezag m.in.: fermentacja, redukcja siarczanéw, metanogeneza oraz denitryfikacja.
Nieegzoelektrogeny sa mniej zbadane w pordwnaniu z egzoelektrogenami. W BES
nieegzoelektrogeny moga odgrywaé kluczowa role w poprawie ogdlnej wydajnosci
uktadu [91]. Sa one szczegdlnie wazne w przypadku zlozonych substratoéw. W uktadach
MEFC istnieje ztozona rownowaga migdzy egzoelektrogenami i nieegzoelektrogenami
[92]. Syntroficzna wspotpraca migdzy tymi dwiema grupami mikroorganizmow jest
kluczowa dla biodegradacji ztozonych zwigzkéw organicznych oraz produkcji energii
[93].
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1.4.1. Egzoelektrogeny

Egzoelektrogeny to mikroorganizmy zdolne do zewnatrzkomodrkowego transferu
elektronow (EET, ang. extracellular electron transfer). Najczes$ciej wystepuja wsrod
bakterii i archeondw, jednak istniejag dowody na ich obecno$¢ rowniez u niektérych
eukariotow [94]. Wsrod bakterii dominuja przedstawiciele Proteobacteria, Firmicutes
1 Actinobacteria. Wigkszo$¢ szeroko opisanych w literaturze bakterii zdolnych do EET
to organizmy Gram-ujemne (np. Geobacter sulfurreducens, Shewanella putrefaciens,
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa), jednak w ostatnich latach coraz
czesciej identyfikuje si¢ takze bakterie Gram-dodatnie jako egzoelektrogeny (np. Bacillus
subtilis) [94], [95]. Zewngetrzny transfer elektrondow, kluczowy dla funkcjonowania
egzoelektrogendw, moze zachodzi¢ zarowno w biofilmie anodowym, jak 1 w komodrkach
planktonicznych, ktére zawieszone s3 w anolicie. Mikroorganizmy planktoniczne
najczescie] przekazuja elektrony w sposob posredni za pomocg mediatoréw egzogennych
(np. Alcaligenes faecalis [96]) lub endogennych (np. Pseudomonas aeruginosa [97]).
Z kolei bakterie tworzace biofilm na anodzie czg¢sto wykorzystujg bezposredni transfer
elektronow — poprzez cytochromy typu ¢ lub przewodzace nanowldkna biatkowe
(np. Geobacter spp. oraz Shewanella spp.) [98].

Egzoelektrogeny wystepuja naturalnie w réznorodnych srodowiskach, zwtaszcza tych
bogatych w materi¢ organiczng i1 ubogich w tlen, gdzie mikroorganizmy muszg
wykorzystywac alternatywne mechanizmy oddychania. Do gtownych siedlisk tych
organizméw naleza: gleby 1 osady denne, tereny zanieczyszczone substancjami
organicznymi (np. zwigzkami ropopochodnymi) oraz metalami ci¢zkimi, siedliska
ekstremalne takie jak stone jeziora czy gorace zrodla oraz $cieki i osady Sciekowe [99],
[100]. Egzoelektrogeny charakteryzuja si¢ duzg rdéznorodnoscia metaboliczna,
co pozwala im przystosowac¢ si¢ do zmiennych warunkow srodowiskowych. Niektore,
jak Shewanella oneidensis, ktora jest wzglednym beztlenowcem, moga przetaczaé si¢
miedzy oddychaniem tlenowym i beztlenowym, co zapewnia im wigksza elastycznos¢
ekologiczng. Inne szczepy, jak Geobacter sulfurreducens, ktory jest aerotolerancyjny,
preferuje srodowiska o niskim potencjale redoks, gdzie moze efektywnie wykorzystywac
anode lub tlenki metali jako akceptory elektronow [98]. Wazna cecha egzoelektrogenow,
z perspektywy zastosowania w uktadach BES, jest zdolnos$¢ do tworzenia elektrogennego
biofilmu na powierzchni anody. Biofilm ten nie tylko umozliwia bezposredni transfer
elektronow do anody, ale takze poprawia stabilno$¢ 1 przewodnictwo elektryczne uktadu
[101].

1.4.2. Mechanizmy transportu elektronow

Mechanizm transportu elektronéw jest procesem zltozonym 1 S$ciSle zwigzanym
z oddychaniem komorkowym bakterii. Mikroorganizmy pobieraja elektrony w trakcie
utleniania czasteczek organicznych lub nieorganicznych obecnych w ich §rodowisku.
Nastepnie przekazuja je poprzez biatka przenosnikowe do terminalnego akceptora
elektronow (TEA, ang. Terminal Electron Acceptor). Proces ten indukuje powstanie
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transblonowego gradientu jonéw, ktéry jest niezbedny do fosforylacji oksydacyjnej
1 syntezy energii w postaci ATP [102]. W zaleznoS$ci od panujacych warunkow, bakterie
moga wykorzystywac rozne akceptory elektronow takie jak tlen, czasteczki organiczne
w przypadku fermentacji oraz czasteczki nieorganiczne [103]. Dla wigkszosci
mikroorganizméw w warunkach tlenowych naturalnym TEA bedzie czasteczka tlenu,
ktéra ma wysoki potencjat redoks i tatwo wchtania si¢ do komoérki [104]. Natomiast
w warunkach beztlenowych mikroorganizmy s3 zmuszone do Kkorzystania
z alternatywnych TEA takich jak siarczany czy azotany. Jednak wiele $rodowisk
beztlenowych nie posiada wystarczajacych rezerw tych zwigzkow. W takich przypadkach
mikroorganizmy dostosowujg swoj metabolizm komérkowy do panujacych warunkow
1 transferujg elektrony na zewnatrz btony komorkowej w poszukiwaniu ostatecznego
akceptora elektronéw. Zjawisko to nazywane jest zewngtrzkomdérkowym transferem
elektronow (EET) 1 wymaga specjalnych mechanizmow 1 struktur, ktore umozliwiaja
transfer elektrondw poza btong komoérkowa [105]. Bakterie zdolne do EET okreslane s3
jako egzoelektrogeny [106], elektrogeny [107] czy bakterie elektroaktywne [108] i to one
pehig gtéwna role podczas produkcji pradu w uktadach bioelektrochemicznych.

Mechanizm EET moze przebiega¢ na rdzne sposoby, z ktérych najlepiej poznane
1 opisane w literaturze to: transfer bezposredni (DET, ang. Direct Electron Transfer) oraz
transport posredni (IET, ang. Indirect Electron Transfer) (Rysunek 3).

Posredni transfer
elektronow

Besposredni transfer
elektronow

0

i

I

i

I

@D
¥ N
Cytochromy : ox) (red
S \e !

Rysunek 3 Mechanizmy zewngtrzkomorkowego transferu elektronow: bezposredni poprzez cytochromy
oraz nanowlokno oraz posredni poprzez mediator:

Wyroznia si¢ dwa glowne mechanizmy bezposredniego transferu elektronow
u egzoelektrogenow. Pierwszy z nich opiera si¢ na transporcie tadunkéw z wewnetrznych
uktadow redoks komorki na elektrode poprzez cytochromy btony zewnetrznej lub
membranowe enzymy redoks. Proces ten wymaga bezposredniego kontaktu fizycznego
miedzy komoérka mikroorganizmu a powierzchnig elektrody [109]. Drugim
mechanizmem jest wykorzystanie przewodzacych nanowldkien biatkowych, ktore
umozliwiaja transfer elektronéw na wigksze odlegtosci. Struktury te tworza stabilne
polaczenia zar6wno z anodg, jak 1 sasiednimi komodrkami w obregbie biofilmu.
Przyktadem mikroorganizmu zdolnego do wytwarzania przewodzacych nanowtdkien jest
Geobacter sulfurreducens [110].
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Z kolei posredni transfer elektronéw odbywa si¢ z wykorzystaniem rozpuszczalnych
mediatoréw, ktore mogg by¢ pochodzenia endogennego lub egzogennego. Do zwigzkow
endogennych, wydzielanych samoistnie przez mikroorganizmy naleza chinony, flawiny
oraz fenazyny [111]. Przyktadem takiego mediatora jest piocyjanina produkowana przez
szczep Pseudomonas aeruginosa, ktéora dyfunduje migdzy mikroorganizmami
a elektroda, umozliwiajac wielokrotny transport elektronow [112]. Egzogenne mediatory
obejmuja zwigzki takie jak resazuryna, czerwien metylowa czy blekit metylenowy.
Jednak ich zastosowanie jest ograniczone przez potencjalny negatywny wplyw
na $rodowisko oraz potrzebe systematycznej suplementacji [111].

1.4.3. Biofilm anodowy

Na powierzchni anod w MFC mikroorganizmy tworza biofilmy. Sg to trojwymiarowe,
ztozone struktury stanowigce srodowisko zycia spotecznosci drobnoustrojow. Proces ich
formowania przebiega etapowo 1 obejmuje pie¢ gltownych faz, co zilustrowano
na Rysunku 4. W poczatkowym etapie dochodzi do odwracalnej adhezji komorek
do powierzchni anody, warunkowanej witasciwosciami fizykochemicznymi elektrody,
takimi jak: chropowatos¢, fadunek, sktad chemiczny czy zadany potencjat [113]. Kolejny
etap obejmuje nieodwracalne przytaczenie komorek i tworzenie mikrokolonii, czemu
towarzyszy rozpoczecie syntezy macierzy zewnatrzkomorkowej (EPS, ang. extracellular
polymeric substances). W kolejnych etapach biofilm dojrzewa, a wytwarzana macierz
EPS zapewnia jego mechaniczng stabilno§¢. Chroni komorki przed stresem
srodowiskowym oraz umozliwia komunikacj¢ miedzy nimi, m.in. poprzez zjawisko
quorum sensing [114], [115]. Jest to mechanizm komunikacji chemicznej mig¢dzy
bakteriami, oparty na wydzielaniu i wykrywaniu czasteczek sygnatowych zwanych
autoinduktorami. Dzigki zjawisku quorum sensing bakterie regulujg ekspresje¢ genow
odpowiedzialnych za ruchliwos$¢, tworzenie biofilméw oraz produkcje czynnikow
wirulencji u gatunkoéw patogennych. EPS stanowi réwniez §rodowisko przewodzace,
ktore utatwia dyfuzj¢ substratow, metabolitow 1 elektrondw, wspierajac rozwdj struktur
przewodzacych elektrony, takich jak cytochromy i nanowtokna bakteryjne. Ostatnia faza
obejmuje erozj¢ lub dyspersje biofilmu, podczas ktorej czgs¢ komorek odtacza si¢ i moze
kolonizowa¢ kolejne powierzchnie rozpoczynajac nowy cykl formowania si¢ biofilmu.
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Dyspersja

Nowy cykl %

4220 m3 /—\* :

Adhezja Kolonizacja Dojrzewanie Erozja
Komérki planktoniczne Produkcja EPS; Dojrzewanie biofilmu 3D; Liza komdrek;
przyczepiajq si¢ odwracalnie, a tworzenie wzrost gestosci komdrek; odtgczenie i rozproszenie
nastepnie nieodwracalnie do mikrokolonii sygnalizacja komorek planktonicznych
powierzchni anody miedzykomorkowa

Rysunek 4 Cykl formowania si¢ biofilmu bakteryjnego na anodzie w mikrobiologicznym ogniwie
paliwowym.

Biofilm anodowy sktada si¢ z egzoelektrogendéw 1 nieegzoelektrogenow, ktore wspolnie
tworza zlozong sie¢ transferu elektrondow, kluczowa dla funkcjonowania ogniw MFC.
Zewngetrzny transfer elektronéw moze przebiega¢ zar6wno posrednio, jak 1 bezposrednio,
w zaleznos$ci od sktadu mikrobiologicznego oraz stopnia dojrzatosci biofilmu. Struktura
biofilmu 1 organizacja komorek maja istotny wptyw na efektywno$¢ tego procesu,
poniewaz opoOr transferu elektronow ros$nie wraz z odleglo$ciag migdzy komorkami
a powierzchnig elektrody [113]. Na skuteczno$¢ dziatania biofilmu anodowego wplywa
szereg czynnikOw abiotycznych i operacyjnych, takich jak wydajnos¢ dyfuzji substratow
1 produktow, lokalne zmiany pH, predkos¢ przeplywu medium, temperatura, sktad
inokulum oraz wlasciwosci materiatu elektrody. W pracy Pasternaka 1 in. [116]
wykazano, ze zastosowany opOr zewnetrzny wywiera trwaty wptyw elektrochemiczny
na wlasciwosci biofilmu, ksztattujac jego aktywnosc¢ 1 strukture w dtuzszej perspektywie
czasowej. Nadmierna grubos$¢ biofilmu moze prowadzi¢ do ograniczenia transportu masy
1 wzrostu oporu wewnetrznego, co obniza 0gdlng wydajnos¢ systemu. Natomiast biofilm
anodowy o zoptymalizowanej strukturze i sktadzie mikrobiologicznym moze pozostawac
aktywny elektrochemicznie przez dlugi czas, zachowujac wysoka stabilnos¢ i sprawnos¢
generowania pradu [117].

1.4.4. Mikroorganizmy syntroficzne i konkurencyjne w MFC

W spolecznosciach drobnoustrojéw wystepujacych w mikrobiologicznych ogniwach
paliwowych obok klasycznych egzoelektrogenéw, wazng role odgrywaja takze inne
grupy mikroorganizméw, m.in. bakterie fermentacyjne, mikroorganizmy redukujace
zwigzki siarki 1 azotu oraz metanogeny. Nalezy podkresli¢, Zze mikroorganizmy
syntroficzne 1 konkurencyjne nie stanowig jednorodnej grupy funkcjonalnej i moga
obejmowaé zaréwno mikroorganizmy nieegzoelektrogenne, jak i egzoelektrogenne.
Ich rola oraz zdolno$¢ do przeprowadzania konkretnych proceséw metabolicznych zalezy
przede wszystkim od warunkoéw panujacych w uktadzie, a ich aktywno$¢ w istotny
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sposob wptywa na przebieg procesow bioelektrochemicznych. Cz¢$¢ z nich wspiera
egzoelektrogeny, rozktadajac ztozone zwigzki organiczne na prostsze metabolity, ktore
nastepnie s3 wykorzystywane do wytwarzania energii elektrycznej. W tym przypadku
mozna mowi¢ o interakcjach syntroficznych, ktore zwigkszaja wydajnos¢ uktadu. Inne
mikroorganizmy konkuruja jednak o te same donory elektronéw lub alternatywne
akceptory, co prowadzi do spadku produkcji pradu i obnizenia stabilnosci pracy MFC.

Mikroorganizmy fermentacyjne

Wiekszos¢ egzoelektrogenow potrafi  bezposrednio przeksztatca¢ proste kwasy
organiczne w energi¢ elektryczng. W przypadku cukrow konieczny jest jednak etap
fermentacji, podczas ktorego zwigzki organiczne (np. glukoza) ulegaja rozkladowi
do rozpuszczalnych metabolitow. Produkty tej fermentacji, takie jak krotkotancuchowe
kwasy tluszczowe (np. octan) lub alkohole, stanowig nastepnie substrat
dla egzoelektrogenow [118]. W procesie tym istotne jest synergistyczne dzialanie
egzoelektrogendw oraz bakterii fermentacyjnych, ktére katalizujg rozklad ztozonych
substratow na fatwo dostepne donory elektronow. Bakterie fermentacyjne, takie jak
Clostridium spp., Bacteroides spp., Dysgonomonas spp., Propionispora spp., Petrimonas
spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp., Petrimonas spp., Eubacterium spp. sa cz¢sto
identyfikowane w mikrobiomie anodowym MFC [92]. Srodowisko beztlenowe
w komorze anodowe] oraz obecno$¢ ztozonych substratow, w tym zwigzkow
fermentatywnych, sprzyjaja ich wzrostowi w BES. W kilku pracach wykazano,
ze wspothodowla egzoelektrogenéw z fermentorami zwicksza wydajno$¢ energetyczng
z réznych substratow. Dzigki temu bakterie fermentacyjne wspomagajg wstepna
degradacj¢ materii organicznej, tworzac produkty, ktére moga by¢ wykorzystane przez
egzoelektrogeny do generowania energii elektrycznej, zwigkszajac tym samym
efektywnos¢ catego wuktadu. Niemniej jednak, nadmierna proliferacja bakterii
fermentacyjnych w biofilmie anodowym moze prowadzi¢ do akumulacji produktow
fermentacji, co w konsekwencji negatywnie wptywa na wydajnos¢ ogniwa [92].

Bakterie redukujace zwiazki siarki

Naturalnie obecne w substratach zwiazki siarki i siarczanéw moga znaczaco wptywac na
sktad mikrobiomu anodowego oraz na wydajno$¢ uktadu MFC. Jedna z kluczowych grup
mikroorganizmow w tym kontekscie sg bakterie redukujace siarczany (SRB, ang. sulfate-
reducing bacteria), ktore pod wzglegdem metabolicznym wykorzystuja siarczan jako
koncowy akceptor elektrondow w procesach beztlenowych. W typowych warunkach
anodowych, SRB utleniajg zwiazki organiczne (np. kwasy organiczne czy alkohole)
jednoczesnie redukujac siarczany do siarczkow [119]. Cho¢ ich obecno$¢ moze
zwigkszy¢ wydajno$¢ degradacji zanieczyszczen 1 przyczynia¢ si¢ do eliminacji
siarczanéw z anolitu, nadmierna proliferacja SRB moze ogranicza¢ produkcje pradu,
konkurujac z egzoelektrogenami o dostgpne donory elektrondw. Z drugiej strony,
wykazujg rowniez zdolno$¢ do zewnatrzkomoérkowego transferu elektronéw (EET),
porownywalny z klasycznymi egzoelektrogenami, takimi jak Geobacter i Shewanella
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[120], [121]. Istniejg dowody na to, ze SRB moga uczestniczy¢ w generowaniu pradu nie
tylko posrednio, poprzez produkcj¢ siarczkow, ktdre sa nastepnie utleniane na anodzie
do siarki elementarnej, ale rowniez bezposrednio poprzez transfer elektrondw na anode
[122]. Bakterie z rodzajow: Alcaligenes, Clostridium, Desulfovibrio, Desulfuromonas
oraz Desulfatirhabdium to przyktady SRB najczgsciej wykrywanych w srodowiskach
anodowych [92]. Ponadto, SRB wykazuja wysoka zdolno$¢ do biodegradacji ztozonych
i toksycznych zwigzkéw chemicznych, takich jak cykloheksan, naftalen, fenantren, czy
zwigzki nitroaromatyczne, np. 2,4,6-trinitrotoluen (TNT) oraz metale cigzkie [123].
Dlatego ich obecno$¢ w anodach MFC jest korzystna nie tylko ze wzgledu
na transformacj¢ siarczanow, lecz takze w kontekscie bioremediacji trudnych
zanieczyszczeh przemystowych.

Kluczowymi czynnikami wplywajacymi na sklad 1 aktywnos¢ bakteriit SRB w MFC
sa m.in. typ elektrody, stosunek chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT)
do stgzenia siarczanow, jak rowniez rodzaj zastosowanego konsorcjum
mikroorganizméw [124]. Optymalizacja tych parametréw moze umozliwi¢ uzyskanie
rownowagi pomi¢dzy udziatem SRB a efektywng produkcja energii elektryczne;.

Bakterie redukujace zwiazki azotu

Bakterie redukujace zwigzki azotu sg istotnym elementem spotecznosci anodowych
w MFC. W warunkach ograniczonej ilosci tlenu jakie panujg przy anodzie, wykorzystuja
one azotany (NOs") i azotyny (NO:") jako koncowe akceptory elektrondw, prowadzac
do ich sekwencyjnej redukcji do azotu czgsteczkowego. Dzigki temu uczestnicza
w usuwaniu zwigzkow biogennych 1 stabilizacji warunkéw redoks w biofilmie. Ich
obecnos¢ moze jednak wywolywaé przeciwstawne efekty. Z jednej strony sprzyjaja
funkcjonowaniu MFC poprzez poprawe jakosci anolitu i wspomaganie degradacji
ztozonych substratow. Z drugiej mogg konkurowac z egzoelektrogenami o elektrony.
W konsekwencji nadmierna aktywnos$¢ denitryfikatorow moze obniza¢ wydajnosé
pradowa o kilka procent [125], [126]. Kluczowym parametrem determinujacym role
denitryfikatorow jest stosunek C/N. Przy niskich wartosciach (<3,75) dochodzi
do akumulacji NOs3~ 1 NOz™ oraz intensywnego rozwoju bakterii denitryfikujacych,
co ogranicza generacj¢ pradu [162-164]. Z kolei przy wyzszych warto$ciach C/N
mozliwe jest osiagnigcie rownowagi miedzy aktywnoscig denitryfikacyjng
1 egzoelektrogennng, co pozwala taczy¢ usuwanie zwigzkéw azotowych z produkcja
energii [127], [128]. Do bakterii zdolnych zaréwno do EET oraz redukcji zwiazkdéw azotu
w MFC naleza m.in. Pseudomonas aeruginosa, Ochrobactrum anthropi, Shewanella
oneidensis, Comamonas denitrificans, Thiobacillus sp., Geobacter sp., Thauera sp. [92].

Denitryfikatory pelnia w MFC podwojna rolg: stabilizuja warunki $rodowiskowe
1 usuwaja zwigzki azotowe, ale rdéwnoczeSnie moga ograniczaé wydajnos¢
elektrochemiczng poprzez konkurencje o elektrony. Optymalizacja stosunku C/N
jest kluczowa dla zachowania rownowagi migdzy biodegradacja, denitryfikacja
a produkcja energii elektryczne;.
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Metanogeny

Metanogeny to beztlenowe archeony. Ich charakterystyczna cecha metaboliczng jest
zdolno$¢ do przeprowadzania metanogenezy, czyli wytwarzania metanu jako koncowego
produktu przemian energetycznych. Wystepuja one powszechnie w srodowiskach
ubogich w akceptory elektronow, takich jak osady denne czy osady $ciekowe [92].

W $rodowisku MFC metanogeny konkuruja z egzoelektrogenami o wspolne donory
elektronow, takie jak wodor, dwutlenek wegla i kwas mrowkowy [92]. Ich nadmierna
aktywnos$¢ przekierowuje elektrony w stron¢ metanogenezy, co prowadzi do obnizenia
gestosci pradu 1 efektywnosci kulombowskiej. W pracy Ngoumelah i in. [129] wykazano,
ze obecno$¢ Methanobacterium formicicum powoduje spadek maksymalnej gestosci
pradu o okoto 37 % w anodach zdominowanych przez Geobacter sulfurreducens. Z kolei
wptyw Methanosarcina barkeri ma charakter przejsciowy. Poczatkowo prowadzi
do destabilizacji zewnetrznych warstw biofilmu anodowego, jednak w dalszych cyklach
obserwuje si¢ czgSciowag regeneracje 1 powrOt parametrow elektrochemicznych
do wartosci zblizonych do kontroli.

Nadmierny rozw0j metanogen6w mozna ogranicza¢ za pomocg réznych strategii. Naleza
do nich kontrola dawki substratu, okresowe napowietrzanie, zwigkszanie powierzchni
elektrod, obrobka inokulum oraz stosowanie inhibitorow chemicznych [92].
Wykorzystywanie inhibitorow w praktyce nie jest jednak rozwigzaniem szczegolnie
korzystnym. Wynika to gtoéwnie z ich wysokiego kosztu oraz potencjalnych skutkow
ubocznych dla innych mikroorganizmow obecnych w uktadzie.

1.4.5. Czyste szczepy a mieszane spolecznosci mikrobiologiczne w MFC

W BES wykorzystuje si¢ zarowno czyste kultury bakterii, jak 1 mieszane spotecznosci
mikrobiologiczne jako inokulum do komory anodowej. Niemniej jednak, z uwagi
na specyfik¢ chemiczng odpadowych substancji hydrofobowych, kultury mieszane
wykazujg znaczacg przewage w zastosowaniach praktycznych. Czyste kultury bakterii
egzoelektrogennych charakteryzuja si¢ waska specyficznoscig substratowag [130].
Przyktadowo, Geobacter spp. wykorzystuje gldwnie kwasy organiczne, etanol 1 zwigzki
aromatyczne, podczas gdy Pseudomonas spp., wykorzystujace glukoze jako gltowny
substrat, nie przetwarzaja produktow fermentacji (np. octanu) na energie. Shewanella spp.
natomiast utlenia jedynie wybrane kwasy organiczne, np. mleczan, do octanu
w warunkach beztlenowych. To ogranicza potencjat stosowania czystych kultur bakterii
w produkcji pradu elektrycznego oraz degradacji zwigzkéw hydrofobowych
w Srodowiskach zanieczyszczonych [131]. Jednakze, dla pelnego zrozumienia
mechanizmow elektrochemicznych zachodzacych w BES, niezbedne sa szczegdtowe
badania kinetyki i termodynamiki procesow zachodzacych w czystych kulturach. Analiza
tych proceséw pozwala na identyfikacj¢ kluczowych reakcji transferu elektronéw oraz
metabolitow posrednich, co jest niezb¢dne do racjonalnego projektowania i optymalizacji
uktadow BES [132].
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Kultury mieszane, poprzez synergistyczne dziatanie réznorodnych mikroorganizmow,
w tym egzoelektrogenow i nieegzoelektrogenéw, umozliwiajg efektywne przetwarzanie
szerokiego spektrum zwigzkoéw organicznych. Ponadto, wykazuja one wigksza stabilno$¢
procesu w warunkach zmiennych parametrow chemicznych i fizykochemicznych, co jest
kluczowe w kontekscie potencjalnego zastosowania BES w usuwaniu zanieczyszczen
hydrofobowych. Obecno$¢ bakterii tlenowych w kulturach mieszanych ogranicza
negatywne skutki dyfuzji tlenu przez membran¢ do komory anodowej. Wszystkie
te cechy sprawiaja, ze uktady oparte na mieszanych spotecznosciach mikrobiologicznych
zwykle generuja wyzsze gestosci pradu w pordéwnaniu z czystymi szczepami [130].
Jako zrodlo mieszanych spotecznosci mikrobiologicznych wykorzystuje si¢ probki
pochodzace z naturalnych oraz przemystowych §rodowisk, jak na przyktad: osad czynny
z oczyszczalni Sciekow [133], glebe z terenow zanieczyszczonych [134], osady lub wode
ze zbiornikow wodnych. Mieszane spotecznosci mikrobiologiczne zdolne do degradacji
okreslonego substratu oraz symultanicznej produkcji pradu, moga by¢ uzyskiwane
poprzez proces wzbogacania bezposrednio w BES. Warunki te sprzyjaja wzrostowi
szczepoOw egzoelektrogennych, zdolnych do biodegradacji okreslonego substratu
1 przetrwania w warunkach anaerobowych lub mikroaerofilnych (tj. przy niskim stezeniu
tlenu) panujagcych w komorze anodowej. Jednocze$nie wspieraja rozwoj szczepoOw
nieegzoelektrogennych, ktore przeprowadzajg reakcje wspomagajace degradacje
ztozonych substratow lub ich mieszaniny, dostarczajagc tym samym substratow
dla mikroorganizmow egzoelektrogennych. Badania nad ewolucjg dominujacych
szczepdw w kulturach mieszanych, z wykorzystaniem technik biologii molekularnej
1 analizy metabolomicznej, pozwalajg na identyfikacje czynnikdéw determinujacych
wydajnos$¢ 1 stabilnos¢ procesu [130].

1.5. Biosurfaktanty
1.5.1. Wlasciwosci i klasyfikacja

Biosurfaktanty to naturalne zwigzki powierzchniowo czynne wytwarzane przez
mikroorganizmy takie jak bakterie, grzyby czy drozdze. Sa to metabolity wtdérne
produkowane zaré6wno na powierzchni komorek, jak i wydzielane do S$rodowiska
zewnetrznego. Biosurfaktanty posiadaja amfifilowa budowe, na ktora sktada si¢ czes$¢
hydrofilowa oraz hydrofobowa. Dzigki takiej strukturze wykazuja one zdolnosé
do kumulowania si¢ na granicy faz o przeciwnej polarno$ci, np. miedzy woda a olejem
lub ciecza a powietrzem. Ich podstawowa funkcja jest obnizanie napigcia
powierzchniowego oraz mig¢dzyfazowego, co ulatwia rozpuszczanie i emulgowanie
zwigzkoéw hydrofobowych, takich jak weglowodory czy oleje [135]. Tworzac cienka
warstw¢ na powierzchni mikroorganizméw, wspomagaja takze procesy adhezji
1 desorpcji komorek, wspomagajac formowanie si¢ oraz stabilizacj¢ biofilmow
bakteryjnych. Ponadto biora udzial w regulacji mechanizmoéw quorum sensing,
wplywajacych na ruchliwo$ci bakterii, komunikacj¢ komorkowa oraz zachowania
zbiorowe populacji drobnoustrojéw [136]. W poréwnaniu do chemicznych $rodkow
powierzchniowo czynnych, biosurfaktanty wyrdzniaja si¢ korzystniejszym profilem
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srodowiskowym. Sg biodegradowalne, mniej toksyczne, wykazuja wyzsza selektywnosé
oraz zachowuja skuteczno$¢ w szerokim zakresie temperatur, pH i zasolenia. Dodatkowo
charakteryzuja si¢ nizszym krytycznym st¢zeniem micelizacji (CMC, ang. Critical
Micelle Concentration), co oznacza, ze osiagaja efektywno$§¢ w nizszych stgzeniach,
co znaczaco zwigksza ich potencjat aplikacyjny w biotechnologii i ochronie srodowiska
[137], [138].

Biosurfaktanty dzieli si¢ na pie¢ gldwnych grup w zaleznosci od ich budowy chemiczne;j
oraz whasciwosci fizykochemicznych: 1) glikolipidy, 2) fosfolipidy i kwasy tluszczowe,
3) lipopeptydy 1 lipoproteiny, 4) biosurfaktanty polimerowe oraz 5) biosurfaktanty
czasteczkowe.

1) Glikolipidy naleza do najczesciej  spotykanych  niskoczasteczkowych
biosurfaktantow. Skladajg si¢ z jednej lub kilku jednostek cukrowych (czgsé
hydrofilowa) oraz dtugotancuchowego kwasu ttuszczowego (cz¢s¢ hydrofobowa). Do
najlepiej poznanych glikolipidow zalicza si¢ ramnolipidy (Rysunek 5A,B)
wytwarzane przez bakterie z rodzaju Pseudomonas [139], soforolipidy syntezowane
przez drozdze z rodzaju Candida [140], oraz trehalolipidy produkowane przez
mikroorganizmy takie jak Gordonia sp., Rhodococcus sp., Mycobacterium sp. oraz
Nocardia sp. [141].

A)

0] OH

Rysunek 5 Przyktadowe struktury chemiczne biosurfaktantow z grupy glikolipidow: A) monoramnolipid,
B) diramnolipid.

2) Fosfolipidy oraz wolne kwasy tluszczowe, wytwarzane przez niektore
mikroorganizmy rozktadajace weglowodory, pelniag funkcje naturalnych
biosurfaktantoéw. Fosfolipidy sktadaja sie z reszt fosforanowych, glicerolu, kwasow
thuszczowych oraz czgsto z dodatkowych grup, takich jak cholina (Rysunek 6).
Kwasy tluszczowe stanowia podstawowy element lipidow  blonowych,
a w srodowisku mogg istotnie wspiera¢ proces emulgacji substancji hydrofobowych.
Wiele bakterii 1 drozdzy syntetyzuje takie zwigzki w trakcie wzrostu na n-alkanach.
Przyktadowo, przedstawiciele rodzaju Acinetobacter [142] oraz szczepy
Rhodococcus erythropolis [143] produkuja fosfolipidy bogate
w fosfatydyloetanoloaming, ktore utatwiaja tworzenie stabilnych emulsji alkanow
w wodzie.
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Rysunek 6 Przyktadowa struktura chemiczna biosurfaktantu fosfolipidowego: fosfolipidu.

3) Lipopeptydy i lipoproteiny, bedace zlozonymi czasteczkami, sktadaja si¢ z czesci
lipidowej 1 odpowiednio: peptydowej oraz biatkowej. Klasycznym przyktadem tej
grupy zwigzkéw jest surfaktyna, syntezowana przez bakterie z gatunku Bacillus
subtilis (Rysunek 7A). Posiada strukturg cyklicznego peptydu zlozonego z siedmiu
aminokwasow, ktory jest sprzezony z tancuchem kwasu tluszczowego poprzez
wigzanie laktonowe. Zwigzek ten charakteryzuje si¢ wyjatkowo silnym dzialaniem
powierzchniowo czynnym oraz szerokim spektrum aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej [ 144].

4) Biosurfaktanty polimerowe to zwiazki wielkoczasteczkowe, takie jak emulsan
(Rysunek 7B) czy biodispersan. Charakteryzuja si¢ wysoka zdolnoscig
do emulgowania roznych typow olejow 1 weglowodoroéw, prowadzac do powstawania
stabilnych emulsji, a dodatkowo wykazuja wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
[145].
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Rysunek 7 Struktury chemiczne przykladowych  biosurfaktantow z  grupy lipopeptydow:
A) surfaktyna, oraz biosurfaktantow polimerowych: B) emulsan.

40



5) Do kategorii biosurfaktantow czasteczkowych zalicza si¢ zardwno pegcherzyki
zewnatrzkomorkowe, jak i1 cale komoérki mikroorganizmow, ktore moga aktywnie
oddziatywa¢ z hydrofobowymi zanieczyszczeniami. Pecherzyki te, zbudowane
gléwnie z biatek, fosfolipidow i lipopolisacharydoéw, moga akumulowaé si¢ na
powierzchni komoérek podczas wzrostu na alkanach. Przykladowo, u przedstawicieli
rodzaju Acinetobacter hodowanych na heksadekanie zaobserwowano powstawanie
struktur o $rednicy 20-50 nm, ktore stanowig istotny element mechanizmu emulgacji
zwigzkoéw hydrofobowych [142].

1.5.2. Rola biosurfaktantow w degradacji zanieczyszczen

Biosurfaktanty stanowig istotny element w procesach biodegradacji zanieczyszczen
hydrofobowych, takich jak weglowodory ropopochodne czy posmazalnicze oleje
roslinne. Ich  podstawowa  funkcja  jest  zwigkszanie  biodostgpnosci
trudnorozpuszczalnych zwigzkow organicznych. W zaleznosci od rodzaju uktadu,
hydrofilowe grupy biosurfaktantu mogg agregowac si¢ na granicy faz 1 by¢ zwrdcone
do wewnatrz lub na zewnatrz uktadu. Efekt ten uzyskiwany jest poprzez obnizenie
napiecia powierzchniowego 1 miedzyfazowego oraz formowanie stabilnych emulsji
1 miceli. To umozliwia efektywne rozproszenie i pseudosolubilizacj¢ zanieczyszczen
w fazie wodne;j.

Wraz ze wzrostem stezenia biosurfaktantow w roztworze obserwuje si¢ obnizanie
napi¢cia powierzchniowego oraz zwigkszenie biodostepnosci zanieczyszczen,
co zilustrowano na Rysunku 8. Po osiaggnigciu krytycznego stezenia micelizacji (CMC)
dalszy wzrost stezenia nie wplywa juz na napigcie powierzchniowe, lecz prowadzi
do formowania miceli. Powstate micele stabilizujg uktad 1 zwigkszaja efektywnosc
usuwania zanieczyszczen hydrofobowych.
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Stezenie biosurfaktantow

Rysunek 8 Zaleznos¢ pomiedzy stezeniem biosurfaktantow w roztworze a napieciem powierzchniowym
oraz biodostepnoscig weglowodorow.

41



Biosurfaktanty moga takze mobilizowac zanieczyszczenia zwigzane z matryca stata, taka
jak gleba lub osady. Poprzez zmniejszenie sit adhezji miedzy czasteczkami
zanieczyszczen a powierzchnig podtoza utatwiajg ich oderwanie i przejscie do roztworu
wodnego, gdzie staja si¢ dostepne dla mikroorganizméw [135]. Istotnym aspektem ich
dzialania jest rowniez modyfikacja wlasciwosci powierzchniowych komoérek
mikroorganizméw. Biosurfaktanty zwigkszaja hydrofobowos$¢ powierzchni bakterii,
co ufatwia ich adsorpcj¢ na granicy faz ciecz-ciecz lub ciecz-cialo state. Dzicki temu
mozliwy jest bezposredni kontakt mikroorganizméw z kroplami oleju lub czastkami
zanieczyszczen, co przektada si¢ na szybszy i1 bardziej efektywny przebieg biodegradacji.
Przyktadowo, ramnolipidy zwigkszaja adhezj¢ komorek Pseudomonas putida
do powierzchni hydrofobowych [145].

Na poziomie komorkowym, biosurfaktanty moga wplywac réwniez na strukturg bton
cytoplazmatycznych. Wykazano, Zze ramnolipidy moga destabilizowa¢ zewngtrzne
warstwy blony u Pseudomonas aeruginosa, usuwajac lipopolisacharydy (LPS). W ten
sposob zwiekszaja hydrofobowos¢ powierzchni komorek bakteryjnych, co w efekcie
utatwia transport zwigzkéw hydrofobowych do wnetrza komorki [146]. W innej pracy
wykazano, ze ramnolipidy mogg istotnie modyfikowa¢ strukture oston komorkowych
bakterii z rodzaju Bacillus. Prowadza do utraty bialek btonowych, redukcji zawartosci
peptydoglikanu  w $cianie komorkowej oraz formowania licznych kanalow
transbtonowych. Efektem tych zmian jest zwigkszona przepuszczalno$¢ oston
komorkowych, co bezposrednio przektada si¢ na intensyfikacje pobierania zwigzkow
hydrofobowych oraz wzrost aktywnosci enzymow redoks wewnatrz komorek, wspierajac
tym samym procesy biodegradacji [147]. Wyniki tej pracy wskazuja, ze modyfikacja
struktury powierzchniowej komoérek stanowi istotny czynnik determinujacy skutecznosé
degradacji zanieczyszczen hydrofobowych.

W zlozonych S$rodowiskach naturalnych biosurfaktanty odgrywaja rowniez role
regulatorow interakcji miedzykomoérkowych. Poza funkcjg fizykochemiczng, wspierajg
tworzenie 1 stabilizacj¢ struktury biofilmu, co umozliwia mikroorganizmom przetrwanie
w niekorzystnych warunkach oraz prowadzenie skutecznej degradacji w dtuzszym czasie.
Niektore biosurfaktanty wplywaja ponadto na mechanizmy quorum sensing, modulujac
ekspresje genéw zwigzanych z degradacja zanieczyszczen oraz adaptacja metaboliczng
mikroorganizmow [148].

Warto réwniez podkresli¢, ze biosurfaktanty moga by¢ produkowane in situ przez
mikroorganizmy uczestniczagce w bioremediacji. W takich warunkach zaobserwowano
skrocenie fazy adaptacyjnej drobnoustrojow do obecnosci zanieczyszczen 1 tym samym
przyspieszenie calego procesu oczyszczania [135]. Zdolno$¢ niektorych szczepow
do jednoczesnej produkcji biosurfaktantow i degradacji zwigzkoéw organicznych sprawia,
ze mikroorganizmy te aktywnie modyfikuja wlasne S$rodowisko metaboliczne,
zwigkszajac efektywno$¢ bioremediacji.

Liczne prace potwierdzaja skuteczno$¢ takiego podejscia. Przykladowo, dodatek
ramnolipidéw do konsorcjum bakteryjnego degradujacego mieszaning oleju napedowego
i biodiesla pozwolit osiagna¢ okoto 77 % usunigcia weglowodoréw w ciggu 7 dni,
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podczas gdy bez dodatku biosurfaktantu degradacja wyniosta 58 % [149]. Podobnie,
zastosowanie biosurfaktantu glikolipidowego w ukladzie zanieczyszczonym ropa
naftowa zwigkszyto efektywno$¢ degradacji o okoto 20% [150]. W badaniach nad
heksadekanem zaobserwowano wzrost stopnia usunig¢cia zanieczyszczenia z 78 %
do 93 % po zastosowaniu ramnolipidéw [151]. Biodegradacja zanieczyszczen olejowych
z udziatem konsorcjum Pseudomonas aeruginosa 1 Rhodococcus sp. rdwniez ulegla
przyspieszeniu po dodaniu biosurfaktantu, z 52 % do 98 % w ciggu 8 tygodni [152].

Podsumowujac, przedstawione dane potwierdzaja kluczowa role biosurfaktantow
we wspomaganiu biodegradacji zanieczyszczen organicznych. Zwigkszaja biodostepnosée
zwigzkow hydrofobowych 1 ulatwiajg ich wykorzystanie przez mikroorganizmy.
Wplywaja rowniez na procesy adhezji, desorpcji 1 transportu, a takze na regulacje
metabolizmu komoérek. W rezultacie przyczyniajg si¢ do zwigkszenia stopnia rozktadu
zanieczyszczen oraz skrocenia czasu trwania procesu biodegradacji.

1.5.3. Znaczenie biosurfaktantow w ukladach BES

Biosurfaktanty mogg pelni¢ w ukladach bioelektrochemicznych szereg funkcji, ktore
przekladaja si¢ zarowno na poprawe wydajnosci procesow elektrochemicznych,
jak 1 na stabilnos$¢ 1 dtugoterminowa efektywnos$¢ catego uktadu. Chociaz szczegdtowe
mechanizmy dziatania biosurfaktantow w uktadach bioelektrochemicznych nie zostaty
jeszcze poznane, dostepne prace wskazuja, ze ich obecno$¢ korzystnie wpltywa
na strukture i przewodnictwo biofilmu anodowego, efektywnos¢ degradacji zwigzkow
hydrofobowych oraz skuteczno$¢ wytwarzania energii [153].

Jednym z kluczowych efektow dziatania biosurfaktantéw w BES jest zwigkszenie
przepuszczalnosci bton komorkowych egzoelektrogendw, co utatwia transport
mediatorow redoks i tym samym przyspiesza posredni transfer elektronow. Efektem
jest obnizenie oporu wewngtrznego uktadu (Rwew) 1 wzrost wydajnosci pradowej. Analizy
wykazaty, ze zastosowanie ramnolipidéw, soforolipidow czy trehalozylolipidow moze
prowadzi¢ do spadku Rwew nawet o 40 %, przy jednoczesnym wzroscie ggstosci mocy
o kilkadziesiat do kilkuset procent w porownaniu do uktadow kontrolnych [153].

Istotna funkcja biosurfaktantow jest rowniez wspieranie tworzenia biofilmu anodowego.
Utatwiaja one przyleganie komoérek do powierzchni elektrod, modyfikujac ich
wlasciwosci powierzchniowe 1 sprzyjajac kolonizacji. Zastosowanie ramnolipidow
w odpowiednich stezeniach prowadzito do znacznego zwigkszenia grubo$ci biofilmu
oraz liczebno$ci egzoelektrogenéw. Dodatkowo zaobserwowano takze istotne zmiany
w sktadzie taksonomicznym biofilmu. Obecnos¢ biosurfaktantow promuje rozwdj takich
rodzajow bakterii jak Geobacter, Desulfovibrio czy Aeromonass, zwigkszajac udzial
egzoelektrogendw 1 poprawiajac przewodnos¢ biofilmu [154] .

Na poziomie elektrody biosurfaktanty wptywaja na wlasciwosci powierzchni anod
1 katod. Moga poprawia¢ zwilzalno$¢ anody, co zwigksza efektywno$¢ kolonizacji przez
komorki drobnoustrojow oraz tworzenie i stabilizacj¢ biofilmu. Moga takze stuzy¢ jako
srodek do regeneracji zanieczyszczonych elektrod. Wykazano, ze zastosowanie
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mieszaniny niejonowego surfaktantu z roztworem zasadowym umozliwia skuteczne
usuwanie biofilmu z powierzchni katody i przywrdcenie jej pierwotnej aktywnosci
elektrochemicznej, bez koniecznosci stosowania metod mechanicznych [155].

Biosurfaktanty wptywaja réwniez na szlaki metaboliczne mikroorganizméw, w tym
na produkcje mediatoréw elektronowych (np. fenazyn). U Pseudomonas aeruginosa
wykazano wspotregulacje szlakow biosyntezy ramnolipidéw 1 piocyjaniny [156].
W innych pracach obserwowano, ze jednoczesna obecno$¢ tych dwoéch zwigzkow
skutkuje  synergistycznym zwigkszeniem transferu elektronéw, umozliwiajac
generowanie pradu, nawet u bakterii nieposiadajagcych naturalnej zdolnosci
do bezposredniego przenoszenia elektronéw na anodg [157].

Zastosowanie biosurfaktantow w BES moze rdznie wplywac na przebieg degradacji
zwigzkow trudnorozpuszczalnych. Ich obecno$¢ czgsto zwigksza biodostepnosé
hydrofobowych zanieczyszczen, co usprawnia ich rozklad przez mikroorganizmy 1 moze
prowadzi¢ do wzrostu generowanej mocy. Efekt ten jest silnie zalezny od rodzaju
zastosowanego surfaktantu, jego stg¢zenia oraz charakteru chemicznego (np. jonowego,
niejonowego, amfoterycznego). W pracy Hwang 1 in. [158] wykazano, ze dodatek
anionowego surfaktantu SDS (dodecylosiarczan sodu) poprawil parametry
elektrochemiczne oraz efektywno$¢ biodegradacji, podczas gdy surfaktant niejonowy
Triton X-100 wywotat znaczacy spadek wydajnosci uktadu. Obecnos¢ biosurfaktantow
moze wpltywac takze na struktur¢ taksonomiczng biofilmu anodowego poprzez
selektywna stymulacj¢ wzrostu okreslonych grup mikroorganizméw oraz wykazywanie
dziatania  bakteriobdjczego  wobec  wrazliwych  taksonow, co  prowadzi
do przeksztatcenia sktadu spolecznosci mikrobiologicznej [159]. Z tego wzgledu
zastosowanie biosurfaktantow w systemach BES wymaga kazdorazowo indywidualne;j
optymalizacji i oceny wptywu na mikroflore oraz funkcjonowanie catego uktadu.

Coraz wigksze znaczenie zyskuje rowniez mozliwo$¢ biosyntezy biosurfaktantow
bezposrednio w uktadzie BES. Przyktadem jest praca Zheng i in. [160], w ktorej
wykazano, ze genetycznie modyfikowany szczep Pseudomonas aeruginosa
nadprodukujacy ramnolipidy generowal ponad 2,5-krotnie wyzszg moc w MFC,
przy zastosowaniu glukozy jako jedynego zrodia wegla. To podkresla mozliwy
pozytywny wplyw produkcji biosurfaktantow in situ na elektrogennos$¢ biofilmu
1 wydajnos$¢ uktadu.

Niemniej jednak, w literaturze dostepnych jest niewiele prac poswigconych produkeji
biosurfaktantéw w BES z substratami takimi jak we¢glowodory ropopochodne czy
posmazalnicze oleje roslinne. To wskazuje na potrzebe dalszych badan umozliwiajacych
opracowanie wydajnych metod bioremediacji Srodowisk zanieczyszczonych zwigzkami
hydrofobowymi. Biosurfaktanty wytwarzane bezposrednio w BES moga przy tym
ograniczy¢ koszty, zwigkszy¢ efektywnos$¢ procesow i1 stworzy¢ nowe mozliwosci
integracji oczyszczania Srodowiska z odzyskiem energii.
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2. CEL1 ZAKRES PRACY

Gléwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla analiza  skladu
oraz funkcjonalnosci anodowych spotecznosci mikroorganizméw rozwijajacych
si¢ w MFC, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich zdolnosci do biodegradacji
weglowodoréw, produkeji biosurfaktantdow oraz wytwarzania energii elektryczne;j.
Przyjeto, ze skutecznos$¢ degradacji i wydajnos$¢ bioelektrochemiczna zaleza od sktadu
taksonomicznego mikrobiomu anodowego oraz warunkéw pracy ukladu, w tym
odpowiedniej strategii inokulacji, zastosowania kosubstratow oraz potencjalu anody.
W eksperymentach zastosowano pig¢ roznych konstrukcji uktadow MFC oraz cztery typy
substratow: benzen, rop¢ naftowa, olej napedowy 1 olej posmazalniczy. Takie podejs$cie
pozwolito uzyska¢ pelniejszy obraz zaleznosci pomigdzy rodzajem zanieczyszczenia,
strukturg 1 aktywno$cig spolecznosci mikroorganizmow a efektywnos$cig procesoOw
bioelektrochemicznych. Do rozwinigcia tych zagadnien zastosowano m.in. analizy
elektrochemiczne, metagenomiczne oraz metabolomiczne, co umozliwito kompleksowg
ocen¢ zarowno struktury, jak 1 funkcjonalnosci anodowych spolecznosci
mikroorganizméw w uktadach bioelektrochemicznych. Aby osiggna¢ cel gtowny
wyznaczono pie¢ celow szczegotowych.

