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Od organizatorow

Szanowni Panstwo, Kolezanki i Koledzy, Uczestnicy I konferencji EkoBioTox,

Konferencja EkoBioTox jest kontynuacjg cyklicznej Krajowej Konferencji Bioindykacyjne;,
ktéra odbywata si¢ w latach 2011-2021, w réznych miastach. Od 2023 zapraszamy Panstwa do
uczestnictwa w nowej odstonie wydarzenia, zwigzanej z umiejscowieniem konferencji na state
w Lodzi, a przede wszystkim rozszerzeniem tematyki o zagadnienia degradacji, biotransforma-
cji zanieczyszczen, aspektow istotnych dla poszukiwania optymalnych rozwigzan dla poprawy
jakos$ci srodowiska w dobie antropocenu i zmiany klimatu.

Celem EkoBioTox jest promowanie najnowszych osiggni¢¢ naukowych oraz zwigkszanie
wiedzy 1 kompetencji poprzez prezentacje wynikoéw badan, dyskusj¢ oraz wymiang doswiad-
czen. W wystapieniach ustnych i plakatowych uwzgledniono aspekty wykorzystania szerokiego
spektrum narzgdzi bioindykacyjnych w monitoringu jakosci srodowiska i zdrowia cztowieka od
skali molekularnej do krajobrazowej. Drugim waznym elementem konferencji jest prezentacja
wszelkich rozwigzan biotechnologicznych oraz dziatan prowadzacych do biodegradacji, biore-
mediacji zanieczyszczen, aspektow istotnych dla poszukiwania optymalnych rozwigzan m.in.
opartych na przyrodzie (ang. NBS — nature-based solutions).

Wiodacymi tematami konferencji sa:

1. Zastosowanie biotestow oraz metod biologicznych do monitoringu i oceny jakosci srodo-
wiska oraz szacowania ryzyka srodowiskowego i zdrowotnego.

2. Wykorzystanie mikroorganizmoéw oraz narz¢dzi molekularnych w badaniach ekotoksyko-
logicznych, w tym: oznaczanie mutagennosci i genotoksycznos$ci, oznaczanie aktywnosci
enzymatycznej i hormonalnej, markery genetyczne dla systemow wczesnego ostrzegania.

3. Zastosowania systemow bioindykacyjnych w praktycznej analizie i ocenie toksycznosci

sciekow, wod powierzchniowych i1 podziemnych, osadow i substancji w fazie stalej oraz

w powietrzu — wyzwania w dobie antropopresji 1 zmiany klimatu.

Biodegradacja i detoksykacja zanieczyszczen pochodzenia antropogenicznego i naturalnego.

Bioremediacja skazonych srodowisk wodnych i glebowych.

Administracyjne i prawne aspekty wykorzystywania metod bioindykacyjnych i biotestow.

Procedury oceny ryzyka w zarzadzaniu srodowiskiem.

Nk

Mamy nadziej¢, ze konferencja EkoBioTox pozwoli na dalszg integracje srodowisk nauko-
wych, instytucji zwigzanych z ochrong srodowiska i1 praktykow wykorzystujacych pozyskiwa-
ng wiedz¢ 1 opracowywane rozwigzania.

Dziekujemy za przyjecie zaproszenia i obecno$¢ na I konferencji EkoBioTox

Komitet Naukowy 1 Organizacyjny



From Organisers

Dear Colleagues, Participants of the I*' EcoBioTox Conference,

The EcoBioTox Conference is a continuation of the cyclical National Bioindication Conference,
which was held from 2011 to 2021, in different cities. From 2023, we would like to invite you to
participate in a new edition of the venue, connected with the location of the conference permanently
in Lodz, and, first of all, with the extension of the subject matter to include the issues of degradation,
biotransformation of pollutants, aspects relevant to the search for optimal solutions for improving the
quality of the environment in the era of the Anthropocene and climate change.

The aim of EcoBioTox is to promote the newest scientific achievements and to increase
knowledge and competence through presentation of research results, discussion and exchange
of experiences. Oral and poster presentations cover aspects of the use of a broad spectrum of
bioindication tools in monitoring of the quality of the environment and human health from the
molecular to the landscape scale. A second important element of the conference is the presenta-
tion of any biotechnological solutions and activities leading to biodegradation, bioremediation
of pollutants, aspects relevant to the search for optimal nature-based solutions (NBS).

The leading themes of the conference are:

1. The use of bioassays and biological methods for monitoring and assessment of
environmental quality and estimation of environmental and health risks.

2. The use of microorganisms and molecular tools in ecotoxicological studies, including:
mutagenicity and genotoxicity determination, enzyme and hormone activity determination,
genetic markers for early warning systems.

3. Applications of bioindication systems in the practical analysis and toxicity assessment of

wastewater, surface and groundwater, sediment and substances in the solid phase and in the

air — challenges in times of anthropopression and climate change.

Biodegradation and detoxification of pollutants of anthropogenic and natural origin.

Bioremediation of contaminated water and soil environments.

Administrative and legal aspects of the use of bioindication and bioassay methods.

Risk assessment procedures in environmental management.

Nk

We hope that the EcoBioTox conference will allow further integration of scientific communities,
environmental institutions and professionals using the knowledge acquired and developed
solutions.

Thank you for accepting the invitation and your attendance at the 1% EcoBioTox Conference

Scientific and Organising Committee
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Czasopismo konferencji

Wybrane prezentacje pokonferencyjne bedg opublikowane w specjalnym numerze czasopisma

Ecohydrology & Hydrobiology (IF = 2,957, 100 pkt) poswigconemu konferencji EkoBioTox.

Ecohydrology & Hydrobiology to mi¢dzynarodowe cza-

sopismo, ktérego celem jest rozwoj ekohydrologii jako nauki

o wzajemnym oddziatywaniu proceséw ekologicznych — obej-

mujacych wszystkie elementy §rodowiska i1 hydrologicznych

od skali molekularnej do skali dorzecza, a takze promowa-

nie jej wdrazania jako integracyjnego narzedzia zarzadzania,

harmonizujgcego potrzeby spoteczne z potencjalem biosfery.

W czasopi$mie publikowane sg wysokiej jakosci prace nauko-

we majace na celu pokazanie systemowego podej$cia od mo-

nitoringu zagrozen poprzez analize kluczowych oddziatywan

abiotycznych — biotycznych, po zagadnienia zwigzane z opra-

cowywaniem rozwigzan opartych na przyrodzie (ang. Nature-

-Based Solutions). Wiodace zagadnienia na naszej konferencji

dotyczace roli ekotoksykologii, bioindykacji, biodegradacji

w identyfikacji 1 rozwigzywaniu probleméw srodowiskowych

w dobie antropocenu i zmiany klimatu od skali molekularnej do krajobrazowej $cisle wpisuja
si¢ W nurt czasopisma.

Strona czasopisma: https://www.sciencedirect.com/journal/ecohydrology-andhydrobiology

Conference journal

Selected post-conference presentations will be published in a special issue of the journal of
Ecohydrology & Hydrobiology (IF =2.957, 100 pts) dedicated to the EcoBioTox conference.
Ecohydrology & Hydrobiology is an international journal
that aims to advance ecohydrology as a science of the interplay
of ecological processes — encompassing all elements of the
environment and hydrology from the molecular to the river
basin scale, and to promote its implementation as an integrative
management tool that harmonizes societal needs with the
potential of the biosphere. The journal publishes high-quality
scientific papers aimed at demonstrating a systemic approach
from threat monitoring through analysis of key abiotic — biotic
impacts, to issues related to the development of Nature-Based
Solutions. Leading issues at our conference on the role of
ecotoxicology, bioindication, biodegradation in identifying and
solving environmental problems in the era of the Anthropocene
and climate change from the molecular to the landscape scale
closely match the journal’s focus.

