Streszczenie

Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe (MFC) to uktady bioelektrochemiczne, w ktorych
mikroorganizmy przeksztalcaja zwigzki organiczne w energi¢ elektryczng. W literaturze
naukowej dominowatly dotychczas publikacje koncentrujace si¢ przede wszystkim
na oczyszczaniu S$ciekOw oraz wytwarzaniu energii elektrycznej. Zastosowanie MFC
w biodegradacji zlozonych, hydrofobowych zanieczyszczen oraz w biosyntezie zwigzkow
powierzchniowo czynnych pozostaje natomiast stosunkowo stabo zbadane. Pomimo rosnacego
zainteresowania uktadami bioelektrochemicznymi, niewiele prac skupiato si¢ na zalezno$ci
miedzy degradacja weglowodorow, aktywnoscia elektrochemiczng a synteza biosurfaktantow
w MFC. Niniejsza praca ma na celu wypeklienie tej luki poprzez kompleksowas,
interdyscyplinarng analiz¢ procesow zachodzacych w MFC, taczac metody elektrochemiczne,
mikrobiologiczne, metabolomiczne i metagenomiczne.

Celem niniejszej rozprawy byto okreslenie struktury oraz funkcjonalno$ci anodowych
spotecznosci mikroorganizmoéw rozwijajacych si¢ w MFC, zdolnych do biodegradacji
zwigzkoéw ropopochodnych, produkcji biosurfaktantoéw oraz generowania energii elektrycznej
w zréznicowanych warunkach eksperymentalnych.

Na poczatkowym etapie pracy oceniono mozliwo§¢ wykorzystania technologii MFC
do biodegradacji benzenu jako modelowego zwiazku aromatycznego. W tym celu zastosowano
strategi¢ inokulacji oparta na czystych szczepach, a nastepnie ich wzbogacanie osadem
czynnym. Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ wptywu glukozy jako kosubstratu, co pozwolito
na uksztattowanie funkcjonalnych spotecznosci anodowych i uzyskanie rekordowych wartosci
gestosci mocy. Kompleksowa charakterystyka elektrochemiczna, mikrobiologiczna (16S
rRNA) oraz metabolomiczna (NMR) wykazala wysoka efektywnos$¢ bioelektrochemiczng
uktadow, nalezaca do najwyzszych dotychczas raportowanych w literaturze. Benzen petnit rolg
czynnika selekcyjnego, sprzyjajac rozwojowi mikroorganizmow zdolnych do jego degradacji
oraz transferu elektronéw, w tym m.in. Citrobacter freundii, Comamonas testosteroni,
Arcobacter faecis, Myroides odoratus oraz Dysgonomonas sp.

W kolejnym etapie pracy przeanalizowano wpltyw przylozonego potencjatu do anody na
strukture 1 bioréznorodno$¢ spotecznosci mikroorganizméw anodowych rozwijajacych si¢ w
uktadach MFC zasilanych olejem napedowym. Wykazano, Ze ujemna polaryzacja anody (-0,3
V) sprzyjata formowaniu si¢ bardziej zlozonych 1 funkcjonalnie wyspecjalizowanych
biofilméw anodowych, co bylo zwigzane z uzyskaniem najwyzszej gestosci mocy.
Spotecznosci rozwijajace si¢ przy tym potencjale charakteryzowaty
si¢ wyzszg bioréznorodno$cia oraz zwigkszonym udzialem taksonéw zdolnych
do bezposredniego transferu elektronéw 1 degradacji weglowodorow, w tym przedstawicieli
rodzajow Comamonas, Gordonia, Pseudomonas, Geobacter oraz Rhodococcus. Uzyskane
wyniki wykazaly, Zze potencjat anody peilni kluczowa rolg selekcyjna w ksztattowaniu
funkcjonalno$ci mikrobiomu anodowego i efektywnosci elektrochemicznej uktadéw MFC w
procesie biodegradacji ropopochodnych.