Cele szczegolowe:

1. Okreslenie wptywu benzenu na rozwo6j spotecznosci anodowych w MFC z dodatkiem
glukozy jako kosubstratu, poprzez analiz¢ sktadu taksonomicznego mikrobiomu oraz
aktywnos$ci metabolicznej drobnoustrojow odpowiedzialnych za degradacj¢ benzenu,
z uwzglednieniem oceny parametrow elektrochemicznych oraz wydajnosci ogniw.

2. Analiza wptywu przylozonego potencjatu anodowego na strukture, bioréznorodnosé
1 funkcjonalno$¢ mikrobioméw anodowych rozwijajacych si¢ w MFC zasilanych
olejem napedowym, ze szczegdlnym uwzglednieniem udziatu mikroorganizméow
zdolnych do zewnatrzkomorkowego transferu elektronow 1 degradacji
weglowodorow.

3. Ocena wptywu pochodzenia inokulum i zastosowania kosubstratu na wydajno$s¢ MFC
oraz na sktad taksonomiczny i potencjal funkcjonalny anodowych spotecznosci
mikroorganizméw zaangazowanych w degradacje weglowodorow, produkcje
biosurfaktantéw 1 transfer elektrondéw, z wykorzystaniem analiz elektrochemicznych
1 metagenomicznych.

4. Przeprowadzenie proby skalowania uktadow MFC oraz ocena stabilnosci
elektrochemicznej 1 produkcji biosurfaktantow w czasie dlugotrwatlej eksploatacji,
wraz z identyfikacja kluczowych taksonoéw egzoelektrogennych, produkujacych
biosurfaktanty oraz degradujacych zwiazki ropopochodne.

5. Identyfikacja ramnolipidow z  wykorzystaniem opracowanego protokotu
analitycznego LC-MS/MS, dedykowanego dla MFC degradujacych zwiazki
hydrofobowe oraz identyfikacja dominujacych taksondw w mikrobiomie anodowym
w procesie produkcji biosurfaktantoéw z oleju posmazalniczego.
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3. METODYKA I MATERIALY
3.1. Projektowanie i konstrukcja MFC

Uktady bioelektrochemiczne zastosowane w trakcie badan nad rozprawa doktorska
zaprojektowane ~w  Laboratorium  Mikrobiologicznych ~ Ukladow
Elektrochemicznych i dopasowane dla kazdego z wykonanych eksperymentow.
We wszystkich eksperymentach wykorzystano jednokomorowe mikrobiologiczne
ogniwa paliwowe z katoda powietrzng, pracujace w trybie wsadowym. W pracy
doktorskiej zastosowano r6ézne materiaty oraz technologie do budowy MFC.
Poszczegolne ogniwa zostalty wykonane z polipropylenu (PP) przy uzyciu technologii
druku 3D (Prusa 13 MK3S, Prusa Research, Czechy); przy wykorzystaniu gotowych
pojemnikow polipropylenowych; z ptyt akrylowych (PMMA — polimetakrylan metylu)
o grubosci 3 mm, docinanych na wymiar przy pomocy plotera laserowego. Anody zostaty
wykonane z welonu weglowego o gramaturze 30 g/m? (PRF Composite Materials,

zostaly

Dorset, United Kingdom). Katody sktadaty si¢ z welonu weglowego, pasty weglowe;j
(wegiel CWZ-22 zmieszany z woda) 1 kolektora elektronow z siatki ze stali nierdzewne;.
Zar6wno anoda, jak i katoda byty potaczone drutem Ni-Cr (@ 0,66 mm, ALBu, Polska)
z rezystorem. Elektrody byly oddzielone membrang kationowymienng (CMI-7000,
Membranes International, USA). W zaleznosci od zastosowanego materiatu do budowy
MFC, uzyto innej metody do sterylizacji ogniw. W przypadku ogniw szklanych byto
to autoklawowanie (120 °C, 15 min) oraz sterylizacja roztworem do lizy zgodnie
z metodyka opisang w pracy Pasternak 1 in. [155]. Ogniwa wykonane z PP poddano
trzykrotnej sterylizacji 70 % (v/v) roztworem etanolu w wodzie. Dla MFC wykonanych
z PMMA w celu sterylizacji rowniez zastosowano roztwor do lizy. Po zakonczonym
procesie sterylizacji w celu usunigcia pozostatosci zastosowanych rozpuszczalnikow,
MFC trzykrotnie przeptukano sterylng woda dejonizowang MiliQ. Szczegotowe dane
dotyczace projektu i1 konstrukeji zastosowanych ogniw przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2 Dane dotyczgce konstrukcji i dzialania uktadow BES.

Rozdzial 4.1 | Rozdzial 4.2 | Rozdzial 4.3.1 | Rozdzial 4.3.2 Rozdzial 4.4
Typ ukladu Jednokomorowe ogniwo z katodg powietrzng
Material do
budowy BES PP PP PP PMMA PP
Anoda Welon weglowy o gramaturze 30 g/m?
Katoda Welon weglowy, wegiel aktywny CWZ-22, kolektor z siatki ze stali nierdzewne;j
Membrana Membrana kationowymienna (CEM)
Objetos¢
robocza 20 cm? 150 cm? 6 cm® 25 cm? 20 cm?
reaktora
- Benzen i Olej Ropa naftowa i | Ropa naftowa i Olej
Zrodlo wegla Ly
glukoza napedowy octan sodu octan sodu posmazalniczy
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3.2. Material biologiczny

Materiatl biologiczny wykorzystany w niniejszej rozprawie doktorskiej obejmowat probki
gleb, wod 1 osadow oraz wyizolowane szczepy mikroorganizmow. Materiat ten pochodzit
z réznych regiondw geograficznych i zostal zgromadzony w ramach wcze$niejszych
projektow  badawczych ~w  Laboratorium  Mikrobiologicznych ~ Ukladow
Elektrochemicznych. Spis  wszystkich  zastosowanych prébek biologicznych
zamieszczono w Tabeli 3.

Tabela 3 Charakterystyka materiatu biologicznego wykorzystanego w eksperymentach.

Rodzaj materialu
biologicznego

Zrédlo / Lokalizacja

Uwagi

Szczep bakteryjny:
Ochrobactrum anthropi 1

Szczep bakteryjny:
Ochrobactrum anthropi 2

Szczep bakteryjny:
Epilithonimonas hominis

Szczep bakteryjny:
Novosphingobium
Suppressis

Szczep bakteryjny:
Rhodococcus qingshengii

Tereny zanieczyszczone
zwigzkami
ropopochodnymi (Polska)

Mikroorganizmy wyizolowane z probek
gleby, w ramach wcze$niejszych
projektow badawczych

Gleba

Parking miejski (Wroctaw,

Zanieczyszczone ropopochodnie

Polska)
Gleba Gleba tropikalna (Sri Lanka)
Wolken br Srodowisko naturalne
ulkan btotny
Gleba (Azerbejdzan)
Kanat $ciekowy przy stacji
Gleba / Osad paliw (Wroctaw, Polska)
Okolice skrzynki
Gleba roztadunku paliw (Wielgie, Zanieczyszczone ropopochodnie
Polska)
Separator substancji
Gleba / Osad ropopochodnych (Wielgie,

Polska)

Osad czynny 1

Oczyszczalnia $ciekow
(Scinawka Dolna, Polska)

Materiat z wezesniejszych badan
prowadzonych w laboratorium

Osad czynny 2
Jezioro pokopalniane
Woda / Osad (Rudawy Janowickie,
Polska)
Woda Lodowiec (Epgelberg, Srodowiska gérskie
Austria)
Woda / Osad Rzeka polodowcowa

(Engelberg, Austria)
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3.3. Pozywki mikrobiologiczne

Jako medium w komorach anodowych uktadow BES stosowano podloze mineralne
(MSM, ang. mineral salt medium) o okre$lonym sktadzie: 0,5 - 1,5 g/L NH4CI (Chempur,
Polska); 0,6 g/ NaxHPO4 (POCH, Polska); 0,1 g/l KCl (POCH, Polska); 2,5 g/L
NaHCO3 (Chempur, Polska); 10 mL/L roztworu pierwiastkow §ladowych wedtug
receptury okreslonej dla medium 141 przez DSMZ [161]. Odczyn pH MSM byl réwny
7,5. Wszystkie roztwory zostaly przygotowane przy uzyciu wody dejonizowanej Milli-Q
i sterylizowane w autoklawie przed uzyciem (121 °C, 20 min.).

3.4. Eksperymenty elektrochemiczne

3.4.1. Pomiar napiecia w czasie rzeczywistym (RTM)

We wszystkich wykonanych eksperymentach monitorowano napigcie generowane przez
ogniwa. Dane zbierano za pomocg systemu akwizycji danych BenchVue Keysight
DAQ970A (Keysight Technologies, USA). Napigcie generowane przez MFC byto
mierzone w czasie rzeczywistym i rejestrowane co 3 minuty. Gegstos¢ mocy obliczono
zgodnie z prawem Ohma w nastepujacy sposob:

P

B U? W]
T RxA [m?

gdzie U to napigcie [V], R to rezystancja [€2], A to powierzchnia geometryczna anody
[m?].

3.4.2. Woltamperometria liniowa (LSV)

Eksperymenty LSV wykonywano w celu okreslenia maksymalnej gestosci mocy
generowanej przez ogniwo, a takze do wyznaczenia krzywych polaryzacji. Krzywe
polaryzacyjne umozliwiajg og6lng oceng wydajnosci ogniwa w okreslonych warunkach
pracy, co pozwala na analiz¢ strat napigcia zachodzacych podczas jego pracy,
w szczegolnosci strat aktywacyjnych, omowych oraz dyfuzyjnych (transportowych).

Eksperymenty polaryzacji przeprowadzono w dwoch wariantach konfiguracyjnych: dwu-
oraz trojelektrodowym. W uktadzie dwuelektrodowym role elektrody pracujacej petnita
anoda, natomiast katoda stuzyla jednoczes$nie jako przeciwelektroda i elektroda
odniesienia. Z kolei w ukladzie trojelektrodowym funkcje elektrody pracujacej réwniez
petita anoda, a katoda wykorzystywana byla wylacznie jako przeciwelektroda.
W tej konfiguracji pomiar potencjalu odbywal si¢ wzgledem nasyconej elektrody
chlorosrebrowej (Ag/AgCl), umieszczonej w komorze anodowej jako elektroda
odniesienia. Eksperymenty LSV (ang. Linear Sweep Voltammetry) przeprowadzono przy
uzyciu wielokanalowego potencjostatu (VSP, BiolLogic) oraz potencjostatu
MultiPalmSens4 (PalmSens BV, Holandia). Polaryzacje przeprowadzono od potencjatu
obwodu otwartego (OCP ang. open circuit potential) do 0 V elektrody pracujacej
wzgledem elektrody odniesienia, z szybkoscia skanowania 1 mV/s. Wszystkie dane
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zostaty znormalizowane do geometrycznej powierzchni elektrody anodowej. Uzyskane
dane eksperymentalne pozwolily na wyznaczenie istotnych parametréw operacyjnych
uktadu bioelektrochemicznego: maksymalna gestos¢ mocy, gestos¢ pradu i1 optymalna
rezystancja.

3.4.3. Chronoamperometria

Metod¢ chronoamperometrii zastosowano do oceny wplywu zadanego potencjatu
zewngtrznego na sktad spotecznosci drobnoustrojow na anodzie oraz w anolicie.
W zalezno$ci od przeprowadzanych eksperymentdéw, na anode¢ (elektrodg¢ pracujaca)
aplikowano staly potencjat o roéznych warto$ciach. Pomiary prowadzono
w trojelektrodowym ukladzie elektrochemicznym, gdzie katoda petita funkcje
przeciwelektrody, a elektroda referencyjna (Ag/AgCl) stuzyta do stabilizacji potencjatu.
Natezenie pradu bylo monitorowane co 3 minuty przy uzyciu potencjostatu
wielokanatowego MultiPalmSens4 (PalmSens, Holandia).

3.4.4. Elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (EIS)

Do oceny wydajnosci poszczegdlnych elementow MFC zastosowano metode
elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS, ang. Electrochemical Impedance
Spectroscopy). Pomiary EIS wykonano dla catego ogniwa w warunkach obwodu
otwartego, przy czym anoda pehita role elektrody roboczej, a katoda funkcje
przeciwelektrody 1 elektrody odniesienia. W testach wykorzystano potencjostat
MultiPalmSens4 (PalmSens BV, Holandia) oraz prad przemienny o amplitudzie 10 mV
1 zakresie czgstotliwosci od 100 kHz do 10 mHz.

3.4.5. Woltamperometria cykliczna (CV)

Woltamperometria cykliczna (CV, ang. Cyclic Voltammetry) umozliwia analiz¢ procesow
redoks zachodzacych na powierzchni elektrod. W niniejszej pracy, woltamperometri¢
cykliczng  wykorzystano do analizy aktywnosci elektrochemicznej biofilmu
na powierzchni anody. Pomiary przeprowadzono w konfiguracji dwuelektrodowej,
w zakresie potencjatow od -600 do 600 mV wzgledem katody jako elektrody odniesienia,
przy szybkos$ci skanowania 1 mV/s, w temperaturze 25 °C.

3.5. Analiza struktury i aktywnosci spolecznosci drobnoustrojow
3.5.1. Ekstrakcja DNA

Probki do izolacji DNA zostaly pobrane z anolitow lub powierzchni anody. Catkowite
DNA ekstrahowano przy uzyciu zestawu Bead-Beat Micro AX Gravity firmy A&A
BIOTECHNOLOGY (Warszawa, Polska). Jako$¢ i ilo$¢ ekstraktow DNA oceniono
za pomocg pomiarow spektrofotometrycznych wykonanych na urzadzeniu NanoDrop™
2000/2000c firmy Thermo Fisher Scientific (USA).
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3.5.2. Sekwencjonowanie regionu V3-V4 genu 16S rRNA

Sekwencjonowanie regionu V3-V4 genu 16S rRNA zostato przeprowadzone w Genomed
S.A. (Warszawa) zgodnie z protokotem producenta. W celu identyfikacji i klasyfikacji
bakterii oraz archeonéw w badanych probkach, zastosowano metod¢ metagenomiki
opartej na sekwencjonowaniu amplikonéw hiperzmiennego regionu V3-V4 genu
16S rRNA. Do amplifikacji PCR i przygotowania biblioteki wykorzystano specyficzne
startery 341F 1 785R [162]. Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix od New England
BioLabs zostal uzyty jako zestaw odczynnikéw w reakcjach PCR, zgodnie z zalecanymi
warunkami  dostarczonymi  przez  producenta. = Sekwencjonowanie  parami
przeprowadzono na urzadzeniu MiSeq przy uzyciu zestawu Illumina v3, uzyskujac
odczyty o dhugosci 2x300nt. Automatyczna wstepna analiza danych, obejmujaca
demultiplekowanie probek oraz generowanie plikow fastq, zostala przeprowadzona na
sekwenatorze MiSeq z wykorzystaniem oprogramowania MiSeq Reporter (MSR) v2.6.

3.5.3. Sekwencjonowanie pelnego metagenomu

Sekwencjonowanie metagenomiczne typu shotgun, oparte na technologii NGS (ang. next
generation sequencing), pozwala na kompleksowa analiz¢ metagenoméw. Dzigki temu
mozliwa jest identyfikacja i klasyfikacja organizméw wchodzacych w sklad danej
spotecznosci (profilowanie taksonomiczne), identyfikacja genow obecnych w tych
organizmach oraz okreslenie potencjalnych szlakow metabolicznych, ktore
te spotecznosci mogg przeprowadza¢. Sekwencjonowanie NGS zostato przeprowadzone
w Genomed S.A. (Warszawa) zgodnie z protokotem producenta. W tym celu catkowite
DNA metagenomowe poddano mechanicznej fragmentacji za pomocg sonikacji przy
uzyciu urzadzenia Covaris E220 (Covaris), uzyskujac fragmenty o dtugosci 200-500 par
zasad. Oczyszczanie pofragmentowanego DNA przeprowadzono z wykorzystaniem
kulek magnetycznych AMPure XP (Beckman Coulter). Nast¢pnie, zgodnie z protokotem
producenta, przygotowano biblioteki NGS do sekwencjonowania metodg ligacji,
wykorzystujac zestaw NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep Kit for Illumina (New
England Biolabs). W celu weryfikacji poprawnosci przygotowanych bibliotek,
przeprowadzono analize ich rozmiaru za pomoca Bioanalyzera 2100 z chipem o wysokiej
czulosci (Agilent) oraz ilosciowy pomiar za pomocg qPCR. Sekwencjonowanie metoda
parzysta (150PE) przeprowadzono na platformie NovaSeq6000 (Illumina), generujac
40 milionow odczytow na probke.

3.5.4. Analiza bioinformatyczna danych z sekwencjonowania 16S rRNA

Analiz¢ bioinformatyczng przeprowadzono przy uzyciu platformy QIIME 2 i pakietu
DADA2. Wstepna analiza bioinformatyczna obejmowata kontrole jakosci i wstepne
przetwarzanie sekwencji. Kontrola jakosci obejmowala dynamiczne generowanie
parametréw kontrolnych w oparciu o model btedu specyficznego dla kazdej probki przy
uzyciu narzgdzia FIGARO. Ponadto przeprowadzono kontrole jakosci w celu
zapewnienia, ze maksymalne oczekiwane poziomy bledéw dla kazdej probki zostaty
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spelnione. Uzyskane sekwencje zostaly wstepnie przetworzone przy uzyciu narz¢dzia
Cutadapt. Nastepnie wyselekcjonowano unikalne sekwencje amplikonéw (ASV, ang.
amplicon sequence variants) przy uzyciu pakietu DADA2. Klasyfikacje taksonomiczng
sekwencji ASV przeprowadzono przy uzyciu referencyjnej bazy danych Silva 138
z dwuetapowa metoda hybrydows. Najpierw przeprowadzono doktadne dopasowanie
odczytow do referencyjnej bazy danych za pomoca narzedzia vsearch. Wszelkie odczyty,
ktoére nie zostaty rozpoznane w poprzednim kroku, zostaly sklasyfikowane przy uzyciu
metody opartej na uczeniu maszynowym (sklearn) dostgpnej w module QIIME
q2-feature-classifier [163].

3.5.5. Analiza bioinformatyczna danych z sekwencjonowania typu shotgun

Schemat analizy bioinformatycznej przedstawiono na Rysunku 9. Jako$¢ surowych
odczytow metagenomicznych oceniono za pomocg FastQC [164] (wersja 0.11.9).
Odczyty krétsze niz 100 bp 1/lub zawierajace jednoznaczne nukleotydy zostaly usunigte,
a zasady z wynikiem jako$ci mniejszym niz 20 zostaty przycigte za pomocg Cutadapt
[165] (wersja 4.1). Kontrole jakosci dla przycietych sekwencji przeprowadzono
ponownie przy uzyciu programu FastQC. Sktad 1 strukture spotecznosci bakterii
1 archeonow sklasyfikowano do poziomu gatunku za pomocg Kaiju [166] (v. 1.9.0; baza
danych: NCBI-nr-10.03.2022). [168]Program MEGAHIT [167] (wersja 1.2.9) zostat
uzyty do ztozenia odczytéw o kontrolowanej jakosci w kontigi (minimalna dtugos¢ 1000

bp).

Per base sequence quality
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poprzez FastQC mikroorganizméw

Rysunek 9 Schemat analizy bioinformatycznej danych sekwencjonowania wysokoprzepustowego
typu shotgun.

3.5.6. Identyfikacja genow odpowiedzialnych za degradacje weglowodorow

Schemat analizy genomowej przedstawiono na Rysunku 10. Kontigi wykorzystano
do wykrycia 59 gendow zwiagzanych z degradacja weglowodorow (HDG, ang.
hydrocarbon degradation-related genes) za pomoca serweru HMMER [168] (wersja 3.3)
przy uzyciu profili KEGG KO [169] HMM (ukryty model Markowa) (zaktualizowany 25
grudnia 2019 r). W celu wykrycia sekwencji almA zwigzanych z degradacja
dhugotancuchowych alkanéw z kontigdw, profil HMM zostal zbudowany za pomoca
HMMER (wersja 3.3) przy uzyciu wyréwnania parami Clustal W [170]. List¢ docelowych
gendw wraz z kodowanymi enzymami podano w czg¢$ci eksperymentalnej w Tabeli 13.
Liczby genow kazdego metagenomu zostaly znormalizowane przy uzyciu
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MicrobeCensus [171] (v. 1.1.1) w stosunku do odczytéw na kilozasade na ekwiwalent
genomu (RPKG, ang. reads per kilobase per genome).
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Rysunek 10 Schemat analizy genomowej prowadzqcej do identyfikacji genow funkcjonalnych zwigzanych
z degradacjq weglowodorow.

3.5.7. Wizualizacja danych

Analiza  struktury  spotecznosci  mikroorganizmow  zostata  przeprowadzona
z wykorzystaniem platformy MicrobiomeAnalyst [172] oraz srodowiska R (v.4.5.1) z
zastosowaniem odpowiednich pakietow. Do analizy gléwnych sktadowych (PCA) uzyto
pakietu FactoMineR, a do wizualizacji map cieplnych oraz dendrogramow: pheatmap
1 ggdendro. Profilowanie taksonomiczne 1 wykresy slupkowe przedstawiajace sktad
mikrobiomu na réznych poziomach taksonomicznych wykonano za pomocg pakietow
phyloseq oraz ggplot2.

Przed analizg PCA oraz hierarchicznym grupowaniem probek, dane dotyczace wzgledne;j
liczebnos$ci taksonow zostaty przeksztalcone za pomocg logarytmicznej transformacji
wysrodkowanej (centered log-ratio, CLR) w celu zminimalizowania wptywu danych
zerowych 1 skali. DIla oceny réznic w strukturze mikrobiomu miedzy grupami
zastosowano permutacyjng analiz¢ wariancji (PERMANOVA), wykorzystujaca indeks
Braya-Curtisa jako miar¢ niepodobienstwa (9 999 permutacji). Porownania liczebno$ci
1 réznorodno$ci mikroorganizméw pomiedzy probkami przeprowadzono z uzyciem
Sparowanego testu t.

Analiza alfa-r6znorodnosci zostata przeprowadzona na poziomie rodzaju lub na poziomie
unikalnych sekwencji (ASV), przy uzyciu indeksu Chaol. Estymuje on rzeczywiste
bogactwo taksonomiczne probki, uwzgledniajac obecnos$¢ rzadkich taksondw. Roéznice
w poziomie alfa-r6znorodnosci pomigdzy grupami eksperymentalnymi oceniono
za pomocg testu Welcha (Welch’s t-test) lub jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA). W przypadkach istotnosci statystycznej przeprowadzono dodatkowe
porownania post-hoc (pairwise comparisons) w celu identyfikacji réznic migdzy
poszczegdlnymi grupami.
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3.5.8. llosciowa reakcja lancuchowa polimerazy (qPCR)

Do oceny liczby kopii gendéw bakteryjnych oraz archeonéw wykorzystano iloSciowa
reakcje fancuchowa polimerazy (qPCR, ang. quantitative Polymerase Chain Reaction).
QPCR przeprowadzono przy uzyciu systemu Rotor-Gene® Q real-time PCR (Qiagen,
Foster City, CA, USA). Analizg przeprowadzono zgodnie z wczesniejszym opisem Tiirik
i in. [173]. Nastepnie do procesu amplifikacji uzyto odpowiedniego startera o ste¢zeniu
0,6 uM oraz 10-krotnych rozcienczen probek DNA. Dokladne parametry reakcji zostaty
zawarte w Tabeli 4.

Tabela 4 Charakterystyka starterow i programow qPCR.

: Rozmiar Wydajnos¢
Starter SekSV’v-e;:qa docGeT:w ampli- Pr(;)g(lj';m L(])Q Zrédlo | amplifikacji
y konu (bp) a (prébki)l
CAGCCG 50°C
AS19F CCGCGG 2 min
TAA 95°C’
Archeonowy 10 min;
16S rRNA 395 35cykli: | 1000 | [173] ) 195007
GTGCTC 95°C 15 s
CCCCGC 56°C 30 s;
A915R CAATTC 720C 30 S
CT
GCCAGC 50°C
B517F AGCCGC 2 min [174]
GGTAA 95°C’
Bakteryjny 10 min;
16S rRNA 530 35 cykli: | 1009 1,85+0,05
CGACAR 95°C 30 s
CCATGC 60°C 45 s
BIO28R | Ascacc oC 45 [175]
T

'LOQ — granica oznaczalnosci na reakcje qPCR (ang. limit of quantification);

2 Wydajnosci amplifikacji uzyskane z programu LinRegPCR s3 przedstawione w zakresie od jednego
do dwoch, gdzie jeden odpowiada brakowi amplifikacji (wydajno$¢ 0 %), a dwa odpowiada podwojeniu
produktu amplifikacji w kazdym cyklu (wydajnos¢ 100 %).

3.6. Techniki analityczne
3.6.1. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

Analiz¢ NMR wykorzystano w celu identyfikacji produktow biodegradacji benzenu oraz
glukozy w ogniwach. W tym celu probki anolitu pobrano w koncowej fazie cyklu pracy
ogniwa. Aby usuna¢ komorki bakteryjne probki odwirowano (6 min, 6000 r.p.m.),
nastgpnie otrzymany supernatant poddano filtracji przez sterylny filtr strzykawkowy
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o $rednicy poréow 0,22 um. Tak przygotowane probki anolitu byly przechowywane
w temperaturze -20 °C do momentu przeprowadzenia analizy. W celu przygotowania
probek do analizy metoda spektroskopii NMR, 2 ml probki anolitu przeniesiono
do probowek Eppendorf i poddano procesowi odparowania w wirdwce proézniowej
w temperaturze 45 °C przez 6 godzin (Eppendorf, Polska). Po odparowaniu, probke
rozpuszczono w 600 pL buforu PBS (0,1 M NaH>PO4+/Na;HPOg4, 10 % D-O, pH = 7,0,
TSP = 0,3 mM). Nastepnie, 550 puL roztworu przeniesiono do 5 mm probéwek NMR (5SP,
Armar Chemicals, Niemcy) w celu przeprowadzenia pomiarow.

Widma 'H NMR zarejestrowano na spektrometrze Bruker AVANCE II (600,58 MHz,
298 K) wyposazonym w 5-mm sond¢ TBO, zgodnie z ustawieniami opisanymi w pracy
Mielko 1 in. [176]. Zastosowano sekwencje impulséw cpmgprld. Widma odniesiono
do rezonansu TSP (0,0 ppm) 1 poddano recznej korekcji fazy i linii bazowej (MestReNova
v. 11.0.3).

3.6.2. Chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria mas (LC-MS/MS)

Analize LC-MS/MS zastosowano do identyfikacji biosurfaktantoéw zsyntezowanych
w ogniwach. W tym celu, pobrano prébki anolitu z MFC w momencie maksymalnej
produkcji mocy, kiedy odnotowano rowniez najnizsze napigcie powierzchniowe,
wskazujace na produkcje biosurfaktantow. W celu usunigcia komorek, probki poddano
wirowaniu (10 min, 6000 r.p.m.), a nastepnie supernatant przefiltrowano przez sterylny
filtr strzykawkowy o $rednicy poréw 0,22 um. Ekstrakcje 1 oczyszczanie biosurfaktantow
przeprowadzono metoda ekstrakcji do fazy statej (SPE, ang. solid phase extraction),
wykorzystujac kolumny wypehione zlozem C18 (CHROMABOND; 3 ml objetosci,
500 mg adsorbentu), zgodnie z procedurg przedstawiong na Rysunku 11. Kolumne SPE
kondycjonowano 1 zroOwnowazono, przepuszczajac kolejno 15 ml acetonitrylu,
3 ml metanolu i 3 ml wody. Nast¢pnie, do tak przygotowanej kolumny zatadowano 130
ml prébki anolitu. Po zatadowaniu probki, kolumne przemyto 3 ml wody, a nastepnie
suszono przez 10 minut. Produkt ekstrahowano z kolumny SPE, przepuszczajac przez nig
3 ml acetonitrylu. Otrzymany roztwor rozpuszczalnika odparowano w temperaturze
40 °C, uzyskujac surowe biosurfaktanty. Wyekstrahowane biosurfaktanty rozpuszczono
w 150 pl wodnego 5 mM buforu mrowczanu amonu/acetonitrylu 60/40 (v/v). Probke
nastgpnie rozcienczono 100-krotnie i analizowano metodg LC-MS/MS.

Charakterystyke produktéw biosyntezy przeprowadzono przy uzyciu spektrometru mas
Synapt G2 Si Q-TOF MS wyposazonego w zrddlo jondw typu elektrorozpylacz (ESI),
w polaczeniu z systemem chromatograficznym Acquity UPLC I-class = (Waters, USA).
Do rozdzielania zwigzkow zastosowano chromatografie w fazie odwroconej na kolumnie
ACQUITY UPLC® BEH Shield RP18 1,7 um (2,1 x 100 mm). Fazy ruchome sktadaty
si¢ z 10 mM mréwczanu amonu w 5:95 ACN:woda (A) 1 10 mM mréwcezanu amonu
w 95:5 ACN:woda (B). Natezenie przeptywu ustawiono na 0,300 ml/min przy
calkowitym czasie pracy wynoszacym 6,5 min. Elucj¢ liniowa przeprowadzono
w nastepujacy sposob: 1,00 min — 20 % B, 2,50 min — 90 % B, 4,50 min — 90 % B,
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4,60 min — 20 % B, 6,50 min — 20 % B. Temperatury probki i kolumny ustawiono
odpowiednio na 10 °C i 45 °C. Obje¢tos¢ nastrzyku ustawiono na 2,00 puL. Akwizycje
danych przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania MassLynx (wersja 4.1, SCN932,
Waters, USA). Probki badano w trybie jonow ujemnych. Parametry zrédta jonow MS
ustawiono nastepujaco: napigcie kapilary, 2,50 kV; stozek probkujacy, 40 V; temperatura
zrodta, 130 °C; temperatura desolwatacji, 450 °C; przeptyw gazu desolwatacyjnego,
800 L/h 1 przeptyw gazu stozkowego, 60 L/h.

SPE w kolektorze Odparowywanie Analiza
LC-MS/MS

Prébka rozpuszczalnika i

rézniowym L
P y rozpuszczenie prébki

y
v
v

Kondycjonowanie Réwnowazenie Zatadowanie Przemywanie Elucja
(ACN, CH,0H) (H-0) prébki (H,0) i suszenie (ACN)

v

@ Biosurfaktanty [ 3K Zanieczyszczenia

Rysunek 11 Schemat przedstawiajgcy metode ekstrakcji biosurfaktantow z anolitow pobranych z ogniw
metodqg SPE do analizy LC-MS/MS. Wyjasnienia skrotow: ACN — acetonitryl, CH3;0OH — metanol,
H,;0 —woda.

3.6.3. Chromatografia gazowa sprze¢zona ze spektrometria mas (GC-MS)

Analize GC-MS zastosowano w celu identyfikacji metabolitéw biodegradacji zwigzkow
hydrofobowych w MFC. Anolit odwirowano w celu pozbycia si¢ biomasy komorkowe;j
(15 min., 6000 r.p.m.), nastgpnie supernatant ekstrahowano dwukrotnie roztworem
dichlorometanu (DCM) w proporcji 4:1. Zebrano faze organiczng i poddano analizie.

Analiz¢ wykonano przy uzyciu chromatografu gazowego HP6890 z detektorem masowo-
selektywnym HP5973 oraz kolumng kapilarng DB-1701. Jako gaz no$ny zastosowano
hel. Kolumna pracowala w zakresie temperatur od 40 °C do 260 °C z szybkoscia
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10 °C/min. Program temperaturowy poprzedzony byt 4-minutowym okresem
izotermicznym, a na koniec przeprowadzono stabilizacje w temperaturze koncowej przez
20 minut. Temperatura wlotu zostata ustawiona na 250 °C. Spektrometr masowy
pracowat przy napigciu jonizujacym 70 eV, w zakresie mas m/z 29 — 450. Identyfikacje
zwigzkéw organicznych przeprowadzono poprzez poréwnanie uzyskanych widm
masowych z bibliotekg elektroniczng NIST oraz innymi zréodtami referencyjnymi [177].

3.7. Pomiary fizykochemiczne
3.7.1. Chemiczne zapotrzebowanie na tlen (ChZT) i wydajnos¢ kulombowska (CE)

Probki anolitu do okreslenia stopnia usunigcia ChZT pobrano z MFC pod koniec trwania
cyklu. Probki odwirowano (6 min. 6000 r.p.m.), a powstaly supernatant uzyto do analizy
chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT) metoda utleniania dwuchromianem
potasu, z wykorzystaniem gotowego zestawu ChZT (HACH, USA). Zdolno$¢ usuwania
ChZT przedstawiono jako warto$¢ procentowag roznicy wartosci ChZT na poczatku
oraz na koncu pojedynczego cyklu MFC.

Wydajnos¢ kulombowska (CE) ogniwa okreslono na podstawie ponizszego wzoru:

. _8 [P 1dt
E ™ Fv,,ACOD

Gdzie 8 jest warto$cig stalg uzywang dla ChZT, F to stala Faradaya, Van jest objgtoscia
anolitu w komorze anodowej, ACOD jest zmiang stezenia ChZT podczas cyklu pracy
MEFC.

3.7.2. Pomiary tlenu oraz pH

Pomiary stezenia tlenu wykonywano stosujac galwaniczny czujnik tlenu ELMETRON
COG-1 (ELMETRON, Polska), ktory skalibrowano w roztworze Na>SOs ( 0 % nasycenia
tlenem) oraz w powietrzu (100 % nasycenia). Pomiar pH przeprowadzono za pomoca
elektrody IONODE 1J44A.

3.8. Ocena aktywnosci biosurfaktantow

3.8.1. Pomiar napi¢cia powierzchniowego

Pomiary napiecia powierzchniowego anolitow (ST, ang. surface tension) wykonywano,
aby oceni¢ czy w komorze anodowej wytwarzane byly zwiagzki powierzchniowo czynne.
Pomiary wykonywano za pomoca mobilnego tensjometru cisnienia pgcherzyka (KRUSS,
Niemcy). Urzadzenie bylo kalibrowane kazdorazowo przed seria pomiarowa.
W zalezno$ci od eksperymentu, pomiar wykonywano bezposrednio w ogniwie lub
poprzez transfer probki anolitu do probowki typu Eppendorf.
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3.8.2. Testy emulsyfikacji

Aby okresli¢ indeks emulsyfikacji (E24), w probéwce umieszczono 3 mL hydrofobowe;j
substancji (ropa naftowa, olej napedowy, kwas oleinowy, olej roslinny lub heksadekan)
oraz 3 mL supernatantu uzyskanego po odwirowaniu (10 min., 6000 r.p.m.) anolitu.
Catos¢ intensywnie wytrzasano przez 2 minuty, nastgpnie pozostawiono w statywie
na 24 h. Indeks E»4 obliczono jako procent stosunku wysokosci warstwy zemulgowane;j
do catkowitej wysoko$ci kolumny cieczy [8].

3.8.3. Stabilnos¢ piany

Stabilno$¢ piany mierzono poprzez energiczne wytrzgsanie supernatantu w probowce
oraz pomiary wysokosci piany bezposrednio po wytrzasaniu oraz po 10 minutach.
Wskazniki obliczano wedtug nastepujacych rownan:

. s s . th
Stabilno$¢ piany = —
ho

gdzie ho to poczatkowa wysokos¢ piany, hio to wysokos¢ piany po 10 minutach [178].
3.8.4. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Chromatografi¢ cienkowarstwowa (TLC, ang. thin layer chromatography) zastosowano
w celu oceny obecnosci roznych klas biosurfaktantow (glikolipidow, lipopeptydow
oraz lipidow). Obecnos¢ biosurfaktantéw badano w produktach ekstrakcji anolitow
metoda SPE, rozcienczonych w czystym metanolu do analizy TLC. W tym celu uzyto
ptytek TLC Silica gel 60 F2s4 (Merck, Niemcy). Do wykrywania cukréw (heksoz i pentoz)
zastosowano metode orcynowa [179]. Do wizualizacji peptydow 1 wolnych
aminokwasow uzyto testu ninhydrynowego [180], a do identyfikacji lipidow uzyto
barwienia jodem [181].

3.9. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Zdjecia SEM wykonano w celu wizualizacji biofilmu anodowego, ktory wyksztalcit si¢
na powierzchni wybranych elektrod. W celu utrwalenia biofilmu anodowego,
po zakonczeniu eksperymentu, z elektrody wycigeto fragment welonu weglowego
(1 cm x lem), ktory nastgpnie zanurzono w 2,5 % roztworze aldehydu glutarowego
(Sigma Aldrich) w 0,1 M roztworu PBS (pH 7,3) przez 12h w 4 °C. Nastgpnie fragment
elektrody przemyto trzykrotnie 0,1 M roztworem PBS. W celu odwodnienia probek,
zanurzono je kazdorazowo w roztworach etanolu o st¢zeniach: 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
90 %, 95 % 1 100 %. Odwodnienie w 100 % roztworze etanolu powtdérzono jeszcze
dwukrotnie. Nastepnie probke zanurzono w czystym HMDS (heksametylodisilazan)
(Sigma Aldrich) 1 suszono na powietrzu przez 10 minut. Tak przygotowane probki
analizowano za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego Helios NanoLabTM
6001 [182].
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4. WYNIKI I DYSKUSJA

4.1. Biodegradacja benzenu w MFC

Eksperyment zostal przeprowadzony w ramach prac badawczych realizowanych
w Laboratorium Mikrobiologicznych Uktadow Elektrochemicznych (LMES) oraz
podczas stazu naukowego w Instytucie Biologii Molekularnej i Komorkowej
na Uniwersytecie w Tartu (Estonia). Wyniki tych badan zostaty opublikowane w pracy
Tyszkiewicz 1 in. [26].

4.1.1. Inokulacja MFC oraz przebieg eksperymentu

Skonstruowano 10 jednokomorowych MFC z katoda powietrzng (Rysunek 12) wedlug
specyfikacji przedstawionych w rozdziale 3.1 niniejszej rozprawy. Powierzchnia
geometryczna anody wynosita 9 cm?. Ogniwa pracowaly w systemie wsadowym
z czestoscig wymiany medium co trzy dni. MFC dziataty w stalej temperaturze pokojowe;j
25 °C 1 byly monitorowane przez 160 dni. Ogniwa podzielono na dwie serie: A i B,
zasilane roznymi substratami.

KOLEKTOR |
ELEKTRONOW

KATODA

|
MEMBRANA

Rysunek 12 Schemat konstrukcji jednokomorowego MFC zastosowanego w eksperymencie.

Jako zrodto wegla poczatkowo zastosowano dla serii A — 13,7 mM glicerolu, dla serii B
— 10,7 mM benzenu. Ze wzglgdu na niskie wartosci gestosci mocy, po 18 dniach
dziatania, substraty zostaty zastapione glukoza (6,7 mM, 1,2 g/L) w serii A 1 benzenem
wraz z glukozg (benzen: 10,5 mM, 0,6 g/L oraz glukoza: 6,7 mM, 1,2 g/L) w serii B.
Do zaszczepienia ogniw poczatkowo uzyto pigciu réznych szczepdw bakterii
wyizolowanych z gleb zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi, ktérych
przynaleznos¢ taksonomiczng okreslono jako: szczep Ochrobactrum anthropi 1 (MFC 1),
Rhodococcus  qingshengii  (MFC  2), Epilithonimonas  hominis (MFC  3),
Novosphingobium suppressis (MFC 4) oraz Ochrobactrum anthropi 2 (MFC 5).
Inokulaty zawieszono w podtozu mineralnym (MSM), ktoérego skiad podano rozdziale
3.2. niniejszej pracy. Po 40 dniach dziatania MFC uzupetniono 10 pl osadu czynnego
(0,05 % v/v). Osad czynny, bedacy zawiesing mikroorganizméw stosowang
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w biologicznym oczyszczaniu $ciekow, pochodzit z lokalnej oczyszczalni $ciekdéw
w Scinawce Dolnej (Polska). Dodanie minimalne;j iloéci osadu czynnego miato na celu
wzbogacenie konsorcjum o minimalnej ztozonosci, zdolnego do biodegradacji benzenu
1 generacji pradu.

4.1.2. Wydajnos¢ MFC
Analiza wydajnosci energetycznej MFC w czasie rzeczywistym

Zarejestrowane napigcie w mikrobiologicznych ogniwach paliwowych przeliczono
zgodnie z prawem Ohma na gestos¢ mocy. Pozwolito to na poroOwnanie wynikow
z danymi dostgpnymi w literaturze. Gegstos¢ mocy byla monitorowana w czasie
rzeczywistym przez ponad 160 dni.

W poczatkowym etapie okresu eksperymentalnego, gdy jako zrédta wegla zastosowano
glicerol (seria A) oraz benzen (seria B), uzyskane warto$ci byty bardzo niskie — ponizej
5mW/m?. Po zmianie substratow w 18. dniu prowadzenia eksperymentu (na glukoze
w serii A oraz mieszanine glukozy 1 benzenu w serii B), zaobserwowano wzrost
generowanej mocy. Maksymalne warto$ci wynosily jednak jedynie 12 mW/m? dla serii A
i 2 mW/m? dla serii B. Wyniki te sugeruja ograniczona zdolno$¢ pojedynczych szczepow
do przekazywania elektronéw na anod¢. Dodatkowo wskazujg na toksyczne dziatanie
benzenu, ktéry hamuje metabolizm mikroorganizmdéw i moze obniza¢ ich liczebnos¢.

W 40. dniu eksperymentu wprowadzono do ukladow zlozong spolecznosé
mikroorganizmoéw w postaci osadu czynnego, majacy na celu zwigkszenie efektywnosci
biodegradacji benzenu. Analiza zmian gestosci mocy w czasie (Rysunek 13A, B)
wykazata wyrazny wzrost wartosci tego parametru od okoto 60. dnia dziatania MFC.
Porownanie przebiegu adaptacji poszczegoélnych MFC wskazato, ze obecnos¢ benzenu
wydtuzala czas potrzebny mikroorganizmom na osiggnigcie pelnej aktywnosci
elektrochemicznej. Najszybszg odpowiedz odnotowano w MFC 3A, zaszczepionym
poczatkowo szczepem Epilithonimonas hominis, gdzie po okoto 40 dniach
od wprowadzenia osadu, gesto§¢ mocy wzrosta o 30 mW/m?. W przeciwienstwie do tego,
MFC 3B, zasilany mieszaning benzenu i glukozy, wykazatl istotny wzrost wydajnosci
dopiero po okoto 150 dniach. Tak dhlugi czas adaptacji wskazuje na stopniowe
przystosowywanie si¢ spotecznosci mikroorganizméw do obecno$ci toksycznego
zwigzku.

Odmienng charakterystyke wykazato MFC 1A, inokulowane szczepem Ochrobactrum
anthropi (wariant 1). W tym ukladzie od poczatku obserwowano stabilny przyrost mocy,
ktéry po 140 dniach osiagnat warto$é¢ 40 mW/m?. Jeszcze lepsze rezultaty uzyskano
w wariancie MFC 1B, gdzie zastosowano identyczne inokulum, ale w obecnosci benzenu.
Gesto$¢ mocy siegnela tam 85mW/m?, co stanowilo najwyzszy wynik spoéréd
wszystkich testowanych ogniw 1 porownywalny z rezultatami osigganymi w warunkach
bez udziatu benzenu (seria A).
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W przypadku MFC 5A i 5B, rowniez inokulowanych szczepem Ochrobactrum anthropi
(wariant 2), przebieg generacji mocy byt podobny w obu uktadach przez wigkszos¢
eksperymentu. Jednak po 140 dniach wyzsze wartosci odnotowano w ukladzie bez
benzenu - odpowiednio 65 mW/m? dla MFC 5A i 45 mW/m? dla MFC 5B.
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Rysunek 13 Wykresy zmian gestoSci mocy generowanej przez ogniwa MFC w funkcji czasu: A) seria
zasilana glukozq, B) seria zasilana benzenem oraz glukozq. Wyjasnienie oznaczen: 1 — zmiana substratow
na glukoze oraz benzen i glukoze, 2 — wzbogacenie komor anodowych osadem czynnym.
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W odniesieniu MFC 2A 1 2B, ktérych poczatkowe inokulum stanowil szczep
Rhodococcus gingshengii, do dnia 150. obserwowano zblizony poziom generowanej
mocy. W pdzniejszym etapie MFC 2B, zasilane benzenem, wykazalo wyraznie wyzsza
gesto$é mocy (45 mW/m?) w poréwnaniu z MFC 2A bez dodatku benzenu, ktore
osiggneto jedynie 15 mW/m?2. Wyniki te potwierdzaja ztozony wptyw rodzaju substratu
na szybko§¢ adaptacji oraz ostateczng wydajno$¢ mikrobiologicznych ogniw
paliwowych.

Mozna zatozy¢, ze wydluzony czas potrzebny do osiagni¢cia pelnej funkcjonalnosci
uktadéw MFC byt zwigzany z zastosowaniem czystych kultur drobnoustrojow jako
inokulum. Tego rodzaju biofilmy, rozwijajace si¢ na anodzie, potrzebuja wigcej czasu na
osiggniecie stabilnej struktury mikrobiologicznej. Dojrzaly biofilm anodowy wykazuje
duza stabilno$¢ oraz odporno$¢ na kolonizacje przez obce szczepy bakteryjne [183].
Z tego wzgledu utworzenie nowego, ztozonego konsorcjum wymagato dtuzszego okresu
wzbogacania. Wplynglto to na opdznione osiggnigcie maksymalnej wydajnosci
elektrochemicznej, co nastgpito dopiero po okoto 140 dniach pracy uktadow.

Analiza eksperymentow woltamperometrii liniowej (LSV)

Analiza wynikoéw uzyskanych w eksperymentach LSV wykazata, Zze napigcie obwodu
otwartego (OCV, ang. open circuit voltage) w MFC zasilanych glukoza miescito si¢
w zakresie od 0,49 V do 0,59 V. Najwyzszg warto$¢ odnotowano w przypadku MFC 3A,
ktory jednoczesnie osiggnal najwicksza gestos¢ mocy sposrod wszystkich badanych
ogniw. W MFC zasilanych mieszaning glukozy i benzenu napi¢cie OCV byto nieco nizsze
1 miescito si¢ w zakresie od 0,51 V do 0,54 V. Najwyzszg warto§¢ w tej grupie
zarejestrowano dla MFC 2B.

Wykresy gestosci mocy uzyskane z testow polaryzacyjnych (Rysunek 14A, B) pokazuja,
ze ogniwa zasilane wylacznie glukoza osiggaly wyzsze wartosci mocy oraz wykazywaty
wickszg stabilno$¢ w czasie. Z kolei w uktadach, w ktérych obecny byt benzen,
obserwowano systematyczny wzrost wydajno$ci energetycznej w miar¢ postepu
eksperymentu. Pod koniec okresu badawczego gestos¢ mocy w tych MFC osiagneta
poziomy porownywalne do uktadéw z grupy glukozowej. Najwyzsza warto$¢ gestosci
mocy w grupie z benzenem odnotowano dla MFC 1B i wynosita ona 120 mW/m?
(108 uW). Najnizszy wynik w tej serii uzyskano w MFC 3B — 21 mW/m? (18 uW).
Dla poréwnania, w grupie zasilanej glukoza najwyzsza warto$¢ osiagnelo MFC 3A —
104 mW/m? (93 pW), a najnizszag MFC 2A — 24 mW/m? (22 pW). Wyniki te potwierdzaja,
ze obecno$¢ benzenu poczatkowo ograniczata wydajnos¢, lecz w dtuzszej perspektywie
nie wykluczata osiggnigcia wysokiej generacji mocy.