Journal webpage: https://www.sciencedirect.com/journal/ecohydrology-andhydrobiology
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Europejski pakt dla zdrowych gleb i zdrowej zywnosci

G. Siebielec

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa, Panstwowy Instytut Badawczy, Zaktad Gleboznaw-
stwa Erozji i Ochrony Gruntow, ul. Czartoryskich 8, 24—100 Putawy, Polska
e-mail: gs@iung.pulawy.pl

Gleby stanowig baze do produkcji zywnosci, retencjonujg 1 oczyszczaja wode, sg siedliskiem
bioréznorodnosci, ktora odpowiada za odpornos¢ ekosystemow na zmiany klimatyczne. Bez
odpowiednio duzej puli produktywnych gleb przysztos¢ swiata nie jest mozliwa. Jednocze$nie
gleby sg zasobem wrazliwym, znajdujacym si¢ pod statg presjg ze strony rolnictwa i urbaniza-
cji. Coraz szersza dyskusja na poziomie europejskim dotyczaca gleb i ich ochrony przyniosta
ogloszenie tzw. misji ,, 4 Soil deal for Europe” — europejskiej umowy prowadzacej do poprawy
zdrowia gleb do 2030 roku. Referat dostarczy informacji na czym ma polega¢ przystowiowy
»deal”? Misja glebowa wprowadza rowniez pojecie zdrowia gleb. Coraz rzadziej stosuje si¢
pojecie zyznosci gleby, ktora odnosita si¢ do roli gleby w rolniczej produkcji roslinnej. Pojecia
zdrowia gleby traktuje glebe jako pewnego rodzaju organizm potaczonych ze soba cech, o ktore
nalezy zadbac by gleba odwdzigczyla si¢ jej funkcjami.

A European pact for healthy soils and healthy food

G. Siebielec

Institute of Soil Science and Plant Cultivation, State Research Institute, Department of Soil
Science, Erosion and Soil Protection, Czartoryskich 8, 24—100 Pulawy, Poland
e-mail: gs@iung.pulawy.pl

Soils are the basis for food production, they retain and purify water, they are a habitat for
biodiversity, which is responsible for the resistance of ecosystems to climate change. Without
a sufficiently large pool of productive soils, the future of the world is not possible. At the same
time, soils are a fragile resource under constant pressure from agriculture and urbanisation. The
growing discussion at the European level regarding soils and their protection resulted in
the announcement of “A Soil deal for Europe” — a European agreement aimed at improving
soil health by 2030. The presentation provides information on what the proverbial “deal” is
about? The soil mission also introduces the concept of soil health. The concept of soil fertility,
which refers to the role of soil in agricultural plant production, is used less and less frequently.
The concept of soil health treats the soil as a kind of organism of interconnected features, which
should be taken care of so that the soil repays its functions.
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Ciecze jonowe — nowa forma zanieczyszczenia w Srodowisku?

L. Chrzanowski

Zaktad Chemii Organicznej, Instytut Technologii i InZynierii Chemicznej, Politechnika Poznanska
Berdychowo 4, 60-965 Poznan
e-mail: lukasz.chrzanowski@put.poznan.pl

Stowa kluczowe: ciecze jonowe, biodegradacja, toksycznos¢

Ciecze jonowe staty si¢ przedmiotem zainteresowania szeregu dziedzin nauki. Ich popularnos¢
jest ogromna co przektada si¢ na tysigce prac naukowych na temat ich wtasciwosci 1 zastoso-
wan, publikowanych kazdego roku. Co wigcej, czg$¢ z nich znalazta komercyjne zastosowania.
O ile kwestia praktycznego wykorzystania cieczy jonowych jest stosunkowo dobrze poznana,
o tyle ich losy srodowiskowe sg nadal zagadka. Czy w $§wietle obecnego stanu wiedzy moze-
my stwierdzi¢, ze ta grupa zwigzkow jest nowych rodzajem zanieczyszczenia w Srodowisku?
Czy ich obecno$¢ w wodzie i glebie generuje specyficzne wyzwania dla mikroorganizméow? Czy
naleza one do grupy tzw. ,,emerging contaminants”? W ramach referatu zaprezentowane zostang
wieloplaszczyznowe badania, ktore poprzez analizy miedzy innymi biodegradacji, toksycznosci,
biordéznorodnos$ci postarajg si¢ odpowiedzie¢ na postawione wyzej pytanie).

Ionic liquids — a new emerging pollutant in the environment?

L. Chrzanowski

Faculty of Chemical Technology, Poznan University of Technology, Berdychowo 4, 60—965 Poznan,
Poland
e-mail: lukasz.chrzanowski@put.poznan.pl

Keywords: ionic liquids, biodegradation, toxicity

Ionic liquids have become the focus of a number of scientific fields. Their popularity is immense
which translates into thousands of scientific reports on their properties and applications,
published every year. Moreover, some of them have found commercial applications. While the
question of the practical use of ionic liquids is relatively well understood, their environmental
fate is still a mystery. In light of the current state of knowledge, can we conclude that this
group of compounds is a new type of pollutant in the environment? Does their presence in
water and soil generate specific challenges for microorganisms? Do they belong to the group of
so-called “emerging contaminants™? The presentation will show multifaceted research that,
through analyses of biodegradation, toxicity, biodiversity, among others, will try to answer the
question posed above.
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Ocena ekotoksycznosci nowo syntetyzowanych zwigzkow zapachowych
z klasy eterow oksymowych

L. Balcerzak', A. Trusz?, D. J. Strub!, K. Piekarska?

! Katedra Chemii Biologicznej i Bioobrazowania Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskieyj,
Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw

? Katedra Inzynierii Ochrony Srodowiska Wydziatu Inzynierii Srodowiska Politechniki Wro-
ctawskiej, Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50—370 Wroctaw

e-mail: katarzyna.piekarska@pwr.edu.pl

Stowa kluczowe: smak, zapach, aldehydy, ketony, oksymy, etery oksymu, ekotoksycznos¢,
Daphnia magna, Alivibrio fischeri, Raphidocelis subcapitata, Spirodela polyrhiza, Salmonella
typhimurium TA 98 i TA100

Zgodnie z prawem Unii Europejskiej zwiekszajacym bezpieczenstwo chemiczne, konieczna jest
rejestracja, ocena i udzielenie zezwolenia na obrdt oraz wykorzystanie nowo powstatych sub-
stancji chemicznych. Aktem prawnym regulujacym wprowadzanie nowych substancji na rynek
jest Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania
zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie chemikaliow (ang. Registration, Evaluation,
Authorisation of Chemicals, REACH, 2007). Dzigki rozporzadzeniu REACH pod kontrolg zna-
lazty si¢ substancje wprowadzone na rynek zardwno po, jak 1 przed 1981r.

Wprowadzanie nowo syntetyzowanych substancji chemicznych do uzytku codziennego
zwigzane jest z oceng ich oddziatywania na $rodowisko i cztowieka. Ze wzgleddéw etycznych te-
sty na zwierzgtach sg ograniczone. Dlatego do wstepnej oceny negatywnego dziatania substancji
chemicznych sg wykorzystywane badania przesiewowe in vitro. W latach 70. 1 80. XX wieku
opracowano wiele metod oceny toksycznosci i genotoksycznosci chemikaliow, co umozliwito
zapewnienie odpowiedniego poziomu bezpieczenstwa tych zwigzkoéw przez organy regulacyjne.

W ostatnich latach zauwazono zwigkszone zapotrzebowanie na substancje zapachowe
1 smakowe. Atrakcyjnos¢ danego zwigzku czesto wptywa na zwigkszone zainteresowanie pro-
duktem ze strony konsumentow. Gtownym odbiorcg produktéw zapachowych jest przemyst
perfumeryjny. Jednak oprécz perfum, czy tez wod toaletowych, wystepuja rowniez kosmetyki,
ktorych jednym z zadan, jest nadanie powierzchni na ktorej zostang zastosowane przyjemnego
zapachu, dlatego tez wiele z tych zwigzkow znalazlo swoje zastosowanie w przemysle spozyw-
czym, farmacji, czy tez chemii gospodarczej. Problemy srodowiskowe moga pojawic si¢ wtedy,
gdy tego typu zwigzki przedostaja si¢ do $ciekoéw w postaci lotnych zwigzkéw organicznych
(LZO). Nowo syntetyzowane zwigzki zapachowe w pierwszej kolejnosci charakteryzuje si¢ pod
wzgledem ich wlasciwosci fizykochemicznych. Kolejnym etapem powinno by¢ sprawdzenie ich
wlasciwosci toksycznych i ekotoksycznych.

Pomimo duzej liczby dostgpnych zwigzkéw zapachowych, pozadane sa nowe o ciekawych
wlasciwosciach zapachowych ze wzgledu na ich potencjalnie wysoka warto$¢ handlowa. Ide-
alnymi kandydatami na surowce wyj$ciowe do syntez nowych substancji smakowych 1 zapa-
chowych sg zwigzki karbonylowe. Mozna je przeksztatca¢ w oksymy i etery oksymow, a badan
skupiajacych si¢ na ich wiasciwos$ciach biologicznych jest niewiele.

