Politechnika Wroctawska

DZIEDZINA: NAUKI INZYNIERYJNO-TECHNICZNE
DYSCYPLINA: INZYNIERIA CHEMICZNA

ROZPRAWA DOKTORSKA

Bioelektrochemiczna stymulacja biodegradacji produktéw ropopochodnych

w ukladach bioelektrochemicznych

Bioelectrochemical stimulation of biodegradation of petroleum compounds in
bioelectrochemical systems

mgr inz. Bartosz Widera

Promotor gtéwny: Promotor pomocniczy:

dr hab. inz. Piotr Rutkowski, prof. PWr dr hab. inz. Grzegorz Pasternak, prof. PWr

Stowa kluczowe: biodegradacja, bioremediacja, ukiady bioelektorchemiczne,
mikrobiologiczne ogniwa paliwowe, zwiqzki ropopochodne

WROCLAW 2024



Spis tresci

I. STRESZCZENIE .........ccooiiiiii i 5
II. ABSTRACT ... a e e s sbre e e e 8
L. SPIS SKROTOW I SYMBOLI ......ccooooomiiiiimiiiieiiesesiesesieseseessseoesene 10
Iv. PRZEGLAD LITERATUROWY ..ot 14
4.1 Zanieczyszczenia ropopochodne w SrodowisKu ... 14
4.1.1  Zrédha zanieczyszczen ropopochodnych W STOdOWISKU ..........c.eveeveeiecrrieieicieieeiee e, 14
4.1.2  Klasyfikacja zanieczyszczen ropopochodnych........cccovieiiiiiiiiiicice e 14
4.1.2.1 Weglowodory alifatyCzne ........ccocviviiiiniiiiieiieiee e 15
4122 Weglowodory aromMatYCZNEC. ......eccveiviriieriiestiesiee ettt nreene e 16
4123 Weglowodory heteroCYKIICZNE ......cc.viiiiiiiiiieiieee e 16

4.1.3  Metody remediacji zwigzkoéw ropopochodnych w Srodowiskul .........ccccevviiiniiiiiiiniecneee, 17
4.13.1 MEtOdY FIZYCZNEC ... cvveiieeiiee ittt r e 17
4132 Metody ChEMICZINE .......ovireriiiriie e 17
4133 Metody DIOIOZICZIE......c.veviiiiriiii i e 17

4.14  Czynniki wplywajace na biodegradacje zwiazkoéw ropopochodnych........cccevviiniiiiinnennns 20
4.1.5  Wyzwania zwiazane z degradacja zwiazkow ropopochodnych ...........ccooviviiniininiiiniinnens 22
4.2 BIoSurfakKtanty ..........ccoooiiiiiiii 23
4.2.1  Rodzaje biosurfaktantOw ............ccooieiieiiiiiinie et 24
4.2.2  Wilasciwosci biosurfaktantOw ..o 26
4221 AKtyWNnOoS$E N GraniCy faZ ......ccviiuiiiiiiiiieiieieeie s 26
4222 Tolerancja na zmiang temperatury 1 PH......ccocveiiiiiiiiiicie e 26
4223 BiodegradoWalnosC ........ooviiiiiiiie e 27
4224 TOKSYCZNOSE ...t 27

4.2.3  Zastosowanie bioSurfaktantOw ...........cccoceiiiiiiiiiiiii e 27
423.1 BIOTE@MEAIACTA ...vevieieiee et 27
4232 Przemyst chemiczny i farmaceULYCZIY ........cccvvveriiirireiiiienine e 28
4233 Przemyst wydobyWCZy 1 NAftOWY .....coiviiiiiiiiiiieiiecce e 29

4.3 Uklady bioelektrochemiczne..................occoiiiiiiiiiiii 30
4.3.1  Mechanizmy transferu elektronéw przez elektroaktywne mikroorganizmy ............cccoeeerveenne. 31
43.2  Termodynamiczne aspekty strat w uktadach bioelektrochemicznych ..........ccccccoviiiininnenne. 32
433  Rodzaje ukladOw BES ..o s 34
4.3.4  Elementy DUAOWY ....cooviiiiiiiiiiiiieieee e 36
43.4.1 Elektroaktywny biofilm.........cccoiiiiiiiiicie e 37
4342 Materiaty elektrodowe anod 1 Katod ..........cooeiieiieiiniicicceee e 37
4343 MEMDBIANY 1 SEPATALOTY ....vvereerieriiere st sreesreesre e e e sreesreesre e sne e nneesreenre e nnneas 38

4.3.5  Pozostale czynniki wplywajace na wydajno$¢ BES ... 38
4.3.5.1 PH TOZEWOTU ..o s 39
4352 TeMPETatura PrOCESU .....ccuiiiiiiiiiii i e e 39
4353 Przewodno$¢ eleKtrolitl.........coiiviiiiiiiiicie i 39

4.3.6  Wplyw biosurfaktantoéw na wydajnos¢ energetyczng .......ccocvvvevvevieiiiininisinieeie s 40
4.3.7  Zastosowanie ukladow bioelektrochemicznych w bioremediacji..........ccoovvvvriviviiniiiniennnnns 41

str. 2



V. CELE I ZAKRES PRACY ..o 44

VI. METODYKA BADAWCZA .......ooooiiiiiiiiiiiee e 46
6.1 Srodowiska MIKIODIOIOICZIE ..................c.coveveeveieieieeiee e ies e esses s 46
6.2 Sklad pozywek mikrobiologicznych.................ccoocooiiiiiii 47
6.3 Uzyte materialy i konfiguracja reaktorow ..................cccccoiiiiii 48
6.4 Pomiary elektrochemiczne....................ccooiiiiiiiii i 49
6.4.1  Woltamperometria lINIOWa. ........cccveriiiiiiiiiinie e 49
6.4.2  Woltamperometria CYKIICZNa .......ccocvviiiiiiiiiiiiic e 49
6.4.3  Elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna ..........cccecevieereeiieeneeneeineseseeseesee e 50
6.4.4  CRIONOAMPETOMETITA .. e.vviieeieesieesteeite et st e st et e bt et esseesbe e sbeeabeenneannessnesmeenneenreenbeenneanneas 50
6.4.5  Pomiary napi¢cia 0gniwa W CZasi€ IZECZYWISTYINL ..c.veeverivirerreerieesieenrearesresseesneesreesresnesnnens 50
6.5 Badanie wystepowania biosurfaktantow ..................ccccooiiiiiiin 51
6.5.1  Pecherzykowe pomiary napigcia pOWICIZCANIOWEEZO .......vevverierrieeriieniiere e 51
6.5.2  Pomiar Kata ZWIlZANIA........cciviiiiiiiiie ittt 51
6.5.1  Analiza otrzymanych probek biosurfaktantow ...........c.ccocviirieiierininneceee e 51
6.6 Analiza skladu chemicznego ................cccocooiiiiiiiii 53
6.6.1  Chemiczne zapotrzebowanie tlenu (ChZT) ......ccccooiriiiiiiiniic e 53
6.6.2  Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig mas (GC-MS) ........coovvvviiinincninennnn. 53
6.7 Analiza morfologiczna biofilmu ... 54
6.7.1  Mikroskopia fIUOTESCENCYJNA ... .eeiueiieiriiieitiestiete ettt sr e n e nnee s 54
6.7.2  Obrazowanie skaningowym mikroskopem elektronowym ..........ccccceevviiiiiinicninnicnienene 54
6.8 Analiza skladu mikrobiologicznego .................ccccooiiiiiiiiiii 54
6.8.1  EKStrakcja DINA ... .c.ooiiiiiiiieiie ettt ettt b e n et n et nb e b e neene s 54
6.8.2  Sekwencjonowanie genu 16S rRNA i analiza bioinformatyczna..........c.ccoeevvvenienienennennens 55
VII. WYNIKIIDYSKUSJA ... 56
7.1 Wplyw potencjalu anodowego na zalezno$¢ miedzy bioréznorodnos$cia a moca generowana
przez bakterie anodowe wzbogacone z gleby zanieczyszczonej zwiazkami ropopochodnymi .......... 56
7.1.1  Opis przeprowadzonego doSWIAdCZENIA .........cviieierriiiriiieee e 56
7.1.2  Analiza produkcji pradu elektrycznego w trakcie ekSperymentu ...........ccoeevevvereenieiennennens 57
7.1.3  Analiza pomiardw elektrochemicznych..........c.ccoooieiiiiiniiiiiiii e 59
7.1.4  Analiza spotecznosci drobnoustrojow w roztworze anolitu i na elektrodzie pracujacej......... 67
7.1.5  Analiza morfologiczna struktury wytworzonego w eksperymencie biofilmu ........................ 69
7.1.6  PodSumoOWanie i WIIOSKI ......ccieieiiiiiiiri it 71
7.2 Zwiekszenie wydajnosci bioelektrochemicznej degradacji ropy naftowej: wykorzystanie
materialow anodowych i zastosowanie enzymu 1akazy ................c.coccooiiiiiiini 72
7.2.1  Opis przeprowadzonego doSWIadCZENIa .........covverrierrieiiriiiie e 72
7.2.1  Analiza produkcji pradu elektrycznego w trakcie eksperymentu ...........ccoeevvvvervenvenenieninens 73
7.2.2  Analiza pomiardw elektrochemicznycCh..........cccooviiiiiiniiiii e 78
7.2.3  Analiza degradacji zwiazkow organicznych w trakcie eksperymentu..........c.cccoevenininnenene 80
7.2.4  Analiza przeprowadzonych pomiardw kata zwilzania...........cccceoeviiininiiiiiiiin 83



7.2.5  Analiza morfologiczna struktury wytworzonego w eksperymencie biofilmu ............cc..coc.ee.. 85
7.2.6  Podsumowanie 1 WNIOSKI .....ccccuviiiiiiiiiiiii i 87
7.3 Badanie Srodowisk mikrobiologicznych w poszukiwaniu konsorcjum degradujacego rope
naftowa przy jednoczesnej produkeji biosurfaktantOow ................cccoooviiiiiiiiie 88
7.3.1  Opis przeprowadzonego doSWIadCZeNIa .........ccveieiiriiiiriiiiiei e 88
7.3.2  Analiza produkcji pradu elektrycznego w trakcie eksperymentu ..........cc.ceevvverieninincnennnnn, 90
7.3.3  Analiza pomiarow elektrochemiCZnych.........ccccovveiiiiiiiiiiiiiiic e 97
7.3.4  Analiza degradacji zwiazkoéw ropopochodnych przez uktady bioelektrochemiczne ............. 112
7.3.5  POdSUMOWANIE 1 WIHOSKI ....eeveeieiiiiiiiite st st ettt sttt be et sbe et e sbe et eesbesnaesneas 118
7.4 Intensyfikacja produkcji zwiazkéw powierzchniowo czynnych w ukladach
bioelektrochemiCZnyCh ............cooviiiiiii s 120
7.4.1  Opis przeprowadzonego dOSWIAACZENIA ........vevvrvirieiee e 120
7.4.2  Analiza produkcji pradu elektrycznego w trakcie ekSperymentu ...........cevvevvervenenseeseeenne. 121
7.43  Analiza pomiardw elektrochemicznych..........cccooiiiiiiiiiiiiiiie e 123
7.4.4  Analiza degradacji zwiazkow ropopochodnych .........c.ccocviiiiiiiiiiiinncc 130
7.4.5  Analiza przeprowadzonych pomiaréw napigcia powierzchniowego ........ccocevvervvrinerennenn. 132
7.4.6  Analiza chemiczna otrzymanych produktow degradacji ropy naftowej .........cccoeevvrirvnnnne. 135
747  PodSUMOWANIE 1 WIHOSKI ...veeviiiiiiiiiiiiitiestiestee et ee st sttt et e sbeebe e bessaesreesbeeneeeeas 137
VIII. PODSUMOWANIE ...ttt 138
IX. DOROBEK NAUKOWY ..ottt 140
9.1 Publikacje NAUKOWE. ............cccooiiiiiiii 140
9.2 Wystapienia Konferencyjne.............cccooviiiiiiiiiiiii 140
9.3 Udzial w projektach i grantach naukowych.............ccccooiii e, 141
9.4 Pozostala dzialalno$¢é naukowa..................cooiiiiiiiii 141
X. BIBLIOGRAFTA ...t 142

str. 4



I. Streszczenie

Zanieczyszczenia ropopochodne stanowia powazne wyzwanie ekologiczne ze wzgledu
na ich toksyczno$§¢ oraz trudno$ci w naturalnym procesie degradacji. Wraz
z dynamicznym wzrostem globalnego zapotrzebowania na paliwa kopalne, znaczne ilo$ci
tych substancji trafiaja do atmosfery, wod i gleb. Ich rosngce st¢zenie w $rodowisku
wymaga opracowania nowych, bardziej efektywnych metod usuwania. Obecnie
w remediacji zanieczyszczen stosuje si¢ trzy gtowne podejscia: fizyczne, chemiczne
i biologiczne. Wykorzystujac zalety mikroorganizméw zdolnych do katalitycznej
redukcji zanieczyszczen w warunkach beztlenowych lub mikroaerofilnych oraz produkcji
pradu elektrycznego, uktady bioelektrochemiczne moga stanowi¢ atrakcyjng alternatywe
dla tradycyjnych metod. Dodatkowa korzys$cig tych systemow jest jednoczesna produkcja
pradu oraz zwigzkdw chemicznych, takich jak biosurfaktanty, co czyni je jeszcze bardziej
atrakcyjnymi w kontekscie efektywnej bioremediacji. Celem niniejszej rozprawy
doktorskiej byto zwigkszenie wydajnos$ci procesu degradacji zwigzkéw ropopochodnych
przy zastosowaniu uktadéw bioelektrochemicznych w postaci mikrobiologicznych ogniw

paliwowych.

Cze$¢ literaturowa ponizszej pracy obejmuje przeglad publikacji, monografii, aktow
prawnych, norm oraz patentdw. Opisano w niej problematyke zwigzang z remediacjg
zwigzkow ropopochodnych, wlasciwosci 1 zastosowanie biosurfaktantow w przemysle
i bioremediacji oraz przyblizono najwazniejsze aspekty dziatania uktadow
bioelektrochemicznych. Czg$¢ eksperymentalna sktadala si¢ z czterech doswiadczen,
w ktorych  wykorzystano rézne srodowiska mikrobiologiczne jako  Zrddla
mikroorganizméw zdolnych do degradacji zwigzkéw ropopochodnych oraz produkcji
pradu elektrycznego.

W pierwszym eksperymencie wykorzystano zewngtrzne potencjaty, aby przyspieszy¢
wzrost  spoleczno$ci  mikroorganizméw  pochodzacych z gleby miejskiej
zanieczyszczone] zwigzkami ropopochodnymi. W tym celu zaprojektowano
jednokomorowy uktad bioelektrochemiczny z poziomg katoda powietrzng oraz cigglym
mieszaniem. Przebadane zostaly trzy wartosci potencjatéw (-0,3 V; 0,0 V; +0,3 V
wzgledem Ag/AgCl), a nastepnie okreslono ich wplyw na tempo rozwoju biofilmu.
Eksperyment ten po raz pierwszy wykazat pozytywny wplyw potencjatu na dziatanie
uktadow bioelektrochemicznych, w ktérych jako Zrédlo wegla wykorzystano zwiazki
ropopochodne. Dodatkowo, wykazano silny wpltyw potencjalu anodowego na
roznorodno$¢ spolecznosci bakterii, wskazujac, ze spolecznosci o najwigkszej
réznorodno$ci byly najbardziej skuteczne w bioelektrochemicznej konwersji zwigzkow
ropopochodnych na energi¢ elektryczng. W eksperymencie udowodniono, ze negatywny
potencjat (-0,3 V wzgledem Ag/AgCl) mial korzystny wpltyw na produkcje pradu
elektrycznego w uktadach bioelektrochemicznych (BES) oraz promowatl wzrost bardziej
bior6znorodnego biofilmu anodowego.

W kolejnej czgéci pracy poroéwnano trzy roézne materialy anodowe: welng ze stali
nierdzewnej, gabke grafitowa oraz welon z widkna weglowego, analizujac ich wptyw na
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produkcje pradu elektrycznego. Dodatkowo zbadano wptyw kosubstratu, jakim byt octan
sodu, oraz enzymu lakazy na stopien degradacji skladnikéw ropy naftowej. Do
eksperymentu zastosowano szklany reaktor bateryjny, zawierajacy sze$¢ potogniw
anodowych, w celu zapewnienia identycznych warunkéw wzrostu biofilmu
elektroaktywnego na kazdym =z materiatdw anodowych. Eksperyment wykazat, ze
najbardziej wydajnym energetycznie materiatem anodowym byta welna ze stali
nierdzewnej, ktora charakteryzowala si¢ najwyzszymi warto$ciami gestosci pradu
W kazdym cyklu zasilania reaktora. Wysoka wydajno$¢ przypisano strukturze anody,
charakteryzujacej si¢ wigkszymi widknami wigkszymi przestrzeniami mig¢dzy nimi
W poréwnaniu do materiatdw weglowych. Ponadto stwierdzono, ze enzym lakazy
znaczaco zwickszat skuteczno$¢ degradacji zwigzkéw ropopochodnych.

W trzecim eksperymencie przetestowano dziewi¢¢ konsorcjow mikrobiologicznych,
pochodzacych z gleb $rodowisk antropogenicznych, gleb azjatyckich oraz ciekow
wodnych, pod katem produkcji pradu elektrycznego i degradacji sktadnikéw ropy
naftowej. W tym celu wykorzystano jednokomorowe mikrobiologiczne ogniwa paliwowe
z katodami powietrznymi. Przeprowadzono dwie serie pomiarowe, w ktorych jako zrodto
wegla zastosowano octan sodu w potaczeniu z ropa naftowg lub sama rop¢ naftowa.
Eksperyment wykazatl, ze konsorcja pochodzace z gleb charakteryzowaty si¢ wyzsza
produkcja pradu elektrycznego w porownaniu do konsorcjéw z ciekow wodnych.
Ponadto potwierdzono pozytywny wptyw kosubstratu, ktérym byt octan sodu, na wzrost
biofilmu elektroaktywnego, co przyczynilo si¢ do szybszej adaptacji konsorcjow
I produkcji pradu o wyzszych gestosciach mocy. W badaniach nad degradacja zwigzkow
ropopochodnych stwierdzono jednak, ze konsorcja zasilane wylacznie ropa naftowag
wykazywaly wyzszy stopien degradacji sktadnikéw ropy naftowej w poréwnaniu do
konsorcjow z dodatkowym kosubstratem. Na podstawie wynikdw wybrano trzy
konsorcja mikrobiologiczne do dalszych badan.

W  ostatnim eksperymencie przetestowano trzy wczesniej wybrane konsorcja
mikrobiologiczne: kanal $Sciekowy stacji paliw, separator zwigzkow ropopochodnych
oraz glebe azjatycka ze Sri Lanki. W ciggu dziewigciu miesigcy badah oceniono
wydajnos$¢ produkceji energii elektrycznej 1 degradacji zwigzkow ropopochodnych oraz
zidentyfikowano potencjalne produkty obnizajace napigcie powierzchniowe w ogniwach.
Zaprojektowano nowy typ ogniwa, skladajacy si¢ z jednej komory anodowej i dwoch
potaczonych katod powietrznych. Najwyzsza gesto$é mocy (221,68 mW-m™) oraz
wydajno$¢ kulombowska wynoszaca 55,28 + 9,01 % zaobserwowano dla konsorcjum
z kanatu $ciekowego stacji paliw. Podczas cykli zasilania kazdego z konsorcjow
mikrobiologicznych zaobserwowano spadek napigcia powierzchniowego. Dodatkowo,
badania anolitdw z ogniw potwierdzily obecno$¢ mono- i diramnolipidéw. Udowodniono
tym  obecno$¢  producentdow  biosurfaktantow  w badanych  spotecznosciach
mikrobiologicznych.

Wyniki badan przedstawionych w rozprawie doktorskiej dostarczajg informacje na temat
zastosowania uktadéw bioelektrochemicznych w bioremediacji zanieczyszczen
ropopochodnych. W trakcie badan wykazano, ze procesy zachodzace w tych uktadach
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moga prowadzi¢ do produkeji zwiazkéw powierzchniowo czynnych, takich jak mono-
I diramnolipidy. Otrzymane wyniki moga stanowi¢ podstawe dla przysztych badan oraz
wdrozen ukladow  bioelektrochemicznych, przyczyniajac si¢ do rozwoju
zrownowazonych i skutecznych metod bioremediaciji.
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I1.

Abstract

Petroleum-derived pollutants represent a significant ecological challenge due to their
toxicity and the difficulty of their natural degradation processes. Along with the dynamic
growth of global demand for fossil fuels, substantial quantities of these substances are
released into the atmosphere, water, and soil. Their increasing concentration in the
environment necessitates the development of new, more effective removal methods.
Currently, three main approaches are used in pollution remediation: physical, chemical,
and biological. By leveraging the advantages of microorganisms capable of both
catalytically reducing pollutants under anaerobic or microaerophilic conditions, and
generating electricity, bioelectrochemical systems may provide an attractive alternative
to traditional methods. An additional benefit of these systems is their simultaneous
production of electricity and chemical compounds, such as biosurfactants, making them
even more appealing in the context of efficient bioremediation. The objective of this
doctoral dissertation was to enhance the degradation efficiency of petroleum-based
compounds using bioelectrochemical systems in the form of microbial fuel cells.

The literature section of this dissertation includes a review of publications, monographs,
legal acts, standards, and patents. It describes issues related to the remediation of
petroleum-based compounds, the properties of biosurfactants, their industrial and
bioremediation applications, and highlights the key aspects of bioelectrochemical
systems. The experimental part consisted of four experiments that utilised different
microbial environments as sources of microorganisms capable of degrading petroleum-
based compounds and generating electricity.

In the first experiment, external potentials were used to accelerate the growth of microbial
communities derived from urban soils contaminated with petroleum-based compounds.
For this purpose, a single-chamber bioelectrochemical system with a horizontal air
cathode and continuous mixing was designed. Three potential values (-0.3 V, 0.0 V,
+0.3 V versus Ag/AgCl) were tested, and their effects on the biofilm development rate
were assessed. This experiment demonstrated, for the first time, the positive impact of
potential on the performance of bioelectrochemical systems using petroleum compounds
as acarbon source. Additionally, the anodic potential was shown to have a strong
influence on bacterial community diversity, indicating that the most diverse communities
were the most effective in bioelectrochemical conversion of petroleum compounds into
electrical energy. The experiment confirmed that a negative potential (-0.3 V versus
Ag/AgCl) positively influenced electricity production in bioelectrochemical systems
(BES) and promoted the growth of a more biodiverse anodic biofilm.

In the next part of the study, three different anode materials: stainless steel wool, graphite
sponge, and carbon fibre veil were compared to analyse their impact on electricity
production. The influence of a co-substrate, sodium acetate, and the enzyme laccase on
the degradation rate of petroleum components was also investigated. A glass battery
reactor containing six anode half-cells was used to ensure identical conditions for the
growth of electroactive biofilms on each anode material. The experiment showed that the
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most energy-efficient anode material was stainless steel wool, which exhibited the highest
current density values in each reactor fuelling cycle. Its high efficiency was attributed to
its structure, characterized by larger fibres and greater spaces between them compared to
carbon materials. Moreover, the enzyme laccase significantly enhanced the degradation
efficiency of petroleum compounds.

The third experiment tested nine microbial consortia from anthropogenic soils, Asian
soils, and watercourses for electricity generation and petroleum component degradation.
Single-chamber microbial fuel cells with air cathodes were used for this purpose. Two
series of measurements were conducted using sodium acetate combined with crude oil or
crude oil alone as the carbon source. The experiment showed that soil-derived consortia
generated more electricity than watercourse-derived consortia. Furthermore, sodium
acetate as a co-substrate positively influenced the growth of electroactive biofilms,
contributing to faster adaptation of the consortia and the production of higher power
densities. However, in studies on petroleum compound degradation, consortia supplied
exclusively with crude oil exhibited higher degradation rates compared to those
supplemented with a co-substrate. Based on the results, three microbial consortia were
selected for further research.

In the final experiment, three previously selected microbial consortia from a gas station
wastewater channel, a petroleum compound separator, and Asian soil from Sri Lanka
were tested. Over nine months, the efficiency of electricity production and petroleum
compound degradation was evaluated, and potential surfactant-lowering products in the
cells were identified. A new type of cell was designed, consisting of one anode chamber
and two connected air cathodes. The highest power density (221.68 mW-m™) and
coulombic efficiency (55.28 £ 9.01%) were observed for the consortium from the gas
station wastewater channel. During the fuelling cycles of each microbial consortium,
a reduction in surface tension was noted. Additionally, analyses of the anolytes confirmed
the presence of mono- and dirhamnolipids, demonstrating the existence of biosurfactant
producers in the studied microbial communities.

The findings presented in this doctoral dissertation provide insights into the application
of bioelectrochemical systems in the bioremediation of petroleum-derived pollutants. The
studies showed that the processes occurring in these systems can lead to the production
of surface-active compounds, such as mono- and dirhamnolipids. The obtained results
may serve as a foundation for future research and the implementation of
bioelectrochemical systems, contributing to the development of sustainable and effective
bioremediation methods.
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III. Spis skrotow i symboli

Skrot Znaczenie
Ag/AgCl Elektroda chlorosrebrowa
BES Uktady bioelektrochemiczne (z ang. bioelectrochemical systems)
BGR Bateryjny szklany reaktor (z ang. battery glass reactor)
BTEX Mieszanina lotnych weglowodoréw aromatycznych — benzenu,
toluenu i trzech izomer6éw ksylenu
CA Kwasy karboksylowe (z ang. carboxylic acids)
CE Wydajno$¢ kulombowska (z ang. coulombic efficiency)
ChZT Chemiczne zapotrzebowanie na tlen
CMC Krytyczne stezenie micelizacji (z ang. critical micelle
concentration)
CVv Woltamperometria cykliczna (z ang. cyclic voltammetry)
DET Bezposredni transfer elektronow (z ang. direct electron transfer)
EET Zewnatrzkomorkowy transport elektrondw (z ang. extracellular
electron transfer)
EIS Elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (z ang.
electrochemical impedance spectroscopy)
sEMF Sita elektromotoryczna ogniwa (z ang. electromotive force)
EPS Pozakomorkowe substancje polimerowe (z ang. extracellular
polymeric substances)
FM Mikroskop fluorescencyjny (z ang. fluorescence microscope)
GC-MS Chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometrig mas
LSV Woltamperometria liniowa (z ang. linear sweep voltammetry)
MEC Mikrobiologiczne ogniwo elektrolizy (z ang. microbial
electrolysis cell)
MET Posredni transfer elektronow (z ang. mediated electron transfer)
MFC Mikrobiologiczne ogniwo paliwowe (z ang. microbial fuel cel)
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MSM Roztwor soli mineralnych (z ang. mineral salt medium)
OCP Potencjal obwodu otwartego (z ang. open circuit potential)
oCcv Napiecie obwodu otwartego (z ang. open circuit voltage)
Oo/W Emulsja oleju w wodzie
SCE Standardowa elektroda kalomelowa (z ang. saturated calomel
electrode)
SDS Dodecylosiarczan sodu (z ang. sodium dodecyl sulfate)
SEM Skaningowy mikroskop elektronowy
SHE Standardowa elektroda wodorowa
SPE Ekstrakcja do fazy statej (z ang. solid phase extraction)
ST Napiecie powierzchniowe (z ang. surface tension)
TPH Suma weglowodorow ropopochodnych (z ang. fotal petroleum
hydrocarbons)
WWA Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
W/0O Emulsja wody w oleju
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Symbol Znaczenie Jednostka
A Pole powierzchni cm’
AC Zmiana stezenia substratu w cyklu %
b Liczba elektronéw odpowiadajacych substratowi
es przypadajaca na mol tlenu
to$¢ chemi
ChzT, Poczatkowa war 03¢ chemicznego mg - L1
zapotrzebowania na tlen
ChaT, Koncowa warto$¢ chemicznego zapotrzebowania mg - L1
na tlen
Deg Stopien °lub Deg
Eanoay Potencjal anody V
Exatody Potencjat katody V
Eems Potencjal ogniwa (EMF) V
F Stata Faradaya C -mol™?1
1 Nat¢zenie pradu A
M Masa czasteczkowa substratu g -mol™!
Liczba elektronéw przeniesionych w trakcie
n . -
reakcji
oCY Napigcie obwodu otwartego (z ang. open circuit V
voltage)
P Moc w
1 Iloraz reakcji lub stata rownowagi mol - dm™3
R Uniwersalna stata gazowa J-mol - K71
Renar Zmiana chemicznego zapotrzebowania na tlen %
R, Rezystancja aktywacji Q
R, Rezystancja anody Q
R, Opor catkowity uktadu Q
R¢ Rezystancja katody Q
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R, Rezystancja transferu tadunku Q
Rezystancja sumy sktadnikéw — oporow
Ry+Ee . . . Q
membrany i opordéw elektrolitu
Ronm Rezystancja omowa Q
Ryew Optymalny opor wewnetrzny Q
R,ew Opor zewngtrzny Q
o7 Napigcie powierzchn.iowe (z ang. surface p—
tension)
T Temperatura °Club K
U Napigcie V
V Objetos¢ L lub dm’
Van Objetos¢ cieczy w przedziale anodowym dm’
Zim Impedancja urojona Q
Zre Impedancja rzeczywista Q
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IV. Przeglad literaturowy
4.1 Zanieczyszczenia ropopochodne w Srodowisku

Zwiazki ropopochodne wprowadzone do s$rodowiska zmieniaja jego charakter.
Weglowodory niszczg strukture lub hamujg rozwo6j wielu gatunkéw drobnoustrojow,
zmieniajac przy tym sposob funkcjonowania ekosystemow [1]. Zanieczyszczenia te majg
réwniez znaczacy wplyw na rozwdj roslin. Duza toksyczno$¢ wielu zwigzkow zawartych
w ropie naftowej moze powodowaé obumieranie korzeni ro$lin, ograniczajgc przy tym
ich dostegp do wody i1 soli mineralnych zawartych w glebie. Skutkiem takich
zanieczyszczen jest znaczace pogarszanie si¢ wzrostu roslin i jakosci wytwarzanych
przez nie plonow [2]. W przypadku braku funkcjonowania podstawowych producentow
w ekosystemie, ograniczona zostaje mozliwo$¢ utrzymywania wyzszych form zycia
takich jak ptazy, gady czy ssaki.

Niektore zwigzki ropopochodne zostaly sklasyfikowane jako rakotworcze [3].
Dodatkowo wiasciwosci fizykochemiczne tych zwigzkow sprawiaja, ze sg one tatwo
rozprzestrzeniane w Srodowisku — potwierdza to ich obecno$¢ w powietrzu, glebie
1 zbiornikach wodnych. Takie zanieczyszczenia moga negatywnie wplywaé na
srodowisko w sposdb posredni (poprzez akumulacje w glebie wodach gruntowych) lub
bezposredni (oddzialujac na zywe organizmy) [4]. Ze wzgledu na hydrofobowy charakter
1 wysoka stabilno$¢ w srodowisku naturalnym, zwigzki ropopochodne akumulowane sa
w tkankach tacznych oraz w narzadach takich jak watroba i nerki [5].

4.1.1 Zrédla zanieczyszczen ropopochodnych w $rodowisku

Wraz z szybkim wzrostem globalnego zapotrzebowania na paliwa kopalne duze ilosci
weglowodoréw ropopochodnych przedostaja si¢ do atmosfery, wod 1 gleb. Najwazniejsze
emisje tych zwigzkdw zwigzane sa z przypadkowymi wyciekami mieszanin substancji
chemicznych takich jak olej napgdowy, benzyna i smary [6]. Dodatkowo negatywne
dziatania antropogeniczne, takie jak spust do rzek i jezior $ciekow komunalnych oraz
przemystowych, nadmierne wydobycie paliw kopalnych, transport, niewtasciwe
sktadowanie zanieczyszczan oraz dziatalno$¢ przemystu naftowego na ladzie i na morzu,
powoduja wzrost poziomu zanieczyszczania Srodowiska [7].

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) sa wysoce niebezpieczne.
Niektore z tych zwigzkow zostaly uznane za toksyczne, teratogenne, powodujace $mierc
lub mutacj¢ w procesie akumulacji w tkankach [8]. Dlatego remediacja zanieczyszczen
weglowodorowych ma ogromne znaczenie dla $rodowiska ekologicznego,
bezpieczenstwa zywnosciowego 1 zdrowia ludzkiego.

4.1.2 Klasyfikacja zanieczyszczen ropopochodnych

Zanieczyszczenia ropopochodne stanowig ztozong mieszaning zwigzkow chemicznych.
Zwiazki te zwykle uwalniane sa do $rodowiska w postaci mieszaniny skladajacej si¢
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z weglowodorow  alifatycznych, cyklicznych, aromatycznych oraz zwigzkow
heterocyklicznych, zawierajacych czasteczki tlenu, siarki, azotu i metali. Substancje te
oddziatuja w rézny sposdb na $rodowisko w zalezno$ci od ich masy czasteczkowej,

struktury 1 wtasciwosci [9].
ZANIECZYSZCZENIAROPOPOCHODNE
WEGLOWODORY WEGLOWODORY HETEROCYKLICZNE
) ) ¥ ¥ 1

ALIFATYCZNE CYKLICZNE AROMATYCZNE SIARKOWE AZOTOWE TLENOWE
€y — Ceo Cykloalkany (CeHs )y < 8% < 1% < 3%
~25% ~17% ~50%

0 T oo @
AN uo
Mcr“q Lo

Rysunek 1 Klasyfikacja zanieczyszczen ropopochodnych wystepujgcych w srodowisku.

4.1.2.1 Weglowodory alifatyczne

Weglowodory alifatyczne to grupa zwiazkéw o budowie lancucha prostego,
rozgatezionego lub cyklicznego. Zwiazki te moga by¢ nasycone lub nienasycone.
Nasycone weglowodory nazywane sg alkanami (lub parafinami), ich wzorem og6lnym
jest CnHon+2, gdzie n oznacza liczbe atomoéw wegla polaczonych wigzaniem
pojedynczym. Alkany moga mie¢ budowe prostolancuchowa lub rozgateziona, tworzaca
struktury izomerdw o innych wiasciwosciach fizykochemicznych w stosunku do
zwiazkdéw prostych o tym samym wzorze sumarycznym [10]. Weglowodory nasycone sa
na ogot bezbarwne, bezwonne, charakteryzuja si¢ niskg reaktywnoscig 1 tatwa
biodegradowalnoscig przez mikroorganizmy [11].

Cykloalkany (lub nafteny) r6znig si¢ od alkandw tym, ze ich atomy wegla sg potaczone,
tworzac jeden lub wigcej pierscieni. Wzor og6lny naftenow to CuHan. Cykloalkany maja
podobne  wlasciwosci  fizyczne 1 chemiczne  jak  alkany. = Zwiazki
o budowie jednopierscieniowej sg podatne na ataki nukleofilowe. Oznacza to, ze zwigzki
te s mniej stabilne 1 bardziej reaktywne niz zwykte alkany. Dodatkowa wiasciwoscig
cykloalkandw jest wzrost ich stabilno$ci wraz ze wzrostem liczby atomow wegla w ich
pierscieniach [10].

Alkeny s3 zbudowane z lancuchow prostych, rozgatgzionych lub cyklicznych.
W przeciwienstwie do alkanow i cykloalkanow, alkeny poza pojedynczymi wigzaniami
(o) maja wigzania podwojne (m). Dzigki takiej budowie alkeny sg bardziej aktywne
chemicznie niz alkany i cykloalkany [10]. Wz6r og6lny alkenow jest identyczny jak wzor
cykloalkanéw — CyHa2n. Zwigzki, w ktorych wystepuja wigzania potrojne (jedno ¢ oraz
dwa 1) pomiedzy atomami wegla, nazywa si¢ alkinami.
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4.1.2.2 Weglowodory aromatyczne

Zwiazki aromatyczne to grupa zwigzkéw nienasyconych ze wzgledu na obecnos$¢ co
najmniej dwoch wigzan podwdjnych sprzgzonych ze soba w celu utworzenia struktury
pierscieniowej. Weglowodory aromatyczne sg przedmiotem zainteresowania agencji
regulacyjnych ze wzgledu na swojg trwalo$¢ i1 toksyczne dziatanie w $rodowisku.
Podstawowym zwigzkiem aromatycznym jest benzen (wzér CeHg), ktory moze
wystepowa¢ pojedynczo lub jako czgs¢ wigkszych zwigzkow. Weglowodory
aromatyczne  mozna  podzieli¢ na  dwie  kategorie: = monoaromatyczne
1 wielopier$cieniowe.

Do podstawowych zwigzkdw monoaromatycznych =zalicza si¢ benzen, toluen,
etylobenzen 1 ksylen (BTEX z ang. benzene, ethylbenzene, toluene, xylene). Sa to
weglowodory aromatyczne tylko z jednym pierScieniem. Zwigzki te sg skladnikami
benzyny, paliw lotniczych 1 innych glownych produktow petrochemicznych.
Charakteryzuja si¢ wysoka rakotworczo$cia 1 neurotoksycznoscig [12,13].
Zanieczyszczenie wod gruntowych zwigzkami BTEX jest trudne do usunigcia, poniewaz
sa one umiarkowanie rozpuszczalne w wodzie (np. rozpuszczalno$¢ benzenu w wodzie
rowna jest 1780 mg-L™! w temperaturze pokojowej) i moga szybko dyfundowaé po
wprowadzeniu do warstwy wodono$nej. Benzen, jako przedstawiciel zwigzkow BTEX,
jest najtrwalszym ze zwigzkOéw monoaromatycznych [13].

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) sa grupg zwigzkow
aromatycznych o skondensowanych pierscieniach, ktorych podstawowa jednostka
budulcowg jest benzen. Przyktadowymi zwigzkami WWA sa: naftalen, fluoren, fenantren,
antracen 1 piren. WWA wystepuja naturalnie w ropie naftowej, ztozach wegla, osadach
morskich, glebie 1 wodach gruntowych [14].

WWA s3 zwigzkami hydrofobowymi o niskiej rozpuszczalnosci w wodzie oraz niskiej
stabilnosci termodynamicznej. W zwigzku z tym majg tendencje¢ do adsorpcji na
powierzchniach czastek 1 bakterii, a w $Srodowisku stanowig faz¢ niemieszajacy si¢
z woda. Wraz ze wzrostem masy czasteczkowej 1 liczby potaczonych pierscieni WWA
zmniejsza si¢ ich rozpuszczalno$¢ 1 lotno$¢. Ponadto sa one uznawane za wysoce
toksyczne 1 rakotworcze [8]. WWA s3a uznawane za jedne z trudniejszych w degradacji
zanieczyszczen srodowiska ze wzgledu na wysoka wewnetrzng stabilno$¢ chemiczna,
odpornos$¢ na rézne procesy transformacji [8]. Ze wzgledu na silne oddziatywanie WWA
na $rodowisko wprowadzono rygorystyczne przepisy w sprawie oczyszczania §ciekow
komunalnych i przemystowych oraz zwigzane z kontrolg ich emisji do srodowiska.

4.1.2.3 Weglowodory heterocykliczne

Weglowodory heterocykliczne sg cyklicznymi zwigzkami organicznymi, w ktorych co
najmniej jeden uktad cykliczny zawiera jeden lub wigcej atomow pierwiastkow innych
niz wegiel. Przyktadami takich pierwiastkow sa: azot, siarka, tlen i metale. Rodzaj
struktury pierScieniowe]j zalezy od liczby heteroatomdéw obecnych w pierScieniach.
Nazwy tych zwiazkéw 1 ich wiasciwosci zalezg od liczby atomow (od trzech do o$miu)
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tworzacych pierscienie [15,16]. Do przyktadowych zwiazkéw heterocyklicznych naleza:
pirol, dioksan, furan, pirydyna, furfural. W zaleznosci od rodzaju i charakteru zwigzkow
heterocyklicznych, moga one wystgpowac w formie nasyconej lub nienasyconej. Zwiazki
te sg wysoce reaktywne chemicznie i mikrobiologicznie [15].

4.1.3 Metody remediacji zwiazkéw ropopochodnych w $rodowisku

W obliczu wyzwan zwigzanych z wystepowaniem zanieczyszczen ropopochodnych
ro$nie  zapotrzebowanie na rozw0] nowych oraz usprawnienie obecnie
wykorzystywanych metod ich degradacji. Obecnie zaré6wno w przemysle, jak
1 w §rodowisku stosuje si¢ roznorodne metody remediacji. Mozna wyrdzni¢ trzy gltéwne
podejscia: metody fizyczne, chemiczne oraz biologiczne.

4.1.3.1 Metody fizyczne

Metody fizyczne obejmuja technologie odzyskiwania i ograniczania rozprzestrzeniania
zanieczyszczen. Ich celem jest wykorzystanie barier fizycznych do izolowania,
a nastgpnie oddzielania zanieczyszczen z gleby, osadow, wod powierzchniowych
1 gruntowych. Oczyszczanie fizyczne odbywa si¢ czgsto bezposrednio w miejscu
wycieku. Obejmuje rozne procesy, takie jak izolacja 1 zabezpieczenie gleby, odpienianie
wod powierzchniowych, ptukanie i ekstrakcja zanieczyszczen z gleby, adsorpcja na
weglu aktywnym [17].

4.1.3.2 Metody chemiczne

Metody oczyszczania chemicznego obejmujg technologie remediacji, w ktorych
wykorzystuje si¢ $rodki chemiczne do zatrzymywania, sekwestracji, wytracania,
zat¢zania 1 usuwania zanieczyszczeh z gleby, wod  powierzchniowych
1 gruntowych. Metody oczyszczania chemicznego obejmuja roéwniez remediacje
W miejscu zanieczyszczenia (in situ) przy uzyciu takich proceséw jak: stabilizacja,
zestalanie, immobilizacja, dyspersja, emulgowanie, dehalogenacja oraz utlenianie
ptynem nadkrytycznym [17].

4.1.3.3 Metody biologiczne

Usuwanie zanieczyszczen z gleb 1 wod przy pomocy mikroorganizméw lub
produkowanych przez nie zwigzkow chemicznych nazywa si¢ metodami biologicznej
remediacji. Dobér odpowiedniej metody biologicznej zalezy od rodzaju zanieczyszczenia
oraz jego lokalizacji. Dodatkowo czynnik doboru metody biologicznej zalezy od tego,
czy zanieczyszczony obszar ma w przysztosci zostaé poddany innym procesom
rekultywacji [18].

Biologiczne metody remediacji okazaty si¢ niezwykle skuteczne w przypadku remediacji
in situ oraz jako techniki wspomagajace remediacj¢ poza terenem rekultywacji (ex situ).
Metody te sa wykorzystywane w degradacji weglowodorow ropopochodnych do
zwigzkow prostych i nietoksycznych substancji bez dlugoterminowego niekorzystnego
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wptywu na $rodowisko [17]. Metody biologicznej remediacji wymagaja dtugiego okresu
oczyszczania, ktéry wynosi od kilku miesigcy do kilku lat.

Metody biologiczne obejmujg takie techniki jak: bioremediacja, biostymulacja,
bioaugmentacja, biowentylacja, biotransformacja, odpowiednia uprawa gruntow,
kompostowanie, wermiremediacja, mykodegradacja, fitoremediacja [17].

Mechanizm degradacji zwigzkow ropopochodnych przez mikroorganizmy

Mechanizm degradacji zwigzkow ropopochodnych przez mikroorganizmy jest procesem
ztozonym, skladajacym si¢ z wielu etapow. Degradacja weglowodoréw moze zachodzi¢
zardwno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych [19]. Na rysunku 2 przedstawiono
jeden z mozliwych sposobow degradacji weglowodoréw przez mikroorganizmy
w warunkach tlenowych [19,20]. Weglowodory ropopochodne zostaja wstepnie utlenione
w reakcjach enzymatycznych, ktore sa katalizowane przez oksygenazy i peroksydazy.
Nastepnie tak utlenione zwiazki sa wstepnie degradowane do produktéw posrednich
w trakcie reakcji metabolicznych wewnatrz bakterii. Tak przygotowane zanieczyszczenia
przeksztatcane s3 krok po kroku w produkty posrednie centralnego metabolizmu
posredniego, na przyktad cykl kwasow trojkarboksylowych (Cykl Krebsa). Biosynteza
biomasy komodrkowej zachodzi z gtéwnych metabolitoéw prekursorowych, na przyktad
acetylo-CoA, bursztynianu, pirogronianu. Cukry niezbedne do réznych biosyntez
1 wzrostu sg syntetyzowane w procesie glukoneogenezy [20].

WEGLOWODORY ROPOPOCHODNE

|
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ENZYMATYCZNE
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Rysunek 2 Schemat mikrobiologicznego procesu degradacji weglowodorow ropopochodnych
w warunkach aerobowych.

Biodegradacja tlenowa zwigzkéw aromatycznych odbywa si¢ poprzez utlenianie
pierScienia enzymami oksygenazy, a nastgpnie rozszczepianie go na mniejsze elementy.
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Zwiazki poliaromatyczne o niskiej masie czasteczkowej moga by¢ transformowane do
trans-dihydrodioli przez bakterie, takie jak Mycobacterium sp. przy uzyciu
monooksygenazy cytochromu P450 [21]. Grzyby natomiast utleniaja WWA do chinonow
1 pochodnych fenolowych poprzez dziatanie peroksydazy. Enzymy wykorzystujg tlen
czasteczkowy do utleniania tych substratow, co prowadzi do hydroksylacji
pierscieniowej. Grzyby maja tendencj¢ do biodegradacji wigkszosci weglowodorow
aromatycznych szybciej niz bakterie [22,23]. Tworza one posrednio utlenione produkty,
ktoére moga by¢ dalej utleniane przez bakterie [24]. Jednakze grzyby maja niska zdolnos¢
konkurencyjng (zwlaszcza po wprowadzeniu do naturalnego ekosystemu) oraz dluzszy
czas aklimatyzacji niz bakterie [25].