Wydajno$¢ elektrochemiczna poszczegélnych elektrod zostala zbadana pod koniec
okresu eksperymentalnego. Uzyskane krzywe polaryzacji dla serii A i B wykazaly istotne
réznice, co sugeruje, ze w obu przypadkach wydajno$¢ ogniw byta ograniczana przez
odmienne czynniki. Ksztatt krzywych polaryzacji mozna ogdélnie podzieli¢ na trzy
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fragmenty odpowiadajace roznym stratom napigcia: poczatkowy spadek napiecia
spowodowany nadnapigciami reakcji elektrodowych (straty aktywacyjne), nastepnie
stosunkowo liniowy spadek napig¢cia, w ktérym dominujg straty omowe (zwigzane m.in.
z budowa MFC, wtasciwosciami elektrolitu i biofilmu), oraz zwykle gwattowny spadek
napigcia przy wyzszych pradach, za ktory odpowiadaja straty koncentracyjne (efekty
transportu masy) [59].
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Rysunek 14 Maksymalne wartosci gestosci mocy uzyskane w testach LSV (A, B). Krzywe polaryzacji anod
i katod ogniw MFC (C,D) w warunkach maksymalnej wydajnosci: 14, 24, 34, 54, 2B i 5B — dzien 120;
44, 1B, 3B i 4B — dzien 150. Linie odpowiadajgce potencjatom anodowym oznaczono kolorami o nizszym
nasyceniu. Wyjasnienie skrotu: SHE — standardowa elektroda wodorowa.

W serii A, zasilanej glukoza (Rysunek 14C), w ukfadach 1A 1 2A zaobserwowano
wyrazne straty omowe, ktérym towarzyszyt znaczny nadpotencjat anodowy. Z kolei
w MFC 3A, 4A 1 5A dominujagcym ograniczeniem byly straty koncentracyjne na anodzie,
wynikajace z nieefektywnego transportu masy. W przypadku MFC 3A i 4A odnotowano
zjawisko przeregulowania (overshoot phenomenon) na anodzie, czyli gwattowny spadek
napigcia wynikajacy z ograniczen transportu elektronéw w biofilmie, co moglo by¢
skutkiem jego nadmiernej grubo$ci. Taka struktura ogranicza dyfuzj¢ substratow
do glebszych warstw biofilmu, znajdujacych si¢ w bezposrednim kontakcie
z powierzchniag anody. W konsekwencji, przy wyzszych natezeniach pradu,
mikroorganizmy nie sg w stanie sprosta¢ rosngcemu zapotrzebowaniu na elektrony [ 184],
[185]. Mozliwe jest réwniez, ze na wczesnym etapie eksperymentu doszto
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do zanieczyszczenia powierzchni elektrod przez nieaktywne komoérki mikroorganizmow,
co ograniczylo ich aktywng powierzchni¢ [113]. Zjawisko przeregulowania
zaobserwowano takze po stronie katody w MFC 3A oraz 4A. W przypadku katody
zjawisko to mogto wynika¢ z ograniczonego dostepu tlenu do centrow aktywnych,
spowodowanego procesami elektroosmozy i migracji soli nieorganicznych z anolitu.
Prowadzi to do wytragcania si¢ osadow solnych na powierzchni katody
oraz niekontrolowanego wzrostu biofilmu katodowego, co fizycznie blokuje dyfuzje
tlenu [133]. Jednocze$nie niska aktywnos¢ anody mogla w istotny sposdb wptywaé
na wydajnos¢ katody, potegujac obserwowane zaburzenia w pracy catego ogniwa.

Analiza krzywych polaryzacji dla ukladow z dodatkiem benzenu (Rysunek 14D)
wykazata, ze MFC 1B, 2B oraz 5B byly ograniczane przez straty omowe oraz
koncentracyjne (problemy z transportem masy na anodzie). Tego typu zachowanie mozna
tlumaczy¢ niska biodostepnoscig benzenu oraz ztozonoscig jego struktury chemiczne;,
co utrudnia jego efektywna degradacje w warunkach beztlenowych [178]. W przypadku
MFC 3B 1 4B straty wystepowaly we wszystkich obszarach krzywych katodowych,
co sugeruje powazne ograniczenia rowniez po stronie elektrody katodowej. Oprocz
potencjalnego gromadzenia si¢ osadow nieorganicznych, mozliwe jest takze
wystepowanie zjawiska tzw. biofoulingu, czyli tworzenie si¢ warstwy biologicznej
na powierzchni katody. Moglo to negatywnie wptywac¢ na aktywnos$¢ katody oraz
dhugoterminowg stabilno$¢ uktadu [155].

Usuwanie ChZT oraz efektywno$¢ kulombowska

Wydajnos¢ kulombowska okresla, jaka czes¢ elektrondw powstajacych w wyniku
przemian mikrobiologicznych jest efektywnie przekazywana na elektrode w postaci
pradu elektrycznego. W przeprowadzonym eksperymencie wartosci CE (Rysunek 15)
wahaly si¢ od 1 do 8 %, co sugeruje, ze reakcje elektrochemiczne odpowiadaty jedynie
za niewielki udziat w catkowitym usuwaniu ChZT. Jednak wartosci CE byly wyzsze, gdy
benzen 1 glukoza byly uzywane razem jako zrodta wegla w MFC. Najwyzsze
zaobserwowane wartos$ci CE wynosity 8,4 % w porownaniu do 5,9 %, gdy glukoza byta
stosowana jako pojedynczy substrat. Wyzsze wartosci CE uzyskano w MFC, w ktorych
jednoczesnie stosowano benzen i glukoze jako Zrédla wegla. Najwyzszy poziom wyniost
8,4 %, w porownaniu do 5,9 % w uktadach zasilanych wylacznie glukoza. Réznica
ta moze wynika¢ z odmiennego sktadu mikroflory odpowiadajacej za degradacje obu
substratow. Polaczenie benzenu 1 glukozy moglo stymulowaé¢ aktywno$¢ réznych grup
mikroorganizméw, co sprzyjato wickszemu uwalnianiu elektronow do anody. Taki efekt
mozna  thumaczy¢  obecnoscia  zroznicowanych  szlakow  metabolicznych,
reprezentowanych przez bardziej ztozone konsorcja mikrobiologiczne. Mogtlo to wynikaé
z roznych strumieni metabolicznych reprezentowanych przez rdézne konsorcja
drobnoustrojow, w szczeg6lnosci obecnosci szlakéw fermentacyjnych, ktore konkuruja
z oddychaniem anodowym [186].
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Rysunek 15 Wartosci efektywnosci kulombowskiej (CE) oraz stopnia usunigcia ChZT zmierzone po trzech
miesigcach trwania eksperymentu.

Dane pochodzace z innych, porownywalnych badan wskazuja, ze wydajnosc
kulombowska osiggni¢ta w niniejszym eksperymencie — 8,4 % przy zastosowaniu
benzenu jako substratu — nalezy do najwyzszych dotychczas udokumentowanych
w literaturze naukowej. Dla poroéwnania, w eksperymencie przeprowadzonym przez
Adelaje 1 in. [187], gdzie do degradacji benzenu zastosowano beztlenowy
przefermentowany osad $ciekowy z dodatkiem glukozy jako kosubstratu, wartos¢ CE
wyniosta jedynie 1,04 %. W innym podejsciu, wykorzystujacym kokulture Shewanella
oneidensis oraz Pseudomonas aeruginosa, uzyskano jeszcze nizszg wydajnos$¢ — zaledwie
0,36 %. Luo 1 in. [188] zastosowali fenol jako glowne Zrodto wegla, osiagajac CE
na poziomie 1,5 %. Dodatek glukozy w tym samym uktadzie poprawit wydajno$¢ do
2,7 %, co podkresla znaczenie stosowania strategii kosubstratu w stymulowaniu
egzoelektrogennosci. Z kolei Adelaja 1 in. [189] odnotowali wartos¢ CE rowna 0,4 %
w przypadku uktadow rozktadajgcych fenantren w obecnosci glukozy. W analizowanym
przypadku zaobserwowana wydajno$¢ kulombowska nalezata do najwyzszych sposrod
warto$ci dotychczas opublikowanych dla biodegradacji benzenu w mikrobiologicznych
ogniwach paliwowych.

Zasadniczo glukoza, jako substrat preferencyjnie metabolizowany w drodze fermentac;ji,
prowadzi do nizszych wartosci CE niz prostsze zwiazki o mniejszej masie czasteczkowe;j,
takie jak octan. Substrat ten moze by¢ metabolizowany nie tylko przez egzoelektrogeny,
ale réwniez przez mikroorganizmy nieegzoelektrogenne, w tym fermentacyjne oraz
metanogenne [190]. Mimo tych ograniczen, glukoza pozostaje jednym z najczesciej
stosowanych kosubstratow w badaniach nad biodegradacja zwigzkow organicznych
[191]. W niniejszym eksperymencie jej obecno$¢ wyraznie poprawita wydajnosé
kulombowska, co $wiadczy o skuteczno$ci strategii kosubstratu w warunkach
bioelektrochemicznych.
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Pomimo uzyskania stosunkowo niskiej wydajnosci kulombowskiej, wysoki poziom
usuwania ChZT, siegajacy 80-90 %, wskazuje, ze degradacja glukozy i1 benzenu
zachodzita gléwnie na drodze metabolicznej niesprze¢zonej z zewnatrzkomdrkowym
transferem elektroné6w na anode. Oznacza to, ze znaczna czg$¢ tadunku zawartego
w substratach nie zostata przeksztatlcona w energie elektryczna, lecz zostata rozproszona
w alternatywnych procesach, takich jak fermentacja lub oddychanie z wykorzystaniem
innych akceptoréw. Podobnie jak w przypadku uzyskanych wartosci CE oraz
maksymalnych gestosci mocy, takze wyniki dotyczace redukcji ChZT nalezaty
do najwyzszych sposrdd dotychczas raportowanych. W innych pracach parametr ten
miescit si¢ zazwyczaj w przedziale od 26,3 % do 87,3 %.

Zestawienie z wynikami wczesniejszych prac potwierdza, ze zastosowany uktad MFC
wykazywal wigksza efektywnos¢ przekazu elektronow, przy jednoczesnej skutecznej
biodegradacji chemicznie trwatych i1 toksycznych zwigzkéw aromatycznych, takich
jak benzen.

4.1.3. Analiza metabolitow metoda NMR

Analiza profilu metabolitow w anolicie w grupie A (zasilanej glukoza) wykazata
obecnos$¢ siedmiu roznych egzometabolitow (Rysunek 16A), natomiast w grupie B
(zasilanej mieszaning glukozy 1 benzenu) zidentyfikowano osiem egzometabolitow
(Rysunek 16B). W obu przypadkach pi¢¢ metabolitow wystepowato wspdlnie: etanol,
octan, bursztynian, glicerol oraz mréwczan (Tabela 5). Obecnos$¢ tych zwigzkoéow
swiadczy o aktywnos$ci szlakow fermentacyjnych, w tym acetogenezy, typowej
dla srodowisk beztlenowych.

Zidentyfikowane metabolity moga pochodzi¢ zaréwno z fermentacyjnego rozktadu
glukozy, jak 1 z mikroaerofilnej degradacji benzenu [192]. Stezenie tlenu w komorach
anodowych utrzymywato si¢ na niskim poziomie, okoto 0,2 % (v/v), co potwierdza,
ze w ukfadzie panowaly warunki mikroaerofilne i1 beztlenowe, umozliwiajgce
zroznicowang biotransformacj¢ benzenu. Obecnos¢ resztkowego tlenu we wezesnej fazie
cyklu wsadowego mogta umozliwia¢ inicjacje degradacji benzenu na drodze tlenowe;.
Po jego catkowitym zuzyciu, proces ten prawdopodobnie przechodzit na droge
beztlenowa, sprzyjajac dalszemu rozktadowi benzenu do prostszych zwigzkow.

Wsréd  zidentyfikowanych  metabolitow  szczegblng uwage zwracaja kwasy
karboksylowe, takie jak octan, mréwczan 1 propionian. Zwiazki te sa dobrze znane jako
koncowe produkty zardwno tlenowych, jak i beztlenowych szlakow degradacji benzenu
[193]. Ich obecno$¢ moze réwniez $wiadczy¢ o aktywno$ci mikroorganizmow
metanogennych, co potwierdzila analiza sktadu mikroflory oparta na sekwencjonowaniu
genu 16S rRNA. Nie wykryto natomiast charakterystycznych metabolitow posrednich,
takich jak katechol czy benzoesan. Zwiazki te sa typowe dla klasycznych szlakow
degradacji w warunkach tlenowych i beztlenowych. Ich brak moze wynika¢ z momentu
pobrania probek, ktory przypadat na koncowa faze cyklu wsadowego, kiedy dominuja
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juz produkty koncowe przemian metabolicznych.

W $rodowiskach metanogennych degradacja weglowodorow
nie zachodzi na drodze aktywnosci pojedynczych gatunkow, lecz w wyniku ztozonych
interakcji  syntroficznych pomiedzy bakteriami a archeonami
metanogennymi. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi, bakterie te rozktadaja zwiazki
aromatyczne do metabolitéw posrednich, takich jak octan i propionian, ktore nastgpnie

aromatycznych

fermentacyjnymi

sa wykorzystywane przez archeony jako substraty do produkcji metanu [194].
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Rysunek 16 Porownanie widm 1D 'H NMR (sekwencja cpmgprld): A) pozywka MSM z glukozq (gorne
widmo) oraz reprezentatywna probka z MFC 14 (dolne widmo), oznaczenia: 1 - glukoza, 2 - maslan, 3 -
propionian, 4 - etanol, 5 - octan, 6 - bursztynian, 7 - glicerol, 8 - mrowczan; B) pozywka z benzenem
i glukozq (gorne widmo) oraz reprezentatywna probka z MFC 4B (dolne widmo); oznaczenia: 1 - glukoza,
2 - benzen, 3 - etanol, 4 - octan, 5 - bursztynian, 6 - 5-aminolewulinian, 7 - dimetyloamina, 8 - metanol,
9 - glicerol, 10 - mrowczan.

Tabela 5 Przypisanie sygnatow '‘H NMR dla metabolitow zewngtrzkomorkowych zidentyfikowanych
w anolitach pobranych z uktadow MFC.

. Numer Przesuni¢cie chemiczne sygnalow reprezentatywnych
L.p. Metabolity KEGG : [ppm] :
Seria A Seria B
1 Etanol C00469 3,65 (m) 1,20 (t)
2 Octan C00033 1,91 (s) 1,91 (s)
3 5-aminolewulinian C00430 - 2,47 (m)
4 Bursztynian C00042 2,39 (s) 2,39 (s)
5 Dimetyloamina C00534 - 2,72 (s)
6 Metanol C00132 - 3,35 (s)
7 Glicerol Co00116 3,55(dd) 3,65(dd)
8 Mrowczan C00058 8,44 (s) 8,44 (s)
9 Maslan C00246 1,54 (m) -
10 Propionian C00163 1,04 (t) -
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W warunkach tlenowych szlak biodegradacji benzenu rozpoczyna si¢ od jego
hydroksylacji do cis-benzeno-1,2-dihydrodiolu, ktéry nastgpnie ulega przeksztalceniu
w katechol. Kolejnym etapem jest rozszczepienie pier§cienia aromatycznego na drodze
szlaku orto- lub meta-, prowadzace do powstania zwigzkow alifatycznych, takich jak
pirogronian. Zwigzek ten moze by¢ dalej metabolizowany do mroéwczanu, octanu lub
etanolu [195], co zostalo potwierdzone rowniez w wyniku niniejszej analizy.

W warunkach beztlenowych, zwlaszcza przy obecnosci siarczandéw jako koncowych
akceptorow elektrondw, octan moze stanowi¢ koncowy produkt degradacji benzenu. Tego
rodzaju procesy moga zachodzi¢ takze w warunkach produkcji pradu elektrycznego
w MFC. Alternatywna droga beztlenowego rozkltadu obejmuje szereg reakcji
transformacyjnych, takich jak metylacja, hydroksylacja 1 karboksylacja, prowadzacych
do powstania benzoilo-CoA — kluczowego posredniego metabolitu. Zwigzek ten moze
nastepnie ulega¢ redukcji z udziatem enzymow takich jak reduktazy benzoilo-CoA [194].

Stosunkowo  niskie = wartosci  wydajnosci  kulombowskiej  zaobserwowane
w eksperymencie moga by¢ spowodowane konkurencjg o zrodlo wegla pomiedzy
egzoelektrogenami, a innymi grupami drobnoustrojéw, w szczegdlnosci metanogenami.
Bakterie te s3 zdolne do przeksztalcania benzenu w metan, co potwierdzono
we weczesniejszych pracach [196]. To ogranicza efektywny przeplyw elektrondw
do elektrody anodowe;.

4.1.4. Analiza struktury i aktywnosci spolecznosci mikroorganizmow

Analize  spolecznosci  mikroorganizméw  przeprowadzono na  podstawie
sekwencjonowania regionu V3-V4 genu 16S rRNA. Uzyskane wyniki ujawnity wyrazne
roznice w sktadzie taksonomicznym pomiedzy badanymi uktadami. Zaobserwowano,
ze sktad mikrobioméw wyraznie zalezat od zastosowanego substratu, co sugeruje,
ze rodzaj zrodlta wegla istotnie wplywa na strukturg¢ spotecznosci bakteryjne;j.
W  poréwnaniu do ukladow zasilanych benzenem, mikrobiomy rozwijajace
si¢ w obecnosci glukozy charakteryzowaly si¢ wyzszym udzialem bakterii z typu
Proteobacteria, w szczegolno$ci klasy Gammaproteobacteria. Z kolei w MFC zasilanych
benzenem dominowaty taksony nalezace do typéw Campylobacterota, Bacteriota oraz
Actinobacteriota (Rysunek 17A). Dodatkowo, w ogniwach 3B, 4B i 5B odnotowano
zwigkszong liczebno$¢ bakterii z typu Firmicutes.

Na poziomie rodzaju (Rysunek 17B) spoleczno$ci mikroorganizméw w grupie A
zdominowane byty gléwnie przez Aeromonas, a w dalszej kolejnosci przez Pseudomonas
oraz Acidovorax. Rysunek 17C prezentuje zestawienie rodzajow kluczowych z punktu
widzenia aktywnoS$ci egzoelektrogennej, zdolnosci do degradacji weglowodorow oraz
produkcji biosurfaktantéw. Rodzaj Aeromonas obejmuje Gram-ujemne fakultatywnie
beztlenowe bakterie, sposrod ktdrych niektdre szczepy, jak Aeromomnas hydrophila
wykazuja aktywnos$¢ egzoelektrogenng. Bakterie te posiadaja zdolno$¢ redukcji
azotanow 1 siarczanow przy wykorzystaniu réznych donorow elektronow, takich jak
glukoza, glicerol czy pirogronian [190]. W ogniwach MFC 1A, 2A oraz 3A istotng rolg
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odgrywat

rowniez rodzaj Delftia, ktory znany jest

ze swojej

aktywnosci

elektrochemicznej oraz zdolno$ci adaptacyjnych w warunkach beztlenowych [197].
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Rysunek 17 Analiza struktury spolecznosci mikroorganizméw w  spolecznosciach anodowych
degradujgcych glukoze (grupa A) oraz benzen i glukoze (grupa B): A) wzgledny udzial procentowy
poszczegolnych typow bakterii; B) wzgledny udzial procentowy poszczegolnych rodzajow bakterii; C) mapa
cieplna prezentujqca najliczniej wystgpujqce rodzaje bakterii w badanych probkach.
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Spotecznosci mikrobiologiczne rozwijajace si¢ w obecnosci benzenu byly bardziej
zréznicowane pod wzgledem taksonomicznym. W tych uktadach wspoétdominowaty takie
rodzaje jak Citrobacter, Arcobacter, Dysgonomonas, Myroides oraz Macellibacteroides,
co wskazuje na tworzenie si¢ syntroficznych konsorcjow zdolnych do biodegradacji
zwigzkow aromatycznych w warunkach ograniczonego dostepu do tlenu.

Na poziomie gatunkowym (Rysunek 18) MFC zasilane glukoza byty zdominowane przez
Aeromonas hydrophila. Najwiekszy udziat tego gatunku odnotowano w MFC 3A
(56,9 %) oraz 1A (47,5 %) — czyli w uktadach, ktore osiagnety najwyzsza gesto$¢ mocy
w calym eksperymencie. A. hydrophila wykazuje wlasciwosci egzoelektrogenne,
co sugeruje jej kluczowa role w generowaniu pradu w tych uktadach [190].
W spotecznosciach rozwijajacych si¢ na anodach zasilanych glukozg dominowal réwniez
rodzaj Pseudomonas, reprezentowany przez Pseudomonas japonica i Pseudomonas
aeruginosa. Obecno$¢ P. japonica jest typowa w §rodowiskach zawierajacych glukoze
[198], jednak nie zaobserwowano jej wzbogacenia w uktadach, w ktérych stosowano
mieszaning glukozy 1 benzenu. Z kolei P. aeruginosa jest znana z posredniego transferu
elektronow na zewnatrz komoérki, m.in. dzigki produkcji mediatoréw redoks, takich
jak piocyjanina [199]. Najwyzszy udziat tego gatunku odnotowano w MFC 3A 1 wynidst
on 5,9 %.

I(I)O

Gatunek:

W Pseudomonas japonica
EPseudomonas aeruginosa
3- mPseudomonas spp.
m Citrobacter freundii
mComamonas testosteroni
mComamonas nitrativorans
@ Acidovorax caeni
@ Aeromonas hydrophila
2 @ Anaerotignum propionicum
mArcobacter faecis
B Myroides odoratus
o mDysgonomonas spp.
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Rysunek 18 Analiza struktury spolecznosci mikroorganizmow ukazujgca wzgledny udzial procentowy
okreslonego gatunku bakterii w spotecznosciach anodowych degradujgcych glukoze (grupa A) oraz benzen
i glukoze (grupa B).

Podobnie Acidovorax caeni, wcze$niej wykrywany w spolecznosciach anodowych [200],
osiggngt maksymalny udziat 5,8 % w MFC 1A. W spotecznosciach anodowych
wykorzystujacych glukoze istotng obecno$¢ wykazywaly takze inne gatunki,
powszechnie wystepujace w osadach czynnych. Nalezaly do nich: Comamonas
testosteroni (do 19,9 % w MFC 4A), Comamonas nitrativorans (4,4 % w MFC 1A),
Myroides odoratus (4,9 % w MFC 5A) oraz Alcaligenes faecalis (4,3 % w MFC 5A).
Ich obecno$¢ moze $wiadczy¢ o aktywnej roli w rozkladzie glukozy i wspieraniu
mikrobiologicznej aktywnosci elektrochemicznej.

W przypadku zastosowania mieszaniny benzenu i glukozy jako substratow, najliczniej
reprezentowanym gatunkiem byl Citrobacter freundii, ktorego udzial w catkowitej
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strukturze mikroflory wynosit od 23,1 % (MFC 5B) do 51,5 % (MFC 2B). Bakteria
ta wykazuje wlasciwosci egzoelektrogenne [201] 1 moze uczestniczy¢ w beztlenowe;j
degradacji benzenu [202]. Wysoka liczebnos$¢ C. freundii w badanych ogniwach moze
wskazywaé na jej istotng role w transferze elektroné6w na anode. W MFC 5B oraz 1B
dominujacym gatunkiem byt Arcobacter faecis, osiagajac odpowiednio 41,5 % 1 35,5 %
udzialu w strukturze mikrobiologicznej. Jak dotad brak jest danych literaturowych
dotyczacych aktywnosci tego gatunku w mikrobiologicznych ogniwach paliwowych.
Jednak inne przedstawiciele rodzaju Arcobacter s3a znane z wlasciwosci
egzoelektrogennych i zdolnosci do tworzenia biofilmoéw w warunkach mikroaerofilnych
oraz beztlenowych [203]. W pozostatych MFC wudziat 4. faecis byl mniejszy
1 nie przekraczat 2 %.

W MEFC zasilanych benzenem obecny byt rowniez szczep Comamonas testosteroni,
sklasyfikowany jako szczep egzoelektrogenny [204]. Jego wudzial byl istotny
we wszystkich MFC z wyjatkiem ogniwa 5B 1 wahat si¢ od 5,3 % (MFC 2B) do 16,2 %
(MFC 4B). Gatunek ten nalezy do rzedu Burkholderiales, ktéry powszechnie dominuje
w kulturach wzbogaconych mikroorganizmami degradujagcymi benzen w warunkach
beztlenowych. Przedstawiciele tego rzedu wykorzystujg szlak metylacji jako mechanizm
aktywacji benzenu w S$rodowisku pozbawionym tlenu [205]. W konsorcjach
odpowiedzialnych za degradacje benzenu zidentyfikowano roéwniez inne
charakterystyczne gatunki. Myroides odoratus osiagnat 13,7 % udzialu w MFC 3B,
Aeromonas hydrophila — 7,2 % w MFC 1B, Comamonas nitrativorans — 4,3 % w MFC
2B, natomiast Anaerotignum propionicum — 2,2 % w MFC 4B. Ponadto, we wszystkich
ogniwach degradujacych benzen obecne byty Alcaligenes faecalis, Arcobacter faecis oraz
Desulfovibrio vulgaris, cho¢ ich udziat nie przekraczat 1 %. Obecno$¢ tych gatunkoéw
moze wskazywa¢ na udziat szerokiego spektrum drobnoustrojow syntroficznych
wspomagajacych przeksztatcenie benzenu w warunkach beztlenowych.

Zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi, rodzaj Geobacter byt
uznawany za kluczowy komponent konsorcjow mikroorganizméw uczestniczacych
w beztlenowej degradacji benzenu [206]. W niniejszym eksperymencie bakterie tego
rodzaju zostaty wykryte wytacznie w MFC zasilanych benzenem, jednak ich udziat nie
przekraczatl 0,2 %. Niska liczebno$¢ wskazuje raczej na pomocniczg role tych bakterii
w obrgbie catej spolecznosci mikrobiologicznej. Dodatkowo, w probkach pochodzacych
z MFC wykorzystujacych benzen zaobserwowano obecnos$¢ rodzin taksonomicznych
zwigzanych z degradacja zwiazkéw ropopochodnych, takich jak: Arcobacteraceae,
Enterobacteriaceae,  Dysgonomonadaceae,  Crocinitomicaceae,  Oscillospirales,
Nocardiaceae oraz Rikenellaceae [207], [208]. Niektére z ich przedstawicieli, m.in.
Citrobacter oraz Arcobacter, wystgpowaly jako dominujace rodzaje w badanych
ogniwach zasilanych benzenem. Ponadto, w spoteczno$ciach tych zidentyfikowano
liczne gatunki producentow biosurfaktantow. Gatunki te to: tlenowce z rodziny
Sphingobacteriaceae, beztlenowce z rodzin: Paludibacteraceae, Anaerovoracaceae
1 Crocinitomicaceae oraz obligatoryjne beztlenowce z rodziny Oscillospirales. Obecno$¢
tych mikroorganizméw ma istotne znaczenie w procesach biodegradacji benzenu [209].
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Analiza gtownych sktadowych (PCA, ang. Principal Component Analysis)
(Rysunek 19A) ujawnita wyrazny podziat probek na dwa klastry. Mikroorganizmy
rozwijajace si¢ przy obecnosci benzenu i glukozy grupowaty si¢ w jednym klastrze,
natomiast mikrobiomy degradujace wytacznie glukozg tworzyty drugi, oddzielny klaster.
Oddzielne grupowanie probek sugeruje, ze rodzaj substratu znaczaco wptywa na sktad
taksonomiczny mikrobiomu, prowadzac do wyksztatcenia zréznicowanych spotecznosci
mikroorganizméw anodowych. Z kolei probki znajdujace si¢ w tym samym klastrze
charakteryzowaty si¢ podobnym sktadem taksonomicznym i funkcjonalnym, co wskazuje
na spojnos¢ spotecznosci w odpowiedzi na te same warunki srodowiskowe. W MFC
zasilanych benzenem dominowaty takie rodzaje jak Citrobacter, Comamonas,
Dysgonomonas oraz Arcobacter. Zaobserwowano rowniez, ze MFC 2B, 3B 1 4B
sg bardziej zblizone do siebie na wykresie PCA, co wskazuje na wigksze podobienstwo
profili taksonomicznych mikrobioméw anodowych. Z kolei w ogniwach zasilanych
wylgcznie glukoza, sklad spotecznosci mikrobiologicznej byl ksztalttowany gltownie
przez takie rodzaje jak Aeromonas, Pseudomonas, Acidovorax, Delftia, Desulfovibrio
oraz Petrimonas.

Wartos¢ indeksu alfa-réznorodnosci Chaol (Rysunek 19B), obliczonego na poziomie
rodzaju, rdéznita si¢ istotnie statystycznie (test t, p<0,01) pomigdzy spotecznosciag
degradujaca wytacznie glukoze a spotecznoscig prowadzaca jednoczesng biodegradacje
glukozy 1 benzenu. Mikrobiomy anodowe wzbogacone w obecno$ci benzenu wykazaty
wiekszg bioréznorodno$¢ niz mikrobiomy rozwijajace si¢ wylacznie na glukozie.
Najwyzszg warto$¢ tego indeksu odnotowano dla MFC 5B — byla ona 1,5 razy wyzsza
niz w przypadku MFC 5A, ktore osiggnelo najwyzsza rdznorodnos¢ w grupie A.
Otrzymane wyniki sugeruja, ze obecno$¢ toksycznych i strukturalnie ztozonych
substratow, takich jak benzen, sprzyjala formowaniu bardziej zrdznicowanych
spotecznosci mikroorganizméow w poréwnaniu do srodowisk wykorzystujacych prosty
substrat organiczny, jakim jest glukoza. Ponadto uzyskane dane wskazuja, ze skuteczna
degradacja toksycznych zwigzkéw aromatycznych, takich jak benzen, wymaga obecnosci
funkcjonalnie zroznicowanego mikrobiomu, zdolnego do prowadzenia zlozonych
szlakow metabolicznych obejmujacych wiele etapow przeksztalcen. Jednoczesnie
w spoteczno$ciach bogatych gltownie w mikroorganizmy metabolizujace glukoze
rozwijaja si¢ silne mechanizmy konkurencji wewnetrznej, ktoére ograniczaja ogdlng
réznorodno$¢ 1 potencjal funkcjonalny mikrobiomu. Wyniki wskazuja réwniez,
ze obecno$¢ glukozy, mimo jej udzialu w metabolizmie, nie byla wystarczajaca
do utrzymania niektorych istotnych grup egzoelektrogenéw (np. Pseudomonas)
w obrebie spotecznosci. Moze to czgsciowo ttumaczy¢ wydtuzony czas adaptacji i niskie
warto$ci generowanej mocy w poczatkowej fazie eksperymentu.
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Rysunek 19 Analiza struktury spolecznosci mikroorganizméw w  spolecznosciach anodowych
degradujgcych glukoze (grupa A) oraz benzen i glukoze (grupa B). A) Analiza gtownych skiadowych
w oparciu o najliczniejsze rodzaje bakterii; B) Wykresy pudetkowe obrazujgce rozktad alfa-réznorodnosci
mikroorganizmow (indeks Chaol) na poziomie taksonomicznym rodzaju.

Zgodnie z wynikami analizy qPCR (Tabela 6), catkowita liczba kopii DNA bakteryjnego
w MFC zasilanych mieszaning benzenu i glukozy byla nieznacznie wyzsza niz
w ukladach zawierajacych wytacznie glukozg. W przypadku archeonoéw liczba kopii
DNA byta o rzad wielkos$ci wyzsza w ukladach zasilanych benzenem, co wskazuje, ze
warunki te byly bardziej sprzyjajace dla ich rozwoju.
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Tabela 6 Liczba kopii DNA bakterii i archeonow w spolecznosciach mikroorganizmow komor anodowych
MFC zasilanych glukozq (grupa A) oraz mieszaning benzenu i glukozy (grupa B), oznaczona metodg gPCR.

MFC | Substrat losé RopiimL) (loké kopiimL)y
1A 3,07E+10 2,38E+01
2A 3,38E+10 1,07E+02
3A Glukoza 4,03E+10 1,17E+02
4A 3,28E+10 4,11E+02
5A 7,70E+09 4,93E+01
1B 4,40E+10 1,80E+02
2B 3,85E+10 1,18E+03
3B | Benzen + Glukoza 3,58E+10 5,62E+03
4B 6,58E+10 2,27E+03
5B 3,46E+10 6,34E+02

Wyniki te potwierdzaja, ze ztozono$¢ warunkow srodowiskowych, w jakich zachodzi
biodegradacja, stanowi istotny czynnik determinujacy strukture 1 réznorodnos¢
mikroflory. Dane z wczes$niejszych badan dostarczaja jednak sprzecznych obserwacji.
Zwiazki ropopochodne w niektorych przypadkach prowadzily do wzrostu, w innych za$
do spadku alfa-réznorodnosci [210], [211], [212], [213]. Przyczyna takich rozbieznosci
moga by¢ roznice w zastosowanej metodyce oraz wybdr odmiennych wskaznikow
roznorodnosci alfa. W zwigzku z tym ztozono$¢ dynamiki konsorcjéw mikroorganizmow,
wraz z ich sieciami metabolicznymi w obecnosci zwigzkow trudno biodegradowalnych
w bioelektrochemicznych uktadach, moze rézni¢ si¢ od tej obserwowanej w innych
srodowiskach. Wynika to z faktu, ze srodowisko takie jest wysoce dynamiczne i w czasie
rzeczywistym dostosowuje si¢ do panujagcych warunkow, generowanych przez samo
konsorcjum  elektroaktywne, na  przyklad poprzez zmiany parametrow
elektrochemicznych reaktorow [116].

4.1.5. Podsumowanie i wnioski

W niniejszym eksperymencie oceniono mozliwo$¢ wykorzystania MFC do biodegradacji
benzenu jako modelowego zwigzku aromatycznego oraz wplyw glukozy jako kosubstratu
na rozw¢j anodowych spotecznosci mikroorganizmdéw. Zastosowanie strategii inokulacji
obejmujacej poczatkowe uzycie czystych szczepdw, a nastepnie ich wzbogacenie osadem
czynnym, umozliwito uksztaltowanie funkcjonalnych biofilmoéw anodowych. Wyniki
zestawione w Tabeli 7 wskazuja, Zze najwyzsza gestos¢ mocy w caltym eksperymencie
uzyskano w ogniwie MFC 1B, zasilanym benzenem 1 glukoza, ktéra wyniosta
119,6 mW/m? (5,4 W/m®). Uzyskana gesto$¢ mocy byta okoto 18-krotnie wyzsza niz
warto$ci dotychczas raportowane w literaturze dla MFC wykorzystujacych benzen [187],
[214], co podkresla potencjal optymalizacji uktadow MFC poprzez odpowiedni dobor
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kosubstratow oraz sktadu mikrobiomu anodowego. W ogniwach zasilanych wylacznie
glukoza najwyzsza gesto$¢ mocy odnotowano w MFC 3A, osiggajac 103,8 mW/m’
(4,7 W/m®). Wydajnoé¢ kulombowska osiggneta 8,4 % w MFC 1B, co nalezy
do najwyzszych wartosci opisanych w literaturze; dla pordwnania, w badaniach
wykorzystujacych beztlenowy osad $cickowy z glukoza wartos¢ CE dla degradacji
benzenu wynosita zaledwie 1,04 % [187].

Spotecznosci mikroorganizméw anodowych rozwijajace si¢ w obecnosci benzenu
i glukozy charakteryzowaly si¢ wyzsza bior6znorodnos$cia niz spotecznosci degradujace
wylacznie glukoze. Najwyzszg wartos¢ indeksu alfa-roznorodnosci Chaol odnotowano
w MFC 5B — byla ona 1,5-krotnie wyzsza niz w MFC 5A, ktore osiagneto najwyzsza
roznorodno$¢ w grupie A. Wyniki te wskazuja, ze obecnos¢ toksycznych 1 strukturalnie
ztozonych substratow, takich jak benzen, sprzyja tworzeniu funkcjonalnie
zroznicowanego mikrobiomu, niezbgdnego do efektywnej degradacji aromatycznych
zwigzkOw 1 prowadzenia zlozonych szlakow metabolicznych. Jednoczesnie
w spotecznosciach zdominowanych przez mikroorganizmy metabolizujgce wylacznie
glukoze moga rozwija¢ si¢ mechanizmy konkurencji wewnetrznej, ograniczajgce ogdlng
roznorodnos$¢ 1 potencjat funkcjonalny mikrobiomu.

Analiza PCA wykazata, ze mikrobiomy anodowe grupowaty si¢ w dwa osobne klastry.
Spolecznosci rozwijajace si¢ w obecnosci benzenu 1 glukozy odrézniaty sig
od mikrobiomow degradujacych wytacznie glukoze, co wskazuje, ze rodzaj substratu
determinuje struktur¢ 1 funkcjonalno$¢ anodowych konsorcjow. Spotecznosci
te charakteryzowatly si¢ wickszg liczebnoscig przedstawicieli rodzaju Geobacter oraz
obecnoscig gatunkow takich jak Citrobacter freundii, Arcobacter faecis, Comamonas
testosteroni, Myroides odoratus 1 Dysgonomonas sp., ktére moga stanowi¢ kluczowe
elementy inokulum w systemach MFC ukierunkowanych na biodegradacje zwiazkow
aromatycznych. Dzigki temu konsorcja anodowe byly zdolne do catkowitego usunigcia
benzenu, co potwierdzono analizag metabolomiczng metodg NMR.

Podsumowujgc, zastosowanie benzenu w potaczeniu z glukoza zwigksza zaréwno
roznorodnos$¢, jak 1 funkcjonalno$¢ anodowych mikrobioméw, co w uktadach
z tym substratem przektada si¢ na wyjatkowo wysokie wartosci gestosci mocy
1 efektywnos$¢ kulombowska. Spotecznosci mikroorganizmoéw wzbogacone w obecnos$ci
benzenu wykazuja potencjat do degradacji toksycznych zwigzkéw aromatycznych oraz
efektywnego transferu elektronow, co potwierdza mozliwo$¢ zastosowania
zidentyfikowanych drobnoustrojéw w bioremediacji zwigzkow aromatycznych.

74



SL

Tabela 7 Zestawienie wartosci maksymalnych mocy, maksymalnych gestosci mocy, usuniecia chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT) oraz efektywnosci kulombowskiej

(CE) z catego eksperymentu dla poszczegolnych ogniw.

Maksymalna Maksymalna CE Wa rtos¢ alf,a-. Dominujace gatunki bakterii
MFC Substrat gestos¢ mocy gestos¢ mocy | ChZT (%) (%) réznorodnosci (udzial wzgledny (%))
(W/m) (mW/m?) ° (indeks Chaol) Fedny (7
Aeromonas hydrophila (47,5)
1A 3,5 77,1 81,6 34 30 Pseudomonas japonica (11,1)
2A 2,3 50,1 81,3 3,0 33 Aeromonas hydrophila (39,7)
A hydrophila (56,9
3A Glukoza 4,7 103,8 79,4 5,5 27 eromonas Ayarop .l @ (56,9)
Pseudomonas aeruginosa (5,9)
A hydrophila (27,3
4A 4,1 92,1 81,2 1,6 27 eromonas hydrophila (27,3)
Comamonas testosteroni (9,9)
Aeromonas hydrophila (39,0)
39
A 45 101,0 822 2,3 Pseudomonas japonica (17,8)
Arcobacter faecis (35,5)
1B 5.4 19,6 80,4 8,4 S Citrobacter freundii (32,6)
Citrobacter freundii (51,5)
2B 21 45,7 82,0 2.4 30 Mpyroides odoratus (8,2)
Benzen + Citrobacter freundii (29,5)
53
3B Glukoza 0.9 20,5 83,6 1.3 Mpyroides odoratus (13,7)
Citrobacter freundii (46,8)
49
4B 2.8 61,1 83,6 3,5 Comamonas testosteroni (16,2)
Arcobacter faecis (41,5)
B 2.9 65,3 82,0 1.8 >8 Citrobacter freundii (23,1)




4.2. Biodegradacja oleju napedowego w MFC — wplyw potencjalu anody
na dynamike rozwoju mikroorganizmow

Eksperyment zostal przeprowadzony w ramach wspotpracy wewnetrznej w zespole
Laboratorium Mikrobiologicznych Uktadoéw Elektrochemicznych (LMES). Pelne dane
eksperymentalne, obejmujace charakterystyke elektrochemiczng oraz parametry pracy
MFC, zostaty opublikowane w pracy Widery i in. [134]. W niniejszym opracowaniu
przedstawiono wyniki z eksperymentow elektrochemicznych istotne z punktu widzenia
analizy dynamiki rozwoju spoteczno$ci mikroorganizméw w komorze anodowej w
warunkach zréznicowanego potencjatu anodowego.

4.2.1. Inokulacja MFC oraz przebieg eksperymentu

W eksperymencie zastosowano trzy mikrobiologiczne ogniwa paliwowe w konfiguracji
trojelektrodowej, zbudowane z polipropylenowych pojemnikow o objgtosci roboczej
150 cm’® (Rysunek 20). Konstrukcja reaktorow byla zgodna ze specyfikacja
przedstawiong w Tabeli 2 w rozdziale 3.1. Powierzchnia geometryczna anody wynosita
9 cm? Jako elektrody odniesienia zastosowano elektrody Ag/AgCl typu RE-1B
(ALS Co., Japonia). Poczatkowo zastosowano opor zewnetrzny (Rew) 0 wartosci 2 kQ,
ktory w dalszym przebiegu eksperymentu byl regulowany na podstawie wynikow
uzyskiwanych podczas cyklicznych testow polaryzacyjnych. W celu zapewnienia
jednorodnego rozprowadzenia hydrofobowego substratu w objetosci elektrolitu, reaktory
wyposazono w mieszadla magnetyczne. MFC dziataly w stalej temperaturze pokojowej
25 °C 1 byly monitorowane przez 126 dni (18 tygodni).

ELEKTRODA
REFERENCYJNA

e KATODA

ANODA

Rysunek 20 Schemat konstrukcji jednokomorowego MFC zastosowanego w eksperymencie.

Jako zZrodto mikroorganizméw wykorzystano glebe pobrang z terenu miejskiego
w poblizu publicznego parkingu we Wroctawiu (51,114069 °N, 17,071237 °E). Gleba
zostala przesiania w celu usunigcia kamieni. Do inokulacji ogniw wykorzystano
10 % (w/v) zawiesing gleby w podtozu mineralnym (MSM), zawierajacym 1,5 g/ NH4Cl
(dalej zgodnie ze sktadem opisanym w rozdziale 3.3.). Jako substrat energetyczny przez
caly czas trwania eksperymentu wykorzystywano komercyjnie dostepny olej napedowy
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w stezeniu 0,1 % (v/v). Sktad chemiczny paliwa obejmowat okoto 75 % weglowodorow
alifatycznych (CioH20-Ci5Hag) oraz okoto 25 % zwiazkéw aromatycznych, takich jak
benzen i toluen.

W celu prowadzenia elektrochemicznego wzbogacania biofilmu anodowego metoda
chronoamperometrii, kazdy z reaktoréw byl przez caly czas trwania doswiadczenia
podtaczony do potencjostatu MultiPalmSens4. Zadawane potencjaly anody wynosity
odpowiednio -0,3 V oraz 0,3 V wzgledem elektrody odniesienia Ag/AgCl. Dodatkowo
zastosowano kontrolg, w ktorej potencjat anody utrzymywano na poziomie 0,0 V,
co pozwolito na ocen¢ wplywu potencjalu elektrody na rozwdj spotecznosci
egzoelektrogenow.

Eksperyment prowadzono w trybie wsadowym, opartym na powtarzalnych cyklach
wymiany anolitu. Temperatur¢ utrzymywano na poziomie 25 °C. Po zakonczeniu
pierwszego cyklu zasilania (etapu inokulacji) catg zawartos¢ komory anodowej, w tym
glebe, usunieto 1 zastgpiono $wiezym medium MSM z dodatkiem oleju napedowego
o identycznym stezeniu. Zawartos¢ komory wymieniano $rednio raz w tygodniu
lub w momencie zaobserwowanego spadku generowanego pradu, co wskazywato
na zuzycie substratu.

Prady generowane przez biofilmy w warunkach zadanych potencjatow monitorowano
w czasie rzeczywistym metodg chronoamperometrii, z wykorzystaniem potencjostatu
wielokanatowego, przy interwale pomiarowym wynoszacym 3 minuty. Eksperyment
prowadzono w trybie wsadowym. Po zakonczeniu pierwszego cyklu zasilania (etapu
inokulacji) calg zawarto$¢ komory anodowej, w tym glebe, usunigto i zastgpiono
swiezym medium MSM z olejem napedowym o tym samym stezeniu. Wymiana
zawartosci komory byta przeprowadzana s$rednio raz w tygodniu lub w momencie
zaobserwowanego spadku generowanego pradu.

4.2.2. Wydajno$¢ MFC

W trakcie trwania eksperymentu zaobserwowano wyrazng tendencje wzrostowg
generowanej mocy (Rysunek 21). W kolejnych tygodniach pracy uktadow nastgpowat
stopniowy rozwdj biofilméw elektrogennych, co skutkowalo sukcesywnym
zwigkszaniem si¢ wartosci gestosci mocy. W przeprowadzonych testach polaryzacyjnych
najwyzsza gestos¢ mocy uzyskano w 18. tygodniu pracy ukladu, osiggajac wartos¢
83,2 mW/m? przy potencjale anody réownym -0,3 V. Wartoé¢ ta przewyzszata wyniki
uzyskane w pozostatych wariantach eksperymentalnych oraz w innych konfiguracjach
MEFC opisanych w literaturze, w ktorych jako inokulum stosowano probki srodowiskowe
lub osad czynny [215], [216]. Druga co do wielkosci gesto$cia mocy byla wartos¢
31,6 mW/m?, zarejestrowana dla biofilmu rozwinigtego przy potencjale 0,3 V,
co stanowito wynik wyzszy niz dla kontrolnego MFC z elektroda przy potencjale 0,0 V
(20,9 mW/m?), lecz istotnie nizszy niz dla MFC pracujacego przy potencjale -0,3 V.
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Rysunek 21 Wykres stupkowy przedstawiajgcy maksymalne gestosci mocy uzyskane w  testach
woltamperometrii liniowej (LSV) w 10., 15. oraz 18. tygodniu trwania eksperymentu.

4.2.3. Analiza struktury i dynamiki wzrostu mikroorganizméw

Do analiz mikrobiologicznych pobrano probki zarowno z elektrolitu z komory anodowej
(bakterie planktoniczne), jak 1 z powierzchni anody (biofilm anodowy). Probki
planktoniczne pobrano dwukrotnie: po 10 tygodniach pracy uktadu (t1) oraz
po 15 tygodniach (t2). Probki biofilmu anodowego (oznaczone jako A) zebrano pod
koniec eksperymentu, w 18. tygodniu, w celu oceny w pelni uksztattowanej spotecznosci
anodowe;.

Sekwencjonowanie amplikonow genu 16S rRNA pozwolito uzyska¢ tacznie 1285 100
odczytow, ktore pogrupowano w 1238 wariantow sekwencji amplikonow (ASV).
Uzyskane wyniki wskazujg na istotne réznice w sktadzie taksonomicznym spotecznosci
bakteryjnych na poziomie typu, w poréwnaniu do pierwotnego inokulum (Rysunek 22).