W niniejszych badaniach okreslano potencjalny ekotoksyczny wplyw nowych substan-
cji zapachowych z klasy eterow oksymowych, ktore zostaly opracowane w Katedrze Chemii
Biologicznej i Bioobrazowania Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej na bakterie
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(Alivibrio fischeri), mikroalgi (Raphidocelis subcapitata), rosliny (Spirodela polyrhiza) oraz
skorupiaki (Daphnia magna). Badano takze potencjalne wtasciwosci mutagenne tych zwigzkow
w oparciu o ktotkoterminowy test Salmonella. Wedtug naszej najlepszej wiedzy jest to pierwsze
opracowanie dotyczace ekotoksycznosci niskoczasteczkowych eteréw oksymowych.

Przebadano tacznie 24 substancje, w tym komercyjnie istotne aromaty i substancje zapa-
chowe, oraz pordwnano toksycznos¢ eterow i oksymow z toksyczno$cig macierzystych zwigz-
kow karbonylowych. Toksycznos$¢ eterow oksymowych wahata si¢ od toksycznos$ci nieostrej
(klasa I), stabo ostrej (klasa II), ostrej (klasa I1I), silnie ostrej (klasa IV) i bardzo ostrej (V).
W wigkszosci przypadkow toksycznos¢ eterow oksymowych byta podobna lub nizsza niz tok-
syczno$¢ komercyjnie wykorzystywanych aromatow i substancji zapachowych. Najbardziej
wrazliwymi organizmami bylty 4. fischeri i S. polyrhiza, a wszystkie badane zwigzki wykazy-
waty wobec nich bardzo wysoka toksyczno$¢ ostra. Wszystkie badane zwigzki nie wykazywaty
dzialania mutagennego w stosunku do zastosowanych szczepow testowych Salmonella typhi-
murium TA 98 1 TA100.

Badania zostaly sfinansowane ze srodkow programu LIDER Narodowego Centrum Badan
i Rozwoju, ,,Synteza nowych zwigzkow zapachowych z surowcow pochodzenia naturalnego
do zastosowan w perfumerii, kosmetyce i chemii gospodarczej” (SYNFRA), numer grantu:
LIDER/4/0099/L-7/15/NCBR/2016.
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In accordance with the European Union law increasing chemical safety, it is necessary to
register, evaluate and grant authorization for the marketing and use of newly created chemical
substances. The legal act regulating the introduction of new substances to the market is the
Regulation of the European Parliament and Council on Registration, Evaluation, Authorization
of Chemicals (REACH, 2007). The REACH regulation brought under control substances placed
on the market both after and before 1981.

The introduction of newly synthesized chemical substances for everyday use is related to
the assessment of their impact on the environment and humans. For ethical reasons, animal
testing is limited. Therefore, in vitro screening tests are used to initially assess the negative
effects of chemicals. In the 1970s and 1980s, many methods for assessing the toxicity and
genotoxicity of chemicals were developed, which allowed regulators to ensure the appropriate
level of safety of these compounds.

In recent years, an increased demand for fragrances and flavors has been noticed. The
attractiveness of a given compound often results in increased consumer interest in the product.
The main recipient of fragrance products is the perfume industry. However, in addition
to perfumes or toilet waters, there are also cosmetics, one of the tasks of which is to give
the surface on which they will be applied a pleasant smell, which is why many of these
compounds have found their application in the food industry, pharmacy or household chemistry.
Environmental problems can arise when these types of compounds enter wastewater as volatile
organic compounds (VOCs). Newly synthesized fragrance compounds are first characterized
by their physicochemical properties. The next step should be checking their toxic and ecotoxic
properties.

Despite the large number of odoriferous compounds available, new ones with interesting
olfactory characteristics are desired due to their potentially high commercial value. The ideal
candidates for the raw starting materials for the synthesis of new flavours and fragrances are
carbonyl compounds. They can be transformed into oximes and oxime ethers, and there are only
a few studies that focus on their properties.

Potential ecotoxic effects were assessed in these studies of new potential fragrances of the
oxime ether class that were developed at the Department of Chemical Biology and Bioimaging,
Wroclaw University of Science and Technology, on bacteria (4Alivibrio fischeri), microalgae
(Raphidocelis subcapitata), plant (Spirodela polyrhiza) and crustacean (Daphnia magna).

15


mailto:katarzyna.piekarska@pwr.edu.pl

Potential mutagenic properties of these compounds were also investigated based on a short-
term Salmonella test. To the best of our knowledge, this is the first report on the ecotoxicity of
low-molecular-oxime ethers.

We have evaluated 24 compounds in total and compared the toxicity of oxime ethers to
parental oximes and carbonyl compounds, including commercially exploited and relevant
flavours and fragrances. The toxicity of the oxime ethers ranged from non-acute (class 1),
low-acute (class II), acute (class III), high-acute (class 1V), and very high-acute toxicity
(V). In most cases, the toxicity of oxime ethers was similar to or lower than the toxicity of
commercially exploited flavours and fragrances. The most sensitive organisms were A. fischeri
and S. polyrhiza, and all of the compounds showed very high acute toxicity toward it. All tested
compounds did not show any mutagenic activity in relation to the Salmonella typhimurium TA
98 and TA100 test strains used.

This work was supported by the project “Synthesis of new fragrances from raw materials of
a natural origin with application in perfumery, cosmetics, and household chemistry” (SYNFRA;
LIDER Programme, LIDER/4/0099/L-7/15/NCBR/2016) financed by the National Centre for
Research and Development — Poland.
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System Biomonitoringu SYMBIO jest to jedyny, dostepny na rynku w petni zautomatyzowany
1 bezobstugowy, system monitorowania uymowanej wody (on-line), zwiekszajacy bezpieczen-
stwo pod wzgledem ogolnej jej toksycznosci. System Biomonitoringu SYMBIO stuzy do ciaglej
kontroli jako$ci wody ujmowanej. W naszym Systemie zastosowali$my matze stodkowodne
— Skojke zaostrzona, ktorych naturalng reakcja na nagta, znaczng zmiane ogolnej toksycznosci
wody jest zamykanie muszli malza. Reakcja ta jest szybka i1 jednoznaczna — nastepuje zamknie-
cie muszli grupy matzy. Dodatkowg zaleta przemawiajacg za ich wykorzystaniem na potrzeby
skonstruowania bezobstugowego systemu zabezpieczenia ujeé, jest praktycznie osiadly tryb
zycia. Metody wykorzystujace organizmy zywe do oceny stanu srodowiska zwane sa metodami
bioindykacyjnymi, a wykorzystywane organizmy bioindykatorami (organizmami wskazniko-
wymi). Matze stosowane w systemie SYMBIO (Skojka zaostrzona — gatunek krajowy) spetnia-
ja wszystkie warunki stawiane organizmom wskaznikowym: reaguja szybko i jednoznacznie
na nagte zmiany w srodowisku, ich reakcja (zamknigcie muszli) jest tatwa do zaobserwowania
1 zarejestrowania, a warunki 1 tryb zycia pozwalajg na ciggle monitorowanie ich zachowan
w warunkach laboratoryjnych. Reakcja matzy nie dostarcza nam informacji o tym, co i w jakich
ilosciach znajduje si¢ w wodzie, ale nagle zamknigcie muszli sygnalizuje zmiang warunkow
w Srodowisku — parametréw wody — rozpoznang przez nie za szkodliwg i niebezpieczna.

The SYMBIO Biomonitoring System is the only fully automated and maintenance-free system
available on the market for monitoring intake water (on-line), increasing safety in terms of its
overall toxicity. The SYMBIO biomonitoring system is used to continuously control the quality
of intake water.

In our System, we used freshwater mussels — the pointed mussel, whose natural reaction
to a sudden, significant change in the general toxicity of water is to close the mussel shells.
This reaction is quick and unambiguous — the shells of a group of mussels are closed. An
additional advantage in favor of their use for the purpose of constructing a maintenance-free
intake security system is the practically sedentary lifestyle.