W przeciwienstwie do biodegradacji tlenowej, biodegradacja beztlenowa zachodzi
gléwnie w obecnosci azotandw, siarczanow, zelaza lub metanogenow [26,27]. Zwigzki te
stanowig koncowy akceptor elektronow, ktorym w przypadku biodegradacji tlenowej byt
tlen. Przyktadem bakterii degradujacych zwigzki ropopochodne w warunkach
beztlenowych s3a mikroorganizmy redukujace siarczany, ktore degraduja zaro6wno
weglowodory alifatyczne, jak i1 aromatyczne [26,28]. Biodegradacje beztlenowa
zwigzkow aromatycznych obserwuje si¢ rowniez u fakultatywnych beztlenowcow przy
wykorzystaniu azotanéw [29]. Bakterie redukujace zelazo, uczestniczace w procesie
beztlenowej degradacji zwigzkéw organicznych, moga rozklada¢ szeroka game
substancji zanieczyszczajacych srodowisko [30]. Biodegradacja beztlenowa z udziatem
metanogenow jest procesem wymagajacym termodynamicznie. Jest ona prowadzona
przez konsorcja syntroficzne sktadajace si¢ z beztlenowcow 1 metanogenow
rozktadajagcych WWA [31,32].

ADP BAKTERIE REDUKUJACE METAL
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Rysunek 3 Schemat mozliwych reakcji anaerobowych degradacji  weglowodorow
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ropopochodnych.
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Bioremediacja mikrobiologiczna

Bioremediacja weglowodorow ropopochodnych przy uzyciu mikroorganizmoéw jest
badana i wykorzystywana od 1940 roku. Niektore bakterie i grzyby wystepujace
naturalnie w glebie sa zdolne do degradacji weglowodorow ropopochodnych.
Zanieczyszczenia te sg usuwane lub neutralizowane do nietoksycznych i prostszych
zwigzkow, takich jak tlenek wegla (IV) i woda. Mikroorganizmy podczas procesoOw
degradacji tych zwigzkdéw wykorzystuja niektore z nich jako sktadniki odzywcze [33,34].
Metoda ta jest tatwa do kontrolowania, przyjazna dla §rodowiska oraz niskokosztowa.
Przed przystapieniem do bioremediacji wazne jest, aby oceni¢ parametry ograniczajace,
ktore moga wplywa¢ na skuteczno$¢ procesu. Weglowodory alifatyczne s3 latwiej
rozktadalne przez mikroorganizmy, podczas gdy weglowodory
o dlugim i1 rozgatezionym lub cyklicznym tancuchu sg bardziej odporne na bioremediacje
[35]. Mikroorganizmy degradujace weglowodory wykorzystuja zwiagzki wegla do
wzrostu, rozmnazania oraz jako zrédlo energii. Pseudomonas sp. sa przyktadem
wyizolowanych bakterii degradujacych weglowodory ropopochodne [36]. Ponadto
gatunki grzybow, takie jak Penicillium, Fusarium i Rhizopus, zostaly wyizolowane i sg
wykorzystywane w bioremediacji gleby i osadow zanieczyszczonych weglowodorami
ropopochodnymi [37]. W celu zwigkszenia wydajnosci procesu degradacji zwigzkow
ropopochodnych, mikroorganizmy moga wytwarza¢é nowe substancje posredniczace
w procesie degradacji, takie jak enzymy lub biosurfaktanty [20,38].

4.1.4 Czynniki wplywajace na  biodegradacje zwigzkow
ropopochodnych

W literaturze okreslono wiele czynnikow limitujacych efektywno$¢ biodegradacji. Do
najwazniejszych zaliczane sg: sktad chemiczny zanieczyszczenia, temperatura oraz
wystepowanie dodatkowych substancji odzywczych [20]. Sklad zanieczyszczen
ropopochodnych jest najwazniejszym parametrem wplywajacym na przebieg procesu.
Lzejsze weglowodory (alifatyczne) ze wzgledu na ich stosunkowo niska mase
czasteczkowa wykazuja szybsza degradacje niz weglowodory aromatyczne, takie jak
zwigzki BTEX 1 WWA [20]. Temperatura jest czynnikiem wptywajacym zaréwno na
efektywnos¢ reakcji chemicznych zwigzanych z degradacja zwiazkéw ropopochodnych,
jak 1 na rozw6j mikroorganizméw. Przykladowo, w niskiej temperaturze zwigksza si¢
gestos¢ roztworu weglowodoréw, a zmniejsza lotno$¢ zwigzkéw o niskiej masie
czasteczkowej. Wplywa to zaré6wno na dostepno$¢ weglowodorow dla
mikroorganizmow, zwigkszajac przy tym czas potrzebny na ich degradacje, jak
1 efektywnos¢ calego procesu [39].
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CZYNNIKIWPEYWAJACE NA
BIODEGRADAC)E ROPOPOCHODNYCH
m CZYNNIKI BIOLOGICZNE

¢ sktad chemicznyiwtasnosci Sktad spotecznosci
fizkochemiczne zanieczyszczen mikrobiologiczneji

* temperatura procesu wystepujgce w niej:

* dostepnosétlenu * bakterie,

+ dostepnos$é sktadnikéw * grzyby,
odzywczych * algii,

+ stezenie jonéwwodorowych (pH) * pierwotniaki.

* wilgotnosé gleby

* zasolenie

* cisnienie

Rysunek 4 Wykaz czynnikow srodowiskowych wplywajgcych na szybkos¢ biodegradacji zwigzkow
ropopochodnych w Srodowisku naturalnym.

Temperatura wplywa rowniez na rozpuszczalno$¢ weglowodorow w roztworach
wodnych [39,40]. Chociaz degradacja weglowodoréw moze by¢ przeprowadzana
w réznych temperaturach, to w niskich temperaturach proces ten spowalnia. Podczas
degradacji ropopochodnych odnotowano podwyzszong aktywno$¢ mikroorganizmow
w Srodowiskach psychrofilnych w regionach umiarkowanych [41]. W literaturze
okreslono optima temperaturowe dla degradacji ropopochodnych w glebie (30-40°C),
srodowisku wody stonej (10-20°C) i stodkiej (15-20°C) [42]. Temperatura otoczenia
wplywa zard6wno na wlasciwos$ci zanieczyszczen, jak 1 aktywno$¢ mikrobiologiczng.

Stezenie zwigzkow azotu, fosforu oraz zelaza w srodowisku ma wplyw na biodegradacje
[39]. Niektore z tych zwigzkéw stanowig sktadniki odzywceze, podczas gdy inne moga
hamowa¢ rozwdj) mikroorganizmow. Podczas wyciekdéw ropy naftowej w srodowiskach
morskich 1 stodkowodnych wzrasta dostgpnos¢ wegla, natomiast niedobor jondw azotu
1 fosforu staje si¢ czynnikiem ograniczajacym degradacje zanieczyszczen [43]. Tereny
podmokte stodkowodne 1 Srodowiska morskie sg uwazane za wyjatkowo ubogie
w skladniki odzywcze, co wynika z obecnosci wielu gatunkéw roslin oraz ich
zapotrzebowania na te sktadniki [44]. Dlatego w celu zwigkszenia wydajnosci degradacji
konieczne jest suplementowanie niektorych sktadnikow odzywczych do srodowiska [45].
Z drugiej strony, nadmierne stezenie niektdrych sktadnikéw odzywczych moze hamowacé
aktywnos$¢ mikroorganizméw, co wpltywa negatywnie na degradacj¢ zanieczyszczen.
Wysokie stezenia jondw azotowych, fosforowych i zelaza mogg mie¢ negatywny wplyw
na biodegradacje weglowodoréw [46] w szczegolnosci aromatycznych [47].

str. 21



4.1.5 Wyzwania zwiazane z degradacja zwiazkow ropopochodnych

Zanieczyszczenia ropopochodne sg trudne do degradacji, przez co utrzymujg si¢ przez
dluzszy czas, szkodzac ekosystemowi. Biodegradowalnos¢ weglowodorow stanowi
wyzwanie rowniez ze wzgledu na ich niskg biodostepnos¢ dla drobnoustrojow,
wynikajagcg z wilasciwosci  hydrofobowych 1 nierozpuszczalnosci w  wodzie.
W eksperymentach ~ laboratoryjnych, w zaleznosci od  uzytych  substratow
1 mikroorganizmdw, mozliwe jest osiggniecie wydajnosci degradacji siegajgcej nawet
90 % zwiazko6w ropopochodnych zawartych w zanieczyszczeniu [48—50].

Bioremediacja nie jest uniwersalng metoda oczyszczania §rodowiska z zanieczyszczen
ropopochodnych. W wielu przypadkach konieczne jest zastosowanie uzupetiajacych
proceséw chemicznych oraz fizycznych. Dodatkowe modyfikacje kazdej metody rzutuja
bezposrednio na koszt przeprowadzenia procesu. Obnizenie kosztow bioremediacji
zwigkszyloby atrakcyjnos¢ procesu, co skutkowatoby zwiekszeniem ochrony zasobow
naturalnych i ekosystemu. Istnieje mozliwos$¢ zastosowania symulacji numerycznych,
ktore pozwalajg okresli¢ przyblizong wydajnos¢ procesow. Zabiegi te wymagaja jednak
zrozumienia wielu zalezno$ci panujagcych w  ekosystemie [51]. Dodatkowo,
kazdorazowemu zastosowaniu produktéw mikrobiologicznych powinno towarzyszy¢
doktadne zrozumienie potencjalu zagrozen i korzys$ci wynikajacych z zastosowanych
metod.

Istnieje mozliwo$¢ zwickszenia wydajnosci bioremediacji poprzez zastosowanie
dodatkowych enzymoéw, no$nikéw enzymatycznych lub wprowadzenie zmutowanych
szczepow mikrobiologicznych do srodowiska. Powierzchnia tlenku zelaza moze dziataé
jako materiat no$nikowy dla enzymu, zapewniajac stabilne §rodowisko 1 poprawiajac
wydajnos¢ reakcji [52]. Tak uruchomiony enzym mozna fatwo oddzieli¢ od mieszaniny
reakcyjnej, co pozwala na tatwe usunigcie substancji zanieczyszczajacej, a takze
ponowne uzycie enzymu [53]. Na szybkos¢ hydrolizy wplywaja takze interakcje
molekularne pomigdzy katalitycznymi cze$ciami aminokwasow a czasteczkami ligandow
w miejscach aktywnych [54]. Dodatkowo, enzymy, takie jak monooksygenazy
1 hydrolazy mogg zwigksza¢ potencjatl utleniajgcy procesu bioremediacji wgglowodorow,
takich jak pireny, benzopiren, fenantren, naftalen oraz ich pochodne [55,56]. Modyfikacja
genu syntezy bursztynianu benzylu moze nasila¢ degradacje toluenu i ksylenu [57].
Kazda dodatkowa modyfikacja moze wplyna¢ na przebieg reakcji enzymatycznej,
zmieniajgc szybkos¢ bioremediacji i skuteczno$¢ procesu [58,59].
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4.2 Biosurfaktanty

Biosurfaktanty to zroznicowana strukturalnie grupa substancji powierzchniowo czynnych
wytwarzanych przez mikroorganizmy. Zwiazki te majg charakter amfifilowy; zbudowane
sg z dwoch czesci, tj. grupy polarnej (hydrofilowej) oraz grupy niepolarnej
(hydrofobowej). Grupa hydrofilowa sktada si¢ z mono-, oligo-, polisacharydow,
peptydow lub bialek, podczas gdy grupa hydrofobowa zawiera zwykle nasycone
1 nienasycone reszty kwasow thuszczowych lub alkoholi [60]. Wspotczynnik krytycznego
stezenia miceli (CMC z ang. critical micelle concentration) jest powszechnie stosowany
do pomiaru skuteczno$ci $rodka powierzchniowo czynnego. Okresla on stezenie
surfaktantu, przy ktorym roztwor zostaje nasycony czgsteczkami srodka powierzchniowo
czynnego, a nastepnie zaczynaja tworzy¢ si¢ micele. Skuteczne biosurfaktanty
charakteryzuja si¢ niskim CMC, co oznacza, ze do zmniejszenia napigcia
powierzchniowego wymagane jest nizsze stezenie biosurfaktantow [60].

GRUPA
HYDROFILOWA { \‘ chMe
&

GRUPA _
HYDROFOBOWA

napiecie powierzchniowe

— 1

stezenie biosurfaktantéw

Rysunek 5 Schemat budowy biosurfaktantu oraz wplyw jego stezenia na napiecie powierzchniowe
roztworu.

Ze wzgledu na swoja amfifilowa strukture biosurfaktanty zwiekszaja powierzchnig
hydrofobowych substancji nierozpuszczalnych w wodzie, zwigkszajac takze ich
biodostepnos¢. Ich aktywno$¢ na granicy faz sprawia, ze zwigzki te sg doskonatymi
emulgatorami, Srodkami pienigcymi oraz dyspergujacymi [61]. Biosurfaktanty moga
rowniez zosta¢ wbudowane w btong¢ komorkowa mikroorganizméw, tworzac na ich
powierzchni cienkg warstwe ulatwiajaca kontakt pomigdzy komorkami, strukturami oraz
materialami [62]. W porownaniu do swoich komercyjnych odpowiednikow
biosurfaktanty posiadajg wiele zalet: wysoka aktywno$¢ na granicy faz, mozliwos¢
uzycia w zmiennych warunkach temperaturowych 1 pH, niskg toksyczno$¢
1 przyjaznos¢ dla srodowiska [63]. Produkcja tych zwiazkow mozliwa jest przy
wykorzystaniu substratow odpadowych z roznych gatezi przemystu, co pozwala nie tylko
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na zmniejszenie kosztow procesu produkcji biosurfaktantow, ale réwniez ograniczenie
emisji zanieczyszczen [64].

Ze wzgledu na swoje wtasciwosci biosurfaktanty znajduja szerokie zastosowanie w wielu
gateziach przemystu, takich jak: rolnictwo, produkcja zywnosci, chemia, kosmetyki,
farmaceutyka, gérnictwo oraz w procesach remediacji.

4.2.1 Rodzaje biosurfaktantow

W przeciwienstwie do syntetyzowanych w przemysle $rodkow powierzchniowo
czynnych, ktore sg klasyfikowane na podstawie ich dysocjacji w wodzie, biosurfaktanty
podzielono wedlug skltadu chemicznego, masy czasteczkowej, wlasciwosci
fizykochemicznych, sposobu dziatania oraz pochodzenia mikrobiologicznego.
Gléwnymi grupami biosurfaktantow sa zwiazki o niskiej masie czasteczkowej, takie jak
glikolipidy, lipopeptydy, fosfolipidy oraz zwiazki o duzej masie molekularnej w tym
polimerowe biosurfaktanty [65].

Przyktadem najdoktadniej opisanej w literaturze grupy biosurfaktantow sg glikolipidy.
Ich czasteczki sktadaja si¢ z czesci lipidowej (sfingozyny lub kwasow tluszczowych),
oraz cukrowej (najczesciej galaktoza lub glukoza). Potaczenie odbywa si¢ za pomoca
grupy eterowej lub estrowej. Wsrod glikolipidéw najbardziej znane sg ramnolipidy,
trehalolipidy 1 soforolipidy.

Lipopeptydy sktadaja si¢ z kwasow tluszczowych przytaczonych do tancucha
aminokwasow. Surfaktyna, wytwarzana przez Bacillus subtilis, jest jednym z lepiej
opisanych w literaturze lipopeptydow. Ten anionowy cykliczny zwigzek sklada si¢
z heptapeptydu potaczonego z B-hydroksykwasem tluszczowym. Surfaktyna zmniejsza
napiecie powierzchniowe wody z 72 mN-m™!' do 27 mN'-m™!, co czyni ja jednym
z najsilniejszych biosurfaktantéw [66].

Fosfolipidy wraz z towarzyszacymi im kwasami tluszczowymi produkowane sg przez
niektore z bakterii 1 drozdze w trakcie utleniania n-alkandéw. Zwigzki te moga tworzy¢
stabilne emulsje olej w wodzie (o/w) oraz woda w oleju (w/o0) zaleznie od wbudowanych
w nie grup funkcyjnych [67]. Ponadto fosfolipidy moga znaczaco skracaé czas adaptacji
spoteczno$ci mikroorganizméw osadowych w trakcie masowego zanieczyszczenia ropa
naftowg [68].

Biosurfaktanty polimerowe sg zwigzkami o duzej masie czasteczkowej. Przyktadami tych
zwigzkow sa emulsan, liposan, lipomanan, alasan i inne kompleksy polisacharydowo-
biatkowe [62], ktore charakteryzuja si¢ wysokim stopniem emulgacji weglowodorow
w roztworach wodnych. Emulsan tworzy stabilng emulsje weglowodorow juz przy
niskim st¢zeniu od 0,01 % do 0,001 %, co odpowiada stosunkom emulgatora do
weglowodoru 1:100-1:1000 [69].

Glowng cecha biosurfaktantéw niskoczasteczkowych jest skuteczne obnizanie napigcia
powierzchniowego 1 migdzyfazowego, natomiast biosurfaktanty wielkoczasteczkowe
skuteczniej stabilizuja emulsje typu o/w [70]. Wigkszo$¢ biosurfaktantow jest anionowa
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lub oboje¢tna, a hydrofobowa czg$¢ czasteczki opiera si¢ na dtugotancuchowych kwasach
thuszczowych lub pochodnych kwaséw tluszczowych, podczas gdy cze¢s¢ hydrofilowa
moze by¢ weglowodanem, aminokwasem, fosforanem lub cyklicznym peptydem.
W tabeli 1 przedstawiono przyktady kilku biosurfaktantow i ich zastosowan w procesie
remediacji metali 1 zwigzkow ropopochodnych. Przedstawiono réwniez producentow
poszczegdlnych zwigzkow powierzchniowo czynnych.

Tabela 1 Klasyfikacja biosurfaktantow i ich przykiadowe zastosowanie w remediacji terenow
zanieczyszczonych weglowodorami ropopochodnymi i metalami cigzkimi.

Rodzaj biosurfaktantu

Grupa Klasa Producent Zastosowanie Referencja
Wzmocnienie
degradacji i dyspersji
réznych klas
Pseudomonas weglowodorow;
Ramnolipidy aeruginosa emulgowanie [71-73]
Pseudomonas sp. weglowodorow
i olejow roslinnych;
usuwanie metali
z gleby.
Mycobacterium
tuberculosis,
Glikolipidy Rhodococcus Zwigkszenie
Trehalolipidy erythropolis biodostepnosci [74]
Arthrobacter sp. weglowodorow.
Nocardia sp.
Corynebacterium sp.
Odzyskiwanie
Torulopsis weglowodorow
bombicola z muldéw rzecznych;
Soforolipidy Torulopsis usuwanie metali [72]
petrophilum cigzkich z osadow;
Torulopsis apicola usprawnienie
wydobycia ropy.
Wzmocnienie
biodegradacji
weglowodorow
i chlorowanych
Surfaktyna Bacillus subtilis pestycydéw; [75,76]
. usuwanie metali
Lipopeptydy ciezkich
Z zanieczyszczonej
gleby, osadow
i wody.
Lichenyzyna ' Bac?'llus . Usprawr.lienie [77]
licheniformis wydobycia ropy.
Usuwanie jondw
metali z roztworu
Kwasy wodnego; (.1zia}anie
tluszczowe, o Penicillium dysPersanf: dia
L. Kwas spikulisporowy o pigmentow [78]
fosfolipidy spiculisporum
i lipidy obojetne hydroﬁlowych;
przygotowanie

organozeli typu
emulsyjnego, bardzo
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drobnych
mikrokapsutek
(pgcherzykow lub
liposomow),
sekwestrantow metali
cigzkich.

Acinetobacter sp.

Zwigkszenie

Fosfatydyloetanoloamina Rhodococcus tolerancji bakterii na [79]
erythropolis metale cigzkie.
Acinetobacter
. Emulsan calcoaceticus RAG-1 o B [62,80]
Biosurfaktanty - Stabilizacja emulsji
olimer Alasan Acinetobacter lowodér-woda [62,81]
P ¥ s radioresistens KA-53 | 28 OWoaorwoda. ’

Liposan Candida lipolytica [63,82]

4.2.2 WlasciwoS$ci biosurfaktantow

Biosurfaktanty stanowig grupe zwiazkéw o réznorodnych cechach. Ponizej zostaty
przedstawione ich kluczowe wiasciwosci fizykochemiczne, takie jak: aktywno$¢ na
granicy faz, tolerancja na temperature i pH, biodegradowalnos$¢ oraz toksycznos¢é.

4.2.2.1 Aktywnos$¢ na granicy faz

Wydajny $rodek powierzchniowo czynny powinien charakteryzowaé si¢ duzymi
spadkami napigcia powierzchniowego w roztworach wodnych, ktére moga spas¢ z 72 do
35 mN-m i spadkami napiecia miedzyfazowego roztworu wody i heksadekanu z 40 do
1 mN-m ! [83]. Surfaktyna wytwarzana przez Bacillus subtilis, ramnolipidy wytwarzane
przez Pseudomonas aeruginosa oraz soforolipidy produkowane przez Candida
bombicola sa zwiazkami, ktore prowadza do spadku napiecia powierzchniowego wody
ponizej 35 mN-m™! jednocze$nie obnizajac napiecie fazowe pomiedzy woda a heksanem
do <1 mN-m ' [84-86].

Wazna cechg biosurfaktantéw jest niskie CMC, ktére w porownaniu do komercyjnych
srodkdw powierzchniowo czynnych jest od dziesieciu do czterdziestu razy mniejsze.
Oznacza to, ze mniejsza ilos¢ $rodka powierzchniowo czynnego jest potrzeba do
uzyskania maksymalnego spadku napigcia powierzchniowego. CMC dla surfaktyny
osiggane jest juz dla stezenia 15,6 mg-L!, co jest wartoécig nizsza o 96 %, 83 % i 45 %
niz stezenia syntetycznych surfaktantow takich jak: LAS (z ang. Linear alkilbenzene
sulfonate), Glucopone215 (alkilopoliglukozyd) i Glucopone650 (alkilopoliglukozyd)
[86,87].

4.2.2.2 Tolerancja na zmian¢ temperatury i pH

Na stabilnos$¢ biosurfaktantow wptywa wiele czynnikow. Temperatura, pH, czy st¢zenie
NaCl (do stezenia 50 g-L!) nie majg znaczacego wpltywu na trwato$¢ surfaktantow
produkowanych przez bakterie [88]. Niektore ze zwigzkoéw produkowane przez bakterig
Bacillus utrzymuja swoje wlasciwosci do obnizania napigcia powierzchniowego po
podgrzaniu do temperatury 120°C, w zakresie pH od 4 do 10 oraz przy stezeniu NaCl
rownym 10 % (w/v) [89]. Dodatkowo niska temperatura nie ma wpltywu na aktywnos$¢
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powierzchniowa, co zostalo zweryfikowane przez trzymanie ramnolipidow
wytworzonych przez bakteri¢ Pseudomonas przez sze$¢ miesigcy w temperaturze -20°C
[90].

4.2.2.3 Biodegradowalnos$¢

Ze wzgledu na budowe biosurfaktantow z tancuchow weglowodoréw, biopolimerdow
lipidow, biatek, peptydow i1 cukrow, zwiazki te sa bardziej biodegradowalne niz ich
komercyjne odpowiedniki. Ramnolipid, zwigzek produkowany przez bakteri¢
Pseudomonas sp., moze zosta¢ zdegradowany zaréwno w warunkach tlenowych,
jak 1 beztlenowych [91], a wydajnos¢ takiej biodegradacji moze wynosi¢ nawet 92 %
w S$rodowisku glebowym [92]. Dodatkowo ramnolipid ma wyzsza podatno$¢ na
degradacje w S$rodowisku wodnym i glebowym niz syntetycznie produkowany
dodecylosiarczanu sodu (SDS z ang. sodium dodecyl sulfate). Tak wysoka podatnos¢ na
biodegradacje wskazuje na mniejsze ryzyko akumulacji biosurfaktantéw w trakcie
wykorzystywania ich na przyklad w procesie bioremediacji [93].

4.2.2.4 Toksycznos¢

Waznym aspektem wplywajacym na mozliwo$¢ zastosowania biosurfaktantow
w przemysle jest ich niska toksycznos$¢ oraz niska mutagennos¢. Wykazano, ze wybrane
biosurfaktanty produkowane przez Marinobacter 1 Pseudomonas nie wskazuja
cytotoksyczno$ci i mutagennos$ci w modelach in vitro ludzkiej skory i watroby [94].
Poprzez pomiar redukcji emisji $wiatta zbadano toksyczno$¢ bioluminescencyjng bakterii
Vibrio fischeri. Potwierdzono réwniez, ze biosurfaktanty majg nizszg toksyczno$¢
w poréwnaniu z dodecylosiarczanem sodu [88].

4.2.3 Zastosowanie biosurfaktantow

Biosurfaktanty mozna wytwarza¢ przy uzyciu zasobdéw odnawialnych i produktow
odpadowych. Dzigki swoim wlasciwosciom znajduja one szerokie zastosowanie
w przemysle jako emulgatory i demulgatory, detergenty, srodki pienigce 1 zwilzajace,
a takze jako sktadniki zywnosci.

4.2.3.1 Bioremediacja

Jednym z gléwnych zastosowan biosurfaktantow jest bioremediacja zanieczyszczen
zwigzanych z wyciekami ropy naftowej oraz usuwanie jonéw metali cigzkich z gleb
1 zbiornikow wodnych. W procesie bioremediacji mikroorganizmy wykorzystuja
zanieczyszczenia jako Zrodlo wegla i1 energii, przeksztatcajac je w CO2, wodg 1 sole
mineralne [76]. Hydrofobowo$¢ zanieczyszczen jest krytycznym czynnikiem
ograniczajagcym proces bioremediacji, jednak moze by¢ modyfikowana za pomoca
srodkow powierzchniowo czynnych wytwarzanych przez bakterie.

W literaturze opisano zastosowanie biosurfaktantow w procesie bioremediacji
zanieczyszczonej gleby 1 $ciekow. W publikacji R. Patowary’ego i in. opisano
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zastosowanie ramnolipidu uzyskanego przy uzyciu Pseudomonas aeruginosa SR17 do
bioremediacji gleby zanieczyszczonej olejami napgedowymi. W badaniu oceniono
degradacj¢ zanieczyszczen ropopochodnych dla dwoch réznych stezen TPH 6800 ppm
1 8500 ppm. Porownano skuteczno$¢ ramnolipidu z syntetycznym dodecylosiarczanem
sodu. Gleba traktowana ramnolipidem wykazata skuteczno$¢ degradacji na poziomie
86,1 % 1 80,5 %, podczas gdy zastosowanie syntetycznego $rodka powierzchniowo
czynnego pozwolito osiggna¢ wydajnos$¢ rowna 70,8 % 1 68,1 % [95].

Dodatek lipopeptydu wytwarzanego przez Acinetobacter sp. zwigkszyl aktywnosé
mikrobiologiczng 1 wzrost Pseudomonas sp. i Rhizobium sp. Bakterie te mogly
degradowa¢ weglowodory, zmniejszajac ilo$¢ n-alkandw 1 wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych w $rodowisku, osiggajac przy tym wydajno$¢ réwng
94 % 1 77 % [96]. W artykule Swati’ego 1 in. wykazano, Zze biosurfaktant wytwarzany
przez szczep Pseudomonas sp. ISTPY2, wyizolowany ze skladowiska odpadow
w Ghazipur, wykazywal skuteczno$¢ degradacji pirenu obecnego w wysokim stgzeniu
w glebie. W badaniu tym osiagni¢to skutecznos$¢ degradacji rowna 94 % w ciggu 10 dni
[97].

W badaniach W. Suna i in. wykorzystano biosurfaktant produkowany przez Pseudomonas
sp. CO2. Gatunek ten zostal wyizolowany z pola naftowego Chongqing (Chiny) do
bioremediacji metali cigzkich w zanieczyszczonej glebie. Wydajno$¢ procesu usuwania
metali z gleby wyniosta odpowiednio 78,7 %, 65,7 % 1 56,9 % dla zwigzkéw kadmu (Cd),
miedzi (Cu) i otowiu (Pb). Wartosci te byly wyzsze niz te uzyskane przy uzyciu
dostepnych komercyjnie srodkéw powierzchniowo czynnych [98].

4.2.3.2 Przemyslt chemiczny i farmaceutyczny

Biosurfaktanty moga peti¢ rdéznorodne funkcje w przemysle farmaceutycznym,
poniewaz maja dziatanie antybakteryjne, antyadhezyjne, przeciwwirusowe,
przeciwnowotworowe, plemnikobdjcze, hemolityczne, przeciwzapalne
1 immunomodulujace [99].

Badania M. Ohadi’ego oraz N. de Andrade Teixeira Fernandesa i in. nad biosurfaktantami
lipopeptydowymi potwierdzaja ich dziatanie przeciwdrobnoustrojowe,
przeciwbiofilmowe i cytotoksyczne. Emulsan 1 alasan wyprodukowane przez
Acinetobacter junii sp. wykazywaly dzialania hamujace rozwoj bakterii Candida utilis,
stajagc  si¢ potencjalnym nowym lekiem [100]. Szczep Wickerhamomyces
anomalus CCMA 0358 wykorzystano w procesie degradacji oleju z odpadow
kuchennych, w wyniku ktérego wytworzony zostal biosurfaktant. Zwigzek ten
charakteryzowat si¢ wtasciwosciami larwobojczymi dla larwy Aedes aegypti. Dodatkowo
powodowat on zahamowanie wzrostu niektorych bakterii, takich jak: Bacillus cereus,
Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 1 grzybow: Aspergillus,
Cercospora, Colletotrichum i Fusarium [101].

Dodatkowo biosurfaktanty stosuje si¢ w przemysle kosmetycznym. Zwigzki te posiadajg
nizsza toksycznos$¢ 1 zapewniaja lepszg zgodnos¢ ze skora i dziatanie nawilzajace
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w poroéwnaniu do syntetycznych srodkéw powierzchniowo czynnych [102]. W literaturze
opisane zostalo zapotrzebowanie na ekologiczne kosmetyki, ktore zastapia produkty
syntetyczne. W artykule A. Ferreiry i in. opisano biosurfaktant produkowany przez szczep
Lactobacillus paracasei. Zwiazek ten pordwnano z dodecylosiarczanem sodu. Wykazaty
one identyczng zdolno$¢ do produkcji emulsji typu o/w. Dla obu zwigzkow nie
zaobserwowano dziatania toksycznego. SDS wykazywat jednak silne dzialanie hamujace
na fibroblasty, co bylo zjawiskiem niepozadanym [103]. Innymi przyktadami dostepnych
na rynku produktow zawierajacych biosurfaktanty sa: krem nawilzajacy Kanebo (Kanebo
Cosmetics, Tokio, Japonia), srodek do czyszczenia twarzy Sopholiance (Givaudan Active
Beauty, Paryz, Francja) i krem nawilzajacy do ciala Relipidium (BASF, Monheim,
Niemcy) [104].

4.2.3.3 Przemysl wydobywczy i naftowy

Wiasciwosci biosurfaktantow pozwalaja na ich wykorzystanie w sektorze wydobywczym
1 naftowym. Sa dwa sposoby zastosowania tych zwigzkow. Pierwszy polega na
wstrzykiwaniu wyprodukowanych laboratoryjnie biosurfaktantow do zbiornika, a drugi
na identyfikacji mikroorganizméw obecnych w zbiorniku i wspierania ich wzrostu w celu
syntezy potrzebnych zwiazkéw [105].

Ropa naftowa czesto wymaga transportu na duze odleglosci z pél wydobywczych do
rafinerii, co wigze si¢ z wieloma trudno$ciami. Gléwnym problemem w transporcie jest
niska pltynno$§¢ wynikajaca zarowno z wysokiej lepkosci, jak 1 duzej zawartosci
asfaltenow 1 parafin w ropie naftowej. Zwigzki te moga powodowac spadek ci$nienia
w uktadzie, co przektada si¢ na zatykanie rurociggu [106]. Wytworzenie stabilnej emuls;i
typu o/w, moze utatwi¢ transport paliwa na duze odleglosci. Warte zastosowania sg
szczegolnie emulgatory na bazie biosurfaktantow, takich jak emulsan. Produkty te nie
tylko moga zmniejszy¢ napigcie miedzyfazowe roztworu, ale roéwniez doskonale
stabilizowa¢ emulsje¢ typu o/w. Ze wzgledu na duzg liczbe grup reaktywnych w czasteczce
biosurfaktanty $cisle wigza si¢ z kropelkami oleju 1 tworza skuteczng barierg
zapobiegajaca koalescencji kropel [107].

Proces wspierania wzrostu mikroorganizmow w celu zwigkszenia odzysku ropy nazwano
wzmocnionym mikrobiologicznie odzyskiem ropy naftowej (MEOR z ang. Microbial
Enhanced Oil Recovery). W pracy R. De Céssia i F. S. Silva 1 in. opisano konsorcjum
skladajace si¢ z trzech szczepow beztlenowych. W jego sktad wchodzity mikroorganizmy
hipertermofilne, kwasogenne 1 piezofile, ktére wykorzystano w podwyzszonej
temperaturze (od 70°C do 90°C). Zastosowanie tego konsorcjum drobnoustrojow
zwigkszyto proces odzyskiwania ropy naftowej i wydajno$¢ usuwania jej z roponosnych
formacjach skalnych [107]. Zmodyfikowany szczep bakterii Bacillus Nealsonii zostat
wykorzystany do produkcji biosurfaktantu w podtozu zawierajagcym nafte jako zrodio
wegla. Nastepnie wyprodukowany zwigzek zostat zastosowany w MEOR w temperaturze
pokojowej (27°C). Wydajno$¢ tego procesu wynosita 68,42 % odzysku po pierwotnym
1 wtornym odzyskiwaniu oleju [108].
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4.3 Uklady bioelektrochemiczne

Uktady bioelektrochemiczne (BES z ang. bioelectrochemical system) sa systemami
zdolnymi do konwersji energii zawarte] w wigzaniach chemicznych odpadow
organicznych na energi¢ elektryczng, wodor lub inne produkty chemiczne. Uktady te
wykorzystuja bakterie elektroaktywne, ktore przetwarzajgc substraty produkuja elektrony
1 protony. Elektrony transportowane sg zewne¢trznym obwodem z anody na katodg.
Nastepnie na powierzchni katody zachodzg reakcje z udzialem protonéw i elektronow.
Mikroorganizmy tworzace biofilm anodowy odgrywaja kluczowa rolg w BES, poniewaz
mogg utlenia¢ roznorodne zwigzki organiczne odporne na degradacje [109,110].
Dodatkowg zaleta BES jest to, ze w zaleznosci od zastosowanych substratow oraz
wykorzystywanych mikroorganizméw, mozliwa jest produkcja w nich kwasow
organicznych, alkoholi i biosurfaktantow [111,112].

W przeciwienstwie do tradycyjnych systeméw elektrochemicznych, uktady
bioelektrochemiczne pracuja w tagodniejszych warunkach procesu. Dodatkowo,
w konwencjonalnych procesach elektrochemicznych czgsto stosowane sg elektrody
z metali szlachetnych lub dodatkowe katalizatory reakcji, podczas gdy w BES nie jest to
konieczne, a przez to ich stosowanie jest tansze [113]. W pordwnaniu z innymi
technologiami bioremediacji stosowanymi in sifu, elektrody uzyte w BES zapewniaja
dostep do donoroéw i akceptoréw elektrondw, co sprzyja mikrobiologicznym reakcjom
redoks. Dzigki temu mozna unikng¢ stosowania dodatkowych utleniaczy i reduktorow,
co zapobiega wtérnemu zanieczyszczaniu srodowiska [114].
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Rysunek 6 Schemat budowy ukiadu bioelektrochemicznego.

Bakterie odgrywaja kluczowa role w remediacji mikrobiologicznej, stanowigc podstawe
dla uktadoéw bioelektrochemicznych. Przez proces zewnatrzkomorkowego transferu
elektronow (EET z ang. extracellular electron transfer) bakterie prowadza proces
utleniania zanieczyszczen na elektrodach [110,115]. Jednakze zdolno$¢ bakterii do
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przeprowadzania EET moze by¢ rozna w zalezno$ci od rodzaju substancji
zanieczyszczajacych i uzytych mikroorganizmow.

4.3.1 Mechanizmy transferu elektroné6w przez elektroaktywne
mikroorganizmy

Proces zewnatrzkomorkowego transportu elektronow petni kluczowa funkcj¢ w uktadach
bioelektrochemicznych. W takich uktadach transport elektrondow na powierzchni¢
elektrod odbywa si¢ wedlug ré6znych mechanizmow EET: bezposredniego transferu
elektrondw (DET z ang. direct electron transfer) oraz posredniego transferu elektronow
(MET z ang. mediated electron transfer) [110,116]. Proces transportu elektronow
w obecnos$ci mikroorganizméw moze zachodzié przy zastosowaniu obu mechanizméow
w tym samym czasie. Na przyktad, proces EET u Geobacter sulfureducens przebiega
jednoczesnie z wykorzystaniem: cytochroméw, pili przewodzacych lub mediatorow
[117].
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Rysunek 7 Mechanizmy EET w ukiadach bioelektrochemicznych: A — bezposredni transfer
elektronow, B — transfer elektronow przez przewodzgce wiokno/pile; C transfer elektronow
poprzez wahadtowy system redoks,; D — transfer elektronow poprzez mediatory redoks.

W procesie DET mikroorganizmy gram-ujemne przekazuja elektrony za pomoca
cytochroméw blony zewnetrznej lub samoorganizujacych si¢  wldkien/pili
przewodzacych. Jednak wiele mikroorganizméw nie posiada zdolnosci do
bezposredniego transferu elektronow i1 zamiast tego wykorzystuje metody posrednie
[115]. Proces MET zachodzi w obecnosci mediatora redoks, ktory petni role nosnika
elektronow. Mediator moze by¢ endogenny (produkowany przez bakterie) lub egzogenny
(dodawany z zewnatrz) [118]. Dodatkowo, mediator powinien charakteryzowac si¢ niska
toksycznos$cig dla mikroorganizmow, tatwoscig przenikania przez blong komérkowa oraz
wysokim potencjalem redoks.
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4.3.2 Termodynamiczne aspekty strat w ukladach
bioelektrochemicznych

Aby uklad bioelektrochemiczny mogt dziata¢, musi zostaé wytworzona roznica
potencjatéw pomiedzy elektrodami, ktora inicjuje sit¢ napedowa przeptywu elektronow
miedzy nimi. Zjawisko to jest znane jako sita elektromotoryczna ogniwa (EMF z ang.
electromotive force). Energia swobodna Gibbsa jest $cisle powigzana z EMF ogniwa,
poniewaz jest to ilo$¢ energii dostepnej do napedzania przeptywu elektronoéw w obwodzie
zewnetrznym [119]. Energia swobodna Gibbsa i EMF ogniwa to wazne parametry
oceniajace wydajnos$¢ elektrochemiczng uktadu bioelektrochemicznego, a ich relacje
mozna przedstawi¢ rownaniem:

0 RT
Eemr = Eemf - n_Fln(H)

Gdzie: Ep,p — sita elektromotoryczna ogniwa, Egmf — sita elektromotoryczna ogniwa
w warunkach standardowych, R — stala gazowa (J'mol!'-K), T — temperatura (K),
n — liczba elektrondw przeniesionych w trakcie reakcji, ' — stata Faradaya, I1 — iloraz
reakcji lub stala rownowagi.

Wartosci potencjatu elektrody na obu pétogniwach zaleza od reakcji utleniania i redukcji
zachodzacych na elektrodach. Przyktadowo, w przypadku BES zawierajacego
platynowana katode i anode¢e wykonang z materialu weglowego, dodano roztwor
o obojetnym pH zawierajacy 5 mM octanu sodu. Dla tak przygotowanego ogniwa reakcje
pologniw mozna przedstawi¢ w nastgpujacy sposob [119]:

Reakcja na anodzie:
2HCO3 + 9H™ + 8e™ > CH3C00™ + 4H,0 (Egnoay = —0,286 V)
Reakcja na katodzie:
0, + 4e~ + 4H* > 2H,0 (Exaroay = 0,805 V)
EMF tego uktadu mozna wyrazi¢ jako réznice potencjatéw potogniw:
Eemf = Ekatody — Lanody

Po podstawieniu potencjatow poszczegdlnych elektrod do rownania EMF tego uktadu
wyniesie:

Eoms = 0,805 — (—0,296) = 1,106V

Napigcie obwodu otwartego (OCV z ang. open circuit voltage) jest mierzone
w momencie, gdy nie ma przeptywu pradu lub gdy rezystancja jest zerowa lub bliska zeru
[120]. W idealnym ogniwie OCV byloby wyzsze lub rowne teoretycznej (maksymalnej)
warto$ci EMF (opartej na potencjatach anody i katody). OCV jest w rzeczywistosci nizsze
od teoretycznego EMF ze wzgledu na szereg wewnegtrznych strat w ogniwie
elektrochemicznym i roztworze elektrolitu oraz na obu elektrodach. Te wewnetrzne straty

str. 32



stanowig ograniczenia w BES, ktore trzeba zminimalizowa¢, aby osiagnaé wyzsza
sprawnos¢ energetyczng. Straty w BES mozna okre$li¢ przy pomocy pomiarow
elektrochemicznych, takich jak woltamperometria liniowa (LSV z ang. linear sweep
voltammetry) lub elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (EIS z ang.
electrochemical impedance spectroscopy) [121]. Mozna je rowniez podzieli¢ na cztery
rodzaje: aktywacyjne, omowe, stezeniowe i transportu masy lub straty metaboliczne
bakterii [122].

A
OBSZAR STRAT S?I?Z'SEZIGIROSVLEQL
OMOWYCH | TRANSPORTU MASY

OBSZAR STRAT
AKTYWACYINYCH

NAPIECIE OGNIWA

: >
NATEZENIE PRADU

Rysunek 8 Obszary strat w transporcie {adunku elektrycznego zbadane technikq
woltamperometrii liniowej w celu oceny wydajnosci uktadu bioelektrochemicznego.

Straty aktywacyjne

Straty aktywacyjne sa zwigzane z energia potrzebna do zainicjowania anodowych
1 katodowych reakcji redoks podczas przenoszenia elektronéw na granicy faz
elektroda/elektrolit [122]. Straty te moga by¢ bezposrednio zwigzane ze zwigzkami
ulegajacymi utlenianiu lub mechanizmem transportu elektronow [123]. Zwickszenie
powierzchni elektrody oraz podniesienie temperatury roboczej do maksymalnego
poziomu tolerowanego przez mikroorganizmy moze skutkowaé zmniejszeniem tego
rodzaju strat.

Straty omowe

Kazdy z elementéw budowy ukladu bioelektrochemicznego posiada wtasng
rezystywno$¢ (biofilm, elektroda, zewnetrzny obwdd elektryczny, separator i elektrolit).
Suma oporéw wszystkich elementéw nazywana jest stratami omowymi [122]. Straty te
moga by¢ minimalizowane poprzez zmniejszenie odstepu miedzy elektrodami,
zastosowanie wysokiej jako$ci membrany i zwigkszenie przewodno$ci elektrolitu
zarowno w komorze anodowej, jak i katodowe;.
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Straty steZeniowe i transportu masy

Straty stezeniowe powstaja gtownie w wyniku ograniczen transportu masy zwigzkéw
chemicznych do lub z elektrod, zwlaszcza w wyniku powstawania dyfuzyjnych
gradientow stezen, oraz przy wysokich warto$ciach generowanego pradu [122].
Nieefektywne przenoszenie masy poprzez dyfuzje, konwekcje lub usuwanie metabolitow
przez mikroorganizmy moze ograniczy¢ maksymalng produkcj¢ pradu na elektrodzie.
Zjawisko to mozna zminimalizowaé, zwigkszajac dostgpnos$¢ substratu w przestrzeni
reaktora poprzez mieszanie. W przypadku wysokiego nat¢zenia produkowanego pradu
wystapi¢ moze zjawisko przeregulowania (z ang. overshoot phenomenon), ktore ma
bezposredni wplyw na wzrost rezystancji w uktadzie. Zjawisko to polega na tym, ze
podczas zwigkszania gestosci pradu moc wyjsciowa poczatkowo ros$nie, osigga szczyt,
a nastepnie spada, co prowadzi do nieprawidtowego oszacowania wydajnosci MFC przy
wysokich gestosciach pradu. Przyczyna tego zjawiska jest niedostateczna adaptacja
biofilmu anodowego do wysokich potencjatéw anody, co ogranicza zdolno$¢ biofilmu do
efektywnego transferu elektronéw przy wyzszych potencjatach [124].

Straty metaboliczne bakterii

Straty metaboliczne bakterii wynikaja z przekierowania energii uzyskanej przez
mikroorganizmy na rozw6j biomasy lub wytwarzanie alternatywnych szlakow
metabolicznych [122]. Im wigksza jest roznica potencjaldéw redoks miedzy
elektroaktywnym biofilmem a elektroda, tym wigksze sa straty i mniejsze napigcie
ogniwa. Niepozadane jest powstawanie alternatywnych szlakow, takich jak fermentacja
lub metanogeneza ze wzgledu na powstate produkty uboczne. Metanogeneza w BES nie
zmniejsza efektywno$ci degradacji substratu, ale gwaltownie zmniejsza produkcje
elektronéw, a takze wplywa na mikrobiom lub inne reakcje biochemiczne [125].
Nadmierne gromadzenie si¢ biofilmu na elektrodzie rowniez nie jest pozadane. Ztozone
zbiorowiska mikroorganizmow zaszczepione w systemach BES generuja lepsze wyniki
niz hodowle pojedynczych gatunkéw. Zbyt gesty biofilm moze jednak prowadzi¢ do
biofoulingu, ktéry ma negatywny wplyw na przewodnictwo elektronow [126].

