I. Streszczenie

Obecnie pojawia si¢ coraz wigcej doniesien o obecnosci farmaceutykow, w tym
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych, w §rodowisku naturalnym. Jednym z nich
jest naproksen, ktéry nie ulega catkowitej biodegradacji w organizmie czilowieka.
Dodatkowo, oczyszczalnie Sciekdw nie sg przystosowane do jego utylizacji. W
ostatnich latach wyizolowano i opisano szczepy bakteryjne, charakteryzujace si¢
zwickszonymi mozliwosciami degradacyjnymi naproksenu. Celem pracy doktorskiej
byta immobilizacja szczepoéw bakteryjnych zdolnych do degradacji naproksenu.
Dokonano charakterystyki zastosowanego nos$nika oraz utworzonych na jego
powierzchni biofilmoéw bakteryjnych. Ustalono wplyw unieruchamiania na przebieg
rozktadu leku w warunkach monokulturowych, a takze w obecnos$ci autochtoniczne;j
mikroflory zloza biologicznego. Ponadto zbadano zmiany aktywnosci enzymow
zaangazowanych w rozktad naproksenu w wyniku immobilizacji.

Badania nad wptywem immobilizacji na biodegradacj¢ naproksenu rozpoczeto
przeprowadzeniem optymalizacji procesu unieruchamiania. Jednakze, aby poprawnie
oceni¢ stan fizjologiczny immobilizowanych bakterii w biofilmie, zmodyfikowano
metod¢ bazujaca na hydrolizie dioctanu fluoresceiny. Wprowadzona modyfikacja
polegata na ominigciu odrywania biofilmu od nosnika i przeprowadzenie testu na
nienaruszonym biofilmie wraz z no$nikiem. Opracowana procedura zaktada
wytrzasanie probek w buforze fosforanowym o pH w zakresie 7,4-7,6 przez 1 godzing,
a wynik wyrazano jako catkowitg aktywnos$¢ metaboliczng (TEA). Analiza czutos$ci
testu, w trakcie ktorej mierzono zmiany TEA w wyniku glodzenia pozwolita
wyznaczy¢ minimalny endogenny metabolizm szczepu Bacillus thuringiensis
B1(2015b), wynoszacy 161-170 pg/g suchej masy na godz. Zaobserwowano rOwniez,
ze niedobor substancji odzywczych indukuje na powierzchni pianki poliuretanowej
proces tworzenia biofilmu przez komorki szczepu B1(2015b).

W wyniku optymalizacji unieruchamiania szczepu Planococcus sp. S5 na gabce
Loofah zaobserwowano, ze najwyzsze wartosci TEA (1250,26 + 87,61 pg/g suchej
masy na godz.) osiggano podczas 72-godzinnej inkubacji w minimalnej pozywce
mineralnej (MSM) o pH 7,2 dodatkowo suplementowanej glukoza, NaCl oraz MnSOs,
wytrzasanej przy 90 rpm w 30°C oraz przy wysokiej koncentracji komorek. Szczep
Bacillus thuringiensis B1(2015b) immobilizowany na gabce Loofah wykazywat
najwicksze wartosci TEA (790,14 + 40,60 ug/g suchej masy na godz.) po 48-godzinnej
inkubacji w podtozu HTC o pH 8, suplementowanej glukoza oraz MnSQOa, wytrzasanej
przy 110 rpm w 20°C przy niskiej koncentracji komorek.