Methods using living organisms to assess the state of the environment are called
bioindication methods, and the organisms used are bioindicators (indicator organisms). The
mussels used in the SYMBIO system (Red mussel — domestic species) meet all the conditions
for indicator organisms: they react quickly and unequivocally to sudden changes in the
environment, their reaction (closing the shell) is easy to observe and record, and the conditions
and lifestyle allow for continuous monitoring their behavior in laboratory conditions. The
reaction of mussels does not provide us with information about what and in what quantities is
in the water, but the sudden closure of the shell signals a change in environmental conditions
— water parameters — recognized by them as harmful and dangerous.
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Wsrod nanomateriatow coraz bardziej na znaczeniu w ostatnich latach zyskuja nanomateriaty
weglowe. Wykorzystywane sg w wielu dziedzinach zycia, co moze prowadzi¢ do ich przedostawania
si¢ do §rodowiska [1]. Wér6éd materiatéw weglowych najbardziej popularne sg nanorurki we-
glowe, cho¢ w ostatnich latach na znaczeniu zyskuja grafeny. Grafen posiada dwuwymiarowa
szesciokatng strukture sieciowy, ktoéra zapewnia mu niesamowitg stabilnos$¢ i wytrzymatosc [2].
Uwolnienie grafenow do §rodowiska moze wystapi¢ podczas korzystania z materiatow, ktore
je zawieraja, ich przetwarzania, usuwania i przechowywania. Zaktada si¢, ze gléwna czgsé
grafenéw dostaje si¢ do Srodowiska ze §ciekami. To moze powodowac¢ nie tylko bezposredni
wplyw tego typu nanoczastek na organizmy zywe ale rowniez posredni wptyw na mobilnos¢/
immobilizacj¢ innych zanieczyszczen, co wezesniej dokumentowane byto w przypadku nano-
rurek weglowych. Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie sity oddziatywania wybra-
nych farmaceutykow (diklofenak — DCEF, triklosan — TCS, naproksen — NPX i kofeina — CAF)
z plytkami grafenu (GNP) o réznej funkcjonalizacji (neutralne, hydrofilowe, hydrofobowe
1 modyfikowane Zn). Badano roéwniez efekt toksyczny grafenow w stosunku do Daphnia ma-
gna | Lemmna minor. Charakterystyka fizyczna i chemiczna obejmowata: analiz¢ elementarng
(C, H, N), oceng powierzchni (S, objetos¢ porow, objetos¢ i powierzchnia mikroporow oraz
srednia $rednica porow), spektroskopia FTIR 1 spektroskopia Ramanowska. Wszystkie badane
zwigzki wykazaty stosunkowo szybka kinetyke adsorpcji na badanych GNP. Mozna byto za-
obserwowa¢ dwustopniowa kinetyke adsorpcji DCF, NPX, TCS i CAF przez wszystkie badane
GNP. Najwigkszym powinowactwem do badanych farmaceutykéw charakteryzowaly si¢ neu-
tralne ptytki grafenu, wykazujace niejednokrotnie dwukrotnie wiekszg adsorpcj¢ niz pozostate
testowane plytki. Najstabszym powinowactwem natomiast charakteryzowaty sie plytki grafenu
modyfikowane grupami hydrofilowymi. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna zatozy¢, ze
grupy tlenowe nie byly kluczowe w wigzaniu badanych czasteczek farmaceutykow przez GNP.
Nalezy zauwazy¢, ze zdolnos¢ adsorpcji (wyrazona jako qexp) wszystkich czterech farmaceu-
tykow wykorzystanych w badaniach przez GNP byta czesto wyzsza niz dla r6znych rodzajow
adsorbentow weglowych podawanych w literaturze. Wigkszos¢ grafenow (GNP, GNP-Phyl,
GNP-Phob) nie wykazywata toksycznego dzialania w stosunku do D. magna ponizej st¢zen
10 mg/L. Dopiero przy najwyzszej zastosowanej dawce (100 mg/L) stwierdzono istotny efekt
toksyczny dla GNP (15%) 1 GNP-Phyl (5%). Jedynie w przypadku GNP-Zn obserwowano im-
mobilizacje D. magna juz od najnizszej zastosowanej dawki, ktora osiggneta poziom 80% dla
najwyzszego testowanego stezenia. Toksycznos$¢ plytek grafenu w stosunku do L. minor byta
zroznicowana jednak podobnie jak w przypadku D. magna najbardziej toksyczny okazat si¢
GNP-Zn. Wyrazny efekt toksyczny zaznaczyt si¢ rowniez w przypadku GNP-Phyl.

18



Podziekowania

Projekt otrzymat finansowanie z Europejskiej Rady Badan (ERC) w ramach programu badan
i innowacji Unii Europejskiej w ramach Umowy Grant No Ga 699794.

Literatura

[1] J.-C. Arnault, D. Eder, eds., Synthesis and applications of nanocarbons, First edition, John
Wiley & Sons, Inc, Hoboken, NJ, 2020.
[2] C. Lee, X. Wei, J.W. Kysar, J. Hone, Measurement of the Elastic Properties and Intrinsic

Strength of Monolayer Graphene, Science. 321 (2008) 385-388. https://doi.org/10.1126/
science.1157996


https://doi.org/10.1126/science.1157996
https://doi.org/10.1126/science.1157996

Adsorption and toxicity of selected pharmaceuticals by graphene
nanoplatelets with various functionalization

A. Bogusz!, P. Oleszczuk?®

I Department of Ecotoxicology, Institute of Environmental Protection — National Research,
Institute, ul. Krucza 5/11D, 00-548 Warszawa
? Department of Radiochemistry and Environmental Chemistry, Faculty of Chemistry, Maria

7 Curie-Sktodowska University, Pl. M. Curie-Skitodowskiej 3, 20—-031 Lublin
e-mail: patryk.oleszczuk(@mail.umcs.pl

Stowa kluczowe: nanoczgstki, grafen, adsorpcja, farmaceutyki, toksycznos¢

Carbon nanomaterials have gained more and more attention in recent years. They are used in
many areas of life, which can lead to their entering the environment [1]. Among the carbon
nanomaterials, carbon nanotubes are the most common, although in recent years graphenes
have gained importance. Graphene has a two-dimensional hexagonal network structure that
provides it with incredible stability and strength [2].The release of graphene (GNPs) to the
environment can occur during the use of materials containing them, their processing, disposal
and storage. It is assumed that the main part of graphene nanoparticles enters the environment
with wastewater. This may not only cause a direct impact of this type of nanoparticles on
living organisms but also indirectly affects the mobility/immobilization of other contaminants,
what was previously documented for other carbon nanomaterials. The aim of the present study
was to determine the adsorption of the selected pharmaceuticals (Diclofenac — DCF, Triclosan
—TCS, Naproxen — NPX and caffeine — CAF) by graphene nanoplatelets (GNPs) with different
functionalization (neutral, hydrophilic, hydrophobic and Zn-doped). The toxic effect of GNPs
in relation to Daphnia magna and Lemna minor was also studied. Physical and chemical
characterization of GNPs included: elemental analysis (C, H, N), surface area assessment (S,
pore volume, micropore volume and surface area, and mean pore width), FTIR spectroscopy
and Raman spectroscopy. All investigated compounds demonstrated relatively fast adsorption
kinetics on investigated GNPs. A two-step kinetic adsorption of DCF, NPX, TCS and CAF by
all investigated GNPs could be observed. Neutral GNPs (non-functionalized) were characterized
to the highest affinity to the tested pharmaceuticals, often showing twice as much adsorption
than the other tested GNPs. Graphene modified with hydrophilic groups has a lowest affinity to
investigated pharmaceuticals. It can be assumed that oxygen functional groups are not crucial
in the binding of the investigated molecules on GNPs. It should be noted that the adsorption
capacity (expressed as a qexp) of all four pharmaceuticals obtained in our studies with GNPs
were often higher than those available in the literature for various types of carbon adsorbents.
Most of the GNPs (GNP, GNP-Phyl, GNP-Phob) did not show detrimental effect in relation to
D. magna in concentration below 10 mg/L. The highest dose only (100 mg/l) effected D. magna
in the case of GNP (15%) and GNP-Phyl (5%). GNP-Zn was the most toxic reaching 80%
immobilization at the highest tested concentration (100 mg/L). The toxicity of GNPs in relation
to L. minor varied, however, as in the case of D. magna, the most toxic was GNP-Zn also.
A toxic effect was caused by GNP-Phyl at the highest concentration.
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Postgpowanie z wytwarzanymi obecnie odpadami przemystowymi (w tym niebezpiecznymi)
11ich sktadowanie jest regulowane przez ustawe z 2012 r. o odpadach z p6zniejszymi zmianami
(Dz.U. 2022.699) i zharmonizowane z zasadami obowigzujacymi w Unii Europejskiej (UE).
Niestety, do dzisiaj jeszcze istotny problem stanowia sktadowiska odpadow przemystowych
powstale przed przystagpieniem Polski do UE, a zwlaszcza ,,niczyje” sktadowiska pozostate po
zaktadach przemystowych zlikwidowanych w wyniku transformacji gospodarczo-polityczne;j
w 1989 roku. Przyjmuje si¢, ze w Polsce jest obecnie okoto 80 tego rodzaju sktadowisk, sposrod
ktérych 5 okreslanych potocznie mianem ,,bomb ekologicznych”, stwarza szczeg6lne zagro-
zenie dla zdrowia i zycia mieszkancow Bydgoszczy, Tarnowskich Gor, Jaworzna, Tomaszowa
Mazowieckiego 1 Zgierza. Ponadto, odcieki z tych sktadowisk skazaja wody gruntowe 1 poprzez
lokalne rzeki, a nastepnie Odre 1 Wisle trafiaja do Battyku, systematycznie zwigkszajac jego
zanieczyszczenie substancjami toksycznymi. Przygotowywana od wielu lat ,,ustawa o wielkoob-
szarowych terenach zdegradowanych”, majaca na celu rozwigzanie probleméw ,,starych miejsc
deponowania odpadéw”, nie zostata dotad uchwalona.