4.3.3 Rodzaje ukladow BES

W zalezno$ci od zastosowania BES mozna podzieli¢ na systemy elektrogenezy
1 elektrohydrogenezy, mikrobiologiczne ogniwa paliwowe, mikrobiologiczne systemy
odsalania, mikrobiologiczne systemy elektrosyntezy 1 systemy oczyszczania
bioelektrochemicznego. Najczesciej opisywanymi ukladami BES wykorzystywanymi
w bioremediacji sg natomiast mikrobiologiczne ogniwa paliwowe (MFC z ang. Microbial
Fuel Cell) 1 mikrobiologiczne ogniwa elektrolityczne (MEC z ang. Microbial Electrolysis
Cells).
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Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe (MFC)

Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe s3 urzadzeniami, ktére wykorzystujg
mikroorganizmy do konwersji energii chemicznej zawartej w substancjach organicznych
na energi¢ elektryczng poprzez proces biologicznego utleniania  [109].
W MFC mikroorganizmy, zwtaszcza elektroaktywne, katalizujg utlenianie substratow
organicznych na anodzie, uwalniajgc w ten sposob elektrony. Elektrony te sa nastepnie
przenoszone przez zewnetrzny obwodd elektryczny na katode, gdzie reaguja z akceptorem
elektrondw, najczesciej tlenem, tworzac wode lub inne produkty uboczne [109,127].
Podczas tego procesu generowana jest energia elektryczna, ktorg mozna wykorzysta¢ do
zasilania innych urzadzen. MFC sg badane jako obiecujaca technologia zrownowazonej
produkcji energii ze szczegdlnym zastosowaniem w oczyszczaniu S$ciekow oraz
w zastosowaniach zwigzanych z odnawialnymi zrodtami energii.
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Rysunek 9 Budowa i zasada dziatania mikrobiologicznego ogniwa paliwowego w konfiguracji
dwu- i jednokomorowe;.

Produkcja energii elektrycznej w MFC jest zalezna bezposrednio od zdolnosci
egzoelektrogendow (mikroorganizméw generujacych energie elektryczng) obecnych na
anodzie, do produkcji i transferu elektronow ze zredukowanego substratu do anody.
Utlenianie ztozonej materii organicznej w S$ciekach wymaga zréznicowanych
spotecznos$ci drobnoustrojéw. Dziesigtki gatunkoéw bakterii s3 w stanie wytwarzaé prad
elektryczny, a  najlepiej  przebadanymi  bakteriami  zostaly = Shewanella
1 Geobacter. Stabilng produkcje pradu elektrycznego czgsciej obserwuje si¢ w MFC
z mieszanymi kulturami niz w ich odpowiednikach z pojedynczymi czystymi szczepami.
Konsorcjum mieszane z bakteriami Geobacter w spotecznosci bioanod czesto wykazuje
wysokie wartosci generowanego pradu elektrycznego zarejestrowane w  MFC
w porownaniu do anod z biofilmem opartym na pojedynczym szczepie [128].

str. 35



Mikrobiologiczne ogniwa elektrolityczne (MEC)

Mikrobiologiczne ogniwa elektrolityczne s3a uktadami, ktéore mikroorganizmy
wykorzystuja do katalizowania reakcji elektrochemicznego rozktadu wody na wodor
itlen [115]. W przeciwienstwie do MFC katoda MEC dziata w warunkach beztlenowych,
ktore utatwiajg produkcje wodoru. Jednak s$rodowisko beztlenowe w MEC, wraz
z wysokimi st¢zeniami wytwarzanego wodoru, moze rowniez sprzyja¢ produkcji metanu,
gdy dostepne sa CO> i mikroorganizmy metanogenne. Niektore z metod ograniczania
produkcji metanu obejmujg napowietrzanie komory katodowej, obnizanie pH, prace przy
krotkich czasach retencji i poddawanie inokulatu szokowi termicznemu lub dodawanie
substancji chemicznych hamujacych wzrost metanogendéw [129]. Dodatkowo w MEC
obserwowane sg wyzsze wartosci pradu elektrycznego niz w MFC. Wynika to z faktu, ze
dodatkowe napigcie jest przykladane do systemu w celu zmiany rownowagi uktadu na
korzy$¢ produkcji wodoru [130].
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Rysunek 10 Schemat budowy i zasada dziatania mikrobiologicznego ogniwa elektrolizy.

Wodor wytwarzany w MEC moze rowniez zosta¢ uzyty do napedzenia innych reakcji
chemicznych w celu wytworzenia nowych substancji. Najczegstszymi przyktadami
substancji produkowanych w MEC sa: nadtlenek wodoru, powstajacy podczas reakcji
redukcji tlenu wodorem, oraz metan i octan sodu podczas redukcji tlenku wegla IV [131].

4.3.4 Elementy budowy

Kazdy element budowy uktadu bioelektrochemicznego ma znaczacy wptyw na jego
osiaggi. Zrozumienie wptywu zastosowanego materiatu na dziatanie uktadu jest bardzo
waznym kryterium, umozliwiajacym prace w celu optymalizacji osiaganych wynikow.
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4.3.4.1 Elektroaktywny biofilm

Spotecznosci drobnoustrojow tworzace elektroaktywny biofilm odgrywaja istotng role
w pracy uktadu bioelektrochemicznego. Dokladna liczba gatunkéw mikroorganizmow
zdolnych do degradacji zwiazkow ropopochodnych nie jest jednoznacznie okreslona.
Mikroorganizmy, takie jak Streptomyces, Nocardiides, Arthrobacter, Pseudomonas
i Bacillus, sa gtownymi gatunkami degradujagcymi zwigzki ropopochodne w srodowisku,
a niektore z nich sg dodatkowo egzoelektrogenami [132]. Wigkszo$¢ czystych kultur
moze metabolizowa¢ jedynie okreslone weglowodory. Dlatego mieszane spotecznosci
drobnoustrojéw maja wigkszy potencjal skutecznego rozkladu zanieczyszczen
ropopochodnych. Przykltadowo zaobserwowano, ze konsorcjum skladajace si¢
z Acinetobacter sp., Kocuria sp. 1 Kineococcus sp. zdegradowato 49,22 % wstepnie
zadanych  zanieczyszczen  ropopochodnych, co bylo  wartoScia  wyzsza
w poroéwnaniu z wynikami uzyskanymi dla tych samych bakterii rozwijanych pojedynczo
[133]. W badaniu J. Chena 1 in. wykazano, ze drobnoustroje autochtoniczne zazwyczaj
skuteczniej radzg sobie z remediacjg in situ niz drobnoustroje spoza danego $rodowiska.
Ponadto opisano w nim zastosowanie bakterii Bacillus i Pseudomonas w procesach
degradacji weglowodorow ropopochodnych i1 produkcji energii elektrycznej, zarowno
w trakcie procesu remediacji, jak i w uktadach bioelektrochemicznych [133].

4.3.4.2 Materialy elektrodowe anod i katod

Elektrody stuza jako podloze do tworzenia biofilmu. Dlatego powinny by¢
biokompatybilne, posiada¢ niskie opory wewngtrzne, nie korodowaé i by¢ stabilne
elektrochemicznie. Przed zastosowaniem danej elektrody konieczna jest analiza zalet
1 wad r6znych materiatow i1 kosztow ich uzycia.

Czas adaptacji mikroorganizméw do degradacji ropopochodnych w BES zalezy od
rodzaju materiatu elektrody, roztworu soli mineralnych, pH, przewodnosci, st¢zenia tlenu
1 temperatury [134]. Dlatego tez, aby zrozumiec¢ proces bioelektrochemicznej remediacji,
konieczne jest zbadanie zaawansowanych materiatdw anodowych, ktore skutecznie
wspieraja aktywno$¢ drobnoustrojow, wykazujac jednoczesnie wysoka wydajnos¢
elektrochemiczng [135] i umozliwiajac jego dalsze wdrazanie na duzg skale [136,137].

Materialy stosowane jako anody w BES sg waznym obszarem badan. Typowe elektrody
wykonane z materiatow weglowych wykazuja doskonate wtasciwosci chemiczne
1 elektryczne oraz zapewniaja podtoze do szybkiego przylegania bakterii, dzigki czemu
majg szerokie zastosowanie w uktadach bioelektrochemicznych [138]. Materiaty te sa
stosowane glownie w skali laboratoryjnej ze wzgledu na ich kruchg strukture i tendencje
do gromadzenia si¢ starych warstw biofilmu na ich powierzchni. Zjawisko to moze
prowadzi¢ do wzrostu rezystancji omowej [139]. Elektrody metaliczne, takie jak
metalowe ptyty porowate lub elektrody z welny stalowej, mogg by¢ stosowane jako
alternatywny materiat anodowy [140]. Materialy te sg strukturalnie mocniejsze niz ich
weglowe odpowiedniki, co moze utatwi¢ ich czyszczenie, modyfikacje i recykling [141].
Ponadto materialy stalowe charakteryzuja si¢ niskg rezystancjag wewnetrzng, co nie tylko
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zwigksza przeplyw pradu, ale moze rowniez prowadzi¢ do wzrostu mikroorganizmow
elektrogennych.

Podczas eksperymentéw chronoamperometrycznych, przeprowadzonych przez
D. Pocaznoi’ego i in., przy zastosowanym potencjale +0,1V wzgledem SCE dla materialu
ze stali nierdzewnej zaobserwowano wyzsza warto$¢ gestosci pradu (35 A-m?)
w poréwnaniu do materiatu grafitowego (11 A-m™2) [142]. W badaniu W. Chena i in.
natomiast zmodyfikowana elektroda z filcu z widkien nierdzewnych z nanoczasteczkami
Pd zastosowana w MFC uzyskata 2,79 razy dluzszy cykl i prawie tak dobre wyniki
(390,79 mWm2) jak konwencjonalna elektroda Pd (405,47 mW-m™). [141]. Niemniej
jednak, duza cze$¢ badan nad elektrodami metalicznymi w BES przebiega przy
zastosowaniu prostych substratéw. Do tej pory nie opisano zastosowania elektrody
metalicznej w ukladzie BES zasilanym ropa naftowa. Jednak jej uzycie mogtoby mieé
pozytywny wplyw na dtugoterminowe wiasciwos$ci uktadu. Wynika to z faktu, ze zwiazki
ropopochodne, z natury hydrofobowe i czesto o wysokiej lepkosci, moga wchodzié
w interakcje z materiatami wegglowymi i blokowa¢ dostep mikroorganizméw do
powierzchni elektrody.

4.3.4.3 Membrany i separatory

Membrany i separatory to fizyczne i selektywne bariery wykorzystywane w procesach
separacji. W ukladach BES zapobiegaja bezposredniemu kontaktowi elektrolitow
znajdujacych si¢ w komorach anodowych i1 katodowych. Dzigki zdolnosci do
selektywnego transportu protondw, membrany protonowymienne, takie jak Nafion®, sa
stosowane w BES. Mimo wysokiej przewodnosci elektron6w, membrany te
charakteryzuja si¢ wysokim kosztem [143]. Tansze odpowiedniki separatorow mimo
zadowalajacej wydajnosci procesu transportu elektronow, dodatkowo uczestniczg
w dyfuzji tlenu do komory anodowej, co zmniejsza efektywnos$¢ uktadu [143].

Kolejne lata pracy nad uktadami bioelektrochemicznymi przyniosly alternatywne
rozwigzania na przyktad w postaci membran Zirfon® [144]. Wielu badaczy wykorzystuje
rowniez materiaty o bardziej ogdlnych wlasciwosciach transportowych 1 nizszej cenie,
takich jak membrany jonowymienne [145], ceramiczne membrany [146], polimerowe
separatory membranowe [ 147], membrany z wtdkien jedwabiu [148] 1 polistyren [149].

4.3.5 Pozostale czynniki wplywajace na wydajnos¢ BES

Na wydajno$¢ uktadéow bioelektrochemicznych oraz degradowanych w nich
zanieczyszczen moga mie¢ wplyw dodatkowe czynniki zewngtrzne. Sg to czynniki
abiotyczne, ktore obejmuja rdzne aspekty Srodowiska, takie jak warunki
fizykochemiczne. Do najwazniejszych zaliczy¢ mozemy pH roztworu soli mineralnych,
temperature procesu i przewodnos¢ elektrolitu.
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4.3.5.1 pH roztworu

Roztwor w reaktorze mikrobiologicznym, takim jak $ciek lub osad, posiada opor
wewnetrzny, ktory utrudnia przenoszenie protonéw z anody do katody, powodujac przy
tym powstawanie gradientu pH. Optymalny zakres pH zapewnia biodost¢pnosé
substratow, a tym samym ulatwia eliminacj¢ we¢glowodorow 1 produkcje energii
elektrycznej. Odczyn pH o warto$ciach neutralnych jest zazwyczaj optymalny do
wytwarzania energii elektrycznej, poniewaz zwigksza dziatanie bakterii elektrogennych.
Na przyktad pH réwne 6,8 jest idealne dla bakterii Geobacter. Ponadto pH od 6,0 do 7,0
okazalo si¢ najkorzystniejszym przedzialem wartosci w trakcie biodegradacji alkanow
i1 WWA [150]. Badania H. Hassana i in. nad bakteriami z rodzaju Bacilus subtilis
wykazaly optymalne warto$ci degradacji chlorofenoli przy pH anolitu rownym 7,5 oraz
katolitu 6,6 [151]. W zwiagzku z tym réznice pomiedzy wartosciami pH anody i katody
maja wplyw na aktywno$¢ mikroorganizméw, a tym samym na rezystancj¢ wewnetrzng
uktadu [134]. Z tego powodu warto$§¢ pH elektrolitu powinna by¢ stale monitorowana
w trakcie przeprowadzanych badan.

4.3.5.2 Temperatura procesu

Temperatura jest istotnym parametrem wplywajacym na kinetyke reakcji redoks
przeprowadzanych przez mikroorganizmy. Nizsze temperatury moga znaczaco
spowalnia¢ lub utrudnia¢ prawidtowe dziatanie uktadu bioelektrochemicznego. Nizsza
temperatura wptywa negatywnie na rozwoj spotecznosci drobnoustrojéw oraz znaczaco
wydluza czas rozpoczgcia efektywnego dziatania 1 zmniejsza wydajno$¢ BES.
Zwigkszenie produkcji energii nastgpuje, gdy BES pracuje w wyzszym zakresie
temperaturowym (okoto 40°C). Dalszy wzrost temperatury nie wptywa jednak znaczaco
na otrzymywane wyniki [152].

Okreslony zostal zakres temperatury, przy ktorym obserwowany jest wzrost wydajnosci
mikroorganizméw w BES. Temperatury w przedziale 35-40°C poprawiaja wydajnos¢
systemu pod wzgledem szybkosci degradacji podtoza i wytwarzania energii elektrycznej
[153]. W artykule O. Adelaja i in. opisano wplyw temperatury na degradacje
zanieczyszczen ropopochodnych w zakresie 20-50°C. Potwierdzono w nim dwukrotnie
wigksza szybkos¢ degradacji w 40°C w porownaniu z 20°C. Dodatkowo uznano, ze zbyt
wysoka temperatura procesu (okoto 50°C) znaczaco spowalnia proces degradacji [154].

4.3.5.3 Przewodnos¢ elektrolitu

Efektywnos¢ uktadéw bioelektorchemicznych zalezy rowniez od procesu transportu
elektronow. Zwigkszenie powierzchni wymiany masy, wilgotnosci czy stopnia zasolenia
to kilka sposobow na efektywniejszy proces transportu elektronow.

Materialty z wtokna weglowego utatwiajg proces transportu elektronow, co sprzyja
funkcjonowaniu mikroorganizméw elektrogennych. Natomiast BES wyposazony
w elektrody z grafitu charakteryzuje si¢ wyzsza aktywnoscig mikrobiologiczng, a tym
samym usuwaniem zanieczyszczen niz ogniwo z anodg z widkna weglowego [155].
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Wynika to z wyzszej przewodno$ci grafitu w poréwnaniu do widkna weglowego.
Ponadto, gdy w BES zastosowano wode gruntowa Iub osad zawierajacy
zanieczyszczenia, takie jak azotany, siarczany lub tlenek metali, dodatkowe jony obecne
w roztworze soli mineralnych (MSM z ang. mineral salt medium) odgrywaly role
akceptorow elektronow, zwigkszajac w ten sposob przewodnos¢ ukladu [154].
Zastosowanie odpowiedniego rodzaju i stezenia jondw w MSM w trakcie procesu
degradacji weglowodorow utatwia transfer elektronow, a tym samym produkcje energii
elektrycznej. Zbyt duzy wzrost zasolenia moze mie¢ jednak negatywny wpltyw na
metabolizm drobnoustrojéw. W badaniu X. Guo i in. opisano, ze wyzsze stezenie soli (5,4
i 6,7 g'L'") ma niekorzystny wplyw na dziatanie BES, podczas gdy optymalne zasolenie
wynosi 4,1 g- L' KCI [155].

4.3.6 Wplyw biosurfaktantéw na wydajnos¢ energetyczna

Dodatek zwigzkow powierzchniowo czynnych moze znaczaco utatwi¢ transport
elektronow w systemie oraz zwigkszy¢ dostepnos¢ trudno rozpuszczalnych w wodzie
zwigzkow. Komorka bakteryjna oddzielona jest od roztworu elektrolitu $ciang
1 btong komodrkowa. Elementy te moga wptywa¢ zaréwno na transport mediatorow, jak
i samych elektrondow z wngtrza komodrki na zewnatrz. Zastosowanie S$rodkow
powierzchniowo czynnych moze wplynaé na poprawe przepuszczalnosci membrany
biologicznej, znaczaco ulatwiajagc transport mediatoréow w MET. W artykule
G. Pasternaka 1 in. opisano wplyw $rodkéw powierzchniowo czynnych, takich jak
ramnolipidy, Tween 80, SDS lub Triton X -100. Ich dodanie skutkowato zwigkszeniem
produkcji pradu elektrycznego w BES [156]. W badaniu Q. Wena i in. opisano
zastosowanie dodatku niejonowego $rodka powierzchniowo czynnego w postaci Tween
80 w BES, ktory znaczaco zwiekszyl wartoéci gestosci mocy z 21,5 W-m™ do
187,0 W-m™ [157]. Ponadto, w badaniu H.B. Shen i in, opisano, ze dodatek surfaktantu
moze zmniejszy¢ rezystancje wewnetrzng ogniwa. Dodatek lipidu trehalozy zmniejszyt
opor wewnetrzny o okoto 43 % w MFC [158].

Niekorzystne warunki panujace w BES moga utrudni¢ powstawanie elektroaktywnego
biofilmu. W pracy T. Zhenga i1 in. wskazano, Ze nadprodukcja ramnolipidow
spowodowata spowolnienie tworzenia biofilmu przez P. aeruginosa PAO1 w ptlytce
96-dotkowej [159]. Zjawisko to mozna wyjasni¢ amfifilowa naturg biosurfaktantow,
ktore utatwiajg przyczepianie si¢ hydrofilowej komorki bakteryjnej do hydrofobowego
podioza. Ten sam efekt moze zatem wystgpi¢ na powierzchni elektrody, w szczegdlnosci
na hydrofobowych materiatach na bazie wegla. W artykule Y. Zhanga i in. opisano wplyw
stezenia biosurfaktantow na grubo$é powstatego biofilmu. Dodanie 40, 80 i 120 mg-L™!
ramnolipidow spowodowalo, ze grubos¢ biofilmu wzrastata 1 wynosita odpowiednio
2,03; 6,14 14,14 pm [160].
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4.3.7 Zastosowanie ukladow bioelektrochemicznych
w bioremediacji

Badania przeprowadzone w minionej dekadzie miaty na celu sprawdzenie mozliwosci
wykorzystania uktadow bioelektrochemicznych do degradacji zanieczyszczen oraz
porownanie ich z tradycyjnymi metodami remediacji. Ponizej opisano wybrane z nich.

Oczyszczanie wody

Problem zanieczyszczenia wody weglowodorami jest zwykle spowodowany wyciekami
z kontenerow, statkbw 1 platform wiertniczych. Zbadano uklady jedno-
1 dwukomorowych MFC, ktore wytwarzaly energie -elektryczng wykorzystujac
weglowodory jako substraty. Weglowodory te rozpuszczone byty w wodzie gruntowej
zubozonej o tlen. Z danych przedstawionych w artykule Y. Zhanga i in. wynika, ze
technologia MFC umozliwia rekultywacje wod gruntowych w warunkach beztlenowych
in situ [160]. W 2009 roku w pracy J.M. Morris i in. opisano zastosowany dwukomorowy
uktad pod katem biodegradacji zwigzkow zawartych w komercyjnie dostepnym oleju
napedowym (roztwor zawieral mieszaning weglowodorow C8—C25) w wodzie. Wyniki
wskazywaly na zwigkszenie biodegradacji o 165 % w ciagu 21 dni w poréwnaniu
z kontrolg bez podiaczenia elektrod do zewngtrznego obwodu elektrycznego [161].
Zastosowane w pracy E. Gambino i in. jednokomorowe ogniwo z katoda powietrzng
wykorzystano w celu intensyfikacji degradacji WWA w $rodowisku wodnym, co
spowodowato 90 % spadek stezenia tych zwigzkow [162]. W literaturze wykazano
rowniez, ze uklady bioelektrochemiczne nie tylko moga skrdci¢ znaczaco czas degradacji
ropopochodnych w roztworach wodnych, ale rowniez sg skutecznym narzedziem
w degradacji szerokiej gamy zanieczyszczen [134].

Oczyszczanie gleby 7 weglowodorow

Weglowodory wptywaja na srodowisko glebowe glownie poprzez zmiane sktadu
1 struktury gleby, zakldcanie wzrostu roslin 1 zmienianie spotecznosci drobnoustrojow
glebowych. Uktady bioelektrochemiczne, a w szczegdlnos$ci mikrobiologiczne ogniwa
paliwowe, byly stosowane w ostatnich latach w celu zmniejszenia zanieczyszczenia gleby
weglowodorami.

MFC w ksztalcie U-rurki wypelnione gleba zostato zbadane pod katem degradacji
zwigzkow ropopochodnych. Celem badania byto okreslenie maksymalnej odleglosci od
anody, przy ktorej mozna zaobserwowal degradacj¢ zanieczyszczen. W badaniu
X. Wanga i in. osiggnigto zwiekszenie usuwania TPH o 120 % w promieniu anody
(<1 cm) w ciaggu 25 dni. Mata wilgotno$¢ gleby lub wieksze odleglosci od anody byty
czynnikami limitujacymi proces [163]. Za to w badaniu L. Lua i in. podjgto probe
zwigkszenia zasiegu degradacji weglowodoréw od anody w uktadzie o skali pilotazowe;.
Konstrukcja kolumnowa dzialata efektywnie w bezposrednim sgsiedztwie elektrody,
zwigkszajac obszar degradacji 1 skracajac czas remediacji. Wykazano, ze promien
oddziatywania takiego uktadu moze sigegac¢ od 90 do 300 cm, co oznacza 11-12-krotnos¢
promienia elektrody [164].
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W  wielu procesach bioremediacji degradacja zwiazkéw ropopochodnych jest
ograniczona przez niska aktywno$¢ mikroorganizmow i staby transfer elektronow.
W badaniach X. Lia i in. analizowano wptyw kosubstratu na biodegradacje
w mikrobiologicznym  ogniwie  paliwowym  zawierajagcym  zasolong  glebe
zanieczyszczong weglowodorami. Badania te wykazaly wzrost aktywnosci
mikrobiologicznej drobnoustrojow, co przelozyto si¢ na zwiekszenie usuwania TPH
[165]. Dodatkowo w badaniu Y. Zhaoa i in. sprawdzono wptyw czterech rodzajow
srodkdw powierzchniowo czynnych: anionowego, kationowego, niejonowego
i amfoterycznego na degradacj¢ zwigzkow ropopochodnych. Wykazano, ze dodatek
amfoterycznego zwigzku powierzchniowo czynnego skutkowal wzrostem degradacji
weglowodordéw 1 wytwarzania pradu elektrycznego w badanym MFC [166].

Modyfikacja parametréw gleby réwniez moze mie¢ wplyw na proces. W pracy X. Li i in.
zbadano wplyw dodatku piasku na transport masy w glebowych MFC. Zmiana sktadu
gleby skutkowata zwigkszeniem porowatosci gleby od 45 do 51 %, przy jednoczesnym
zmniejszeniu oporow omowych o 46 %. Proces ten prowadzit do zwickszenia wydajnosci
uktadu, co pozwolito na przyspieszenie procesu degradacji wgglowodorow [167]. Gleby
zasolone stanowig okoto 40 % powierzchni ziemi. W pracy X. Li i in. opisano
laboratoryjny system rekultywacji zasolonych gleb alkalicznych 1 zasolonych
zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi. Przebadano wpltyw ekstremalnego
zasolenia w glebie zmieszanej z wldknem weglowym. System ten charakteryzowat si¢
przyspieszonym tempem degradacji TPH, WWA i n-alkanow [168].

W badaniu Y. Zhanga i in. okre§lono wptyw potozenia anody na wydajno$¢ uktadu
bioelektrochemicznego, wykorzystujac dwa rdézne potozenia anod (poziome oraz
pionowe). Zwiekszong wydajno$¢ procesu usuwania weglowodoréw uzyskano stosujac
konfiguracje z anodami utozonymi poziomo, ktora usungta o okoto 50 % wiecej TPH niz
reaktor ustawiony pionowo [169]. Wyniki otrzymane przez A. de Rosset 1 in., rowniez
potwierdzity pozytywny wplyw zastosowania uktadu horyzontalnego w procesie
usuwania zanieczyszczen. W pracy tej wykorzystano hydrofobowy substrat w postaci
oleju posmazalniczego zawierajgcego kwasy ttuszczowe [112].

Oczyszczanie gleby z metali cigikich

Uktady bioelektrochemiczne stosuje si¢ takze do usuwania 1 odzyskiwania metali
z odciekow 1 Sciekow wytworzonych w trakcie procesOw gorniczych 1 metalurgicznych.
To podejscie korzystnie wptywa na proces odzysku cennych metali szlachetnych, ktére
moga postuzy¢ do ponownego zastosowania. W pracy H. Wanga 1 in. opisano proces
redukcji elektrochemicznej miedzi w BES z wykorzystaniem mikroorganizmow
elektroaktywnych. W ukladzie odnotowano produkcj¢ pradu elektrycznego (wyliczona
warto$¢ gestosci mocy 2250 mW-m™> oraz gestoéci pradu 10,65 mA-m?), przy
jednoczesnej redukcji jonow miedzi do miedzi metalicznej [170]. W badaniu B. Zhang
1in. zastosowano uklad bioelektrochemiczny w postaci dwukomorowego MFC
zasilanego $ciekami przemyslowymi, w procesie odzysku jonow wanadu i chromu.
Otrzymana maksymalna warto$é gestosci mocy tych uktadow wyniosta 970 mW-m™
1 wykazata zwigkszong skutecznos¢ redukeji elektrody dzigki zastosowaniu razem dwoch
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akceptorow elektronéw V> i Cr® [171]. W pracy L. Szydlowskiego i in. wykorzystano
BES do zweryfikowania spotecznosci drobnoustrojow z czterech odwodnien
kopalnianych pod katem ich zdolno$ci do usuwania miedzi (Cu). Uktad 96-dotkowych
mikrobiologicznych ogniw paliwowych osiggnal maksymalng warto§¢ gestosci mocy
rowng 445 mWm? 1 wykazat redukcje jonoéw Cu?" do miedzi metalicznej [172].

Oczyszczanie zanieczyszczonej gleby pestycydami i antybiotykami

BES wykorzystano rowniez do odzyskiwania amoniaku (NHs") z moczu.
W eksperymencie P. Kuntke’ego i in. elektrony potrzebne do migracji NH4" z anody do
katody byly generowane przez bakterie anodowe w wyniku utleniania materii
organicznej. Szybkos¢ odzysku amonu 1 gestos¢ pradu zarejestrowano odpowiednio jako
329 kJogN'm?2 i 050 A‘m? (w stosunku do pola powierzchni membrany),
a w procesie uzyskano nadwyzke energii w wysokosci 3,46 kJ-g'N"!-m™2 | co stanowilo
wigcej niz energia wymagana do odzyskiwania amoniaku przez metod¢ odpe¢dzania tego
zwiazku za pomocg przedmuchu gazem obojetnym [173]. W artykule P. Ledezmana i in.
zwrdcono uwage, ze nie tylko zwigzki azotu mozna odzyska¢ przy uzyciu technologii
BES. Fosfor i potas sa pierwiastkami dobrze usuwalnymi z roztwordéw. Jednak jony
fosforanowe (PO4+*") oraz potasowe (K*) odktadane sg w procesach elektrolitycznych na
powierzchni elektrody. Zjawisko to wplywa negatywnie na wydajno$¢ procesu
elektrochemicznego, a przez to znaczaco utrudnia proces odzyskiwania tych
pierwiastkow [174].
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V. Celei zakres pracy

Gléwnym celem rozprawy doktorskiej byta ocena mozliwosci zastosowania uktadow
bioelektrochemicznych w procesie degradacji zwigzkow ropopochodnych przy
jednoczesnej produkcji zwigzkow powierzchniowo czynnych. Zaklada sie, ze
odpowiedni dobor parametrow procesu oraz materialow uzytych do konstrukcji uktadow
BES moze pozytywnie wptyna¢ na aktywnos$¢ mikrobiologiczna, a w konsekwencji na
zwiekszenie produkcji pradu elektrycznego oraz przyspieszenie procesu biodegradacji
zwigzkow ropopochodnych.

Dodatkowo postawiono cztery szczegdétowe cele badawcze. Pierwszym z nich byla
identyfikacja materiatow anodowych sprzyjajacych wydajnej produkcji pradu
w bioelektrochemicznych systemach zasilanych substratami ropopochodnymi. Materiaty
anodowe promujace proces tworzenia si¢ stabilnego 1 ggstego biofilmu elektroaktywnego
moga znaczaco zwigkszy¢ produkcje pradu w uktadach BES, nawet przy wykorzystaniu
wylacznie substratéw ropopochodnych.

Drugim celem rozprawy byla ocena wptywu zastosowania kosubstratu (octanu sodu) na
wydajno$¢ procesow redoks oraz wydajnos¢ degradacji zwigzkéw ropopochodnych
w BES. Dodatek prostego zrodlta wegla moze zwigkszy¢ poczatkowa aktywnosé
mikroorganizméw 1 produkcje pradu, co w dluzszym okresie powinno pozytywnie
wptyna¢ na degradacj¢ zwigzkow ropopochodnych.

Nastepnym celem bylo zbadanie jako$ci mikrobiologicznego konsorcjum oraz jego roli
w procesie biodegradacji zwigzkow ropopochodnych w BES. Wyzsza réznorodnos¢
mikroorganizmow tworzacych biofilm anodowy skutkuje bardziej efektywna degradacja
tych zwigzkdéw. Moze to wynikaé¢ z obecno$ci mikroorganizmow zdolnych do produkcji
biosurfaktantoéw. Zwiazki te znaczaco zwigkszaja wydajnos$¢ transportu elektronow
1 dostgpnos¢ do hydrofobowych substratow.

Ostatnim szczegétowym celem pracy byla identyfikacja substancji powstajacych
w uktadach bioelektrochemicznych oraz ocena ich wptywu na funkcjonowanie BES.
Zaklada si¢, ze w procesie degradacji zwigzkow ropopochodnych produkowane sg
biosurfaktanty, ktoérych zadaniem jest obniZenie napigcia powierzchniowego oraz
zwigkszenie biodostepnosci substratow. Zwigzki te dodatkowo wspomagaja proces
degradacji  zwigzkéw  ropopochodnych.  Przyjeto  réwniez, ze  konsorcja
mikroorganizméw, pochodzace ze srodowiska naturalnego, zawierajg gatunki zdolne do
syntezy biosurfaktantow.

W pracy skoncentrowano si¢ na zastosowaniu réznych uktadow bioelektrochemicznych
jako innowacyjnej platformy wspomagajacej procesy bioremediacji. Uklady te
dodatkowo zdolne byty do produkcji pradu elektrycznego. Efektywnos¢ tych uktadow
okreslono poprzez pomiary elektrochemiczne (pomiary produkcji pradu elektrycznego
wczasie  rzeczywistym,  chronoamperometria, =~ woltamperometria  liniowa,
woltamperometria cykliczna, elektrochemiczna impedancja spektroskopii), analizg
sktadu chemicznego (GC-MS), analiz¢ morfologiczng struktury biofilmu (SEM, FM)
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oraz badania wystgpowania biosurfaktantow (pomiary napigcia powierzchniowego, kata
zwilzania, analiza LC-MS otrzymanych produktow).

By osiagna¢ cele rozprawy doktorskiej, przeprowadzono szereg badan polegajacych na:

Okresleniu ~ wptywu  parametréw, takich jak  potencjal  elektrody,
na wydajnos$¢ procesu wzbogacania elektroaktywnego biofilmu;

Wykazaniu zalezno$ci biordéznorodnosci mikrobiologicznej na produkcje pradu
oraz degradacje zwigzkow ropopochodnych;

Zbadaniu wybranych materialow elektrodowych oraz okresleniu ich wptywu
na wydajnos¢ produkcji pradu elektrycznego;

Okresleniu wptywu octanu sodu jako kosubstratu oraz enzymu lakazy
na efektywnos$¢ procesu degradacji zwigzkow ropopochodnych;

Przebadaniu dziewigciu konsorcjow mikrobiologicznych (konsorcja gleb
antropogenicznych, azjatyckich oraz ciekow wodnych) pod katem produkcji
pradu elektrycznego oraz potencjalnej produkcji zwigzkéw powierzchniowo
czynnych;

Zbadaniu dtugoterminowej wydajnosci produkcji pradu elektrycznego, degradacji
zwigzkéw  ropopochodnych oraz okres$leniu  rodzaju produkowanych
biosurfaktantéw w trakcie procesu degradacji zwigzkow ropopochodnych.

Przedstawione w rozprawie wyniki badan mogg przyczyni¢ si¢ do dalszego rozwoju
dziedziny projektowania 1 wykorzystywania uktadéw bioelektrochemicznych

w procesach bioremediacji zwigzkow ropopochodnych. Dodatkowo zaprezentowane
wyniki 1 wnioski mogg postuzy¢ do glgbszego zrozumienia procesu stymulacji biosyntezy
surfaktantow w uktadach BES w celu intensyfikacji bioremediacji.

str. 45



VI

Metodyka badawcza
6.1 Srodowiska mikrobiologiczne

Mikroorganizmy uzyte w eksperymentach pozyskane zostaly w ramach wczes$niejszych
prac kierownika Laboratorium Mikrobiologicznych Ukladow Elektrochemicznych
z terendw o zroéznicowanym stopniu zanieczyszczenia zwigzkami ropopochodnymi. Na
rysunku 11 oraz odpowiadajacej mu tabeli 2 przedstawiono lokalizacje, z ktérych
pozyskano probki srodowiskowe do badan.

Probki gleby zanieczyszczonej zwigzkami ropopochodnymi zostaty pobrane z glebokosci
od 5 do 10 cm pod powierzchnig gleby. Przechowywano je w hermetycznie zamknigtych
plastikowych pojemnikach, transportowanych bezposrednio do laboratorium. Probki
zagraniczne pochodzity z roku 2014 Iub lat wezesniejszych. Byly zamrozone przy uzyciu
roztworu dimetylosulfotlenku (DMSO, stezenie 0,1 % w MSM) lub glicerolu (st¢zenie
50 % w MSM), w temperaturze -80°C do czasu wykonywania badan. Na krétko przed
uzyciem probki gleby byty przechowywane w temperaturze 4°C oraz przepuszczone
przez 2-milimetrowe sito w celu usuniecia korzeni roslin i skat. Probki gleby przed

zastosowaniem zostaty doprowadzone do temperatury pokojowej wynoszacej 25°C.

Rysunek 11 Miejsca pozyskania materiatu do badan naniesionych na konturowg mape
swiata. Numerami oznaczono lokalizacje poboru probek, ktorych opis przedstawiono
w tabeli 2. Zdjecia lokalizacji pozyskane z Google Maps oraz Google Grafika,
licencjonowane na zasadach open source.
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Tabela

2 Wykaz miejsc pozyskania materiatow do badan.

LP Lokalizacja probki Srodowiskowej
1 Probka gleby z okolic publicznego parkingu na obszarze miejskim Wroctawia (woj. Dolnoslaskie,
’ Polska)
2. Osad oraz probki wodne z ,,z6ltego jeziorka” (woj. Dolnoslaskie, Polska)
3 Szlam, osad, probki gleby z separatora ropopochodnych stacji paliw (woj. Kujawsko-Pomorskie,
) Polska)
4. Gleba z okolicy skrzynki roztadunku paliwa stacji paliw (woj. Kujawsko-Pomorskie, Polska)
5. Osad, probki gleby z kanatu $ciekowego stacji paliw (woj. Kujawsko-Pomorskie, Polska)
6. Probka gleby ze Sri Lanki (Sri Lanka)
7. Probki gleby z okolicy wulkanu blotnego z Azerbejdzanu (Azerbejdzan)
8. Osad oraz probki wodne z cieku gorskiego ponizej lodowca Engelberg (Austria)
9. Probki wodne z lodowca (Austria)
10. Probki mikroorganizméow z zasobéw Uniwersytetu w Bremie (Brema, Niemcy)

6.2 Sklad pozywek mikrobiologicznych

Sktad mineralnej pozywki solnej stosowanej w komorach anodowych byt nastepujacy:

pH roz

NH4C1 (Chempur, Polska) w zakresie od 0,5 do 1,5 g - L™1;

Na,HPO4 (POCH, Polska) 0,6 g - L™1;

KCI1 (POCH, Polska) 0,1 g - L™1;

NaHCO; (Chempur, Polska) 2,5 g - L™1;

roztwor pierwiastkow $ladowych o stezeniu 10 ml - L™1;

jako zZrédlo wegla wykorzystano komercyjnie dostgpny olej napgdowy, probki
ropy naftowej pozyskane z terenéw kopalni ropy naftowej w Bobrce octan sodu
CH3COOH-3H,0 (Chempur, Polska) 0,82 g - L™

tworu byto réwne 7,5. Wszystkie roztwory zostaty przygotowane przy uzyciu

wody dejonizowanej Milli-Q 1 autoklawowane przed uzyciem (w 121°C przez 20 min).
Substancje chemiczne 1 odczynniki wykorzystane przy realizacji badan uzyskano od
Sigma Aldrich (USA), Carl Roth (Niemcy), Chempur (Polska). Wszystkie chemikalia
byly klasy analitycznej (=99 % czystos¢) 1 stosowane bez dodatkowego oczyszczania.
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6.3 Uzyte materialy i konfiguracja reaktorow

Na potrzeby prac opisanych w rozdziale 7. niniejszej rozprawy (Wyniki i dyskusja)
zaprojektowano 1 skonstruowano specjalne uktady BES. Elementy budowy ogniw
bioelektrochemicznych zaprojektowano w programach 3D Autodesk Inventor (Autodesk)
lub DesignSpark (RS Components), a nastgpnie wydrukowano na drukarce 3D (MK3S+,
Prusa) lub wycieto przy pomocy plotera laserowego. W celu uszczelnienia ogniw
wykorzystano uszczelki gumowe lub silikon. W tabeli 3 przedstawiono spis uzytych
komponentow przy konstrukcji poszczegdlnych ogniw. Schematy zastosowanych
uktadow bioelektrochemicznych wraz z warunkami pracy ogniw przedstawiono

bezposrednio przy opisie danego eksperymentu.

Tabela 3 Zestawienie materiatow uzytych w trakcie eksperymentow.

Firma i kraj

Element budowy Nazwa materialu/ukladu pochodzenia Uzycie w pracy
. -
el R .
. 4P . . 2 Wroctawska, Polska ’
z cigglym mieszaniem
Politechnika
B j kl k 2
Rodzaj uktadu ateryjny szidany reaktor Wroclawska, Polska !
elektrochemicznego Jednokomorowe ogniwo Uniwersytet w Bremie, 73
z katoda powietrzng Niemcy '
m -
el R y
. . Wroctawska, Polska ’
powietrznymi
Polipropylen Fiberlogy, Polska 7.1;72;7.3
Uni tet w Bremi
Materiat ogniwa Szkto fiwersylet w Bremie, 7.2
Niemcy
Szkto akrylowe (PMMA) FolPlex, Polska 7.4
PRF Composite
Welon weglowy Materials, Wielka 7.1;72;73;7.4
Brytania
Anoda Filc grafitowy SGL Carbon, Niemcy 7.2
h li
Wetna ze stali RAKSO, Niemey 72
nierdzewne;j
Wegiel aktywny
lab, Polsk 1;7.3;7.4
CWZ.22 Stanlab, Polska 7.1;7.3;7
Katoda
Platynowa ptytka Goodfellow, Niemcy 7.2
Membrana
Membrana kationowymienna USA 7.1;7.3;74
CMI-7000
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6.4 Pomiary elektrochemiczne

Wydajnos¢ uktadéw bioelektorchemicznych we wszystkich badaniach byla oceniana na
podstawie pomiaréw elektrochemicznych. Podstawowym pomiarem wykonywanym
w trakcie badan byt pomiar napig¢cia ogniwa w czasie rzeczywistym dokonywanym przez
system akwizycji danych DAQ970A firmy Keysight. Pomiary wykonywane byty
w odstepach trzyminutowych przez caty okres prowadzenia eksperymentow. W trakcie
badan uzywano dodatkowo takich technik jak woltamperometria liniowa i cykliczna,
elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna oraz chronoamperometria.

6.4.1 Woltamperometria liniowa

W celu zbadania wydajnosci uktadow bioelektrochemicznych przeprowadzono pomiary
woltamperometrii liniowej. Badania tg technikg przeprowadzono od potencjatu obwodu
otwartego (OCP z ang. open circuit potential) do 0 V wzgledem elektrody referencyjne;j
(Ag/AgCl lub SCE) przy szybkosci skanowania 1 mV-s™'. Wyniki badan przeanalizowano
przy uzyciu oprogramowania MultiTrace 4,5 (PalmSens, Holandia).

Natezenie pradu (I-Amper) obliczono zgodnie z prawem Ohma:

[==
R
Gdzie: U — zmierzone napigcie (V — Volt), R — znana rezystancja zewngtrzna
(Q — ohm). Gestoséé pradu (mA - m™2) zostala przeliczona na powierzchnig anody.

Moc ogniwa, P (W — Wat) obliczono na podstawie wzoru:
U2
P=%
Gesto$¢ mocy (mW -m~2) zostata obliczona jako iloraz kwadratu napigcia do
rezystancji zewnetrznej oraz odwrotnosci powierzchni anody.

Warto$¢ maksymalnego natezenia pradu i odpowiadajacego mu napigciu ogniwa byta
wykorzystywana do obliczania optymalnej wewnegtrznej rezystancji ogniwa (R,,e, ) na
podstawie, ktorej ustawiano rezystancje zewnetrzng (R, ).

6.4.2 Woltamperometria cykliczna

Aktywnos$¢ elektrochemiczna biofilmu zostala zbadana za pomoca woltamperometrii
cyklicznej przy uzyciu wielokanalowego potencjostatu MultiPalmSens 4 (PalmSens,
Holandia) lub jednokanatowego potencjostatu Interface 1010T (Gamry Instruments,
Niemcy). W zaleznosci od eksperymentu, badania przeprowadzano w przedziale od -600
do +600 mV (kontra elektroda odniesienia Ag/AgCl lub SCE), przy szybkosci
skanowania 1 mV-s!. Wszystkie badania woltamperometrii liniowej przeprowadzono
w temperaturze 25 °C, chyba ze okreslono inaczej. Wyniki badan przeanalizowano przy
uzyciu oprogramowania MultiTrace 4,5 (PalmSens, Holandia).
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6.4.3 Elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna

Analiza elektrochemicznej spektroskopii impedancji zostala wykorzystana do okreslenia
rodzajow oporow wewnetrznych w testowanych uktadach bioelektrochemicznych.
Pomiar przeprowadzono w konfiguracji dwuelektrodowej 1 trojelektrodowe;.
Konfiguracja dwuelektrodowa sktadata si¢ z elektrody roboczej (anoda) i katody
dziatajgcej zarowno jako przeciwelektroda, jak i elektroda odniesienia. Konfiguracja
trojelektrodowa wykorzystywata dodatkowg elektrode odniesienia (Ag/AgCl lub SCE
w zalezno$ci od eksperymentu) zanurzong w roztworze elektrolitu. Program zostat
skonfigurowany do skanowania czgstotliwosci od 1 mHz do 1 MHz przy amplitudzie
+10 mV, a pomiary wykonano przy uzyciu wielokanalowego potencjostatu
MultiPalmSens 4 (PalmSens, Holandia). Dane przeanalizowano przy uzyciu
oprogramowania MultiTrace 4,5 (PalmSens, Holandia) oraz programu EC Lab
(BioLogic, Francja). Uktad zastepczy dobrano na podstawie badan N. Sekara i in. [175].

6.4.4 Chronoamperometria

W celu wzbogacenia elektroaktywnego biofilmu na elektrodzie pracujacej zastosowano
technik¢ chronoamperometrii [176]. W zaleznosci od eksperymentu staly potencjat
o roznej wartosci byt nadawany na elektrode pracujaca. Technike te przeprowadzono
w uktadzie trojelektrodowym, gdzie: elektroda pracujaca byla anoda, przeciwelektroda
byla katoda, a trzecig elektroda byta elektroda referencyjna (Ag/AgCl lub SCE
w zalezno$ci od eksperymentu). Pomiar nat¢zenia pradu mierzony byl w odstgpach
trzyminutowych przy pomocy uzyciu wielokanalowego potencjostatu MultiPalmSens 4
(PalmSens, Holandia) lub jednokanatowego potencjostatu Interface 1010T (Gamry
Instruments, Niemcy).