We wszystkich badanych préobkach, w tym w inokulum pierwotnym, grupa dominujaca
byty Proteobacteria. Sg one kluczowe dla dzialania ogniw, poniewaz typ ten obejmuje
liczne gatunki o zdolnosciach egzoelektrogennych [106]. W pierwotnym inokulum
obecne byly roéwniez Spirochaetota, Chloroflexi oraz Verrucomicrobiota, jednak
po procesie wzbogacania w uktadzie MFC ich liczebno$¢ istotnie spadta. Zupetie inng
tendencje odnotowano dla typow Bacteroidota 1 Actinobacteriota, ktérych udziat
zwickszyl sie¢ w spotecznosciach biofilmu anodowego, co moze wskazywa¢ na ich
aktywny udzial w procesie generowania pradu. Najwigkszy udzial wzgledny
Bacteroidota zaobserwowano w probkach pochodzacych z potencjalu -0,3 V, gdzie
wynosil on 38 %. Z kolei wzrost udziatu Actinobacteriota byt zwiazany ze zwigkszona
produkcja gestosci mocy. Przy potencjale -0,3 V ich wzgledny udzial wynosit 15 %,
podczas gdy w pozostalych warunkach byt znacznie nizszy. Co istotne, najnizsza gestosé
mocy oraz najnizszy udziat tego typu bakterii odnotowano dla biofilmu anodowego przy
potencjale 0,0 V (spadek do 3 %).
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Rysunek 22 Analiza struktury spotecznosci mikroorganizmow przedstawiajgce wykresy stupkowe wzglednej
liczebnosci taksonow na poziomie typu w probkach planktonicznych i biofilmu anodowego z MFC oraz w
probce inokulum pierwotnego. Wyjasnienia symboli: Inokulum — mikrobiom poczgtkowy, t1 — mikrobiom
planktoniczny zebrany po 10. tygodniach pracy uktadu; t2 — mikrobiom planktoniczny zebrany po 15.
tygodniach pracy uktadu,; A — mikrobiom anodowy zebrany w 18. tygodniu, pod koniec eksperymentu.

Przy najnizszym potencjale (-0,3 V) zaobserwowano najbardziej unikalng kompozycje
biofilmu anodowego. W przeciwienstwie do uktadéw o wyzszych potencjatach
(0,0 V oraz 0,3 V), w ktorych struktura biofilmu ulegata uproszczeniu na rzecz dominacji
Proteobacteria, w uktadzie -0,3 V odnotowano znaczacy udziat innych grup. Zwigkszyt
si¢ tu udziat przede wszystkim typoéw: Bacteroidota oraz Actinobacteriota,
ale zaobserwowano réwniez wyrazny wzrost liczebnosci  Desulfobacterota
1 Armatimonadota. Sugeruje to wytworzenie si¢ wydajnej sieci metabolicznej, w ktorej
te grupy bakterii wspomagaja rozktad ztozonych zanieczyszczen do prostszych
zwiazkow, tatwiej przyswajalnych dla egzoelektrogenow.

Wyniki te sugeruja, ze bakterie z typu Actinobacteriota moga odgrywac kluczowa rolg
w transferze elektrondw podczas biodegradacji zanieczyszczeh w uktadzie MFC.
Dominacja Actinobacteriota w spotecznosciach anodowych byta juz wczesniej wigzana
z wysoka wydajnoscig systemow wykorzystujacych réznorodne substraty: od Sciekdw
z glukozg 1 barwnikami tekstylnymi [217], po mieszaniny mikroplastiku z octanem sodu
petnigcym funkcje kosubstratu [218]. Zauwazono, Zze wraz ze wzrostem potencjatu
do 0,3 V, réznorodno$¢ biofilmu malata, co moglo ogranicza¢ szybko$¢ dostarczania
prostych substratéw do anody 1 tym samym skutkowac nizsza wydajno$cig energetyczng
calego uktadu.

Zrbéznicowanie sktadu taksonomicznego badanych spolecznosci potwierdzita analiza
glownych sktadowych (PCA), ktorej dwie pierwsze osie wyjasnialy tacznie 52,5 %
zmienno$ci (Rysunek 23). Na wykresie PCA mozna zaobserwowaé wyrazng separacje
spotecznos$ci zasiedlajacych powierzchnie anody od prob planktonicznych wzdluz
pierwszej osi (czynnik 1). Wskazuje to, ze sktad biofilmu anodowego rdznit si¢ od sktadu
mikrobiomu obecnego w fazie ciektej. Dodatkowo, spotecznosci anodowe przy
potencjatach 0,0 V 1 0,3 V wykazywaly wigksze wzajemne podobiefistwo
niz w zestawieniu z ukladem pracujacym przy -0,3 V. Druga o$§ (czynnik 2)
odzwierciedlata zmiany w sktadzie mikroorganizmow wynikajace bezposrednio
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z zastosowanego potencjalu anody. Probki planktoniczne (t1 i t2) z uktadéw 0,0 V oraz
0,3 V tworzyly wspdlne skupienie, wyraznie odizolowane od planktonu z uktadu -0,3 V.
Co wigcej, dynamika zmian mikroflory w czasie byta porownywalna dla potencjatow
0,0 V10,3V, co odrézniato te uktady od wariantu -0,3 V.

A (0.0V) i
. ! t2 (0.0V)
: t1 (0.0 V)
2- |
g |
o 1
a |
—
: === m = e === =M TSOMOMES= = = = = = = = = = = = T —— e e e e e e
x |
c 1
c |
Er 1
U 1
2~ I
|
: Inoktllum
|

50 25 0.0 25
Czynnik 1 (33.3 %)

Rysunek 23 Analiza struktury spolecznosci mikroorganizmow przedstawiona na wykresie PCA,
opracowanym na podstawie wzglednego udzialu taksonow na poziomie rodzaju. Wyjasnienia symboli:
Inokulum — mikrobiom poczqgtkowy; t1 — mikrobiom planktoniczny zebrany po 10. tygodniach pracy uktadu,
t2 — mikrobiom planktoniczny zebrany po 15. tygodniach pracy ukladu; A — mikrobiom anodowy zebrany
w 18. tygodniu, pod koniec eksperymentu.

Przy potencjatach 0,0 V 1 0,3 V mikrobiomy anodowe ro6znicowaly sie glownie
ze wzgledu na rodzaje Moheibacter 1 Arenimonas. Natomiast przy potencjale -0,3 V
dominujagcym czynnikiem roznicujagcym byly rodzaje Gordonia, Geobacter oraz
Bryobacter. W probkach planktonicznych (t1 i t2) sktad spotecznosci rowniez zmieniat
si¢ w zaleznosci od przylozonego potencjalu. Mikrobiomy przy potencjatach 0,0 V
1 0,3 V roznicowaly si¢ glownie przez rodzaje Dechlorobacter, Myroides oraz
Dysgonomonas, natomiast mikrobiomy planktoniczne przy potencjale -0,3 V byly
réznicowane przez rodzaje Proteiniborus, Desulfovibrio 1 Alcaligenes.

Indeks alfa-r6znorodnosci Chaol, wyznaczony na podstawie liczby wariantow sekwencji
amplikonow (ASV) wykazal, Ze najwigkszym bogactwem taksonomicznym
charakteryzowaty si¢ probki z uktadow utrzymywanych przy potencjale -0,3 V. Najnizsze
warto$ci tego indeksu odnotowano dla probek przy potencjale 0,0 V (Rysunek 24).
Zgodnie z wynikami analizy wariancji (ANOVA), wplyw przyloZzonego potencjatu
na wartosci indeksu Chaol byt statystycznie istotny (p<0,05). Przeprowadzona nastgpnie
szczegdtowa analiza testem post-hoc Tukeya (HSD) potwierdzila, ze uklad przy
potencjale -0,3 V wykazywal istotnie wyzsze bogactwo taksonomiczne w pordwnaniu
do obu pozostatych wariantow, tj. 0,0 V oraz 0,3 V (Tabela 8). Jednoczes$nie test Tukeya
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wykazal, Ze réznice migedzy uktadami 0,0 V1 0,3 V pozostawaly statystycznie nieistotne
(p>0,05). Uzyskane wyniki wskazuja na pozytywny zwigzek pomigdzy bogactwem
gatunkowym spolecznosci bakteryjnej a efektywnoscig pracy ogniw MFC. Wyzszy
poziom réznorodnos$ci byt zwigzany z lepszymi parametrami funkcjonalnymi uktadu, co
potwierdzono poprzez analizg relacji miedzy warto$ciami generowanej mocy a indeksem
réznorodno$ci w fazie planktonicznej (t1, t2) oraz w biofilmie anodowym [134].

Roznorodnosé alfa: indeks Chaol

i1
120 | +*
s
110 A
-0.3V 0.0V 0.3V

Rysunek 24 Analiza struktury spofecznosci mikroorganizmow przedstawiajgca wykresy pudetkowe
obrazujgce rozkiad alfa-réznorodnosci mikroorganizmow (indeks Chaol) na poziomie taksonomicznym
gatunku w trzech grupach doswiadczalnych. Wyjasnienia symboli: t1 — mikrobiom planktoniczny zebrany
po 10. tygodniach pracy ukladu, 12 — mikrobiom planktoniczny zebrany po 15. tygodniach pracy ukiadu
A — mikrobiom anodowy zebrany w 18. tygodniu, pod koniec eksperymentu.

Tabela 8 Wyniki testu istotnosci roznic Tukeya HSD przeprowadzonego na podstawie wartosci alfa-
roznorodnosci (indeks Chaol) na poziomie gatunku. Wyjasnienia: *rozmica istotna statystycznie;
** yoznica nieistotna statystycznie.

. Statystyka Q Whioskowanie
Porownywane p-value testu
testu Tukeya metoda Tukeya
grupy HSD Tukeya HSD HSD
-0,3Vvs0,0V 5,51 0,02 * p<0,05
-0,3Vvs03V 5,09 0,03 * p<0,05
0,0Vvs0,3V 0,42 0,90 ** p>0,05

Na poziomie rodzaju, spotecznosci mikroorganizmow zasiedlajacych powierzchnie
anody wykazywaly wyraZznie odmienny skfad taksonomiczny w pordéwnaniu
do spolecznosci planktonicznych (Rysunek 25A). Ogniwo, ktorego anoda dziata
w ujemnym potencjale, charakteryzowato si¢ wigkszym udzialem mikroorganizmow
zdolnych do efektywnej degradacji oleju napedowego (Rysunek 25A, B), co przektadato
si¢ na lepsza wydajno$¢ tego uktadu, m.in. dzigki zwigkszonemu wykorzystaniu
substratu, co potwierdzono w analizach usuwania ChZT [134].
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Na powierzchniach anodowych dominujagcymi rodzajami we wszystkich wariantach
potencjatow byty Comamonas, Moheibacter, Pseudomonas oraz Arenimonas.
Dodatkowo, w =zalezno$ci od zastosowanego potencjatu, stwierdzono obecnos¢
nastepujacych rodzajow: Gordonia i Lentimicrobium (dla -0,3 1 0,3 V), Dechlorobacter
i Parvibaculum (dla 0,0 i 0,3 V), Proteiniphilum i Nitrosomonas (dla -0,3 V) oraz
Aquabacterium (dla 0,3 V). Warto zaznaczy¢, ze Dechlorobacter nie zostal wykryty
w inokulum, natomiast jego liczebno$¢ byta bardzo wysoka w planktonicznej
spotecznosci po 10 tygodniach pracy ukladu (t1). Sugeruje to, ze ten rodzaj mogt
odgrywac istotng role w poczatkowych etapach formowania si¢ biofilmu anodowego.

Zroznicowanie spotecznosci bakteryjnych pomiedzy probkami pochodzacymi z r6znych
potencjatow  dotyczy przede wszystkim grup rodzajow charakteryzujacych
si¢ wlasciwosciami egzoelektrogennymi, zdolnoscig do syntezy biosurfaktantow oraz
aktywnoscig w rozktadzie weglowodorow. Sa to zazwyczaj rzadkie taksony, ktorych
udziat wzgledny w probkach nie przekraczatl 2 %. W zakresie niskiej liczebnosci (<2 %),
dla probek z potencjatu -0,3 V, najczesciej identyfikowanymi rodzajami byty Geobacter,
Rhodococcus, Mycobacterium, Desulfovibrio, Alcaligenes oraz Achromobacter,
obserwowane w roéznych punktach czasowych. W probkach uzyskanych przy potencjale
0,0 V nie zaobserwowano istotnego wzrostu liczebnosci tych mikroorganizmow.
Obecnos¢ przewodzacych nanowtokien biatkowych u takich rodzajow jak Geobacter,
Desulfovibrio 1 Mycobacterium ulatwia przekazywanie elektronéw do anody, co stanowi
potencjalne wyjasnienie wyzszej wydajnosci ukladow pracujacych przy potencjale
-0,3V[106],[219], [220]. Ponadto, szczepy z rodzajow Rhodococcus, Desulfovibrio oraz
Geobacter s zdolne do wykorzystania weglowodorow jako zrédta energii [221], [222],
[223].

Zastosowanie oleju napedowego jako substratu mogto zosta¢ dodatkowo wspomagane
przez obecnos¢ biosurfaktantow produkowanych zaréwno przez taksony o niskiej,
jak 1 wysokiej liczebnosci, takie jak Rhodococcus, Mycobacterium, Desulfovibrio,
Acinetobacter, Chryseobacterium, Comamonas 1 Pseudomonas. W probkach
pochodzacych z uktadow pracujacych przy potencjale 0,3 V odnotowano wyzszy udziat
Achromobacter, znanego z wtasciwosci biodegradacyjnych oraz zdolnosci do syntezy
biosurfaktantow [224]. W probkach tych obecne byty réwniez Geobacter i Rhodococcus,
jednak ich udziat byt nizszy niz w przypadku potencjatu -0,3 V.
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Rysunek 25 Analiza struktury spolecznosci mikroorganizmow przedstawiajqgca: A) mape cieplng wzglednej
liczebnosci dziesigciu najliczniej reprezentowanych rodzajow bakterii w probkach planktonicznych oraz
biofilmu anodowego z MF C; B) mape cieplng wzglednej liczebnosci rodzajow bakterii egzoelektrogennych,
zdolnych do biodegradacji zwigzkéw ropopochodnych oraz syntezy biosurfaktantow (na podstawie danych
literaturowych) w tych samych typach probek. Wyjasnienia symboli: Inokulum — mikrobiom poczgtkowy,
t1 — mikrobiom planktoniczny zebrany po 10. tygodniach pracy uktadu; t2 — mikrobiom planktoniczny
zebrany po 15. tygodniach pracy ukiadu; A — mikrobiom anodowy zebrany w 18. tygodniu, pod koniec
eksperymentu.

Na podstawie analizy wynikow mozna stwierdzi¢, Ze obecno$¢ 1 liczebnos¢
egzoelektrogenéw, zdolnych do degradacji weglowodorow oraz  produkcji
biosurfaktantoéw, miala istotny wpltyw na wydajnos¢ uktadow MFC. Najwyzsza
efektywnos$¢ uzyskano w ogniwach ktorych anoda pracowata przy potencjale -0,3 V,
natomiast najnizsza przy 0,0 V.
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Dendrogram przedstawiony na Rysunku 26 obrazuje wyrazne réznice migdzy
analizowanymi probkami, z wyodrgbnionymi grupami probek o zblizonym sktadzie
mikroflory bakteryjnej na poziomie rodzaju. Prébki pochodzace z uktadéw MFC tworza
wyraznie oddzielony klaster wzgledem inokulum. Spotecznosci biofilmu anodowego
grupuja sie¢ wspolnie z probkami planktonicznymi z warunkéw -0,3 'V, natomiast probki
planktoniczne z potencjatu 0,0 V oraz z probkami pobranymi w t1 przy 0,3 V tworza
odrebng grupe, co pozostaje zgodne z obserwacjami wynikajacymi z analizy PCA.
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Rysunek 26 Analiza spolecznosci mikroorganizmow: dendrogram przedstawiajqcy wyniki analizy skupien
hierarchicznych probek planktonicznych oraz biofilmu anodowego z MFC, opracowanej na podstawie
wzglednej liczebnosci bakterii na poziomie rodzaju. Wyjasnienia symboli: Inokulum — mikrobiom
poczgtkowy,; t1 — mikrobiom planktoniczny zebrany po 10. tygodniach pracy uktadu; t2 — mikrobiom
planktoniczny zebrany po 15. tygodniach pracy ukiadu; A — mikrobiom anodowy zebrany w 18. tygodniu,
pod koniec eksperymentu.

4.2.4. Podsumowanie i wnioski

W niniejszej pracy po raz pierwszy w literaturze zastosowano rdzne wartosci potencjatow
anody w MFC w celu selektywnego wzbogacenia spotecznosci egzoelektrogennych
ukierunkowanych na degradacj¢ oleju napedowego. Analiza obejmowala obserwacje
dynamiki zmian w strukturze spoteczno$ci mikroorganizméw zaréwno w biofilmie
anodowym, jak i we frakcji planktonicznej w kolejnych punktach czasowych.

Wyniki  eksperymentu dotyczace wpltywu potencjatu  anody na wydajnosé
elektrochemiczng, bior6znorodno$¢ oraz sklad spoteczno$ci mikroorganizmow
anodowych zestawiono w Tabeli 9. Analiza przedstawionych danych wykazala
pozytywna zalezno$¢ pomiedzy alfa-réznorodno$cia spotecznosci mikroorganizmow
anodowych a wydajnoscig elektrochemiczng MFC. Wyzsze wartosci indeksu Chaol
odpowiadaly wigkszej maksymalnej gestosci mocy, co wskazuje, ze bogatsze
taksonomicznie spotecznos$ci sprzyjaja efektywniejszemu przekazywaniu elektronow
na anodg. Spotecznos$ci o wyzszej biordznorodnosci zawieraly jednoczesnie szersze
spektrum mikroorganizméw funkcjonalnych: zdolnych do produkcji energii elektrycznej,
degradacji weglowodordéw i syntezy biosurfaktantow, co podkresla role zroznicowanego
mikrobiomu w optymalizacji dziatania MFC.

Analiza skladu taksonomicznego biofilméw anodowych wykazala, ze potencjat -0,3 V
sprzyjat tworzeniu najbardziej zrdéznicowanej 1 funkcjonalnej spolecznosci
mikroorganizmow. Analiza 16S rRNA wykazala, ze gtéwnymi typami bakteryjnymi
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obecnymi w biofilmie przy tym potencjale byly Proteobacteria (50 %), Bacteroidota
(38 %) oraz Actinobacteriota (15 %), co bylo zwigzane z najwyzsza wydajnoscia uktadu.
W biofilmie przy -0,3 V dominowaly rodzaje Gordonia, Comamonas, Moheibacter,
Proteiniphilum, Arenimonas, Nitrosomonas i Pseudomonas, ktére wykazuja zaré6wno
zdolno$¢ do biodegradacji weglowodordw, jak i transferu elektronéw. Jednoczesnie
obecne byly mikroorganizmy zdolne do produkcji biosurfaktantow (Pseudomonas,
Rhodococcus, Sphingobium,  Achromobacter,  Alcaligenes).
Nawet rodzaje wystepujace w niskiej obfitosci, takie jak Geobacter, mogly istotnie
przyczynia¢ si¢ do elektrogennosci biofilmu. Wzrost potencjatu anody do 0,0 lub 0,3 V
wigzal si¢ ze spadkiem udziatu kluczowych taksondw 1 nizszg gestoscig mocy,

Mycobacterium,

co potwierdza selekcyjny wptyw elektrody na struktur¢ mikrobiomu anodowego.

Tabela 9 Zestawienie parametrow elektrochemicznych, bioroznorodnosci oraz funkcjonalnego skltadu

anodowych spotecznosci mikroorganizmow w MFC w zaleznosci od potencjalu anody.

Potencjal anody 0,3V 0,0V 0,3V
Mak 1 tos¢
AkSymaing ges 0S¢ 83,2 20,9 31,6
mocy (mW/m")
Srednia warto$¢
alfa-roznorodnosci 137 111 113
(Chaol)
Dechlorobacter,
Comamonas, Dechlorobacter,
Geobacter, Comamonas, Dechlorobacter,
Eczoelektrosen Desulfovibrio, Pseudomonas, Comamonas,
g geny Alcaligenes, Acinetobacter, Pseudomonas,
Sphingobium, Dysgonomonas, Petrimonas
Acinetobacter; Mycobacterium
Mycobacterium
Pseudomonas,
Ach bacter,
Rodzaje zdolne do ¢ rorrfo acter, Pseudomonas,
. Alcaligenes, Pseudomonas,
produkcji ) . Achromobacter,
. , Sphingobium, Rhodococcus
biosurfaktantow Rhodococcus
Rhodococcus,
Mycobacterium
Dechlorobacter,
Parvibaculum,
Pseudomonas,
. Achromobacter; ) Stenotrophomonas,
Rodzaje zdolne do . Parvibaculum,
. Alcaligenes, ] Achromobacter,
degradacji ) Arenimonas, )
i . Nitrosomonas, ) Parvibaculum,
zwiazkow . . Moheibacter, .
ropopochodnych Sphingobium, Acinetobacter Gordonia,
P Moheibacter, ’ Rhodococcus
. Rhodococcus
Acinetobacter;
Gordonia




Przeprowadzone analizy wskazuja, ze odpowiedni dobdr potencjatu anody
ma fundamentalne znaczenie dla optymalizacji dziatania MFC, szczego6lnie w warunkach
obecnosci ztozonych, hydrofobowych zanieczyszczen, takich jak olej napgdowy. Ujemna
polaryzacja anody sprzyja tworzeniu wysoce funkcjonalnych, syntroficznych
i egzoelektrogennych spotecznosci mikroorganizmow, co przektada si¢ na zwigkszona
produkcje energii elektryczne;.
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4.3. Biodegradacja ropy naftowej w MFC

Eksperyment zostal przeprowadzony w ramach wspolpracy wewngtrznej w zespole
Laboratorium Mikrobiologicznych Uktadéw Elektrochemicznych (LMES). Analiza
danych metagenomicznych zostala przeprowadzona podczas stazu naukowego
w Instytucie Biologii Molekularnej i Komoérkowej na Uniwersytecie w Tartu w Estonii.

4.3.1. Poréwnanie roznych spolecznosci mikroorganizmow w MFC

Celem eksperymentu byta ocena wptywu pochodzenia inokulum oraz zastosowania
kosubstratu na wydajnos¢ mikrobiologicznych ogniw paliwowych oraz na strukture
1 potencjat genetyczny anodowych spolecznosci drobnoustrojow zaangazowanych
w biodegradacje weglowodorow 1 przekazywanie elektrondw na anode. W pracy
przedstawiono zmiany generowanej mocy W czasie oraz sklad spotecznosci
prokariotycznych rozwinigtych na anodach. Analizowano wplyw dodatku octanu sodu
jako kosubstratu oraz potencjat genetyczny degradacji weglowodoréw z wykorzystaniem
podejscia metagenomicznego, umozliwiajacego  jednoczesng  charakterystyke
taksonomiczng i1 funkcjonalng badanych spotecznosci. W eksperymencie zastosowano
inokula pochodzace z roznych srodowisk naturalnych 1 skazonych, co pozwolito ocenié
wpltyw pochodzenia mikroflory na adaptacj¢ 1 selekcj¢ mikroorganizméw zdolnych
do degradacji ztozonych zwigzkow ropopochodnych, pozakomorkowego przekazywania
elektronow oraz produkcji biosurfaktantow w warunkach pracy MFC.

4.3.1.1. Inokulacja MFC oraz przebieg eksperymentu

W  eksperymencie zastosowano 18 mikrobiologicznych ogniw paliwowych
w konfiguracji horyzontalnej, jednokomorowej, z katoda powietrzng (Rysunek 27).
Uktady zostaty wykonane z polipropylenu metodg druku 3D, zgodnie ze specyfikacjami
przedstawionymi w Tabeli 2 w rozdziale 3.1. Obj¢tos¢ robocza komory anodowej
wynosita 6 cm?, a powierzchnia anody wynosita 3 cm?.

KATODA
MEMBRANA (& =
CEM — |
WLOT ‘ WYLOT
ANODA

Rysunek 27 Konstrukcja horyzontalnego, jednokomorowego MFC z katodg powietrzng zastosowanego w
eksperymencie.

Do inokulacji wykorzystano probki srodowiskowe pochodzace z dziewieciu lokalizacji,
ktorych charakterystyka zostala przedstawiona w Tabeli 10. Materiat inokulacyjny
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przygotowano w postaci zawiesiny i wprowadzono do komor anodowych w ilosci
odpowiadajacej 10 % (w/v) objetosci roboczej. Faza inokulacji trwata 7 dni w warunkach
beztlenowych, co umozliwito adhezj¢ mikroorganizméw do powierzchni anody
i rozpoczgcie formowania biofilmu. Poczatkowo w obwodzie zewnetrznym zastosowano
rezystor (Rw) 0 wartosci 2kQ, ktorego wartos¢ byta pdzniej dostosowywana
na podstawie wynikow cyklicznych testow polaryzacyjnych. Po zakonczeniu fazy
inokulacji zwarto$¢ komoér anodowych zostata zastapiona podtozem mineralnym (MSM),
zawierajacym 0,5 g/L NH4Cl (sktad medium opisano szczegdétowo w rozdziale 3.3.).

Tabela 10 Rodzaje, miejsce pozyskania i typ inokulatow zastosowanych w eksperymencie biodegradacji
ropy naftowe;j.

Rodzaj probki Miejsce pozyskania Typ inokulum | Numer MFC

Jezioro pokopalniane (Rudawy

i MFC 1
Janowickie, Polska) Woda i osad ¢
Probki wé , <k ‘ )
robki wo’d ze. Srodowis Lodowiec (Engelberg, Austria) Woda MFC 2
gorskich
Rzeka pol Engel
zeka po odowcowa (Engelberg, Woda i osad MEC 3
Austria)
Gleba tropikalna (Sri Lanka) Gleba MEFC 4
Gleby azjatyckie

Waulkan blotny (Azerbejdzan) Gleba MFC 5

Kanat $ciekowy w okolicy stacji .
paliw (Wroctaw, Polska) Gleba i osad MFC6
Probki érodowiskowe Okolice skrzynki roztadunku paliw Gleba MFC 7

na stacji paliw (Wielgie, Polska)

zanieczyszczone —
: ) Separator substancji
#wigzkami hodnych na stacji pali Osad i gleb MFC 8
ropopochodnymi ropopochodnych na stacji paliw sad i gleba

(Wielgie, Polska)

Parking miejski (Wroctaw, Polska) Gleba MFC 9

Ogniwa podzielono na dwie serie eksperymentalne r6znigce si¢ substratem:

e Seria A: mieszanina ropy naftowej (0,07 % v/v) i octanu sodu (0,1 % w/v,
7,4 mM),
e Seria B: ropa naftowa (0,07 % v/v).

Ropa naftowa zastosowana w eksperymencie pochodzita z odwiertéw wykonanych
w Muzeum Przemyshu Naftowego 1 Gazowniczego im. Ignacego Lukasiewicza w Bobrce.
Jej gestos¢ wynosita 0,930 g/cm’, a analiza sktadu wykazata dominacje weglowodoréw
alifatycznych (dekan, dodekan, tetradekan, heksadekan, heptadekan i ich pochodne
rozgatezione) oraz obecno$¢ zwigzkoéw aromatycznych (naftalen, fenantren, piren).
Stwierdzono réwniez S$ladowe ilosci kwasow karboksylowych, takich jak kwas
propionowy, piroglutaminowy i bursztynowy.

Eksperyment prowadzono w temperaturze 25°C przez 120 dni. W tym okresie
monitorowano w trybie cigglym parametry elektrochemiczne, wykonywano okresowe
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pomiary charakterystyk polaryzacyjnych metoda LSV. Probki anolitow do analiz
metagenomicznych pobierano w fazie ustabilizowanej pracy ogniw, po osiggnig¢ciu
maksymalnej aktywnosci elektrochemicznej.

4.3.1.2. Wydajnos¢ MFC

Analiza wydajnosci energetycznej MFC w czasie rzeczywistym

Na Rysunku 28 przedstawiono zmiany ggstosci mocy generowane] przez
mikrobiologiczne ogniwa paliwowe w czasie rzeczywistym w dwoch wariantach
zasilania: w serii A stosowano mieszaning ropy naftowej i octanu sodu pelnigcego role
kosubstratu, natomiast w serii B wylacznie rope naftowa. Pomiar prowadzono przez
120 dni, co pozwolito oceni¢ dynamike pracy uktadéw w zaleznosci od pochodzenia
inokulum.

W przypadku probek waod ze srodowisk gorskich (MFC 1-3) obserwowano zroznicowang
reakcje na obecno$¢ kosubstratu. W MFC 1 (jezioro pokopalniane) w serii A
zarejestrowano sygnal o wysokim poziomie mocy, szczegdlnie w poczatkowej fazie
eksperymentu, siegajace okoto 140 mW/m? (7,3 W/m®) co bylo wyraznie wyzsza
warto$cig niz w serii B, gdzie maksima wynosity ok. 4,0 mW/m? (0,2 W/m®). W MFC 2
(lodowiec) oraz MFC 3 (rzeka polodowcowa) w obu wariantach aktywnos$¢ byta niska.
Pojedyncze sygnaty osiagaly maksymalnie okoto 2 mW/m? (0,1 W/m?®) dla MFC 2A
i okoto 4 mW/m? (0,2 W/m?*) dla MFC 2B. W MFC 3 A maksymalne wartosci z pomiaréw
rzeczywistych nie przekraczaty 2,5 mW/m? (0,13 W/m?), a w przypadku MFC 3B:
1 mW/m? (0,05 W/m?). Wyniki te wskazuja, ze w MFC 1 dodatek kosubstratu w postaci
octanu sodu wyraznie zwigkszyt aktywnos$¢ egzoelektrogenng, generujac czeste
1 gwaltowne wzrosty generowanej mocy w poczatkowej fazie eksperymentu.
W przypadku MFC 2 i MFC 3 nie zaobserwowano takiego efektu. Aktywno$¢
pozostawata niska niezaleznie od dodatku kosubstratu, co moze $wiadczy¢
0 ograniczonym potencjale egzoelektrogennym tych spotecznosci lub braku szybkiej
adaptacji do warunkéw pracy MFC.
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Rysunek 28 Wykresy przedstawiajqce zmiany gestosci mocy w czasie trwania eksperymentu dla ogniwn
zasilanych ropq naftowq i octanem (seria A) oraz wylqcznie ropg naftowq (seria B). Oznaczenie probek:
MFC 1 — Jezioro pokopalniane, MFC 2 — Lodowiec, MFC 3 — Rzeka polodowcowa, MFC 4 — Gleba
tropikalna, MFC 5 — Wulkan blotny, MFC 6 — Kanat sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC 7 — Okolice
skrzynki roztadunku paliw na stacji paliw, MFC 8 — Separator substancji ropopochodnych na stacji paliw,
MFC 9 — Parking miejski.
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W grupie MFC inokulowanych materiatem z gleb azjatyckich (MFC 4-5) obecnos$¢
kosubstratu wptywala na zwigkszenie mocy i stabilnosci pracy ogniw, jednak skala tego
efektu byla zréznicowana. W MFC 4 (gleba tropikalna) w serii A przez caty okres
eksperymentu obserwowano liczne, wysokie sygnaly siegajace do 140 mW/m?’
(7,3 W/m®) (w 40. dniu eksperymentu), a w serii B wartoéci maksymalne byty nieco
nizsze, na poziomie okoto 120 mW/m? (6,3 W/m?), co wskazuje na niewielka, lecz
zauwazalng przewage wariantu z kosubstratem. W MFC 5 (wulkan btotny) efekt ten byt
zdecydowanie bardziej wyrazny — w serii A rejestrowano sygnaly do wartoéci 50 mW/m?
(2,6 W/m?), natomiast w serii B aktywno$é byla niemal zerowa, z pojedynczymi
wzrostami nieprzekraczajacymi 1 mW/m? (0,05 W/m?). Wyniki te sugeruja, ze w glebie
z wulkanu btotnego dodatek kosubstratu silnie stymulowat aktywnos¢ egzoelektrogenna,
podczas gdy w glebie tropikalnej jego wplyw byt umiarkowany, cho¢ pozytywny.

W probkach z terenéw skazonych substancjami ropopochodnymi (MFC 6-9) wplyw
kosubstratu na wydajnos¢ ogniw byl wyrazny w wiekszosci przypadkéw, choc
niejednorodny. W MFC 6 (kanat $ciekowy stacji paliw) w serii A po 100. dniu
zaobserwowano wyrazny wzrost generowanej gestosci mocy. Maksymalne warto$ci
siggaly 120 mW/m? (6,3 W/m®) podczas gdy w serii B nie przekraczaly 25 mW/m?
(1,3 W/m®). Swiadczy to o silnym dziataniu stymulujacym kosubstratu. Odmienny efekt
uzyskano w MFC 7 (okolice skrzynki roztadunku paliw). Nieznacznie wyzsze sygnaty
gestosci mocy wystapily tam w serii B (~20 mW/m?) niz w serii A (~10 mW/m?), co moze
wynika¢ z lepszej adaptacji mikroflory do wykorzystania wylacznie ropy naftowe;.
W MEFC 8 (separator substancji ropopochodnych) w serii A rejestrowano sygnaty
o wysokim poziomie mocy, przekraczajace 350 mW/m? (18,3 W/m?) pojawiajace sic
z duza czgstoscig. Bylo to ogniwo o najwyzszej stabilnosci w catym eksperymencie,
a maksymalng moc odnotowano okoto 75. dnia. W serii B warto$ci maksymalne wynosity
jedynie okoto 33 mW/m? (1,7 W/m?) co potwierdza silny wptyw kosubstratu. W MFC 9
(parking miejski) w serii A warto$ci gestosci mocy zarejestrowano na poziomie okoto 120
mW/m? (6,3 W/m?) wykazujac tendencje wzrostowa az do 60. dnia eksperymentu.
Po tym czasie nie pojawialy si¢ juz kolejne wzrosty. W serii B warto$ci nie przekraczaty
60 mW/m? (3,1 W/m?®). Wyniki pokazuja, ze w wigkszosci $rodowisk skazonych
ropopochodnymi obecnos¢ kosubstratu wyraznie zwigkszata moc i dynamike pracy MFC.
Wyjatek  stanowit uktad, w ktorych mikroflora byla wyspecjalizowana
w metabolizowaniu ropy naftowej jako jedynego zrodla wegla, jak w przypadku MFC 7.

Dopethieniem powyzszej analizy jest zestawienie maksymalnych gestosci mocy
uzyskanych w obu seriach badawczych (Tabela 11). Wyniki jednoznacznie potwierdzaja
kluczowa role octanu sodu jako kosubstratu. Srednia gesto$¢ mocy objetosciowej dla
wszystkich ukladéw w serii A (z kosubstratem) wyniosta 5,5 W/m?, co stanowi niemal
czterokrotny wzrost wydajno$ci w porownaniu do serii B (sama ropa), gdzie $rednia
osiggneta poziom 1,5 W/m?>.
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Tabela 11 Porownanie maksymalnych wartosci gestosci mocy generowanych przez ogniwa MFCI-9
dla serii A i B.

Maksymalna gesto$¢ mocy
Stosunek serii
(mW/m?) (W/m®) A/B
(dla mW/m?)
Uklad Inokulum Seria A | SeriaB | SeriaA | Seria B
MFC 1 Jezioro 140 4,0 73 0.2 35,0
pokopalniane
MFC2 Lodowiec 2 4 0,1 0,2 0,5
MFC 3 Rzeka 2,5 1 013 | 0,05 2,5
polodowcowa
MFC 4 | Gleba tropikalna 140 120 7,3 6,3 1,2
MFC 5 Waulkan btotny 50 1 2,6 0,05 50,0
Kanat $cieckowy
MFC 6 | w okolicy stacji 120 25 6,3 1,3 4.8
paliw
Okolice
skrzynki
MFC 7 roztadunku 10 20 0,5 1,1 0,5
paliw na stacji
paliw
Separator
MFC 8 substancji 350 33 18,3 1,7 10,6
ropopochodnych
na stacji paliw
MFC9 | Parking miejski 120 60 6,3 3,1 2,0
$rednia 104,9 27,6 5,5 1,5 3,8

Analiza poszczeg6lnych ukladow wykazata, ze najwyzsza sprawnoscig energetyczng
charakteryzowal si¢ uktad MFC 8 (separator substancji ropopochodnych), osiggajac
maksymalng gesto$¢é mocy na poziomie 18,3 W/m?>. Tak wysoki wynik, w potaczeniu
z dlugim czasem trwania cyklu generowania mocy, wskazuje na dobrg adaptacje
mikroorganizmoéw zasiedlajagcych anode do efektywnego przetwarzania weglowodorow
w obecnosci kosubstratu. Silng reakcj¢ na dodatek octanu zaobserwowano roéwniez
w MFC 1 (jezioro pokopalniane) oraz MFC 5 (wulkan blotny), gdzie usunigcie
kosubstratu skutkowalo drastycznym spadkiem mocy (odpowiednio 35- i 50-krotnym).
W tych przypadkach octan pehit funkcj¢ niezb¢dnego donora elektronow.

Wyjatek od powyzszej reguly stanowily uktady MFC 2 (lodowiec) oraz MFC 7 (skrzynka
roztadunku), w ktorych odnotowano wyzsza wydajno$s¢ w Serii B (stosunek A/B
na poziomie 0,5). Sugeruje to, ze w tych specyficznych $rodowiskach dominuja
mikroorganizmy, dla ktoérych ropa naftowa jest wystarczajacym zrodtem energii.
Na uwage zastuguje rowniez MFC 4 (gleba tropikalna), ktory jako jedyny wykazat duza
stabilno$¢ energetyczng niezaleznie od sktadu pozywki (spadek mocy o zaledwie 17 %
w serii bez kosubstratu), co $wiadczy o wysokiej odpornosci jego mikroflory na deficyt
tatwo przyswajalnych substancji odzywczych.
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Analiza spadkow napiecia powierzchniowego

W trakcie trwania eksperymentu okresowo monitorowano napigcie powierzchniowe
anolitow. Na Rysunku 29 przedstawiono najnizsze wartos$ci tego parametru uzyskane dla
serii A oraz serii B. W siedmiu z dziesi¢ciu przypadkéw odnotowano nizsze wartosci
napigcia  powierzchniowego w  obecnosci  kosubstratu.  Najnizsze  warto$ci
zaobserwowano dla MFC 8 (61,7 mN/m), MFC 4 (62,1 mN/m) oraz MFC 6 (63,0 mN/m).

Spadek napigcia powierzchniowego anolitéw, obserwowany po wymianie medium
i dodaniu nowych substratow, mozna wigza¢ z biosynteza zwigzkdw powierzchniowo
czynnych w odpowiedzi na obecno$¢ hydrofobowego substratu. Produkcja
biosurfaktantow sprzyja solubilizacji takich zwiazkéw, zwickszajac ich biodostepnosé
dla mikroorganizmoéow [225] . Najnizsze wartosci napigcia powierzchniowego byty
zwigzane z fazami wzrostu generowanej mocy, co wskazuje na dodatnig zalezno$¢
pomigdzy synteza biosurfaktantow a wydajnoscia elektrochemiczng uktadow. Obecnos¢
zwiazkow powierzchniowo czynnych potwierdzono dodatkowo w testach emulsyfikacji.

I seria A
I seria B

Napiecie powierzchniowe (mN/m)

Rysunek 29 Wykres prezentujqcy minimalne wartosci napiecia powierzchniowego anolitow z serii A i B,
zarejestrowane w trakcie catego przebiegu eksperymentu. Oznaczenie probek: MFC 1 — Jezioro
pokopalniane, MFC 2 — Lodowiec, MFC 3 — Rzeka polodowcowa, MFC 4 — Gleba tropikalna, MFC 5 —
Wulkan blotny, MFC 6 — Kanat sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC 7 — Okolice skrzynki roztadunku paliw
na stacji paliv, MFC 8 — Separator substancji ropopochodnych na stacji paliv, MFC 9 — Parking miejski.

4.3.1.3. Analiza struktury i aktywnosci spolecznos$ci mikrobiologicznych

Analiza metagenomiczna zostata przeprowadzona na probkach anolitow pobranych
po zakonczeniu cyklu, w ktorym zarejestrowano najwyzsza gestos¢ mocy w trakcie
catego eksperymentu. Wykorzystano sekwencjonowanie catego genomu metoda shotgun
NGS, co pozwolilo na szczegdtowe okreslenie sktadu taksonomicznego spotecznos$ci
mikroorganizmow. Dla ogniw MFC 1-8 analizie poddano probki z serii A,
suplementowanej ropa naftowa oraz octanem sodu. Natomiast dla MFC 9 z obu
wariantow: A 1 B (tylko ropa naftowa). Taki dobor materialu umozliwil okreslenie
struktury oraz funkcjonalnosci spotecznosci drobnoustrojéw w fazie maksymalne;j
aktywnos$ci elektrochemicznej, kiedy biofilm anodowy byl najbardziej rozwinigty
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i stabilny. Pozwolito to uchwyci¢ moment, w ktorym wspolpraca mikroorganizméw
w procesach utleniania substratow i przekazywania elektronéw na anod¢ osiggata
najwyzsza efektywnos¢.

Struktura archeonéw w spolecznosciach anodowych

Rysunek 30 przedstawia wzgledny udzial procentowy typow oraz rodzajow archeonow
w spotecznosciach anodowych ogniw. Procenty te obliczono wzgledem catkowitej liczby
archeondw w danej probce, co umozliwia porownanie ich struktury miedzy probkami.
Nalezy jednak podkresli¢, ze catkowity udziat archeonéw w spotecznosci
mikroorganizmoéw zasiedlajacych anode byl niewielki 1 wahat si¢ od zaledwie 0,003 %
w MFC 2 (lodowiec) do 1,60 % w MFC 8 (separator substancji ropopochodnych)
(Tabela 12), przy czym we wszystkich probkach dominowaty bakterie (57,13 — 92,81 %).
Oznacza to, ze nawet dominujace typy lub rodzaje w obrgbie archeondéw stanowity
jedynie utamek procenta catej spotecznosci. Z tego wzgledu ich bezposredni wktad
w generowanie pradu w MFC mogl by¢ ograniczony, jednak potencjalny wptyw posredni,
poprzez udziat w degradacji substratow oraz interakcje syntroficzne z egzoelektrogenami,
pozostajg istotne dla interpretacji funkcjonowania biofilmu.

Tabela 12 Udziat wzgledny bakterii i archeonow (%) w spolecznosciach anodowych poszczegolnych ogniw
MFC, obliczony wzgledem wszystkich odczytow w probece. Oznaczenie probek: MFC 1 — Jezioro
pokopalniane, MFC 2 — Lodowiec, MFC 3 — Rzeka polodowcowa, MFC 4 — Gleba tropikalna,
MFC 5 — Wulkan blotny, MFC 6 — Kanal Sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC 7 — Okolice skrzynki
roztadunku paliw na stacji paliv, MFC 8 — Separator substancji ropopochodnych na stacji paliw,
MFC 9 — Parking miejski.

Nr MFC | Bakterie (%) | Archeony (%)
MFC1 90,26 0,006
MFC 2 92,81 0,003
MFC 3 90,47 0,006
MFC 4 73,51 0,138
MFC 5 81,00 0,108
MFC 6 75,34 0,047
MFC 7 80,40 0,092
MFC 8 57,13 1,60

MFC 9A 78,49 1,14

MFC 9B 79,72 0,199

Na poziomie typu (Rysunek 30A), spotecznosci archeonéw we wszystkich probkach
zdominowane byly przez przedstawicieli typu Euryarchaeota. Najwyzszy ich udziat
odnotowano w MFC 9B (28,4 % wzgledem spoteczno$ci archeonow; 0,056 % wzgledem
wszystkich odczytow probki), MFC 9A (24,2 %; 0,276 %) oraz MFC 8 (14,8 %;
0,237 %). W MFC 8 (separator substancji ropopochodnych, seria A) ich obecno$¢
wspotwystepowata z rekordowa generacja mocy, co moze sugerowac korzystne
interakcje syntroficzne metanogenow z egzoelektrogenami. Typ Thaumarchaeota
dominowat w MFC 2 (20,9 %; 0,006 %), jednak nie przektadalo si¢ to na wysoka
wydajnos¢ elektrochemiczng, co moze wynika¢ z ich autotroficznego metabolizmu
niezwigzanego z transferem elektronow.

94



Na poziomie rodzaju (Rysunek 30B) roznice migdzy probkami sa wyrazne, a ich sktad
jest silnie zwigzany z charakterem $srodowiska, z ktérego pochodzito inokulum. Podobne
warunki fizykochemiczne zZrdédlowych ekosysteméw sprzyjaly formowaniu si¢
zblizonych zespotéw dominujacych archeondéw w biofilmach anodowych. Najwyzszy
udzial w spotecznosciach archeondéw odnotowano dla rodzaju Methanosarcina, ktéry
osiggnat maksymalne wartosci w MFC 9B (25,8 % wzgledem archeonow; 0,051 %
wzgledem catej spotecznosci) oraz MFC 9A (23,1 %; 0,26 %). Gatunki tego rodzaju
nalezg do wszechstronnych metanogendw zdolnych do metanogenezy acetoklastycznej,
wodorowe] oraz metylotrofowej, a takze do bezposredniego migdzygatunkowego
transferu elektronow (DIET) [226]. W MFC 8 udzial Methanosarcina wynosit 1,6 %
wzgledem archeondéw (0,026 % catej spotecznosci), co moze wskazywac¢ na udziat
w interakcjach syntroficznych z egzoelektrogenami.
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Rysunek 30 Analiza struktury spofecznosci mikroorganizmow przedstawiajgca wzgledny udzial
procentowy: A) trzech najliczniejszych typow archeonow oraz B) szesciu najliczniejszych rodzajow
archeonéw, w spolecznosciach anodowych uczestniczgcych w degradacji ropy naftowej i octanu.
Oznaczenie probek: MFC 1 — Jezioro pokopalniane, MFC 2 — Lodowiec, MFC 3 — Rzeka polodowcowa,
MFC 4 — Gleba tropikalna, MFC 5 — Wulkan blotny, MFC 6 — Kanat sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC
7 — Okolice skrzynki roztadunku paliw na stacji paliw, MFC 8 — Separator substancji ropopochodnych na
stacji paliw, MFC 9 — Parking miejski.

95



W probkach odnotowano réwniez niewielki udzial amonooksydacyjnych archeonow
z rodzaju Nitrosopumilus [227], wystepujacych w MFC 2 (20,7 %; 0,006 % wzgledem
catej spotecznosci mikroorganizmow), MFC 3 (3,7 %; 0,002 %) oraz MFC 6 (4,1 %;
0,002 %). Ich rola w funkcjonowaniu MFC jest prawdopodobnie marginalna i ogranicza
si¢ gtownie do udzialu w obiegu azotu, bez bezposredniego wplywu na elektrogennosé
biofilmu. Z kolei rodzaj Methanothrix to wyspecjalizowany metanogen acetoklastyczny
zdolny do DIET [228]. Zidentyfikowano go w MFC 8 (2,0 %; 0,033 %). Jego obecnos¢
w spolecznosci mikroorganizméw anodowych mogta prowadzi¢ do konkurencji
o elektrony z egzoelektrogenami, skutkujac przekierowaniem strumienia elektronéw
z anody w kierunku metanogenezy. W konsekwencji udzial Methanothrix mogt
potencjalnie ogranicza¢ efektywnos$¢ bioelektrochemicznych procesow anodowych.
Methanoregula wystepowata w istotnych ilosciach jedynie w MFC 8 (2,8 %; 0,045 %).

Pozostate rodzaje archeono6w odnotowane w probkach wystepowaty w udziatach ponizej
0,01 % wzgledem catej spotecznosci mikroorganizmoéw, co wskazuje na ich marginalne
znaczenie ilosciowe w strukturze biofilmu anodowego. Nalezy jednak podkreslic,
ze mimo iz catkowity udzial archeonéw w MFC 8, inokulowanym osadem z separatora
substancji ropopochodnych, byt najwyzszy sposrod wszystkich badanych uktadow,
wynosit on jedynie 1,6 % catej spotecznosci mikroorganizmow. Tak niski udziat
archeondéw nie stanowit czynnika ograniczajacego funkcjonowanie uktadu, co potwierdza
fakt, ze MFC 8 osiaggnal najwyzsza wydajno$¢ elektrochemiczng w kontekscie
generowanej energii elektryczne;.