Jednym z najstarszych sktadowisk odpadéw przemystowych jest sktadowisko ,,za Bzurg”
w Zgierzu powstate na przetomie XIX 1 XX wieku. Nalezato ono do dawnych Zaktadow Prze-
mystu Barwnikow ,,Boruta” w Zgierzu i byto czynne az do likwidacji w 1995 r. Powierzchnia
tego sktadowiska wynosi 4,5 ha, a wraz ze znajdujacymi si¢ poblizu dwoma sktadowiskami
utworzonymi pozniej (sktadowisko gipsow i popiotdw oraz , kwatera I”) i silnie zanieczysz-
czonym terenem bylych ZPB ,,Boruta” — okoto 22 ha. Do roku 1990 nie ewidencjonowano
sktadowania odpadow na sktadowisku ,,za Bzurg”. W okresie ostatnich pieciu lat jego funk-
cjonowania gromadzono okoto 270 Mg odpadow na rok. Majac na uwadze dane dotyczace
substancji produkowanych przez ZPB ,,.Boruta” i uzywanych do ich wytwarzania surowcow
oraz potproduktéw byty to zwigzki o silnym dziataniu kancerogennym. Potwierdzity to tak-
ze nasze badania probek pobranych z odstonietych warstw skarpy sktadowiska oraz zastoin
odciekow (kolorowych katuz) na pograniczu skarpy i rzeki Bzury. Wykazaty one obecnos¢
mi¢dzy innymi silnie toksycznych amin aromatycznych uzywanych do produkcji barwnikow:
benzydyny i o-tolidyny oraz metali ci¢zkich: miedzi, cynku, kadmu, otowiu, manganu i niklu
znacznie przekraczajacych ich dopuszczalng zawarto$¢ w §ciekach odprowadzanych do wody,
czy ziemi.
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Powierzchnie sktadowiska ,,za Bzurg” i skarpy sa poro$niete przez drzewa liczace obecnie
okoto 30 lat o niskich walorach krajobrazowych. Dominujg gatunki wtasciwe dla stanowisk ru-
deralnych: brzoza brodawkowata (Betula pendula), klon jesionolistny (Acer negundo) i wierzba
iwa (Salix caprea). W wielu miejscach skarpy sa widoczne wyrwy odstaniajace skladowane
odpady. Szczegolnie niebezpieczne sg ubytki u podnoza skarpy o powierzchni okoto 20 m?
1 gtebokosci okoto 2 m, z widocznymi warstwami sktadowanych tam odpadéw. Uszkodzenia
powodowane sg przede wszystkim przez podmycia do ktérych dochodzi przy zwiekszonych
poziomach wody w rzece Bzurze w wyniku roztopow i intensywnych opadéw deszczu, jak
réwniez zatorami powstalymi w wyniku dzialalnosci bobroéw (Castor fiber). Liczne $lady ak-
tywnosci tych gryzoni widoczne sg wzdhuz catego nurtu rzeki. Likwidacja sktadowiska po-
przez wywiezienie odpadow poza Zgierz (do miejsc przeznaczonych na sktadowanie odpadow
niebezpiecznych) wydaje si¢ malo realna ze wzglgdu na koszty. Okresowe naprawy skarpy sa
réwniez malo skuteczne, o czym $wiadcza odnotowywane co kilka lat (2011, 2013, 2019, 2022)
znaczne jej uszkodzenia. Bardziej celowe wydaje si¢ przesunigcie koryta rzeki Bzury o kilka-
dziesigt metréw w kierunku poludniowym (na odcinku sktadowiska) i odnowienie powierzchni
skarpy zgodnie z wytycznymi UE (Dyrektywa 1999/31/WE w sprawie sktadowania odpadow,
z pdzniejszymi uzupetnianiami) oraz ustawg krajobrazowa z 2015 r. (Dz. U. 2015, poz. 774).
Propozycje te beda blizej omdéwione podczas prezentacji doniesienia
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The handling of currently generated industrial waste (including hazardous waste) and its storage
is regulated by the Act of 14 December 2012 on waste, as amended (Dz. U. 2022.699) and
harmonized with the rules applicable in the European Union (EU). Unfortunately, industrial
waste landfills created before Poland’s accession to the EU are still a significant problem,
especially “nobody’s” landfills left over from state-owned industrial plants liquidated as a result
of the economic and political transformation in 1989. It is assumed that there are currently
about 80 such landfills in Poland, of which 5, commonly referred to as “environmental bombs”,
pose a particular threat to the health and life of the inhabitants of Bydgoszcz, Tarnowskie Gory,
Jaworzno, Tomaszéw Mazowiecki and Zgierz (cities of Poland). In addition, leachates from
these landfills contaminate groundwater and through local rivers, and then the Oder and Vistula
rivers, they reach the Baltic Sea, systematically increasing its pollution with toxic substances.
The “Act on large-scale degraded areas”, which has been prepared for many years, is aimed at
solving the problems of “old waste disposal sites” and has not yet been passed.

One of the oldest industrial waste landfills is the “za Bzurg” landfill in Zgierz (Poland)
established at the turn of the 19th and 20th centuries. It belonged to the former “Boruta” Dyeing
Industry Plant in Zgierz and was in operation until the complete liquidation of the factory in
1995. The area of this landfill is 4.5 ha, and together with two nearby landfills established
later (a gypsum and ashes landfill and “quarter I’) and the heavily polluted area of the former
Dye Industry Plant “Boruta” — about 22 ha. Until 1990, the storage of waste at the “za Bzurg”
landfill was not recorded. During the last five years of operation of the landfill, approximately
270 Mg of waste per year was collected there. Taking into account the data on the substances
produced by the “Boruta” factory and the raw materials and semi-finished products used for
their production, these compounds were highly carcinogenic. This was also confirmed by our
analyses of samples taken from the exposed layers of the landfill slope and leachate stagnation
(colorful puddles) on the border of the slope and the Bzura River. They showed the presence
of, among others, highly toxic aromatic amines used in the production of dyes: benzidine
and o-tolidine, as well as heavy metals: copper, zinc, cadmium, lead, nickel and manganese,
significantly exceeded the permissible content of these substances in sewage discharged into
water, or soil.

The surface of the landfill “za Bzurg” as well as the slopes are covered with trees that
are currently about 30 years old. Species appropriate for ruderal sites dominate: black birch
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(Betula pendula), ash maple (Acer negundo) and willow (Salix caprea). In many places of the
slope, there are losses of the top layer of soil, revealing fragments of materials stored there.
Particularly dangerous are the cavities at the base of the slope with an area of about 20 m? and
a depth of about 2 m with visible layers of waste stored there. Damage to the slope is caused
primarily by undermining occurring at increased water levels in the Bzura River as a result
of thaws and heavy rainfall, as well as by blockages caused by beaver (Castor fiber) action.
Numerous traces of the activity of these rodents can be seen along the entire course of the river.
Liquidation of the landfill by transporting the waste outside Zgierz (to places designated for
storing hazardous waste) seems unlikely due to the costs. Periodic repairs of the slope are also
not very effective, as evidenced by significant damage to it noticed every few years (2011, 2013,
2019, 2022). It seems more appropriate to move the Bzura riverbed by several dozen meters to
the south (in the section of the landfill site) and renew the slope surface in accordance with the
EU guidelines (Directive 1999/31/EC on waste storage, as amended) and the Landscape Act of
2015. (Dz. U. 2015, poz. 774).The above proposals will be discussed in more detail during the
symposium presentation.