6.4.5 Pomiary napiecia ogniwa w czasie rzeczywistym

Podstawowym pomiarem wykonywanym w trakcie eksperymentow byt pomiar napiecia
ogniwa w czasie rzeczywistym. Pomiary te byly realizowane za pomoca zewngtrznego
systemu akwizycji danych DAQ970A (Keysight, USA) w trzyminutowych interwatach,
co zapewniato precyzyjne monitorowanie dynamiki zmian napi¢cia. Zebrane dane
stanowity podstawe do pozniejszych obliczen warto$ci ggstosci mocy.

Obliczenia mocy ogniwa przeprowadzono przy wykorzystaniu prawa Ohma, ktore
zostalo szczegdlowo omowione we wczesniejszej czesci rozdziatu. Prawo to, okreslajace
zwigzek miedzy napieciem, nat¢zeniem pradu a rezystancja, pozwolito na precyzyjne
przeksztatcenie zmierzonych warto$ci napigcia na odpowiadajace im wartosci gestosci
mocy. Takie podejScie umozliwito ocen¢ wydajnosci ogniwa w roznych fazach
eksperymentu oraz analize¢ jego zdolnosci do konwersji energii chemicznej
zanieczyszczen na energi¢ elektryczng.
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6.5 Badanie wyst¢powania biosurfaktantow

6.5.1 Pecherzykowe pomiary napiecia powierzchniowego

Napigcie powierzchniowe (ST z ang. surface temsion) anolitu mierzono za pomocg
tensjometru (Kriiss BPT Mobile, Niemcy). Wszystkie pomiary przeprowadzono
w temperaturze 25°C. Badania przeprowadzano z zastosowaniem metody dynamicznej
1statycznej. Metoda dynamiczna skladata si¢ z serii pomiarow napigcia
powierzchniowego w zaleznosci od wieku pecherzykow, obejmujacego przedzialy
czasowe od 10 do 15 000 ms. Metoda statyczna obejmowala pomiar dla pecherzyka
o ustalonym wieku rownym 11 000 ms. Spadki napigcia powierzchniowego sprawdzano
wzgledem wody destylowanej Mili-Q i $wiezego niezaszczepionego MSM (72 mN-m™).
Pomiar zostal powtdrzony trzykrotnie, a z uzyskanych wynikdéw obliczono warto$¢
sredniego napigcia powierzchniowego wraz z odpowiadajacym mu odchyleniem
standardowym. Otrzymane wyniki pordwnano wzgledem przygotowanej krzywej
wzorcowej dla roznych stezen biosurfaktantdow w postaci mieszaniny ramnolipidow.
Krzywa ta umozliwita oszacowanie st¢zenia biosurfaktantow w badanych roztworach.

6.5.2 Pomiar kata zwilzania

Pomiar kata zwilzania zastosowano w celu potwierdzenia obecnos$ci biosurfaktantow
w roztworze anolitu. Pomiar wykonano na hydrofobowej silikonowej plytce, na ktorej
umieszczono krople roztworu anolitu przy pomocy igly. W celu wykluczenia btedu
pomiary byly powtarzane trzykrotnie, a nastepnie obliczano z nich Sredni kat zwilzania.
Wszystkie pomiary przeprowadzono w temperaturze 25°C. Otrzymane wyniki
poréwnano z kontrolg wody destylowanej 1 $wiezego niezaszczepionego MSM.

~ POWIERZCHNIA
HYDROFOBOWA
KAT > 150°

RZCHNIA
HYDROFOBOWA

KAT < 90°

W{ER?CHNlA
HYDROFOBOWA

KAT > 90°

Rysunek 12 Ksztalt kropli anolitu w zaleznosci od wystepowania biosurfaktantow i ich stezenia.

6.5.1 Analiza otrzymanych probek biosurfaktantéw

Przygotowanie probki do ekstrakcji biosurfaktantow

W celu pozniejszej analizy biosurfaktantéw przeprowadzono proces wytracania kwasem
1 ekstrakcji rozpuszczalnikiem organicznym. Komorki bakteryjne oddzielono od anolitu
poprzez wirowanie 6 000 obrotdéw/minute przez 15 minut w temperaturze 25°C
(Beckman Coulter, JLA-16,250 rotor, USA), a nastgpnie otrzymany supernatant
dodatkowo przefiltrowano sterylnym filtrem strzykawkowym o $rednicy poréw 0,22 um.
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Tak przygotowany roztwdr biosurfaktantéw poddano precypitacji kwasem solnym
i ekstrakcji w wyparce prozniowej lub ekstrakcji do fazy state;.

Precypitacja kwasem solnym i ekstrakcja w wyparce proZniowej

Pozbawiony komorek supernatant zakwaszono do pH 2,0 przy uzyciu roztworu 1 M HCl
(kwasu solnego). Tak otrzymany roztwor umieszczono w lodoéwce w temperaturze 4°C
na 24 godziny w celu wytracenia biosurfaktantow. Roztwor z niewielkg zawartoscia
osadu ekstrahowano trzykrotnie octanem etylu w proporcji 1:1 przez 5 minut,
kazdorazowo zbierajac nowg porcj¢ fazy organicznej. W celu odparowania
rozpuszczalnika organicznego z ekstraktu uzyto wyparki prézniowej (Heidolph, Hei-VAP
Advantage, Niemcy). Proces odparowania prowadzono w temperaturze 60°C
z predkoscia 60 obrotow/minute. Ekstrakt odparowano do sucha, a nastepnie
rozpuszczono w czystej porcji octanu etylu.

Ekstrakcja do fazy stalej (SPE)

Podczas ekstrakcji do fazy stalej (SPE z ang. solid phase extraction) wykorzystano
wklady C18 (CHROMABOND; obj¢tos¢ 3 ml; masa adsorbentu 500 mg). Kolumne
kondycjonowano 15 ml acetonitrylu, 3 ml metanolu i 3 ml dejonizowanej wody
nadawanymi na kolumng bezposrednio po sobie. Nastepnie zadano 130 ml probki na
kolumne. Po procesie ekstrakeji kolumng przeplukano 3 ml wody i suszono jg przez 10
minut. Tak przygotowang kolumng z adsorbowanymi produktami przeptukano ponownie
przy uzyciu 3 ml acetonitrylu. Roztworzony produkt odparowano do sucha
z rozpuszczalnika organicznego w temperaturze 40°C pod wyciagiem.

Analiza LC-MS/MS

Biosurfaktanty w statej 1 wysuszonej formie rozpuszczono w 150 pl wodnego 5 mM
buforu mréwczanu amonu i acetonitrylu w proporcji objetosciowej 60/40. Probke
nastepnie rozcienczono 100-krotnie 1 przeanalizowano metoda LC-MS/MS.
Charakterystyke produktéw przeprowadzono przy uzyciu Synapt G2 Si Q-TOF MS
wyposazonego w zrodlo jonow elektrorozpylania (ESI) w polaczeniu z systemem
chromatograficznym Acquity UPLC I-class (Waters, USA). Do rozdzielenia zwigzkow
zastosowano chromatografi¢ w odwroconym ukladzie faz na kolumnie ACQUITY
UPLC® BEH Shield RP18 1,7 um (2,1 x 100 mm). Fazy ruchome sktadaly si¢ z 10 mM
mrowczanu amonu w wodzie w proporcji 5:95 (A) 1 10 mM mréwcezanu amonu w wodzie
w proporcji 95:5 (B). Szybko$é przeptywu ustawiono na 0,300 ml-min! przy catkowitym
czasie pracy wynoszacym 6,5 min. Elucje¢ liniowa przeprowadzono w nastgpujacy
sposob: 1,00 min — 20 % B; 2,50 min — 90 % B; 4,50 min — 90 % B; 4,60 min — 20 % B;
6,50 min — 20 % B. Temperatury probki i kolumny ustawiono odpowiednio na 10°C
145°C. Objetos¢ wtrysku ustawiono na 2,00 pL.. Akwizycje danych przeprowadzono przy
uzyciu oprogramowania MassLynx (wersja 4,1, SCN932, Waters, USA). Probki badano
w trybie jonow ujemnych. Parametry zrddta jonow MS ustawiono nastepujaco: napigcie
kapilary — 2,50 kV; stozek probkujacy — 40 V; temperatura zrodta — 130°C; temperatura
desolwatacji — 450°C; przeplyw gazu desolwatacyjnego — 800 L-h!' i przeptyw gazu
stozkowego — 60 L-h™.

str. 52



6.6 Analiza skladu chemicznego

6.6.1 Chemiczne zapotrzebowanie tlenu (ChZT)

Chemiczne zapotrzebowanie tlenu (ChZT) probek zostato okreslone przy uzyciu testow
kuwetowych o zakresie 150-1000 mg-L™! O. (Hach-Lange, Niemcy) zgodnie z procedura
przygotowang przez producenta. Ubytek ChZT zostal wyliczony jako:

ChZTp — ChZTy
Repzr = ChZT.
P

- 100 %

Gdzie: ChZT, — warto$¢ zadana ChZT ; ChZT), — warto$¢ otrzymana po procesie
degradacji.

Wydajnos¢ kulombowska (CE z ang. coulombic efficiency), zwang réwniez sprawnoscig
faradyczng lub sprawnos$cia pradowa, stosuje si¢ do opisu sprawnosci konwersji biomasy
na ladunek elektryczny w uktadach bioelektrochemicznych. Parametr ten zostal
obliczony na podstawie uzyskanych wynikow pomiaréw ChZT i postuzyt do okreslenia
wydajnosci procesu biotransformacji zwiazkdéw ropopochodnych na energi¢ elektryczna.
Wydajnos¢ kulombowska obliczono dla ztozonego substratu w uktadzie wsadowym
zgodnie ze wzorem [119]:

8- [, Idt

CE =
F -V, - AChZT

Gdzie: 8 — stala, oparta na masie czasteczkowej tlenu 1 liczbie elektrondw wymienionych
na mol tlenu; I — natezenie pradu (A); t — czas trwania cykli (s), F — stala Farada
(96500 C-mol-"'; V, — objetosé¢ cieczy w komorze anodowej (ml), AChZT — zmiana
stezenia ChZT (mg-L™)

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

Analiz¢ probek GC-MS przeprowadzono za pomoca chromatografu gazowego HP6890
wyposazonego w detektor masowo-selektywny HP5973 1 kolumne kapilarng DB-1701
(30 m x 0,25 mm 1i.d., grubo$¢ warstwy 0,25 um). Jako gaz nos$ny zastosowano hel
(czysto$¢ 99,999 %). Temperature kolumny programowano od 40°C do 260°C
z predkoscia 10°C-min! po poczatkowym 4-minutowym okresie izotermicznym
1 utrzymywano w temperaturze koncowej przez 20 minut. Wlot ustawiono na 250°C.
Spektrometr masowy ustawiono na napigcie jonizujace 70 eV z zakresem mas
m/z 29-450. Identyfikacja zwigzkoéw organicznych zostata przeprowadzona poprzez
poréwnanie widm mas rozdzielonych sktadnikow przy uzyciu procedur wyszukiwania
w bibliotece elektronicznej NIST i nastepujacych zrédet [177,178].
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6.7 Analiza morfologiczna biofilmu

6.7.1 Mikroskopia fluorescencyjna

Analiz¢ zdje¢ mikroskopii fluorescencyjnej przeprowadzono w celu zbadania
powierzchni biofilmu anody. Pod koniec eksperymentu anody zostaly utrwalone za
pomoca 4 % aldehydu glutarowego w buforze fosforanowym 0,1M przez 30 minut,
a nastepnie wyptukane w wodzie DI. Utrwalone anody zabarwiono 2 pg-ml' DAPI
(4',6-diamidino-2-fenyloindol), oranzem akrydyny i czerwienig nilowg i inkubowano
w ciemnos$ci przez 30 minut. Zabarwiony biofilm na materiale elektrody zostat
zobrazowany przy uzyciu mikroskopu Zeiss Axioscope 5/7 (pétprzewodnikowe zrodto
swiatta Colibri 3 (typ RGB-UV); kamera mikroskopowa Axiocam 702 mono (Zeiss,
Niemcy) przy powigkszeniu 250x (obiektyw ApoChrom 25x) w zanurzeniu olejowym.
Zdjecia byly wykonywane w sposob automatyczny 1 skokowy za pomoca
zmotoryzowanego stolika, obslugiwanego oprogramowaniem Zen (Zeiss, Niemcy,
wersja 3,0). Projekcje uzyskano poprzez dalsze przetwarzanie danych obrazu
z mikroskopu fluorescencyjnego. Liczbe i rozmiar czastek na obrazie obliczono ze
stosOw obrazow za pomoca dodatkowego oprogramowania do Image] o nazwie 3D
Object Counter.

6.7.2 Obrazowanie skaningowym mikroskopem elektronowym

Powierzchnie biofilmu anody zbadano za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowe;j
(Jeol JSM-6610LVnx). Probki anody zanurzono w 2,5 % roztworze aldehydu
glutarowego w buforze fosforanowym (pH 7,4) na 12 godzin w temperaturze 4°C,
a nastgpnie anody odwodniono w kapieli gradientowej etanol-woda o stezeniach od 50
do 100 % co 10 %. Na koniec probki ptukano trzykrotnie w roztworze buforu
fosforanowego przez 10 minut [179]. Po usunigciu pozostatosci wody i odparowaniu
alkoholu probki byly przechowywane w suszarce w temperaturze 40°C do czasu analizy.
Wszystkie probki zostaty pokryte ztotem przed analizg.

6.8 Analiza skladu mikrobiologicznego
W trakcie badan przeprowadzono analize¢ skladu mikroorganizméw w ramach

wewnetrznej wspotpracy Laboratorium Mikrobiologicznych Uktadow
Elektrochemicznych oraz wspotpracy z Uniwersytetem Tartu, Estonia.

6.8.1 Ekstrakcja DNA

Wszystkie probki DNA zostaly wyizolowane przy uzyciu zestawu Bead-Beat Micro AX
Gravity (A&A BIOTECHNOLOGY, Warszawa, Polska). Jakos$¢ i liczbe ekstraktow DNA
oceniano spektrofotometrycznie przy uzyciu NanoDrop™ 2000/2000¢ (ThermoFisher
Scientific, USA).
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6.8.2 Sekwencjonowanie genu 16S rRNA i analiza bioinformatyczna

Réznorodnos$¢ drobnoustrojow zostata okre§lona przy uzyciu ukierunkowanego
sekwencjonowania regionu V3-V4 w obrgbie genu 16S rRNA. Do amplifikacji
1 pdzniejszego przygotowania biblioteki wykorzystano startery 16S rRNA, a doktadnie
341F 1 785R [180]. Proces amplifikacji przeprowadzono przy uzyciu Q5 Hot Start High-
Fidelity 2X Master Mix, przestrzegajac warunkow reakcji opisanych przez producenta.
Sekwencjonowanie parami wykonano przy uzyciu zestawu Illumina v3 na urzadzeniu
MiSeq, uzyskujac odczyty o dlugosci 2 x 300 nukleotydow. Analiz¢ bioinformatyczna
przeprowadzono za pomocg platformy QIIME 2 [181] w polaczeniu z pakietem DADA2
[182]. Wstepna analiza bioinformatyczna obejmowata kontrole jakos$ci i przetwarzanie
sekwencji. Dynamiczne parametry kontrolne zostaly wygenerowane w oparciu o model
btedu specyficzny dla kazdej probki przy uzyciu narzedzia FIGARO. Ponadto podjeto
srodki kontroli jakos$ci w celu zapewnienia, ze maksymalne oczekiwane poziomy bledow
kazdej probki mieszcza si¢ w dopuszczalnych granicach. Uzyskane sekwencje zostaty
poddane wstepnemu przetwarzaniu przy uzyciu narzedzia Cutadapt. Klasyfikacja
taksonomiczna reprezentatywnych sekwencji Amplicon Sequence Variants (ASVs)
zostata przeprowadzona za pomoca referencyjnej bazy danych Silva 138 z dwuetapowym
podejsciem hybrydowym. Najpierw przeprowadzono doktadne dopasowanie odczytow
do referencyjnej bazy danych przy uzyciu narzedzia Vsearch [183]. Wszystkie odczyty,
ktore nie zostaly dopasowane w poprzednim kroku, zostaly sklasyfikowane przy uzyciu
metody sklearn dostepnej w module q2-feature-classifier programu QIIME [184].
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VII. Wyniki i dyskusja

7.1 Wplyw potencjalu anodowego na zaleznos¢ miedzy bior6znorodnoscia
amoca generowana przez bakterie anodowe wzbogacone z gleby
zanieczyszczonej zwigzkami ropopochodnymi

7.1.1 Opis przeprowadzonego doswiadczenia

Trzyelektrodowy system BES zostal zbudowany z polipropylenowego naczynia
o pojemnosci 150 ml (rysunek 13). Anod¢e wykonano z welonu z wtokna weglowego
(PRF Composites Materials, Wielka Brytania) o powierzchni geometrycznej 9 cm?.
Katodg¢ powietrzng wykonano z wegla aktywnego (CWZ-22) z siatkg ze stali nierdzewnej
jako kolektorem elektrondw. Do potaczenia elektrod z potencjostatem poczatkowo uzyto
drutu ze stali nierdzewnej 304 LSi, ktory po miesigcu ze wzgledu na korozje zostat
wymieniony na drut ze stali nierdzewnej 308 LSi. Jako separatora uzyto dost¢pnej na
rynku membrany kationowymiennej (CMI-7000. USA). Elektrodami referencyjnymi
uzywanymi w systemie byly RE-1B (elektroda Ag/AgCl, ALS Co., Japonia). Reaktor byt
wyposazony w mieszadlo magnetyczne, ktore umozliwiato rownomierne rozprowadzenie
hydrofobowego oleju napedowego w roztworze soli mineralnych. Jako zrodio
mikroorganizmoéw wykorzystano glebe zebrang z okolic publicznego parkingu na
obszarze miejskim Wroctawia (51,114069°N, 17,071237°E, Wroctaw w Polsce). Zebrana
gleba zostala przesiana w celu oddzielenia kamieni 1korzeni. Do inokulacji
przygotowano zawiesing zawierajaca 15 gram gleby w 150 ml MSM. Roztwoér soli
mineralnych, uzywany jako elektrolit, zostal przygotowany zgodnie z wcze$niejszym
opisem [185].

Jako zrodlo wegla uzyto dostgpnego na rynku oleju napedowego 0,1 % (v/v).
Zastosowany olej napedowy zawieral okoto 75 % weglowodorow alifatycznych (CioHzo-
CisHag) 1 okoto 25 % weglowodoréw aromatycznych (np. benzen, styren). Przez czas
trwania eksperymentu wszystkie reaktory byly zasilane olejem napgdowym w trybie
okresowym. Zasilanie nowym substratem odbywato si¢ raz w tygodniu lub gdy nat¢zenie
pradu znaczaco malato, wskazujac koniec cyklu. Po pierwszej wymianie substratu cata
gleba zostala usunigta z komory anodowej i zastgpiona czystym roztworem soli
mineralnych z olejem napedowym o takim samym stezeniu.
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Rysunek 13 Schemat konfiguracji eksperymentalnego uktadu bioelektrochemicznego.

Poza procesem wymiany roztworu na nowy oraz przeprowadzanymi pomiarami
elektrochemicznymi, potencjostat MultiPalmSens 4 (PalmSens) postuzyt do ustawienia
kazdej z anod BES na jeden z docelowych potencjalow: -0,3 V; 0,0 V1 +0,3 V wzgledem
referencyjnej elektrody Ag/AgCl. Natezenie pradu bylo monitorowane w czasie
rzeczywistym za pomoca wielokanatowego potencjostatu z trzyminutowym interwalem
probkowania.

7.1.2 Analiza produkcji pradu elektrycznego w trakcie
eksperymentu

Prad generowany w trakcie eksperymentu oraz jego warto$ci nat¢zenia przeliczone na
powierzchni¢ elektrody zostaly zaprezentowane na rysunku 14. Po inokulacji
zaobserwowano znikome warto$ci generowanego pradu, a widoczne na wykresie sygnaty
wynikaly z procesow korozyjnych drutu ze stali nierdzewnej 304 LSi.

Po pieciu tygodniach pracy (zasilanie nr 6) zaobserwowano tendencj¢ BES do
powtarzania sygnatow o podobnym czasie trwania, ale roznej intensywnosci. Identyczng
charakterystyke wykazywaty uktady pracujace pod potencjatami -0,3 1 +0,3 V. Najwyzsza
warto$¢ gestosci pradu zaobserwowano dla BES -0,3 V (sygnat 0,94 mA-cm? w 10.
tygodniu po zasilaniu 11). BES pracujacy pod dodatnim potencjatem +0,3 V osiagnat
przyblizone wartosci w koficowej czesci eksperymentu, réwne 0,62 mA-cm? w 10.
tygodniu pracy. W przypadku uktadu elektrochemicznego pracujacego przy potencjale
0,0 V najwyzsza warto$¢ maksymalnego pojedynczego sygnatu zostala zaobserwowana
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w 11. tygodniu (zasilanie 12) i wyniosta 0,08 mA-cm™. Po odrzuceniu dwoch skrajnych
warto$ci obliczono $rednig wartos¢ gestosci pradu dla wszystkich cykli. Dla BES -0,3 V
(0,116 £ 0,058 mA-cm) zaobserwowano wyzsze warto$ci w porownaniu z BES +0,3 V,
w ktorym wynosily one 0,093 + 0,046 mA-cm™>. Wartosci te wskazuja, ze dodatni
potencjat przyczynia si¢ do krétszego czasu rozruchu BES, podczas gdy ujemny potencjat
prowadzi do poprawy dlugoterminowej wydajnosci [186].

Dane te pokazuja, ze wydajnos¢ procesu produkeji pradu elektrycznego przez biofilm
anodowy jest uzalezniona od przylozonego potencjatu. W pracy Y.H. Honga i in.
wykazano, ze ujemne potencjaly przyspieszyty wzrost biofilmu i w konsekwencji
skrécity czas adaptacji mikroorganizmow do procesu produkcji pradu. W eksperymencie
tym zastosowano proste podtoza, takie jak octan sodu lub cukry [187]. Mechanizm ten
byl jednak nieznany dla tak ztozonych substratéw, jak produkty ropopochodne.
U K. Sathish-Kumar i in. zauwazono, ze w dlugim okresie (kilku miesigcy)
nagromadzenie martwych komorek prowadzi do zwigkszenia wartosci oporow
wewnetrznych biofilmu, a w konsekwencji do spadku warto$ci nat¢zenia generowanego
pradu [188]. Zjawisko to moze wynikaé z agresywnego charakteru sktadnikéw oleju
napgdowego w stosunku do martwych komorek oraz ich adsorpcji na powierzchni tych
komorek. Niemniej jednak takie zjawisko nie zostato tutaj zaobserwowane, co zostato
potwierdzone pomiarami EIS (rysunek 16).

2,0 — 71 - 1 - T T T~ T T~ 1T - T * T

1,8 = Potenciat -0.3V vs Ag/CI -
1,6 = Potencjat 0.0V vs Ag/ClI .
144 1 = Potencjat +0.3V vs Ag/Cl -
1,2 11 Zasilanie
1,0
0,84

0,25

7 7

Gestos$é pradu (mA/cm?)

0,20

0,15

0,10

Czas (tygodnie)

Rysunek 14 Wyniki pomiarow chronoamperometrycznych. Strzatki z numerami wskazujq zasilanie
reaktorow nowg porcjq pozywki ze zZrodtem wegla.
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Woltamperometria liniowa

7.1.3 Analiza pomiarow elektrochemicznych

Badania woltamperometrii liniowej wykazaty, ze najwyzsza warto$¢ gestosci mocy

uzyskano w 14. tygodniu pracy BES. Warto$¢ ta wynosita 83,2 mW-m"

2

1 zostala

zaobserwowana dla biofilmu dojrzewajacego pod potencjatem -0,3 V (rysunek 15).
Wynik ten byl wyzszy niz warto$ci reprezentowane w literaturze naukowej, w ktorych
jako inokulat wykorzystano glebe, osad rzeczny, osad czynny i inne probki
srodowiskowe. W tabeli 4 przedstawiono maksymalne natezenia pradu i gestosci mocy
w tym eksperymencie w porownaniu do wynikéw opisanych w literaturze.

Tabela 4 Porownanie wynikow wzbogacania elektroaktywnego biofilmu z roznych badan.

Uzyty Max. Max. Max.
Zrédlo Rodzaj potencjal natezenie gestosé gestos¢ .,
Inok Zrodt
nokulat wegla BES Wzgledem absolutne pradu mocy rodio
Ag/AgCl [mA] [mAecm?] | [mWm2]
) 0,3V 8,35 0,92 83,2
Gleba z obszaru na Oli‘)l Ta
miejskiego PECOWY | seMFC 0,0V 0,74 0,08 20,9
. / paliwo praca
Wroctawia .
diesel
+0,3V 5,37 0,60 31,6
Mieszanina
Glukoza
Obek ki ’ HCMF
probek zrzeki, | CMEC 0,1V 0,9 NA. 64,6+3,5 | [176]
stawu i osadu (Half Cell)
sodu
czynnego
Kompost
. (Eco- +0,144,
ferrlrglzl:tzrcle'ne Terre) £0.344%,
& . | zakupiony N.A. +0,444, 0,29 0,015 N.A. [189]
w kompostowni
Ku w centrum +0,544 and
ogrodnicz +0,744 V
ym
0,347,
Osad czynny ze Octan -0,287,
DCME 2 1 A. 1
Sciekow sodu CMEC -0,177,1 9,21 03 N [190]
+0,173 V
Wzbogacony —0,45,
Octan
1 —0,29 1 +
tlenowy osad sodu, pemec | 225000, 0 0,36 N.A. [186]
z oczyszczalni Sacharoza 0,31, and 0,04
Sciekow Qige 0,61V
Inokulat
zasolonej gleby | Octan SCMFC 20,106 V 1,8 0,08 49,0 [188]
sodowej sodu
(Meksyk)
Gleba
zanieczyszczona
. Octan HCMFC
+
weglowodorami sodu (Half Cell) 0,344V 0,45 0,045 220 [191]
ropopochodnym
i
Gleba z
. Octan
francuskiego sodu SCMFC -0,056 V 6,25 0,26 N.A. [192]

atlantyckiego

str. 59



portu
przybrzeznego
Scieki
rafineryjne z
zaktadu
petrochemiczne

£0

Zwiazki

+ + A
BTEX SCMFC 0,244V 4,5+0,1 0,14 N.A [193]

Komunaln . .
y Bioelectric

Fenol Well +0,244 V 53+0,2 0,16 N.A. [194]
Cylinder

osad czynny i
$cieki
rafineryjne

2 — dane w tej tabeli prezentowane sg dla wybranego, podkre§lonego potencjatu w danym zakresie

Pozostate uktady bioelektrochemiczne charakteryzowaty si¢ nizszymi warto$ciami
gestosci mocy w trakcie pomiarow. Druga najwyzsza warto$§¢ gestosci mocy
zaobserwowano dla BES +0,3 V (31,6 mW-m™) oraz 0,0 V (20,9 mW -m). Niska warto$¢
gestosci mocy uktadu pracujacego pod napigciem +0,3 V mogta wynika¢ z dodatnio
spolaryzowanej anody, ktora byta czynnikiem limitujgcym w trakcie procesu (rysunek
15). Krzywe polaryzacji wszystkich BES przedstawiono na rysunku 15.
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Rysunek 15 Krzywe polaryzacji i krzywe mocy dla uktadow bioelektrochemicznych. A — krzywe
polaryzacji poszczegolnych elektrod w ukiadach bioelektrochemicznych; B — dla tygodni 7, 10
i 14. Na wykresach B krzywa ciggla oznacza krzywq polaryzacji anody, krzywa kropkowana
oznacza krzywq polaryzacji katody.

Zarowno dla potencjatu 0,0 V, jak i +0,3 V przedstawione na wykresach ksztalty
krzywych sa tagodne. Wyniki te odpowiadajag w pelni rozwinigtemu biofilmowi, ktory
zaobserwowano juz po 7 tygodniach dziatania uktadéw. Natomiast dla potencjatu -0,3 V
zaobserwowano zjawisko przeregulowania (z ang. overshoot phenomenon), ktore
wystepuje przy wysokich gestosciach pragdu generowanego przez biofilm. Moze ono
réwniez wptywac¢ na zmiang rezystancji wewnetrznej uktadu bioelektrochemicznego
[124]. Pojawienie si¢ tego zjawiska wigzano u I. Ieropoulosa i in. z niewystarczajaca
zdolnoscig mikroorganizméw do produkcji elektronow w wyzszym zakresie nat¢zenia
pradu, ktéra byla nieporownywalnie wyzsza niz zdolno$¢ do ich przenoszenia [195].
Nagromadzenie zwigzkéw ropopochodnych na powierzchni anody wraz z warstwa
biofilmu moglo wplynaé na wystgpienie zjawiska przeregulowania zwigzanego ze
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stratami omowymi, stratami st¢zeniowymi i transportu masy. Podobne wnioski dla
toksycznych zwiazkéw zaobserwowano w pracy J. Winfielda i in. [196]. W przypadku
BES, ktory dziatat pod potencjale -0,3 V, dwukrotnie zaobserwowano przeregulowania,
z ktorych najwicksze wystepowato w obszarze krzywej zwigzanej ze stratami
stezeniowymi 1 transportem masy. Wydajnos$¢ katod ulegata znacznej poprawie wraz z
uptywem czasu. W artykule A. de Rosseta i in. wykazano, ze akumulacja soli zwigksza
wydajno$¢ produkcji pradu elektrycznego. Zjawisko to staje si¢ jednak negatywne po
przekroczeniu optymalnej wartosci przewodnosci [197]. BES pracujacy przy potencjale
0,0 V charakteryzowal si¢ najnizsza wydajnoscig i produkcja energii elektrycznej, co
wskazuje, ze wzbogacanie spolecznosci elektroaktywnej byto nieskuteczne.

Ponadto dodatkowa analiza krzywych polaryzacji katody wykazata wysokie straty
zwigzane ze st¢zeniem i transportem masy we wszystkich badanych uktadach. Kazda
z zastosowanych katod byla identyczna, co minimalizowato wplyw czynnikoéw
zewngtrznych na wystepowanie réznic w procesach elektrochemicznych. W ogniwie
pracujagcym pod potencjatem -0,3 V zaobserwowano gwattowny spadek napigcia BES
oraz zjawisko przeregulowania w obszarze strat st¢zeniowych i transportu masy. Dla
ogniwa pracujacego przy potencjale 0,0 V zaobserwowano duzy kat nachylenia krzywej
polaryzacji katody, na ktory wptyw mogla mie¢ obecnos¢ strat aktywacyjnych, omowych,
stezeniowych 1 transportu masy. Krzywa ta uzyskala ujemne wartosci pod koniec
polaryzacji, co moglto dodatkowo wskazywac¢ na ograniczajacy wplyw katody na proces
produkcji pradu elektrycznego przez biofilm. Zastosowanie potencjalu +0,3 V na BES
skutkowato dodatnig polaryzacja uktadu w catym zakresie pomiaru LSV. Dla tego uktadu
zaobserwowano rowniez wysokie warto$ci pradu i wyliczonej gestosci mocy, ktore
mogty wskazywac na korzystne warunki wzbogacenia biofilmu elektroaktywnego.

Elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna

Wykresy Nyquista (rysunek 16) przedstawiaja wyniki pomiaréw przeprowadzonych
w7.,10. 1 14. tygodniu eksperymentu. Dane zostaly dopasowane zgodnie
z zaproponowanymi przez N. Sekara 1 in. obwodami elektrycznymi [175], umozliwiajac
okreslenie rezystancji omowej (Ronm) 1 rezystancji transportu tadunku elektronowego
(Ret). Uzyskane wykresy Nyquista sktadaja si¢ z jednego potkola i elementu dyfuzyjnego
Warburga.
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Rysunek 16 Wykresy Nyquista wraz z wykresami stupkowymi przedstawiajgce rozktad
komponentow w trakcie badania EIS w 7., 10. i 14. tygodniu. Na wykresach uzyto skrotow
oznaczajgcych: R — rezystancja transferu tadunku, Rowm — rezystancja omowa.

Analiza wykresOw wykazala, Ze rezystancja omowa nie zmienila si¢ znaczaco w trakcie
eksperymentu. We wszystkich systemach wynosita ona odpowiednio 2 Q (-0,3 V, +0,3 V)
oraz 4 Q w przypadku BES przy potencjale 0,0 V. Rezystancja transferu tadunku byta
w duzym stopniu zalezna od zastosowanej strategii wzbogacania. W przypadku BES
dziatajacego pod potencjatem -0,3 V zaobserwowano znaczny spadek Rt z 34 do 6 Ohm.
W pozostatych uktadach MFC réwniez zaobserwowano spadek rezystancji zwigzanej
z transferem tadunku. Najwiekszy spadek R zaobserwowano przy zastosowanym
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potencjale anody rownym 0,0 V, gdzie warto$¢ rezystancji zmniejszyla si¢ z 600 Q do
39 Q. W publikacjach A. Kumara oraz G. Pasteranka i in. stwierdzono, ze lepiej
rozwinigty biofilm cechuje si¢ nizszymi warto$ciami rezystancji podczas pracy uktadu
[198,199]. Z tego wzgledu potencjat -0,3 V okazat si¢ najskuteczniejszy w formowaniu
biofilmu o wysokiej zdolnosci do przenoszenia elektronow.

250 Potencjat: -300 mV, tydzien 10 50 Potencjat: -300 mV, tydzier 10
T T T T T T T T T \ T T T T T T
295 ——Oryginalne dane EIS ] 451
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Rysunek 17 Wykres Nyquista dla pomiaru EIS MFC z potencjatem -0,3 V (wzgledem Ag/AgCl),
po 10 tygodniach. Kolorem czerwonym oznaczono dane eksperymentalne, kolorem niebieskim
oznaczono dane po dopasowaniu do obwodu zastepczego. A — pelen zakres wynikow,
B — przyblizenie zaznaczonego na czerwono obszaru.

Woltamperometria Cykliczna

By zbada¢, jakie uktady redoks byly zaangazowane w zewnatrzkomérkowy transport
elektronow, przeprowadzono badania woltamperometrii cyklicznej (rysunek 18). We
wszystkich ~ wzbogaconych  spolecznosciach  zaobserwowano cztery  sygnaly
utleniajace: 0,196 V 1+0,379 V (-0,3 V); +0,489 V (0,0 V); +0,469 V (+0,3 V) wraz
z odpowiadajacymi im sygnatami redukcji: -0,376 V i +0,189 V (-0,3 V); +0,119 V
(0,0 V); -0,020 V (+0,3 V). Na podstawie uzyskanych wynikoéw badan zaobserwowano,
ze rozwinigte biofilmy wykorzystuja rozne mechanizmy transportu elektronow.
Otrzymane woltamogramy w tym eksperymencie przedstawiono na rysunku 18.
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Rysunek 18 Woltamogramy cykliczne ukladow bioelektrochemicznych w 14. tygodniu
eksperymentu.

Przy biofilmie wzbogacanym potencjatem -0,3 V mikroorganizmy korzystaty z dwoch
réoznych ukladéow redoks zaangazowanych w transfer elektronéw. Pierwszy sygnat
(potencjat formalny -0,286 V wzgledem Ag/AgCl) mogt wskazywaé na duzy udziat
cytochromu typu c — OmcA, OmeB, OmcZ lub cytochromu wraz z pilami przewodzacymi
OmcS produkowanymi przez Geobacter sulfurreducens [200,201]. Drugi sygnat przy
potencjale 0,284 V wzgledem Ag/AgCl mogt odpowiada¢ uktadowi redoks zwigzanemu
z azuryng wytwarzang przez Pseudomonas aeruginosa [202] lub innym cytochromem
btony typu ¢ zewngetrznej — OmcF wytwarzanym przez Geobacter spp [201].

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, Ze zastosowanie ujemnych
potencjatow ma kluczowy wplyw na roznorodno$¢ mikrobiologiczng biofilmu
elektroaktywnego zdolnego do degradacji oleju napedowego. Jest to sprzeczne
z ustaleniami Zhua i in., gdzie opisano ze zastosowany potencjat nie wptywa na strukture
spotecznosci [203]. Jak zauwazono u R.C. Wagnera 1 in. zastosowanie dodatnich
potencjatow pozwala mikroorganizmom generowa¢ wigcej energii dla niektérych
szlakow metabolicznych, w zalezno$ci od uzytego substratu [204]. Jednak jak
przedstawiono w niniejszym eksperymencie ujemny potencjal jest bardziej skuteczny we
wspieraniu wzrostu biofilmu podczas degradacji zwigzkéw ropopochodnych.
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Rysunek 19 Procentowa zmiana wartosci ChZT i obliczona wydajnos¢ kulombowska.

We wszystkich BES zmiana ChZT osiaggata podobne wartosci: 67,42+3,5 % (-0,3 V),
65,74+4,1 % (0,0 V), 63,54£1,9 % (+0,3 V). Wydajnos¢ kulombowska (CE) dla
potencjatu -0,3 V osiagneta najwyzsza wartos¢ réwng 14,8+1,5 %. Dla pozostatych
dwoch uktadow CE nie przekroczyta 10 %. Wartos$ci te wynosity odpowiednio 9,8+4,1 %
(0,0 V) 17,3+ 1,9 % (+0,3 V) pod koniec okresu eksperymentalnego. Wyniki pomiarow
przedstawiono na rysunku 19. Na tak niskie wartosci CE w stosunku do otrzymanych
wartosci ChZT moglo wplywaé wiele czynnikéw, takich jak degradacja ztozonych
weglowodoréw, produkcja dodatkowych zwigzkow zwiekszajacych biodostgpnosé lub
pojawienie si¢ innych szlakow metabolicznych niz te odpowiadajace za produkcj¢ pradu
elektrycznego. Im bardziej wymagajacy substrat, tym wigcej energii potrzebowaly
mikroorganizmy do jego degradacji. W eksperymencie wykorzystano olej napgdowy,
ktory jest mieszaning trudnych zwigzkéw w degradacji. Dodatkowo niskie warto$ci CE
mogly wynika¢ z réznych szybkosci rozwoju biofilmu elektroaktywnego. Co wigcej,
warto$ci ChZT i CE zostaly zmierzone pod koniec eksperymentu, wigc na wyniki mogty
mie¢ wplyw zjawiska zwigzane z zanieczyszczeniem membrany 1 elektrody oraz
biofoulingiem [146]. Biorac pod uwage zastosowanie wytacznie oleju napedowego jako
substratu otrzymany wynik byt wysoki w poréwnaniu do eksperymentéw J.M. Morrisa
oraz X. Li 1 in., w ktorych olej napedowy byl dodatkowo suplementowany
biosurfaktantami [161,205] lub prostszymi zwigzkami [165].
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7.1.4 Analiza spolecznos$ci drobnoustrojow w roztworze anolitu i na
elektrodzie pracujacej

Probki do analiz mikrobiologicznych zaréwno z komory anodowej, jak i powierzchni
anody pobierano w trzech punktach czasowych: po 10. (t1), 15. (t2) 1 18. (t3) tygodniach
pracy. Spotecznos$¢ drobnoustrojow utworzona na powierzchni anody zostata zbadana na
koniec eksperymentu (t3), co odpowiadalo w petni uformowanej spotecznosci biofilmu.

-0.3V Typ (phylum)

i " o
(A) (A) (A)

Inokulat t; t,
Rysunek 20 Analiza spolecznosci bakteryjnej. Profil wzglednej liczebnosci spotecznosci
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bakteryjnej na poziomie typu (phylum), porownanie probek z BES i oryginalnego inokulatu.

Sekwencjonowanie amplikonu 16S rRNA w badaniu dato facznie 1285100 odczytow,
ktére zostaly pogrupowane w 1238 wariantéw sekwencji amplikonu. Uzyskane wyniki
wykazaly duza rozbiezno$¢ w sktadzie spotecznosci bakteryjnej na poziomie gromady
w porownaniu z oryginalng spoteczno$ciag inokulum (rysunek 20). Podczas gdy
Proteobacteria 1 Firmicutes byly najliczniejszymi rodzajami w inokulacie,
Proteobacteria, Bacteroidota 1 Firmicutes okazaly si¢ najbardziej rozpowszechnione
w planktonicznych spoteczno$ciach uktadéw bioelektrochemicznych. Dodatkowo
Actinobacteriota staly si¢ bardzo liczne w anodowych zbiorowiskach biofilmow. Jest to
zgodne z wynikami poprzednich badan przeprowadzonych migdzy innymi przez
P. Clauwaert oraz S. Wang i in. [122,206]. Wykazano w nich, ze zastosowane napigcie
ma wplyw na tworzenie si¢ spolecznosci bakterii w komorze anodowej. BES
0 najwyzszej gestosci mocy (pracujace pod potencjatem -0,3 V) wykazywaly nizszy
odsetek Proteobacteria, podczas gdy +0,3 V10,0 V sprzyjaty ich wzrostowi. Z tego faktu
moze wynikaé, ze nadmierny wzrost Proteobacteria ma negatywny wplyw na wydajnos¢
elektrochemiczng MFC. Oryginalny inokulat gleby zawieral mikroorganizmy z rodziny
Spirochaetota, Chloroflexi 1 Verrucomicrobiota, podczas gdy ich liczebno$¢ po
wzbogaceniu w MFC byta bardzo niska. Dodatkowo Bacteroidota i Actinobacteriota byty
liczniejsze w probkach pochodzacych z biofilmoéw anodowych, co wskazuje na ich
znaczgcg rolg w spotecznosci generujacej prad. W szczegolnosci pod potencjatem -0,3 V,
Bacteroidota osiagneta najwyzszy udziat wynoszacy 38 %. Im wyzsza wzgledna
liczebno$¢ Actinobacteriota w biofilmie anodowym, tym BES generowal prad
o wyzszych warto$ciach natezenia 1 mocy. Najwyzsza wzgledng liczebno$¢
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Actinobacteriota, wynoszaca 15 %, zaobserwowano dla anodowej spolecznos$ci
powierzchniowej BES -0,3 V, gdzie zaobserwowano najwyzsze wartosci ggstosci mocy.
Spotecznos¢ anodowa BES 0,0 V wykazata najnizsze wartosci gestos¢ mocy i najnizsza
warto$¢ Actinobacteriota ze wzgledna liczebnoscig roéwna 3 %. W zwigzku z tym badanie
to potwierdzito, ze taksony bakteryjne tego rodzaju moga odgrywacé kluczowa role
w przenoszeniu elektronow podczas degradacji zwigzkéw ropopochodnych w BES.
W pracy D. Patel i in. wykazano, ze te mikroorganizmy réwniez charakteryzowaty si¢
wysoka liczebnoscia w zbiorowiskach anodowych, prowadzac do najwyzszej
wydajnosci. We wspomnianym eksperymencie wykorzystano $cieki glukozy i barwnika
tekstylnego jako zrodto wegla [207].

Wskaznik réznorodnosci alfa Chaol (z ang. chaol alpha diversity index) obliczony na
podstawie otrzymanych danych sekwencji genow (ASV z ang. amplicon sequence
variant) pokazuje, ze probki poddane dziataniu -0,3 V mialy najwyzszy stopien
réznorodnos$ci, podczas gdy 0,0 V wykazywalo najnizsze wartosci wskaznika. Zgodnie
z wynikami analizy statystycznej (ANOVA z ang. Analysis of Variance) rdznice
w warto$ciach Chaol byly znaczace (P<0,05). Wartosci wskaznika dla potencjatu -0,3 V
byly wyzsze niz te dla 0,0 V i +0,3 V. Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono
pozytywny zwigzek wskaznika réznorodno$ci alfa spotecznosci bakteryjnej na
wydajno$¢ BES. Zostalo to potwierdzone przez analize zwigzku migdzy mocag
a wartosciami wskaznika réznorodno$ci dla spotecznosci ti, t2 1 anodowych (t3). W celu
okreslenia sity ikierunku liniowej zalezno$ci miedzy zmiennymi wyznaczony zostat
wspolczynnik korelacji Pearsona. Warto§¢ wspotczynnika korelacji Pearsona migdzy
ztozono$cig spolecznosci bakteryjnej a wydajnoscia produkcji pradu o wysokiej wartosci
mocy osiaggneta 0,97 dla t> 1 0,94 dla spotecznosci anodowe;j (rysunek 21).

Tl
A (-0.3V) —_— Linia regresji t, (R=0.62)
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Rysunek 21 Zaleznos¢ wskaznika roznorodnosci alfa Chaol od zastosowanego potencjatu
i gestosci mocy dla spotecznosci planktonicznych w dwoch punktach czasowych: t; i t; oraz
spotecznosci na powierzchni anodowej A (13).

W przypadku systeméw bioelektrochemicznych wykorzystujacych olej napedowy jako
substrat, ktory jest ztozong mieszaning weglowodordow, skuteczna biodegradacja wymaga
zréznicowanego  konsorcjum  mikrobiologicznego o  réznych  zdolnos$ciach

str. 68



metabolicznych. Dane otrzymane w eksperymencie sg sprzeczne z ogdlng zasada, ze
ekspozycja na toksyczne substraty prowadzi do specjalizacji spotecznosci
mikrobiologicznych o niskiej bior6znorodnosci. Wskazuje to, ze mikrobiomy
o zdolnos$ciach elektroaktywnych sg znacznie bardziej zlozone i wymagaja wickszej
ilosci  roéznorodnych szlakéw metabolicznych w  porownaniu do spotecznosci
w konwencjonalnych procesach biodegradacji. Spotecznosci badanych w eksperymencie
mikroorganizméw byly bardziej zroznicowane niz ich oryginalne inokulaty. Podobne
wnioski zostaty opisane w pracy M.T. Bidja i in. [208].