Struktura spolecznosci bakterii oraz ich aktywnos$¢é w spolecznosciach anodowych

Na poziomie typu (Rysunek 31) spotecznosci bakteryjne we wszystkich probkach byty
zdominowane przez Proteobacteria, gldwnie przedstawicieli klasy Betaproteobacteria,
ktérych udziat wahat si¢ od 37,2 % w MFC 9B do 88,3 % w MFC 1.
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Rysunek 31 Analiza struktury spolecznosci mikroorganizmow przedstawiajgca wzgledny udziat procentowy
pieciu najliczniejszych typow bakterii (oraz klas w przypadku typu Proteobacteria) w spolecznosciach
anodowych uczestniczqcych w biodegradacji ropy naftowej i octanu. Oznaczenie probek: MFC 1 — Jezioro
pokopalniane, MFC 2 — Lodowiec, MFC 3 — Rzeka polodowcowa, MFC 4 — Gleba tropikalna,
MFC 5 — Wulkan blotny, MFC 6 — Kanat sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC 7 — Okolice skrzynki
roztadunku paliw na stacji paliv, MFC 8 — Separator substancji ropopochodnych na stacji paliw,
MFC 9 — Parking miejski.
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W probkach pochodzacych ze srodowisk gorskich (MFC 1-3) udzial Betaproteobacteria
byt wysoki i wynosit 68,1 - 88,3 %. W MFC 1 dominowaty one jednoznacznie (88,3 %),
natomiast w MFC 2 1 MFC 3 ich udzial byt nizszy (69,6 % 1 68,1 %) przy jednoczesnym
wyraznym wzroscie klasy Alphaproteobacteria (7,93 % 120,10 %). W MFC 2 dodatkowo
odnotowano stosunkowo wysoki udziat Gammaproteobacteria (16,8 %), a w MFC 3 typu
Bacteroidetes (4,6 %).

Probki glebowe z Azji (MFC 4, MFC 5) charakteryzowaty si¢ wigkszym zr6znicowaniem
taksonomicznym niz probki goérskie. Udzial Betaproteobacteria wynosit 46,0 %
w MFC 4 oraz 58,8 % w MFC 5, natomiast Alphaproteobacteria 20,3 % 1 14,9 %.
W obu probkach obecne byly Gammaproteobacteria (5,9 % w MFC 4 1 14,3 %
w MFC 5), a takze znaczacy udziat bakterii typu Bacteroidetes (15,4 % w MFC 4
14,6 % w MFC 5). W MFC 4 dodatkowo stwierdzono obecno$¢ Actinobacteria (4,2 %).

W probkach srodowisk zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi (MFC 6-9)
odnotowano dominujacy udziat Betaproteobacteria, ktorego warto§¢ wahata sie
od 37,2 % (MFC 9B) do 59,2 % (MFC 7). Istotny udzial w strukturze mikrobiomu
wykazywaly rowniez inne grupy Proteobacteria, w tym Alphaproteobacteria
(4,8 - 17,9 %) oraz Gammaproteobacteria (14,8 - 36,5 %), natomiast pozostate klasy tego
typu osiggaly wartosci od 2,4 do 7,2 %. W analizowanych prébkach istotng role
odgrywaly takze inne typy bakterii. Udziatl Bacteroidetes wynosit od 2,8 % (MFC 9A)
do 15,1 % (MFC 8), Actinobacteria od 0,82 % (MFC 6) do 3,06 % (MFC 8), natomiast
Firmicutes od 0,43 % (MFC 6) do 3,3 % (MFC 7). Acidobacteria byty obecne w zakresie
od 0,04 % (MFC 7) do 3,3 % (MFC 9A). Pozostate grupy taksonomiczne, takie jak
Cyanobacteria, Gemmatimonadetes, Candidatus Saccharibacteria, Planctomycetes,
Chloroflexi oraz Deinococcus-Thermus, wystepowaly w nizszych udziatach (<4 %), przy
czym wyrdzniala si¢ probka MFC 8, w ktorej stwierdzono wyraznie podwyzszony udziat
Planctomycetes (3,7 %) oraz Chloroflexi (1,3 %).

Probki wdd ze sSrodowisk gorskich

Na Rysunku 32A przedstawiono wzgledny udziat procentowy dominujacych rodzajow
bakterii w spolecznosciach anodowych MFC inokulowanych probkami wod
pochodzacych ze §rodowisk gorskich. W przypadku MFC 1, zainokulowanego probka
wody 1 osadu z jeziora pokopalnianego, spoleczno$¢ anodowa charakteryzowata
si¢ dosy¢ niskg biordznorodno$cia. Wyrazna dominacja rodzaju Alcaligenes (67,2 %)
wskazuje na kluczowa role tego taksonu w funkcjonowaniu biofilmu anodowego.
Pozostate rodzaje, takie jak Stenotrophomonas (3,5 %), Comamonas (2,3 %), Acidovorax
(1,9 %), Delftia (1,4 %) czy Aquamicrobium (1,4 %), wystgpowaly w znacznie
mniejszych udziatach 1 prawdopodobnie pehity funkcje wspomagajace, m.in. poprzez
zwigkszanie biodostgpnosci substratow lub stabilizacje struktury biofilmu. Pomimo
uproszczonej  struktury  taksonomicznej, nie  zaobserwowano  ograniczenia
funkcjonalno$ci ukladu. W wariancie z kosubstratem ggsto§¢ mocy wzrosta
do 140 mW/m?. Na podstawie dostepnych danych literaturowych dotyczacych rodzaju
Alcaligenes mozna przypuszczaé, ze obserwowana aktywno$¢ elektrochemiczna byta
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zwigzana glownie z posrednim zewnatrzkomorkowym transferem elektronow,
zachodzagcym z udzialem mediatoréw redoks, takich jak zwigzki siarki, chinony lub
produkty metabolizmu azotowego [229]. Ponadto przedstawiciele rodzaju Alcaligenes,
takie jak A. aquatilis, wykazuja zdolno$¢ do degradacji réznych weglowodorow
i produkcji biosurfaktantéw, co dodatkowo wspiera ich funkcjonalng rolg¢ w anodowych
spotecznos$ciach mikroorganizméw [230].

W MFC 2, ktérego inokulum pochodzito z wéd lodowcowych, sktad spotecznosci byt
bardziej zr6znicowany. Najliczniej reprezentowane byty Delftia (19,9 %) 1 Pseudomonas
(11,5 %), a ponadto wystepowaly Acinetobacter (4,2 %), Janthinobacterium (2,3 %)
1 Acidovorax (2,3 %) oraz Aquamicrobium (2,1 %). Struktura ta sugeruje potencjat
degradacyjny wobec zwigzkow ropopochodnych, jednak nie przetozyla si¢ na wysoka
aktywno$¢ egzoelektrogenna. Maksymalne wartoéci mocy nie przekraczaly 2 mW/m?,
co wskazuje, ze brakowato tu skutecznych mechanizméw przenoszenia elektronow.
Mimo ze Pseudomonas moze syntetyzowac fenazyny pehigce role mediatorow EET,
warunki srodowiskowe prawdopodobnie nie sprzyjaty ich aktywnej produkceji. Z duzym
prawdopodobienstwem elektrony uwalniane w procesach katabolicznych byty kierowane
gtéwnie do wewnetrznych szlakow oddechowych, a nie na anode. Wynik ten sugeruje,
ze mimo zdolnosci do degradacji weglowodorow 1 mozliwej roli egzoelektrogennej,
obecnos¢ takich mikroorganizméw jak Delftia [231] 1 Pseudomonas nie przektada sie¢
na wysoka aktywnos$¢ egzoelektrogenng spotecznosci.
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Rysunek 32 A) Analiza struktury spolecznosci mikroorganizmow srodowisk gorskich przedstawiajgca
wzgledny udzial procentowy najliczniejszych dziesieciu rodzajow bakterii w spolecznosciach anodowych
odpowiedzialnych za degradacje ropy naftowej i octanu. B) Diagram Venna przedstawiajgcy porownanie
sktadu taksonomicznego (poziom rodzaju) spotecznosci mikroorganizmow pomiedzy poszczegolnymi
probkami, przy uwzglednieniu tylko taksonow o wzglednym udziale >0,05 %. Oznaczenie probek: MFC 1
— Jezioro pokopalniane, MFC 2 — Lodowiec, MF'C 3 — Rzeka polodowcowa.

Spotecznos¢ w MFC 3, zainokulowanym wodg i1 osadem z rzeki polodowcowej, byla
bardziej zrownowazona, z dominacja trzech rodzajow bakterii: Alcaligenes (28,9 %),
Comamonas (20,9 %) 1 Brevundimonas (16,7%). Wystgpowaly rowniez Myroides
(4,4 %), Azospira (1,9 %) oraz Pseudomonas (1,3 %). Taki sktad sugerowat potencjalng
synergi¢ w degradacji ropy i octanu oraz udziat mikroorganizmow zwigzanych z cyklem
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azotowym. Jednak moc generowana w tym ukladzie nie przekraczata 2,5 mW/m?.
Obecno$¢ denitryfikatorow, takich jak Azospira, mogta sprzyja¢ kierowaniu elektronow
do alternatywnych akceptordw, co zmniejszato efektywno$¢ przekazywania ich
do elektrody [232]. W rezultacie, mimo szerokiego spektrum degraderow
weglowodoréw, uktad nie wykazywal wysokiej aktywnosci elektrochemiczne;.

Interpretacje tych wynikow wspiera analiza diagramu Venna (Rysunek 32B), ktoéra
pokazata, ze probki MFC 1-3 dzielity jedynie sze$¢ wspdlnych rodzajow bakterii:
Comamonas, Acidovorax, Delftia, Aquamicrobium, Burkholderia oraz Pseudomonas.
Natomiast liczba takson6w unikalnych byta stosunkowo niska (11 w MFC1, 5 w MFC 2
1 12 w MFC3). Wskazuje to, ze spotecznosci gorskie posiadaty ograniczony rdzen
mikrobiologiczny 1 stosunkowo prostg strukture, co odzwierciedla warunki oligotroficzne
ich srodowisk Zrodtowych.

Gleby azjatyckie

W przypadku MFC 4, zainokulowanego glebg tropikalng ze Sri Lanki, spolecznos¢
anodowa charakteryzowala si¢ stosunkowo wysokg réznorodnoscig (Rysunek 33A).
Najwyzszy udziat miaty bakterie z rodzaju Chryseobacterium (5,7 %), Acidovorax
(5,1 %) oraz Azospira (4,2 %), a takze Parvibaculum (3,3 %), Azoarcus (3,2 %), Myroides
(3,2 %) 1 Dysgonomonas (2,9 %) 1 Pseudomonas (2,0 %). W spotecznosci obecny byt
rowniez Geobacter (0,5 %), klasyczny egzoelektrogen, zdolny do bezposredniego
transferu elektronow. Taksony dominujagce sg znane z udziatu w degradacji zwigzkow
ropopochodnych oraz procesach denitryfikacyjnych, co wskazuje, ze konsorcjum byto
dobrze przystosowane do rozktadu ztozonych zwigzkéw organicznych obecnych w ropie
naftowej. Mechanizm transferu elektronéw w tym ukladzie prawdopodobnie miat
charakter posredni i opierat si¢ na wspotdziataniu kilku grup metabolicznych, przy czym
obecnos$¢ bakterii z rodzaju Geobacter mogla dodatkowo wspiera¢ przewodnictwo
elektronow poprzez bezposredni kontakt z anoda. Bakterie denitryfikacyjne (Acidovorax,
Azospira, Azoarcus) pehily role akceptorow elektrondw, podczas gdy mikroorganizmy
fermentacyjne 1 degradujace polimery (Dysgonomonas, Myroides, Parvibaculum)
dostarczaly substratow wtornych sprzyjajacych powstawaniu aktywnego biofilmu.
Wariant z kosubstratem cechowat si¢ licznymi i stabilnymi wzrostami mocy, ktore w fazie
najwiekszej aktywnosci osiggaty 140 mW/m?. Wynika to prawdopodobnie z faktu,
7ze obecno$¢ tatwo dostepnego zrodla wegla (octanu) stymulowala aktywnos$é
metaboliczng dominujacych szczepéw degradacyjnych 1 sprzyjata efektywnemu
przeptywowi elektrondéw [233].
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Rysunek 33 A) Analiza struktury spotecznosci mikroorganizmow pochodzgcych z gleb azjatyckich
przedstawiajqgca  wzgledny udzial —procentowy najliczniejszych — dziesigciu  rodzajow  bakterii
w spolecznosciach anodowych odpowiedzialnych za degradacje ropy naftowej i octanu. B) Diagram Venna
przedstawiajgcy porownanie skladu taksonomicznego (poziom rodzaju) spotecznosci mikroorganizmow
pomigdzy poszczegolnymi probkami, przy uwzglednieniu tylko taksonow o wzglednym udziale >0,05 %.
Oznaczenie probek: MFC 4 — Gleba tropikalna, MFC 5 — Wulkan blotny.

W MEFC 5, ktorego inokulum pochodzito z wulkanu blotnego, spotecznos¢ anodowa
zdominowana byta przez bakterie z rodzaju Azospira (10,3 %) 1 Pseudomonas (9,0 %),
a mniejsze, lecz istotne udzialy miaty takze Thauera (3,17 %), Roseovarius (3,15 %),
Pontibacter (2,3 %), Delftia (1,5 %) oraz egzoelektrogenny rodzaj Desulfuromonas
(1,1 %) [234]. Skiad tej spotecznosci wskazuje na udzial mikroorganizmow zdolnych
do degradacji zwiazkow aromatycznych oraz uczestniczagcych w przemianach cyklu
azotu. Cho¢ udzial Azospira byt znaczacy, literatura sugeruje, ze jego rola jako
egzoelektrogena w MFC jest wcigz stabo poznana i prawdopodobnie ograniczata si¢
do wspierania posredniego transferu elektronéw oraz proceséOw denitryfikacji [235].
Dodatkowo aktywno$¢ Pseudomonas mogta wspomagac transfer elektronow poprzez
produkcje metabolitow redoks, natomiast obecno$¢ Desulfuromonas wskazywala
na mozliwos¢ bezposredniego transferu elektronow, realizowanego gldéwnie
za posrednictwem cytochromow [236]. Wyniki eksperymentdw potwierdzilty
te obserwacje. W wariancie z kosubstratem odnotowano maksymalne warto$ci gestosci
mocy wynoszace 50 mW/m?, podczas gdy w uktadzie bez dodatkowego Zrodta zdolnosé
do generowania energii elektrycznej byta znikoma. Oznacza to, ze spolecznos¢ MFC 5,
mimo obecnosci taksondw egzoelektrogennych, byta silnie uzalezniona od tatwo
przyswajalnych substratéw 1 wykazywata nizsza stabilno$¢ elektrochemiczng
w porownaniu z konsorcjum MFC 4.

Analize tych wynikéw uzupeilnia diagram Venna (Rysunek 33B), ktory pokazuje,
ze spolecznosci MFC 4 1 MFC 5 dzielily 25 wspolnych rodzajoéw bakterii, a jednoczesnie
kazda z nich charakteryzowata si¢ wzglednie duza liczba taksonow unikalnych (46
w MFC 4 1 32 w MFC 5). Wskazuje to na wysoka heterogeniczno$¢ mikroflory,
wynikajaca z odmiennych warunkéw S$rodowiskowych. Zalezno§¢ ta dobrze
koresponduje z uzyskang wydajnoscig. Chociaz oba konsorcja korzystnie reagowatly
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na obecno$¢ kosubstratu, spotecznos¢ MFC 4 byta bardziej stabilna i efektywna
elektrochemicznie, podczas gdy MFC 5 wykazywala silng zalezno$¢ od obecnosci octanu
1 bez niego niemal catkowicie tracita aktywno$¢.

Probki srodowiskowe zanieczyszczone zwigzkami ropopochodnymi

W przypadku MFC 6, ktérego inokulum stanowita probka gleby i osadu z kanatu
scickowego przy stacji paliw, spoleczno$¢ anodowa cechowata si¢ zrdznicowang
strukturg (Rysunek 34). Dominujacymi rodzajami bakterii byly: Azonexus (6,6 %),
Pusillimonas (5,7 %) 1 Hydrogenophaga (5,5 %). Rodzaje te sa znane z udzialu
w procesach denitryfikacyjnych, metabolizmu wodoru oraz biodegradacji zwigzkow
organicznych, co wskazuje na zdolnos¢ konsorcjum do metabolizowania sktadnikoéw
obecnych w §rodowisku skazonym ropopochodnymi. Obecnos¢ Parvibaculum (2,9 %),
Thauera (2,3 %) 1 Aquimonas (2,1 %) dodatkowo potwierdza potencjat spotecznosci
w biodegradacji zwigzkoéw aromatycznych 1 alifatycznych. Po 100. dniu eksperymentu
obserwowano wyrazny wzrost aktywnosci elektrochemicznej ogniwa, z maksymalnymi
warto$ciami siegajacymi 120 mW/m?. Wynik ten wskazuje, ze wraz z rozwojem biofilmu
mikroflora zyskata zdolno$¢ do efektywnego przenoszenia elektronow, przy czym role
w tym procesie mogly odgrywac egzoelektrogenne przedstawiciele rodzaju Azonexus
[197]. Pozostale dominujace rodzaje moglyby wspiera¢ konsorcjum poprzez degradacje
ztozonych zwigzkéw organicznych 1 dostarczanie substratow dla mikroorganizmow
egzoelektrogennych.
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Rysunek 34 Analiza struktury spolecznosci mikroorganizmow przedstawiajgca wzgledny udziat procentowy
najliczniejszych dziesigciu rodzajow poszczegolnych rodzajow bakterii w spolecznosciach anodowych
odpowiedzialnych za degradacje ropy naftowej i octanu: srodowiska skazone zwigzkami ropopochodnymi.
Oznaczenie probek: MEFC 6 — Kanat sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC 7 — Okolice skrzynki roztadunku
paliw na stacji paliw, MFC 8 — Separator substancji ropopochodnych na stacji paliw, MFC 9 — Parking
miejski.

W MEFC 7, zainokulowanym gleba z okolic skrzynki roztadunku paliw, spoteczno$¢
anodowa byla zdominowana gtéwnie przez rodzaj Comamonas (18,2 %). Inne rodzaje,
o stosunkowo wysokim udziale to Dokdonella (7,0 %), Hydrogenophaga (5,9 %),
Pseudoxanthomonas (4,5 %), Azospira (4,5 %), Dysgonomonas (4,7 %) oraz
Pseudomonas (3,7 %). Sktad ten wskazuje na obecno$¢ mikroorganizméw zdolnych

do degradacji weglowodorow 1 zwigzkow aromatycznych oraz uczestniczacych
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w procesach denitryfikacyjnych. Comamonas sp., bedacy fakultatywnym beztlenowcem,
byt wczesniej wykrywany w anodowych biofilmach MFC i wykazywat zdolno$¢
do produkcji pradu przy uzyciu octanu jako substratu [237]. Ponadto przedstawiciele
rodzaju Comamonas wykazuja zdolnos¢ do degradacji weglowodorow, zwilaszcza
o charakterze aromatycznych [238]. Wariant z kosubstratem generowal maksymalnie
okoto 10 mW/m?, podczas gdy w serii B wartoéci byty wyzsze i siggaty okoto 20 mW/m?.
Wyniki te wskazuja, ze mikroflora w warunkach obecnosci samej ropy byla bardziej
efektywna w przekazywaniu elektronéw na anodg, a dodatek tatwo przyswajalnego
substratu mogl modyfikowaé interakcje w konsorcjum i niekoniecznie zwickszaé
aktywnos$¢ egzoelektrogenna.

Najwyzszg wydajnoscig w calym eksperymencie charakteryzowato si¢ ogniwo MFC 8,
ktorego inokulum pochodzito z separatora substancji ropopochodnych. Spotecznos¢
anodowa w tym ukladzie byla najbardziej réznorodna i obejmowata kilka rodzajow
o podobnym wzglednym udziale w konsorcjum. Sa to m.in. Azoarcus (3,9 %),
Chryseobacterium (3,5 %), Immundisolibacter (3,3 %), Candidatus Accumulibacter
(3,0 %), Brevundimonas (2,8 %) oraz Acidovorax (2,7 %), Hydrogenophaga (2,6 %),
Zoogloea (1,7 %), Rhodanobacter (1,6 %), Parvibaculum (1,6 %) oraz Pseudomonas
(1,4 %). Analiza sktadu konsorcjum sugeruje, ze gtéwne funkcje w degradacji ropy mogly
peli¢ Pseudomonas, Parvibaculum, Acidovorax, Immundisolibacter 1 Azoarcus,
co wynika z ich zdolnosci do rozktadu weglowodoréw alifatycznych i1 aromatycznych
[239], [240], [241], [242]. Pozostate rodzaje moglyby petni¢ funkcje wspomagajace,
m.in. poprzez stabilizacj¢ biofilmu, udzial w posrednim transferze elektronéw i procesach
redoks oraz wspieranie metabolizmu resztkowych zwigzkow organicznych. Taki uktad
zwicksza efektywno$¢ 1 stabilno$¢ calego systemu, zapewniajac jego odpornosé
na wahania $rodowiskowe. Wariant ten wykazywal wysoka i stabilng aktywnos¢
egzoelektrogenna, z licznymi pikami mocy przekraczajacymi 350 mW/m?, co stanowito
najwyzsza warto$¢ w eksperymencie. W tym przypadku obecnos$¢ kosubstratu sprzyjata
szybkiemu rozwojowi zlozonego 1 metabolicznie zroznicowanego konsorcjum,
zapewniajac stabilnos$¢ uktadu i utrzymanie synergicznych interakcji miedzy gatunkami.

W przypadku MFC 9A, zainokulowanego glebg z okolic parkingu miejskiego,
dominowaty bakterie takie jak Pseudoxanthomonas (8,6 %), Brevundimonas (6,7 %),
Azospirillum (6,2 %), Hydrogenophaga (5,7 %), a takze Geobacter (2,9 %) 1 Geothrix
(2,8 %), ktore sa kluczowymi egzoelektrogenami, odpowiedzialnymi za transfer
elektronow do elektrody [101]. Wariant ten generowal liczne sygnaly wzrostu gestosci
mocy, osiagajace wartosci do 120 mW/m? w pierwszych 60 dniach eksperymentu. Po tym
czasie aktywno$¢ malata, co moze §wiadczy¢ o zmianach w sktadzie i strukturze biofilmu
anodowego lub o lokalnych ograniczeniach elektrochemicznych, wptywajacych
na efektywno$¢ transferu elektronéw do elektrody. Struktura konsorcjum wskazuje
na obecno$¢ zarowno rodzajow degradujacych weglowodory (np. Pseudoxanthomonas,
Brevundimonas [243], [244]), jak 1 bakterii uczestniczacych w formowaniu biofilméw
(np. Azospirillum, Hydrogenophaga [245], [246]), co poczatkowo sprzyjato wysokiej
aktywnosci elektrochemiczne;.
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W MFC 9B, rozwinigtym w warunkach, gdzie jedynym zrodtem wegla byla ropa,
dominowaty  Hydrogenophaga (6,9 %), Brevundimonas (5,6 %) oraz
Pseudoxanthomonas (4,9 %). W spotecznosci obecne byly réwniez Immundisolibacter
(3,9 %) 1 Acidovorax (3,2 %). Szczepy tych rodzajow bakterii mogag uczestniczy¢
w rozktadzie bardziej ztozonych frakcji ropy i wspiera¢ stabilno$¢ biofilmu [247], [248],
[249]. Zanotowano takze wyzszy udziat Pseudomonas (2,3 %) niz w przypadku wariantu
z kosubstratem (1,4 % w MFC 9A). Moze to wynika¢ ze zdolno$ci tego rodzaju bakterii
do degradacji trudnych, hydrofobowych skladnikow ropy oraz produkcji
biosurfaktantow, ktore zwigkszaja dostepnos¢ substratéw. W warunkach braku tatwo
dostepnego zrodta wegla, jak octan, Pseudomonas 1 inne wyspecjalizowane bakterie
zyskuja przewage. Natomiast udziat egzoelektrogenow, takich jak Geobacter (0,1 %)
1 Geothrix (0,2 %), pozostaje minimalny. Moc generowana w MFC 9B byla nizsza niz
w wariancie z kosubstratem (maksymalnie 60 mW/m?), lecz utrzymywala si¢
na stabilnym poziomie przez caly okres eksperymentu, co odzwierciedla powstanie
trwalego, wyspecjalizowanego konsorcjum zdolnego do metabolizowania ropy w dtugiej

perspektywie.

Analiza spotecznosci  bakteryjnych pochodzacych ze $rodowisk skazonych
ropopochodnymi wykazata, ze cechuja si¢ one najwyzsza roéznorodnoscig sposrod
wszystkich badanych probek. Diagram Venna (Rysunek 35A) pokazuje, ze dzielily one
wspolny rdzen obejmujacy 24 rodzaje bakterii. Liczba unikalnych taksonow roznita si¢
w zalezno$ci od badanego $rodowiska. Najwigcej unikalnych rodzajow odnotowano
w MFC 6 1 MFC 8. W przypadku MFC 8 bylo to zwigzane z najwyzszg gestoscig
produkowanej mocy. Najwieksza liczb¢ wspdlnych rodzajow stwierdzono natomiast
w parach probek MFC 9A i MFC 9B, co ilustruje Rysunek 35B. Ich mikrobiomy bytly
bardziej podobne niz odmienne, co pozostaje zgodne z faktem, iz oba ogniwa zostaly
zainokulowane tym samym materialem. Wyniki te sugeruja, ze S$rodowiska
zanieczyszczone weglowodorami stanowig cenny rezerwuar mikroorganizmow
o zdolnos$ciach egzoelektrogennych oraz degradacyjnym.
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A) B)

N

Rysunek 35 A) Diagram Venna przedstawiajgcy porownanie skfadu taksonomicznego (poziom rodzaju)
spolecznosci mikroorganizmow pomiedzy poszczegolnymi  probkami  pochodzgcymi  ze srodowisk
skazonych zwigzkami ropopochodnymi, przy uwzglednieniu tylko taksonow o wzglednym udziale >0,05 %.
B) Diagram Venna przedstawiajqcy porownanie skiadu taksonomicznego (poziom rodzaju) spotecznosci
mikroorganizmow pomiedzy probkami MFC 94 i MFC 9B, przy uwzglednieniu tylko taksonow
o wzglednym udziale >0,05 %. Oznaczenie probek: MFC 6 — Kanal sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC
7 — Okolice skrzynki roztadunku paliw na stacji paliv, MFC 8 — Separator substancji ropopochodnych
na stacji paliw, MFC 9 — Parking miejski.

Poréownanie wszystkich Srodowisk

Na Rysunku 36 przedstawiono diagram Venna, ktéry obrazuje pordéwnanie sktadu
taksonomicznego spotecznosci mikroorganizméw na poziomie rodzaju pomigdzy
badanymi grupami probek. Chociaz spotecznosci anodowe MFC wykazujg zréznicowany
sktad, to trzy rodzaje bakterii wystepowaly we wszystkich badanych probkach:
Acidovorax, Pseudomonas oraz Burkholderia. Stata obecno$¢ tych rodzajow bakterii
wskazuje na ich zdolno$¢ do adaptacji do warunkow bioelektrochemicznych. Rodzaj
Pseudomonas, szeroko opisywany we wczesniejszych rozdzialach niniejszej pracy, jest
znanym egzoelektrogenem, ktory dodatkowo jest zdolny do produkcji biosurfaktantow
(ramnolipidoéw) oraz do degradacji zwiazkdéw ropopochodnych. Wiasciwosci te sprzyjaja
zardbwno generacji pradu, jak 1 zwigkszaniu dostgpnosci substratow dla pozostatych
mikroorganizmow w komorze anodowe;j. Kolejnym taksonem jest Burkholderia, ktorego
przedstawiciele wykazuja zdolno$¢ do rozktadu szerokiego spektrum weglowodorow
aromatycznych [250]. Podobnie jak Pseudomonas, wykazuje on zdolno$¢ do produkcji
ramnolipidow, ktorych obecno$¢ wptywa na zwigkszona biodostgpnos¢ hydrofobowych
zwigzkow dla innych mikroorganizmow [148]. Cho¢ w literaturze dotyczacej MFC jest
on rzadziej opisywany, jego obecno$¢ we wszystkich analizowanych ukladach wskazuje
na jego istotng role w procesach biokonwersji zanieczyszczen ropopochodnych
w warunkach produkcji pradu. Z kolei Acidovorax jest denitryfikujacym rodzajem
bakterii, zdolnym do metabolizowania prostych zwiazkdow, takich jak octan [251], [252].
Jak opisano w rozdziale 4.1.4, w uktadach MFC zasilanych glukoza zaobserwowano jego
zwigkszony udzial w spotecznosci anodowej, natomiast w ukladach z benzenem nie
stwierdzono jego znacznej obecno$ci. To wskazuje na preferencje metaboliczne
Acidovorax sp. wzgledem prostych substratéw. Pomimo tego, ze ten rodzaj bakterii nie
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jest szeroko opisywany w literaturze dotyczacej uktadow bioelektrochemicznych, istniejg
doniesienia literaturowe sugerujace jego potencjalny udzial w transferze elektrondw oraz
zwigzek jego zwigkszonej obfitosci z poprawa wydajnosci produkeji pradu [253].

Gleby azjatyckie charakteryzowatly si¢ jednym z najwickszych bogactw unikalnych
taksonow (15 rodzajow), w tym m.in. Azoarcus i Thauera, znanych ze zdolnosci
do redukcji azotandw i tlenowej i/lub beztlenowej degradacji zwigzkdéw aromatycznych
[254], [255]. Spotecznosci ze srodowisk skazonych ropopochodnymi byty réwnie bogate
w unikalne mikroorganizmy (15 rodzajow), wsrod ktoérych dominowaly bakterie
zwigzane z biodegradacja weglowodorow, takie jak Polaromonas 1 Stenotrophomonas
[256], [257]. Z kolei srodowiska gorskie nie wykazywaty wlasnych unikalnych taksonéws;
ich mikroflora w duzej mierze pokrywata si¢ z mikrobiomem anod inokulowanych
materiatem pochodzacym z gleb azjatyckich 1 $rodowisk skazonych. Istotne
podobienstwo pomigedzy glebami azjatyckimi a sSrodowiskami skazonymi (6 wspdlnych
rodzajow) sugeruje, ze gleby azjatyckie moga stanowi¢ rezerwuar mikroorganizmow
zdolnych do degradacji zanieczyszczen. Wysoka liczebno$¢ taksonow zwigzanych
z metabolizmem weglowodorow 1 cyklem azotu wskazuje, ze spoleczno$ci te moga
skutecznie wspiera¢ przewodnictwo elektronowe w anodach. Wyniki pokazujg rowniez,
ze wybor inokulum znaczaco wptywa na sktad spotecznosci anodowych 1 ich potencjat
bioelektrochemiczny.

srodowiska gorskie gleby azjatyckie

srodowiska skazone ropopochodnymi

Rysunek 36 Diagram Venna przedstawiajgcy porownanie skladu taksonomicznego spotecznosci
mikroorganizmow na poziomie rodzaju pomiedzy grupami probek. Na diagramie uwzgledniono wylgcznie
rodzaje bakterii wspolne dla wszystkich probek w obrebie danej grupy (o wzglednym udziale > 0,05 %).

Na Rysunku 37 przedstawiono wartosci wskaznika Chaol opisujacego bogactwo
gatunkowe spolecznosci bakteryjnych rozwijajacych si¢ na anodach. Wykres A pokazuje
warto$ci dla poszczegdlnych probek, a wykres B pordwnuje rozktad alfa-réznorodnosci
w trzech grupach: $rodowiska gorskie (MFC 1-3), gleby azjatyckie (MFC 4-5) oraz
srodowiska skazone weglowodorami (MFC 6-9). Analiza wariancji Welch’a (ANOVA)
wykazala, Ze réznice migdzy grupami sg istotne statystycznie (p = 0,002). Spotecznosci
ze $wodowisk gorskich roznity si¢ istotnie od gleb azjatyckich i srodowisk skazonych.
Roéznice migdzy dwiema ostatnimi grupami byly mniejsze, co wskazuje na ich wigksze
podobienstwo.
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Rysunek 37 Analiza struktury spotecznosci mikroorganizmow przedstawiajgca wykresy punktowe
i pudelkowe obrazujgce rozklad alfa-roznorodnosci (indeks Chaol) na poziomie taksonomicznym rodzaju
w trzech grupach doswiadczalnych: srodowiska gorskie, gleba azjatycka oraz srodowiska skazone
ropopochodnymi. Wykres A) przedstawia wartosci wskaznika Chaol w poszczegolnych probkach;
oznaczenie probek: MFC 1 — Jezioro pokopalniane, MFC 2 — Lodowiec, MFC 3 — Rzeka polodowcowa,
MFC 4 — Gleba tropikalna, MFC 5 — Wulkan blotny, MFC 6 — Kanaf sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC
7 — Okolice skrzynki rozladunku paliw na stacji paliw, MFC 8 — Separator substancji ropopochodnych
na stacji paliw, MFC 9 — Parking miejski. Wykres B) ilustruje porownanie rozkiadu alfa-roznorodnosci
pomiedzy grupami. Zastosowano test Welch’a (ANOVA) z analizq porownan post-hoc w celu wykrycia
istotnych roznic statystycznych. P-value:0,002, [ANOVA] F-value: 16,243.

Najnizsze wartosci Chaol stwierdzono w probkach gorskich. Wskazuje to na
uproszczong strukture konsorcjow w pordwnaniu do innych grup badawczych.
Spotecznosci anodowe, gdzie jako inokulaty zastosowano probki gleb azjatyckich oraz
srodowiska skazone weglowodorami, charakteryzowaty si¢ wysoka roznorodnoscig alfa.
W grupie gleb najwyzsza warto§¢ mial MFC 4, co wspotwystepowalo ze stabilng
produkcjag mocy. W grupie skazonej wyrdzniat si¢ MFC 8, gdzie wysoki indeks Chaol
byt zwigzany z rekordowa aktywnos$cig elektrochemiczng zarejestrowang dla tego
eksperymentu.

Na dendrogramie przedstawionym na Rysunku 38 przedstawiono podobienstwo
taksonomiczne mikrobioméw anodowych na poziomie rodzaju. Na rysunku widoczne
sa dwa gléwne klastry. Pierwszy obejmuje probki pochodzace ze srodowisk gorskich
(MFC 1, MFC 2, MFC 3), ktore charakteryzujag si¢ wysokim podobienstwem
taksonomicznym. Drugi klaster obejmuje probki pochodzace zaréwno ze Srodowisk
skazonych zwigzkami ropopochodnymi, jak i z gleb azjatyckich.

W obrgbie drugiego klastra mozna wyr6ézni¢ dwa wyrazne podzbiory. Pierwszy tworza
probki MFC 7, MFC 9A 1 MFC 9B. Pomimo ze w probkach MFC 9A i MFC 9B
zastosowano rdézne substraty (odpowiednio octan oraz mieszaning octanu i ropy
naftowej), spoteczno$ci mikroorganizméw w tych ukladach wykazuja znaczne
podobienstwo taksonomiczne na poziomie rodzaju. Probki te grupuja si¢ ze sobg bardzo
blisko, co wskazuje na wysokie podobienstwo ich mikrobiomu. Drugi podzbior tworza
probki MFC 4, MFC 5, MFC 6 oraz MFC 8, ktére rowniez wykazuja wyrazne
podobienstwo taksonomiczne mi¢dzy soba.

Struktura spoleczno$ci mikroorganizméw w badanych MFC grupuje si¢ przede
wszystkim wedlug pochodzenia inokulum. Srodowiska gorskie tworza osobny,
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jednorodny klaster, natomiast gleby azjatyckie 1 $rodowiska skazone zwigzkami
ropopochodnymi tworza wspoélny, lecz zréznicowany wewnetrznie zbidr.

1.2
1.0
0.8+
0.6
0.4+
0.2+
0.0-

MFC2
MFC1
MFC3

Rysunek 38 Dendrogram pokazujqcy podobienstwo taksonomiczne spolecznosci mikroorganizmow w MFC,
wygenerowany na podstawie wzglednej liczebnosci taksonow na poziomie rodzaju. Do obliczenia macierzy
niepodobienstwa zastosowano indeks Braya-Curtisa, a do grupowania hierarchicznego metode Ward.
Kolory oznaczajg typ inokulum uzytego do zaszczepiania ogniw: niebieski — srodowiska gorskie, zielony
— gleby azjatyckie, czerwony — srodowiska skazone zwigzkami ropopochodnymi. Oznaczenie probek: MFC
1 — Jezioro pokopalniane, MFC 2 — Lodowiec, MF'C 3 — Rzeka polodowcowa, MFC 4 — Gleba tropikalna,
MFC 5 — Wulkan blotny, MFC 6 — Kanat sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC 7 — Okolice skrzynki
roztadunku paliw na stacji paliw, MF'C 8 — Separator substancji ropopochodnych na stacji paliw, MFC 9
— Parking miejski.

Analiza gtownych sktadowych (Rysunek 39) w oparciu o 10 dominujacych rodzajow
bakterii w kazdej probce pozwolita na wizualizacje réznic 1 podobienstw w sktadzie
spotecznosci bakteryjnych rozwijajacych si¢ na anodach badanych ogniw. Dwie pierwsze
sktadowe (PC1 1 PC2) wyjasnialy lacznie 53,9 % zmiennosci danych, co umozliwito
rozdzielenie probek zgodnie z ich pochodzeniem $rodowiskowym i dominujacymi

taksonami.

W lewej czgsci wykresu znalazty sie MFC 1, MFC 2 i MFC 3, reprezentujace srodowiska
gorskie. Byly one rdéznicowane glownie takimi rodzajami jak: Alcaligenes,
Janthinobacterium, Delftia, Comamonas, Acinetobacter czy Acidovorax. Wyrazne
oddzielenie tych probek od pozostalych odzwierciedla uproszczony sktad konsorcjow
1 dominacj¢ pojedynczych taksonoéw. Niska moc generowana w MFC 2 i MFC 3 oraz
krotkotrwate sygnaty wzrostu gestosci mocy w MFC 1 dobrze odzwierciedlaty ich niska
réznorodnos¢.

W prawej gornej czgsci wykresu grupuja si¢ MFC 4, MFC 5 oraz MFC 6. Wskazuje
to na podobienstwo dominujacych rodzajéow bakterii w glebie tropikalnej, glebie
z wulkanu blotnego oraz w osadzie pozyskanym z kanatu Sciekowego stacji paliw.
Spotecznosci te byly silnie roznicowane przez taksony zdolne do denitryfikacji
1 degradacji zwigzkéw aromatycznych, takimi jak Azonexus i1 Thauera [258], [259].
Bliskos¢ MFC 6 do probek gleb azjatyckich sugeruje, ze pomimo pochodzenia
ze srodowiska skazonego weglowodorami, profil tego mikrobiomu byt bardziej zblizony
do spotecznosci wywodzacych si¢ ze srodowisk nieskazonych.
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Dolna cze$¢ wykresu obejmuje MFC 7-9, pochodzace ze $rodowisk skazonych
ropopochodnymi. Spoteczno$ci te zawieraty taksony wyspecjalizowane w degradacji
weglowodordéw. Spotecznos¢ anodowa MFC 7 byla gldwnie réznicowana przez rodzaje
Brevundimonas oraz Dokdonella, natomiast MFC 8 przez Candidatus Accumulibacter
oraz Immundisolibacter. Najwigksze podobienstwo w tej grupie wykazywaly
spotecznosci MFC 9A i MFC 9B, co odzwierciedla wspdlne pochodzenie inokulum
poczatkowego. Ich mikrobiomy byly ksztattowane gtéwnie przez Pseudoxanthomonas
oraz Azospirillum.

MFC5
L

o MFC4

Grupy:
$rodowiska wodne
@ gleby azjatyckie
$rodowiska skazone ropapochodnymi

-5.0 2.5 0.0 25

PC1(32.3 %)

Rysunek 39 Wykres PCA w oparciu o dziesig¢ najliczniejszych rodzajow z kazdej spotecznosci anodowej
w eksperymencie. Oznaczenie probek: MFC 1 — Jezioro pokopalniane, MFC 2 — Lodowiec, MFC 3 — Rzeka
polodowcowa, MFC 4 — Gleba tropikalna, MFC 5 — Wulkan blotny, MFC 6 — Kanat sciekowy w okolicy
stacji paliw, MFC 7 — Okolice skrzynki roztadunku paliw na stacji paliw, MFC 8 — Separator substancji
ropopochodnych na stacji paliw, MFC 9 — Parking miejski.

Podsumowujac, analiza PCA wykazata wyrazne rozdzielenie spotecznosci anodowych
w zaleznosci od pochodzenia inokulum, przy czym wyrdézniono trzy gtowne grupy:
probki ze srodowisk goérskich (MFC 1-3), gleby azjatyckie (MFC 4-5) oraz srodowiska
skazone weglowodorami (MFC 7-9). Ciekawym wyjatkiem okazal si¢ mikrobiom
anodowy MFC 6 (kanal $ciekowy w okolicy stacji paliw), ktory, mimo ze pochodzit
ze $rodowiska skazonego ropopochodnymi, zostal zgrupowany razem z glebami
azjatyckimi. Sugeruje to, ze mikrobiom tego ogniwa, pod wzgledem dominujacych
rodzajow bakterii, byt bardziej zblizony do spolecznosci srodowisk gorskich niz do tych
rozwijajacych sie bezposrednio w skazonych osadach.

4.3.1.4. Identyfikacja genow zwiazanych z degradacja weglowodorow

Na podstawie danych metagenomicznych przeprowadzono ukierunkowang analize
funkcjonalng badanych metagenomow, skoncentrowang na identyfikacji gendéw
zwigzanych z degradacja weglowodorow. W tym celu wykorzystano 59 profili HMM
(ukrytych modeli Markowa), opisujacych charakterystyczne wzorce sekwencji
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biatkowych. Zastosowane profile obejmowaly cztery gléwne kategorie gendéw
funkcjonalnych: (i) geny zwigzane z degradacja zwigzkéw alifatycznych, (ii) geny
zwigzane z degradacja weglowodordw monoaromatycznych, (iii) geny zwigzane
z degradacja wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych (WWA), (iv) geny
zwigzane z beztlenowg degradacja weglowodorow, ktére zestawiono w Tabeli 13.
Analiza wykazata obecno$¢ gendéw ze wszystkich wymienionych grup we wszystkich
badanych metagenomach, co potwierdza szeroki potencjal metaboliczny
mikroorganizméw w zakresie degradacji weglowodorow.

Tabela 13 Lista genow oraz kodowanych przez nie enzymow zwigzanych z degradacjg weglowodorow.

Oznaczenie Nazwa kodowaneso enzvmy Kod KEGG | Zrédlo
genu g0 enzy / Ref. HMM
Degradacja weglowodorow alifatycznych
almA flawinozalezna monooksygenaza AlmA [260]
CYP153 cytochrom P450 z rodziny CYP153, hydroksylaza CYPI53 [261]
alkanowa
alkB1_2 alkano-1-monooksygenaza K00496 KEGG
prmA propano-2-monooksygenaza - podjednostka alfa (duza) K18223 KEGG
prmC propano-2-monooksygenaza - podjednostka gamma K18224 KEGG
(mata)
prmB reduktaza propanomonooksygenazy K18225 KEGG
prmD biatko sprzegajace propanomonooksygenazy K18226 KEGG
ladA dhugotancuchowa alkano-monooksygenaza K20938 KEGG
bmoX butano-monooksygenaza - podjednostka alfa K21317 KEGG
bmoY butano-monooksygenaza - podjednostka beta K21318 KEGG
bmoZ butano-monooksygenaza - podjednostka gamma K21319 KEGG
bmoC reduktaza butano-monooksygenazy K21320 KEGG
bmoB regulator butano-monooksygenazy K21321 KEGG
bmoD hipotetyczne biatko montazowe butano-monooksygenazy K21322 KEGG
Degradacja weglowodoréw monoaromatycznych
todC1 dioksygenaza bepzenu/toluenu/chlorobenzene - K03268 KEGG
podjednostka o (alfa)
phenol 2 fenol 2-monooksygenaza (zalezna od NADPH) KO03380 KEGG
ethAa dioksygenaza etylobenzenu - podjednostka a (alfa) K14748 KEGG
etbAb dioksygenaza etylobenzenu -podjednostka [ (beta) K14749 KEGG
etbAc dioksygenaza etylobenzenu -komponent ferredoksynowy K14750 KEGG
xyIM toluenowa metylomonogksygenaza - podjednostka K15757 KEGG
katalityczna
toluenowa metylomonooksygenaza -
XylA sktadnik transferu elektronow K15758 KEGG
toluenowa monooksygenaza — biatko systemu A

tmoA (katalityczna podjednostka) K15760 KEGG
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tmoB toluenowa monooksygenaza - biatko systemu B K15761 KEGG
tmoC toluenowa monooksygenaza - podjednostka K15762 KEGG
ferredoksynowa
tmoD toluenowa monooksygenaza - biatko systemu D K15763 KEGG
tmoE toluenowa monooksygenaza - biatko systemu E K15764 KEGG
tmoF toluenowa monooksygenazg - sktadnik transferu K15765 KEGG
elektronow
dmpN fenol/toluen 2-monooksygenaza - podjednostka duza K16242 KEGG
(alfa)
Degradacja WWA
nidA podjednostka duza d19ksygenazy wielopier§cieniowych K11943 KEGG
weglowodoréw aromatycznych (PAH)
nidB podjednostka mata d19ksygenazy wielopierscieniowych K11944 KEGG
weglowodordéw aromatycznych (PAH)
dehydrogenaza cis-1,2-dihydro-1,2-dihydroksynaftalenu
nahB / dihydrodiolu dibenzotiofenu K14582 KEGG
nahC dioksygenaza 1,2-dihydroksynaftalenowa K14583 KEGG
dszC monooksygenaza dibenzotiofenu K22219 KEGG
ndoB podjednostka a dioksygenazy 1,2-naftalenowej / tlenaza NdoB [261]
naftalenowa
ndoC podjednostka B dioksygenazy 1,2-naftalenowe;j / tlenaza NdoC: [261]
naftalenowa
nahAb ferredoksyna dioksygenazy 1,2-naftalenowej K14578 KEGG
nahAc podjednostka a dioksygenazy 1,2-naftalenowe K14579 KEGG
nahAd podjednostka B dioksygenazy 1,2-naftalenowe;j K14580 KEGG
nahAa reduktaza ferredoksynowa dl.oksygenazy 1,2- K14581 KEGG
naftalenowej
Beztlenowa degradacja weglowodoréw
nmsA podjednostka a syntazy 2-naftylo-2-metylo-bursztynianu K01670 KEGG
BssA syntaza benzylobursztynianu K07540 KEGG
AssA podjednostka A syntazy alkilobursztynianu AssA [261]
ebdA podjednostka a hydroksylazy etylobenzenu K10700 KEGG
ebdB podjednostka B hydroksylazy etylobenzenu K17048 KEGG
ebdC podjednostka y hydroksylazy etylobenzenu K17049 KEGG
AhyA hydroksylaza metylenu C2 alkanu ahyA [261]
nmsB podjednostka B syntazy 2-naftylo-2-metylo-bursztynianu K15567 KEGG
nmsC podjednostka C syntazy 2-naftylo-2-metylo-bursztynianu K15568 KEGG
bsdC podjednostka C dekarboksquzy 4- K16239 KEGG
hydroksybenzoesanowej
bsdC? podjednostka C dekarboksylazy wam'hmanowej/4— K01612 KEGG
hydroksybenzoesanowej
bsdD podjednostka D dekarboksylazy wanilinianowe;j / 4- K21759 KEGG

hydroksybenzoesanowej
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Wyniki zostaty znormalizowane do jednostek RPKG (liczba odczytéw przypadajacych
na kilozasad¢ sekwencji z uwzglednieniem rownowaznika genomowego) [171].
W analizowanych metagenomach geny zwigzane z degradacja weglowodorow byty
reprezentowane we wszystkich badanych grupach funkcjonalnych (Tabela 14). Suma
warto$ci RPKG dla gendow degradacyjnych wahata si¢ pomigdzy 80 a 118. Najnizsza
warto$¢ odnotowano w metagenomie MFC 8 (80,09 RPKG; separator substancji
ropopochodnych), natomiast najwyzszag w metagenomie MFC 3 (117,47 RPKG; rzeka
polodowcowa). W pozostalych metagenomach wartosci miescily si¢ w zakresie od
93,6 (MFC 9A, gleba z parkingu miejskiego) do 110,7 RPKG (MFC 9B), co wskazuje
na wzglednie rGwnomierne wystgpowanie genow degradacyjnych w badanych probkach.