Analiza rozktadu naproksenu przez szczep Planococcus sp. S5 wykazata
dzialanie hamujace leku w stezeniu wyzszym niz 12 mg/L na wolne komorki tego
szczepu. Zaobserwowano, ze wolne komorki S5 byty zdolne do catkowitego rozktadu
leku w stezeniu 6, 9 oraz 12 mg/L w odpowiednio 38, 44 oraz 62 dni. Rozktad leku
przebiegal dwufazowo. Pierwsza faza, trwajaca 29 dni charakteryzowata si¢



wolniejszym rozktadem naproksenu. Podczas drugiej fazy obserwowano dwukrotnie
szybszy rozktad leku. Immobilizowane na gabce Loofah komorki S5 byty zdolne do
catkowitej degradacji leku we wszystkich analizowanych stezeniach, a tempo rozktadu
bylo state, niezalezne od dnia inkubacji oraz zblizone do szybkosci degradacji w
trakcie Il fazy przeprowadzanej przez komoérki wolne. Badania nad przebiegiem
wielokrotnych cykli degradacji naproksenu w najnizszym analizowanym stezeniu
wykazaty, ze w wyniku immobilizacji, komorki Planococcus sp. S5 zachowatly peing
zdolnos$¢ degradacyjng przez 55 dni, rozktadajac w tym czasie 3 dawki leku. W trakcie
rozktadu leku, komorki S5 wydzielaly znaczne ilosci egzopolisacharydow w celu
zwickszenia bariery ochronnej przed naproksenem. Badania nad wplywem
immobilizacji szczepu Planococcus sp. S5 na aktywno$¢ enzymow zaangazowanych
W rozktad naproksenu wykazaty, ze immobilizacja nie spowodowata zmiany szlaku
jego degradacji. Zaobserwowano natomiast znaczace zmiany w wartosciach tych
aktywno$ci. Wykazano, ze aktywno$¢ enzymatyczna w [ fazie rozktadu leku przez
wolne komoérki S5 byla znacznie nizsza niz w fazie szybszego rozktadu. Pomimo
zblizonego tempa degradacji leku przez wolne komorki S5 w Il fazie oraz przez
immobilizowane komodrki S5, aktywno$¢ analizowanych enzymow komodrek
immobilizowanych byla znacznie wyzsza niz wolnych komorek.

Przebieg biodegradacji naproksenu przez immobilizowane na gabce Loofah
komorki szczepu Bacillus thuringiensis B1(2015b) monitorowano w zlozu
biologicznym augmentowanym autochtoniczng mikroflorg pochodzaca z komory
przeptywowej osadnika Imhoff’a w Krupskim Mtynie — Zietek. Analiza wykazata, ze
immobilizowane komorki B1(2015b) zdegradowaty 70% naproksenu w stezeniu 1
mg/L  w nieaugmentowanym zlozu biologicznym. Natomiast w obecno$ci
autochtonicznej mikroflory, unieruchomione komoérki B1(2015b) w tym samym czasie
roztozyly 90% leku. Uzyskane wyniki ukazaty synergistyczne oddzialywania
pomiedzy autochtoniczng mikroflora ztoza biologicznego a wprowadzonymi
komorkami B1(2015b), ktére skutkowaty przyspieszeniem biodegradacji naproksenu.
Dzigki analizie bakteryjnych regionow V3-V5 genu 16S rRNA z zastosowaniem
elektroforezy w gradiencie czynnika denaturujgcego (DGGE), potwierdzono, ze
wprowadzony szczep Bacillus thuringiensis B1(2015b) byt zdolny do przetrwania oraz
namnazania si¢ w zlozu biologicznym po zakonczonym procesie degradacji
naproksenu. Ponadto przeprowadzono analiz¢ zmian jakosciowych populacji
bakteryjnych oraz grzybowych autochtonicznej mikroflory zloza biologicznego po
ekspozycji na naproksen, a takze po wprowadzeniu immobilizowanych komorek
B1(2015b). Wykazano, ze naproksen spowodowal wyrazne obnizenie
bioréznorodnosci mikroflory bakteryjnej. Szczepy grzybowe charakteryzowaty sig
mniejsza wrazliwos$cig na lek. Natomiast w wyniku wprowadzenia immobilizowanych
komorek B1(2015b), ktore byly zdolne do szybkiej eliminacji leku, obserwowano
wzrost bioréznorodno$ci mikroflory bakteryjnej oraz grzybowe;.