7.1.5 Analiza morfologiczna struktury wytworzonego
w eksperymencie biofilmu

Obrazy SEM (rysunek 22) przedstawiaja morfologi¢ poszczegdlnych biofilmow
anodowych. Anody zostaty zebrane na koniec eksperymentu. Powierzchnia anody +0,3 V
byla gldwnie pokryta biofilmem, a w jej strukturze wykryto wysoki poziom wytragconych
soli 1 tlenk6éw krzemu, co zostato potwierdzone przez mapowanie EDS. Widkna weglowe
elektrod byty réwnomiernie pokryte biofilmem dla BES -0,3 V 1 0,0 V. Dla potencjatu
0,0 V. zaobserwowano wytracone krysztaly soli na powierzchni anody. W BES
pracujacym pod potencjatem -0,3 V biofilm rozwijal si¢ doktadniej i intensywniej, bez
jednoczesnej akumulacji duzej ilo$ci jonow metali i ich soli. Biofilm ten posiadat réwniez
najwiekszy udzial wegla w poréwnaniu do innych pierwiastkow. Ponadto na zdjeciach
w duzym powigkszeniu (dla anod -0,3 V i 0,0 V) zaobserwowano pojedyncze pile
przewodzace wytwarzane przez elektroaktywne mikroorganizmy. Niektore
mikroorganizmy moga wykorzystywac pile w procesie transportu elektronéw [209], a ich
obecno$¢ moze wskazywa¢ na wykorzystanie bezposrednich mechanizmow
pozakomoérkowego transportu elektronow przez bakterie tworzace biofilm.

Dodatkowe pomiary EDS wykazaly, ze biofilm anodowy -0,3 V mial najwyzszy stosunek
wegla w porownaniu do innych pierwiastkéw oraz pozostatych anod 0,0 1 +0,3 V. Tabela
5 przedstawia wzgledny udzial pierwiastkow w biofilmie. Najmniejsza wzgledng ilo$¢
krzemu oraz najwigksza ilo§¢ pierwiastkowego wegla zaobserwowano dla anody
pracujacej pod potencjatem -0,3 V. Jak wykazano u M. Simeona i in. tlenki metali
1 krzemu lub trudno degradowane zwiazki ropopochodne maja negatywny wptyw na
kontakt migdzy powierzchnig elektrody a bakteriami, a takze mogga zmienia¢ opor
wiasciwy elektrody [210]. Zgodnie z powyzszym zastosowany potencjal - 0,3 V stworzyt
najkorzystniejsze warunki dla rozwoju struktury biofilmu, co zostalo potwierdzone
danymi otrzymanymi w trakcie pomiaréw elektrochemicznych oraz analizg
biordéznorodnosci.
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Potencjat -0.3V

Rysunek 22 Obrazy otrzymane skaningowq mikroskopiq elektronowq. W  kolumnach
przedstawiono obrazy dla trzech bioanod. Wiersze A-D przedstawiajg rozne powigkszenia dla
danych probek. Biale strzatki wskazujq wykryte przewodzgce nanorurki wyprodukowane przez

mikroorganizmy.

Tabela 5 Analiza pierwiastkowa powierzchni bioanod wykonana metodq spektroskopii dyspersji

energii (EDS).

-0,3V 0,0V +0,3V
Pierwiastek
Procentowy udzial atomow [%]

Wegiel 72,91 59,02 35,23
Krzem 10,31 2,18 26,27
Zelaz 1,21 3,43 2,44
Miedz 6,98 1,78 3,01
Tlen 7,15 29,31 20,21
Glin 1,17 - 11,01
Potas 0,26 1,66 1,84
Nikiel - 1,54 -
Wapn - 1,09 -
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7.1.6 Podsumowanie i wnioski

W niniejszym eksperymencie przedstawiono wpltyw zastosowanych potencjatow
anodowych na wzbogacenie elektroaktywnych spolecznosci bakterii zdolnych do
degradacji zwiazkow ropopochodnych w oleju napgdowym, a takze dynamiczne zmiany
ich wiasciwosci. Anoda dziatajagca pod potencjatem -0,3 V charakteryzowata si¢
najwyzszg produkcja pradu elektrycznego o wysokiej wartosci gestosci pradu
0,94 mA-cm™ i gestosci mocy 83,2 mW-m™. Ponadto, tylko biofilm -0,3 V ujawnit dwa
dominujace uklady redoks zaangazowane w transfer elektronéw do anody i najnizsze
wartosci rezystancji. Eksperyment ten po raz pierwszy wykazal wplyw zastosowanego
potencjatu na uktady bioelektrochemiczne, w ktorych jako zrodto wegla wykorzystano
zwiazki ropopochodne. Wykazano réwniez, ze te oporne zwigzki moga by¢ przetwarzane
bez dodatku substratu pomocniczego lub biosurfaktantu. Ujawniono silny wplyw
potencjalu anodowego na roznorodno$¢ spotecznosci bakterii, wskazujac, ze
spoteczno$ci o  najwigkszej  roznorodnosci  byly  najbardziej  skuteczne
w bioelektrochemicznej degradacji 1 konwersji zwigzkéw ropy naftowej na prad
elektryczny. Byto to spowodowane gtownie liczng obecnoscig taksonéw produkujacych
biosurfaktanty w spoleczno$ciach bakterii. Dodatkowo BES pracujacy pod potencjalem
-0,3 V osiagnat najwyzszy w eksperymencie udziat Bacteroidota w spotecznosci biofilmu
wynoszacy 38 % oraz najnizszy odsetek Proteobacteria w porownaniu do pozostatych
ukladéow. Zaobserwowano, ze im wyzsza wzgledna liczebno$¢ Actinobacteriota
w biofilmie anodowym, tym BES generuje prad o wyzszych warto$ciach nat¢zenia
i mocy.

Podsumowujac, zmiany wartosci ChZT wraz z CE moga by¢ wskaznikami wydajnosci
spotecznosci mikrobiologicznej w uktadach bioelektrochemicznych. Monitorowanie
zmian warto$ci ChZT w czasie, moze da¢ informacje o tym, jak spotecznosc
mikrobiologiczna radzi sobie z rozkladem substancji organicznych. Dodatkowo wysoka
sprawno$¢ CE oznacza¢ moze, ze wigksza cze$§¢ energii z substratow zostala
wykorzystywana przez mikroorganizmy do produkcji energii. W lepiej dziatajacym
ogniwie -0,3 V wieksza cze$¢ substratu zostata przeksztalcona w energie elektryczng.
Proces ten skutkowal wyzszymi warto$ciami generowanego pradu. W innych uktadach
BES, w ktérych spotecznos$ci nie zostaly odpowiednio wzbogacone, dominowa¢ mogly
alternatywne szlaki metaboliczne, ktore nie koncentrowaty si¢ na wytwarzaniu pradu.
Oznacza to, ze zastosowanie odpowiedniej strategii wzbogacania ma kluczowe znaczenie
dla uniknigcia dlugoterminowych, nieodwracalnych problemoéw z dziataniem technologii
bioelektrochemicznej remediacji. Otrzymane wyniki moga doprowadzi¢ do lepszego
zrozumienia i dziatania systemow bioelektrochemicznych do biodegradacji zwiazkoéw
ropopochodnych.
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7.2 Zwig¢kszenie wydajnosci bioelektrochemicznej degradacji ropy naftowej:
wykorzystanie materialow anodowych i zastosowanie enzymu lakazy

7.2.1 Opis przeprowadzonego doswiadczenia

Uktad bioelektrochemiczny w postaci Bateryjnego Szklanego Reaktora (BGR z ang.
battery glass reactor) (rysunek 23) zostal zastosowany w celu zbadania wplywu
przylozonego potencjalu na dojrzewanie oraz strukturg¢ spotecznosci bakteryjnej
elektroaktywnego biofilmu, zdolnego do generowania energii elektrycznej podczas
degradacji oleju napedowego. Doktadny opis uktadu znalez¢ mozna w pracy J. Erbena
iin. [211]. Reaktor sktadat si¢ ze szklanego naczynia o pojemnosci 1 L, w ktorym
zanurzono trzy rodzaje poOlogniw anodowych wraz z odpowiadajagcymi im
przeciwelektrodami platynowymi. Wszystkie pozostate elementy reaktora zostaly
wykonane ze szkta lub polipropylenu w celu zmniejszenia stopnia reakcji migdzy
chemikaliami a elementami reaktora. Uktad zostat wyposazony w porty do pobierania
probek, wymiany pozywki mikrobiologicznej oraz gazu oboje¢tnego. Standardowa
elektroda kalomelowa (SCE z ang. saturated calomel electrode), o potencjale +0,244 V
wzgledem standardowe elektrody wodorowej (SHE z ang. standard hydrogen electrode),
(Sensortechnik Meinsberg, Niemcy) zostata uzyta jako elektroda odniesienia, a ptytki
platynowe (Goodfellow, Niemcy) o powierzchni podobnej do znormalizowanej
powierzchni anody zostaly uzyte jako przeciwelektrody. Przed inokulacja pozywka
i ztozony BGR zostaty poddane procesowi sterylizacji. Wszystkie pozniejsze pomiary
przeprowadzano w temperaturze 30°C.

Welon z widkna weglowego (CF) (PRF Composites Materials, UK), gabka grafitowa
(GS) (SGL Carbon, Niemcy) 1 welna ze stali nierdzewnej (SSW) (RAKSO, Oscar Veil
GmbH, Niemcy) zostaty uzyte jako materialy anodowe. Aby usung¢ zanieczyszczenia,
w tym pozostato$ci smarow 1 thuszczy z powierzchni anod, materiaty anodowe poddano
trzem kapielom ultradzwigkowym: najpierw w acetonie, nastepnie w alkoholu
izopropylowym, a na koncu w wodzie dejonizowanej. Kazda kapiel trwata 15 minut. Po
kapieli na elektrody natozono polipropylenowe ramy, normalizujac powierzchni¢ kazde;j
z nich do poziomu 2,25 cm?. W tym eksperymencie uzyto duplikatéw dla kazdej probki
materiatu.

Podtoze z soli mineralnych (MSM), uzywane jako elektrolit, zostalo przygotowane
zgodnie z wczesniejszym opisem [112]. W zaleznos$ci od etapu eksperymentu zrodtem
wegla byty: 10mM octan sodu z 0,05 % (v/v) z ropa naftowa (etap A), ropa naftowa
(0,05 % v/v) (etap B) lub ropa naftowa wstgpnie trawiona enzymem lakazy 0,05 % v/v
(etap C). Ropa naftowa uzyta w eksperymencie zostala pozyskana dla Politechniki
Wroctawskiej podczas wiercenia w Muzeum Przemystu Naftowego 1 Gazowniczego im.
Ignacego kLukasiewicza w Bobrce. Wszystkie substancje chemiczne uzyte do
przygotowania pozywek byty czystosci 99 % (Carl Roth, Niemcy). Elektrolit poddawany
byt cigglemu przedmuchiwaniu gazem obojetnym (w sktadzie: 20 % CO2 1 80 % N»).
W eksperymencie, w etapie C, wykorzystano lakaze Trametes versicolor w postaci stalej
(>1 U-mg™!) zakupionej od Carl Roth Supply.
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PORT DO GAZ OBOJETNY POTENCJOSTAT
ZASILANIA/

PROBKOWANIA REF
[

( MIESZADEO )

Rysunek 23 Schemat konfiguracji uktadu bateryjnego szklanego reaktora (BGR). Uzyte skroty
wrysunku: REF — elektroda referencyjna;, WE — elektroda pracujgca (anoda); CE —
przeciwelektroda (katoda).

Zasilanie w fazach A 1 B odbywalo si¢ poprzez zdyspergowanie zrodta wegla (octanu
sodu 1 ropy naftowej lub samej ropy naftowej) w roztworze anolitu za pomoca
ultradzwigkéw, a nastgpnie zawrdcenie roztworu do reaktora. Zasilanie
w etapie C ponownie polegalo na rozproszeniu zrodta wegla (ropy naftowej) za pomoca
ultradzwickow, a nastgpnie dodaniu enzymu lakazy w postaci 10 mg zwigzku. Po
wymieszaniu roztwor zawracano do reaktora.

Do inokulacji wykorzystano przystosowane do degradacji zwigzkéw ropopochodnych
1 produkcji pradu elektrycznego konsorcjum gleby zebranej z okolic publicznego
parkingu w obszarze miejskim (Wroclaw, Polska) wraz ze szczepem Geobacter
sulfurreducens PCA (DSM12127). Konsorcjum to zastosowano wczesniej
w mikrobiologicznym ogniwie paliwowym, pracujagcym pod obcigzeniem 1 kOhm z ropa
naftowa jako jedynym zrodtem wegla przez 6 miesiecy. Bakterie Geobacter
sulfurreducens hodowano w warunkach beztlenowych, akomorki drobnoustrojow
przygotowano zgodnie z wczesniejszym literaturowym opisem [212].

7.2.1 Analiza produkeji pradu elektrycznego w trakcie
eksperymentu

Aby zwiekszy¢ adhezj¢ bakterii i przyspieszy¢ proces wzrostu biofilmu na powierzchni
anody, przez pierwsze 48 godzin reaktor pracowatl w trybie napigcia obwodu otwartego.
Nastepnie dla anod ustawiono potencjal o wartosci -0,345 V wzgledem SCE
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(odpowiednik -0,3 V wzgledem Ag/AgCl), co bylo (jak wykazano w rozdziale 7.1
niniejszej pracy) efektywnym potencjatem do wzbogacania elektroaktywnych bakterii
degradujacych zwiazki ropopochodne.

W niniejszym eksperymencie trzy rozne materialy — gabka grafitowa (GS), welon
z wtokna weglowego (CF) 1 welna ze stali nierdzewnej (SSW) — zostaty ocenione pod
katem ich zastosowania w systemach bioelektrochemicznych zaprojektowanych do
degradacji zwigzkéw ropopochodnych, wystepujacych w ropie naftowej. Materialy te
zostaty wybrane ze wzgledu na powszechng dostepnos¢ i niski koszt. W celu poprawy
wydajnosci elektrycznej spotecznosci glebowe;j, ktorej wygenerowany prad miat gestosé
rowna 0,116 + 0,058 mA-cm? przy -0,3 V wzgledem Ag/AgCl w eksperymencie
opisanym w rozdziale 7.1 tej pracy, inokulat zostat wzbogacony o szczep Geobacter
sulfurreducens. Wyniki uzyskane z tego eksperymentu podsumowano w tabeli
6 1 poréwnano z danymi literaturowymi.

Po okresie inokulacji w trybie otwartego obwodu uktad BES zostal zasilony octanem
sodu i1 ropa naftowa (rysunek 24). Plateau produkowanego pradu o gestosci
0,516 + 0,028 mA-cm™ dla GS, 0,553 + 0,015 mA-cm™ dla CF oraz najwyzsza warto$é
réwng 0,778 + 0,055 mA-cm™ dla SSW osiagnieto po pieciu dniach eksperymentalnych.
Warto$ci te byly wyzsze niz te uzyskane w eksperymencie 1. Vazqueza 1 in., gdzie
wykorzystano §cieki browarnicze jako zroédto wegla, w ktorym maksymalna gestosé
pradu wynosita 0,450 = 0,07 mA-cm™ [213]. Zastosowanie octanu sodu jako kosubstratu
skutkowato dlugos$cia trwania pojedynczego cyklu wynoszacym 9,5 dnia.

Po ograniczeniu substratu wylacznie do ropy naftowej (rysunek 241 1 24II)
zaobserwowano spadek produkcji pradu elektrycznego. Po wymianie Zrodla wegla
zauwazalne bylo réwniez skrécenie czasu sygnatow, ktore trwaty 1-1,5 dnia. Srednie
warto$ci gestosci pradu uzyskanego podczas okresu zasilania wyltacznie ropa naftowa
wynosity 0,007 £ 0,004 mA-cm? dla GS, 0,008 + 0,006 mA-cm™ oraz dla CF
10,038 £ 0,031 mA-cm? dla SSW. W kolejnym etapie zastosowano enzym lakazy jako
zwigzek wstepnie degradujacy weglowodory ropopochodne. Spowodowato to poprawe
produkcji pradu elektrycznego. W etapie C $rednie warto$ci gestosci pradu uzyskanego
byty wyzsze niz te w etapie poprzednim. Wartosci te wynosilty odpowiednio:
0,021 = 0,012 mA-cm™ dla GS, 0,020 = 0,017 mA-cm™ dla CF i 0,107 + 0,052 mAcm™
dla SSW, co odzwierciedla odpowiednio 1,7; 2,5 i1 2,8-krotng poprawe w pordwnaniu
z etapem drugim (etap B) bez enzymu lakazy. Zgodnie z badaniami T. Diefenbacha i in.
zastosowanie enzymu lakazy jako etapu wstepnej degradacji zwigzkow ropopochodnych
prowadzi do fragmentacji dlugich alifatycznych tancuchow weglowodorowych na
krotsze [214]. Sam enzym lakazy moze zwigkszy¢ degradacje takich zwigzkow jak:
fenole, ligniny, barwniki, pestycydy i inne toksyczne zwigzki, ktore moga mie¢ wpltyw
na warto§¢ ChZT. Parametr ten jednak nie zmieni si¢ po samodzielnym zastosowaniu
lakazy bez dodatku innego Zrddta wegla [215,216].
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Rysunek 24 WartosSci gestosci prqdu uzyskanego dla trzech rozinych materiatow anodowych.
Etapy zasilania oznaczono pogrubiong czcionkq: A — zasilanie octanem sodu i ropq naftowg;
B — zasilanie tylko ropg naftowg; C — zasilanie ropq naftowg wzbogacong enzymem lakazy.
W rzedzie I zaprezentowano dane dla catego okresu eksperymentu. W rzedzie Il zaprezentowano
przyblizenie na dane uzyskane od 18. do 40. dnia. W rzedzie Il przedstawiono sygnaty po
zasileniu reaktora nowq porcjg substratu. Strzatkami oznaczono moment zasilenia w substrat.
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Podczas calego okresu eksperymentalnego materialty na bazie wegla (GS 1 CF)
wykazywaty pomijalng réznice w generowanym pradzie. Natomiast prad otrzymany dla
welny ze stali nierdzewnej byl najwyzszy we wszystkich etapach eksperymentu.
Dodatkowo dlugos¢ sygnatu po wymianie zrodta wegla roznita sie¢ w zaleznosci od
uzytego materialu anody. Dluzszymi sygnatami, a wigc korzystnymi warunkami do
degradacji zwigzkow ropopochodnych, charakteryzowata si¢ anoda ze stali nierdzewne;j
(rysunek 24I1T). W etapie A zaobserwowano dla SSW sygnat o dtugosci 16,36 dni (392,62
godzin), co byto czasem dtuzszym o 14,98 % w poréwnaniu do sygnatow GS oraz
16,93 % CF. W etapie B zaobserwowano dla SSW sygnal, ktory trwat 1,31 dnia (31,21
godzin), co byto ponownie czasem dluzszym o 23,08 % od sygnatu GS oraz 19,23 % od
sygnatu CF. Dodatkowo w etapie C, sygnat dla anody SSW po zasileniu utrzymywat si¢
przez 1,52 dnia (36,48 godzin), co bylo czasem dtuzszym od sygnatu GS o 38,82 % oraz
CF 017,11 %. Wyniki te wskazuja, Zze anody z welny ze stali nierdzewnej
charakteryzowaly si¢ lepszymi warunkami do dlugookresowej produkcji energii. To
zjawisko mogto by¢ zwigzane bezposrednio z budowg anody, ktora charakteryzowala sie
znacznie wigkszg §rednicg widkien oraz odlegtosciami miedzy nimi w poréwnaniu do
anod z materialéw weglowych. Taka budowa umozliwi¢ mogla rozwo6j biofilmu oraz
akumulacje zwigzkéw organicznych. Dlatego tez $redni czas trwania sygnatu dla SSW
byt dluzszy niz dla materiatéw weglowych.

Akumulowane zwiazki organiczne mogg stuzy¢ jako dodatkowe zrodto wegla i energii
dla mikroorganizméw, stymulujac ich wzrost 1 aktywno$¢. Jesli zwiazki te sa
biodegradowalne, moga przyczynié¢ si¢ do zwigkszenia produkcji pradu [217]. Jednak
zbyt duze st¢zenie zakumulowanych zwigzkdéw, moze mie¢ negatywny wplyw na rozwoj
biofilmu. Akumulacja nierozpuszczalnych lub trudno degradowanych zwigzkow
organicznych na powierzchni biofilmu moze prowadzi¢ do tworzenia si¢ warstwy, ktora
wpltywa negatywnie na transport masy [218]. Ograniczona dyfuzja substratow moze
réwniez spowolni¢ reakcje biochemiczne zachodzace w ogniwie, obnizajac tym samym
jego wydajnos$¢ oraz zwiekszajac opory elektrody [219]. Dodatkowo zwigzki organiczne,
szczegblnie zwiazki ropopochodne, moga dziata¢ toksycznie lub inhibitowaé rozwoj
organizméw. Ich akumulacja moze zmniejsza¢ aktywno$¢ biofilmu, co prowadzi do
spadku produkcji pradu [220].
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Tabela 6 Srednie wartosci gestosci pradu uzyskane podczas eksperymentow w zaleznosci od

uzytego materiatu anodowego.

Zadany Srednia
Inokulat Rodzaj reaktora Zrédlo potencjal Material gestosc Zrédlo
wegla wzgledem anod pradu
Ag/AgCl (mA-cm?)
Gabka 0,516 +
grafitowa 0,028
0,05 % v/v
Welon z
ropa wiokna 0,553 +
naftowa, 10 wealoweeo 0,015
mM octan \i}g} g
sodu etn? ze 0,778 +
S 0,055
nierdzewnej
Gleb Gabka 0,007 £
i, az grafitowa 0,004
parkingu
. Wel
publicznego Baterviny szklan 0,05 % v/iv wle(’)(l);az 0,008 +
(Wroctaw, iy Y ropa -0,301V 0,006 Ta praca
reaktor weglowego
Polska) + naftowa Wol
Geobacter etn? e 0,038 +
sulfurreducens . sttt . 0,031
nierdzewne;j
Gabka 0,021 +
przedegrad- grafitowa 0,012
owana 0,05 We}on z 0,020 +
% v/v ropa wtokna
0,017
naftowa weglowego
Ve o
Y . . 0,052
nierdzewne;j
0,098, £
Oczyszczalnia Grafit 0.050
$ciekow :
. Jednokomorowe 10 mM ., 0,152 +
Steinhof, . MFC octan sodu -0,200 V MiedzZ 0.200 [140]
Braunschweig,
. Stal 0,067 +
Niemcy .
nierdzewna 0,050
Wigi 1 0450+
Scieki , . . 0,07
browarnicze z Bateryjnego Scieki z nierdzewnej
szklanego -0,197 V File 0,110 + [213]
Geobacter browaru
reaktora grafitowy 0,040
sulfurreducens
Kartka 0,090 +
weglowa 0,050
Scieki
rafineryjne z mieszanina
k p 125+
zakladu ! ed“OMOF“;:"rowe 25mg/l | 0,003V W ﬁrg 0(’) 033 [193]
petrochemiczne BTEX £ Wy ’
g0
. Reaktor
ieki 25 mg/L Iki 0,057 +
Scicki bioelektro- me 0,003y | Cranulk . [221]
rafineryjne . toluen grafitu 0,001
chemiczny
Tkani
Kompost 3-elektrodowe 10 mM w aIlOl :Va; 0,560
o dp reaktory ooy | 0356V qlf, 1 [222]
grodowy elektrochemiczne octan sodu e 0,640
weglowy
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7.2.2 Analiza pomiarow elektrochemicznych

Na rysunku 25 przedstawiono krzywe polaryzacji cyklicznej i liniowej dla trzech ré6znych
materialdéw anodowych badanych w eksperymencie. Badanie woltamperometrii liniowe;j
zostalo przeprowadzone w momencie generowania pradu o stabilnych i najwyzszych
wartosciach. W celu okreslenia uktadow redoks, ktére nie byly zwigzane z reakcjami
utleniania i1 redukcji zwigzkow organicznych, badanie woltamperometrig cykliczng
przeprowadzono po zakonczeniu cyklu zasilania [223,224].

Woltamperometria cykliczna

Pomiary CV w etapie A (octan sodu i ropa naftowa) ujawnity trzy quasi-odwracalne
uktady redoks przy potencjatach -0,405 + 0,008 mV, -0,320 £ 0,001 mV oraz
-0,140 = 0,009 mV wzglegdem SCE dla kazdego materialu. Brak octanu sodu, ktéry
wczesniej byl glownym zrodtem wegla, spowodowat zmniejszenie liczby sygnatow
pojawiajacych si¢ na woltamogramach. Dwa uklady redoks zaobserwowano przy
potencjale: -0,383 + 0,050 mV oraz -0,127 + 0,003 mV wzgledem SCE po zasilaniu tylko
ropa naftowg (etap B) dla kazdej elektrody. Pod koniec eksperymentu (etap C) cykliczny
woltamperogram uwidocznit ponownie dwa quasi-odwracalne uklad redoks przy
potencjale -0,402 £ 0,006 mV oraz -0,199 + 0,019 mV wzgledem SCE dla kazdego
materiatu.

Identyczne sygnaly w pomiarach woltamperometrycznych, widoczne dla réznych
materiatéw oraz dla ré6znych etapoéw zasilania, mogly wynika¢ z kilku powodow. Mogly
nimi by¢: obecno$¢ identycznych narzedzi do transportu elektronéw (flawin,
cytochromoéw), dominacja podobnych mikroorganizméw w biofilmie anodowym lub
adsorpcja identycznych zwigzkéw na powierzchni anody. Wytworzone w eksperymencie
warunki miaty na celu minimalizacj¢ bledéw pomigdzy przeprowadzanymi pomiarami,
co ostatecznie skutkowato bardzo zblizonymi wynikami pomiaréw woltamperometrii
cykliczne;.

Dla kazdego woltamogramu zaobserwowano dwa sygnaty reprezentujace uktad redoks.
Potencjal formalny tych ukladow byt podobny do opisanego wczesniej potencjatu
czystych bakterii Geobacter sulfurreducens (-0,400 + 0,010 mV wzgledem SCE) [225].
Sygnaty te odpowiadaty cytochromowi btony zewng¢trznej typu C, odpowiednio OmcB
lub OmcZ [200,226]. Dodatkowo Geobacter sulfurreducens mogt wykorzystywaé
pozakomoérkowe akceptory elektronéw, takie jak Mn(IV), Fe(Ill), partnerow
syntroficznych 1 elektrody. Wszystkie one miescily si¢ w przedziale od +0,157 do
-0,543 V wzgledem SCE [227]. Ich obecno$¢ wskazywala na wbudowanie bakterii
Geobacter sulfurreducens w elektroaktywna spoteczno$¢ biofilmu, ktéra wczesniej
zostala przystosowana do degradacji ropy naftowej. Ponadto eksperyment ten wykazat,
ze material anody nie miat wptywu na ksztatt woltamperogramu, natomiast mial wptyw
na intensywno$¢ pojawiajacych si¢ na nim sygnatéw. Prad o najwyzszych warto$ciach
zarejestrowano w nastepujacej kolejnosci: SSW>CF>GS.
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Rysunek 25 Wyniki cyklicznej i liniowej woltamperometrii dla roznych materiatow. Etapy
zasilania (A, B, C) sq przedstawione na osi pionowej, typ pomiaru elektrochemicznego jest
okreslony na osi poziomej.

Woltamperometria liniowa

Podobnie jak w przypadku danych w czasie rzeczywistym, pomiary LSV wykazaty, ze
najwyzsza gesto$¢ pradu (1,199 mA-cm?) zaobserwowano dla SSW zasilanego octanem
sodu i ropa naftowa. Dla poréwnania, GS i CF osiagnely odpowiednio 0,593 mA-cm™
10,674 mA-cm™ pracujac na tym samym substracie. W etapie B zaobserwowano
znaczacy spadek gestosci pradu. Przy zastosowaniu wytacznie ropy naftowej w reaktorze
wartosci gestosci pradu wynosily 0,484 mA-cm?, 0,204 mA-cm?, 0,247 mA-cm™
odpowiednio dla SSW, GS i CF. W etapie C gesto$¢ pradu wynosita 0,425 mA-cm?,
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0,211 A-cm? i 0,256 mA-cm? odpowiednio dla SSW, GS i CF
W etapach B i C obserwowane wartosci ggstosci pradu, obliczone na podstawie LSV, nie
roznity si¢ znaczaco. Potwierdza to, ze ggstos¢ pradu byla najwyzsza w nastgpujacej
kolejnosci: SSW>CF>GS. SSW osiggnelo o 170-220 % wyzsza gestos¢ pradu
w porownaniu do materiatow weglowych, niezaleznie od zastosowanego substratu.

W przypadku etapu A, gdy gldownym substratem byt octan sodu, a biofilm nie byl jeszcze
w pelni rozwinigty (dzien 12 eksperymentu), mozna bylo zaobserwowac znaczace
zmiany krzywej polaryzacji (rysunek 25). To tak zwane zjawisko przeregulowania, ktore
wystepuje przy wysokim zakresie gesto$ci pradu i jest zwigzane z metabolizmem
biofilmu [124]. Znaczny szum w krzywej polaryzacji zarejestrowano w etapie B, podczas
gdy w A1 C nie wystepowat. Mogto to wynika¢ z akumulacji zwigzkéw ropopochodnych
na powierzchni anody, zaktadajac, ze obecno$¢ zwigzkow pomocniczych, octanu sodu
1 lakazy prowadzi do lepszej fragmentacji lub dodatkowego procesu syntezy zwigzkow
pomocniczych takich jak biosurfaktanty. Proces akumulacji ropy naftowej moze by¢
korzystny pod wzgledem tworzenia dodatkowych zapasow zrodta wegla, ale moze
rowniez wplywa¢ na wzrost strat transportu z powodu ograniczen transferu masy.
Zastosowanie enzymu lakazy (etap C) jako czynnika rozktadajacego weglowodory moglo
prowadzi¢ do pojawienia si¢ nowych zwigzkéw chemicznych, ktore byly latwiejsze
w degradacji dla mikroorganizméw. W artykule M. Karamzadeha 1 in. opisano, ze
bardziej ztozone substraty moga wpltywaé na wzrost strat wystepujacych w ogniwie
[228]. Przeciwne zjawisko obserwowane jest, gdy zastosowane zostang proste substraty,
ktore sa tatwo degradowane przez mikroorganizmy [229]. Dodanie enzymu lakazy
zwigksza biodostepnos¢ substratow poprzez ich fragmentacje, co powinno pozytywnie
wplyna¢ na degradacj¢ 1 redukcje zanieczyszczen. Nie zaobserwowano jednak znacznej
poprawy w OCV kazdej anody po zastosowaniu tego enzymu. Mogto to wynika¢ z btedu
pomiaru, ktéry zostal wykonany w nieodpowiednim czasie, np. gdy produkcja pradu
generowanego przez elektrody malata.

7.2.3 Analiza degradacji zwiazkéow organicznych w trakcie
eksperymentu

Przeanalizowano zmian¢ wartosci ChZT, kwasoéw karboksylowych (CA) oraz catkowitej
zawartosci weglowodorow ropopochodnych (TPH) podczas cykli zasilania. Rysunek 26 A
przedstawia mape¢ cieplng wzglednych zmian wykrytych zwigzkéw podczas cykli
zasilania. Ropa naftowa jest mieszaning wielu weglowodoréw alifatycznych
1 aromatycznych, a jej sktad moze r6zni¢ si¢ pomiedzy probkami pobranymi w réznych
czeSciach $wiata [178]. W uzytej w eksperymencie ropie naftowej dominujgcymi
sktadnikami byly weglowodory alifatyczne, takie jak dekan, dodekan, heptadekan,
tetradekan, heksadekan i ich rozgatezione pochodne, a takze zwigzki aromatyczne, takie
jak naftalen, fenantren dibutylu i piren. Wykryto rowniez $ladowe ilosci kwasow
karboksylowych, takich jak kwas propionowy, kwas piroglutaminowy, kwas
bursztynowy. Obecnos¢ tych zwigzkéw zostala opisana miedzy innymi
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w badaniach D. Jina, P. Thanahiranya i in. i moze zaleze¢ od czynnikow §rodowiskowych
dziatajacych na rope naftowa [230,231].

Rysunek 26B przedstawia porownanie wzglednych zmian ChZT, CA oraz TPH.
W przypadku zastosowania octanu sodu i ropy naftowej, w reaktorze zmniejszono
warto$¢ ChZT o 69,6 %, kwasy hydroksylowe zostaty usunigte w 82,4 %, a wgglowodory
zredukowano o 13,2 %. Obecno$¢ octanu sodu prowadzita do ograniczonej zdolnos$ci
usuwania ropy naftowej, ale jednocze$nie skutkowata zwickszeniem produkcji pradu
wytwarzanego przez konsorcjum mikrobiologiczne w tym przez szczep Geobacter
sulfurreducens. Bakterie zdolne do degradacji zwigzkéw ropopochodnych potrzebuja
dtuzszego czasu na adaptacj¢ do degradacji weglowodorow, stad mozliwy byt niski
poziom usuni¢cia tych zwiazkow [232]. Dodatkowo w tym etapie zaobserwowano
akumulacje kwasu mlekowego, kwasu izomastowego, kwasu mrowkowego oraz kwasu
cytrynowego w elektrolicie. W badaniu C.O. Jeona i in. zostato udowodnione, zZe niektore
mikroorganizmy, np.: Clostridium, w trakcie degradacji zwigzkoéw ropopochodnych
w warunkach beztlenowych, moga produkowac¢ kwasy organiczne, ktore shuza jako
substraty dla innych populacji fermentujacych [233]. Dodatkowo bakterie redukujace
siarczany (SRB) zdolne sg do degradacji weglowodorow w warunkach beztlenowych
przy jednoczesnej produkcji kwaséw thuszczowych jako produktéw posrednich
[234,235].

Po wyczerpaniu octanu sodu i zastgpieniu paliwa wylacznie ropa naftows, produkcja
pradu elektrycznego spadta 0 95,1 %, przy jednoczesnym wzroscie degradacji zwigzkoéw
ropopochodnych. W etapie B zaobserwowano zmniejszenie wartosci ChZT o 35,4 %,
hydroksykwasow o 40,2 % 1 weglowodorow o 23,6 %. Z analizowanej probki zniknety
niektore z kwasow karboksylowych, takie jak: kwas octowy, kwas mastowy, kwas
cytrynowy, kwas izomastowy, kwas mlekowy, kwas bursztynowy. Zwiazki te mogtly by¢
pozostalo$ciami metabolitéw po poprzednim rodzaju substratu. W tym 12-dniowym
okresie przewazala biodegradacja izoalkanow, ktore sg relatywnie bardziej podatne na
rozktad przez bakterie w poroéwnaniu do dlugotancuchowych alkanow 1 zwigzkow
aromatycznych [7].
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Rysunek 26 A — Wzgledna zmiana stezen wykrytych zwigzkow kwasow organicznych oraz
zwigzkow ropopochodnych. Skala kolorow wskazuje wzgledng zmiane parametru, gdzie zielony
odpowiada degradacji zwiqgzku, Zotty kolor oznacza brak istotnej zmiany, czerwony kolor oznacza
akumulacji zwigzku. B — Poréownanie procentowej zmiany wartosci ChZT, zawartosci kwasow
karboksylowych (CA z ang. carboxylic acids) oraz weglowodorow ropopochodnych (TPH z ang.
total petroleum hydrocarbons).
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W etapie C enzym lakazy zostal uzyty w celu utatwienia procesu degradacji zwigzkow
dlugotancuchowych i pierscieniowych wystepujacych w roztworze ropy naftowe;.
W badaniach T. Diefenbacha i in. wykazano, ze zastosowanie tego enzymu wyptywa na
poprawe szybkos$ci degradacji zwigzkéw ropopochodnych [236]. W tym etapie osiggnigto
zmniejszenie wartosci ChZT o 76,6 %, stezenie kwasow karboksylowych spadto 0 6,2 %,
a catkowita zawarto§¢ weglowodoréw ropopochodnych o 36,7 %. Wyniki te wskazuja,
ze wykorzystanie lakazy skutkowalo najwyzsza skutecznos$cig degradacji zwigzkow
ropopochodnych odnotowang w tym eksperymencie. Najbardziej zauwazalng wzglgedng
zmian¢ odnotowano dla naftalenu, oktakozanu, heksadekanu, heksakozanu,
dibutylofenantrenu i pirenu. Jak opisano w badaniach A.A. Yaqooba i in. enzym lakazy
moze degradowad organiczne zanieczyszczenia, takie jak fenole, ligniny, barwniki,
pestycydy i inne toksyczne zwigzki, ktérych obecno$¢ ma wptyw na wartos¢ ChZT. Tak
wstepnie przygotowane zwigzki sg latwiejsze w degradacji, co moze ulatwia¢ proces
oczyszczenia np. $cieku [236]. Identyczne wilasciwosci zaobserwowano w opisanym
powyzej doswiadczeniu, gdzie lakaza pozwolita osiagna¢ najwyzsza zmiang wartosci
ChZT w etapie C. Wlasciwosci tego enzymu nie wplynely jednak znaczaco na poprawe
produkcje energii elektrycznej co potwierdzono przez obliczenie wydajnosci
kulombowskiej. CE dla etapu B réwne byto 4,1 %, podczas gdy w etapie C wynosito
6,3 %.

Zastosowanie octanu sodu jako kosubstratu pozwolito na produkcj¢ pradu elektrycznego
0 najwyzszej gestosci w eksperymencie. Potwierdzita to réwniez wyliczona wydajnos¢
kulombowska, ktéra w tym etapie byta najwyzsza i wynosita 40,3 %. Chociaz obecnos¢
octanu sodu mogta mie¢ istotny wplyw na tworzenie biofilmu i jego wzmocnienia przez
Geobacter sulfurreducens, odnotowana wydajnos¢ degradacji ropy naftowe] byla
relatywnie niska dla tego etapu. Usunigcie octanu sodu z surowca spowodowato znaczng
poprawe w degradacji weglowodoréw ropopochodnych, ale jednocze$nie zmniejszyto
ilo$¢ energii wytwarzanej przez reaktor. Zastosowanie enzymu lakazy okazalo si¢
najbardziej skutecznym podejsciem na zwigkszenie poziomu degradacji zwigzkow
ropopochodnych w tym eksperymencie prowadzonym z wykorzystaniem BES.

7.2.4 Analiza przeprowadzonych pomiarow kata zwilzania

Na rysunku 27 przedstawiono wykresy zmiany kata zwilzania anolitu w czasie. Pomiary
zostaty wykonane dla kazdej serii zasilania w trakcie trwania sygnatu. Kazdy pomiar
sktadat si¢ z trzech powtorzen, co umozliwito obliczenie odchylenia standardowego.

Przedstawione na wykresach dane porownano z referencyjng wartoscia kata zwilzania
wyznaczong dla roztworu MSM bez zrédta wegla (100,50° £ 1,35°). We wszystkich
seriach pomiarowych obserwowano wartosci w przedziale od 95° do 125°. W trakcie
eksperymentu nie zaobserwowano spadku napigcia powierzchniowego ponizej wartosci
95°. Swiadczy to o braku wystepowania biosurfaktantéw w badanym roztworze lub o ich
znikomym stezeniu. Biosurfaktanty sa zwigzkami gromadzgcymi si¢ na granicy faz,
w tym réwniez na granicy fazy cieklej i gazowej [237]. W niniejszym eksperymencie
zastosowano przeplyw gazu obojetnego przez objeto$¢ reaktora, co mialo stuzy¢
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utrzymaniu warunkow anaerobowych w reaktorze. Wytworzone w matym stezeniu
biosurfaktanty mogty by¢ przez ten gaz wynoszone w kierunku lustra cieczy. Probki do
analizy pobierane byty z dolnej cz¢$ci reaktora, co skutkowac mogto niskim lub zerowym
wystepowaniem  biosurfaktantow. Ich niewielka ilos¢ mogla by¢ réwniez
wykorzystywana w procesie solubilizacji ropy naftowe;.

A
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Rysunek 27 Wykresy zmiany kqta zwilzania w czasie, dla wszystkich serii karmienia, wraz
z odchyleniem standardowym dla kazdego punktu. Czarng linig przerywang zaznaczono wartosé¢
referencyjng dla MSM bez Zrodla wegla. Rodzajem serii (A, B, C) oznaczono wykorzystywany
w eksperymencie substrat: wykres A — seria A (octan sodu i ropa naftowa);, wykres B — seria
B (ropa naftowa), seria C (ropa naftowa wraz z enzymem lakazy).
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7.2.5 Analiza morfologiczna struktury wytworzonego
w eksperymencie biofilmu

2]

N

Stezenie obiektéw (Log,,komérka-cm?) U
ESN

10 [ 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100

Rozmiar obiektow (um?)

Rysunek 28 Zdjecia materiatow uzyskanych z mikroskopu fluorescencyjnego bioanod po
eksperymencie. Zdjecia wykonano przy powiekszeniu 250x dla: A — ggbki grafitowej,
B — welonu z witokna weglowego, C — welny ze stali nierdzewnej. Czerwonymi kratkami
zaznaczono porownany element zdjecia. D — Wykres stezenia obiektow na powierzchni
anody uzyskany podczas analizy zdje¢ wykonanych dla kazdego rodzaju materiatu.
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Na rysunku 28 (A, B, C) przestawiono strukture powierzchni elektrod, na ktorych
znajdowat si¢ biofilm elektroaktywny wraz z kroplami ropy naftowej. Zastosowana
metoda analizy pozwolita na wizualizacj¢ pojedynczych komorek bakteryjnych,
mikrokolonii, pozakomérkowych substancji polimerowych (EPS z ang. extracellular
polymeric substances), a takze kropel ropy naftowej zaadsorbowanych na powierzchni
biofilmu i elektrod [238-240]. Na rysunku 28 A, B 1 C przedstawiono uzyskane w trakcie
badan obrazy wraz ze zdjeciami dla pojedynczych sygnaldéw. Dla obrazow wykonanych
w spektrum UV (kolor niebieski) zaobserwowano brak okraglych obiektow, ktore byty
widoczne na pozostatych obrazach (obraz zbiorczy, czerwony i zielony). Powyzsze
obiekty mogty stanowi¢ krople ropy naftowej zaadsorbowane na powierzchni wiokien
elektrody oraz na samym biofilmie. Zaadsorbowane krople ropy mogly stanowi¢
dodatkowe rezerwuary zwigzkow organicznych dla przeprowadzanych przez
mikroorganizmy reakcji chemicznych. Jednak niektore st¢zenia substratow moga by¢
toksyczne i dziata¢ wysoce negatywnie na rozw0j biofilmu [220]. Pordwnujac materiaty
elektrod, mozna zauwazy¢, ze SSW charakteryzowato si¢ najwigkszym rozmiarem
wlokien 1 wigkszymi odlegltosciami migdzy nimi w pordéwnaniu do materiatlow
weglowych (GS, CF). Rozmiar wtokien miat wpltyw na powierzchni¢ anody, a przez to
na rosngcy na niej biofilm. W artykule I. Vazqueza i in. opisano dodatkowa zalete welny
ze stali nierdzewnej, ktora posiada mozliwos$¢ zmiany gestosci upakowania wiokien.
Moze to mie¢ bezposredni wptyw na powierzchni¢, odleglo$¢ migdzy sasiednimi
wloknami oraz obj¢to$¢ wolnej przestrzeni miedzy nimi [213]. Wynika z tego, Ze prosta
modyfikacja powierzchni 1iobjetosci anody moze odgrywaé znaczaca rolg
w elektrochemicznej wydajnosci BES. Wyzszy stopien upakowania wiokien moze
pozytywnie wplywac na warto$¢ gestosci pradu, wzrost przewodnosci elektrycznej lub
spadek rezystancji samej anody.

Zbadang powierzchni¢ anod sprawdzono pod katem wystepujacych na niej obiektow.
Okreslono ich liczbe, a otrzymane reprezentatywne wyniki przeliczono na jednostke
powierzchni anody. Komorki bakteryjne scharakteryzowano jako obiekty o typowej
dlugosci od 2 do 8 um [238], ktore zawarto w przedziale <10 pm. Pozostate obiekty
zostaly rozpoznane jako krople ropy naftowej o roznej wielkosci nagromadzone na
powierzchni elektroaktywnego biofilmu. Mikroskopowa ocena ilosciowa biofilmu
wykazata znikomg rdéznice¢ miedzy materiatami GS 1 CF, z gestoscia komorek
odpowiednio na poziomie 5,24 log,, komorek - cm™2 i 5,21 log,, komérek - cm™2.
Wyzsza gesto$¢ biomasy odnotowano za to dla materiatu SSW, ktora rowna byta
5,7 log,o komorek - cm™2.  Zageszczenie  komoérek na  anodach  uzyskane
w eksperymencie byto nizsze w poréwnaniu do badan J. Ruteringa i in. [238]. Moze to
wynika¢ z wyzsze] toksycznosci paliwa wobec mikroorganizméw oraz wpltywie
biosurfaktantow na gestos$¢ biofilmu, a takze nagromadzenia si¢ kropelek ropy naftowej
w strukturze biofilmu [62]. Zgodnie z opisem w artykule X. Xu i1 in. mieszanina
weglowodordw alifatycznych 1 aromatycznych w bezposrednim kontakcie z komérkami
moze wptywaé na wzrost i tempo metabolizmu bakterii [241]. Z drugiej strony, najwyzsza
liczba kropel oleju osadzonych na powierzchni elektrody-biofilmu wskazuje na co$

przeciwnego. Elektroda wykonana z SSW byla najbardzie; wydajna pod wzgledem
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wytwarzania pradu elektrycznego, posiadata przy tym najwyzsza gestos¢ komorek
i kropel ropy na swojej powierzchni. Moze to oznacza¢, ze lepiej rozwiniety biofilm
akumuluje dodatkowo zwiazki ropopochodne w celu zwigkszenia ich biodostepnosci
1 zachowania ich jako rezerwy dla przysztych reakcji.

7.2.6 Podsumowanie i wnioski

W eksperymencie zastosowano trzy rézne materialy w celu okreslenia ich wptywu na
produkcje pradu w uktadzie BES. Ponadto uzyto kosubstratu octanu sodu oraz enzymu
lakazy w celu zbadania ich wpltywu na degradacje zwiazkéw ropopochodnych.
W eksperymencie anoda wykonana z welny ze stali nierdzewnej okazata si¢ najbardziej
wydajna pod wzgledem produkcji pradu w poréwnaniu z pozostatymi materiatami na
bazie wegla. Material ten umozliwil regularne wytwarzanie pradu o najwyzszych
gestosciach niezaleznie od tego, czy ropa naftowa byla uzywana jako jedyny substrat
(0,038 + 0,031 mA-cm™), czy stosowana z kosubstratem octanu sodu (0,778 + 0,055
mA-cm?) i traktowana enzymem lakazy (0,107 = 0,052 mA-cm™).