Tabela 14 Suma wartosci RPKG dla poszczegolnych grup genow degradacyjnych w metagenomach
MFC 1 - MFC 9B. Oznaczenie probek: MFC 1 —Jezioro pokopalniane, MFC 2 — Lodowiec, MFC 3 — Rzeka
polodowcowa, MFC 4 — Gleba tropikalna, MFC 5 — Wulkan blotny, MFC 6 — Kanal sciekowy w okolicy
stacji paliw, MFC 7 — Okolice skrzynki roztadunku paliw na stacji paliv, MFC 8 — Separator substancji
ropopochodnych na stacji paliw, MFC 9 — Parking miejski.

Nr Weglowodory Weglowodory WWA Degradacja Suma
MFC alifatyczne monoaromatyczne beztlenowa RPKG
1 8,19 38,71 51,34 7,55 100,19
2 10,61 35,56 44,18 7,14 107,21
3 11,12 47,61 44,60 7,39 117,47
4 10,48 36,60 53,90 7,00 95,24
5 6,99 34,53 34,57 12,70 98,41
6 9,30 36,82 39,82 6,91 96,06
7 10,71 37,11 49,19 8,06 100,48
8 8,48 30,31 41,16 6,74 80,09
9A 8,02 36,61 43,04 9,16 93,61
9B 10,00 43,25 45,74 8,27 110,71

Najwyzsze wartosci RPKG odnotowano dla gendw zwigzanych z degradacja WWA,
ktore dominowaty we wszystkich metagenomach, osiggajac maksymalnie 53,90 RPKG
w metagenomie MFC 4 (gleba tropikalna), przy minimalnej wartosci 34,57 dla MFC 5
(gleba z wulkanu btotnego). Druga pod wzgledem obfitosci grupa byly geny zwigzane
z degradacja weglowodorow monoaromatycznych, z wartoSciami w zakresie
47,61 RPKG w probce MFC 3 (rzeka polodowcowa), przy warto$ci minimalnej
3,31 RPKG w probce MFC 8 (separator substancji ropopochodnych). Nizsze warto$ci
uzyskano dla genéw zwigzanych z degradacja weglowodoréw alifatycznych
(6,99 - 11,12 RPKG), z maksymalng warto$cia w MFC 3, a najnizsza w MFC 5. Geny
odpowiedzialne za szlaki beztlenowe byly obecne we wszystkich metagenomach, jednak
charakteryzowaty si¢ nizszymi wartosciami (6,74 - 12,70 RPKG), z minimum w préobce
MEFC 8 i maksimum w probce MFC 5. Ogoétem wyniki wskazuja, Ze najwigkszy potencjat
degradacji weglowodorow dotyczyt szlakow zwigzanych z degradacja zwigzkow
aromatycznych, zaré6wno wielopierscioniowych jak i monoaromatycznych, niezaleznie
od pochodzenia probek.
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Geny zwiazane z degradacja weglowodorow alifatycznych

Analiza gendéw zwigzanych z degradacja weglowodorow alifatycznych wykazata
obecno$¢ 11 sposrod 14 docelowych markeréw funkcjonalnych (Rysunek 40). Laczna
liczebno$¢ tej kategorii wahata si¢ od 6,99 RPKG (MFC 5, gleba z wulkanu btotnego)
do 11,12 RPKG (MFC 3, rzeka polodowcowa).

Najliczniej reprezentowanym genem we wszystkich metagenomach byt ladA4, kodujacy
monooksygenaze alkanowa odpowiedzialng za inicjacj¢ degradacji alkanow
dhugotancuchowych (Ci5-Cs6). Enzym ten katalizuje reakcje hydroksylacji terminalne;j,
prowadzac do powstania alkoholu, ktéry nastepnie ulega dalszym przemianom do kwasu
thuszczowego 1 wlaczeniu do szlakow B-oksydacji [261]. Najwyzszg obfitos¢ genu ladA
odnotowano w MFC 2 (6,30 RPKG; lodowiec). Wysokie wartos$ci uzyskano réwniez
w MFC 3 (3,80 RPKG; rzeka polodowcowa), MFC 4 (3,28 RPKG; gleba tropikalna) oraz
MFC 7 (3,24 RPKG; okolice skrzynki roztadunku paliw).

Geny almA 1 CYPI53, odpowiedzialne za degradacje alkanow $rednio-
1 dlugotancuchowych, byly obecne we wszystkich metagenomach w zakresie
0,61 - 2,73 RPKG. Gen almA koduje monooksygenaze wigzaca flawing, enzym inicjujacy
degradacje¢ alkanow dlugotancuchowych (Cz-Cs2) poprzez hydroksylacje koncowa,
prowadzaca do powstania odpowiednich alkoholi [261]. Z kolei CYPI53 nalezy
do rodziny cytochroméw P450 i katalizuje terminalng hydroksylacje alkanow Cs-Ci3 .
Obecnos¢ tych dwoch markeréw w kazdej z probek wskazuje, ze zarowno $rodowiska
gorskie, azjatyckie, jak 1 skazone, charakteryzuja si¢ powszechnym potencjatem
do biodegradacji alkandéw $rednich i1 dlugich, co stanowi kluczowy etap w metabolizmie
weglowodoréw ropopochodnych.

Kompleks prmABCD, zwigzany z degradacja krotkich alkanow, wykazywat
umiarkowang reprezentacje w zakresie 0,67 - 1,37 RPKG, osiggajac najwyzsze wartosci
w MFC 3 (rzeka polodowcowa) oraz MFC 9B (gleba z okolic parkingu miejskiego).
Kompleks ten koduje monooksygenaze propanowa, wielosktadnikowy enzym inicjujacy
rozktad propanu i innych krétkotancuchowych alkanéw poprzez reakcj¢ hydroksylacji.
Powstajace alkohole (1-propanol lub 2-propanol) ulegaja nastepnie dalszym przemianom
do aldehydow 1 kwasoéw karboksylowych, ktore moga by¢ wilaczane do centralnych
szlakow metabolicznych. Kompleks ten zostat opisany dla szczepu Gordonia sp. [262].
Nalezy podkresli¢, ze w probce MFC 2 (lodowiec) wykryto jedynie gen prmB,
co wskazuje na niepetng reprezentacje¢ catego kompleksu w tym Srodowisku. Ogotem
obecnos$¢ klastra prmABCD w pozostatych probkach potwierdza powszechny potencjat
spoteczno$ci mikroorganizméw do degradacji krotkotancuchowych weglowodorow
alifatycznych.

Klaster bmoBCDXYZ koduje monooksygenaz¢ butanowa, enzym wieloskladnikowy
inicjujacy tlenowa degradacje krotkich alkanow (C:-Cs). Kompleks ten zostat
scharakteryzowany u Pseudomonas sp. 1 katalizuje hydroksylacj¢ butanu do 1-butanolu,
a nastgpnie produkty reakcji wilaczane s3 do centralnego metabolizmu komorki [263].
Klaster ten zostal wykryty w sposob niepelny: geny bmoX i bmoC charakteryzowaly si¢
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relatywnie wysoka obfito$cia (do 2,42 RPKG w MFC 1, jezioro pokopalniane), bmoY
odnotowano sporadycznie na bardzo niskich poziomach, natomiast bmoB, bmoD oraz
bmoZ nie zostaly wykryte w zadnej z probek (0 RPKG).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze szlaki degradacji alkanéw, zwlaszcza $rednio-
i dhugotancuchowych, sa szeroko rozpowszechnione we wszystkich analizowanych
srodowiskach. Nalezy jednak podkresli¢, ze pelna reprezentacja wszystkich podjednostek
kompleksu bmo nie zostala wykryta, co sugeruje czeSciowa obecno$¢ tego szlaku
1 potencjalne ograniczenia w petnej degradacji krétkotancuchowych alkanow.

Geny zaangazowane w degradacje weglowodoréw alifatycznych
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Rysunek 40 Mapa cieplna przedstawiajgca znormalizowane wartosci (RPKG) genow zaangazowanych
w degradacje weglowodorow alifatycznych. Oznaczenie probek: MFC 1 — Jezioro pokopalniane, MFC 2 —
Lodowiec, MFC 3 — Rzeka polodowcowa, MFC 4 — Gleba tropikalna, MFC 5 — Wulkan blotny, MFC 6 —
Kanat Sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC 7 — Okolice skrzynki roztadunku paliw na stacji paliw,
MFC 8 — Separator substancji ropopochodnych na stacji paliw, MFC 9 — Parking miejski.

Geny zwiazane z degradacja weglowodoréw monoaromatycznych

Analiza genow odpowiedzialnych za degradacje weglowodorow monoaromatycznych
wykazata obecnos$¢ wszystkich 21 docelowych markerow funkcjonalnych (Rysunek 41).
Sumaryczna obfito$¢ tej kategorii miescita si¢ w zakresie od 30,31 RPKG (MFC 8,
separator substancji ropopochodnych) do 47,61 RPKG (MFC 3, rzeka polodowcowa).
Najliczniej reprezentowang grupa byty geny klastra rmoABCDEF, kodujace podjednostki
monooksygenazy toluenowej. Ich wartosci wahaty si¢ od 8,77 RPKG (MFC 5, gleba
z wulkanu btotnego) do 14,06 RPKG (MFC 3, rzeka polodowcowa). Enzym ten inicjuje
tlenowy szlak degradacji toluenu, katalizujac reakcje¢ hydroksylacji tego zwigzku do
4-metylfenolu (krezolu) [264]. Proces ten stanowi etap kluczowy dla uruchomienia
dalszych przemian katabolicznych w szlaku degradacji weglowodordéw aromatycznych.

Druga co do obfitosci grupa byly geny klastra dmpKLMNOP, kodujace kompleks
monooksygenazy fenolowej oraz dioksygenaz katecholowych, odpowiedzialnych
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za hydroksylacje¢ fenolu do katecholu i dalszy rozklad pierScienia aromatycznego.
Produktem tych reakcji sag zwiazki posrednie, takie jak cis,cis-mukonian, ktore nastepnie
wchodza w szlak B-ketoadypinowy i ulegaja mineralizacji do acetylo-CoA i bursztynylo-
CoA, kluczowych metabolitéw cyklu Krebsa. Ponadto biorg takze udzial w degradacji
chlorowanych pochodnych cykloheksanu oraz benzenu [265]. Ich obfito$¢ osiggata
maksimum 11,26 RPKG w MFC 3 (rzeka polodowcowa) oraz minimum 5,83 RPKG
w MFC 5 (gleba z wulkanu btotnego).

Geny zaangazowane w degradacje weglowodoréw monoaromatycznych
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Rysunek 41 Mapa cieplna przedstawiajqca znormalizowane wartosci (RPKG) genow zaangazowanych
w degradacje weglowodorow monoaromatycznych. Oznaczenie probek: MFC 1 — Jezioro pokopalniane,
MFC 2 — Lodowiec, MFC 3 — Rzeka polodowcowa, MFC 4 — Gleba tropikalna, MFC 5 — Wulkan blotny,
MFC 6 — Kanat sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC 7 — Okolice skrzynki roztadunku paliw na stacji
paliw, MFC 8 — Separator substancji ropopochodnych na stacji paliv, MFC 9 — Parking miejski.

Klaster todABCIC2 koduje kompleks dioksygenazy toluenowej, inicjujacy rozktad
toluenu oraz innych zwigzkéw aromatycznych (m.in. benzenu, etylobenzenu,
chlorocykloheksanu, chlorobenzenu). Enzym ten zostal opisany u przedstawicieli rodzaju
Pseudomonas sp. 1 katalizuje dwustopniowa hydroksylacj¢ pierScienia aromatycznego,
prowadzac do powstania dihydrodioli, ktore nastgpnie ulegaja dalszemu przeksztatceniu
do katecholu. Produkt ten jest mineralizowany szlakiem orto (fB-ketoadypinowym)
lub meta, co umozliwia wiaczenie go do cyklu Krebsa [266]. W analizowanych
metagenomach geny klastra todABCIC2 wystepowaly we wszystkich probkach,
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osiggajac wartosci od 4,43 RPKG (MFC 1, jezioro pokopalniane) do 7,43 RPKG
(MFC 9B, gleba z okolic parkingu miejskiego). Obecno$¢ tego klastra we wszystkich
srodowiskach wskazuje, ze potencjat degradacji toluenu i innych aromatoéw jest cecha
powszechng w badanych spoteczno$ciach mikroorganizmow, cho¢ jego intensywnos¢
r6zni si¢ w zaleznosci od zrodta inokulum.

Geny xylA 1 xyIM, nalezace do operonu TOL i zwigzane z degradacja toluenu oraz
ksylenu, charakteryzowaty si¢ obfitoscig od 4,07 RPKG (MFC 8, separator substancji
ropopochodnych) do 6,67 RPKG (MFC 3, rzeka polodowcowa). Gen xy/M koduje
metylomonooksygenaze toluenowa, katalizujacga hydroksylacje substratow do
metylokatecholi, natomiast xy/4 koduje skladnik przenoszacy elektrony
metylomonooksygenazy toluenowej, ktora jest odpowiedzialna za rozszczepienie
powstalego katecholu lub metylokatecholu w pozycji meta [267].

Geny Kklastra etbAabc, koduja podjednostki etylobenzenowej monooksygenazy
odpowiedzialnej za przeksztatcenie etylobenzenu do 1-fenyloetanolu poprzez reakcje
hydroksylacji. Produkt tej reakcji ulega dalszym przemianom do kwasu fenylooctowego,
a nastgpnie jest rozktadany do zwigzkow posrednich wiaczanych do cyklu Krebsa. Geny
te zostaly scharakteryzowane dla rodzaju Rhodococcus sp.[268]. Ich ilos¢ w badanych
metagenomach wynosita od 3,15 RPKG (MFC 2, lodowiec) do 7,41 RPKG (MFC 5,
gleba z wulkanu blotnego). Obecno$¢ gendw etbA4abc wskazuje na zdolnos¢ spotecznosci
mikroorganizmoéw do wykorzystania etylobenzenu jako zrodta wegla i1 energii.

Istotng rolg we wszystkich probkach odgrywat gen phenol 2, kodujacy duza podjednostke
monooksygenazy fenolowej, enzymu odpowiedzialnego za hydroksylacj¢ fenolu do
katecholu. Szlak ten jest zaangazowany zaro6wno w degradacje toluenu, fenolu, jak
1 aminobenzoesanow [269]. Wartosci tego genu miescily si¢ w zakresie od 1,08 RPKG
(MFC 8, separator substancji ropopochodnych) do 2,93 RPKG (MFC 2, lodowiec).
Stosunkowo wysokie wartosci w MFC 2, MFC 3 (2,57 RPKG; rzeka polodowcowa) oraz
MEFC 7 (2,05 RPKG; gleba z okolic skrzynki roztadunku paliw).

Warto zaznaczy¢, ze najwyzsze wartosci RPKG odnotowano dla genow tmoF, dmpP
1xylA, co sugeruje dominacj¢ szlakow zwigzanych z transferem elektronéw w kompleksie
monooksygenazy toluenowej (tmo), rozktadem fenolu (dmp) oraz meta-szlakiem
degradacji katecholu (xy/). Wyniki te wskazuja, ze w analizowanych spoleczno$ciach
mikroorganizmdw istotng rol¢ odgrywaja zard6wno wczesne etapy hydroksylacji toluenu
1 fenolu, jak 1 pdzZniejsze procesy rozszczepienia pierscienia aromatycznego, prowadzace
do wlaczenia produktéw do centralnego metabolizmu w cyklu Krebsa.

Podsumowujac, analiza gendéw odpowiedzialnych za degradacj¢ weglowodorow
monoaromatycznych wskazuje, ze badane spoteczno$ci mikroorganizmoéw posiadaja
szeroki potencjat w rozktadzie toluenu, ksylenu, etylobenzenu, benzenu, fenolu oraz
aminobenzoesanow. Wysoka obfito§¢ markerow takich jak tmoF, dmpP i xyl4 podkresla
kluczowa rolg¢ szlakéw hydroksylacji toluenu i fenolu oraz meta-szlaku rozktadu
katecholu, prowadzacych do petnej mineralizacji substratéw aromatycznych. Obecno$¢
genoéw Kklastrow eth4dabc 1 todABCIC2 dodatkowo wskazuje na zdolno$¢
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do biodegradacji etylobenzenu, chlorocykloheksanu czy chlorobenzenu, co $wiadczy
o szerokim spektrum substratowym tych konsorcjéw. Najwyzszy potencjal degradacji
monocyklicznych weglowodoréw aromatycznych odnotowano w spotecznosci z MFC 3
(rzeka polodowcowa), natomiast najnizszy w MFC 8 (separator substancji
ropopochodnych).

Geny zwiazane z degradacja wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych
(WWA)

Analiza genow zwigzanych z degradacja WWA wykazata obecno$¢ wszystkich jedenastu
docelowych markeréw funkcjonalnych we wszystkich metagenomach (Rysunek 42).
Najliczniej reprezentowang grupe stanowily geny operonu nah, biorgcego udzial
w degradacji naftalenu. Kompleks nahAabcd koduje dioksygenazg naftalenowa, enzym
inicjujacy szlak, ktory katalizuje wprowadzenie dwoch atoméw tlenu do pierscienia
aromatycznego 1 przeksztatcenie naftalenu do cis-1,2-dihydrodiolu naftalenu [270].
Wsrod podjednostek tego kompleksu najwyzsza obfitoscig charakteryzowat sie gen
nahAa (5,00 - 9,23 RPKG), osiggajac maksimum w prébce MFC 3 (rzeka polodowcowa).
Wysokie wartosci odnotowano rowniez w MFC 2 (8,34 RPKG; lodowiec) oraz MFC 1
(7,87 RPKG; jezioro pokopalniane).

Kolejny etap szlaku prowadzi enzym kodowany przez gen nahB, ktorego produkt,
dehydrogenaza cis-naftalenodiolu, utlenia cis-1,2-dihydrodiol do 1,2-
dihydroksynaftalenu [270]. Gen nahB byl obecny we wszystkich probkach
1 charakteryzowal si¢ wyjatkowo wysoka obfitoscig. Najwyzsza wartos¢ odnotowano
w MFC 2 (35,94 RPKG; lodowiec), co wskazuje na dominujaca role szlaku
naftalenowego w spotecznosci mikroorganizméw tego srodowiska. Rownie wysokie
wartosci wystepowaty w MFC 3 (27,13 RPKG; rzeka polodowcowa), MFC 1
(26,16 RPKG; jezioro pokopalniane) oraz MFC 7 (25,07 RPKG; gleba z okolic skrzynki
roztadunku paliw). Najnizsza obfito$¢ nahB zaobserwowano w MFC 8 (16,64 RPKG;
separator substancji ropopochodnych).

Geny klastra nidAB koduja dioksygenaze fenantrenowg inicjujgcg degradacj¢ fenantrenu
[271]. Ich wartosci miescity sie¢ w zakresie od 0,92 RPKG (MFC 2, lodowiec) do
4,76 RPKG (MFC 5, gleba z wulkanu blotnego). Najwyzsze warto$ci odnotowano w
probkach glebowych (MFC 5 1 MFC 9B), co wskazuje na szczegodlnie wysoki potencjat
tych spoleczno$ci w degradacji bardziej ztozonych, wielopierscieniowych struktur
aromatycznych. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku gendow ndoB i ndoC,
kodujacych podjednostki hydroksylazy dioksygenazy naftalenowej [261]. Ich obfitos¢
miedcita si¢ w zakresie od 1,56 RPKG (MFC 2, lodowiec) do 5,77 RPKG (MFC 5, gleba
z wulkanu btotnego).

Gen dszC, kodujacy monooksygenaze dibenzotiofenowa, zostal zidentyfikowany
we wszystkich analizowanych metagenomach. Enzym ten, po raz pierwszy
scharakteryzowany u Rhodococcus erythropolis D-1, katalizuje dwa pierwsze etapy
metabolicznego szlaku ,4S”, w ktérym dibenzotiofen (DBT) ulega kolejno
sulfooksydacji do DBT-sulfotlenku (DBTO), a nastepnie do DBT-sulfonu (DBTO3)
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[272]. Jego obfitos¢ miescita si¢ w zakresie od 1,78 RPKG (MFC 8, separator substancji
ropopochodnych) do 3,43 RPKG (MFC 2, lodowiec). Stosunkowo wysokie wartosci
odnotowano rowniez w MFC 1 (3,29 RPKG; jezioro pokopalniane) oraz MFC 3 (2,88
RPKG; rzeka polodowcowa). Wyniki te wskazuja, ze szlak biodesulfuracji odgrywa
istotng role zarowno w $rodowiskach gorskich, jak i skazonych zwigzkami
ropopochodnymi, umozliwiajagc mikroorganizmom efektywne usuwanie siarki z
weglowodorow.

Geny zaangazowane w degradacje WWA
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Rysunek 42 Mapa cieplna przedstawiajgca znormalizowane wartosci (RPKG) genow zaangazowanych
w degradacje wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych (WWA). Oznaczenie probek: MFC 1 —
Jezioro pokopalniane, MFC 2 — Lodowiec, MF'C 3 — Rzeka polodowcowa, MFC 4 — Gleba tropikalna, MFC
5 — Wulkan blotny, MFC 6 — Kanat sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC 7 — Okolice skrzynki roztadunku
paliw na stacji paliv, MFC 8 — Separator substancji ropopochodnych na stacji paliv, MFC 9 — Parking
miejski.

Podsumowujac, wszystkie analizowane spolecznos$ci mikroorganizmow wykazywaty
peten zestaw gendw zaangazowanych w degradacje WWA, co §wiadczy o ich szerokim
potencjale metabolicznym. Najwyzsza obfitoscia wyrdznialy si¢ geny operonu nah,
wskazujac na dominujaca rol¢ szlaku naftalenowego w wielu srodowiskach. Jednoczesnie
obecnos¢ genow nidAB, ndoBC 1 dszC podkresla zdolno$¢ tych spotecznosci do
degradacji bardziej zlozonych struktur aromatycznych oraz do usuwania zwigzkoéw
siarkoorganicznych.

Geny zwiazane z beztlenowa degradacja weglowodorow

Sposrod 12 analizowanych markeréw funkcjonalnych zwigzanych z beztlenowa
degradacja weglowodoréw, w metagenomach wykryto 10 gendéw, co wskazuje na szerokg
reprezentacje szlakéw beztlenowych we wszystkich badanych metagenomach
(Rysunek 43).

Gen nmsA, kodujacy podjednostke o syntazy 2-naftylo-2-metylobursztynianu (NMS),
jest odpowiedzialny za beztlenowa aktywacje¢ 2-metylonaftalenu poprzez addycje
fumaranu [273]. Zostat on wykryty we wszystkich probkach, jednak jego wartosci byty
niskie (0,018 - 0,23 RPKG). Podjednostki NmsB 1 NmsC nie zostaly wykryte w zadnym
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metagenomie, co wskazuje na brak petnej funkcjonalnosci kompleksu NMS.

Gen bssA, kodujacy syntaze benzylobursztynianu, kluczowy enzym inicjujacy
beztlenowa degradacj¢ benzenu [261], réwniez byl obecny w wigkszosci probek
(0- 0,30 RPKG). Najwyzsze wartosci stwierdzono w MFC 7 (0,30 RPKG; gleba z okolic
skrzynki roztadunku paliw), podczas gdy w MFC 2 (lodowiec) jego obecno$ci nie
odnotowano. Podobny zakres wystepowania wykazal gen ass4, kodujacy syntaze
alkilobursztynianowa odpowiedzialng za degradacj¢ n-alkanéw (Cio-C20) w warunkach
beztlenowych [261]. Obfitos¢ assA miescita si¢ w zakresie 0,0 - 0,45 RPKG, z maksimum
w MFC 7.

Geny zaangaiowane w beztlenowq degradacje weglowodoréw
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Rysunek 43 Mapa cieplna przedstawiajgca znormalizowane wartosci (RPKG) genow zaangazowanych
w beztlenowq degradacje weglowodorow. Oznaczenie probek: MFC 1 — Jezioro pokopalniane, MFC 2 —
Lodowiec, MFC 3 — Rzeka polodowcowa, MFC 4 — Gleba tropikalna, MFC 5 — Wulkan blotny, MFC 6 —
Kanat sciekowy w okolicy stacji paliw, MFC 7 — Okolice skrzynki roztadunku paliw na stacji paliw, MFC
8 — Separator substancji ropopochodnych na stacji paliw, MFC 9 — Parking miejski.

Znaczacg grup¢ markerow stanowily geny ebdABC, kodujace kompleks dehydrogenazy
etylobenzenowej [274]. Najwicksza obfitos¢ tego kompleksu wystepowata
w metagenomie MFC 5 (6,47 RPKG; gleba wulkanu btotnego) oraz MFC 9A
(4,01 RPKG; gleba z parkingu miejskiego). Najnizsza ilos¢ tego genu zidentyfikowano
w metagenomie MFC 6 (2,61 RPKG; kanat $ciekowy stacji paliw). Warto jednak
podkresli¢, ze wartosci uzyskane dla tego kompleksu byly stosunkowo wysokie
we wszystkich analizowanych metagenomach, co wskazuje na jego szeroka dystrybucje
w roznych typach srodowisk. Dehydrogenaza etylobenzenowa jest jednym z najlepiej
poznanych  enzymow inicjujacych  beztlenowa degradacje  weglowodorow
aromatycznych, a jej aktywnos¢ jest szczegolnie istotna w warunkach denitryfikacyjnych,
gdzie katalizuje przeksztalcenie etylobenzenu do 1-fenyloetanolu. Enzym ten zostat
po raz pierwszy szczegotowo scharakteryzowany u Azoarcus sp., modelowego organizmu
zdolnego do beztlenowej degradacji etylobenzenu [274]. Fakt ten potwierdza kluczowa
role tego kompleksu w adaptacji spotecznosci mikroorganizméw do metabolizmu
weglowodoréw w warunkach ograniczonej dostepnosci tlenu.
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Gen ahyA byt najliczniej reprezentowanym markerem tej grupy. Jego wartos$ci miescity
si¢ w zakresie od 2,33 do 4,37 RPKG, z maksimum w MFC 5 (gleba wulkanu btotnego).
Gen ten koduje hydroksylaze metylenu C2 alkanu. Enzym ten uczestniczy w beztlenowej
hydroksylacji alkanéw w pozycji C2, czyli wprowadza grupe hydroksylowa do drugiego
atomu wegla tancucha alkilowego. Proces ten stanowi alternatywny mechanizm inicjacji
szlakow degradacji weglowodorow alifatycznych w  warunkach beztlenowych,
umozliwiajacy ich dalsze przeksztalcenia do metabolitow posrednich, ktore moga by¢
wiaczane do centralnych szlakéw metabolicznych [261].

W analizowanych metagenomach zidentyfikowano geny bsdC 1 bsdD, kodujace
podjednostki dekarboksylaz aromatycznych kwasow hydroksylowych. Enzymy te naleza
do klasy liaz 1 katalizujg reakcje degradacji aminobenzoesandw, opisane m.in. u szczepow
Bacillus sp. [275]. Wystepowaty dwa warianty genu bsdC: K01612 (0,42 - 0,87 RPKQ),
o wyzsze] obfitosci, oraz K16239 (0,23 - 0,61 RPKG), zwigzany z dekarboksylaza
4-hydroksybenzoesanowa. Gen bsdD wykryto jedynie w czterech prébkach (MFC 5,
MFC 8, MFC 9A, MFC 9B), w zakresie 0,02 - 0,11 RPKG.

Analiza genow zwigzanych z beztlenowg degradacja weglowodoréw wykazata szeroka
reprezentacje szlakow prowadzacych do metabolizmu roéznych klas zwigzkow.
W badanych metagenomach obecne byly markery inicjujace rozklad aromatycznych
1 alifatycznych weglowodorow, takich jak benzen, etylobenzen, alkany $rednio-
1 dtugotancuchowe oraz pochodne aminobenzoesanow. Kluczowe enzymy obejmowaty
syntazy bursztynianowe (bssA, assA, nmsA), kompleks dehydrogenazy etylobenzenowe;j
(ebdABC), hydroksylaze metylenu C2 alkandw (ahyA) oraz dekarboksylazy
hydroksybenzoesanow  (bsdCD). Wyniki te potwierdzaja, ze spotecznosci
mikroorganizméw we wszystkich probkach dysponuja potencjalem do beztlenowe;j
degradacji zarowno prostych weglowodorow aromatycznych, jak i bardziej zlozonych
zwigzkow alifatycznych, co podkresla ich zdolno$¢ adaptacyjng w warunkach
ograniczonej dostepnosci tlenu.

Podsumowanie analizy genow zwigzanych z degradacja weglowodorow

Analiza metagenomow wykazata obecno$¢ reprezentacji gendw odpowiedzialnych
zardbwno za tlenowa, jak 1 beztlenowa degradacje weglowodorow. Wsrdod markerow
funkcjonalnych najwyzsza obfitoscia wyrozniaty si¢: nahB — gen operonu nah
zaangazowany w rozktad wielopier§cieniowych weglowodorow aromatycznych (WWA)
w tym naftalenu, tmoF — podjednostka kompleksu monooksygenazy toluenowej
odpowiedzialnej za degradacje weglowodoréw monoaromatycznych, w tym toluenu,
lad4A — monooksygenaza alkanowa inicjujaca degradacje dtugotancuchowych alkanow
oraz ahyA — marker beztlenowych szlakow degradacyjnych, kodujacy hydroksylaze
metylenu C2 alkanéw. Dominacja tych genow wskazuje, Zze badane spolecznosci
mikroorganizméw posiadaja wysoki potencjat metaboliczny obejmujacy kluczowe grupy
zwigzkow: alkany, weglowodory monoaromatyczne oraz WWA, a takze mechanizmy
umozliwiajace ich rozktad w warunkach beztlenowych. Wyniki te potwierdzaja zdolno$é
analizowanych konsorcjow do efektywnej mineralizacji szerokiego spektrum
weglowodordw, co ma istotne znaczenie w kontekscie bioremediacji 1 funkcjonowania
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uktadow bioelektrochemicznych.

W analizowanych metagenomach najwigkszy potencjal degradacji weglowodorow,
zarbwno w szlakach tlenowych, jak i beztlenowych, stwierdzono w spoteczno$ciach
z probek MFC 3 (rzeka polodowcowa), a nastepnic MFC 9B (gleba z okolic parkingu
miejskiego) oraz MFC 2 (lodowiec). Najnizsza sumaryczng obfitos¢ gendw
degradacyjnych wykazata prébka MFC 8 (separator substancji ropopochodnych). Nalezy
jednak podkresli¢, ze we wszystkich analizowanych metagenomach taczna liczba RPKG
gené6w degradacyjnych byta wysoka, co wskazuje, ze kazde z konsorcjow
mikroorganizmow jest wyspecjalizowane 1 potencjalnie zdolne zaro6wno do tlenowego,
jak 1 beztlenowego rozktadu weglowodordw.

Cho¢ najnizszg sumaryczng warto$¢ RPKG odnotowano w MFC 8 (separator substancji
ropopochodnych), nie §wiadczy to o niskim potencjale degradacyjnym tej spotecznosci.
We wszystkich probkach, w tym rowniez w MFC 8, wykryto pelny zestaw analizowanych
genow HDG na stosunkowo wysokim poziomie, co wskazuje na zdolno$¢
mikroorganizmoéw do peinej degradacji weglowodorow. Roznice w wartosciach RPKG
pomiedzy probkami mogag wigc wynika¢ nie tyle z obecnosci czy braku gendw, ile
z odmiennych struktur i strategii adaptacyjnych spolecznosci mikrobiologicznych.
W przypadku inokulatow pochodzacych ze s$rodowisk gorskich (lodowiec, rzeka
polodowcowa) obserwowano wyzsze wartoSci RPKG dla genéw zwigzanych
z degradacja weglowodorow w MFC w poréwnaniu ze spolecznosciami ze srodowisk
wczesnie] skazonych ropg (separator substancji ropopochodnych, kanat Sciekowy stacji
paliw). Wynika¢ to moze z faktu, ze w mikrobiomach nieskazonych wczes$niej niszowe
populacje drobnoustrojéw z genami zwigzanymi z degradacjg weglowodorow szybko
zwigkszaly swoja liczebnos¢ w warunkach MFC, co przejawiato si¢ wyzszym
wzglednym udziatem tych genéw w populacji [276]. Natomiast w spolecznosciach ze
srodowisk skazonych wczesniej ropa, profil gendw degradacyjnych mogt by¢ juz
wczesnie] uksztattowany przez naturalng ekspozycje na zanieczyszczenie [277],
co tlumaczy zachowanie wysokiego potencjatu degradacyjnego.

Uzyskane wyniki r6znig si¢ od licznych doniesien literaturowych dotyczacych srodowisk
skazonych zwigzkami ropopochodnymi, gdzie spotecznos$ci mikroorganizmoéw zwykle
wykazuja poszerzony sktad genow degradacyjnych, co ttumaczy sie dlugotrwatg presja
selekcyjng 1 adaptacja do obecnosci weglowodorow [278], [279]. Jednocze$nie sa one
zgodne z obserwacjami Peeb 1 in. [260], ktorzy wykazali, Ze w metagenomie czystego
lodu morskiego potencjal degradacyjny byt wyzszy niz w lodzie skazonym ropa. Sugeruje
to, ze relacja migdzy poziomem zanieczyszczenia a potencjalem degradacyjnym nie jest
uniwersalna i moze zaleze¢ od charakteru ekosystemu oraz specyficznych mechanizméw
adaptacyjnych mikrobioméw, w tym interakcji z ukladami bioelektrochemicznymi.
Ostatecznie, wszystkie badane spotecznosci charakteryzujg si¢ wysokim udziatem genow
zwigzanych z degradacja zanieczyszczen ropopochodnych, co wskazuje na mozliwos¢
ich zastosowania w bioremediacji.
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Ocena funkcjonalnego zroznicowania badanych metagenomow

Analiza PCA (Rysunek 44) pozwolita na ocen¢ zrdéznicowania funkcjonalnego
spotecznos$ci mikroorganizméw w komorach anodowych MFC, w zaleznosci
od zastosowanego inokulum. Rysunek 44A przedstawia dwuwymiarowe PCA, ktore
wyjasnia facznie 59 % zmiennosci danych. Natomiast Rysunek 44B pokazuje przestrzen
trojwymiarowa obejmujaca trzy pierwsze sktadowe gtowne, wyjasniajace tacznie 84,2 %
calkowitej zmienno$ci, co pozwala na bardziej wiarygodng interpretacje danych
funkcjonalnych. Na wykresach zaobserwowano wyrazne rozdzielenie probek
w zalezno$ci od pochodzenia inokulum. Probki oznaczone kolorem czerwonym,
reprezentujgce srodowiska skazone zwigzkami ropopochodnymi (MFC 6, MFC 7, MFC
8, MFC 9A, MFC 9B), tworzg zwarta grupe w prawej czesci wykresu, co wskazuje na
ich zblizony profil funkcjonalny. Taka koncentracja przestrzenna §wiadczy o obecnosci
wyspecjalizowanych spolecznosci mikroorganizmow, zawierajacych podobne zestawy
genow zaangazowanych w biodegradacje weglowodorow. Ich obecnos¢ odzwierciedla
wcezesniejsza ekspozycje inokulum na zwigzki ropopochodne, ktéra mogla prowadzié
do selekcji mikroorganizmow o ukierunkowanej funkcjonalnosci metabolicznej. Z kolei
probki oznaczone kolorem niebieskim (MFC 1, MFC 2, MFC 3), pochodzace
ze $rodowisk gorskich o niskim stopniu antropogenicznego skazenia, sg bardziej
rozproszone 1 zajmuja lewa cze$S¢ wykresu. Ich pozycja wskazuje na wigksze
zroznicowanie profilu funkcjonalnego. MFC 2, inokulowane woda z lodowca, jest
wyraznie odseparowane od pozostatych probek, co potwierdza, ze jego mikrobiom rozni
si¢ funkcjonalnie.
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Rysunek 44 Analiza glownych skladowych (PCA) przedstawiajgca zroznicowanie funkcjonalne
spotecznosci mikroorganizmow w ogniwach MFC na podstawie profilu genow zwigzanych z degradacjq
zwigzkow ropopochodnych. (A) Dwuwymiarowy wykres PCA uwzgledniajqcy pierwszq i drugq skladowq
glowng (PC1i PC2). (B) Trojwymiarowy wykres PCA uwzgledniajgcy trzy pierwsze sktadowe gtowne (PC1,
PC2 i PC3). Oznaczenie probek: MFC 1 — Jezioro pokopalniane, MFC 2 — Lodowiec, MFC 3 — Rzeka
polodowcowa, MFC 4 — Gleba tropikalna, MFC 5 — Wulkan blotny, MFC 6 — Kanal sciekowy w okolicy
stacji paliw, MFC 7 — Okolice skrzynki roztadunku paliw na stacji paliw, MFC 8 — Separator substancji
ropopochodnych na stacji paliw, MFC 9 — Parking miejski.
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4.3.1.5. Podsumowanie i wnioski

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw jednoznacznie wskazuja, ze zaroéwno
pochodzenie inokulum, jak i strategia zastosowania kosubstratu stanowig kluczowe
czynniki determinujgce poziom oraz stabilno$¢ mocy generowanej przez MFC. Dodatek
octanu

w wiekszosci MFC sprzyjat szybkiemu rozwojowi biofilmu oraz intensyfikacji procesow
elektrochemicznych, a us$rednione dane z dziesigciu eksperymentéw wykazaty niemal
czterokrotny wzrost gestosci mocy w porownaniu do serii bez kosubstratu.
W szczegdlnosci MFC 8, inokulowane osadem z separatora substancji ropopochodnych,
osiggneto wysoka warto$¢ mocy przekraczajaca 350 mW/m? (18,3 W/m?). Wyjatek
stanowit MFC 7 (osad z okolic skrzynki roztadunku paliw), w ktorym konsorcjum
mikroorganizméw wyspecjalizowane w wykorzystywaniu weglowodoréw osiggato
wyzszg wydajnos¢ w warunkach braku kosubstratu. Mimo, ze uklady inokulowane
probkami ze srodowisk gorskich (MFC 2 — lodowiec 1 MFC 3 — rzeka polodowcowa)
wykazywatly stosunkowo niskg 1 niestabilng produkcje mocy, mikroorganizmy w nich
obecne byty zdolne do degradacji weglowodoréw w warunkach pracy MFC.

Zarejestrowane spadki napigcia powierzchniowego wskazuja na produkcje
biosurfaktantow in situ, ktore moga odgrywac istotng role¢ w zwiekszaniu biodostepnosci
frakcji hydrofobowych oraz posrednio wptywac na intensyfikacje transferu elektronow
w uktadach MFC. Najnizsze warto$ci napigcia powierzchniowego zaobserwowano
w uktadach MFC 8, MFC 4 1 MFC 6, a ich wystepowanie bylo zwigzane z fazami wzrostu
mocy, co sugeruje, ze wzmozona synteza zwigzkoOw powierzchniowo czynnych sprzyjata
efektywniejszemu wykorzystaniu substratéw weglowodorowych przez spotecznosci
anodowe. Jednocze$nie analiza skladu taksonomicznego wykazata, ze struktura
spotecznosci mikrobiologicznych byta silnie determinowana przez $rodowisko
pochodzenia inokulum. Archeony stanowity jedynie niewielki odsetek spotecznosci
anodowych (do 1,6 %). Zaobserwowano jednak zalezno$¢ miedzy najwyzszg generowang
mocg a relatywnie wyzszym udziatem tej grupy mikroorganizméow. Moze to sugerowac,
ze obecno$¢ niewielkiej frakcji archeonoéw sprzyja zwiekszeniu efektywnosci MFC.
Ich rola moze by¢ zwigzana z relacjami syntroficznymi oraz udziatem w mechanizmach
bezposredniego transferu elektronow (DIET), co wymaga dalszej weryfikacji w analizach
funkcjonalnych. Obecno$¢ przedstawicieli rodzajow Methanosarcina 1 Methanothrix
dodatkowo wspiera te hipoteze, wskazujac na potencjalny udzial archeonow
w stabilizacji 1 wspomaganiu aktywnos$ci egzoelektrogennej spoteczno$ci anodowe;.
We wszystkich analizowanych uktadach biofilmy anodowe byly zdominowane przez
bakterie, gldwnie przedstawicieli klasy Betaproteobacteria. Najwyzsza réznorodnosé
alfa, najbardziej rozbudowany profil funkcjonalny oraz najwyzsza moc zarejestrowano
w uktadzie MFC 8.

Analiza PCA wykazata wyrazne rozdzielenie probek na trzy grupy odpowiadajace typom
srodowisk inokulum. Jedynie MFC 6 (srodowisko skazone ropopochodnie) grupowat si¢
blizej probek z gleb azjatyckich (MFC 4 1 MFC 5), co wskazuje na podobiefistwo
dominujacych taksonow. Diagram Venna i dendrogram potwierdzaja, ze najwigksze
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podobienstwo wystepowalo migdzy probkami z gleb azjatyckich i §rodowisk skazonych
weglowodorami. Pomimo odmiennego pochodzenia geograficznego i §rodowiskowego
obserwowane podobienstwo sugeruje silny wptyw weglowodoréw na ksztalttowanie
struktury spoteczno$ci mikroorganizmow.

Kluczowym elementem niniejszych analiz byla ocena potencjalu degradacyjnego
spotecznosci anodowych na podstawie danych metagenomicznych.
W przeprowadzonych analizach wykazano, ze najwyzsza obfitoscia w badanych
metagenomach charakteryzowaty si¢ geny nahB, tmoF, ladA oraz ahyA, co wskazuje
na ich istotny udzial w procesach degradacji wegglowodorow w warunkach pracy MFC.
Jest to szczegdlnie istotne, poniewaz dotychczasowe prace skupialy si¢ gtownie na
markerach takich jak bssA, bsdC czy CYP153 [280], [281]. W przeciwienstwie do nich,
geny nahB, tmoF, ladA 1 ahyA nie byly dotad analizowane w kontekscie spotecznosci
anodowych. Niniejsza praca wypelnia zatem istotng luke badawcza dotyczaca
funkcjonalnych ~ wskaznikow  potencjalu  degradacyjnego  mikroorganizmow
zasiedlajacych anode¢ MFC w warunkach kontaktu z weglowodorami ropopochodnymi.
Po raz pierwszy wykazano, ze geny nahB, tmoF, ladA oraz ahyA moga stanowié
kluczowe markery efektywnosci procesow degradacji weglowodorow w MFC.
We wszystkich badanych metagenomach stwierdzono ponadto obecnos$¢ szerokiego
spektrum gendéw zwigzanych z tlenowg 1 beztlenowa degradacjg alkanéw oraz zwigzkoéw
aromatycznych (m.in. klastry tmo, tod, dmp, operon nah, a takze ebdABC, bssA, assA).

Sama obfitos¢ genéw degradacyjnych nie byla jednoznacznie zwigzana z wydajnoscia
elektrochemiczng MFC. Przyktadem jest MFC 8 (separator substancji ropopochodnych),
ktore mimo relatywnie nizszej liczby markeréw osiggneto najwyzsza moc 1 stabilnos$¢
pracy. Wysoka wydajno$¢ mozna przypisa¢ obecnosci egzoelektrogenow zdolnych
efektywnie wykorzysta¢ tatwo degradowalny octan jako gléwny donor elektronow,
podczas gdy degradacja weglowodorow ropopochodnych przebiegata rownolegle, lecz
W mniejszym stopniu przyczyniata si¢ do generowanej energii. Wyniki te wskazuja,
ze efektywnos¢ MFC zalezy nie tylko od potencjalu metabolicznego spotecznosci wobec
weglowodoréw, ale rowniez od skladu funkcjonalnego mikrobiomu, interakcji
troficznych oraz efektywnosci transferu elektronow w biofilmie.

Uzyskane wyniki maja istotne znaczenie zaro6wno dla zrozumienia mechanizmow
funkcjonowania MFC, jak 1 dla poglebienia wiedzy na temat produkcji biosurfaktantow
ze zwiazkdéw ropopochodnych w warunkach generacji pradu elektrycznego. Stanowig
tym samym istotny wklad w obszar badan, ktory dotychczas pozostawal stabo
rozpoznany. Po pierwsze, wykazano, ze dobor inokulum stanowi jeden z kluczowych
czynnikow determinujacych efektywnos¢ funkcjonowania MFC. Konsorcja pochodzace
ze Srodowisk dlugotrwale eksponowanych na warunki obecnosci ropy naftowej
charakteryzuja si¢ wysoka stabilnoscia, roznorodno$cia taksonomiczng oraz zdolno$cia
do szybkiego formowania aktywnego biofilmu, co bezposrednio przektada sie
na uzyskiwanie wysokiej 1 stabilnej mocy. Po drugie, wykazano, zZe strategia
zastosowania kosubstratu istotnie wptywa na efektywnos¢ systemu, przy czym skala tego
efektu zalezy od charakterystyki inokulum oraz stopnia jego metabolicznej specjalizacji.
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Po trzecie, zaobserwowane spadki napigcia powierzchniowego moga wskazywaé
na zachodzaca w uktadach MFC produkcje biosurfaktantéw in situ, co stanowi zjawisko
dotychczas stabo opisane w literaturze.

Przeprowadzone analizy znaczaco poszerzaja dotychczasowa wiedzg na temat
funkcjonowania spotecznosci mikrobiologicznych w srodowiskach
bioelektrochemicznych stosowanych do degradacji frakcji ropopochodnych. Wypetniaja
istotng luke badawcza dotyczaca zaleznosci pomigdzy potencjalem degradacyjnym,
strukturg spotecznosci a efektywnosciag procesow bioelektrochemicznych. Stanowig
jednoczesnie punkt wyjscia do dalszych badan ukierunkowanych na analize ekspresji
genow, mechanizméw EET oraz opracowanie strategii sterowania procesem w celu
optymalizacji efektywnos$ci systemow MFC stosowanych w bioremediacji srodowisk
zanieczyszczonych weglowodorami.
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4.3.2. Podniesienie skali oraz wydajnosci ogniw dla wybranych
spolecznosci mikroorganizmow

Wyniki eksperymentu, przedstawionego w poprzednim rozdziale, umozliwity wybor
spoteczno$ci mikroorganizméw o najwyzszej aktywnosci elektrochemicznej, zdolno$ci
do syntezy biosurfaktantow oraz degradacji zwigzké6w ropopochodnych. Na tej podstawie
wytypowano trzy konsorcja, ktére poddano dalszemu wzbogaceniu w warunkach
selekcyjnych mikrobiologicznych ogniw paliwowych. Proces ten mial na celu stabilizacje
mikrobiomu anodowego oraz utrwalenie cech egzoelektrogennych wybranych grup
bakterii.

Celem kolejnego etapu prac byto okreslenie, w jaki sposéb wyselekcjonowane
1 wzbogacone konsorcja mikroorganizméw anodowych funkcjonujag w uktadach MFC
o zwigkszonej skali, przy jednoczesnej ocenie ich zdolnosci do biodegradacji frakcji
ropopochodnych, syntezy biosurfaktantow oraz generacji energii elektrycznej. W tym
celu zwiekszono skale uktadéw poprzez powigkszenie objetosci roboczej komor
anodowych z 6 cm® do 25 cm® oraz zwickszenie geometrycznej powierzchni anody
i katody z 3 cm? do 9 cm?, co odpowiadato ponad czterokrotnemu wzrostowi objetoéci
reaktora oraz trzykrotnemu zwigkszeniu powierzchni aktywnej elektrod. Tak
zaprojektowane modyfikacje umozliwity ocen¢ wptywu podniesienia skali na stabilnos¢
pracy uktadow MFC oraz na parametry elektrochemiczne 1 biodegradacyjne uzyskiwane

w warunkach dlugoterminowej pracy wsadowe;.