Wplyw starzonych mikroplastikow na toksycznos¢ lekow
przeciwdepresyjnych dla pierwotniaka Spirostomum ambiguum
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Stowa kluczowe: starzony mikroplastik, leki przeciwdepresyjne, pierwotniak

Pojecie mikroplastik (MP) zostatlo wprowadzone i1 opisane w 2004 roku jako czastki plastiku
o $rednicy mniejszej niz 5 mm. Pomimo coraz wiekszej liczby prac naukowych na temat two-
rzyw sztucznych w §rodowisku, badania dotyczace starzenia mikroplastikow pozostaja ograni-
czone. Tymczasem zmiany spowodowane procesem starzenia mikroplastikow moga wplywac
na ich aktywno$¢ biologiczng i procesy sorpcyjne. Istnieja doniesienia naukowe wskazujace na
mozliwos¢ przenoszenia hydrofobowych, toksycznych zwigzkow organicznych zaadsorbowa-
nych na powierzchni mikroczastek plastikow do wnetrza organizmow zywych. Mozliwe jest
takze uwalnianie do srodowiska szkodliwych dodatkow funkcjonalnych stosowanych w celu
polepszenia wiasciwosci tworzyw sztucznych.

Celem badan byto okreslenie wptywu starzenia mikroplastikow na interakcje z lekami prze-
ciwdepresyjnymi i ich wptyw na pierwotniaki Spirostomum ambiguum. Kolorowy 1 bezbarw-
ny polistyren (PS) poddano procesom starzenia obejmujacym: 1) dzialanie nadtlenku wodoru
z jonami zelaza(Il) (reakcja Fentona) oraz 2) nadsiarczanu amonu. Oceniono toksyczno$¢ ostra,
subchroniczng oraz zachowania zywieniowe orzeskow w zaleznos$ci od rodzaju PS, zastosowa-
nego procesu starzenia oraz rodzaju leku antydepresyjnego. Tworzenie wodniczek pokarmo-
wych obserwowano przy zyciu mikroskopu KEYENCE VHZ 700.

Zaobserwowano, ze dodatek mikroplastiku zmniejszyl toksyczno$¢ sertraliny o 40%.
W przypadku pozostatych trzech lekow: paroksetyny, duloksetyny i fluoksetyny odnotowano
nizsze obnizenie toksycznosci. Wplyw kolorowego PS na toksyczno$¢ byt silniejszy niz prze-
zroczystego, natomiast rodzaj zastosowanej metody starzenia mikroplastiku nie miat istotnego
znaczenia. W procesie tworzenia wodniczek nie zaobserwowano réznic wynikajacych z wplywu
MP surowego 1 MP starzonego. R6znice wynikaly ze zmiany stezenia leku.

Badania sfinansowano z grantu Narodowego Centrum Nauki, numer 2019/35/B/NZ8/01388.
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Bakterie algicydowe — wazny czynnik w kontroli sinicowych zakwitow wod
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algicydowe

Niebezpieczne sinicowe zakwity wod sg waznym problemem $srodowiskowym w erze Antro-
pocenu, a postepujgca zmiana klimatu bedzie przyczyniala si¢ do ich wzrostu. Jednym z te-
stowanych rozwigzan, ktore ostatnio zyskato zainteresowanie w srodowisku naukowym, jest
wykorzystanie bakterii algicydowych jako mozliwych, naturalnych antagonistow przeciwko
rozwojowi cyjanobakterii. Jednakze, aby bakterie algicydowe mogly by¢ zastosowane jako
strategia fagodzaca oddziatywanie niebezpiecznych sinicowych zakwitdow waod na srodowisko,
dalsza wiedza na temat sposobu dziatania bakterii algobojczych jest niezbedna. W zwigzku
Z tym, celem niniejszej pracy byto wyizolowanie bakterii z probek wody zawierajacych cyjano-
bakterie i oszacowanie ich dziatania algicydowego wobec sinic, w laboratoryjnych hodowlach
mieszanych. ZbadaliSmy wrazliwo$¢ szczepdw sinic za pomoca analiz genetycznych z udzia-
tem ekspresji genow funkcyjnych: psbA (naprawa fotosystemu II) i recA (naprawa uszkodzen
DNA); a takze oznaczyliSmy zmiany w stezeniu reaktywnych form tlenu (ROS), aby opisac
ogoblny stres oksydacyjny w komorkach sinic. Wreszcie, opisali$my sktad potencjalnych zwigz-
kéw algicydowych, ktére mogtyby odgrywac wazng role w degradacji komorek cyjanobakterii.
Do badan przesiewowych w eksperymentach z hodowlami mieszanymi — cyjanobakterie 1 bak-
terie algicydowe — wybrano trzy szczepy Microcystis aeruginosa, jako te reprezentujace rodzaj
cyjanobakterii najbardziej znanych i szkodliwych, wystepujacych powszechnie w ekosystemach
stodkowodnych. Wyniki pokazaty, ze 26 szczepdéw (11%) — z ogdlnej liczby 235 wyizolowa-
nych bakterii — wykazalo dziatanie algobojcze. Dalsze badania skupiajace si¢ na bakteriach,
ktore wykazaty ponad 50% efekt algicydowy wobec M. aeruginosa, doprowadzity do wyboru
szesciu kandydatéw, nalezacych do réznych taksonow bakteryjnych w obrebie typow: Firmicu-
tes (Bacillus | Exiguobacterium), Gammaproteobacteria (Morganella, Stenotrophomonas i Ae-
romonas) oraz Bacteroidetes (Chryseobacterium). Wszystkie sze$¢ szczepdw bakterii testowano
wobec dziewigciu réznych szczepow sinic nalezacych do gatunkow: M. aeruginosa, Aphanizo-
menon gracile, Planktothrix agardhii | Raphidiopsis raciborskii, w tym szczepdw aksenicznych
uzyskanych z komercyjnie dostgpnych kolekcji kultur oraz nieaksenicznych szczepoéw $rodo-
wiskowych wyizolowanych z Polski jezior. Wyniki badan wykazaly, ze szczepy cyjanobakterii
r6znig si¢ wrazliwos$cig na poszczegolne szczepy bakterii algicydowych. Dwa szczepy bakte-
rii (Morganella | Bacillus) wykazalty najwyzsze wspotczynniki algicydowe wobec wigkszo$ci
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szczepow sinic (do 100% po 6 dniach hodowli) 1 zostaly wybrane do dalszych analiz. Analizy
ekspresji genow przeprowadzono pomiedzy dwoma wybranymi kandydatami bakterii algoboj-
czych, a testowanymi szczepami M. aeruginosa i A. gracile (najczgéciej wystgpujace sinice two-
rzace zakwity w Europie). Wyniki wskazywaty, ze szczepy M. aeruginosa prezentowaly silng
ekspresj¢ (nad ekspresje w stosunku do kontroli) genu psbA po 12 godz., podczas gdy w przy-
padku szczepow A. gracile ta sama reakcja byta opdzniona do 24-30 godzin. Gen recA wykazy-
wat podobng dynamike jak psbA dla szczepdw A. gracile, natomiast u szczepdw M. aeruginosa
obnizona ekspresja nastgpita miedzy 24—-30 godzing. Ogoélne opdznienie w odpowiedzi na stres
dla obu gendw w szczepach A. gracile mozna przypisa¢ réznicom w metabolizmie lub tempie
wzrostu sinic, wiedzac, ze A. gracile wiazg azot (diazotroficzne) 1 majg wolniejszy metabolizm
1 tempo wzrostu w porownaniu z M. aeruginosa (niediazotroficzne). Pomimo tego, analiza ROS
wykazala, ze wszystkie szczepy M. aeruginosa i A. gracile miaty znaczaco zwigkszony stres
oksydacyjny po 3 i 6 dniach hodowli z bakteriami algicydowymi, co skutkowato prawie 100%
usunigciem lub uszkodzeniem komoérek. Wreszcie, zbadalismy sktad zwigzkow algicydowych
wykrytych podczas hodowli mieszanych — M. aeruginosa i Morganella. Wyniki sugerowaty,
ze Morganella byta zaangazowana w uwalnianie kilku substancji, zwlaszcza: kadaweryny, ty-
raminy, cyklo[Pro-Gly] i cyklo[Pro-Val], ktorych profil stezenia zmienial si¢ w czasie. Niniej-
sze badania sg nowatorski w zakresie charakterystyki szczepu Morganella o whasciwosciach
algobdjczych wobec cyjanobakterii, po raz pierwszy rowniez opisano wrazliwos¢ A. gracile
w kontakcie z bakteriami algobdjczymi. Prezentowane wyniki pokazuja potencjat, pozyskanych
ze srodowiska, bakterii algicydowych w rozwigzaniach biotechnologicznych dla kontroli nie-
bezpiecznych sinicowych zakwitow wod.