Wiasciwosci SSW (rozmiar widkien oraz odlegtosci migdzy nimi) moga mie¢ znaczacy
wpltyw na budowanie gestego i stabilnego biofilmu. Gesty biofilm wytworzony na
anodzie moze adsorbowaé czg$¢ substratow wykorzystywanych przez mikroorganizmy,
aby zachowac je na pdzniejszy etap procesu. Zjawisko to moze wptywaé na wydtuzenie
produkcji pradu w ukladach bioelektrochemicznych oraz wydluzenie trwania
pojedynczego cyklu po zasileniu. Tez¢ te potwierdza przeprowadzone badanie
mikroskopem fluorescencyjnym, w ktorym wykazano, ze biofilm osadzony na SSW nie
tylko byl bardziej rozbudowany, ale roéwniez posiadal wigksza liczbg zaadsorbowanych
kropel ropy naftowej w porownaniu do materiatow weglowych.

W powyzszym eksperymencie obecno$¢ octanu sodu i jego metabolitow miata
negatywny wptyw na wydajno$¢ degradacji weglowodordéw ropopochodnych. W etapach,
gdzie octan sodu nie byl stosowany, obserwowano wyzszy stopien degradacji
weglowodoréw ropopochodnych. Ponadto, strategia zastosowana w koncowej fazie
eksperymentu, w ktorej ropa naftowa byla wstgpnie traktowana enzymem lakazy,
spowodowata wzrost degradacji weglowodorow do maksymalnej wartosci 36,7 %
oraz zmian¢ wartosci ChZT réwng 76,65 %. Dodatek tej substancji miat réwniez wptyw
na poprawe procesu produkcji pradu, lecz nie zwigkszat go znaczaco (z 4,1 % do 6,3 %
porownujac seri¢ B z C).

Mimo ze wczes$niej opublikowane wyniki badan przedstawialy analiz¢ wptywu
materiatow anodowych na produkcje pradu elektrycznego w BES, to w niniejszym
eksperymencie po raz pierwszy wykorzystano rope naftowg jako gldwne zrédto wegla.
Uzyskane wyniki zapewniajag wglad w mechanizmy interakcji anoda-biofilm-ropa
naftowa oraz pozwalaja na lepsze zrozumienie wyzwan zwigzanych z zastosowaniem
substratéw hydrofobowych w ukladach bioelektrochemicznych 1 projektowaniem
nowych procesOw wspomagajacych ich degradacje.
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7.3 Badanie Srodowisk mikrobiologicznych w poszukiwaniu konsorcjum
degradujacego rope naftowa przy jednoczesnej produkcji
biosurfaktantow

7.3.1 Opis przeprowadzonego doswiadczenia

W niniejszym eksperymencie jako inokulaty mikrobiologicznych ogniw paliwowych
uzyto dziewig¢ srodowisk mikrobiologicznych. Ogniwa te zostaly zaprojektowane oraz
wydrukowane w Laboratorium Mikrobiologicznych Uktadoéw Elektrochemicznych
Politechniki Wroctawskiej w technologii 3D z polipropylenu (Fiberlogy, Polska). Na
rysunku 29 przedstawiono schemat budowy zaprojektowanego mikrobiologicznego
ogniwa paliwowego. Miato ono jedng komore anodowa oraz jedng katode powietrzng
(uktad jednokomorowy). Wewnetrzna $rednica ogniwa wynosita 1 cm, a szeroko$¢ 2 cm.
Objeto$¢ robocza ogniwa réwna byta 6,3 cm’. Okragla anoda o powierzchni
geometrycznej 3,14 cm? zostala przygotowana z welonu weglowego (PRF Composite
Materials, Dorset, UK) z drutem stalowym 308 LSi. Katoda zostata wykonana z wegla
aktywnego CWZ-22 (850 m*-g ') z siatkg ze stali nierdzewnej jako kolektorem pradu.
Powierzchnia katody byta rowna powierzchni anody. Jako separator pomiedzy anoda
a katoda zastosowano membran¢ kationowymienng (CMI-7000, USA). Na poczatku
eksperymentu zadano rezystancje zewnetrzng (Rzew) rowng 2 kQ. Po kazdym pomiarze
woltamperometrii  liniowej obliczona byla optymalna rezystancja w punkcie
maksymalnej gestosci mocy, ktorag dostosowywano na rezystorze zewnetrznym
(maksymalnie do 10 kQ). Wszystkie pomiary w tym eksperymencie zostaty
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przeprowadzone w temperaturze pokojowej 25°C.
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Rysunek 29 Schemat konfiguracji jednokomorowego mikrobiologicznego ogniwa paliwowego
uzytego w eksperymencie. Zdjecia lokalizacji pozyskane z Google Maps oraz Google Grafika,
licencjonowane na zasadach open source.
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Zrédta konsorcjow mikrobiologicznych zostaly przedstawione w tabeli 7. W celu
przeprowadzenia dalszej analizy konsorcja zostaty podzielone na trzy kategorie: glebowe
srodowiska antropogeniczne, gleby azjatyckie, s$rodowiska wodne. Konsorcja
mikrobiologiczne pochodzity ze srodowisk o zrdznicowanym stopniu zanieczyszczenia
weglowodorami. Probki glebowe przed uzyciem przesiano w celu oddzielenia kamieni
1 korzeni. Do inokulacji gleb przygotowano 10 % roztwory (w/v) oczyszczonej gleby
w pozywce z solami mineralnymi (MSM). Probki wodne zawierajace zawiesing do
inokulacji przygotowano jako 10 % roztwory (v/v) w MSM po wczesniejszej
homogenizacji konsorcjow. Roztwor MSM nie tylko stuzyt jako roztwor soli mineralnych
w transporcie zrodta wegla, ale rowniez jako elektrolit. Sktad MSM oparty zostal na
formule opisanej w publikacji G. Pasternaka i B. Kolwzana [185]. Sktad MSM byt
nastepujacy (g-L™'): NH4Cl (Chempur, Polska) 1,5; Na,HPO4 (POCH, Polska) 0,6; KCI
(POCH, Polska) 0,1; NaHCO3 (Chempur, Polska) 2,5; roztwor pierwiastkow sladowych
o stezeniu 10 ml-L! oraz zrédto wegla CH3COOH-3H,O (Chempur, Polska) 0,82 g-L"!
10,05 % (v/v) ropy naftowej (Seria A) lub 0,05 % (v/v) ropy naftowej (Seria B).

Tabela 7 Wykaz uzytych w eksperymencie konsorcjow mikrobiologicznych.

. . .. . . Skrécona nazwa konsorcjum
Kategoria konsorcjum Miejsce pozyskania konsorcjum .
wykorzystana w eksperymencie

Osad, probki gleby z kanatu
Sciekowego stacji paliw (woj. Kanat $ciekowy stacji paliw
Kujawsko-Pomorskie, Polska)

Gleba z okolicy skrzynki
roztadunku paliwa stacji paliw Skrzynka roztadunku paliw
(woj. Kujawsko-Pomorskie, Polska)
Glebowe $rodowiska Szlam, osad, probki gleby z
antropogeniczne separatora ropopochodnych stacji

paliw (woj. Kujawsko-Pomorskie, Separator ropopochodnych

Polska)
Gleba z okolic publicznego
parkingu na obszarze miejskim
Wroctawia (woj. Dolnoslaskie,

Zanieczyszczona gleba miejska

Polska)
Gleba Sri Lanka (Sri Lanka) Sri Lanka
Gleby azjatyckie
Gleba z wulkanu btotnego, .
Azerbejd
(Azerbejdzan) zerbejczan
Probki wodne z lodowca (Austria) Woda z lodowca
Osad oraz probki wodne z cieku
Srodowiska wodne gorskiego ponizej lodowca Jezioro Austria

Engelberg (Austria)

Osad oraz probki wodne z zottego

jeziorka (woj. Dolnoslaskie, Polska) Woda z6te jeziorko
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Ropa naftowa uzyta w eksperymencie zostata pozyskana dla Politechniki Wroctawskiej
podczas odwiertéw w Muzeum Przemystu Naftowego i Gazowniczego im. Ignacego
Lukasiewicza w Bobrce. Ropa naftowa byta bogata w weglowodory alifatyczne, takie jak
dekan, dodekan, tetradekan, heksadekan, heptadekan i ich rozgatezione pochodne, a takze
zwiazki aromatyczne, takie jak naftalen, fenantren i piren. Wykryta rowniez zostata
sladowa ilo$¢ kwasow karboksylowych, takich jak kwas propionowy, piroglutaminowy
1 bursztynowy. pH MSM bylo réwne 7,5. Wszystkie roztwory zostaty przygotowane przy
uzyciu wody Milli-Q i autoklawowane przed uzyciem (121°C, 20 min.). Wszystkie
substancje chemiczne uzyte do przygotowania pozywek miaty 99 % czystosci.

Poza procesem wymiany pozywki na nowg oraz przeprowadzanymi pomiarami
elektrochemicznymi, system akwizycji danych DAQ970A (Keysight) zbierat je w sposob
ciagly. Eksperyment monitorowany byl w czasie rzeczywistym z trzyminutowym
interwatem probkowania.

7.3.2 Analiza produkcji pradu elektrycznego w trakcie
eksperymentu

Eksperymenty ~ woltamperometrii  liniowej zostaly przeprowadzone w celu
scharakteryzowania dynamicznych zmian w procesie produkcji pradu. Na rysunkach 30,
311 32 przedstawiono krzywe gestosci mocy 1 krzywe oporow wewnetrznych w trakcie
pigtnastotygodniowego eksperymentu. Ponizej zaprezentowano szczegdtowe wyniki
badan polaryzacyjnych dla wszystkich wykorzystanych w eksperymencie konsorcjow.
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Antropogeniczne srodowiska glebowe
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Rysunek 30 Wykresy przedstawiajq antropogeniczne srodowiska glebowe. Maksymalne
wartosci gestosci mocy wyliczone dla ogniw wraz z odpowiadajgcymi im oporami
wewnetrznymi. Rodzajem serii (A i B) oznaczono wykorzystywany w eksperymencie
substrat: A — ropa naftowa z octanem sodu, B — ropa naftowa.

Dla konsorcjum gleby separatora ropopochodnych i gleby miejskiej w serii
A zaobserwowano staly wzrost wytwarzanej energii elektrycznej, ktory trwal do
7. tygodnia eksperymentu (rysunek 30). Konsorcja te cechowaly si¢ najwyzszymi
warto$ciami gestoéci mocy zaobserwowanymi w 6. tygodniu — 252,08 mW -m™ (separator
ropopochodnych) i w 7. tygodniu — 239,09 mW-m™ (zanieczyszczona gleba miejska).
Pozostale konsorcja charakteryzowaly si¢ nizszymi wartosciami gestosci mocy, a ich
najwyzsze wartosci zaobserwowano w 3. tygodniu — 15,76 mW-m? (skrzynka
rozladunku paliwa) oraz 15. tygodniu — 63,85 mW-m (kanat §ciekowy stacji paliw). Dla
kazdego z ogniw obliczono warto$¢ Sredniej gestosci mocy w trakcie catego
eksperymentu. Wartosci te wynosity: 15,18 + 18,54 mW-m™? (kanat $ciekowy stacji
paliw), 7,96 + 4,33 mW-m™ (skrzynka roztadunku paliwa), 112,36 + 88,13 mW-m™
(separator ropopochodnych) oraz 68,87 + 80,12 mW-m? (zanieczyszczona gleba
miejska). Mimo ze konsorcjum kanatu §ciekowego charakteryzowato si¢ nizszg srednig
produkcja pradu elektrycznego w poréwnaniu do separatora ropopochodnych 1 gleby
miejskiej, to od 12. tygodnia eksperymentu widoczny byt trend wzrostowy. Oznacza to,
ze dopiero po tym czasie konsorcjum zostato dostosowane do warunkow produkcji pradu
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elektrycznego z wykorzystanego substratu. Dodatkowo w artykule G. Pasternaka i in.
zaobserwowano, ze im wyzsza warto$¢ gestosci mocy, tym nizsze opory wewnetrzne
ogniwa [242]. Po 7. tygodniu zaobserwowano spadek produkcji pradu elektrycznego
przez ogniwa, ktory byt spowodowany wzrostem rezystancji wewnetrznej z 0,93 kOhm
(8. tydzien) do 33,63 kOhm (14. tydzien) dla MFC zanieczyszczonej gleby miejskiej. Tak
duza zmiana dla ogniwa charakteryzujacego si¢ najwyzsza wartoscig gesto$ci mocy
mogla wynika¢ z akumulacji toksycznych substancji ropopochodnych na powierzchni
anody, co opisano w pracy S.J. Varjani [6]. Im wigksza ilo§¢ zakumulowanej ropy w
nierozwinictym biofilmie, tym bardziej malata produkcja pradu. Ogniwa z konsorcjum
kanatu $ciekowego stacji paliw oraz separatora ropopochodnych charakteryzowaly si¢ na
koniec eksperymentu najnizszymi wartosciami oporow (8,86 Q, 1,59 Q), co przelozyto
si¢ na wyzsze wartosci gestosci mocy w poréwnaniu do pozostatych konsorcjow.

Konsorcja wykorzystujace wylacznie ropg naftowa jako zrodto wegla (seria B)
charakteryzowatly si¢ znacznie nizszymi warto$ciami gestosci mocy w poréwnaniu do
serii. A. Dla kanalu $ciekowego stacji paliw oraz skrzynki roztadunku paliw
zaobserwowano w pierwszym tygodniu eksperymentu najwyzsze wartosci gestosci mocy,
ktéore wynosity 30,54 mW-m? i 33,27 mW-m>. Wartoéci te mogly wynikaé ze
znajdujacych si¢ w roztworze gleby innych zrodet wegla, ktore zostaty wykorzystane
w pierwszych etapach wzrostu biofilmu. Dla pozostatych konsorcjow zaobserwowano
sygnaly w produkcji pradu w 2. tygodniu — 33,27 mW-m? (separator ropopochodnych)
i5. tygodniu — 46,39 mW-m? (zanieczyszczona gleba miejska). Dla kazdego z ogniw
obliczono $rednig warto$¢ gestosci mocy w trakcie calego eksperymentu. Wartosci te
wynosity: 4,12 = 4,03 mW-m™ (kanat $ciekowy stacja paliw), 12,02 + 11,45 mW-m™
(skrzynka roztadunku paliwa), 4,95 £ 9,10 mW-m™ (separator ropopochodnych) oraz
12,81 + 16,45mW-m (zanieczyszczona gleba miejska). Tak niskie wartosci $redniej
gestosci mocy mogly wynika¢ z akumulacji toksycznych i1 stabo degradowanych
zwiazkéw ropopochodnych na powierzchni anody. Stabo degradowana ropa mogla
tworzy¢ na powierzchni elektrody wysoce hydrofobowa powtloke, ktéra utrudniata
budowanie biofilmu. Teze¢ t¢ potwierdza fakt, ze od 2. tygodnia eksperymentu
obserwowany byt znaczacy wzrost oporéw wewnetrznych dla wszystkich ogniw, ktory
trwat do konca eksperymentu. Sredni opor wewnetrzny we wszystkich ogniwach zmienit
si¢ z 5,09 £ 1,64 kOhm (w 2. tygodniu) na 37,31 + 20,58 kOhm (w 15. tygodniu).
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Gleby azjatyckie
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Rysunek 31 Wykresy przedstawiajg srodowiska gleb azjatyckich. Maksymalne wartosci
gestosci mocy wyliczone dla ogniw wraz z odpowiadajgcymi im oporami wewnetrznymi.
Rodzajem serii (A i B) oznaczono wykorzystywany w eksperymencie substrat: A — ropa
naftowa z octanem sodu, B — ropa naftowa.

Wykresy maksymalnych warto$ci gestosci mocy wraz z wyliczonymi oporami
wewnetrznymi dla konsorcjow gleb azjatyckich przedstawiono na rysunku 31. Dla serii
A (ropa naftowa 1 octan sodu) wyrdzni¢ mozna dwa etapy wzrostu biofilmu
elektroaktywnego. Etap pierwszy polegatl na wzros$cie produkcji energii elektrycznej,
ktory zazwyczaj zwigzany byl ze spadkiem oporow wewngtrznych w ogniwach. Etap
drugi polegat na spadku produkcji energii eklektycznej przy jednoczesnym wzro$cie
rezystancji wewnetrznej. Wyszczegolniony pierwszy etap wzrostu byt widoczny dla obu
konsorcjow gleb azjatyckich wraz ze szczytem wartosci gestosci mocy. Maksymalng
warto$§¢ zaobserwowano w 5. tygodniu — 74,90 mW-m? (Azerbejdzan) oraz
w 9. tygodniu — 356,84 mW-m™ (Sri Lanka). Od 6. tygodnia eksperymentu widoczny byt
spadek produkcji pradu elektrycznego przez konsorcjum gleby z Azerbejdzanu
1 wyliczonych warto$ci gestosci mocy, zwigzany ze wzrostem oporow wewnetrznych
ogniwa. Opor ten zwigkszyl sie z 3,10 kOhm (6. tydzien) do 26,68 kOhm (14. tydzien).
Identycznej sytuacji nie zaobserwowano dla konsorcjum gleby Sri Lanki, ktéra na koniec
eksperymentu charakteryzowata sie wysoka wartoscig gestosci mocy 230,28 mW-m™
(64,53 % warto$ci maksymalnej) oraz niskimi oporami wewng¢trznymi roéwnymi
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0,99 kOhm. Dla kazdego z ogniw obliczono $rednig warto§¢ gestosci mocy w trakcie
calego eksperymentu. Wartosci te wynosity: 124,06 = 103,84 mW-m™ (Sri Lanka), 27,93
+ 24,87 mW-m? (Azerbejdzan).

Seria zasilana wylacznie ropa naftowa (seria B), niezaleznie od uzytego inokulatu,
charakteryzowata si¢ spadkiem produkcji pradu elektrycznego w ogniwach. Najwyzsze
warto$ci zaobserwowano w 1. tygodniu — 21,87 mW-m™ (Sri Lanka) oraz w 2. tygodniu
— 3,19 mW-m? (Azerbejdzan). Fakt ten wynikat z wykorzystania w pierwszych dniach
eksperymentu pozostaloSci materii organicznej znajdujacej si¢ na powierzchni
wykorzystanej do przygotowania roztworéw gleb. Dodatkowo ponownie mozna byto
zaobserwowac zjawisko akumulacji zwigzkow ropopochodnych na powierzchni anody,
co potwierdzat wzrost oporu wewnetrznego obu ogniw. Dla kazdego z ogniw obliczono
srednig warto$¢ gestosci mocy w trakcie calego eksperymentu. Wartosci te wynosily: 6,57
+ 7,14 mW-m? (Sri Lanka), 0,98 + 1,14 mW-m™ (Azerbejdzan). Wartosci te byty
znaczaco nizsze od tych uzyskanych dla serii A. Swiadczy¢ to mogto o tym, ze konsorcja
mikrobiologiczne nie byly przystosowane do degradacji zwiazkow ropopochodnych.
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Rysunek 32 Wykresy przedstawiajq Srodowiska ciekow wodnych. Maksymalne wartosci
gestosci mocy wyliczone dla ogniw wraz z odpowiadajgcymi im oporami wewnetrznymi.
Rodzajem serii (A i B) oznaczono wykorzystywany w eksperymencie substrat: A — ropa
naftowa z octanem sodu, B — ropa naftowa.
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Wykresy maksymalnych gesto$ci mocy w trakcie polaryzacji wraz z odpowiadajacymi
im oporami wewngtrznymi dla §rodowisk ciekdw wodnych przedstawiono na rysunku 32.
Dla serii A zaobserwowano najwyzsze gestosci mocy ogniw dopiero w 14. tygodniu
eksperymentu. Zjawisko to jednak nie bylo dlugotrwalym trendem, lecz pojedyncza
aberracjg. Wartos¢ gestosci mocy ogniwa w 13. 1 15. tygodniu byta znaczgco nizsza niz
w tygodniu 14. Niemniej jednak dla pomiaru w 14. tygodniu zaobserwowano
maksymalne wartoéci gestosci mocy wynoszace: 6,68 mW-m? (woda z lodowca),
10,07 mW-m? (jezioro Austria), 58,07 mW-m™ (woda zolte jeziorko). Dodatkowo dla
kazdego z ogniw obliczono $rednig warto$¢ gestosci mocy w trakcie catego
eksperymentu. Wartosci te wynosity: 1,54 + 1,65 mW-m? (woda z lodowca),
2,90 + 2,59 mW-m (jezioro Austria), 11,71+ 14,69 mW-m (woda z6tte jeziorko).

Badania dla serii B rowniez charakteryzowaly si¢ niskimi warto$ciami gesto$ci mocy
w trakcie eksperymentu oraz jednorazowym sygnalem w 14. tygodniu eksperymentu.
W tym okresie zaobserwowano maksymalne gesto$ci pradu wynoszace: 7,53 mW-m™
(woda z lodowca), 4,48 mW-m™ (jezioro Austria), 111,16 mW-m™ (woda zotte jeziorko).
Tak samo, jak dla poprzednich prob, obliczono $rednig warto$¢ gestosci mocy w trakcie
calego eksperymentu. Wartoéci te wynosity: 1,48 £ 1,91 mW-m™ (woda z lodowca),
0,85 + 1,23 mW-m™ (jezioro Austria), 12,99 + 28,97 mW-m? (woda zotte jeziorko).

Tak niskie warto$ci produkowanego pradu dla serii A oraz B pozwalaja wnioskowac, ze
konsorcja te nie przystosowaly si¢ przez czas trwania eksperymentu do produkcji pradu
elektrycznego. Mogto to wynika¢ z charakteru sktadu §rodowisk mikrobiologicznych,
w ktorych znajdowata si¢ mata ilo$¢ mikroorganizméw elektroaktywnych. Dodatkowo
mozliwe, ze konsorcja te nie posiadaty producentéw biosurfaktantow, ktorzy znaczaco
mogliby wptyna¢ na dostgpnos$¢ zwigzkow ropopochodnych.

Podsumowanie

Kazde ze s$rodowisk uzytych w doswiadczeniu rozwijalo si¢ w inny sposéb, co
zaprezentowano na powyzszych wykresach. Dodatkowym czynnikiem wptywajacym na
rozwo6j biofilmu 1 ilo§¢ produkowanego przez niego pradu elektrycznego byt rodzaj
zrodta wegla. W tabeli 8 przedstawiono zebrane dane o warto$ciach gesto$ci mocy
wyliczonych dla ogniwa w trakcie eksperymentu. Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe
serii A charakteryzowaly si¢ wyzZszymi warto$ciami gesto$ci mocy oraz nizszymi
oporami wewnetrznymi wzgledem Serii B. Dodatek prostego substratu wplynat
pozytywnie na szybko$¢ wzrostu biofilmu [228], co moglo znaczaco przetozy¢ si¢ na
czas adaptacji ogniwa do usuwania trudno degradowanych zwigzkéw. Dodatkowo
konsorcja glebowe (antropogeniczne oraz azjatyckie) charakteryzowaly si¢ wyzsza
wydajnoscig w procesie produkcji pradu w poréwnaniu do konsorcjow srodowisk
wodnych. Wpltyw na to mogla mie¢ bogata réznorodnos$¢ oraz wicksza gestosce
mikroorganizmoéw w $rodowiskach glebowych w poréwnaniu do wéd powierzchniowych
[243] oraz pozostato$ci zwigzkow organicznych zakumulowanych na matrycy glebowe;j
wykorzystywanych w pierwszych dniach wzrostu biofilmu [244]. Dzigki tym
wlasciwosciom  konsorcjow  glebowych ogniwa mogly szybciej wytworzy¢
elektroaktywny biofilm zdolny do degradacji zwigzkow ropopochodnych.
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W literaturze opisano system remediacji bioelektrochemicznej wykorzystujacy zwigzki
ropopochodne z oleju napgdowego jako zrodlo wegla. W eksperymencie
przeprowadzonym przez K. Venkidusamy’ego 1 in. osiggni¢to degradacje
ropopochodnych rowng 83,4 % oraz maksymalne wartosci gestoSci mocy réwne
15,04 mW-m™ dla wcze$niej niekondycjonowanej anody [245]. W badaniu O. Adelaja
1in. wykorzystano roztwor fenantrenu i benzenu w celu zasilenia mikrobiologicznego
ogniwa paliwowego. W eksperymencie osiggni¢to maksymalng warto$¢ gestosci mocy
réwna 6,75 mW-m™. Badania przeprowadzono w mikrobiologicznych ogniwach jedno-
i dwukomorowych [246]. Badania P. R. Sheikhyousefiego, G. Mohanakrishna i in.
wykonane dla syntetycznego roztworu zawierajacego zwiazki ropopochodne wykazaty
zdolno$¢ do produkcji pradu elektrycznego o wartosciach gestosci mocy réwnych
3,5 mW-m? [247] i 222 mW-m™ [248]. W eksperymencie S. Sevda i in. sprawdzono
wydajno$¢ procesu produkcji energii elektrycznej przez mikroorganizmy w trakcie
degradacji zanieczyszczen ze $cieku wodnego po procesie rafinacji. W eksperymencie
tym uzyskano warto$¢ gestosci mocy réwng 109,62 mW-m [249]. W trakcie opisanego
w niniejszej pracy eksperymentu konsorcja glebowe Sri Lanka, separator
ropopochodnych oraz zanieczyszczona gleba miejska charakteryzowaly si¢ najwyzszymi
warto$ciami generowanego pradu.

Tabela 8 Zestawienie wartosci gestosci mocy dla ogniw w trakcie eksperymentu.

Rodzaj substratu Czas wystapienia
. Maksymalna . , A L,
Konsorcjum (A - ropa naftowa stos¢ moc maksymalnej Srednia gestos¢
mikrobiologiczne + octan sodu; ge 2 y gestosci mocy mocy (mW-m?)
(mW-m™) .
B - ropa naftowa) (tydzien)
Kanat $ciekowy stacji A 63,85 15 15,18 + 18,54
paliw B 30,54 1 4,12 +4,03
Skrzynka roztadunku A 15,76 3 7,96 +£43
oleju B 33,27 1 12,02 + 11,45
Separator A 252,08 6 112,36 + 88,13
ropopochodnych B 33,27 2 4,95+9,10
Zanieczyszczona A 239,09 7 68,87 + 80,12
gleba miejska B 46,39 5 12,81 £ 16,45
A 74,90 5 27,93 £24,87
A .o > > >
zerbejdzan B 3,19 2 0.98 + 1,14
. A 356,84 9 124,06 + 103,84
Sri Lanka
B 21,87 1 6,57 +7,14
Woda z lodowea A 6,68 14 1,54 + 1,65
7 odow B 7.53 14 148+ 191
Piach z ieziora Austri A 10,07 14 2,90 2,59
i ior: ri
ach z jeziora Austia B 448 14 0,85+ 1,23
Woda 76Hte ieziorko A 58,07 14 11,71 + 14,69
V4 Z
! B 111 14 12,99 + 28,07

Dane uzyskane w przeprowadzonym eksperymencie wykazaty wysoka aktywno$¢
konsorcjow mikrobiologicznych do produkcji pradu elektrycznego, szczegdlnie Sri
Lanki, separatora ropopochodnych oraz zanieczyszczonej gleby miejskiej. Konsorcjum
z separatora ropopochodnych osiggnetlo maksymalng ggstoS¢ mocy wynoszaca
252,08 W-m™=2, a konsorcjum zanieczyszczonej gleby miejskiej 239,09 mW-m™=.
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Najwyzsza warto$¢ gestosci mocy w tym eksperymencie zaobserwowano dla konsorcjum
ze Sri Lanki, ktéra wyniosta 356,84 mW-m2. Wysoka $rednia warto$¢ gegstosci mocy dla
kazdego z tych konsorcjow glebowych pozwala wnioskowaé, ze byly one bogate
w mikroorganizmy zdolne do degradacji zwiazkow ropopochodnych oraz potencjalnych
producentow biosurfaktantow. Tak ztozony pod wzgledem ilosci zwigzkow substrat nie
jest tatwy w degradacji. Oznacza to, ze konsorcja te charakteryzowaly si¢ rowniez
wysokim stopniem adaptacji, a przez to znalazty zastosowanie uktadach
bioelektrochemicznych. Potwierdzaja to uzyskane wartos$ci gestosci mocy, ktére byty
wyzsze niz te uzyskane dla fenantrenu i benzenu [246], roztworéw syntetycznych
[247,248] oraz rzeczywistego $cieku rafineryjnego [249].

7.3.3 Analiza pomiarow elektrochemicznych

Woltamperometria cykliczna

Na rysunkach 33, 34 oraz 35 przedstawiono wyniki badan woltamperometrii cyklicznej
wykonanej dla wszystkich ogniw w 4., 7., 10. 1 15. tygodniu eksperymentu. Badania te
zostaty przeprowadzone w celu okreslenia aktywnosci redoks elektroaktywnego biofilmu
oraz jego zmian w czasie eksperymentu. Ponizej przedstawiono szczegdélowe wyniki
badan dla wszystkich wykorzystanych w eksperymencie konsorcjow.
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Antropogeniczne srodowiska glebowe
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Rysunek 33 Whykresy przedstawiajg antropogeniczne Srodowiska glebowe.
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cykliczne ukiadow bioelektrochemicznych w 4., 7., 10. i 15. tygodniu eksperymentu. Rodzajem

serii (A i B) oznaczono wykorzystywany w eksperymencie substrat: A — ropa naftowa z octanem

sodu, B — ropa naftowa.
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Woltamogramy cykliczne konsorcjum kanatlu $ciekowego stacji paliw zmieniaty swdj
ksztalt w czasie trwania eksperymentu (rysunek 33) oraz zalezaly od uzytego substratu.
Dla serii A po 4. tygodniu eksperymentu zaobserwowano dwa uktady redoks
o potencjatach formalnych -0,286 1 0,328 V wzgledem Ag/AgCl. W trakcie kolejnych
pomiarow w 7., 10. 1 15. tygodniu eksperymentu zaobserwowano jeden uktad redoks
o potencjale formalnym 0,294 V wzgledem Ag/AgCl. Zmiana ta mogla wynikac
z dostosowania si¢ szlakow metabolicznych wykorzystywanych przez mikroorganizmy
elektroaktywne do degradacji zrodta wegla. Dla serii B uklady redoks charakteryzowaty
si¢ mniejszg intensywnoscia, ale wyzsza stabilnoscig niz dla serii A. Zauwazalna byta
wysoka powtarzalno$¢ pomiaré6w ze wzrostem intensywnosci uktadu redoks
w 15. tygodniu eksperymentu. Dla serii B mozna bylo rdwniez wyznaczy¢ trzy uktady
redoks, ktore odpowiadaty potencjatlom formalnym -0,248, 0,344 (4. tydzien) oraz
0,255V (7.,10., 15. tydzien) wzgledem Ag/AgCl. Podobna aktywno$¢ mikroorganizmow
dla serii A oraz B wskazywata na wyksztalcenie podobnych szlakéw metabolicznych
w procesie degradacji ropy naftowe;.

W trakcie analizy woltamograméw konsorcjum skrzynki roztadunku paliw
zaobserwowano niskg aktywno$¢ mikrobiologiczng. Dla serii A widoczny byt uktad
redoks o potencjale formalnym -0,376 mV wzgledem Ag/AgCl w 4. tygodniu
eksperymentu. Dalsze badania w 7. i 10. tygodniu charakteryzowaly si¢ niska
aktywnoscig mikroorganizmoéw, ktdra znaczaco wzrosta w 15. tygodniu. W tym okresie
zauwazono jeden uklad redoks o potencjale formalnym 0,288 V wzgledem Ag/AgCl. Dla
serii B zaobserwowano ponownie spadek aktywnos$ci redoks wzgledem serii A. Mimo
niskiej intensywnos$ci sygnatow, zaobserwowane zostaty uktady redoks o potencjale
formalnym 0,294 mV wzgledem Ag/AgClw 7., 10. 1 15. tygodniu.

Konsorcjum separatora ropopochodnych charakteryzowalo si¢ wysoka wydajnoscia
produkcji pradu elektrycznego. Dla serii A w 4. tygodniu eksperymentu zaobserwowano
jeden uktad redoks o potencjale formalnym 0,124 V wzgledem Ag/AgCl. W 7. tygodniu
dla tej serii zaobserwowano zmiany w ksztalcie woltamogramu, ktére mogly by¢
zwigzane ze zjawiskiem przeregulowania. W trakcie dalszej analizy wykryto dwa uktady
redoks o potencjatach formalnych -0,251 1 0,361 mV (tydzien 10.) wzgledem Ag/AgCl.
Zastosowanie wylacznie ropy naftowej w serii B skutkowalo niskg intensywnoscig
otrzymanych sygnatéw. Oznacza to, ze na powierzchni anody nie zostal wytworzony
elektroaktywny biofilm zdolny do produkcji pradu w trakcie procesu degradacji
zwigzkow ropopochodnych. Powyzsze woltamogramy (rysunek 33) charakteryzowaty
si¢ wylacznie pojedynczymi sygnatami oksydacyjnymi (7. tydzien — 0,339 V wzgledem
Ag/AgCl) oraz redukcyjnymi (10. tydzien — 0,176 V 1 15. tydzien — 0,109 V wzgledem
Ag/AgCl), ktore nie tworzyly wspolnego uktadu redoks.

Konsorcjum zanieczyszczonej gleby miejskiej charakteryzowalo si¢ sygnatami
o wysokiej intensywno$ci w pierwszych tygodniach eksperymentu, ktéra stopniowo
malala w nastgpnych tygodniach. Dla serii A w 4. tygodniu zaobserwowano jeden uktad
redoks — 0,066 wzgledem Ag/AgCl. W dalszej czg$ci badan wykryto nowe uktady redoks:
-0,322 oraz -0,046 V (tydzien 7.), 0,393 V (tydzien 10.) oraz 0,276 V wzgledem Ag/AgCl.
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Dla serii B zaobserwowano wzrost intensywnos$ci wykrytych sygnatow w trakcie
pomiarow. W tej serii zaobserwowano maksymalnie po jednym uktadzie redoks na
woltamogramie. Dla pomiaru w 7. tygodniu wykryto sygnal o potencjale formalnym
0,379 V wzgledem Ag/AgCl. Dalsze pomiary w 10. 1 15. tygodniu umozliwity wykrycie
jednego wspolnego uktadu redoks o potencjale 0,240 V wzgledem Ag/AgCl.
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Rysunek 34 Wykresy przedstawiajg Srodowiska gleb azjatyckich. Woltamogramy cykliczne
uktadow bioelektrochemicznych w 4., 7., 10. i 15. tygodniu eksperymentu. Rodzajem serii (A i B)
oznaczono wykorzystywany w eksperymencie substrat: A — ropa naftowa z octanem sodu,
B — ropa naftowa.

Aktywnos¢ mikrobiologiczna konsorcjum gleby ze Sri Lanki ulegata zmianom w trakcie
catego eksperymentu (rysunek 34). Dla serii A w 4. tygodniu zaobserwowano jeden uktad
redoks o potencjale formalnym -0,128 V wzgledem Ag/AgCl. W tygodniach 7. i 10.
nastgpowata intensyfikacja aktywno$ci mikrobiologicznej. W tym okresie wykryto cztery
uktady redoks, ktore odpowiadaty potencjatlom formalnym -0,141 V; 0,090 V (tydzien 7.),
oraz -0,234 V; 0,017 V (tydzien 10.) wzgledem elektrody Ag/AgCl. W trackie ostatniego
pomiaru zaobserwowano uklad redoks o potencjale 0,195 V (tydzien 15.) wzgledem
Ag/AgCl. Dla serii B zaobserwowano sygnaty o nizszej intensywnosci redoks niz dla
serii A. W trakcie pomiaréw wykryto jeden sygnal utleniajacy w 4. tygodniu (0,177 V)
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oraz dwa uktady redoks: w tygodniu 10. (0,260 V wzgledem Ag/AgCl) oraz w tygodniu
15. (0,198V wzgledem Ag/AgCl).

Mikrobiologiczne konsorcjum gleby z Azerbejdzanu podczas trwania eksperymentu
charakteryzowato si¢ wyzsza aktywnos$cig elektrochemiczng niz konsorcjum ze Sri
Lanki. Wskazywala na to wigksza liczba uktadow redoks obserwowanych na
woltamogramach. Dla serii A w 4. tygodniu zaobserwowano jeden uktad redoks
o potencjale formalnym 0,493 V wzgledem Ag/AgCl. W trakcie nastepnych pomiarow
zaobserwowano dwa uktady redoks o nowych potencjatach formalnych -0,177 (tydzien
7.110.), 0,340 V (tydzien 10.) wzgledem Ag/AgCl. Zmiana ta mogla wynika¢ z adaptacji
uktadu do degradacji zwigzkéw ropopochodnych. W 15. tygodniu ponownie
zaobserwowano uktad redoks o potencjale formalnym 0,216 mV wzgledem Ag/AgCl.
Dla serii B aktywnos$¢ elektrochemiczna byla nizsza w pordéwnaniu do serii A.
W badaniach zaobserwowano uklady redoks o potencjatach formalnych 0,218 V
(tydzien 4.1 15.), 0,103 V (tydzien 7.) oraz 0,166 V (tydzien 10.) wzgledem Ag/AgCl.
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Rysunek 35 Woltamogramy cykliczne uktadow bioelektrochemicznych w 4., 7., 10. i 15. tygodniu
eksperymentu. Rodzajem serii (A i B) oznaczono wykorzystywany w eksperymencie substrat:
A — ropa naftowa z octanem sodu, B — ropa naftowa. Wykresy przedstawiajq Srodowiska ciekow
wodnych.

Dla kazdego woltamogramu wody z lodowca (rysunek 35) w serii A zaobserwowano
sygnaty odpowiadajace odwracalnym uktadom redoks. W trakcie trwania eksperymentu
dla tej serii zaobserwowano trzy ukltady redoks. Byly to uklady o potencjatach
formalnych 0,260 V (4. tydzien), 0,156 V (7. 1 10. tydzien) oraz 0,218 V (15. tydzien)
wzgledem Ag/AgCl. Dla serii B wyrazny byl ponownie spadek intensywnosci
obserwowanych sygnatow, co mogto §wiadczy¢ o duzym wptywie octanu sodu na rozwoj
oraz wydajnos¢ konsorcjéw. Podobnie jak dla serii A zaobserwowano zmiany
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w aktywnos$ci mikrobiologicznej, ktére przetozyty si¢ na wystapienie czterech réoznych
uktadoéw redoks. Byly uklady o potencjatach formalnych: 0,315 V (4. tydzien), 0,110 V
(7. tydzien), 0,150 V (10. tydzien) oraz 0,017 V (15. tydzien) wzglgdem elektrody
Ag/AgCl.

Dla konsorcjum jeziora w Austrii w serii A zaobserwowano spadek intensywnosci
sygnatéw odpowiadajacych reakcjom utleniania i redukcji. Poczatkowo wykryty
w 4. tygodniu uktad redoks o potencjale formalnym 0,279 V wzgledem Ag/AgCl zostat
zastgpiony nowymi, podobnymi do siebie uktadami redoks: 0,152 V (tydzien 7.)1 0,169 V
(tydzien 10.) wzgledem Ag/AgCl). Dla serii A w 15. tygodniu nie zaobserwowano
zadnego uktadu redoks, co mogto $wiadczy¢ o degradacji biofilmu pod wptywem
toksycznych zwigzkow ropy naftowej. Dla serii B zidentyfikowano wylacznie dwa
uktady redoks. Byly to: 0,277 V (tydzien 10.) oraz -0,003 V (tydzien 15.) wzgledem
elektrody Ag/AgClL.

Dla serii A konsorcjum wody z zbltego jeziorka zaobserwowano trzy uktady redoks
w nastgpujacych po sobie pomiarach. Byty to uktady o potencjalach formalnych 0,384 V
(tydzien 4.), 0,319 V (tydzien 7.) oraz 0,219 V (tydzien 15.) wzgledem elektrody
Ag/AgCl. Dla serii B wykryto mniejsza liczbe sygnatow utleniajacych oraz redukujacych.
Dla konsorcjum w tej serii wykryto wylacznie sygnaty 0,193 V (tydzien 7.) oraz 0,261 V
(tydzien 10.) wzgledem Ag/AgCl.

Podsumowanie

W tabeli 9 przedstawiono zestawienie formalnych potencjatow dla wykrytych w trakcie
badan uktadéw redoks. W przeprowadzonych eksperymentach woltamperometrii
cyklicznej zauwazono, ze we wszystkich analizowanych konsorcjach aktywno$¢
mikrobiologiczna byta wyraznie wyzsza dla serii A. Otrzymane wyniki §wiadcza o tym,
ze dodatek prostego substratu znaczaco wptywa nie tylko na produkcje pradu
elektrycznego, ale 1 aktywno$¢ utleniajaco-redukujacg mikroorganizméw, co
potwierdzono w badaniach K. Rabaey’ego 1 in. [250]. Ogniwa pracujace
w serii B charakteryzowaty si¢ mniejszg ilo$cig uktadéw redoks. Co wigcej, w badaniach
S. Khana 1 in. okreslono, ze sktadniki ropy adsorbowane na powierzchni anody oraz
biofilmu wywotuja szereg negatywnych zjawisk, takich jak zwigkszenie oporu
wewnetrznego ogniwa czy zmniejszenie efektywnos$ci procesu transportu masy [38].
Dynamika procesow redoks w badanych konsorcjach byla wyraZznie zalezna
zastosowanego rodzaju konsorcjum. Wedlug J. Dhlugosza i in. konsorcja glebowe
charakteryzuja si¢ wieksza réznorodnoscia w poréwnaniu do konsorcjow srodowisk
wodnych [243]. Potwierdzono to w badaniach J. Truu i P. Mtynarza, z ktérych wynika,
ze 1m bardziej ztozony biofilm, tym tatwiejszy jest proces degradacji zlozonych
substratow [251].
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Tabela 9 Zestawienie potencjatow formalnych wykrytych uktadow redoks w trakcie pomiaréw

woltamperometrii cyklicznej.

Rodzaj Potencjal formalny wykrytego ukladu redoks (V wzgledem
substratu Ag/AgCl)
Skrocona nazwa (A -ropa
konsorcjum naftowa + octan
mikrobiologicznego sodu; Tydzien 4. Tydzien 7. Tydzien 10. Tydzien 15.
B - ropa
naftowa)
Kanat $ciekowy stacji A -0,286, 0,328 0,294 0,294 0,294
paliw B -0,248, 0,344 0,255 0,255 0,255
Skrzynka roztadunku A -0,376 - - 0,288
oleju B - 0,294 0,294 0,294
Separator A 0,124 - -0,251, 0,361 -
ropopochodnych B - - - -
Zanieczyszczona A -0,066 -0,322, -0,046 0,393 0,276
gleba miejska B - 0,379 0,240 0,240
. A -0,128 -0,141, 0,090 | -0,234,-0,017 0,195
Sri Lanka
B 0,177 - 0,260 0,198
Azerbejdzan A 0,493 -0,177, 0,340 0,340 0,216
B 0,218 0,103 0,166 0,217
A 0,260 0,156 0,156 0,218
Woda zlodowea B 0,315 0.110 0.150 0,017
Jezioro Austria A 027 0,152 0,169 _
B - - 0,277 -0,003
Woda z6lte jeziorko A 0,384 0,319 0,219 -
B - 0,193 0,261 -

W artykule K. Joshiego 1 in. opisano, ze szczep Geobacter sulfurreducens moze
wykorzystywaé pozakomorkowe akceptory elektronow, takie jak Mn(IV), Fe(IlI).
Mediatory te wystepuja w przedziale od +0,203 do -0,497 V w poroéwnaniu z elektroda
srebrowg (Ag/AgCl) [227]. Innymi przykladami potencjatow wykorzystywanych przez
cytochromy btony cytoplazmatycznej sa: CbcBA (-0,407 V), CbcL (-0,347 V) oraz ImcH
(-0,197 V). Cytochromy typu C, takie jak OmcA, OmcB, OmcZ lub cytochromy wraz
zpilami przewodzacymi OmcS produkowanymi przez Geobacter sulfurreducens
réwniez moga odpowiadac za transport elektronow w szerokim przedziale wystgpowania
uktadow redoks [200,201].

W literaturze opisano wiele mediatorow wykorzystywanych przez mikroorganizmy do
transportu elektronéw. W badaniu A. Kumara 1 in. opisano, ze uktad redoks o potencjale
-0,413 V wzgledem Ag/AgCl odpowiadat ryboflawinom wykorzystywanym przez szczep
Shewanella sp., Geobacter sp. Dodatkowo potencjal -0,423 V wzgledem Ag/AgCl zostat
przypisany do mononukleotydow flawinowych wykorzystywanych przez Shewanella sp.,
Escherichia sp., Moorella sp. [198]. W innym badaniu przeprowadzonym przez
D. G. Sandersona i in. uktad redoks o potencjale -0,333 V wzgledem Ag/AgCl pochodzit
od piocyjaniny produkowanej przez szczep Pseudomonas aeruginosa. Kolejnymi
potencjatami formalnymi dla szczepu Pseudomonas aeruginosa mogty by¢: -0,353 V
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wzgledem Ag/AgCl, pochodzace od fenazyny-1-karboksamidu [252] oraz 0,107 V
wzgledem Ag/AgCl, pochodzace od azuryny [202]. W badaniu Y. Yanga i in. szczep
Pseudomonas  alcaliphila MBR  wykorzystat mediator kwasu fenazyno-1-
karboksylowego, ktérego potencjat formalny okreslono na -0,283 V wzgledem Ag/AgCl
[218].