4.3.2.1. Inokulacja MFC oraz przebieg eksperymentu

W niniejszym eksperymencie skonstruowano trzy jednokomorowe mikrobiologiczne
ogniwa paliwowe z katodg powietrzng (Rysunek 45). Elementy ogniw wykonano z plyt
akrylowych przy uzyciu plotera laserowego, a szczegotowg specyfikacje techniczng
przedstawiono w Tabeli 2 (rozdz. 3.1). Powierzchnia geometryczna anody wynosita
9 cm?, natomiast objeto$é robocza komory anodowej 25 cm?. Na podstawie wynikow
uzyskanych w poprzednim etapie prac wytypowano trzy konsorcja mikrobiologiczne
0 najwyzszym potencjale w zakresie produkcji energii elektrycznej, degradacji zwigzkow
ropopochodnych oraz biosyntezy surfaktantow. Do inokulacji zastosowano aktywne
konsorcja anodowe wzbogacone w eksperymencie opisanym w rozdziale 4.3.1, ktérym
nadano nowe oznaczenia zestawione w Tabeli 15.

Tabela 15 Zestawienie pierwotnych i nowych oznaczen konsorcjow zastosowanych do inokulacji MFC.

Nowe . Inokulum Zrédio inokulum
oznaczenie

MFC 1 Wzbogacone konsorcjum Gleba i osad z kanatu $ciekowego stacji paliw,
anodowe z MFC 6 Wroctaw (Polska)

MFC 2 Wzbogacone konsorcjum Osad i gleba z separatora substancji
anodowe z MFC 8 ropopochodnych, Wielgie (Polska)

Wzbogacone konsorcjum ) ]
MEFC 3 anodowe z MFC 4 Gleba tropikalna (Sri Lanka)
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Poczatkowo zastosowano opdr zewnetrzny (Riew) 0 warto$ci 2 kQ, ktory w dalszym
przebiegu eksperymentu byl regulowany na podstawie wynikdéw uzyskiwanych podczas
cyklicznych testow polaryzacyjnych. Po siedmiu dniach od inokulacji zawarto$¢ komory
anodowej zastgpiono $wiezym podtozem mineralnym (MSM) zawierajacym
0,5 g/L NH4Cl. Szczegdtowy sktad podioza mineralnego przedstawiono w rozdziale 3.3.
Jako zrodlo wegla zastosowano mieszaning ropy naftowej (0,07 % v/v) i octanu sodu
(0,1 % w/v, 7,4 mM). Ogniwa prowadzono w trybie wsadowym, przy czym podioze
mineralne wraz z substratem wymieniano co 2-3 dni (Sredni czas retencji
HRT = 60,2 + 21,3 h). Eksperyment realizowano w temperaturze pokojowej (25 °C) przez
okres 365 dni. W tym czasie napigcie generowane przez ogniwa rejestrowano w sposob
ciggly, a okresowo wykonywano testy LSV, CV 1 EIS. W trakcie eksperymentu
systematycznie monitorowano dynamike napigcia powierzchniowego oraz wtasciwosci
emulsyfikacyjne anolitow. Probki anolitu do analizy biosurfaktantéw i1 mikrobiomu
anodowego pobierano w fazie ustabilizowanej pracy ogniwa, po osiggnieciu
maksymalnej aktywnos$ci biosyntezy.

" KATODA

Rysunek 45 Konstrukcja jednokomorowego MFC zastosowanego w eksperymencie.
4.3.2.2. Wydajnos¢ MFC

Analiza wydajnosci energetycznej MFC w czasie rzeczywistym

Napigcia generowane przez ogniwa zostaly przeliczone na gesto$ci mocy zgodnie
z prawem Ohma. Analiza zmian ggsto$ci mocy w czasie rzeczywistym (Rysunek 46)
wykazala wyrazne réznice pomigdzy poszczeg6lnymi ogniwami. W MFC 1 oraz MFC 3
intensywny wzrost produkowanej mocy obserwowano juz po 14 dniach od inokulacji
1 utrzymywal si¢ on do okoto 180. dnia eksperymentu. W MFC 3 maksymalng gestos¢
mocy zarejestrowano w 174. dniu pracy i wyniosta ona 471 mW/m? (17 W/m?).
W przypadku MFC 1 maksimum odnotowano w 170. dniu i byto ono nizsze o 6 %
w poréwnaniu z MFC 3, osiggajac 443 mW/m? (16 W/m?). Oba ogniwa wykazywaty
stabilng prace az do konca trwania eksperymentu. W przypadku MFC 2 zaobserwowano
wydtuzony okres adaptacji mikroorganizméw. Wyrazny wzrost generowanej mocy
pojawil si¢ dopiero po okoto 100 dniach od inokulacji. Maksymalng ggstos¢ mocy dla
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tego ogniwa odnotowano, podobnie jak w pozostatych, w 174. dniu pracy i wyniosta ona
363 mW/m? (14 W/m?). Byta to warto$¢ nizsza odpowiednio 0 23 % i 18 % w poréwnaniu
z MFC 3 i MFC 1.

Zaobserwowane réznice wskazuja, ze krotszy czas adaptacji i szybsze tempo wzrostu
w MFC 1 i MFC 3 sprzyjaly osiggnigciu wyzszych wartosci maksymalnych gestosci
mocy, natomiast w MFC 2 rozw¢j biofilmu anodowego przebiegat wolniej, co przetozyto
si¢ na opdznione i nizsze wartosci szczytowe. Takie zréznicowanie dynamiki potwierdza
kluczowa rol¢ etapu formowania si¢ biofilmu w determinowaniu efektywnosci systemu.
W literaturze podkreslano, ze poczatkowy rozwoj biofilmu stanowi etap ograniczajacy
prace MFC [116] a jego tempo i stabilno$¢ zalezag m.in. od dostgpnosci sktadnikow
odzywczych oraz sktadu konsorcjum mikroorganizméw [282].

Stabilizacja warto$ci mocy na zblizonym poziomie we wszystkich ogniwach w koncowe;j
fazie eksperymentu sugeruje, ze po osiggnieciu dojrzatosci biofilmu dlugoterminowa
wydajnos¢ MFC stabilizuje si¢ na poréwnywalnym poziomie, niezaleznie od
poczatkowego tempa adaptacji. Pomimo réznic w dynamice poczatkowej, stabilne
biofilmy anodowe zapewniaja zblizong efektywnos¢ konwersji energii w warunkach
dhugotrwatej pracy.

800 ! | ! I ! I ! | ! I ] ] I |
1 = MFC1 . .
® MFC?2 £ f
6001 4 MFc3 : |

Gestosé mocy (mW/m?)
N ESN
o o
o o
| |

o
]

o

Czas (dni)

Rysunek 46 Gestos¢ mocy generowana przez ogniwa MFC 1, 2, 3, rejestrowana w czasie rzeczywistym.
Oznaczenie probek: MFC I — wzbogacone konsorcjum anodowe z kanatu Sciekowego stacji paliw, MFC 2
— wzbogacone konsorcjum anodowe z separatora ropopochodnych, MFC 3 — wzbogacone konsorcjum
anodowe z gleby tropikalnej.
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Dlugoterminowe zachowanie elektrochemiczne MFC
Woltamperometria liniowa

Analiza wynikow uzyskanych w dwuelektrodowych eksperymentach LSV wykazata,
ze napigcie obwodu otwartego (OCV) w badanych ogniwach MFC miescilo si¢
w zakresie 0,58 - 0,63 V. Najwyzsza warto$¢ odnotowano dla MFC 3, jednak pozostate
ogniwa osiagnely wartosci zblizone. Moze to wskazywaé na petne uformowanie
funkcjonalnego biofilmu anodowego oraz prawidlowy przebieg transferu jonow
we wszystkich ukladach [59]. Dynamike¢ zmian gestosci mocy przedstawiono
na Rysunku 47A. Sposréd analizowanych ogniw, najwigkszg gestos¢ mocy
zarejestrowano dla MFC 3 — 719 mW/m? (26 W/m?) w 126. dniu eksperymentu. W tym
samym czasie swoje maksimum osiagnelo réwniez MFC 1, generujac 669 mW/m?
(24 W/m?®). Natomiast MFC 2 uzyskalo najwyzsza warto$¢ gestosci mocy dopiero
w 175. dniu eksperymentu, wynoszaca 514 mW/m? (19 W/m?). Osiagniete wartosci
maksymalne dla MFC 1 1 MFC 2 byty odpowiednio o 7 % 129 % nizsze niz dla MFC 3.
W testach polaryzacyjnych zaobserwowano wyrazny spadek gestosci mocy po 250. dniu
eksperymentu, szczegélnie w przypadku MFC 2 oraz MFC 3, co moze wynikaé
z czgsciowe] destabilizacji biofilmu anodowego, wyczerpania dostepnych substratow lub
zmian w strukturze konsorcjum mikroorganizméw. Nastepnie okoto 320. dnia
odnotowano ponowny wzrost tego parametru. Obserwacje te wskazuja na dynamiczne
zmiany w aktywnos$ci egzoelektrogennej spotecznosci mikroorganizmoéw. Wszystkie
maksymalne gestosci mocy uzyskane w niniejszym eksperymencie przewyzszaja
dotychczasowe wartosci dostgpne w literaturze, ktora w tym obszarze pozostaje bardzo
ograniczona. Najwyzsza jak dotad raportowana w gesto$¢ mocy przy zastosowaniu ropy
naftowej oraz jednoczesnej syntezie biosurfaktantow in situ wynosita 525 mW/m? (6,3
W/m?). Warto$¢ te uzyskano w pracy Sharmy i wspotpracownikow [283], gdzie jako
inokulum zastosowano dwa szczepy zdolne do produkcji biosurfaktantoéw: Pseudomonas
aeruginosa oraz Bacillus subtilis. W tamtym eksperymencie nie stosowano kosubstratu,
a stezenie ropy naftowej wynosito 2,5 %, co odpowiada wartosci okoto 36 razy wyzszej
niz w niniejszym eksperymencie. Osiggni¢ta w niniejszej pracy doktorskiej najwyzsza
gestos¢ mocy (26 W/m?®) byta ponad 4-krotnie wyzsza od wspomnianych wynikéw
literaturowych.

Analiza zmian rezystancji wewnetrznej przedstawiona na Rysunku 47B wykazala, ze w
poczatkowe] fazie eksperymentu wszystkie uklady charakteryzowaly si¢ wysokimi
warto$ciami tego parametru (powyzej 15 kQ). Najszybciej ustabilizowaty si¢ MFC 1 oraz
MEFC 3, osiagajac niska rezystancje wewnetrzng w ciggu pierwszych 50 dni. Odmienny
przebieg zaobserwowano dla MFC 2, w ktérym wysoka rezystancja utrzymywata si¢ do
okoto 100. dnia, a nastgpnie gwalttownie spadta do wartosci ponizej 1 kQ. MFC 2
wykazywalo zatem znacznie wydluzong fazg wysokiej rezystancji, co moze wskazywac
na poczatkowe problemy z adaptacja mikrobiomu anodowego lub opdéznione formowanie
si¢ biofilmu przewodzacego [59]. Po ok. 100. dniu wszystkie uktady wykazywaty bardzo
podobny, niski poziom rezystancji wewnetrznej, co potwierdza dlugoterminowsa
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stabilno$¢ systemu i prawidlowe wyksztatcenie si¢ biofilmu na anodzie.
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Rysunek 47 Zmiany gestosci mocy w czasie (A) oraz odpowiadajgce im wartosci rezystancji wewnetrznej
uktadu (B) uzyskane z pomiarow woltamperometrii liniowej dla MFC 1, MFC 2i MFC 3 w trakcie trwania
eksperymentu. Oznaczenie probek: MFC 1 —wzbogacone konsorcjum anodowe z kanatu sciekowego stacji
paliw, MFC 2 — wzbogacone konsorcjum anodowe z separatora ropopochodnych,
MFC 3 — wzbogacone konsorcjum anodowe z gleby tropikalnej.

Elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna

Dane uzyskane w pomiarach EIS poddano analizie przy uzyciu modelu obwodu
rownowaznego (ECM, ang. equivalent circuit model) zgodnie z opisem Sekara
1 Ramasamy’ego [284]. W modelu parametr Ra odnosi si¢ do oporu anody, Rk do oporu
katody, natomiast Rwm+g reprezentuje skladowe oporu omowego wynikajace gltéwnie
z obecno$ci membrany i1 wlasciwosci elektrolitu. Wprowadzono réwniez element statej
fazy (CPE, ang. constant phase element), ktéry odzwierciedla pojemnosciowe
zachowanie warstwy podwojnej na granicy elektroda—elektrolit. Parametr ten uwzglednia
wpltyw chropowato$ci 1 porowatosci powierzchni elektrody, a takze obecnos¢ biofilmu
1 zmiany w jego grubosci [284]. W modelu zastosowano rowniez element Warburga (Ws),
ktory opisuje procesy dyfuzyjne w uktadzie. W przypadku katody odnosi si¢ on gldwnie
do ograniczen transportu tlenu [285].

Otrzymane wykresy Nyquista wykazaty obecno$¢ trzech poitkoli, ktore przedstawiono
na Rysunku 48. Analize poszczegdlnych skladowych impedancji zaprezentowano
na Rysunku 49. Eksperyment EIS przeprowadzony po 4 miesigcach pracy ogniw
wykazal, Ze najnizsza sumg impedancji charakteryzowaly si¢ uktady MFC 3 (80,6 Q)
1 MFC 1 (80,9 Q), podczas gdy najwyzsze wartosci odnotowano dla MFC 2 (217,5 Q).
Gléwnym czynnikiem ograniczajacym w MFC 2 byly opory katodowe (Rk), ktoérych
warto$¢ byta trzykrotnie wyzsza niz w MFC 1 1 MFC 3. Najnizsza impedancj¢ anody
stwierdzono dla MFC 1 (4,4 Q) oraz MFC 3 (9,6 Q), co wskazuje na dobrze rozwinigty
biofilm anodowy na tym etapie eksperymentu. Niskie warto$ci Ra w tych uktadach moga
wynika¢ z korzystnych warunkéw dla rozwoju biofilmu oraz z obecnoscia
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biosurfaktantow produkowanych in situ w ukladzie. Jak sugerujg wczesniejsze dane
literaturowe, biosurfaktanty takie jak ramnolipidy moga sprzyja¢ adhezji i wzrostowi
mikroorganizméw na powierzchni anody, co wspiera tworzenie stabilnego biofilmu

i redukuje opér anodowy [153], [154].
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Rysunek 48 Wykresy Nyquista uzyskane z testow spektroskopii impedancyjnej (EIS) w 4 i 12 miesigcu pracy
poszczegolnych ogniw. Oznaczenie probek: MFC 1 — wzbogacone konsorcjum anodowe z kanatu
Sciekowego stacji paliw, MFC 2 — wzbogacone konsorcjum anodowe z separatora ropopochodnych, MFC

3 —wzbogacone konsorcjum anodowe z gleby tropikalne;j.
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Rysunek 49 Analiza danych z testow spektroskopii impedancyjnej (ELS) z wykorzystaniem modelu obwodu
rownowaznego (ECM), przedstawionego na srodku wykresu, uzyskanych po 4 i 12 miesigcach pracy ogniw.
Oznaczenie probek: MFC I — wzbogacone konsorcjum anodowe z kanatu Sciekowego stacji paliw, MFC 2
— wzbogacone konsorcjum anodowe z separatora ropopochodnych, MFC 3 — wzbogacone konsorcjum
anodowe z gleby tropikalnej.
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Po 12 miesigcach pracy ukladéow zaobserwowano istotne zmiany w strukturze
impedancji. Najnizsza sumg impedancji charakteryzowaly si¢ ogniwa MFC 1 (130,5 Q)
i MFC 2 (73,6 Q), natomiast w przypadku MFC 3 odnotowano znaczny wzrost do
421,9 Q. Najwiekszy udzial w rosngcej impedancji MFC 3 miat opor katody (Rk), ktory
osiggnat warto$¢ kilkukrotnie wyzsza niz w pozostalych uktadach. Najczeéciej wzrost
oporu katody wynika z wytracania si¢ soli oraz tworzenia si¢ biofilmu na powierzchni
katody, co wptywa na ograniczenie dyfuzj¢ tlenu w strefie katodowej [133], [155].
Zwigkszeniu ulegly takze opory membrany i elektrolitu (Rm+g), co wskazuje
na dodatkowe utrudnienia w transporcie protondw przez membrang, prawdopodobnie
spowodowane zjawiskiem biofoulingu. Zjawiska te prowadza do zmniejszenia aktywne;j
powierzchni reakcji oraz utrudnionego transportu masy, co skutkuje znacznym wzrostem
strat wewnetrznych [286]. W dlugim okresie w MFC 2 zaobserwowano poprawe
parametrow elektrochemicznych. Catkowita impedancja obnizyla si¢ z 217,5 Q
w 4. miesigcu do 73,6 Q po roku pracy. Spadek ten mozna powigza¢ z adaptacja
spotecznosci  mikroorganizméw oraz rozwinigciem si¢ biofilmu anodowego,
co skutkowato zmniejszeniem Ra 1 lepszym przewodnictwem uktadu [116]. Wskazuje to,
ze mimo poczatkowych trudnosci MFC 2 w dalszej fazie eksperymentu osiggneto
stabilny 1 wydajny tryb pracy.

Woltamperometria cykliczna

Eksperymenty  woltamperometrii  cyklicznej  przeprowadzono w  ukladzie
dwuelektrodowym, a przyktadowe woltamogramy przedstawiono na Rysunku 50.
Analizowano aktywno$¢ egzoelektrogenng spotecznosci anodowych w 4. oraz
12. miesigcu okresu eksperymentalnego.

W przypadku MFC 1 w 4. oraz 12. miesigcu zarejestrowano jeden pik oksydacyjny oraz
dwa sygnaly redukcyjne. Maksymalne nat¢zenie pradu dla piku utleniajgcego
w 4. miesigcu wyniosto 1,6 mA. W 12. miesigcu odnotowano spadek maksymalnego
nate¢zenia pradu o okoto 56 % w pordwnaniu z miesigcem 4, co wskazuje na obnizenie
aktywnosci biofilmu. Taki trend mozna wigzaé ze starzeniem si¢ spotecznosci
mikroorganizmoéw, zmianami w strukturze biofilmu lub pogorszeniem przewodnictwa
wewnatrz jego matrycy [133].

W MFC 2 w 4. miesigcu obserwowano jeden pik oksydacyjny i dwa redukcyjne,
natomiast po 12 miesigcach pojawily si¢ juz dwa sygnaly oksydacyjne i dwa redukcyjne.
Co istotne, maksymalne natezenie pradu zanotowano w 12. miesiacu (1,4 mA), czyli
warto$¢ niemal dwukrotnie wyzsza niz w miesigcu 4. Wynik ten sugeruje, ze w trakcie
dlugoterminowego dzialania MFC, spoleczno$¢ mikroorganizméw rozwijala sie¢
w kierunku bardziej aktywnego konsorcjum, zdolnego do wydajniejszego przekazywania
elektronéw do elektrody. Zjawisko to jest zgodne z doniesieniami literaturowymi,
w ktorych podkresla si¢ selekcje egzoelektrogendéw wraz z czasem pracy MFC.

W przypadku MFC 3 w 4. miesigcu zarejestrowano dwa naktadajace si¢ na siebie sygnaly
utleniajace oraz dwa sygnaty redukcyjne. Po 12 miesigcach profil ulegt uproszczeniu
1 zaobserwowano jeden pik oksydacyjny oraz dwa redukcyjne. Najwyzsze nat¢zenie
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pradu dla tego ukladu osiggni¢to w 4. miesigcu (1,4 mA), a pod koniec eksperymentu
warto$¢ ta byla nizsza o okolo 14 %. Stosunkowo niewielki spadek pradu wskazuje
jednak na wysoka stabilno$¢ biofilmu i utrzymanie aktywnos$ci elektrochemiczne;j
w dluzszym czasie.

Podsumowujac, najwyzsza aktywno$¢ egzoelektrogenng we wczesnym etapie
wykazywatl uktad MFC 1, natomiast po 12 miesigcach najbardziej efektywny okazat si¢
MFC 2. MFC 3 wyrdznial si¢ stabilno$cig, utrzymujgc podobne wartos$ci pradow w
trakcie catego okresu eksperymentalnego. Zmiany liczby i intensywnos$ci pikow redoks
wskazuja na dynamiczng ewolucje spotecznosci mikroorganizmoéw oraz na mozliwe
zmiany w dominujagcych mechanizmach transferu elektronow. Mimo ograniczen
wynikajacych z pracy w konfiguracji dwuelektrodowej, analiza CV pozwolita uchwycié¢
kluczowe trendy rozwoju 1 spadku aktywnosci elektrochemicznej w badanych uktadach.
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Rysunek 50 Woltamogramy cykliczne dla MFC 1, MFC 2 oraz MFC 3 w 4. i 12. miesigcu eksperymentu.
Oznaczenie probek: MFC 1 —wzbogacone konsorcjum anodowe z kanatu sciekowego stacji paliv, MFC
2 —wzbogacone konsorcjum anodowe z separatora ropopochodnych, MFC 3 — wzbogacone konsorcjum
anodowe z gleby tropikalnej.

132



Usuni¢cie ChZT oraz efektywnos¢ kulombowska ogniw

Po siedmiu miesigcach trwania eksperymentu we wszystkich analizowanych uktadach
MFC odnotowano wysokie wartosci usunigcia ChZT, co $wiadczy o efektywnej
degradacji zwigzkow ropopochodnych. Zestawienie uzyskanych wartosci efektywnos$ci
kulombowskiej oraz stopnia usuni¢cia ChZT przedstawiono na Rysunku 51. Najwyzszy
stopien usunigcia ChZT osiagnieto w ogniwie MFC 2 (91 %), natomiast najnizszy w MFC
3 (86 %). Roznice te, mimo ze relatywnie niewielkie, wskazuja na pewne zréznicowanie
w aktywnos$ci spolecznosci mikrobiologicznych pomiedzy poszczegdlnymi uktadami.
Uzyskane wartosci usunigcia ChZT (powyzej 86 %) moga swiadczy¢ takze o produkcji
biosurfaktantow w uktadach, ktére wplywajac na biodostgpnos¢ hydrofobowych
substratow utatwiajg ich rozklad i usuwanie.
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Rysunek 51 Efektywnos¢ kulombowska (CE, przedstawiona w formie stupkow) oraz usuniecie ChZT
(przedstawione w formie kwadratow), zmierzone po siedmiu miesigcach trwania eksperymentu.
Oznaczenie probek: MFC 1 —wzbogacone konsorcjum anodowe z kanatu sciekowego stacji paliv, MFC 2
— wzbogacone konsorcjum anodowe z separatora ropopochodnych, MFC 3 — wzbogacone konsorcjum
anodowe z gleby tropikalnej.

Co istotne, najnizsza warto$¢ usuni¢cia ChZT (MFC 3) byta zwigzana z najwyzsza
efektywnosciag kulombowska (CE = 66 %). Wskazuje to na bardzo wydajny transfer
elektronow do anody, jednak nizsze usuni¢cie ChZT moglo by¢ zwigzane z obecnoscig
1 akumulacjg biosurfaktantow produkowanych w tym uktadzie. Zwiazki te, jako czesc
materii organicznej oznaczanej w ChZT, mogly wplywa¢ na pozornie nizszy stopien
usuni¢cia wskaznika [178].

We wszystkich badanych uktadach MFC uzyskano wartosci efektywnosci
kulombowskiej przekraczajace 57 %, co nalezy uzna¢ za rezultat bardzo dobry
w porownaniu z danymi literaturowymi. W dostgpnych pracach eksperymentalnych
dotyczacych degradacji weglowodoréw ropopochodnych w MFC wartos$ci efektywnosci
kulombowskiej (CE) raportowane sg stosunkowo rzadko, jednak zazwyczaj mieszczg si¢
one w zakresie od okoto 0,5 % do 23 % [189], [287]. Podkresla to wysoka efektywnos¢
zastosowanych w niniejszym eksperymencie uktadow oraz aktywno$¢ mieszanych
konsorcjow mikroorganizméw. Co istotne, uzyskane wartosci CE naleza do najwyzszych
dotychczas raportowanych w kontekscie degradacji zwigzkéw ropopochodnych w MFC.
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4.3.2.3. Stopien biodegradacji ropy naftowej w ogniwach

Sktad anolitu zostat oznaczony za pomoca metody GC-MS, pod koniec cyklu pracy
w MFC. Wzgledny stopien biodegradacji sktadnikoéw ropy naftowej przedstawiono na
Rysunku 52A. Najwyzszy poziom degradacji wszystkich zwigzkow wykrytych metoda
GC-MS odnotowano MFC 3 (86,4 %), nastgpnie w MFC 1 (80,9 %) oraz w MFC 2
(60,0 %). Roznice te wskazuja, ze skutecznos¢ biodegradacji byta determinowana przez
sktad mikroflory zaszczepionej do poszczegdlnych ogniw.

Szczegotowy rozktad biodegradacji poszczegdlnych komponentéw przedstawiono na
Rysunku 52B. We wszystkich ogniwach zaobserwowano catkowita biodegradacje takich
zwigzkow jak: oktakozan, heksakozan, dimetylobenzen, propylocykloheksan oraz
diwinylobenzen, co wskazuje na szeroki potencjal metaboliczny mikroorganizmow
obecnych w komorach anodowych. Dodatkowo w MFC 1 1 MFC 3 catkowitemu
usuni¢ciu ulegly takze heksadekan, dodekan, tetradekan, oktadekan, eikozan, tetrakozan,
3,3-dimetyloheksan oraz butylocykloheksan. Analiza ilo§ciowa wykazata jednak pewne
roznice miedzy ogniwami. W MFC 1 1 3 obserwowano akumulacj¢ lub produkcje
dokozanu, podczas gdy w MFC 2 nastgpito jego calkowite usunigcie. Zjawisko to
sugeruje, ze dokozan moze by¢ produktem posrednim w szlaku degradacji dluzszych
weglowodorow, ktorego dalszy metabolizm przebiega w rozny sposoéb w zaleznosci od
obecnosci specyficznych mikroorganizméw lub dostepnych warunkow srodowiskowych.
Odmienny wzorzec zaobserwowano w przypadku dodekanu, 3,3-dimetyloheksanu oraz
butylocykloheksanu. Zwigzki te akumulowaty si¢ w MFC 2, natomiast w MFC 1 1 3
zostaly catkowicie usuniete. Ponadto w przypadku MFC 2 degradacja takich
weglowodoréw jak tetradekan, heneikozan, heksadekan, oktadekan, eikozan czy
tetrakozan przebiegata w sposob niepelny. Wyniki te potwierdzaja, ze n-alkany
o dhluzszych tancuchach weglowych, charakteryzuja si¢ wigksza odpornoscia na
biodegradacje [288]. Niecatkowita degradacje zarejestrowano rowniez dla
5-metylo-5-propylononanu oraz 2-metylo-pentadekanu we wszystkich ogniwach,
co wskazuje, ze rozgatezione struktury weglowodorow stanowiag trudniejszy substrat
metaboliczny w porownaniu do prostych alkanow [288].

Profil zwigzkéw ropopochodnych po procesie degradacji byt bardzo podobny w MFC 1
1 MFC 3, co wskazuje na podobienstwo procesow metabolicznych zachodzacych w tych
uktadach. Jedyna wyrazng réznice odnotowano w przypadku 3,8-dimetylodekanu.
W MFC 3 ulegt on catkowitej biodegradacji, natomiast w MFC 1 jego degradacja byta
niepetna (okoto 50 %). Wynik ten moze wskazywa¢ na obecnos$¢ specyficznych
drobnoustrojéw w biofilmie anodowym MFC 3, zdolnych do efektywnego metabolizmu
bardziej ztozonych struktur weglowodorowych.
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Rysunek 52 A) Wzgledny stopien usunigcia wszystkich zwigzkow wykrytych za pomocg metody GC-MS,
B) Wzgledna zmiana powierzchni sygnatow wykrytych zwigzkow w anolitach MFC degradujgcych rope
naftowq i octan. Oznaczenie probek: MFC 1 — wzbogacone konsorcjum anodowe z kanatu sciekowego
stacji paliv, MFC 2 — wzbogacone konsorcjum anodowe z separatora ropopochodnych, MFC 3 —
wzbogacone konsorcjium anodowe z gleby tropikalnej.

4.3.2.4. Analiza struktury spolecznosci mikroorganizmow

W celu identyfikacji taksonomicznej spotecznosci mikroorganizméw zasiedlajgcych
anod¢ mikrobiologicznego ogniwa paliwowego przeprowadzono analiz¢ sekwencji genu
16S rRNA. Sposrdd trzech badanych ogniw w niniejszym eksperymencie do dalszej
analizy wybrano MFC 3, poniewaz wykazywato ono najefektywniejsze parametry pracy
takie jak najwyzsza produkowana gestos¢ mocy, najwyzsza warto$¢ efektywnosci
kulombowskiej oraz najwyzszy stopien biodegradacji zwigzkéw ropopochodnych.
Skupienie si¢ na tym wariancie pozwolilo na szczego6towa charakterystyke spotecznosci
mikrobiologicznej w ukfadzie najbardziej wydajnym 1 reprezentatywnym dla
omawianych procesow. Analiza umozliwila okreslenie sktadu taksonomicznego
spoteczno$ci mikrobiologicznej obecnej w komorze anodowej tego ogniwa, ktorg
przedstawiono na Rysunku 53.

Analiza sekwencji genu 16S rRNA wykazata, ze 100 % zsekwencjonowanych odczytow
przypisano do krolestwa Bakterii. Na poziomie typu dominowaly przedstawiciele
Proteobacteria (50,5 %), wsrdd ktérych szczegodlnie licznie reprezentowane byly
Gammaproteobacteria (42,8 %). Kolejne pod wzgledem udziatu bylty: Campilobacterota
(16,0 %), Actinobacteriota (10,1 %), Bacteroidota (9,5 %) oraz Desulfobacterota
(9,2 %).

Na poziomie rodzaju najliczniej reprezentowane byty: Arcobacter (12,5 %), Thauera
(11,7 %), Dechlorobacter (9,8 %), Geobacter (9,1 %), Comamonas (6,6 %),
Hydrogenophaga (6,5 %), Tsukamurella (5,97 %) oraz Taibaiella (5,2 %).
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Szczegdlnie istotny jest udzial Geobacter, znanego ze zdolnosci do bezposredniego
przekazywania elektronéw na anodg, co mogto mie¢ kluczowe znaczenie dla wydajnosci
bioelektrochemicznej tego uktadu [289]. Obecno$¢ rodzajow takich jak Arcobacter
1 Thauera wskazuje dodatkowo na zdolno$ci do rozktadu zlozonych zwigzkow
organicznych oraz udzial w procesach redukcji azotanow [255], [290].
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Rysunek 53 Analiza spofecznosci mikrobiologicznej na poziomach taksonomicznych: typu, rodzaju
i gatunku we wzgobaconym konsorcjum anodowym z gleby tropikalnej (MFC 3).

Na poziomie gatunku najwiekszy udziat miaty Arcobacter faecis (12,5 %) oraz Geobacter
anodireducens (9,1 %). Obecnos$¢ A. faecis jest szczegblnie interesujaca, poniewaz dotad
nie ma bezposrednich doniesien o roli tego rodzaju w uktadach MFC. W literaturze jednak
opisano, ze inny szczep pochodzacy z tego samego rodzaju: Arcobacter butzleri zostat
wyizolowany z biofilmu anodowego 1 wykazywat zdolno$¢ do generacji pradu w uktadzie
MFC z octanem jako substratem [291] . Wskazuje to, ze niektore gatunki z rodzaju
Arcobacter moga wykazywa¢ aktywno$¢ egzoelektrogenna. W przypadku A. faecis
mozna przypuszczac, ze odgrywa on role¢ w generacji pradu w MFC, jednak catkowite
potwierdzenie tego zatozenia wymaga dalszych badan eksperymentalnych. Geobacter
anodireducens jest jednym z najlepiej poznanych egzoelektrogendéw. Sun 1 in. [292]
wykazali, Zze moze on generowa¢ wysoka gestos¢ pradu w  systemach
bioelektrochemicznych, a jego genom zawiera liczne geny kodujace cytochromy typu
c oraz biatka odpowiedzialne za transfer elektrondéw. Obecno$¢ tego gatunku
w analizowanym ukladzie wskazuje, ze biofilm anodowy charakteryzowat si¢ wysokim
potencjatem do efektywnego przekazywania elektronéw na elektrodg, co moglo mieé
kluczowe znaczenie dla wydajnosci pracy MFC.

W mniejszych ilo$ciach zidentyfikowano Gordonia terrae (2,0 %), Pseudomonas stutzeri
(1,3 %), Chryseobacterium koreense (0,6 %) oraz Acidovorax caeni (0,5 %). Gordonia
terrae jest opisywany w literaturze jako gatunek zdolny do biodegradacji weglowodorow
ropopochodnych oraz wskazuje si¢ na jego potencjal w procesach bioremediacji [293].
Z kolei Pseudomonas stutzeri jest gatunkiem taczacym kilka kluczowych cech istotnych
w kontekscie pracy ogniw MFC zasilanych zwigzkami ropopochodnymi. Wykazano,
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ze bakterie z tego rodzaju posiadaja zdolno$¢ do degradacji zwigzkow organicznych,
sg egzoelektrogenne oraz s3 zdolne do syntezy biosurfaktantéw. Li i in. [294] udowodnili,
ze P stutzeri moze przekazywac elektrony na anod¢ za posrednictwem cytochromow
i mediatoréw redoks, takich jak ryboflawiny, co potwierdza jego potencjal jako
katalizatora anodowego. Ponadto Shekhar i in. [295] opisali zdolno$¢ tego gatunku do
syntezy biosurfaktantow, ktore zwigkszaja biodostgpnos¢ hydrofobowych frakeji
ropopochodnych, wspierajac tym samym proces biodegradacji. Oba te gatunki, pomimo
mniejszego udzialu procentowego w komorze anodowej, mogly znaczaco wspieraé
procesy biodegradacji i zwigksza¢ wydajnos¢ pracy ogniwa. Chryseobacterium koreense
1 Acidovorax caeni nie sg tak dobrze udokumentowane pod katem egzoelektrogennosci,
produkcji biosurfaktantow czy degradacji zwigzkow ropopochodnych. Ich obecnos¢
moze $wiadczy¢ o roli pomocniczej, np. w przetwarzaniu produktoéw posrednich lub
stabilizacji struktury spotecznos$ci mikroorganizméw anodowych.

Warto podkresli¢, ze az 72,02 % sekwencji przypisano do grupy niezidentyfikowanych
gatunkéw. Moze to $wiadczy¢ o obecnosci unikalnej, dotychczas nieopisanej
spotecznosci mikroorganizmow, potencjalnie zdolnych do produkcji biosurfaktantow,
generacji pradu oraz rozkladu zwigzkoéw ropopochodnych. Odkrycie to wskazuje na
mozliwos¢ istnienia nowych, nieznanych jeszcze drobnoustrojow o istotnym znaczeniu
dla funkcjonowania mikrobiologicznych ogniw paliwowych. Zjawisko to wymaga jednak
doktadniejszych badan oraz zastosowania uzupetniajacych technik identyfikacyjnych,
ktore pozwolg lepiej scharakteryzowa¢ dotychczas nieopisane szczepy.

4.3.2.5. Analiza morfologii biofilmu bakteryjnego

Mikrofotografie skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) biofilméw anodowych,
wykonane po zakonczeniu okresu pracy, przedstawiono na Rysunku 54. We wszystkich
uktadach biofilm tworzyt zwartg, wielowarstwowa struktur¢ silnie zakotwiczong
w matrycy widkien weglowych, przy jednoczesnym zréznicowaniu tekstury oraz gestosci
populacji komorek. Najwigkszg grubos¢ i zageszczenie wykazywat uktad MFC 3.
Na pozostalych anodach gestos¢ komorek byta nieco nizsza, lecz pokrycie powierzchni
pozostawato ciggle. Morfologia komodrek byla zrdéznicowana: dominowaly formy
pateczkowate, ale obecne byly rowniez komoérki kuliste. Zaobserwowano sferyczne
agregaty komorek drobnoustrojow (zolte strzatki). Struktury te moga enkapsulowaé
hydrofobowy substrat, co potencjalnie zwigksza jego lokalng dostgpnos¢ 1 ulatwia
degradacje. W probkach MFC 1 1 MFC 3 uwidoczniono krople substratu ropy naftowe;j
(niebieskie strzatki), co wskazuje na miejscowg akumulacj¢ substratu i jego bezposredni
kontakt z biofilmem anodowym. W przypadku MFC 3 krople byty drobniejsze i bardziej
rébwnomiernie rozmieszczone, co moze S$wiadczy¢ o efektywniejszej emulgacji
prowadzonej przez biosurfaktanty i lepszej biodostepnosci substratu dla biofilmu.
W ostatnim wierszu obrazow SEM zaznaczono obecno$¢ przewodzacych nanowtokien
bialkowych egzoelektrogenéw (zielone strzatki), co wskazuje na istotny udzial
bezposredniego transferu elektronow (DET) do anody 1 moze ttumaczy¢ utrzymujaca si¢
wysoka gesto$¢ mocy produkowang w badanych uktadach.
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Rysunek 54 Analiza morfologii biofilmu anodowego, zdjecia SEM. Oznaczenia: niebieskie strzatki: krople
substratu, zolte strzatki: sferyczne skupiska bakterii, zielone strzatki: przewodzqce nanowtékna biatkowe
egzoelektrogenow.
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4.3.2.6. Analiza biosurfaktantow uzyskanych w wyniku bioelektrosyntezy

Aktywno$¢ syntezy biosurfaktantéw w badanym ukladzie monitorowano na podstawie
zmian napigcia powierzchniowego anolitow. Na Rysunku 55 przedstawiono poréwnanie
minimalnych warto$ci napigcia powierzchniowego anolitow z maksymalnymi
gestoSciami  mocy uzyskanymi podczas eksperymentu. Dla proby kontrolne;j,
zawierajace] medium MSM =z dodatkiem ropy naftowej oraz octanu, napigcie
powierzchniowe wynositlo 68,6 + 2,1, Najnizsze napigcie powierzchniowe anolitu
o wartosci 50,2 mN/m, zarejestrowano dla MFC 3, nast¢pnie dla MFC 1 (52,2 mN/m)
oaz dla MFC 2 (54,8 mN/m).
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Rysunek 55 Analiza porownawcza najnizszych wartosci napiecia powierzchniowego oraz maksymalnych
wartosci gestosci mocy zarejestrowanych podczas eksperymentu. Oznaczenie probek: MFC 1 —
wzbogacone konsorcjum anodowe z kanatu Sciekowego stacji paliw, MFC 2 — wzbogacone konsorcjum
anodowe z separatora ropopochodnych, MFC 3 — wzbogacone konsorcjum anodowe z gleby tropikalnej.

Zaobserwowano wyrazng zalezno$¢ pomig¢dzy obnizeniem napigcia powierzchniowego
a wzrostem gestosci mocy, co wskazuje, ze aktywnos$¢ biosurfaktantéw mogta istotnie
wplywa¢ na efektywno$¢ procesu bioelektrosyntezy. W kontekscie zastosowanego
substratu (ropy naftowej), obnizenie napigcia powierzchniowego mogto prowadzi¢ do
zwigkszenia biodostepnosci zwigzkéw hydrofobowych dla mikroorganizmow, utatwiajac
ich metabolizowanie i tym samym intensyfikujac przeptyw elektronéw w ukladzie.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze w ogniwach MFC o wyzszej gestosci mocy zachodzita
jednoczesnie bardziej aktywna produkcja biosurfaktantow, co potwierdza mozliwos¢
synergicznego oddzialywania pomigdzy procesami metabolicznymi mikroorganizméw,
poprawa biodostepnosci substratu oraz wzrostem wydajnosci elektrochemicznej uktadu.

W celu potwierdzenia obecnosci zwigzkow powierzchniowo czynnych w anolicie
wykonano réwniez testy emulsyfikacji (E24), a uzyskane wyniki przedstawiono w postaci
fotografii na Rysunku 56. Analizie poddano anolit pochodzacy z MFC 3 (poczatkowo
inokulowany wzbogaconym konsorcjum anodowym z gleby tropikalnej), zasilanego ropa
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naftowg oraz octanem. Uzyskane wyniki wykazaty wysoka aktywno$¢ emulgujaca wobec
wszystkich testowanych substratow hydrofobowych. Wskaznik E>4 wynosit 100 % dla
ropy naftowej i oleju roslinnego oraz 96 % dla kwasu oleinowego. Tak wysokie wartosci
wskaznika emulsyfikacji potwierdzaja obecno$¢ biosurfaktantow wytwarzanych przez
mikroorganizmy zasiedlajace komor¢ anodowa. Ich aktywno$¢ mogla sprzyjac
rozproszeniu kropli weglowodorow i zwigkszeniu biodostgpnosci substratu dla biofilmu
anodowego, co w konsekwencji moglto prowadzi¢ do wyzszej efektywnosci procesow
biodegradacji.

Rysunek 56 Testy emulsyfikacji anolitow z MFC 3 (wzbogacone konsorcjum anodowe z gleby tropikalnej),
zasilanego ropg naftowq oraz octanem. Od lewej: ropa naftowa (E24=100%), olej roslinny (E24=100%)
i kwas oleinowy (E24=96%).

W niniejszym eksperymencie test emulsyfikacji (E2s) wykonany dla anolitow
z mikrobiologicznych ogniw paliwowych wykazal bardzo wysokie wartosci
emulsyfikacji w zakresie 96-100 % po 24 godzinach inkubacji. Tak wysoki indeks
wskazuje na silne wilasciwosci  powierzchniowo czynne  biosurfaktantow
syntetyzowanych in situ w $rodowisku anodowym oraz ich znaczacy wplyw na
biodostepnos¢ frakcji weglowodorowych. Dla poréwnania, w dostepnej literaturze
uzyskiwano znacznie nizsze wartosci tego parametru. W pracy Naaz i in. [296], w ktorej
zastosowano MFC z modyfikowang anodg nanoczastkami Fe,Os, wartosci E>4 wynosity
87-89 %, natomiast w klasycznych hodowlach bakteryjnych odnotowano istotnie nizsze
warto$ci, wynoszace okoto 65 % [297].

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki potwierdzaja, ze biosurfaktanty syntetyzowane przez
mikroorganizmy konsorcjéw anodowych charakteryzuja si¢ wyzsza aktywno$cig
emulgujaca niz dotychczas raportowane w literaturze, co moze $wiadczy¢ o ich
szczegOlne] skuteczno$ci w zwigkszaniu biodostepnosci frakcji ropopochodnych
1 wspieraniu procesow biodegradacji w uktadach bioelektrochemicznych.

W celu identyfikacji chemicznej biosurfaktantow obecnych w anolicie przeprowadzono
ich ekstrakcje metoda SPE z wykorzystaniem fazy C18, a nastepnie analiz¢ przy uzyciu
techniki LC-MS/MS w trybie jonizacji ujemnej. Analiza widm masowych pozwolita
na identyfikacje pigciu struktur ramnolipidowych, obejmujacych zaréwno
monoramnolipidy, jak i diramnolipidy. Obecno$¢ tych zwiazkow potwierdzono na
podstawie wartosci stosunku masy do tadunku (m/z) zgodnych z danymi referencyjnymi
dostgpnymi w literaturze. Warto$ci m/z oraz odpowiadajace im czasy retencji dla
poszczegblnych zidentyfikowanych ramnolipidéw zestawiono w Tabeli 16.
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Tabela 16 Biosurfaktanty zidentyfikowane w probkach anolitow z MFC degradujgcych rope naftowg
i octan. Oznaczenie probek: MFC I —wzbogacone konsorcjum anodowe z kanatu sciekowego stacji paliw,
MFC 2 — wzbogacone konsorcjum anodowe z separatora ropopochodnych, MFC 3 — wzbogacone
konsorcjum anodowe z gleby tropikalnej.

, Czas

L.p. m/z Ramnolipidy Wzér retencji IDZ bazy MFC
sumaryczny . Lipidmaps

[min]
MEFCI,
1 | 4752907 Rha-C8-C10/Rha- C24H4409 2,94 LMFA13030010 MFC2,

C10-C8

MFC3
MEFCI,
2 503,3220 Rha-C10-C10 C26Has09 2,76 LMFA13030001 MEC3
3 479,2492 Rha-Rha-C10 C22Hi001: 2,65 LMFA13030006 MFC3
MEFCI,
4 649,3799 | Rha-Rha-C10-C10 CsHs3013 2,65 LMFA13030005 MEFC2,
MEFC3
Rha-Rha-C10- MEFCI1,
5 677,4112 | C12/Rha-Rha-C12- C34He2013 2,85 - MEFC2,
C10 MEFC3

W  wyniku analizy LC-MS/MS zidentyfikowano pi¢¢ dominujacych struktur
ramnolipidowych, réznigcych si¢ dtugoscig tancuchow weglowodorowych oraz iloscig
pierscieni ramnozowych. Wsrdéd nich obecne byly monoramnolipidy i1 diramnolipidy.
Trzy sposrod zidentyfikowanych ramnolipidow: Rha-C8-C10, Rha-Rha-C10-C10 oraz
Rha-Rha-C10-C12, wystepowaty we wszystkich analizowanych probkach (MFC 1, MFC
2 1 MFC 3), co wskazuje na ich powszechng biosyntez¢ w badanych uktadach.
Monoramnolipid Rha-C10-C10 byt unikalny dla MFC 1 1 MFC 3, natomiast diramnolipid
Rha-Rha-C10 wykryto wytacznie w MFC 3. Otrzymane warto$ci stosunku masy
do tadunku (m/z) oraz czasy retencji byly zgodne z danymi referencyjnymi z bazy LIPID
MAPS, co potwierdza wiarygodno$¢ identyfikacji. Struktury =zidentyfikowanych
ramnolipidow przedstawiono na Rysunku 57. Najwigksze zrdznicowanie profilu
ramnolipidow stwierdzono w MFC 3, co moze $wiadczy¢ o intensywniejszej biosyntezie
zwigzkow powierzchniowo czynnych przez mikroorganizmy zasiedlajace ten uktad.
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Rysunek 57 Wzory strukturalne ramnolipidow zidentyfikowanych w probkach anolitow pochodzgcych
z MFC wykorzystywanych do degradacji ropy naftowej oraz octanu sodu.

4.3.2.7. Podsumowanie i wnioski

Celem przeprowadzonego etapu badan bylo sprawdzenie, jak wzbogacone konsorcja
mikroorganizméw anodowych zachowujga si¢ w wigkszych ukladach MFC, przy
jednoczesnej ocenie ich zdolnosci do biodegradacji frakcji ropopochodnych, syntezy
biosurfaktantow oraz generacji energii elektrycznej. W tym celu zwigkszono skale
uktadow poprzez ponad czterokrotne zwigkszenie objetosci roboczej komory anodowej
oraz trzykrotne zwigkszenie powierzchni aktywnej anody. Dane zestawiono w Tabeli 17,
obejmujace m.in. maksymalng gesto$¢ mocy generowana przez uktad oraz najnizsze
napiecie powierzchniowe zarejestrowane dla probek anolitéw podczas okresu
eksperymentalnego, co pozwala poréwnac parametry pracy MFC przed i po podniesieniu
skali uktadu.