Badania finansowane z projektu ,,Izolacja, identyfikacja i charakterystyka bakterii algicydo-
wych jako potencjalnego czynnika kontrolujgcego wystepowanie toksycznych sinicowych za-

kwitow wod stodkich” ALGICYDY, NCN, 2019/33/B/NZ8/02093.
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Cyanobacterial harmful algal blooms are a major environmental concern in the Anthropocene
era and their overall occurrence is expected to continue to increase due to climate change. To
address this problem, the use of algicidal bacteria as a possible natural antagonists against
the development of cyanobacteria is a topic that lately has gained interest in the scientific
community. However, further knowledge of the mode of action of algicidal bacteria is needed
before they can be applied as mitigation strategies to solve this environmental problem. In the
present study, we aimed to isolate bacteria from water samples containing cyanobacterial blooms
and reveal their algicidal effect against cyanobacteria by controlled laboratory co-culture assays.
We investigated the sensitivity of cyanobacterial strains with gene expression assays targeting
the key functional genes psbhA (photosystem II repair) and recA (DNA repair), and measure the
reactive oxygen species (ROS) to describe the overall oxidative stress in cyanobacterial cells
when exposed to algicidal bacteria. Finally, we described the composition of potential algicidal
compounds that could play an important role in the degradation of cyanobacterial cells. During
the screening tests for algicidal bacteria, three strains of Microcystis aeruginosa were selected
for the co-culture assays, as the most known harmful cyanobacterium occurring in freshwater
ecosystems. The results showed that 26 strains (11%) — from a total of 235 isolated bacteria
— showed an algicidal effect against M. aeruginosa. Further screening focusing on bacteria
that presented an algicidal effect above 50% against M. aeruginosa led to the selection of six
candidates that belong to different bacterial taxa within the phyla Firmicutes (Bacillus and
Exiguobacterium), Gammaproteobacteria (Morganella, Stenotrophomonas and Aeromonas)
and Bacteroidetes (Chryseobacterium). All six algicidal candidates were tested against nine
different cyanobacterial strains, including axenic strains obtained from culture collections and
non-axenic environmental strains isolated from Poland belonging to the species: M. aeruginosa,
Aphanizomenon gracile, Planktothrix agardhii and Raphidiopsis raciborskii. The results
revealed that cyanobacterial strains had different sensitivity against particular algicidal bacteria.
Two bacterial strains (Morganella and Bacillus) showed the highest algicidal ratios against most
cyanobacterial strains (up to 100% after 6 days of co-culture) and were selected for further
analyses. Gene expression analyses were carried out in co-cultures between the two selected
algicidal candidates and different strains of M. aeruginosa and A. gracile, which are two of the
most common bloom-forming cyanobacteria in Europe. Interestingly, the results indicated that
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M. aeruginosa strains presented a strong upregulation of the gene psbA after 12 h of co-culture,
whereas in the case of A. gracile strains the same reaction was delayed until 24-30 h of co-
culture. The gene recA showed similar dynamics to psbA for 4. gracile strains, although in M.
aeruginosa strains many downregulations occurred between 24-30 h of co-culture. The overall
delay in the stress response for both genes in A. gracile strains could be attributed to differences
in metabolism or growth rate of cyanobacteria, knowing that 4. gracile are nitrogen-fixating
(diazotrophic) and have a slower metabolism and growth rate when compared to M. aeruginosa
(non-diazotrophic). Despite the above, ROS analysis revealed that all strains of M. aeruginosa
and 4. gracile had significantly increased the oxidative stress after 3 and 6 days of co-culture
resulting in almost 100% cell removal or cell damage. Finally, we investigated the algicidal
compound composition found in the co-cultures from different strains of M. aeruginosa and
Morganella — the most active algicidal strain. The results suggested that Morganella was
involved in the release of several substances, notably cadaverine, tyramine, cyclo[Pro-Gly] and
cyclo[Pro-Val], whose concentration profile in the co-cultures evolved over time. Such dynamics
were attributed to the metabolic action between Morganella and the associated bacteria in the
co-cultures containing non-axenic environmental strains of M. aeruginosa, which were strictly
different when compared to the co-culture containing an axenic strain of M. aeruginosa. The
present study is novel in the characterization of a Morganella strain with algicidal properties
against cyanobacteria, and it is also the first time that the sensitivity of the cyanobacterium
A. gracile was described when exposed to algicidal bacteria. Our research sheds light on how
algicidal bacteria could be potential biotechnological solutions for the control of cyanoHABsS.

Research funded: National Science Centre 2019/33/B/NZ8/02093 “ALGICYDY” Isolation,
identification and characterization of algicidal bacteria as a potential factor controlling the
occurrence of freshwater toxic cyanobacterial blooms.
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Siedlisko lesne definiuje si¢ jako zespot wzglednie trwatych czynnikéw klimatycznych, topo-
graficznych, wodno-glebowych tworzacych warunki do zycia w lesie. Jest to zespdt warunkow
zewnetrznych, takich jak klimat, gleba, morfologia terenu wraz z budowa geologiczng, w kto-
rych funkcjonuje dana fito- i zoocenoza. Zewnetrzny obraz siedliska reprezentuja rosliny, za-
réwno runa lesnego, jak i1 gatunki drzew oraz ich cechy waloryzacyjne (waloryzacja). W lasach
zdeformowanych przez cztlowieka roslinno$¢ runa czgsto nie odzwierciedla potencjalnych moz-
liwosci siedlisk, a jedynie mozliwosci powierzchniowych poziomow gleb, nie uwzgledniajac
ich glebszych warstw, dostgpnych dla korzeni drzew.

Celem badan byta charakterystyka funkcjonalna i strukturalna mikroorganizméw (bakterii
1 grzybow) w glebie lesnej 1 uprawianej rolniczo oraz poréwnanie tych srodowisk pod wzgledem
sktadu mikrobiologicznego. Dodatkowo celem badan byto okreslenie zréznicowania struktu-
ralnego 1 funkcjonalnego bakterii zasiedlajacych ryzosferg trzech wybranych gatunkéw drzew:
olszy czarnej (Alnus glutinosa), brzozy brodawkowatej (Betula pendula) 1 sosny zwyczajnej
(Pinus sylvestris). Probki gleby pobrano w latach 2019-2021 z lasu mieszanego zlokalizowa-
nego w poblizu Rolniczego Zaktadu Doswiadczalnego IUNG-PIB w Osinach. Probki pobrano
z warstw korzeni drzew. Kazda prébke pobierano w trzech powtorzeniach biologicznych kaz-
dego sierpnia z wybranych gatunkéw drzew. Okre§lono podstawowe parametry fizykochemicz-
ne gleb, oznaczono aktywnos$¢ enzymatyczng oraz oceniono profil metaboliczny gleb (Biolog
EcoPlates 1 FFPlates).

Wykazano, ze sktad gatunkowy mikroorganizméw glebowych byt $cisle zwigzany z wtasci-
wosciami fizycznymi 1 biochemicznymi badanych gleb, jak rowniez zalezal od miejsca poboru
probek (danego ekosystemu). Gleby o podobnych whasciwosciach fizykochemicznych (odczyn,
zawarto$¢ wegla organicznego) posiadaty zblizony sktad mikroorganizmow (bakterie, grzyby).
Mikrobiom rdzeniowy bakterii i grzybow byt charakterystyczny dla danego ekosystemu. Zwigk-
szona bior6znorodnos¢ srodowiska glebowego byla $cisle zwigzana ze zwigkszong iloscig po-
tencjalnych funkcji pelnionych przez mikroorganizmy w glebie. Bior6znorodnos$¢ strukturalna
1 funkcjonalna grzybow byta wieksza w glebach kwasnych (probki pobrane z lasu) natomiast
bakterii w glebach o odczynie zblizonym do neutralnego (pole, granica). Nasze badania wyka-
zaly, ze gleba pobrana z ryzosfery wybranych gatunkow drzew — olszy czarnej, brzozy brodaw-
kowatej 1 sosny zwyczajnej — posiadata unikalny mikrobiom bakteryjny i grzybowy. Mikrobiom
ten byt Scisle zalezny od gatunku drzewa 1 wtasciwosci fizykochemicznych gleby. Aktywnos¢
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biologiczna gleby i procesy metaboliczne przeprowadzane przez mikroorganizmy zalezaty row-
niez od gatunku rosliny. Najwiekszg aktywno$¢ metaboliczng na ptytkach EcoPlates zaobser-
wowano w glebie pobranej spod olszy czarnej i brodawkowatej brzozy. Z kolei gleba pobrana
spod sosny charakteryzowala si¢ znacznie nizszg aktywnos$cig biologiczng i mniejszym po-
tencjatem metabolicznym. Wyniki uzyskane na plytce FFPlate wykazaly rowniez najwyzszy
potencjal metaboliczny grzybow w probkach pobranych ze strefy korzeniowej olszy czarnej.
Najlepiej metabolizowanym zwigzkiem byta L-fenyloalanina, L-asparagina, D-mannitol i kwas
g-hydroksymastowy.