Wedlug B. E. Logana i in. analiza CV ukladu bioelektrochemicznego ma na celu
analityczne ustalenie poziomu produkcji substancji posredniczacej przez drobnoustroje
w bulionie mikrobiologicznym oraz potencjalow redoks mediatorow [109].
Przedstawione powyzej badania wykazaty, ze w ztozonych konsorcjach bardzo trudne
jest okreslenie, ktory czynnik odpowiada bezposrednio za transport elektronéw. Mnogos¢
mikroorganizméw oraz wykorzystywanych przez nie mediator6w moze zmieniaé si¢
w czasie eksperymentu w zaleznosci od kondycji biofilmu. Przy analizie nalezy
uwzgledni¢ mozliwe sygnaly utleniajace oraz redukujace pochodzace bezposrednio od
reakcji redoks zachodzacej z udzialem wykorzystanego substratu oraz mozliwe
przesunig¢cia potencjalu wynikajace ze zbyt duzej szybkosci skanowania. W zakresie
dynamiki zmian uktadéw redoks w czasie, wyniki wskazuja, ze kondycja biofilmu
1 dostepnos¢ substratow wplywaja na aktywno$¢ mikroorganizméw. Ztozone konsorcja,
takie jak te pochodzace z gleby stacji paliw, separatora ropopochodnych i Sri Lanki, moga
wykazywa¢ zmienng aktywno$¢ redoks w zaleznosci od warunkow eksperymentalnych
1 kompozycji biofilmu. Dodatkowo obecnos¢ sktadnikéw ropy naftowej na powierzchni
anody 1 biofilmu, roéwniez moze wplywa¢ na transport elektronow 1 efektywno$¢
degradacji. Obecno$¢ producentéw biosurfaktantow moglaby dodatkowo wpltynaé na
zdolno$¢ konsorcjéw do degradacji zwigzkéw ropopochodnych. Ich obecnosci
w konsorcjach nie mozna jednoznacznie okresli¢ wylacznie na podstawie wynikow
woltamperometrii cykliczne;.

Elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna

Analize EIS przeprowadzono w celu okreslenia oporow wewnetrznych ogniw. Na
rysunkach 36, 37 1 38 przedstawiono w formie wykreséw stupkowych udziat
komponentow na catkowita rezystancj¢. Wyniki te dotycza pomiaréw wykonanych
w 4., 7., 10. 1 15. tygodniu dziatania uktadow. Dane uzyskane z pomiaré6w EIS zostaty
dopasowane do modelu obwodu zast¢pczego zaproponowanego przez N. Sekara i in.
Model ten zawierat element fazy stalej, ktory reprezentowat pojemnosciowe zachowanie
podwojnej warstwy elektrycznej wynikajace z biofilmu [175]. Co wigcej, w modelu
uwzgledniono element Warburga o skonczonej dhugosci [253]. W obwodzie
rownowaznym element Ra odnosit si¢ do anody, Rc do katody, a Rm+g do rezystancji
omowej, zwigzanej z uzyciem membrany 1 elektrolitu. Model ten pozwala na analizg
wiekszej liczby komponentow odpowiadajagcych za opory wewngtrzne ogniwa
w poréwnaniu do tego uzytego w eksperymencie opisanym w rozdziale 7.1.

W trakcie eksperymentu zaobserwowano zmiany w rezystancji wewnetrznej dla kazdego
z konsorcjéw mikrobiologicznych. Jednak nie byly one istotnie powigzane
z komponentem Rwm+g, ktorego wartos¢ byta stata 1 wynosita 153,36 + 93,47 Q dla
wszystkich uzytych w eksperymencie ogniw mikrobiologicznych. Opory wewnetrzne
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ogniw mikrobiologicznych, szczegoélnie opdr anody (Ra) 1 opor katody (Rc), wykazywaty
znaczng zmienno$¢ w czasie, co bylo kluczowe dla oceny wydajnos¢ dziatania tych
systeméw w produkcji pradu.

Antropogeniczne srodowiska glebowe
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Rysunek 36 Wykresy przedstawiajg dopasowane komponenty do uktadu zastepczego dla

antropogenicznych srodowisk glebowych. Dane pozyskane w trakcie badania EIS w 4., 7., 10.
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i 14. tygodniu eksperymentu. Rodzajem serii (A i B) oznaczono wykorzystywany w eksperymencie
substrat: A — ropa naftowa z octanem sodu, B — ropa naftowa. Na wykresach uzyto skrotow
oznaczajgcych: R4 — rezystancja anody, Rc — rezystancja katody, Ry — rezystancja omowa.

Analiza wynikow otrzymanych dla konsorcjum kanatu sciekowego stacji paliw (rysunek
36) wykazata, ze dla serii A catkowity opor wewnetrzny poczatkowo wzrastat, osiggajac
szczyt w 10. tygodniu, po czym nastgpito znaczne zmniejszenie oporu w 14. tygodniu.
Zaobserwowano spadek oporu komponentu Rc i Ra w pdzniejszych tygodniach
eksperymentu, co oznacza¢ moglo poprawe efektywnosci elektrochemiczne;.
W serii B calkowity opdr wewnetrzny byl poczatkowo wysoki, z wyraznym udziatem
oporu anody (Ra), jednakze w kolejnych tygodniach zaobserwowano znaczng redukcje
opordow tego komponentu. Zjawisko to wskazywalo na adaptacje mikroorganizmow do
trudniejszych warunkow eksperymentalnych niz te w serii A. Suma oporow
wewnetrznych na koniec eksperymentu dla tego konsorcjum wynosita 460,67 € (seria A)
oraz 428,10 Q (seria B)

Wartos¢ catkowitego oporu wewnetrznego konsorcjum skrzynki roztadunku paliw serii
A byta poczatkowo bardzo wysoka. W 4., 7., 10. tygodniu eksperymentu zaobserwowano
trend wzrostowy sumy oporéw wewnetrznych spowodowanych komponentem Ra.
W 14. tygodniu zaobserwowano jednak redukcje wartosci tego komponentu, co
skutkowalo zmniejszeniem catkowitych oporéw wewnetrznych ogniwa. Zmiany
w warto$ciach impedancji komponentow ukladu $wiadczyly o adaptacji systeméw do
procesu degradacji zwigzkéw ropopochodnych. Dla serii B warto$¢ catkowitego oporu
byla uzalezniona od oporu anody. Na przestrzeni calego eksperymentu, opory anody
ulegly redukeji z 7162,00 Q do 291,80 €, co oznacza¢ mogto znaczacg poprawe dziatania
ogniwa. Suma oporow wewnetrznych na koniec eksperymentu dla tego konsorcjum
wynosita 1420,80 Q (seria A) oraz 863,70 Q (seria B).

Dla separatora ropopochodnych (rysunek 36) serii A komponent anody generowat
najwigksze opory wewnetrzne. Jednak malal on w kolejnych tygodniach, co mogto
wskazywac¢ na poprawe przewodnictwa oraz bardziej efektywng degradacje zwigzkow
ropopochodnych. Podobne zjawisko zaobserwowano dla serii B, gdzie opér wynikajacy
z tego komponentu ulegt redukcji z 6340 Q do 1293 Q. Suma oporéw wewnetrznych na
koniec eksperymentu dla tego konsorcjum wynosita 446,68 Q (seria A) oraz 2275,65 Q
(seria B).

Analiza konsorcjum zanieczyszczonej gleby miejskiej serii A wykazata stabilne opory
komponentu Rc, ktore na przestrzeni eksperymentu wynosity 319,35 £7,49 Q.
Niewielkim zmianom ulegatl komponent anodowy. Moglo to wskazywa¢ na stabilne
warunki elektrochemiczne oraz umiarkowang, ale konsekwentng aktywnos¢
mikrobiologiczng. Podobnymi tendencjami charakteryzowato si¢ ogniwo w serii B.
Ponownie zaobserwowano stabilne opory dla komponentu katody (450,75 + 56,31 Q)
oraz fluktuacje komponentu anody (zmiana z 20,70 Q w tygodniu 7., na 154,25 Q
w tygodniu 14). Suma oporéw wewnetrznych na koniec eksperymentu dla tego
konsorcjum wynosita 587,58 Q (seria A) oraz 640,31 Q (seria B).
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Gleby azjatyckie
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Rysunek 37 Wykresy przedstawiajq dopasowane komponenty do uktadu zastepczego dla
Srodowisk gleb azjatyckich. Dane pozyskane w trakcie badania EIS w 4., 7., 10. i 14. tygodniu
eksperymentu. Rodzajem Serii (A i B) oznaczono wykorzystywany w substrat: A — ropa naftowa
z octanem sodu, B — ropa naftowa. Na wykresach uzyto skrotow oznaczajgcych: R4 — rezystancja
anody; Rc — rezystancja katody, Ry+k — rezystancja omowa.

Konsorcjum gleby Sri Lanka (rysunek 37) charakteryzowato si¢ zmianami w oporach
komponentu anody. Zmiany te wynikaly z dostosowania aktywnosci elektrochemicznej
biofilmu lub gromadzenia si¢ produktéw ubocznych na elektrodach. W serii B catkowity
opor w trakcie pomiaru w 4. tygodniu byl najnizszy w serii. Kolejne eksperymenty
elektrochemiczne charakteryzowaty si¢ tendencja wzrostowa komponentu anody oraz
katody, z wyraznym szczytem wartosci oporéw w tygodniu 7. Opor catkowity w trakcie
tego pomiaru wynosit 3715,4 Q (Rm+g— 118,4 Q; Ra—2450 Q; Rc - 1147 Q). Wskazywad
to mogto na trudno$ci mikroorganizmoéw w adaptacji do degradacji pozywki wylacznie
zsamg ropg naftowag. W podzniejszych tygodniach impedancja uleglta znacznemu
zmniejszeniu, co wskazywalo na adaptacj¢ mikroorganizmoéw. Suma oporow
wewnetrznych na koniec eksperymentu dla tego konsorcjum wynosita 584,04 Q (seria A)
oraz 1598,70 Q (seria B).

Dla ogniwa wykorzystujacego konsorcjum gleby Azerbejdzan (rysunek 37) w serii A
zaobserwowano spadek oporu catkowitego w 10. tygodniu. Wskazywac to mogto na
poprawe przewodnictwa elektrochemicznego 1 wiekszg aktywno$¢ mikroorganizmow
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dostosowanych do degradacji ropopochodnych. Szczeg6lnie widoczny byt spadek oporu
komponentu anody. Wzrost oporéow w 14. tygodniu obserwowany byt gléwnie
w komponencie omowym i katodowym. Mogto to wynika¢ z akumulacji hydrofobowych
frakcji ropy naftowej na anodzie oraz membranie, ktore utrudniaty produkcje i transport
elektronow w ukladzie. Dla serii B zaobserwowano liczne zmiany w komponencie
anodowym na przestrzeni eksperymentu. W 10. tygodniu op6r komponentu anodowego
wynosit 1674 Q , co bylo ponad 3,5-krotnym wzrostem oporu anody wzgledem pomiaru
w 7. tygodniu. W 14. tygodniu zaobserwowano spadek oporéw wzgledem tygodnia 10.,
lecz suma oporéow poszczegdlnych komponentéw byta wyzsza niz ta uzyskana
w tygodniu 7. Oznaczaé to mogto, ze z czasem ogniwo ulegato powolnej degradacji, co
rzutowato na pozostate pomiary elektrochemiczne. Suma oporéw wewnetrznych na
koniec eksperymentu dla tego konsorcjum wynosita 2163,70 Q (seria A) oraz 1253,80 Q
(seria B).
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Rysunek 38 Wykresy przedstawiajq dopasowane komponenty do ukiadu zastepczego dla
srodowisk ciekow wodnych. Dane pozyskane w trakcie badania EIS w 4., 7., 10. i 14. tygodniu
eksperymentu. Rodzajem serii (A i B) oznaczono wykorzystywany w eksperymencie substrat:
A — ropa naftowa z octanem sodu, B — ropa naftowa. Na wykresach uzyto skrotow oznaczajgcych:
R4 — rezystancja anody; Rc — rezystancja katody, Ru+r — rezystancja omowa.
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Analiza oporow wody z lodowca (rysunek 38) serii A wykazata, ze poczatkowo gtownym
czynnikiem wptywajacym na wysokie opory byl komponent anodowy, ktéry z czasem
malat. Jest to charakterystyczne dla biofilmu, ktory si¢ rozwija oraz adaptuje do
warunkow procesu. Odwrotng tendencj¢ zaobserwowano dla serii B tego konsorcjum. Na
przedstawionym wykresie zaobserwowano wzrost komponentu anodowego na
przestrzeni catego eksperymentu z najwyzsza wartoscia w 14. tygodniu. Swiadczyé to
moglto o akumulacji trudno rozpuszczalnych zwigzkow na powierzchni anody, ktore nie
tylko zwigkszaly opor, ale jednocze$nie ograniczaty rozwoj biofilmu. W 14. tygodniu
zaobserwowano rowniez wzrost komponentu katodowego dla tego ogniwa. Suma oporow
wewnetrznych na koniec eksperymentu dla tego konsorcjum wynosita 533,87 Q (seria A)
oraz 3465,70 Q (seria B).

W przeprowadzonej analizie pominigto wyniki uzyskane dla konsorcjum
mikrobiologicznego z jeziora w Austrii ze wzgledu na brak dopasowania modelu obwodu
zastepczego do uzyskanych danych. Przyczyng trudno$ci w modelowaniu mogta by¢
niska aktywno$¢ elektrochemiczna biofilmu, co utrudniato precyzyjne okreslenie
parametréw impedancji elektrochemicznej. Oznacza to, ze biofilm wytworzony przez to
konsorcjum charakteryzowal si¢ zbyt niska przewodno$cig jak i produkcja pradu
elektrycznego, co ograniczyto skutecznos¢ w przekazywaniu elektronéw do elektrody.

Dla konsorcjum wody zoéltego jeziorka (rysunek 38) w serii A zaobserwowano trend
wzrostowy oporu zwigzanego z komponentem anody. Ponownie, $wiadczy¢ to mogto
o akumulacji  trudno  rozpuszczalnych  zwigzkéw na  powierzchni  anody.
Dla serii B zaobserwowano gwalttowne zmiany oporéw. Stosunkowo niskie wartosci
komponentoéw anody 1 katody zostaty zwigkszone w 7. tygodniu pomiaréw. Kolejny
pomiar w 10. tygodniu wskazywatl na stabilizacj¢ uktadu elektrochemicznego w obszarze
anodowym. W 14. tygodniu ponownie obserwowalny byl znaczacy wzrost komponentow
omowych oraz anodowych. Tak znaczaca zmiana mogla wynikaé¢ ze spadku aktywnosci
elektrochemicznej 1 degradacji elementow uktadu bioelektrochemicznego. Na koniec
eksperymentu wyliczono sumg¢ oporow wewnetrznych dla tego konsorcjum, ktéra
wynosita 3670,30Q (seria A) oraz 12106,20 Q (seria B).

Podsumowanie

Na podstawie eksperymentu EIS wykazano, ze dodatek octanu sodu w serii A znaczaco
obnizyt opory wewngtrzne w mikrobiologicznych ogniwach paliwowych. Przetozyto si¢
to na lepsze warunki elektrochemiczne 1 zwigkszong wydajnos¢ produkcji pradu
elektrycznego. Wedlug B. E. Logana i1 in. dobor substratu petni kluczowa role
w wydajnosci energetycznej] w mikrobiologicznych ogniwach paliwowych [119].
Najwazniejszym czynnikiem wptywajacym na catkowita impedancje w obu seriach
okazal si¢ opor anody, ktorego wzrost w podzniejszych tygodniach eksperymentu
wskazywal na problemy zaktywno$cia mikroorganizméw oraz nagromadzenie
zanieczyszczen na powierzchni elektrody. W przypadku zastosowania trudnego
w degradacji substratu istotne jest, by zapewni¢ jego jak najlepsza dostepnosé
mikroorganizmom. Dostgpno$§¢ mozna zwigkszy¢ poprzez zastosowanie zwigzkow
powierzchniowo czynnych [156] lub mediatoréw, ktére mogg znaczaco wptynaé na
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zmniejszenie oporéw wewnetrznych ogniwa [254]. Na podstawie wynikow mozna
stwierdzié¢, ze mikroorganizmy wykazywaty zdolno$¢ do adaptacji do trudniejszych
warunkoéw substratowych w serii B. Jednakze, w diluzszej perspektywie, wysokie
wartos$ci rezystancji obserwowane w pozniejszych tygodniach wskazywaty na spadek ich
aktywnosci. Wedhug S. Chena i in. w trakcie dlugoterminowych eksperymentow nalezy
stosowa¢ substrat o optymalnym skladzie (niezawierajacy zwigzkow o wysokiej
toksycznosci dla mikroorganizmow) lub stosowa¢ bogate i1rdéznorodne konsorcja
mikrobiologiczne [255]. Niemniej jednak niemozliwe jest osiggnigcie takich warunkow
przy zastosowaniu ropy naftowej, przez co wyniki otrzymane w powyzszym
eksperymencie sg istotne dla przysztego zastosowania BES w procesie bioremediacji.

Konsorcja Sri Lanki, gleby kanatu $§ciekowego stacji paliw i separatora ropopochodnych
wykazaly najwigksza zdolno$¢ do adaptacji w serii A. Osiagaly przy tym niskie opory
wewnetrzne w koncowych tygodniach eksperymentu, co moglo wskazywaé na ich
potencjal w dlugoterminowych okresach eksperymentalnych. Wyniki otrzymane
w nieniejszej pracy podkreslaja znaczenie optymalizacji mikrobiologicznych ogniw
paliwowych, zwlaszcza poprzez odpowiedni dobor substratow. Obnizenie oporow
wewnetrznych przy zastosowaniu wiasciwych zwigzkow chemicznych poprawia warunki
elektrochemiczne, co zwigksza produkcje energii. Kluczowym czynnikiem wptywajacym
na wydajnos¢ jest opor anody, ktorego wzrost moze wskazywaé¢ na problemy
z aktywnos$cia mikroorganizmow 1 odkladanie si¢ zanieczyszczen na elektrodzie.
W przypadku trudnych do degradacji substratdéw wazne jest zapewnienie odpowiednich
warunkow, np. zwigkszajac dostgpnos¢ substratow dla mikroorganizmdéw przy pomocy
biosurfaktantéw. Zdolno$¢ mikroorganizmow do adaptacji nie zawsze jest wystarczajaca
w dluzszym okresie. Wzrost oporow wewnetrznych z czasem obniza wydajnos$¢ ogniw,
co bylo widoczne w powyzszym eksperymencie. Dlatego konieczny jest dobor
substratow sprzyjajacych stabilnosci w dlugoterminowych eksperymentach. Konsorcja
mikroorganizméw o wysokim potencjale adaptacyjnym moga by¢ cennym elementem
w przysztych badaniach, szczegdlnie w konteks$cie bioremediacji.
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7.3.4 Analiza degradacji zwiazkow ropopochodnych przez uklady
bioelektrochemiczne

Na mapach cieplnych przedstawiono wzgledna degradacje zwiazkéw ropopochodnych
dla dwodch serii eksperymentalnych: seria A (ropa naftowa + octan sodu) oraz
seria B (tylko ropa naftowa). Analiza zostala przeprowadzona dla anolitow uzyskanych
w siddmym tygodniu eksperymentu.
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Rysunek 39 Analiza degradacji zwigzkéw ropopochodnych w anolitach antropogenicznych
srodowisk glebowych. A — Zmiana wzglednej powierzchni sygnatow wykrytych zwigzkow
weglowodorowych dla serii A i B. B — Wzgledna degradacja weglowodorow ropopochodnych
(TPH). Wykres przedstawia wyniki dla antropogenicznych srodowisk glebowych.

Analiza otrzymanych wynikéw dla konsorcjum kanatu $ciekowego stacji paliw wykazata
degradacje duzej ilosci zwigzkoéw ropopochodnych (rysunek 39A). Obie serie
charakteryzowatly si¢ redukcjg wielu z wykrytych zwigzkéw takich jak: eikozan,
benzopiran, heneikozan, dimetyldodekan, heksadekan, fenol, tetradekan. W obu seriach
wykryto  dodatkowo  przyrost  stgezenia  takich  zwigzkéw  jak:  kwas
fenantrenokarboksylowy, kwas oktadekanowy, oktadekanoamid oraz dimetylodekan.
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Analiza degradacji TPH wykazata, ze dodatek octanu sodu miat negatywny wptyw na
degradacj¢ zwiazkdw ropopochodnych przez to konsorcjum (rysunek 39B).
Seria B posiadata wzgledna degradacje TPH rowng 44,49 %, co bylo warto$cig 2,70 razy
wyzsza niz ta uzyskana dla serii A (16,48 %).

Wyniki uzyskane dla konsorcjum skrzynki roztadunku paliw roznity si¢ pomiedzy
poszczeg6lnymi seriami. Analiza mapy cieplnej (rysunek 39A) wykazata, zZe
seria B charakteryzowata si¢ wigkszym stopniem degradacji ropopochodnych, co
potwierdzita redukcja takich zwigzkow jak: dokozan, eikozan, benzopiran,
dimetylodekan, heksadekan, fenol, heptadekan, tetradekan. W obu seriach wykryto
przyrost stezenia takich zwigzkow jak: kwas kwas fenantrenokarboksylowy, kwas
oktadekanowy, oktadekanoamid. Analiza degradacji TPH potwierdzita wyniki
prezentowane na wykresie stupkowym (rysunek 39B). Seria B posiadala wzgledng
degradacje TPH réwna 60,69 %, co byto wartoscia 5,98 razy wyzsza niz ta uzyskana dla
serii A (10,14 %). Konsorcjum to, dla serii B, osiagn¢to najwyzszy stopien degradacji
TPH w trakcie wykonanych analiz.

Identycznie jak dla poprzednich analiz, konsorcjum separatora ropopochodnych
odpowiadato za degradacje wielu zwiazkéw ropopochodnych. Przedstawione na mapie
cieplnej wyniki wskazuja, ze duza cze$¢ wykrytych zwigzkéw ulegla redukeji oraz, ze
proces ten byl bardziej efektywny dla serii B (rysunek 39A). Potwierdza to redukcja
takich zwiazkéw jak: eikozan, heneikozan, dimetylodekan, heksadekan, fenol,
heptadekan, tetradekan. W obu seriach wykryto dodatkowo przyrost stg¢zenia takich
zwigzkow jak: kwas fenantrenokarboksylowy, kwas oktadekanowy, oktadekanoamid,
pentadekan. Wyniki zaprezentowane na rysunku 39B potwierdzaja zblizong do siebie
wydajnos¢ degradacji ropopochodnych. Seria B posiadata wzgledna degradacje TPH
rowng 42,49 %, co bylto wartoscig 2,45 razy wyzsza niz ta uzyskana dla serii A (17,32 %).

Konsorcjum zanieczyszczonej gleby miejskiej charakteryzowato si¢ najbardziej
przyblizonymi do siebie wynikami degradacji ropopochodnych pomiedzy seriami
(rysunek 39A). Niezaleznie od uzytego substratu, konsorcjum to przyczynito si¢ do
degradacji niemal wszystkich wykrytych zwigzkow w mieszaninie ropy naftowej. W obu
seriach wykryto dodatkowo przyrost stezenia takich zwigzkow jak: kwas oktadekanowy,
kwas oktadekanowy, oktadekanoamid oraz dimetylodekan. Analiza degradacji TPH
dodatkowo potwierdzita duzy spadek stezen zwiazkow ropopochodnych (rysunek 39B).
Seria B posiadata wzgledna degradacje TPH rowna 50,04 %, co bylo warto$cig 1,48 razy
wyzsza niz ta uzyskana dla serii A (33,78 %).
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Gleby azjatyckie
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Rysunek 40 Analiza degradacji zwigzkow ropopochodnych w anolitach konsorcjow gleb
azjatyckich. A — Zmiana wzglednej powierzchni  sygnatow wykrytych — zwigzkow
weglowodorowych dla serii A i B. B — Wzgledna degradacji weglowodorow ropopochodnych
(TPH).

Degradacja zwiazkéw ropopochodnych w ogniwach wykorzystujacych konsorcjum
gleby Sri Lanki byta bardzo wydajna (rysunek 40A). Duza cze$¢ zwigzkow wykrytych
w trakcie analiz zostata zdegradowana zupelnie lub w duzym stopniu niezaleznie od
uzytego substratu. Konsorcjum to odpowiadato za degradacj¢ takich zwigzkow jak:
dokozan, eikozan, benzopiran, heneikozan, dimetylodekan, heksadekan, fenol,
heptadekan, tetradekan oraz kwas fenantrenokarboksylowy (seria A). W ogniwach
zaobserwowano réwniez akumulacje zwigzkow takich  jak: kwas
fenantrenokarboksylowy (seria B), kwas oktadekanowy, oktadekanoamid oraz
pentadekan (seria A). Analiza degradacji TPH wykazala rowniez minimalng réznice
pomiedzy stopniem degradacji ropopochodnych (rysunek 40B). Seria A posiadata

str. 114



wzgledng degradacje TPH na poziomie 54,89 %, co byto wartoscia 1,04 razy wyzsza niz
ta uzyskana dla serii B (52,70 %).

Analiza degradacji zwigzkoéw ropopochodnych dla obu serii konsorcjum Azerbejdzanu
wykazata niskg wydajnos¢ procesu (rysunek 40A). Niemniej jednak konsorcjum to
degradowato takie zwigzki jak: eikozan, benzopiran, dimetyldodekan, fenol, heptadekan,
tetradekan. W probkach wykryto podwyzszone stezenie takich zwigzkoéw jak: kwas
fenantrenokarboksylowy, kwas oktadekanowy, oktadekanoamid, heneikozan oraz
pentadekan. Analiza degradacji TPH wykazata niska rdéznice pomiedzy stopniem
degradacji ropopochodnych (rysunek 40B). Seria A posiadata wzgledna degradacje TPH
na poziomie 21,39 %, co byto wartoscia 1,21 razy wyzsza niz ta uzyskana dla serii B
(17,75 %).
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Rysunek 41 Analiza degradacji zwigzkow ropopochodnych w anolitach konsorcjow
srodowisk wodnych. A — Wzgledna zmiana powierzchni sygnalow wykrytych zwigzkow
weglowodorowych dla serii A i B. B — Wzgledna degradacja weglowodorow
ropopochodnych (TPH). Wykres przedstawia wyniki dla srodowisk ciekow wodnych.
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Analizowane konsorcjum wody z lodowca (rysunek 41A) odpowiadato za degradacje
duzej czg$ci wykrytych zwigzkéw ropopochodnych, niezaleznie od uzytego substratu.
Analiza obu probek wykazala redukcje stezen takich zwigzkoéw jak: benzopiren,
dimetylodekan, dimetylododekan, fenol, heptadekan. W anolicie wykryto wzrost stezen
nastepujacych zwigzkéw chemicznych: kwas fenantrenokarboksylowy, kwas
oktadekanowy, oktadekanoamid, heneikozan, oktadekan (seria B) oraz pentadekan.
Analiza wykazata dodatkowo, ze degradacja w ogniwie serii B przebiegata wydajnie;.
Seria B posiadata wzgledng degradacje TPH na poziomie 32,84 %, co byto wartoscig 1,24
razy wyzsza niz ta uzyskana dla serii A (26,40 %) (rysunek 41B).

Dane z analizy konsorcjum jeziora Austrii przedstawione na wykresie (rysunek 41A)
wskazujg na duzy stopien degradacji ropopochodnych przez to konsorcjum, szczegdlnie
dla probek serii A. Szczegotowa analiza degradowanych zwiazkow wykazata redukcje
takich zwiazkéw jak: eikozan (seria A), benzopiren, dimetylodekan, oktadekan,
dimetylododekan, heksadekan, fenol, heptadekan. Dodatkowo ponownie zaobserwowano
akumulacje:  kwasu  fenantrenowo-karboksylowego, kwasu oktadekanowyego
oktadekanoamidu, eikozanu (seria B), henoikozanu (seria B), oktadekanu (seria B),
pentadekanu oraz dimetylodekanu. Seria A posiadata wzgledna degradacj¢ TPH na
poziomie 39,95 %, co bylo wartoscig 1,36 razy wyzsza niz ta uzyskana dla serii B
(29,29 %) (rysunek 41B).

Dane o degradacji zwigzkow ropopochodnych przez konsorcjum wody z zottego jeziorka
zaprezentowano na mapie cieplnej (rysunek 41A). Przedstawiono na niej degradacje
niemal wszystkich wykrytych zwigzkéw w mieszaninie anolitu. Dodatkowo, tak jak
w poprzednich probkach, wykryto akumulacje kwasu fenantrenokarboksylowego, kwasu
oktadekanowego, oktadekanoamidu, pentadekanu w roztworze anolitu. Konsorcjum
wody z zottego jeziorka charakteryzowato si¢ najwyzszym stopniem degradacji TPH dla
tej grupy konsorcjow (rysunek 41B). Seria A posiadata wzgledna degradacj¢ TPH na
poziomie 54,97 %, co bylo warto$cig 1,22 razy wyzsza niz ta uzyskana dla serii B
(44,95 %).

Podsumowanie

W  powyzszym eksperymencie analizowano skuteczno$§¢ degradacji zwigzkow
ropopochodnych w MFC przez konsorcja mikrobiologiczne pochodzace z réznych
srodowisk. Badania mialy na celu oceng, ktore zwiazki ropopochodne byty degradowane
oraz jaka byla ogoélna wydajnos¢ degradacji tych zwigzkéw w mieszaninie anolitu.
Konsorcja byly testowane w dwodch seriach: seria A — zasilane ropg naftowa 1 octanem
sodu oraz seria B — zasilane wylgcznie ropa naftowa.

Badania wykazaty duza wydajno$¢ w degradacji przez konsorcja mikrobiologiczne takich
zwigzkow jak: eikozan, benzopiren, dimetylodekan, heksadekan, fenol, tetradekan.
Swiadezy to o wystepujacych w $rodowisku naturalnym mikroorganizmach
degradujacych zwigzki ropopochodne. Badania pozwolily réwniez okresli¢, ktore
konsorcja najefektywniej degraduja zwigzki ropopochodne. Konsorcjum skrzynki
roztadunku paliw (seria B) wykazato najwyzsza degradacje TPH na poziomie 60,69 %.
Degradacja TPH dla konsorcjum gleby Sri Lanki osiggneta wydajnos¢ 54,89 %, co byto
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najlepszym wynikiem dla gleb azjatyckich. Dodatkowo konsorcjum wody z zottego
jeziorka dla serii A osiagn¢to degradacje TPH na poziomie 54,97 %. Wysoki wynik
degradacji konsorcjum $rodowiska wodnego nie wigze si¢ jednak z wydajnoscia
produkcji pradu elektrycznego. Pozwala to stwierdzi¢, ze degradacja wegglowodorow
przez to konsorcjum zachodzita poprzez alternatywne procesy biologiczne, ktore nie
generowaly tadunku elektrycznego. Obecno$¢ octanu sodu negatywnie wptywata na
degradacj¢ zwigzkéw ropopochodnych, obnizajac efektywnos$¢ procesu w wiekszosci
konsorcjow. Najbardziej widoczne byto to w przypadku konsorcjow antropogenicznych,
gdzie seria B osiggngta wyzszy stopien degradacji. W badaniu M.P. Tomasina i in.
wykazano, ze wyizolowane konsorcja kondycjonowane w roztworze octanu sodu lub
ropy naftowej charakteryzowaty si¢ lepsza degradacja zwiazkéw ropopochodnych
w poréwnaniu do konsorcjow naturalnych [256]. U X. Liua i in. wykorzystanie dodatku
prostych substratow takich jak glukoza, metanol, octan sodu i bursztynian sodu przy
degradacji zwigzkow ropopochodnych wykazato degradacje tych zwiazkéw na poziomie
76,7 %. Wynik ten uzyskano jednak dopiero po zastosowaniu biosurfaktantu
lipopeptydowego [257].

We wszystkich konsorcjach zaobserwowano akumulacje zwigzkéw takich jak kwas
fenantrenowo-karboksylowy, kwas oktadekanowy, oktadekanoamid, dimetylodekan.
W artykule G. Palanisamy 1 in. stwierdzono, Ze efektywnos$¢ biodegradacji oraz
generowanie pradu elektrycznego zaleza od biodostepnosci substratu, szybkosSci
transportu masy oraz metabolizmu mikroorganizméw. W zalezno$ci od stezenia
zwigzkow ropopochodnych w MFC, mozliwe jest osiggnigcie efektywnej degradacji
zanieczyszczen lub akumulacja frakcji zwigzkéw aromatycznych, asfaltenow i innych
substancji o wysokiej masie czasteczkowej [152]. W badaniu P. Dessia i in. opisano
proces powstawania kwasow karboksylowych w wyniku biotransformacji dwutlenku
wegla przez mikroorganizmy w uktadzie bioelektrochemicznym. Produkt ostateczny byt
uzalezniony od stezenia dwutlenku wegla w anolicie [258]. W badaniu
K. Chandrasekhara i S. V. Mohan zastosowano BES do remediacji $ciekéw rafineryjnych
bogatych w WWA. Duze stezenie zwigzkéw ropopochodnych skutkowalo akumulacja
zwigzkow o budowie 2- 1 3-pierScieniowej, przy jednoczesnej degradacji zwigzkow
o liczbie pierScieni wigkszej niz 4. Zwigkszone st¢zenie zwigzkdw o nizszej liczbie
pierscieni obserwowane po obrobce moglo by¢ spowodowane biotransformacja
zwigzkOw aromatycznych o wyzsze] masie czgsteczkowej] w wyniku wywotanego
biopotencjatu prowadzacego do aktywnosci bioelektrokatalityczne; w BES [259]. Na
podstawie uzyskanych wynikdéw mozna stwierdzi¢, Ze st¢zenie ropy naftowej
zastosowane w eksperymencie bylo zbyt wysokie, co prowadzilo do akumulacji
zwigzkéw ropopochodnych. Dodatkowo, wyniki pomiarow elektrochemicznych
wskazuja, ze dodatek kosubstratu pozytywnie wplywal na adaptacje¢ konsorcjow
mikroorganizméw w uktadach bioelektrochemicznych. Dobrze rozwinigty biofilm nie
tylko zwigksza produkcje¢ energii elektrycznej, ale takze umozliwia dtuzsza 1 stabilniejsza
prace systemu. Cho¢ konsorcja w Serii B wykazaly wyzszy stopien degradacji zwigzkow
ropopochodnych, to po 7. tygodniu zaobserwowano spowolnienie ich rozwoju. Jest to
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zjawisko niekorzystne w kontekscie przysztych badan nad wykorzystaniem ukladéw
bioelektrochemicznych do bioremediacji.

7.3.5 Podsumowanie i wnioski

Celem powyzszego eksperymentu bylo okreslenie wydajnosci konsorcjow
mikrobiologicznych w mikrobiologicznych ogniwach paliwowych pod wzgledem
produkcji pradu oraz zdolnosci do degradacji zwigzkéw ropopochodnych. Ponadto,
eksperyment miat na celu identyfikacje konsorcjow bogatych w mikroorganizmy zdolne
do produkcji biosurfaktantéw. Konsorcja serii A (octan sodu z ropa naftowa)
charakteryzowaly si¢ wyzsza produkcja pradu elektrycznego i nizszymi oporami
wewnetrznymi w porownaniu do serii B (ropa naftowa). Octan sodu wplywal pozytywnie
na wzrost biofilmu, co przektadato si¢ na lepsza adaptacje uktadu do produkeji pradu
elektrycznego. Efektywnos¢ tego procesu przetozyta si¢ na wysokie wartosci gestosci
mocy konsorcjow Sri Lanki (356,84 mW-m?) oraz separatora ropopochodnych
(252,08 mW-m?). Cho¢ dla serii B wartosci gestosci mocy byly nizsze, niektore
konsorcja (np. woda z z6ttego jeziorka, kanatl Sciekowy stacji paliw) wykazaty tendencje
wzrostowa w produkcji pradu elektrycznego w pdzniejszym okresie eksperymentu
(14. tydzien), co mogto wskazywa¢ na ich zdolno$¢ do adaptacji do trudniejszych
warunkéw po dhuzszym okresie inkubacji. Dodatek octanu sodu dodatnio wptynat na
aktywno$¢ elektrochemiczng konsorcjow, co skutkowalo wyzsza produkcja pradu oraz
wicksza liczbg wykrytych uktadéw redoks. Konsorcja serii A charakteryzowaly sig
nizszymi oporami wewnetrznymi, co przektadato si¢ na lepsze warunki elektrochemiczne
1 wyzsza wydajnos¢ procesow redoks w dtuzszym okresie. Chociaz konsorcja serii B
wykazaly zdolno$¢ do adaptacji do trudniejszych warunkow procesu, to w dhuzszym
czasie efektywnos$¢ tych konsorcjow spadata, co ograniczato ich wydajno§¢ w procesie
produkcji pradu elektrycznego. Zostato to potwierdzone przez wysokie wartosci oporow
wewnetrznych. Badania degradacji zwigzkow ropopochodnych wykazaty, ze dla serii
B konsorcja miaty wyzszg skuteczno$¢ w degradacji zwigzkéw ropopochodnych,
szczegblnie dla antropogenicznych $rodowisk glebowych. Na przyktad, konsorcjum
skrzynki roztadunku paliw osiagneto najwyzsza degradacj¢ TPH w eksperymencie na
poziomie 60,69 %, podczas gdy wyzsza produkcja energii elektrycznej dla serii A nie
wiazala si¢ ze znacznie podwyzszonymi warto$ciami degradacji TPH.

Na podstawie wyze] przedstawionych wynikéw wybrano trzy konsorcja
mikrobiologiczne o najwyzszej wydajnosci. Byly to: konsorcjum skrzynki roztadunku
stacji paliw, konsorcjum separatora ropopochodnych oraz gleby Sri Lanka. Konsorcja te
charakteryzowaly si¢ wysoka wydajnoscia produkcji pradu elektrycznego i degradacji
ropopochodnych. Dodatkowo na podstawie badan woltamperometrii cyklicznej
okreslono formalne potencjaly uktadéw redoks charakterystycznych dla szczepu
Pseudomonas aeruginosa, co wskazuje na obecno$¢ potencjalnych producentéw
biosurfaktantow w tych konsorcjach. Obecno$¢ potencjalnych producentow
biosurfaktantow w zastosowanym konsorcjum mikrobiologicznym odgrywa istotng rolg
w zwigkszeniu efektywnosci procesu degradacji zwigzkow ropopochodnych. Ponadto,
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kluczowym czynnikiem wplywajacym na funkcjonowanie uktadow
bioelektrochemicznych jest zdolnos¢ tych konsorcjow do adaptacji do warunkow procesu
generowania pradu z zanieczyszczen ropopochodnych. Im szybciej dane konsorcjum
bedzie w stanie wytwarza¢ prad o wysokiej gestosci mocy, tym wigksza bedzie
skutecznos¢ degradacji zanieczyszczen ropopochodnych.

W niniejszym eksperymencie wykazano, ze konsorcja mikrobiologiczne pozyskane
bezposrednio ze $rodowiska moga charakteryzowaé si¢ zarowno zdolnoscia do
wytwarzania pradu o wysokich warto$ciach gestosci mocy, jak 1 wysoka skutecznoscia
w degradacji zwigzkow ropopochodnych. Takie wtasciwosci wskazuja na ich potencjat
w przysztych  zastosowaniach  biotechnologicznych, zwlaszcza w  kontekscie
bioremediacji sSrodowisk zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi.
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7.4 Intensyfikacja produkcji zwiazkow powierzchniowo czynnych
w ukladach bioelektrochemicznych

7.4.1 Opis przeprowadzonego doswiadczenia

W ponizszym eksperymencie trzy elektroaktywne konsorcja mikrobiologiczne zdolne do
degradacji zwigzkéw ropopochodnych zostaty przebadane pod katem produkcji pradu
1 zwigzkow powierzchniowo czynnych. Wybrano trzy konsorcja uzyte podczas
poprzedniego eksperymentu, ktore charakteryzowaty si¢ produkcjg pradu elektrycznego
o wysokich gestosciach mocy oraz wysokim stopniem degradacji zwigzkow
ropopochodnych. Badanymi konsorcjami byty probki pochodzace z kanatu $ciekowego
stacji paliw, separatora ropopochodnych oraz ze Sri Lanki.
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Rysunek 42 Schemat konfiguracji mikrobiologicznego ogniwa paliwowego uzytego
w eksperymencie.

Uktady bioelektrochemiczne w postaci mikrobiologicznych ogniw paliwowych uzytych
w eksperymencie zostaly zaprojektowane przy pomocy oprogramowania Inventor
(Autodesk), a elementy ich budowy wycigto laserem w arkuszach szkta akrylowego
(PMMA) (rysunek 42). Zaprojektowane do badan ogniwa charakteryzowaty si¢ jedng
komorg anodowg oraz dwoma katodami powietrznymi (uktad jednokomorowy). Anody
1 katody zostaty potaczone ze sobg rownolegle. Objeto$¢ robocza ogniw rowna byta
100 cm® Prostokatne anody o lacznej powierzchni geometrycznej 60 cm? zostaly
przygotowane z welonu weglowego (PRF Composite Materials, Dorset, UK) z drutem
stalowym 308LSi. Katoda zostala wykonana z wegla aktywnego CWZ-22 (850 m?-g ')
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z siatkg ze stali nierdzewnej jako kolektorem pradu. Powierzchnia katody byta réwna
powierzchni anody. Jako separator pomigdzy anoda i katodg zastosowano membrang
kationowymienng (CMI-7000, USA). Na poczatku eksperymentu ustawiono poczatkowa
rezystancje zewnetrzng (Rzew) rowng 2 kQ. Po kazdym pomiarze woltamperometrii
liniowej obliczona zostata optymalna rezystancja w punkcie maksymalnej gestosci mocy,
ktorg dostosowywano na rezystorze zewnetrznym (minimalnie 0,1 kQ, maksymalnie
10 kQ). Wszystkie pomiary w tym eksperymencie zostaly przeprowadzone
w temperaturze pokojowej 25°C.

Inokulacja ogniw zostata przeprowadzona przy uzyciu roztworu mikroorganizmow
rozwinigtych we wczesniej dziatajacych uktadach bioelektrochemicznych. Uzyta
zawiesina posiadala gestos¢ rownag 0,6 w standardowej skali McFarlanda. Sktad MSM
oparty zostal na zmodyfikowanej formule opisanej w publikacji G. Pasternaka
1 B. Kolwzan [185] o zmniejszonej zawarto$ci azotu w celu intensyfikacji produkcji
biosurfaktantéw zgodnie z badaniami A. de Rosset i in. [260]. Sktad MSM w poréwnaniu
do eksperymentu opisanego w rozdziale 7.3 niniejszej pracy roznit si¢ jedynie stezeniem
NH4CI (Chempur, Polska), ktore zostato zmniejszone do 0,5 g-L'!. SteZenie Zrodta wegla
nie uleglo zmianie. Sktad zastosowanej ropy naftowej zostal opisany w poprzednim
eksperymencie (rozdziat 7.3).

Poza procesem wymiany pozywki na nowg oraz przeprowadzanymi pomiarami
elektrochemicznymi, ogniwa podiaczono do systemu akwizycji danych DAQ970A
(Keysight). Eksperyment monitorowany byl w czasie rzeczywistym z trzy minutowym
interwatem probkowania.

7.4.2 Analiza produkcji pradu elektrycznego w trakcie
eksperymentu

Podczas dziewigciu miesigcy pracy mikrobiologicznych ogniw paliwowych mierzona
byla produkcja pradu elektrycznego w czasie rzeczywistym. Rysunek 43A przedstawia
dane dla najbardziej wydajnego MFC (z duplikatow) dla kazdego z wykorzystanych
w doswiadczeniu konsorcjow. Wedlug zarejestrowanych pomiaréow, zadne MFC nie
charakteryzowato si¢ wysoka produkcja pradu elektrycznego w ciggu pierwszych pigciu
tygodni pracy. W tym czasie rozwijat si¢ biofilm bogaty w bakterie zdolne do
metabolizowania trudnych w degradacji zwigzkow ropopochodnych. Jak zauwazono
w pracy G. Pasternaka i1 in. w poczatkowej fazie eksploatacji wzrost biofilmu jest
procesem ograniczajagcym wydajnos¢ MFC, co skutkuje otrzymywaniem niskich wartosci
gestosci mocy [242]. Od 6. do 26. tygodnia zaobserwowano intensywny wzrost wartosci
gestosci mocy, ktory zakonczyt si¢ faza stacjonarng na 11 tygodni (rysunek 43B).
W trakcie tego okresu $rednia maksymalna gesto$¢ mocy zarejestrowana dla ogniw
wynosila 79,72 + 15,97 mW-m™ (kanat $ciekowy stacji paliw), 69,19 £ 14,60 mW-m™
(separator ropopochodnych) oraz 70,97 + 11,33 mW-m™ (Sri Lanka). W 33. tygodniu
(237 dzief po inokulacji) maksymalna wartos¢ gestosci mocy zostata zaobserwowana dla
kanahu $ciekowego stacji paliw i byta rowna 130,99 mW-m. Analogicznie w trakcie tego
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samego cyklu zasilania zaobserwowano wartosci nizsze o 22,92 % 1 2845 %
odpowiednio dla separatora ropopochodnych oraz Sri Lanki.
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Rysunek 43 A — Wartosci gestosci mocy zaobserwowane w czasie eksperymentu. B — Gestos¢
mocy w czasie fazy stacjonarnej (miedzy 26. a 37. tygodniem eksperymentu) C — Wykres gestosci
mocy w trakcie eksperymentu, wartosci Srednie dla duplikatow wyliczone z pomiarow
woltamperometrii liniowej. D — Opor wewnetrzny ogniwa w trakcie trwania eksperymentu

Rysunek 43C przedstawia maksymalne wartoSci gestosci mocy. Na rysunku 43B
przedstawiono zmian¢ oporu wewngtrznego w ogniwach. Punkty przedstawione na
wykresie reprezentuja wartosci $rednie dla duplikatow. Wykres ten zawiera réwniez
informacj¢ o najwyzszej S$redniej gestosci mocy osiggnigte] w trakcie calego
eksperymentu, ktora byta rowna 221,68 mW-m™ dla konsorcjum kanatu $ciekowego
stacji paliw. W tym samym okresie zaobserwowano maksymalng gegstos¢ mocy réwnag
192,69 mW-m? oraz 168,47 mW-m? odpowiednio dla konsorcjow: separatora
ropopochodnych oraz Sri Lanki. Byty to wartosci o 13,08 % 124,01 % nizsze niz te
uzyskane dla kanatlu §ciekowego stacji paliw. Do 35. tygodnia eksperymentu widoczny
byt wzrost wartosci gestosci mocy dla kazdego z ogniw, zakonczony maksymalnymi
warto$ciami  osiggnigtymi w eksperymencie. Po 35. tygodniu eksperymentu
obserwowany byl spadek produkowanego pradu elektrycznego dla kazdego z ogniw.
Zgodnie z opisem w artykule G. Pasternak i in., w trakcie dlugiego czasu eksploatacji
mikrobiologicznych ogniw paliwowych ich wydajno$¢ znaczaco spada przez zjawisko
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biofoulingu [126]. W zwiazku z tym akumulacja martwych komorek bakterii oraz
toksycznych substancji (np. zwigzkéw ropopochodnych) mogta negatywnie wplynaé na
wydajnos$¢ ogniwa. Ponadto katoda po tak dtugim czasie eksploatacji rowniez mogta ulec
uszkodzeniu, degradacji czy procesowi krystalizacji soli mineralnych pochodzacych
z MSM. W 53. tygodniu eksperymentu, gdy katody pokryte zostaly biatym nalotem soli,
dokonano procedury ich regeneracji zgodnie z t3 opisang przez G. Pasternaka i in. [261].
Proces ten pozwolil odzyskaé czgs¢ sprawnosci ogniwa. Gesto$¢ mocy wzrosta
odpowiednio 033,63 % (kanat S$ciekowy stacji paliw), 68,48 % (separator
ropopochodnych), 47,51 % (Sri Lanka) wzgledem poprzedniego pomiaru
woltamperometrii.