Po zwigkszeniu skali uktadow, gesto$¢ mocy wzrosta 0 281 % w MFC 1, 0 3,8 % w MFC
2 oraz 0 256 % w MFC 3, przy czym najwyzsze parametry elektrochemiczne uzyskano
w MFC 3 zaszczepionym wzbogaconym konsorcjum z gleby tropikalnej. Wraz
ze wzrostem gestoSci mocy obserwowano obnizenie napi¢cia powierzchniowego,
co wskazuje na zwigkszong produkcje zwiazkéw powierzchniowo czynnych,
utatwiajacych formowanie biofilmu i poprawiajacych biodostepnos¢ weglowodorow.
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Tabela 17 Porownanie parametrow charakteryzujgcych wydajnos¢ MFC przed oraz po podniesieniu skali

uktadow.
Najnizsze
Usunigcie Stopien . .
Nr Moc Moc CE . napiecie
Inokul hZT
MFC nokulum — Wim?) | (mW/m?) C(o | () deg(r;d)aq‘ powierzchniowe
¢ ¢ (mN/m)
MFC Kanat s101ekow.}./
6+ w okolicy stacji 6,3 120 - - - 63,0
paliw
Wzbogacone
konsorcjum
MF
€| anodowez 24 669 88 57 80,9 52,2
1 kanatu
Sciekowego
stacji paliw
Separator
MFC substancji
18,3 350 - - - 61,7
8+ ropopochodnych ’ ’
na stacji paliw
Wzbogacone
konsorcjum
M;C anodowe z 19 514 91 62 60 54,8
separatora
ropopochodnych
MFC | Gleba tropikalna
7,3 140 - - - 62,1
4* (Sri Lanka) ’ ’
Wzbogacone
konsorcjum
M;?C anodowe z 26 719 86 66 86,4 50,2
gleby
tropikalnej

*wyniki uzyskane dla uktadow przed podniesieniem skali pochodza z rozdziatu 4.3.1.

Maksymalna gesto$¢ mocy w MFC 3 wyniosta 26 W/m? (719 mW/m?), co stanowi
najwyzsza warto$¢ uzyskang dotychczas dla MFC pracujagcych na produktach
ropopochodnych. W literaturze dostepne s3a tylko dwie prace eksperymentalne
w podobnym temacie i pochodza one z lat 2022-2023. W pordwnaniu z wczesniejszymi
pracami, w ktérych maksymalne warto$ci mocy wynosity odpowiednio 6,3 W/m?® [283]
oraz 10,2 W/m® [298], uzyskany wynik byt ponad 2,5-krotnie wyzszy. Wysoka
efektywnos¢ MFC 3 tlumaczy polaczenie czynnikow:
wzbogaconych konsorcjow mikroorganizmow przystosowanych do pracy w MFC,
wprowadzenie postaci stymulujacego

trzech zastosowanie

kosubstratu w octanu metabolizm

egzoelektrogendow oraz intensywna produkcja biosurfaktantow.

Wykrycie ramnolipidow (mono- oraz diramnolipidow) we wszystkich analizowanych
uktadach potwierdza zdolno$¢ zastosowanych konsorcjow do syntezy biosurfaktantow
in situ przy wykorzystaniu frakcji ropopochodnych jako substratu. Produkowane zwiazki
zwigkszaty  biodostgpno$¢ hydrofobowych substratow, wspieralty formowanie
i stabilizacje biofilmu anodowego, a tym samym poprawiaty parametry elektrochemiczne
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uktadow. Nalezy podkresli¢, ze ich obecno$¢ wptywala na wartosci oznaczen ChZT,
co doprowadzilo do rozbieznosci pomiedzy efektywnoscia usunigcia ChZT
a rzeczywistym stopniem biodegradacji ustalonym metoda GC-MS. Najwyzszy stopien
biodegradacji odnotowano w MFC 3 (wzbogacone konsorcjum z gleby tropikalnej),
natomiast najwyzsze usuni¢cie ChZT w MFC 2 (wzbogacone konsorcjum z separatora
ropopochodnych), co potwierdza, ze klasyczne wskazniki obcigzenia organicznego moga
przeszacowywaé faktyczny poziom pozostalego zanieczyszczenia w  obecnosci
biosurfaktantow.

Analiza spotecznosci anodowe] wykazata dominacje taksonow egzoelektrogennych,
w tym Geobacter anodireducens oraz Arcobacter faecis, ktorego udziat moze sugerowac
nowg, dotad nieopisang role¢ w procesach transferu elektronow. Gatunki takie jak
Pseudomonas stutzeri 1 Gordonia terrae wskazuja na mozliwa synergiczng interakcje
pomiedzy procesami degradacji weglowodorow, synteza biosurfaktantow i aktywnoscig
elektrochemiczng. Wysoki udziat niezidentyfikowanych gatunkow (72 %) sugeruje
obecnos¢ nowych, dotad nieopisanych drobnoustrojéw istotnych dla funkcjonowania
uktadu. Zjawisko to wskazuje na potrzebe pogilgbionych badan funkcjonalnych
1 molekularnych, ktore pozwola lepiej scharakteryzowa¢ ich role w procesach
bioelektrochemicznych.

W dhuzszym okresie pracy czynnikiem ograniczajagcym wydajnos$¢ ukladu okazata sie
strona katodowa. Narastajacy opdr wewnetrzny oraz procesy biofoulingu obnizaty
efektywnos¢ konwersji energii, mimo stabilnej aktywnosci anodowej. Wskazuje
to na konieczno$¢ rownoleglej optymalizacji zarowno skladu mikrobiologicznego
mikrobiomu anodowego, jak 1 materialéw tworzacych katode.

Otrzymane wyniki stanowig pierwszy kompleksowy dowdd na to, ze rdwnoczesna
biodegradacja frakcji ropopochodnych, biosynteza biosurfaktantow i generacja energii
elektrycznej mogg by¢  skutecznie  realizowane w  jednym  ukladzie
bioelektrochemicznym. Wskazuja rowniez na duzy potencjat tej technologii
w zastosowaniach $rodowiskowych i1 energetycznych. Integracja precyzyjnej kontroli
konsorcjow mikroorganizméw z optymalizacja konstrukcji elektrod moze w przysztosci
umozliwi¢ opracowanie stabilnych 1 wysokoefektywnych systemow MFC
przeznaczonych do bioremediacji zanieczyszczen ropopochodnych oraz jednoczesnej
produkc;ji energii.
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4.4. Biodegradacja oleju posmazalniczego w MFC

Eksperyment zostal przeprowadzony w ramach wspotpracy wewnetrznej w zespole
Laboratorium Mikrobiologicznych Uktadéw Elektrochemicznych (LMES). Peine dane
eksperymentalne, obejmujace charakterystyke elektrochemiczng oraz parametry pracy
ogniw, zostaly opublikowane w pracy de Rosset i in. [8]. W niniejszej rozprawie
skoncentrowano si¢ na wynikach istotnych dla analizy i identyfikacji biosurfaktantow
oraz oceny spotecznos$ci mikrobiologicznej. Do kluczowych osiggni¢¢ autorki niniejszej
dysertacji nalezy opracowanie protokotu analizy LC-MS/MS umozliwiajacego
identyfikacj¢ ramnolipidéw w probkach anolitow, a takze przeprowadzenie profilowania
taksonomicznego mikrobiomu anodowego.

4.4.1. Inokulacja MFC oraz przebieg eksperymentu

W eksperymencie zastosowano horyzontalne, jednokomorowe mikrobiologiczne ogniwa
paliwowe z katodg powietrzng (Rysunek 58), skonstruowane zgodnie ze specyfikacja
przedstawiong w Tabeli 2 w rozdziale 3.1 niniejszej rozprawy. Powierzchnia
geometryczna anody wynosita 9 cm?. Do inokulacji ogniw uzyto mieszaniny (1:1) dwoch
osadow czynnych pobranych z komor tlenowych miejskiej oczyszczalni $ciekéw
(Scinawka Dolna, Polska). Poczatkowo zastosowano opor zewnetrzny (Rzew) 0 wartosci
2 kQ, ktory w dalszym przebiegu eksperymentu byt regulowany na podstawie wynikow
uzyskiwanych podczas cyklicznych testow polaryzacyjnych. Po 6 dniach inokulacji osad
zostal zastgpiony swiezym podtozem mineralnym (MSM), zawierajgcym pig¢ wariantow
stezen NH4Cl: 0, 0,05, 0,2, 0,5 oraz 1,0 g/L. Sktad medium mineralnego opisano
szczegdtowo w rozdziale 3.3. Jako jedyne zrédto wegla zastosowano posmazalniczy olej
roélinny w stezeniu 0,1 % (v/v), o gestosci 0,905 g/cm®. Ogniwa prowadzono w trybie
wsadowym z czestoscia wymiany medium co 1-2 dni (Sredni czas retencji
HRT = 39,1 + 13,8 h). Eksperyment prowadzono w temperaturze pokojowej 25 °C przez
220 dni. W tym czasie rejestrowano parametry elektrochemiczne w sposob ciaggly oraz
okresowo wykonywano testy LSV 1 EIS. Probki anolitu do analizy biosurfaktantow
1 mikrobiomu anodowego pobierano w fazie ustabilizowanej pracy, po wczesniejszym
osiggnieciu maksymalnej aktywnos$ci biosyntezy.

KATODA e

—_— ]
MEMBRANA —
CEM e N DI ]

Rysunek 58 Konstrukcja horyzontalnego MFC zastosowanego w eksperymencie.
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4.4.2. Wydajnos¢ MFC

W celu oceny wplywu stezenia azotu w elektrolicie na wydajnos$¢ bioelektrochemiczng
uktadu MFC, przeanalizowano maksymalne warto$ci gestos§ci mocy generowanej
w pigciu wariantach zawierajagcych NH4Cl w zakresie od 0 do 1,0 g/L. Réwnolegle
monitorowano aktywnos$¢ syntezy biosurfaktantow w uktadzie, poprzez monitorowanie
spadkow napigcia powierzchniowego anolitow.

Rysunek 59 przedstawia porownanie maksymalnej gesto$ci mocy oraz odpowiadajacego
jej minimalnego napigcia powierzchniowego, uzyskanych w poszczego6lnych wariantach
stezen NH4Cl. Sa to wartos$ci obliczone jako $rednia arytmetyczna uzyskana z tech
powtdrzen. Widoczna jest wyrazna odwrotna zalezno$¢ miedzy tymi parametrami: wzrost
wydajnosci  elektrochemicznej uktadu wigze si¢ ze spadkiem napigcia
powierzchniowego, co wskazuje na intensyfikacje biosyntezy zwigzkow
powierzchniowo czynnych. Najwyzsza gesto§¢ mocy, wynoszaca 275,78 mW/m?
(12,4 W/m?), odnotowano dla ogniw w wariancie zawierajacym 0,5 g/L NH4Cl.
Co istotne, w tym samym wariancie jeden z replikatow osiggnat maksymalng warto$¢
w calym eksperymencie, réwng 389.2 mW/m? (17,5 W/m?). W tym samym ukladzie
zarejestrowano rOwniez najnizsze napigcie powierzchniowe anolitu, osiggajace wartos¢
54,6 mN/m. Zalezno$¢ ta potwierdza istnienie silnej zaleznoSci pomiedzy aktywnos$cig
biosyntezy surfaktantow a efektywnoscig elektrochemicznego transferu elektrondw.
Produkcja biosurfaktantow przyczyniata si¢ do zwickszenia biodostepnosci
hydrofobowego substratu oraz poprawy adhezji i przewodnictwa biofilmu anodowego,
co bezposrednio przektadato si¢ na wzrost generowanej mocy.
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Rysunek 59 Maksymalna gestosé mocy (mW/m?) oraz minimalne napiecie powierzchniowe (mN/m) anolitu
uzyskane w mikrobiologicznych ogniwach paliwowych zasilanych posmazalniczym olejem roslinnym,
w zaleznosci od stezenia azotu (NH,CIl) w podlozu mineralnym. Dane przedstawiajq wartosci srednie dla
trzech powtorzen dla poszczegolnych wariantow zawierajgcych 0, 0,05, 0,2, 0,5 oraz 1,0 g/L NH,CI.

146



W pozostatych wariantach obserwowano istotnie nizsze wartosci zaréwno dla
parametrow elektrochemicznych, jak i wtasciwos$ci powierzchniowych. Zaréwno deficyt
azotu (0-0,2 g/L), jak i jego nadmiar (1,0 g/L) negatywnie wplywaty na funkcjonowanie
uktadu. W warunkach niedoboru ograniczony byt rozwoj biofilmu anodowego na skutek
zahamowania wzrostu komorek bakteryjnych [297]. W $rodowisku o wysokim stezeniu
NH4CI dochodzito do aktywacji dehydrogenaz, co w konsekwencji doprowadzito do
przesunigcia dominujacych szlakow metabolicznych w strong szlakow degradacyjnych
[298]. Skutkowato to obnizeniem wydajnos$ci elektrochemicznej oraz spadkiem syntezy
biosurfaktantow.

Na podstawie uzyskanych danych stwierdzono, ze stgzenie NH4Cl w anolicie rowne
0,5¢g/LL stanowi warunek optymalny dla jednoczesnej intensyfikacji syntezy
biosurfaktantow 1 generacji mocy w ukladzie MFC. Z tego wzgledu, wszystkie dalsze
analizy zwigzane z identyfikacjg 1 charakterystyka biosurfaktantow przeprowadzono
wylacznie dla probek pochodzacych z tego wariantu eksperymentalnego.

4.4.3. Analiza biosurfaktantow uzyskanych w wyniku bioelektrosyntezy

Analiza biosurfaktantow obejmowata zaro6wno identyfikacje sktadu chemicznego
zwigzkOw  powierzchniowo czynnych, jak 1 oznaczenia ich wlasciwosci
fizykochemicznych.

Probki anolitu wykazywaly wyrazne wlasciwosci powierzchniowo czynne. Minimalne
napiecie powierzchniowe rejestrowane w cyklu zasilania wynosito 54,6 mN/m.
Roéwnolegle oznaczono indeks emulsyfikacji Eo4, ktory osiggat wartos¢ 95,4 %,
co wskazywato na zdolno$¢ anolitu do tworzenia stabilnych emuls;ji olej-woda. Emulsje
pozostawaly nienaruszone przez co najmniej 24 godziny, bez widocznego
rozwarstwienia.  Oceniono  rowniez  wlasciwosci  pianotworcze  anolitow.
W przeprowadzonych testach stwierdzono, ze biosurfaktanty wykazywaty zdolnos¢
do tworzenia piany w warunkach intensywnego mieszania wodnego roztworu probki,
a powstala piana byla trwata w czasie. Objetos¢ piany po 60 minutach utrzymywata si¢
na poziomie 82+3 % wzgledem objetosci poczatkowej. Testy przeprowadzono
w warunkach temperatury pokojowej, przy ustalonym czasie wstrzasania (60 s)
1 objetosci probki (25mL). W celu identyfikacji chemicznej biosurfaktantow
przeprowadzono ekstrakcje biosurfaktantow metoda SPE na fazie C18, a nast¢pnie
analiz¢ LC-MS/MS w trybie jonizacji ujemnej. W wyniku analizy zidentyfikowano
jedenascie struktur ramnolipidowych, w tym monoramnolipidy i diramnolipidy.
Obecno$¢ tych czasteczek potwierdzono na podstawie warto$ci m/z odpowiadajacych
literaturowym danym referencyjnym. Wartosci stosunkow masy do tadunku (m/z) oraz
czasy retencji odpowiadajace kazdemu ze zidentyfikowanych zwigzkéw zostaly
zestawione w Tabeli 18.
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Tabela 18 Zestawienie wynikow analizy LC-MS/MS przeprowadzonej dla biosurfaktantow nalezgcych
do mono- i diramnolipidow, wykrytych w probce anolitu.

L.p. m/z Ramnolipidy sum‘::)?ZZny ri:;:ji Ifﬁ) izd:)na:[}),s
[min]
1 |333,1915 Rha-C10 C16H3007 1,80 LMFA 13030003
2 | 4752907 | Rha-C8-C10/Rha-C10-C8 |  CasHisOs 2,56 LMFA 13030010
3 | 473,2802 Rha‘cg:lgg/ Rha-C10- Ca4Hay09 2,55 -
4 | 5033220 Rha-C10-C10 CaeHisOo 2,76 LMFA 13030001
5 | 529,3376 Rha'gll(;f_lgii)/ Rha- CasHsoOs 2,87 LMFA13030016
6 | 531,3521 Rha'CIO'gl%/ Rha-C12- C23Hs209 2,97 LMFA13030013
7 | 4792492 Rha-Rha-C10 C22HioOn 1,72 LMFA 13030006
8 | 621,3485 Rha'ihh:%g_)'ccl%/ Rha— 1 coHsion 2,47 -
9 | 649,379 Rha-Rha-C10-C10 C3HssO13 2,65 LMFA 13030005
10 | 6753937 Rha'ihhz'_(éll%f}éibﬂ{ha' C34HgoO13 2,76 ;
1 | 677.4112 Rha'ﬁi’_(éllg'_(éll%/ Rha- C34HeO13 2,85 ;

W obrgbie frakcji monoramnolipidéw wykryto obecnos$¢ szesciu zwiazkdéw rdznigcych
si¢ dlugoscia 1 stopniem nasycenia tancuchéw acylowych, w tym: Rha-C10,
Rha-C10-C10, Rha-C8-C10/Rha-C10-C8, Rha-C10-C12/Rha-C12-C10, Rha-C8:1-
C10/Rha-C10-C8:1 oraz Rha-C10-C12:1/Rha-C12:1-C10. Przyktadowy chromatogram
oraz widma masowe, jednego z dominujacych zwigzkow w tej grupie (Rha-C10),
przedstawiono na Rysunku 60A, B, C. W grupie diramnolipidow zidentyfikowano
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5 odmiennych struktur, obejmujacych: Rha-Rha-C10, Rha-Rha-C10-C8/Rha-Rha-C8-
C10, Rha-Rha-C10-C10, Rha-Rha-C10-C12:1/Rha-Rha-C12:1-C10 oraz Rha-Rha-C10-
C12/Rha-Rha-C12-C10. Na Rysunku 60D, E, F przedstawiono rowniez chromatogram
oraz widma masowe charakterystyczne dla jednego z przedstawicieli tej grupy,
tj. Rha-Rha-C10-C8/Rha-Rha-C8-C10. Struktury zidentyfikowanych biosurfaktantow
z grupy mono- i diramnolipidow przedstawiono na Rysunku 61.

Dodatkowo charakter glikolipidowy badanych czasteczek zostat potwierdzony analizg
TLC z wykorzystaniem testu orcynowego oraz barwienia jodem. Na ptytkach
zaobserwowano wyrazne strefy odpowiadajgce ramnolipidom jedno- i dwuramnozowym.
Przeprowadzono rowniez test ninhydrynowy w celu identyfikacji peptydow oraz wolnych
aminokwasow, jednak uzyskano wynik negatywny.
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Rysunek 60 Analiza ramnolipidow metodg LC-MS/MS: A) Wydzielony chromatogram jonowy dla Rha-C10
nalezgcego do grupy monoramnolipidow B) modelowe widmo masowe c, C) eksperymentalne widmo
masowe dla Rha-Cl10, D) wydzielony chromatogram jonowy dla Rha-Rha-C10-C8/Rha-Rha-C8-C10
z grupy diramnolipidow, E) modelowe widmo masowe dla Rha-Rha-C10-C8/Rha-Rha-C8-C10),
F) eksperymentalne widmo masowe potwierdzajgce obecnos¢ Rha-Rha-C10-C8/Rha-Rha-C8-ClI0.
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Rysunek 61 Wzory strukturalne ramnolipidow zidentyfikowanych w probkach anolitow pochodzgcych
z MFC wykorzystywanych do degradacji oleju posmazalniczego.
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4.4.4. Analiza struktury spolecznosci mikroorganizmow

W celu identyfikacji taksonomicznej spoteczno$ci mikroorganizméw zasiedlajacych
anode mikrobiologicznego ogniwa paliwowego, przeprowadzono analizg sekwencji genu
16S rRNA. Do badan wykorzystano biomas¢ oraz anolit pochodzace z ukladow
o najwyzszej wydajnosci bioelektrochemicznej, tj. z wariantu zawierajacego 0,5 g/L
NH4Cl. Analiza umozliwita okreslenie sktadu taksonomicznego spotecznosci
mikrobiologicznej obecnej zarowno w biofilmie anodowym jak i w spoteczno$ci
planktonicznej (Rysunek 62).

Na poziomie typu dominowaly trzy grupy bakterii: Proteobacteria (68,53 %),
Bacteroidota (18,28 %) oraz Firmicutes (7,57 %). Struktura ta odpowiada profilom
mikrobiologicznym charakterystycznym dla spolecznosci egzoelektrogenow w uktadach
MFC, opisywanych rowniez w literaturze [14], [299]. Bakterie nalezace do typu
Proteobacteria sa szczegOlnie istotne z uwagi na ich zdolno$¢ do uczestnictwa
w transferze elektronow oraz przeksztatcaniu zwigzkéw organicznych w warunkach
beztlenowych. Na poziomie rodzaju najwiekszy udziat odnotowano dla przedstawicieli
Azospira (23,6 %), Pseudomonas (22,71 %), Dysgonomonas (16,73 %) oraz Aeromonas
(6,61 %). Mikroorganizmy z rodzaju Azospira wykazuja wtasciwosci denitryfikacyjne
1 zdolno$¢ do wykorzystywania elektrody jako alternatywnego akceptora elektronow
w srodowisku ubogim w tlen [300]. Bakterie z rodzaju Pseudomonas sa natomiast znane
z produkcji metabolitow wtoérnych, w tym fenazyn, ktore petnig funkcje mediatorow
redoks w uktadach MFC oraz biosurfaktantow takich jak ramnolipidy [153], [301].
Obecnos¢ bakterii z rodzaju Dysgonomonas zostala wczesniej powigzana ze zwigkszong
wydajnoscig generowania mocy w MFC, co moze $wiadczy¢ o ich potencjalnej roli
w utatwianiu przeptywu elektronéw do anody [302].
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B Firmicutes

B Campilobacterota

B Desulfobacterota
Rodzaj:

O Azospira

B Pseudomonas
O Dysgonomonas
B Aeromonas

O Delftia

B Arcobacter
O Azospirillum
B Pelosinus

Gatunek:
O Pseudomonas aeruginosa
B Aeromonas hydrophila
O Arcobacter faecis

0 - B Azospirillum brasilense
Typ Rodzaj Gatunek g propionispora caeni

& [o2] @
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| 1 |
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Rysunek 62 Wykresy stupkowe przedstawiajgce wzgledny udzial procentowy bakterii na poziomie typu,
rodzaju i gatunku w mikrobiomie anodowym MFC zasilanym olejem posmazalniczym.

Na poziomie gatunkowym stwierdzono dominacj¢ Pseudomonas aeruginosa, 0siagajaca
udzial wzgledny 19,60 %. Gatunek ten znany jest jako efektywny producent
ramnolipidow, co zostalo potwierdzone w niniejszym eksperymencie poprzez analize
LC-MS/MS. Jego obecnos¢ w spotecznosci anodowej wskazuje na zintegrowany udziat
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tego mikroorganizmu zarowno w generowaniu pradu jak i w biosyntezie zwigzkow
powierzchniowo czynnych. Drugim dominujacym gatunkiem byt Aeromonas hydrophila
(6,58 %). Przedstawiciele tego gatunku to fakultatywne beztlenowce, powszechnie
wystepujace w srodowiskach wodnych. 4. hydrophila jest egzoelektrogenem i wykazuje
zdolno$¢ transferu elektronow na powierzchni¢ anode [190]. Ponadto, A. hydrophila
wykazuje zdolnos¢ do degradacji substancji hydrofobowych (np. olej napedowy) oraz
syntezy biosurfaktantow glikolipopeptydowych, co wykazano w pracy Pandeya
i in. [303] dla szczepu RP1 izolowanego =ze $ciekdw przemystowych.
Wspotwystepowanie tych dwoch taksondow moze wskazywaé na synergistyczne
interakcje w komorze anodowej, sprzyjajace zaroOwno stabilizacji struktury
mikrobiologicznej, jak 1 zwigkszeniu wydajnosci proceséw elektrofermentacyjnych.

4.4.5. Podsumowanie i wnioski

Wyniki przeprowadzonych eksperymentdéw potwierdzaja mozliwos¢ skutecznej
biodegradacji posmazalniczego oleju roslinnego w ukladzie MFC z réwnoczesng
produkcjg biosurfaktantow oraz generacjg energii elektrycznej. Optymalne warunki dla
obu procesow: produkcji energii 1 biosyntezy zwigzkéw powierzchniowo czynnych
uzyskano przy stezeniu NH4Cl réwnym 0,5 g/l w podtozu mineralnym. Wariant ten
charakteryzowat si¢ najwyzsza zarejestrowang gestoscig mocy (389 mW/m?; 17,5 W/m?
dla indywidualnego uktadu) w porownaniu z dotychczasowymi doniesieniami
dotyczacymi produkcji biosurfaktantéw z oleju posmazalniczego w MFC. Dodatkowo,
zarejestrowano najnizsze napi¢cie powierzchniowe anolitu (54,6 mN/m), wysoki indeks
emulsyfikacji (Ex4 = 95,4 %) oraz stabilno$¢ 1 trwalo$¢ piany. W warunkach tych
zidentyfikowano jedenascie zwigzkoéw nalezacych do grupy mono- i diramnolipidow,
co potwierdzono za pomocg analiz LC-MS/MS oraz TLC.

Sekwencjonowanie 16S rRNA ujawnito dominacj¢ taksondéw Proteobacteria,
Bacteroidota 1 Firmicutes, a na poziomie rodzaju najwigkszy udziat mialy Azospira,
Pseudomonas, Dysgonomonas 1 Aeromonas. W szczeg6élnosci gatunki Pseudomonas
aeruginosa 1 Aeromonas hydrophila odegraly istotng role w strukturze biofilmu
anodowego. Oba mikroorganizmy wykazuja wilasciwosci egzoelektrogenne, potrafig
wytwarza¢ zwigzki powierzchniowo czynne oraz maja udokumentowang zdolno$¢
degradacji zwigzkow hydrofobowych.

Opracowany w ramach niniejszej rozprawy, dedykowany protokot analityczny, taczacy
ekstrakcj¢ na fazie statej (SPE) z analiza LC-MS/MS, umozliwil bezposrednig
identyfikacj¢ ramnolipidow w probkach anolitu z uktadow MFC. Praca ta po raz pierwszy
w literaturze ukazuje bezposredni zwigzek pomiedzy produkcja energii a syntezg
biosurfaktantéw, a st¢zeniem azotu w anolicie. Dodatkowo osiagnigto najwyzsza jak
dotad zarejestrowang moc w systemach MFC generujacych biosurfaktanty z roslinnego
oleju posmazalniczego (389 mW/m?; 17,5 W/m?), co stanowi ponad 260-krotne
zwickszenie w porownaniu do wartosci 0,0664 W/m? odnotowanej w dotychczasowe;j
literaturze [304].
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5. PODSUMOWANIE

W niniejszej rozprawie wykazano, ze mikrobiologiczne ogniwa paliwowe mogg by¢
skutecznie wykorzystywane jako zintegrowane uktady do jednoczesnej biodegradacji
weglowodoréw, produkceji biosurfaktantdw in situ oraz generowania energii elektryczne;.
Udowodniono, ze skfad taksonomiczny i funkcjonalno$¢ anodowych spotecznosci
mikroorganizméw sg $ciSle zalezne od rodzaju substratu, pochodzenia inokulum,
zastosowania kosubstratéw oraz przylozonego potencjatu anody, a czynniki
te determinujg zaro6wno efektywnos¢ degradacji zanieczyszczen, jak 1 wydajno$é
bioelektrochemiczng uktadéw.

W czesci poswigcone] biodegradacji benzenu wykazano, ze zastosowanie strategii
inokulacji opartej na czystych szczepach, wzbogacanych osadem czynnym oraz
suplementacji glukozy jako kosubstratu, prowadzi do uksztattowania stabilnych
1 wysokoaktywnych spotecznosci anodowych zdolnych do catkowitej degradacji
benzenu. Wykazano, Ze mikrobiomy rozwijajace si¢ w obecnosci benzenu
charakteryzowaty si¢ wyzszg bior6znorodnos$cig niz spotecznosci nieeksponowane na ten
zwigzek. Uzyskane gestosci mocy (21-120 mW/m?) byly najwyzszymi dotychczas
raportowanymi w literaturze dla ukladow MFC zasilanych benzenem 1 przewyzszaty
wartosci wczesniej opisywane nawet 18-krotnie. Analiza skiadu taksonomicznego
wykazata, ze w ukladach z benzenem najwyzsza obfito$¢ osiggaty mikroorganizmy
zdolne do jego degradacji oraz zewnatrzkomoérkowego transferu elektronow, w tym
Citrobacter freundii, Comamonas testosteroni, Arcobacter faecis, Myroides odoratus
oraz Dysgonomonas sp., co $wiadczy o mozliwosci zastosowania ich w bioremediacji
zwigzkow aromatycznych.

Kolejna czes¢ pracy wykazata, ze przylozony potencjat anodowy wptywa istotnie na
strukture, bioréznorodno$¢ i funkcjonalnos¢ spotecznosci mikroorganizmow anodowych
w MFC zasilanych olejem napgdowym. Ujemna polaryzacja anody (-0,3 V) sprzyjata
tworzeniu bardziej zlozonych 1 funkcjonalnie wyspecjalizowanych biofilmow,
co przektadato si¢ na najwyzsze wartosci gestosci mocy. Spotecznosci rozwijajace si¢
przy tym potencjale charakteryzowaty si¢ wyzsza biordéznorodnoscig oraz zwickszonym
udziatem mikroorganizméw zdolnych do bezposredniego transferu elektrondow
1 degradacji weglowodorow, w tym Geobacter, Comamonas, Petrimonas, Rhodococcus
1 Desulfovibrio. Wyniki te potwierdzaja, ze przylozony potencjal anodowy petni
kluczowa role w ksztattowaniu funkcjonalnosci mikrobiomu anodowego i efektywnosci
bioelektrochemicznej MFC.

W  nastepnej czgsci eksperymentalnej wykazano, ze pochodzenie inokulum
1 zastosowanie kosubstratu maja istotny wplyw na wydajnos¢ MFC oraz funkcjonalno$¢
anodowych spolecznosci mikroorganizméw. Zastosowanie strategii kosubstratowej
opartej na suplementacji octanem sodu pozwolito na blisko czterokrotny wzrost sredniej
gestosci mocy w poréwnaniu do uktadow bez kosubstratu, osiggajac rekordowa wartos¢
350 mW/m? dla mikroflory wzbogaconej z separatora zwigzkéw ropopochodnych.
Spadki napigcia powierzchniowego anolitow pokrywaty si¢ z fazami wzrostu
generowanej mocy, co wskazuje na rolg biosurfaktantow w zwigkszaniu biodostgpnosci
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substratow i poprawie wydajnosci uktadéw. Analiza bioinformatyczna ujawnita obecno$é
licznych gendéw zwigzanych z tlenowa i beztlenowa degradacja weglowodorow
alifatycznych oraz aromatycznych w analizowanych metagenomach. Najwyzsza ich
obfito$¢ odnotowano w probkach z terenow gorskich, w tym z rzeki polodowcowe;,
co wskazuje na zdolno$¢ tych konsorcjow do degradacji weglowodoréw. Wsrod
markeréw funkcjonalnych ilosciowo dominowaly: nahB, kodujacy dioksygenaze
cis-dihydrodiolowa naftalenu zaangazowana w degradacje wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych; tmoF, kodujacy podjednostke monooksygenazy
toluenowej uczestniczacej w utlenianiu weglowodoréw monoaromatycznych; ladA,
kodujacy monooksygenaze¢ alkanowg inicjujaca tlenowa degradacje dlugotancuchowych
alkandw oraz ahyA, zwigzany z beztlenowa degradacja alkandéw. Wyniki potwierdzaja
szeroki potencjal metaboliczny badanych konsorcjow oraz ich znaczenie w procesach
bioremediacji 1 funkcjonowaniu uktadow bioelektrochemicznych.

W kolejnej czeSci pracy wykazano, ze zwigkszenie skali uktadow MFC wraz
z zastosowaniem wzbogaconych konsorcjow mikroorganizmoéw istotnie poprawiato
wydajnos¢ systemow. W MFC zaszczepionym wzbogaconym w MFC konsorcjum
z gleby tropikalnej, osiggnieto maksymalng gesto$¢ mocy 719 mW/m?, co stanowi
najwyzsza warto$¢ dotychczas uzyskang w systemach pracujacych na frakcjach
ropopochodnych.  Wzrost  gestosci  mocy towarzyszyl obnizeniu napigcia
powierzchniowego anolitdw, wskazujac na intensywng produkcje biosurfaktantow in situ,
ktore zwigkszaty biodostepnos¢ weglowodoréw 1 wspieraly formowanie stabilnego
biofilmu anodowego. Analiza spolecznosci mikrobiologicznej wykazatla dominacje
taksondw egzoelektrogennych (Geobacter anodireducens, Arcobacter faecis) oraz
gatunkéw uczestniczagcych w degradacji weglowodoréw 1 syntezie biosurfaktantow
(Pseudomonas stutzeri, Gordonia terrae), a wysoki udzial niezidentyfikowanych
mikroorganizméw wskazuje na obecnos¢ nowych, potencjalnie istotnych dla
funkcjonowania MFC drobnoustrojow. Wyniki te potwierdzaja, ze rdéwnoczesna
biodegradacja frakcji ropopochodnych, produkcja biosurfaktantow i generacja energii
elektrycznej moze by¢ skutecznie realizowana w skalowanych systemach
bioelektrochemicznych.

Ostatni etap pracy dotyczyl eksperymentu zwigzanego z wykorzystaniem oleju
posmazalniczego jako substratu do syntezy biosurfaktantéw w MFC. Przeprowadzono
charakterystyke biosurfaktantoéw, w tym opracowano protokdt analityczny w oparciu
o metode LC-MS/MS, umozliwiajacy identyfikacje ramnolipidow w prébkach anolitow.
W wyniku analiz zidentyfikowano jedenascie biosurfaktantéw z grupy mono-
1 diramnolipidéw. Analiza mikrobiomu wykazata dominacj¢ Pseudomonas aeruginosa
1 Aeromonas hydrophila, kluczowych w tworzeniu biofilmu, transferze elektronow
1 produkcji ramnolipidéw. W poréwnaniu z frakcjami ropopochodnymi, olej
posmazalniczy okazat si¢ bardziej efektywnym substratem do biosyntezy surfaktantow,
czego dowodem byla wigksza roznorodnos¢ zidentyfikowanych zwigzkow
powierzchniowo czynnych.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw wykazano, ze mikrobiologiczne
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ogniwa paliwowe stanowig efektywna platform¢ do jednoczesnej biodegradacji
zanieczyszczen hydrofobowych, produkcji biosurfaktantow in situ oraz generowania
energii elektrycznej. Sklad taksonomiczny i funkcjonalno§¢ anodowych spolecznosci
mikroorganizméw zaleza od rodzaju substratu, pochodzenia inokulum, zastosowania
kosubstratéw oraz przytozonego potencjatu anody, co determinuje zarowno efektywnosé
degradacji zanieczyszczen, jak i wydajnos¢ bioelektrochemiczng MFC. Wyniki wskazuja
na wspotzaleznos¢ pomigdzy degradacja weglowodoréw, syntezag zwigzkow
powierzchniowo czynnych i aktywno$cig elektrochemiczng, co pozwala lepiej zrozumieé
zalezno$ci miedzy mikrobiomem anodowym a funkcjonowaniem MFC w kontekscie
bioremediacji 1 wytwarzania energii.

155



6. DOROBEK NAUKOWY

6.1. Publikacje naukowe zwigzane z rozprawa doktorska

1.

Natalia Tyszkiewicz, Jaak Truu, Piotr Mtynarz, Grzegorz Pasternak; ,,The
influence of benzene on the composition, diversity and performance of the anodic
bacterial community in glucose-fed microbial fuel cells”; Frontiers
in Microbiology. 2024, vol. 15, art. 1384463, s. 1-12. (IF =4,5, 100 pkt. MNiSW)

Bartosz Widera, Natalia Tyszkiewicz, Jaak Truu, Piotr Rutkowski, Piotr Mtynarz,
Grzegorz Pasternak; ,,Relationship between biodiversity and power generated by
anodic bacteria enriched from petroleum-contaminated soil at various potentials”;
International Biodeterioration & Biodegradation. 2024, vol. 194, art. 105849,
s. 1-13. (IF = 4,1, 140 pkt. MNiSW)

. Aleksander M. de Rosset, Natalia Tyszkiewicz, Jerzy L. Wisniewski, Natalia

Pudetko-Malik, Piotr Rutkowski, Piotr Mitynarz, Grzegorz Pasternak;
,Bioelectrochemical synthesis of rhamnolipids and energy production and
its correlation with nitrogen in air-cathode microbial fuel cells”; Journal
of Environmental Management. 2024, vol. 365, art. 121514, s. 1-12.
(IF = 8,4, 200 pkt. MNiSW)

Grzegorz Pasternak, Aleksander M. de Rosset, Natalia Tyszkiewicz, Bartosz
Widera, John Greenman®*, loannis Ieropoulos; ,Prevention and removal
of membrane and separator biofouling in bioelectrochemical systems:
a comprehensive review”; iScience. 2022, vol. 25, nr 7, art. 104510, s. 1-21.
(IF =5,8, 20 pkt. MNiSW)

6.2. Wystapienia konferencyjne

1.

Natalia Tyszkiewicz, Piotr Miynarz, Grzegorz Pasternak; ,,Hexadecane
biodegradation by electroactive consortia in microbial fuel cells”;
W: Interdisciplinary Doctoral Symposium : Rajd Doktoranta 2024, Przesieka,
17-19 maja 2024 : book of abstracts / eds. Daria Minta [i in.]. Wroctaw: Wroctaw
University of Science and Technology Publishing House, 2024. s. 42-42.

Natalia Tyszkiewicz, Jaak Truu, Piotr Mlynarz, Grzegorz Pasternak;
»Metaprofiling of microbial communities in benzene-enriched MFCs”,
W: Phoenix Mid-Term Conference on Bioelectrochemical Systems (BES),
29 lutego 2024, Rzym, Wtochy: book of abstracts / European Cooperation
in Science and Technology (COST), Phoenix. [B.m. : b.w., 2024]. s. 6-6.

. Natalia Tyszkiewicz, Bartosz Widera, Angela Peeb, Jaak Truu, Grzegorz

Pasternak; ,,Metagenomic analysis of various microbial consortia degrading
petroleum compounds in MFCs”; W: Electromicrobiology 2023,
24-26 maja 2023, Aarhus, Dania / Center for Electromicrobiology, Aarhus
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University. [B.m. : b.w., 2023. s. 81-81.

Natalia Tyszkiewicz, Piotr Mlynarz, Grzegorz Pasternak; ,,Microbial fuel cells
towards biosurfactants production and petroleum compounds degradation”;
W: Interdisciplinary Doctoral Symposium: Rajd Doktoranta 2023, Przesieka,
12-14 maja 2023 : book of abstracts / [eds. Natalia Tyszkiewicz, Izabela
Walendzik, Dawid J. Kramski]. Wroctaw : Wroctaw University of Science
and Technology Publishing House, 2023. s. 43-43.

Natalia Tyszkiewicz, Aleksander M. de Rosset, Jerzy L. Wisniewski, Piotr
Mtynarz, Grzegorz Pasternak; ,Identification of biosurfactants produced
in microbial fuel cells using LC-MS/MS method”; W: Metabolomics Circle:
9th Conference of the Polish Metabolomic Society, 27-28 stycznia, 2023,
Wroctaw : book of abstracts / eds. Natalia Tyszkiewicz [i in.]. Wroctaw: Oficyna
Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, 2023. s. 30-30.

Natalia Tyszkiewicz, Grzegorz Pasternak; ,,Microorganisms enriched from soil
in Sri Lanka as power producers in crude oil-fed MFC.” W: ISMET 8 2022 Global
Conference, The International Society for Microbial Electrochemistry
and Technology, Chania, Crete, Greece, 19-23 wrze$nia 2022 : e-book of abstracts
/ eds. N. Kalogerakis, A. Esteve-Nuifiez. Chania : Technical University of Crete,
cop. 2022.s. 110-110.

Natalia Tyszkiewicz, Piotr Mtynarz, Grzegorz Pasternak; ,,Application
of microbial fuel cells for contaminants degradation and current generation”
W: PANIC Summer School 2022 : PhoBiA Annual Nanophotonics International
Conference, 30 maja — 3 czerwca 2022, Wroctaw, Poland / [eds. Dominika
Benkowska-Biernacka 1 in.]. Wroctaw : Oficyna Wydawnicza Politechniki
Wroctawskiej, 2022. s. 59-59.

. Natalia Tyszkiewicz, Grzegorz Pasternak; ,Bioelectrochemical degradation

of crude oil by microbial consortia derived from contaminated sites”;
W: MEEP 2022 Special Symposium on Microbial, Enzymatic & Bio-Photovoltaic
Electrochemical Reactors, Fuel Cells and Electrolyser Systems, 6-7 lipca 2022,
Lucerne/Switzerland] : book of abstracts / eds. Johannes Gescher, 2022. s. 38-38.

. Natalia Tyszkiewicz, Piotr Mtynarz, Grzegorz Pasternak; ,,Determination

of microbial exo-metabolome during electricity production in bioelectrochemical
systems using untargeted NMR spectroscopy”; W: The 8th Conference of Polish
Metabolomic Society Metabolomics Circle 2021, Katowice, Poland,
17-19 listopada 2022 / [Polish Metabolomic Society]. Katowice: 2021. s. 22-22.

Natalia Tyszkiewicz, Piotr Mlynarz, Grzegorz Pasternak; ,,Comparative analysis
of microbial fuel cells operated with different microbial consortia using benzene
and glucose as carbon sources” ; W: Electromicrobiology 2021, 3-5 listopada

157



11.

12.

2021, Aarhus, Denmark / Center for Electromicrobiology, Aarhus University.
[B.m. : b.w., 2021]. s. 39-39.

Natalia Tyszkiewicz, Grzegorz Pasternak; ,,Co-metabolism of benzene
and glucose in microbial fuel cells by synthetic communities”; W: 5th European
Meeting of the International Society for Microbial Electrochemistry and
Technology, 13-15 wrzesnia 2021, online / ISMET International Society for
Microbial Electrochemistry and Technology. [B.m. : b.w., 2021]. s. 156-156.

Natalia Tyszkiewicz, Grzegorz Pasternak; ,Isolation of electroactive bacteria
from microbial fuel cells operated with petroleum products and waste frying oil”;
W: ChemBiotIC, Chemistry & Biotechnology International Conference:
24-25 czerwca 2021, Wroctaw, Poland / Politechnika Wroctawska. [Wroctaw:
Oficyna Wydawnicza PWr, 2021]. s. 74-74.

6.3. Udzial w projektach i grantach naukowych

Wykonawca projektu ,,Mechanizmy bioelektrochemicznej transformacji
materiatow odpadowych z przemystu naftowego do biosurfaktantow”, Kierownik
projektu: dr hab. inz. Grzegorz Pasternak, prof. Uczelni, jednostka realizujaca:
Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemiczny, Projekt finansowany z NCN,
2019/33/B/NZ9/02774.

Uzyskanie 1 realizacja grantu naukowego =z projektu NAWA STER
InterDocSchool zrealizowany w Institute of Molecular and Cell Biology,
University of Tartu, Estonia. Nazwa projektu: ,,Badania metagenomiczne
spotecznosci  drobnoustrojow oparte na sekwencji nukleotydéw catych
metagenomow.”, Realizacja: 30.01.2023 - 01.03.2023.

Uzyskanie 1 realizacja grantu naukowego z projektu Short-Term Scientific
Mission Grant, E-COST-GRANT-CA19123-6a34969d, Projekt: PHOENIX
CA19123, zrealizowany w Institute of Molecular and Cell Biology, University
of Tartu, Estonia; tytul: ,,Metagenomic analysis of microbial consortia in MFCs
degrading benzene”, Realizacja: 26.02.2022 r. - 12.03.2022 .

6.4. Nagrody i wyroznienia

e Travel grant na konferencj¢ Electromicrobiology 2021 w Aarhus, Dania
3-5 listopada 2021 r., instytucja przyznajaca: Federation of European
Microbiological Societies (FEMS).

e Wyrdznienie Rektora za dziatalno$¢ na rzecz $rodowiska doktoranckiego
Politechniki Wroctawskiej w roku akademickim 2021/2022.

e Travel grant na konferencj¢ Electromicrobiology 2023 w Aarhus, Dania
24-26 maja 2023 r., instytucja przyznajaca: Federation of European
Microbiological Societies (FEMS).
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e Nagroda Primus za aktywno$¢ publikacyjng wérdd doktorantow Politechniki
Wroctawskiej w roku 2024.

e Nagroda Rektora za dziatalno$¢ organizacyjng na rzecz Uczelni zrealizowang
w roku akademickim 2023/2024.

e Nagroda Rektora za osiggniecie naukowe zwigzane z realizowang rozprawg
doktorska uzyskane w roku akademickim 2024/2025.

e Stypendium naukowe z wilasnego funduszu na stypendia Politechniki
Wroctawskiej w konkursie w semestrze letnim 2024/2025.
6.5. Pozostala dzialalnos¢ naukowa i organizacyjna

Organizacja konferencji:

e Metabolomics Circle : 9th Conference of the Polish Metabolomic Society,
27-28 stycznia , 2023 na Politechnice Wroctawskie;.

e Interdisciplinary Doctoral Symposium: Rajd Doktoranta 2023, Przesieka,
12-14 maja 2023.

e Interdisciplinary Doctoral Symposium: Rajd Doktoranta 2024, Przesieka,
17-19 maja 2024.

Redakcja materialow konferencyjnych:

e Natalia Tyszkiewicz [Red.], Karolina A. Mielko [Red.], Monika Sapeta [Red.],
Mariya Stravska [Red.]; Metabolomics Circle: 9th Conference of the Polish
Metabolomic Society, 27-28 stycznia, 2023, Wroctaw : book of abstracts.
Wroctaw: Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, 2023. 46 s.

e Natalia Tyszkiewicz [Red.], [zabela Walendzik [Red.], Dawid J. Kramski [Red.];
Interdisciplinary Doctoral Symposium: Rajd Doktoranta 2023, Przesieka,
12-14 maja 2023: book of abstracts; Wroctaw : Wroctaw University of Science
and Technology Publishing House, 2023. s. 43-43.

Uczestnictwo w pracach komisji naukowych:

e C(Czlonkini Komisji konkursowej oceniajacej wnioski o granty w programie
»Wsparcie projektow badawczych 2025 organizowanym przez Politechnike
Wroctawska.
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Dzialalno$¢ na rzecz sSrodowiska doktoranckiego na Uczelni oraz w kraju:

Czlonkini Rady Doktorantow Politechniki Wroclawskiej (2021-2024)

2023/2024 — Przewodniczaca, 2022/2023 — Wiceprzewodniczaca, 2021/2022 —
Sekretarz

Gloéwne osiagniecia i zakres dziatalno$ci:

o zainicjowanie, wspottworzenie i koordynacja wdrozenia programu

grantowego ,,Minigranty” dla doktorantow Szkoty Doktorskiej PWr;

zainicjowanie 1 glowna koordynacja ogolnopolskiego wydarzenia
integracyjno-naukowego ,,Rajd Doktoranta 2023 wraz z konferencja
»Interdisciplinary Doctoral Symposium”;

kierowanie pracami Rady Doktorantow oraz reprezentowanie srodowiska
doktoranckiego w Senacie Uczelni;

zarzadzanie budzetem Rady Doktorantéw oraz pozyskiwanie srodkow
finansowych na dziatalnos$¢ projakosciowa;

nadzoér nad opracowaniem 1 aktualizacjg regulaminéw oraz procedur
obowiazujacych w Szkole Doktorskiej PWr;

reprezentowanie Uczelni oraz wspottworzenie wydarzen krajowych
organizowanych przez Porozumienie Doktorantow Uczelni Technicznych
oraz Krajowa Reprezentacje Doktorantow.

Czlonkini Zespolu ds. popularyzacji nauki Krajowej Reprezentacji
Doktorantéw (2023-2024)

Zakres dzialalnosci:

o wspottworzenie ogolnopolskich inicjatyw popularyzujacych nauke;

o prowadzenie naukowego profilu popularyzatorskiego ,,phd.vibes”

w mediach spotecznosciowych;

o wspolorganizacja ogélnopolskiego konkursu ,,Popularyzacja nie boli 2.0”.
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