Nastepnie oceniono zdolnos¢ do biodegradacji ropy naftowej oraz potencjat elektrochemiczny
dziewigciu inokulow pochodzacych ze zréznicowanych nisz ekologicznych. Wykazano, ze



zastosowanie strategii kosubstratowej opartej na suplementacji octanem sodu pozwolito na
blisko 4-krotny wzrost $redniej gestosci mocy, osiagajac rekordowa wartosé 18,3 W/m? dla
mikroflory wzbogaconej z separatora zwigzkéw ropopochodnych. Wysoka wydajnosé
energetyczna byta powigzana ze spadkiem napigcia powierzchniowego anolitéw, co dowodzi
aktywnej biosyntezy biosurfaktantow wspomagajacych biodostepnos¢ weglowodorow. W
ramach pracy, po raz pierwszy okreslono wystepowanie gendw funkcjonalnych
zaangazowanych w degradacj¢ zwiazkow ropopochodnych w MFC (m.in. nahB, tmoF, ladA i
ahyA). Wykazanie ich obecnos$ci w warunkach bioelektrodegradacji rzuca nowe $wiatto na
molekularne mechanizmy sprzezenia degradacji weglowodorow z zewnatrzkomoérkowym
transferem elektronow.

W dalszej czesci pracy podjeto probe skalowania ukladow MFC oraz oceniono ich stabilnosé¢
podczas dtugotrwatej eksploatacji. Do badan wyselekcjonowano trzy najbardziej efektywne
konsorcja mikroorganizméw wzbogacone w uktadach MFC we wczesniejszym etapie. Wraz z
trzykrotnym zwiekszeniem powierzchni anody oraz czterokrotnym wzrostem objetosci
roboczej reaktora, odnotowano wzrost maksymalnej gesto§ci mocy o 42 %: z poziomu 18,3
W/m? do 26 W/m>. Wynik ten jest ponad 4-krotnie wyzszy od dotychczasowych doniesief
literaturowych dla systemoéw zasilanych ropa naftowa, zintegrowanych z produkcja
biosurfaktantoéw. Wykorzystanie techniki LC-MS/MS umozliwito identyfikacje profilu
biosurfaktantéw produkowanych in situ, natomiast analiza metagenomiczna potwierdzita
synergistyczne wspolistnienie taksonow egzoelektrogennych (Geobacter anodireducens,
Arcobacter faecis) z gatunkami odpowiedzialnymi za biodegradacj¢ weglowodorow i
biosyntezg zwigzkoéw 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  protokot  analizy @ LC-MS/MS  do  identyfikacji  ramnolipidow
w probkach anolitow. Na jego podstawie przeprowadzono analizy, ktoére wykazaty obecnos¢
jedenastu biosurfaktantoéw nalezacych do grupy mono- oraz diramnolipidéw. Przeprowadzone
profilowanie taksonomiczne wykazato, ze w spotecznosci anodowej dominowatl Pseudomonas
aeruginosa, znany ze zdolnosci do zewnatrzkomoérkowego transferu elektronow, produkcji
mediatorOw (np. piocyjaniny) oraz syntezy ramnolipidow. Obserwowana rdéznorodnosé
ramnolipidéw 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, Zze mikrobiologiczne ogniwa paliwowe stanowia
efektywng platforme do jednoczesnej biodegradacji zanieczyszczen hydrofobowych, produkcji
biosurfaktantow 1 wytwarzania energii elektrycznej. Rodzaj inokulum, potencjal anody oraz
charakter substratu determinujg zaréwno aktywnos$¢ egzoelektrogenna, jak 1 strukturg
spotecznosci mikroorganizméow a takze jej zdolnos¢ do biosyntezy surfaktantéw. Uzyskane
wyniki wnoszg istotny wklad w poznanie mechanizméw funkcjonowania spotecznosci
mikroorganizméw w obecnosci ztozonych weglowodorow oraz potwierdzaja wysokie
mozliwo$ci aplikacyjne technologii MFC w procesach bioremediacji oraz rozwoju
zrownowazonych technologii energetycznych.