7.4.3 Analiza pomiarow elektrochemicznych

Woltamperometria liniowa

Na rysunku 44 przedstawiono krzywe polaryzacji 1 krzywe gestosci mocy
z eksperymentdw woltamperometrycznych przeprowadzonych w 1., 3., 6., 1 9. miesigcu
pracy ogniw. Napiecie obwodu otwartego (OCV) wahato si¢ od 490 mV do 608 mV dla
wszystkich MFC. Najwyzsza warto§¢ OCV uzyskano dla konsorcjum Sri Lanki
w 9. miesigcu eksperymentu (608 mV). Zgodnie z twierdzeniem zaproponowanym przez
B. E. Logana i in. moze to $wiadczy¢ o w pelni rozwinietym biofilmie anodowym oraz
prawidlowym transferze jonéw [262]. Dla kazdego z ogniw ksztatt krzywej polaryzacji
byl regularny, co $wiadczy o prawidlowym rozwoju biofilmu oraz optymalnych
warunkach pracy ogniwa. Odstepstwem od tego trendu byl pomiar w 3. miesigcu dla
konsorcjum separatora ropopochodnych. W koncowej fazie polaryzacji zaobserwowano
zjawisko przeregulowania, ktore wystepowato w obszarze strat transportu masy [196].
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Rysunek 44 Wykresy woltamperometrii liniowej i cyklicznej dla ogniw w 1., 3., 6. i 9. miesigcu
eksperymentu. Litery odpowiadajq odpowiednim konsorcjom uzytym do zaszczepienia ogniw,
gdzie A — kanal sciekowy stacja paliw, B — separator ropopochodnych, C — Sri Lanka.

Wyodrgbnione krzywe mocy pozwolily na obserwacj¢ dynamiki rozwoju kazdego
z konsorcjow mikrobiologicznych. Konsorcjum kanatu $ciekowego stacji paliw
charakteryzowalo si¢ nie tylko najwyzsza gestoscig mocy w trakcie pomiarow
elektrochemicznych, ale roéwniez najwyzszymi natezeniami pradu, rownymi
odpowiednio: 4,55 mW-m? (0,32 mA), 19,53 mW-m? (1,04 mA), 59,05 mW-m™
(2,99 mA), 203,97 mW-m? (9,15 mA). Drugim konsorcjum mikrobiologicznym
reprezentujagcym najwyzsze wartosci gestosci pradu oraz jego natgzenia byla gleba Sri
Lanki, ktora charakteryzowata sie nastepujacymi warto$ciami: 3,26 mW-m (0,25 mA),
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24,19 mW-m? (1,61 mA), 61,50 mW-m? (3,54 mA), 182,63 mW-m2 (7,90 mA). Trzecim
z kolei konsorcjum, ktore osiggneto bardzo zblizone wyniki do pozostatych, byt separator
ropopochodnych. Warto$ci otrzymane w trakcie woltamperometrii liniowej dla tego MFC
charakteryzowaly si¢ nizszymi wartosciami gestosci mocy (i natezeniami pradu)
1,09 mW-m? (0,09 mA), 20,98 mW-m? (0,82 mA), 48,35 mW-m? (2,58 mA), poza
pomiarem w 9. miesigcu, gdzie nat¢zenie pragdu w tym ogniwie bylo wyzsze niz dla
konsorcjum Sri Lanki i wynosito 176,20 mW-m (8,38 mA). Réznice te mogty wynikaé
zardwno z czasu adaptacji biofilmu do degradacji weglowodorow ropopochodnych, jak
isamego sktadu konsorcjum mikrobiologicznego [263,264]. Warunki wewnetrzne
w MFC réwniez odgrywaja kluczowa rolg w rozwoju elektroaktywnego biofilmu.
Zgodnie z wczesniejszym opisem badan bardziej réznorodny biofilm zdolny jest do
efektywniejszej degradacji ropopochodnych [244]. Dodatkowo obecnos$¢ potencjalnych
producentéw biosurfaktantow moze mie¢ duzy wptyw na produkcje pradu, szczegdlnie
podczas wykorzystywania weglowodordow ropopochodnych jako zrodta wegla [165,244].

Woltamperometria cykliczna

Analiza woltamperogramow cyklicznych wskazata na wystepowanie czterech uktadow
redoks biorgcych udzial w transporcie elektronow z biofilmu do anody. Pary uktadow
redoks wystapity przy formalnych potencjatach -0,121 £+ 0,003 V (1), -0,072 £+ 0,009 V
(2), 0,030 = 0,010 V (3) oraz 0,087 = 0,009 V (4) wzgledem Ag/AgCl. W tabeli 10
przedstawiono zestawienie przypisanych sygnatow wykrytych na woltamogramach.
Podobienstwo w wystepujacych uktadach redoks we wszystkich ogniwach, na r6znym
ich etapie rozwoju, wskazuje zar6wno na wykorzystanie podobnych szlakow
metabolicznych przez mikroorganizmy do degradacji zwiazkéw ropopochodnych, jak
1 wystepowanie na powierzchni anod grup mikroorganizmow o zblizonej taksonomii.
Badania CV przeprowadzono rowniez w czasie plateau produkcji energii elektrycznej,
kiedy zar6wno pozywka mikrobiologiczna, jak i sam biofilm byty nasycone Zrédiem
wegla. Zgodnie z tym niektore z wykrytych w analizie sygnatow mogly pochodzi¢ od
reakcji utleniania redukcji zwigzkéw organicznych, co znaczaco utrudniato analize
sygnatlow pojawiajacych si¢ na woltamogramach.

W badaniu L. Shin i in. opisano, ze Shewanella oneidensis MR-1 oraz jej cytochromy
blony zewnetrznej typu C, takie jak MtrC oraz OmcA moga by¢ zaangazowane
w zewnatrzkomérkowy transfer elektronu w szerokim zakresie potencjatow. Te
zewnatrzkomoérkowe reduktazy flawin posiadaja szeroki zakres potencjatu redoks
(np. +100 do -500 mV w poréwnaniu do SHE) [265]. Innym szczepem, ktoérego zakres
potencjatéw formalnych obejmuje wartosci zblizone do podanych w badaniu jest
Geobacter sulfurreducens. W artykule K. Joshiego i1 in. opisano, ze szczep ten moze
wykorzystywaé pozakomorkowe akceptory elektronow, takie jak Mn(IV), Fe(IlI).
Mediatory te wystepuja w przedziale od +0,203 do -0,497 V w poréwnaniu z elektroda
srebrowa (Ag/AgCl) [227]. W badaniu opisanym przez E. M. Bosire i M. A. Rosenbaum
zastosowano rdzne potencjaly w przedziale od -0,4 do +0,4 V wzgledem Ag/AgCl, aby
pobudzi¢ aktywno$¢ Pseudomonas aeruginosa PA14. Odkryto, ze szczep ten moze
produkowaé fenazyny lub wykorzystywaé inne mediatory do transportu elektronow
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w zakresie od -0,24 V do 0,052 V wzgledem Ag/AgCl [266]. Przedstawione powyzej
wyniki badan nie pozwalaja jednoznacznie stwierdzi¢, ktéry szczep oraz jakie
mechanizmy odpowiadaja za transport elektronow. Konsorcja mikrobiologiczne sa
ztozong mieszaning wielu gatunkoéw 1 szczepoéw bakterii, ktorych réznorodnos¢ pozwala
na lepsze przystosowanie si¢ do trudnych warunkéw s$rodowiskowych. Rozne
mikroorganizmy moga wykorzystywaé¢ rozne systemy transportu elektrondéw, co
dodatkowo utrudnia identyfikacje¢ konkretnych mediatoréw. Biorgc pod uwage
zastosowany w eksperymencie substrat (rop¢ naftowa), wysokie wartosci gestosci pradu
oraz charakterystyczne sygnaly na woltamogramach, mozna wywnioskowac, ze obecne
sa mikroorganizmy zdolne do produkcji biosurfaktantow.

Tabela 10 Zestawienie sygnatow wykrytych dla poszczegolnych woltamogramow.

Wykryty w trakcie analizy

Miesiac

Rodzaj inokulum
eksperymentu

sygnal formalny (V
wzgledem Ag/AgCl)
-0,121 £ 0,003
0,087 + 0,009
0,030+0,010
-0,121 £ 0,003
0,030+0,010
-0,072 + 0,009
-0,072 + 0,009
-0,121 £ 0,003
-0,121 £ 0,003
0,030+0,010
0,087 + 0,009
-0,121 £ 0,003

Kanat $ciekowy stacji paliw

Separator oleju

Sri Lanka

A RSl el Bl IR RO el Bl N RN B B

Elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna

Dane eksperymentalne EIS (rysunek 45) dopasowano do modelu obwodu rownowaznego
zgodnie z publikacja N. Sekara i1 in.[175]. Element obwodu Ra odpowiadal anodzie,
Rc katodzie, a Rm+Ee rezystancjom omowym, wynikajacym z zastosowanej membrany
oraz elektrolitu. W obwodzie zastosowano element fazy statej, ktéry odpowiadat
pojemnos$ciowemu zachowaniu podwdjnej warstwy elektrycznej wynikajacej z budowy
biofilmu [175]. Dodatkowo na koncu obwodu rownowaznego zastosowano element
Warburga o skonczonej dtugosci [253].
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Rysunek 45 Wykresy Nyquista wraz z wykresami stupkowymi przedstawiajgce rozktad
komponentow podczas pomiarow w 1., 3., 6. i 9. miesigcu eksperymentu. Litery odpowiadajq
konsorcjom uzytym do zaszczepienia ogniw, gdzie A — kanat Sciekowy stacja paliw, B — separator
ropopochodnych, C — Sri Lanka. Na wykresach uzyto skrotow oznaczajgcych: R4 — rezystancja
anody; Rc — rezystancja katody, Ry+r — rezystancja omowa.

Eksperyment EIS wykazal spadek sumy rezystancji w trakcie catego okresu
eksperymentalnego dla kazdego z konsorcjow mikrobiologicznych. Przez 9 miesigcy
eksperymentu najbardziej stabilnym komponentem, ktdry nie ulegal zmianie oraz nie
zalezal od rodzaju inokulatu, byt komponent Rm+g. Warto$¢ rezystancji dla tego
komponentu rowna byta 46,83 + 10,74 Q, co $wiadczy o optymalnym projekcie
mikrobiologicznego ogniwa paliwowego. Duzej zmianie ulegal komponent Ra, ktory
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wraz z rozwojem biofilmu elektroaktywnego w kazdym z ukladow
bioelektrochemicznych znaczaco malat. Komponent ten zmienial si¢ nastepujaco na
przestrzeni czterech pomiarow w 1., 3., 6. 1 9. miesigcu pracy ogniw: 1273,01; 652,00;
16,64; 17,03 Q (kanat §ciekowy stacji paliw); 1869,30; 632,56; 21,03; 19,31 Q (separator
ropopochodnych) oraz 1785,03; 850,31; 27,41; 19,47 Q (Sri Lanka). Komponent Rc,
odpowiadajacy za opory wystepujace na katodzie, rowniez ulegat zmianom 1 w trakcie
catego eksperymentu wynosit 242,68 + 64,22 Q (warto$¢ $rednia wraz z odchyleniem dla
wszystkich pomiaréw wszystkich ogniw). Krystalizacja soli lub rozw6j niechcianego
biofilmu na katodzie moze negatywnie wplywaé na sprawno$¢ mikrobiologicznych
ogniw paliwowych [261,267]. W tym eksperymencie zmiany rezystancji komponentu
katodowego nie byly znaczace. Swiadczy to o braku negatywnego wplywu tego elementu
na proces produkcji pradu elektrycznego.

Podsumowujac, uktad bioelektrochemiczny zawierajacy konsorcjum kanatu Sciekowego
stacji paliw na koniec pomiarow elektrochemicznych charakteryzowal si¢ najnizszym
oporem wewnetrznym rownym 193,88 Q (suma wszystkich komponentow). Pozostale
ogniwa zawierajace inne inokulaty posiadaly rezystancje wewnetrzng odpowiednio
36,79 % (separator ropopochodnych) i 116,38 % (Sri Lanka) wyzszg. Dane te wraz
z informacjami pozyskanymi z LSV oraz danymi zbieranymi w czasie rzeczywistym,
pozwalaja okresli¢ konsorcjum kanatu §ciekowego stacji paliw jako najbardziej wydajne
energetycznie.

Wydajnosé¢ kulombowska

Zmiany warto$ci ChZT 1 wydajnosci kulombowskiej (CE) w mikrobiologicznych
ogniwach paliwowych przedstawiono na rysunku 46. Wartos¢ ChZT w $wiezej pozywce
zawierajacej rope naftowa oraz octan sodu byta réwna 930,17 mg-L™!, podczas gdy po
przetworzeniu substratow w MFC warto$¢ ta wynosita 110,67 £+ 10,89 mg-L™! (kanal
Sciekowy stacji paliw), 107,33 = 20,94 mg-L"! (separator ropopochodnych) oraz
104,01 + 24,19 mg-L! (Sri Lanka). Na podstawie tych wartosci obliczono zmiane ChZT
rowng odpowiednio 86,41 + 0,58 %, 88,02 + 1,11 %, 85,9 = 1,30 % dla wszystkich
konsorcjéw mikrobiologicznych. Wyniki te przetozyly si¢ na wysokie wartosci
wydajnosci  kulombowskiej, ktore wynosity odpowiednio: 55,28 + 9,01 %;
54,53 +4,42 % 1 50,57 £ 8,84 % odpowiednio dla kazdego z badanych konsorcjoéw. Dla
kazdego z pomiarow przedstawiono otrzymane wartosci wraz z odchyleniem
standardowym.
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Rysunek 46 Procentowa zmiana wartosci ChZT i obliczona wydajnos¢ kulombowska. Wgsami
oznaczono odchylenia standardowe pomiarow.

W artykule X. Zhanga i in. wskazano, ze na zmian¢ wartosci ChZT duzy wplyw ma
konstrukcja MFC 1 warunki pracy bioreaktora [268]. W przeprowadzonym na potrzeby
niniejszej pracy eksperymencie zastosowano identyczny projekt dla wszystkich uktadow
bioelektrochemicznych, pracujacych w tej samej temperaturze. Pomiary przeprowadzone
byly w 32. tygodniu eksperymentu, gdy biofilm byt juz w petni rozwiniety. Pozwolito to
na zminimalizowanie btedow w pomiarach. Wedlug A. Rochex’ego i1 in. rozwdj
stabilnych biofilmoéw 1 metabolizm substratow jest skorelowany ze st¢zeniem zrodia
azotu w podtozu hodowlanym [269]. W eksperymencie A. de Rosseta 1 in. wykorzystano
NH4CI o stezeniu 0,5 g-L!, ktore w literaturze wskazano jako warto$¢ optymalng dla
mieszanych konsorcjow mikrobiologicznych degradujacych weglowodory [260].
Ponadto warto§¢ ChZT w mikrobiologicznych ogniwach paliwowych zasilanych
zwiagzkami ropopochodnymi moze ulega¢ zmianie w zalezno$ci od uzytych substratow,
a jej redukcja moze wynosi¢ od 65 do 95 % [246]. Proces degradacji moze jednak trwac
do 155 dni w zaleznoSci od warunkéw procesu, charakterystyki uktadu
bioelektrochemicznego czy wykorzystanych konsorcjow mikrobiologicznych [8].
W badaniu J. Yua 1 in. opisano jak wartosci CE zmieniajg si¢ w MFC degradujacym
zwiazki ropopochodne. W zaleznosci od wykorzystanego substratu oraz zastosowanych
materiatow wartosci te wynosity od 1,02 do 11,01 % [270].

Przedstawione wyniki eksperymentu wskazuja na wysoka aktywno$¢ mikrobiologiczng
zarbwno w procesach redukcji zanieczyszczen, jak 1 w produkcji pradu elektrycznego.
Waznym aspektem badan byt krétki czas potrzebny na osiggnigcie wysokich wynikéw —
czas trwania jednego sygnatu po wymianie zrodta wegla trwat okoto 100 godzin.
Niewatpliwy wplyw na zwigkszenie produkcji pradu mial kosubstrat w postaci octanu
sodu, ktory znaczaco poprawit wydajnos¢ konsorcjow. Na podstawie powyzszych
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wynikow potwierdzono, ze zaprojektowane ogniwa stanowig odpowiednig platforme¢ do
rozwoju konsorcjow mikrobiologicznych, umozliwiajagc im osiggnig¢cie optymalnych
warunkow dziatania. Badane konsorcja wykazywaly podobng zmiang wartosci ChZT
w porownaniu z danymi literaturowymi, jednak uzyskano ja w krdétszym czasie niz
w innych badaniach [246]. Ponadto, wartosci CE byly wyzsze niz te raportowane
w eksperymentach z wykorzystaniem podobnych substratow [270].

7.4.4 Analiza degradacji zwiazkow ropopochodnych

Skfad anolitu po degradacji w MFC przeanalizowano metoda GC-MS, a otrzymane
wyniki pomiaréw poréwnano wzgledem biotycznej kontroli. Jak przedstawiono na
rysunku 47A wzgledna degradacji (TPH) wynosita odpowiednio 36,58 + 5,34 % (kanat
sciekowy stacji paliw), 22,20 + 5,31 % (separator ropopochodnych) oraz 44,68 + 2,93 %
(Sri Lanka), co bylo warto$cig najwyzsza w przeprowadzonym doswiadczeniu.

A

)]
o

Wzgledna degradacja TPH (%)
w
=

204 .
10 .
0
Kanat sciekowy  Separator Sri Lanka
stacji paliw  ropopochodnych
B Rodzaj uzytego inokulum
Kwas fenantreno-
100% karboksylowy
Heksakozan
75% Oktadekanoamid
Tetrakozan
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stacji paliw fabryce

Zmiana powierzchni piku (%)

Rysunek 47 A — Analiza degradacji zwigzkéw ropopochodnych w anolicie. Wzgledna degradacji
weglowodorow ropopochodnych (TPH). Wgsami oznaczono odchylenia standardowe pomiarow.
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B — Wzgledna zmiana powierzchni sygnatow wykrytych zwigzkow weglowodorowych w trakcie
pomiarow GC-MS.

Wspotezynnik degradacji poszczegdlnych sktadnikow ropy naftowej przedstawiono na
rysunku 47B. Skala kolor6w na mapie cieplnej przedstawia procentowa zmiang st¢zenia
zwigzkow w poréwnaniu do kontroli: czerwony — akumulacje lub produkcje zwiazku,
76ty — brak istotnej zmiany w stezeniu danego zwigzku, zielony — degradacj¢ zwigzku.
Wyniki wykazaty, ze wszystkie konsorcja degradowaty sktadniki ropy naftowej, takie jak:
metylocykloheksan, m-ksylen,  nonan,  propylocykloheksan, = metylodekan,
trimetylobenzen. Zaobserwowano jednak réznice w degradacji pozostalych zwigzkow
wraz ze wzrostem ich masy molowej. Konsorcjum kanatu $ciekowego stacji paliw oraz
Sri Lanki zdegradowatlo w wyzszym stopniu takie zwigzki jak: eikozan, dokozan,
tetrakozan, oktadekanoamid, heksakozan. Wszystkie ogniwa wykazaly roéwniez
akumulacje (w probce po obrébcee znajdowato si¢ wiecej substancji niz w kontroli) takich
zwigzkow jak: trimetylodekan, pentadekan, dimetyldodekan , heneikozan, dokozan, kwas
fenantrenokarboksylowy.

Podsumowujac, wszystkie konsorcja mikrobiologiczne byly w stanie degradowac
zwiazki o niskiej masie czasteczkowej. Roznice we wspotczynniku degradacji wszystkich
weglowodoréw ropopochodnych mogly wynika¢ z mnogosci stosowanych $ciezek
metabolicznych przez mikroorganizmy oraz akumulacji ropy naftowej na powierzchni
biofilmu. Najwyzszg warto$¢ degradacji TPH zaobserwowano dla konsorcjum Sri Lanki.
Nizszego wyniku konsorcjum separatora oleju nie mozna jednak wytlumaczy¢
niedojrzatym biofilmem. Uktady bioelektrochemiczne obu konsorcjow charakteryzowaty
sie¢ wysokimi warto§ciami gestoSci mocy oraz wysoka zmiang warto$ci ChZT, co
skutkowalo ponad 50-ptocentowym wspotczynnikiem CE. Jak wynika z badan L. Hua
1in. rozbiezno$¢ w degradacji TPH, zmiany wartosci ChZT oraz wydajnosci
kulombowskiej moze $wiadczy¢ o tym, ze dane konsorcjum wykorzystuje szlaki
metaboliczne do produkcji pradu, a nie do degradacji weglowodoréw ropopochodnych
[271].

Wyniki powyzszego eksperymentu wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania uktadow
bioelektrochemicznych jako efektywnej platformy w degradacji zanieczyszczen oraz
produkcji energii. Wszystkie konsorcja mikrobiologiczne byty zdolne do degradacji
zwigzkow ropopochodnych, jednak jakos$¢ tego procesu roznila si¢ w zaleznosci od
rodzaju uzytego konsorcjum. Konsorcja pochodzace z kanalu $ciekowego stacji paliw
oraz z Sri Lanki byly bardziej wydajne niz konsorcjum z separatora oleju. Wszystkie
konsorcja skutecznie degradowaly zwiazki o stosunkowo niskich masach
czasteczkowych, natomiast bardziej oporne zwiazki najlepiej rozktadato konsorcjum Sri
Lanki, osiagajac najwyzszy poziom degradacji TPH. Ponadto, wszystkie zastosowane
w eksperymencie ogniwa charakteryzowaty sie wysoka produkcja pradu elektrycznego,
na podstawie czego stwierdzono, ze metabolizm mikroorganizmoéw w konsorcjach
skupiat si¢ na degradacji zanieczyszczen, a nie na produkcji biofilmu. Wyniki te wskazuja
na potencjal zastosowania uktadow bioelektrochemicznych jako efektywnej platformy
zaré6wno do degradacji zanieczyszczen, jak 1 produkcji energii.
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7.4.5 Analiza przeprowadzonych pomiarow napiecia
powierzchniowego

Przy pomocy pe¢cherzykowego napigcia powierzchniowego zbadano przebieg syntezy
biosurfaktantow w anolicie. W 32. tygodniu eksperymentu zmierzono zmiang napigcia
powierzchniowego w trakcie petlnego cyklu zasilania dla wszystkich konsorcjow
mikrobiologicznych, a otrzymane wyniki poréwnano z préba abiotyczng oraz danymi
otrzymanymi w rezimie otwartego obwodu napigcia. W zalezno$ci od warunkow
srodowiskowych w uktadach bioelektrochemicznych produkcja biosurfaktantow przez
mikroorganizmy moze odbywac si¢ tlenowo, mikroaerobowo lub beztlenowo. Wykryty
w badaniu spadek napiecia powierzchniowego spowodowany byl obecno$cig oraz
wzrostem stezenia biosurfaktantow w anolitach w warunkach mikroareofilnych (st¢zenie
tlenu w komorze anodowej rowne bylo 7,2 %). Wyniki badan przedstawiono na rysunku
48 oraz w tabeli 11.

W przeciagu godziny od zasilania w kazdym uktadzie bioelektrochemicznym
zaobserwowano spadek napiecia powierzchniowego z 72,2 + 0,5 mN-m™ (warto$é
kontroli abiotycznej) do wartosci 62,5 + 0,1 mN-m' dla kanatlu $ciekowego,
61,3 + 0,3 mN-m™! separatora ropopochodnych i 63,4 + 0,5 mN-m™ Sri Lanki. Dalszy
spadek napigcia powierzchniowego obserwowany byt dla wszystkich ogniw. Po dwoch
godzinach od zasilania zaobserwowano zmiany warto$ci napigcia powierzchniowego
rowne 55,8+ 0,3, 54,4+ 0,6156,5+ 0,9 mN-m™!, ktore uzyskano odpowiednio dla kanatlu
sciekowego, separatora ropopochodnych i Sri Lanki. Nastepnie (po 5 godzinach od
zasilania) zaobserwowano najnizsze wartos$ci napigcia powierzchniowego w trakcie
badania. Wartoéci te réwne byly 49,7 £ 0,5 mN-m' dla kanalu $ciegowego
i48,8 £ 0,9 mN-m™! dla Sri Lanki. Probki konsorcjum Sri Lanka poddano dodatkowemu
procesowi precypitacji kwasem solnym, ekstrakcji, odparowania rozpuszczalnika oraz
ponownego rozpuszczenia. Tak przygotowana probka osiagneta napigcie
powierzchniowe rowne 42,4 + 0,4 mN-m™, co bylo wynikiem o 13,1 % niZszym
w porownaniu do wartosci zmierzonej bezposrednio podczas pomiaréw wykonanych
w ogniwie. Niektore biosurfaktanty moga obniza¢ napigcie powierzchniowe do wartosci
w przedziale od 27 mN-m ! [66] do 35 mN-m ! [83]. Powyzszy wynik moze §wiadczy¢
o tym, zZe otrzymany zwigzek obnizajacy napigcie powierzchniowe byt zanieczyszczony.
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Czas (Godzina)

Rysunek 48 Wykres zmiany napiecia powierzchniowego w trakcie trwania cyklu karmienia.
A — Wykres dla danych otrzymanych w rezimie produkcji prqdu. B — Wykres dla danych
otrzymanych w rezimie otwartego obwodu napiecia (OCV).

Zgodnie z opisem w badaniach N.H. Youssefa, S.F. Burlatsky’ego 1in. napigcie
powierzchniowe roztworu surfaktantu maleje liniowo wraz ze wzrostem stezenia
czasteczek surfaktantu w ukladzie, az do osiggnigcia CMC [272,273]. Zwiazki te
zaczynaja by¢ wykorzystane do agregacji i zwigkszaniu biodostgpnosci hydrofobowych
substratow, co moze potwierdza¢ znaczacy wzrost gestosci mocy. W przeprowadzonym
na potrzeby tej pracy eksperymencie po okolo pigciu godzinach po wymianie pozywki
obserwowany byl wzrost napigcia powierzchniowego w ogniwie dazacy ostatecznie do
wartosci wyzszych niz poczatkowe. Zmiana ta trwala do momentu az substraty nie
zostaly ostatecznie wyczerpane, a produkcja pradu elektrycznego nie zmalata do zera.
Podobne wiasciwosci zaobserwowano réwniez w pracy G. Pasternaka 1 in., w ktorej
wykorzystano  substrat  hydrofobowy  wpostaci  oleju = posmazalniczego
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w mikrobiologicznym ogniwie paliwowym [112]. Opisany w tym rozdziale eksperyment
potwierdza wspomniane obserwacje, ale rownoczesnie udowadnia mozliwo$¢ produkcji
biosurfaktantéw z ropy naftowej, co nie zostalo zaobserwowane w innych
eksperymentach Dodatkowo, jak opisano w pracach G. Pasternaka i P.M. Dominguesa
1 in. w warunkach mikroaerofilnych mozliwa jest biosynteza zwigzkéw powierzchniowo
czynnych przez gatunki, takie jak Pseudomonas, Shewanella, Bacillus, Clostridium,
Desulfovibrio 1 Geobacillus [112,274]. W  opisanych powyzej ukladach
eksperymentalnych zmierzony poziom tlenu wskazuje na takie warunki.

Otrzymane wyniki napigcia powierzchniowego w ukladach bioelektrochemicznych
porownano z wynikami z hodowli mikrobiologicznych. Sprawdzono w nich réwniez
wpltyw innych substratow na produkcje biosurfaktantow takich jak: ropa naftowa, ropa
naftowa z octanem sodu i posmazalniczy olej roslinny. W badaniu V.K. Gaura 1 in.
wykazano, ze skladniki zawarte w oleju posmazalniczym moga skutecznie ulegaé
biokonwersji do biosurfaktantow w hodowlach mikrobiologicznych i uktadach
bioelektrochemicznych [275]. Dodatkowo w badaniu A. de Rosseta i in. wykazano, ze
produkcja biosurfaktantéw w hodowlach mikrobiologicznych moze do$wiadczaé
zaburzenia szlakéw metabolicznych mikroorganizméw, ktére spowodowane sa
nadmiernym obcigzeniem azotem w reaktorze, a tym samym ogranicza¢ syntez¢ nowych
zwigzkow [260]. Spadki napigcia powierzchniowego w hodowlach zaobserwowano
dopiero po 5 lub 6 tygodniach, co bylo dluzszym czasem niz w uktadach
bioelektrochemicznych, gdzie spadek wystgpowat juz po 5 godzinach. Wartos$ci napigcia
powierzchniowego w kulturach réznity si¢ w zaleznosci od zastosowanego substratu:
ropa naftowa (58,9 + 1,1 mN-m!), ropa naftowa z octanem sodu (53,3 + 0,8 mN-m)
oraz ropa naftowa z olejem ro$linnym posmazalniczym (52,3 = 1,2 mN-m™). Byly to
warto$ci wyzsze w poréwnaniu do tych uzyskanych w uktadach bioelektrochemicznych.
Dane te wskazuja, ze proces biokonwersji weglowodorow ropopochodnych do
biosurfaktantow jest bardziej efektywny przy zastosowaniu dodatkowego, prostego
substratu oraz w warunkach uktadu bioelektrochemicznego, co réwniez zaobserwowano
w badaniu G. Pasternaka i in. [156]. Wydajno$¢ tego procesu byla jednak nizsza
w porownaniu do produkcji biosurfaktantow bezposrednio w MFC. Co wigcej,
przedstawione powyzej wyniki badan stanowig pierwsze dowody na produkcje zwigzkéw
powierzchniowo czynnych (biosurfaktantow) bezposrednio z weglowodorow zawartych
w ropie naftowej] w ukladach bioelektrochemicznych. Dotychczasowe badania
koncentrowaly si¢ gtdwnie na zastosowaniu bardziej przystepnych substratow, takich jak
odpady olejowe lub cukry, jako zrodla wegla do syntezy biosurfaktantow. Wyniki te
pokazuja, ze mikroorganizmy mogga skutecznie przeksztatca¢ bardziej ztoZone i trudnie;j
degradowane zwiazki ropopochodne w surfaktanty, co otwiera nowe mozliwosci dla
biotechnologii w zakresie remediacji Srodowiskowej i produkcji biosurfaktantow na skale
przemystow3.
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Tabela 11 Minimalne wartosci napiecia powierzchniowego wykryte w trakcie pomiarow.
Porownanie mikrobiologicznych kultur butelkowych z ukladami bioelektrochemicznymi,
w ktorych wykorzystano inokulat Sri Lanki.

Czas od zmiany
L. pozywki do
Napigcie najnizszej
Pochodzenie prébki Zrédlo wegla powierzchniowe ] ] .
zaobserwowanej
(mN-m-1) Ce
wartosci napiecia
powierzchniowego
Kontrola abiotycz.na (soli miner:flnych, N/A 722405 N/A
octanu sodu i ropy naftowej)
Ropa naftowa 58,9 +1,1 6 tygodni
. . . Ropa naftowa, .
Mikrobiologiczna kultura butelkowa 53,3+0,8 5 tygodni
octan sodu
Ropa naftowa,
posmazalniczy 52,3+£1,2 5 tygodni
olej roslinny
Uklad o obwodzi .
ac o obwodzie 57,4409 7 godzin
otwartym
Uklad Uklad o 0.bw0d11e Ropa naftowa, 48.8+0,9 4 godziny
bioelektrochemiczny zamknigtym octan sodu
Wyekstrahowany
i ponownie 424404 N/A
rozpuszczony ’ ’
produkt

7.4.6 Analiza chemiczna otrzymanych produktéow degradacji ropy
naftowej

Analiza LC-MS/MS umozliwita identyfikacje¢ pigciu rodzajow ramnolipidow, ktore
sklasyfikowano jako mono- 1 diramnolipidy. W grupie monoramnolipidéw wykryto
Rha-C10-C10, Rha-C8-C10/Rha-C10-C8. W grupie diramnolipidow zaobserwowano:
Rha-Rha-C10, Rha-Rha-C10-C10/Rha-Rha-C10-C10 oraz Rha-Rha-C10-C12/Rha-Rha-
C12-C10. W tabeli 12 przedstawiono warto$ci m/z 1 czasu retencji otrzymane dla
poszczegdlnych zwiazkow ramnolipidow. We wecezesniejszych badaniach wykazano
zdolno$¢ mikroorganizméw z gatunku Pseudomonas aeruginosa do produkcji
biosurfaktantéw, migdzy innymi w uktadach bioelektrochemicznych. W badaniach tych
wykorzystano jednak weglowodory i kwasy tluszczowe zawarte w zuzytym oleju
posmazalniczym [98,260]. Dodatkowo, podczas wczesniej opisanych w literaturze badan
produkcji biosurfaktantow w BES opisane zostaly przyktady, gdzie wykorzystywano
dedykowane czyste i zmodyfikowane kultury bakteryjne [98,159,276]. Zgodnie z obecng
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wiedza, jest to pierwsza praca, w ktorej zbadano produkcj¢ biosurfaktantow ze zwigzkow
ropopochodnych znajdujacych si¢ w ropie naftowe;.

Tabela 12 Rodzaje wykrytych zwigzkow powierzchniowo czynnych w trakcie pomiarow LC-MS.

Rodzaj

Wzoér Czas retencji Identyfikator Srodowisko
LP m/z wykrytego zwiazku [min] Lipidma mikrobiologiczne
Ramnolipidu 2 P P g
Kanat sciekowy
Rha-C8- stacji paliw,
1. 475,29 C10/Rha-C10- C,,H,,0, 2,94 LMFA130300 Separator
C8 ropopochodnych,
Sri Lanka
Kanat $ciekowy
2. | 50332 | Rha-C10-C10 | C,H,0, 2,76 LMFA13030001 stacji paliw,
Separator
ropopochodnych
Kanat $ciekowy
Rha-Rha-C10- stacji paliw,
3. 649,38 C10/Rha-Rh- C;,Hy0, 5 2,65 LMFA13030005 Separator
C10-C10 ropopochodnych,
Sri Lanka
Kanat $ciekowy
Rha-Rha-C10- stacji paliw,
4. 677,41 C12/Rha-Rha- C,,H,0,4 2,85 - Separator
C12-C10 ropopochodnych,
Sri Lanka
S t
5. | 47925 | Rha-Rha-C10 | C,,H, 0O, 2,65 LMFA13030006 eparator
ropopochodnych
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7.4.7 Podsumowanie i wnioski

W opisanym powyzej eksperymencie oceniono trzy konsorcja mikrobiologiczne pod
katem wydajnosci produkcji energii elektrycznej oraz syntezy biosurfaktantow
w mikrobiologicznych ogniwach paliwowych. W tym celu jako zrodto wegla
wykorzystano  mieszaning  weglowodorow  ropopochodnych  ropy  naftowe;.
Zaobserwowana produkcja energii elektrycznej wskazywata na wysoka wydajnosé
energetyczng  konsorcjow  mikrobiologicznych. Maksymalng  ggstos¢  mocy
(221,68 mW-m?) oraz wydajno$¢ kulombowska rowna 55,28 + 9,01 % zaobserwowano
dla konsorcjum gleby kanatu $ciekowego stacji paliw. W ogniwie tym zaobserwowano
réwniez najnizszg warto$¢ oporu wewnetrznego w dlugim czasie eksperymentalnym.
Weczedniejsza analiza dla tych konsorcjéw wykazata mozliwg obecnos¢ producentow
biosurfaktantow, takich jak Pseudomonas aeruginosa, wraz z innymi gatunkami bakterii
elektroaktywnych, ktore biosyntetyzowaly zwigzki powierzchniowo czynne oraz
degradowaty zwiazki ropopochodne. Badania napigcia powierzchniowego wykazaty
obecno$¢ biosurfaktantow we wszystkich ogniwach mikrobiologicznych. Konsorcjum
gleb azjatyckich Sri Lanki charakteryzowalo si¢ najwigksza zmiang napigcia
powierzchniowego z 72,2 £+ 0,5 mN-m™! (dla kontroli biotycznej) do 48,8 = 0,9 mN-m™!
(dla anolitu) w przeciagu 5 godzin od wymiany podtoza. Konsorcjum to miato rowniez
najwyzszy stopien degradacji wszystkich zwiazkéw ropopochodnych w mieszaninie
anolitu (35,95 + 1,04 %) oraz wysoka zmiang wartosci ChZT (85,9 + 1,30 %). Aktywno$¢
mikrobiologiczna skutkowata biosynteza pigciu rodzajow mono- i diramnolipidow
wykrytych metoda metaboliczna, z czego najwieksza ich liczba zostata wyprodukowana
przez konsorcjum gleby kanatu $ciekowego stacji paliw oraz separatora ropopochodnych.

Przeprowadzony eksperyment potwierdzil, ze uktady bioelektrochemiczne moga by¢
skutecznym narzedziem do biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych, nawet bez
dodatkowego przytozenia potencjatu elektrycznego. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
w takich uktadach mozliwa jest efektywna degradacja zwigzkow ropopochodnych, ktore
ze wzgledu na swoje wlasciwosci hydrofobowe stanowig wyzwanie dla
konwencjonalnych metod remediacji. Zastosowane MFC charakteryzowaty si¢ rowniez
zdolnoscig do dhlugoterminowej produkcji pradu elektrycznego oraz mozliwoscig
czgsciowe] regeneracji wydajnosci, co podkresla ich potencjat do zastosowan
praktycznych. Jednym z kluczowych wynikéw tej pracy jest udowodnienie mozliwosci
produkcji biosurfaktantow z ropy naftowej w MFC. Zdolno$¢ do generowania
biosurfaktantéw bezposrednio z substratow ropopochodnych moze znaczaco zwigkszy¢
efektywno$¢ biodegradacji, a takze obnizy¢ koszty, eliminujac potrzebe stosowania
zewngtrznych surfaktantow.

Podsumowujac, wykorzystanie BES jako platformy do jednoczesnej degradacji
zanieczyszczen i produkcji warto§ciowych zwiazkow, takich jak biosurfaktanty, stwarza
nowe mozliwosci zastosowan biotechnologicznych, zwlaszcza w obszarze remediacji
srodowiskowej oraz w przemysle chemicznym i petrochemicznym.
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VIII. Podsumowanie

Gléwnym celem rozprawy doktorskiej byta ocena mozliwosci zastosowania uktadow
bioelektrochemicznych w procesie degradacji zwigzkow ropopochodnych przy
jednoczesnej produkcji zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Rozprawa ta dostarcza
informacji na temat wptywu kluczowych parametrow, takich jak potencjat elektrody czy
materiaty elektrodowe. Dodatkowo przedstawia zastosowanie zwigzkoéw zwigkszajacych
wydajno$¢ procesu produkcji energii elektrycznej 1 degradacji zanieczyszczen
ropopochodnych (enzymu lakazy oraz kosubstratu octanu sodu).

Badania przeprowadzone w ramach pracy byty podzielone na kilka etapow. W pierwszym
z nich analizowano wplyw uzytego potencjalu na wzbogacenie elektroaktywnych
spoteczno$ci bakterii zdolnych do degradacji zwigzkow ropopochodnych. Wykazano, ze
odpowiedni dobdr potencjatu anody, moze znaczaco zwigkszy¢ produkcje pradu
elektrycznego oraz poprawi¢ wydajnos¢ procesu degradacji zanieczyszczen.
Potencjalem, ktory skutkowal najwyzsza aktywnoscig mikroorganizmow byt potencjat
-03 V vs Ag/AgCl. Co wigcej wykazano, ze réznorodno$¢ mikrobiologiczna
kontrolowana przez potencjal anody, ma kluczowe znaczenie dla skutecznos$ci konwersji
zwigzkow ropopochodnych na energi¢ elektryczna, co jest zwigzane z wystepowaniem
bakterii produkujacych biosurfaktanty w elektroaktywnym biofilmie.

W kolejnej czgéci rozprawy opisano badania nad zwigkszeniem wydajnosci procesu
produkcji pradu elektrycznego poprzez zastosowanie réznych materiatow anodowych.
Stwierdzono, ze anody wykonane z welny ze stali nierdzewnej sg najbardziej efektywne
pod wzgledem produkcji pradu. Anody wykonane z tego materiatu charakteryzowaty sie¢
najwyzszymi wartosciami gestosci pradu w trakcie okresu eksperymentalnego,
niezaleznie od rodzaju wykorzystanego substratu. Dodatkowym celem tego badania byto
zwigkszenie stopnia degradacji ropy naftowej poprzez zastosowanie enzymu lakazy oraz
kosubstratu w formie octanu sodu. Dodatek lakazy do mieszaniny anolitu skutkowat
zwigkszeniem stopnia degradacji zwigzkdéw ropopochodnych, podczas gdy zastosowanie
kosubstratu skutkowato znaczagcym wzrostem produkowanej energii elektrycznej. Wyniki
te podkreslaja potencjat zastosowania obu zaproponowanych strategii w przysztych
aplikacjach bioremediacyjnych.

W trzecim eksperymencie zbadano efektywno$¢ produkcji gestosci mocy i degradacji
zwiazkdéw ropopochodnych réznych konsorcjow mikrobiologicznych. Eksperyment ten
miat na celu selekcje¢ najbardziej wydajnych konsorcjow. Mikrobiologiczne konsorcja
gleb oraz srodowisk wodnych sg bogate w mikroorganizmy, a czg$¢ z nich produkuje
biosurfaktanty. Produkowane zwigzki powierzchniowo czynne wptywaja pozytywnie na
degradacje zwiazkow ropopochodnych i produkcje pradu elektrycznego. Wyniki
wykazaly istotne rdznice w wydajno$ci poszczegolnych konsorcjow zaré6wno pod
wzgledem produkcji pradu elektrycznego jak i degradacji zwigzkéw ropopochodnych.
W trakcie eksperymentu konsorcja: gleby Sri Lanki, separatora ropopochodnych oraz
kanatu $ciekowego stacji paliw charakteryzowaly si¢ najwyzszymi warto$ciami ggstosci
mocy oraz degradacji zanieczyszczen ropopochodnych. Zaprezentowane wyniki moga
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by¢ istotne w kontekscie praktycznego wykorzystania konsorcjéw mikrobiologicznych
w biotechnologii, poniewaz przedstawiajg ich efektywno$§¢ w procesie degradacji
zwigzkow ropopochodnych przy jednoczesnej produkeji pradu elektrycznego.

Ostatni  eksperyment mial na celu ocen¢ zdolnosci wybranych konsorcjow
mikrobiologicznych do produkcji biosurfaktantow oraz ich wplyw na degradacje
zwigzkow ropopochodnych. Badania wykazaty, ze srodowiska mikrobiologiczne moga
produkowaé zardwno energi¢ elektryczna, jak i biosurfaktanty (mono- i diramnolipidy).
Produkcja zwigzkow powierzchniowo czynnych bezposrednio w uktadach
bioelektrochemicznych korzystnie wptywa na produkcj¢ pradu elektrycznego, degradacje
zwigzkow hydrofobowych oraz wydluza czas dzialania samego ogniwa. Wyniki te
otwieraja nowe mozliwe zastosowania uktadow bioelektrochemicznych w procesach
biodegradacji zanieczyszczen i produkcji zwigzkow chemicznych.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa doktorska dostarcza informacji niezbednych przy
projektowaniu uktadow bioelektrochemicznych wykorzystywanych w celu bioremediacji
srodowisk zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi. Wyniki przeprowadzonych
eksperymentdéw mogg by¢ przydatne dla dalszego rozwoju technologii ukladow
bioelektrochemicznych, biodegradacji oraz produkcji biosurfaktantow, a takze dla
praktycznych zastosowan tych technologii w ochronie srodowiska. Osiggnigcia te moga
stanowi¢ fundament dla przysztych badan oraz wdrozen uktadéw bioelektrochemicznych
na wigksza skalg, wspierajac rozwoj bardziej zrownowazonych i efektywnych metod
bioremediacji.
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