Zrozumienie réznorodno$ci mikroorganizmoéw zyjacych w strefie okotokorzeniowej drzew
oraz interakcji miedzy mikrobiomem a drzewami ulatwi opracowanie przyszlych strategii
ochrony lasow i znalezienie odpowiednich wskaznikow do oceny gleb lesnych. Otrzymane
wyniki badan stanowig dodatkowe zrédto informacji dotyczace sktadu mikrobiologicznego,
aktywnosci enzymatycznej 1 niektorych wtasciwosci chemicznych gleby lasu mieszanego i ota-
czajacego go pola uprawnego.

Badania wykonano w ramach realizacji projektu pt. ,, Charakterystyka strukturalna i funk-
cjonalna biordznorodnosci mikroorganizmow glebowych w ekosystemie lesnym i rolniczym”™

(2019-2022) otrzymanego z subwencji MEIN.
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A forest habitat is defined as a set of relatively persistent climatic, topographic, water and soil
factors creating conditions for forest life. It is a complex of external conditions, such as climate,
soil, land morphology with a geological structure, in which a given phyto- and zoocenosis
functions. The external image of the habitat is represented by plants, both undergrowth and
tree species and their valuation features (valuation). In forests deformed by man, undergrowth
vegetation often does not reflect the potential possibilities of habitats, but only the possibilities
of surface soil levels, not taking into account their deeper layers, which are accessible to tree
roots.

The aim of the research was the functional and structural characteristics of microorganisms
(bacteria and fungi) in forest and agricultural soil, and the comparison of these environments
in terms of microbiological composition. Additionally, the aim of the study was to determine
the structural and functional diversity of bacteria inhabiting the rhizosphere of three selected
tree species: black alder (4/nus glutinosa), silver birch (Betula pendula) and Scots pine (Pinus
sylvestris). Soil samples were collected in 2019-2021 from a mixed forest located near the
Agricultural Experimental Station [IUNG-PIB in Osiny, Poland. Samples were taken from tree
root layers. Each sample was collected in three biological replicates every August from selected
tree species. The basic physical and chemical parameters of soils were determined, as well as the
determination of enzymatic activity and the assessment of the metabolic profile of soils (Biolog
EcoPlates and FFPlates).

It was shown that the species composition of soil microorganisms was closely related to
the physical and biochemical properties of the tested soils, and also depended on the sampling
site (a given ecosystem). Soils with similar physicochemical properties (reaction, organic
carbon content) had a similar composition of microorganisms (bacteria, fungi). The core
microbiome of bacteria and fungi was ecosystem-specific. The increased biodiversity of the
soil environment was closely related to the increased number of potential functions performed
by soil microorganisms. The structural and functional biodiversity of fungi was greater in acidic
soils (samples taken from the forest) and bacteria in soils with a reaction close to neutral (field,
boundary). Our research showed that the soil taken from the rhizosphere of selected tree species
— black alder, silver birch and Scots pine — had a unique bacterial and fungal microbiome. This
microbiome was closely related to the tree species and the physicochemical properties of
the soil. Soil biological activity and metabolic processes carried out by microorganisms also
depended on the plant species. The highest metabolic activity on EcoPlates was observed in
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the soil collected from under black alder and warty birch. In turn, the soil taken from under the
pine was characterized by much lower biological activity and lower metabolic potential.
The results obtained on the FFPlate plate also showed the highest metabolic potential of the
fungi in the samples taken from the black alder root zone. The best metabolized compound was
L-phenylalanine, L-asparagine, D-mannitol and g-hydroxybutyric acid.

Understanding the diversity of microorganisms living in the periroot zone of trees and
the interactions between the microbiome and trees will facilitate the development of future
forest protection strategies and finding appropriate indicators for assessing forest soils. The
obtained test results are an additional source of information on the microbiological composition,
enzymatic activity and some chemical properties of the soil of the mixed forest and the
surrounding farmland.

The research was carried out as part of the project entitled “Structural and functional characte-
ristics of biodiversity of soil microorganisms in forest and agricultural ecosystems” (2019-2022)
received from the Ministry of Education and Science.



Polimery biodegradowalne — ocena procesu biodegradacji
w aspekcie inzynierii materialowej i Srodowiskowej

K. Gzyra-Jagiela'?, L. Madej-Kielbik®, J. Jozwik-Pruska’, A. Milczarek!, P. Cichacz®,
A. Bednarowicz'?, D. Zielinska

I'Sie¢ Badawcza tukasiewicz — Lodzki Instytut Technologiczny w Lodzi, ul. Sktodowskiej-
-Curie 19/27, 90-570 Lodz

? Politechnika Lodzka, Instytut Materiatoznawstwa Tekstyliow i Kompozytow Polimerowych,
ul. Zeromskiego 116, 90-924 Lodz

e-mail: karolina.gzyra-jagiela@lit.lukasiewicz.gov.pl

Stowa kluczowe: biopolimery, biodegradacja, GPC/SEC, SEM, DSC

Biodegradowalne termoplastyczne polimery w ostatnim czasie staty si¢ ciekawg alternaty-
wa wobec polimeroéw pochodzenia petrochemicznego nie ulegajacych procesom rozktadu tj.
polipropylen, polietylen, PET. Biodegradowalne polimery s3 coraz czg¢$ciej wykorzystywane
w roznych zastosowaniach, takich jak opakowania, tekstylia, medycyna czy farmacja. Ponadto
zainteresowanie biotworzywami jest rowniez wynikiem rozporzadzen UE, aspektow srodowi-
skowych i spotecznych. Przykladem jest dyrektywa UE z dnia 5 czerwca 2019 r. nr 2019/904
w sprawie ograniczenia wplywu niektorych produktow z tworzyw sztucznych na srodowisko,
ktorej gtownym celem jest ograniczenie negatywnego wplywu niektorych wyrobow z tworzyw
sztucznych na §rodowisko, w szczegdlnosci na srodowisko wodne 1 zdrowie ludzi. Przewiduje
ona stopniowe wycofywanie niektérych produktéw z tworzyw sztucznych, a w przypadku gdy
nie ma alternatywy dla danego produktu, wprowadzenie rozszerzonej odpowiedzialno$ci produ-
centa w celu pokrycie kosztow oczyszczania odpadoéw z tworzyw sztucznych i1 gospodarowania
nimi. Dlatego tez, obserwuje si¢ trend do zastepowania stosowanych rozwigzan alternatywnymi
polimerami, ktore ulegaja degradacji w srodowisku naturalnym. Do przedstawicieli polimerow
biodegradowalnych zaliczamy np.: poli(hydroksyalkaniany), poli(kwas mlekowy), poli(kwas
hydroksymastowy), poli(adypinian 1,4-butylenu-co-tereftalan 1,4-butylenu), poli(alkohol winy-
lowy), polikaprolakton, poliesteroamidy, skrobi¢ termoplastyczna, niemiej wachlarz dostepnych
polimerow jest szerszy i w zaleznos$ci od struktury i wlasciwos$ci moga by¢ wykorzystywane
w roznych zastosowaniach.

Sie¢ Badawcza Lukasiewicz — Lodzki Instytut Technologiczny prowadzi liczne prace
w zakresie biodegradowalnych materialdéw zar6wno w aspekcie inzynierii materiatowej jak
i sSrodowiskowej. Dlatego tez, w ramach prezentacji zostang przedstawione realizowane prace
z zakresu biodegradacji roznych struktur wytworzonych z biopolimerow w szczegdlnosci PLA.
Zaprezentowane zastang techniki analityczne pozwalajace oceni¢ strukture polimerow w cza-
sie trwania procesu biodegradacji ale réwniez ocen¢ mediow biodegradacyjnych po procesie.
Badania biodegradacji prowadzone sag w symulowanych warunkach laboratoryjnych w akredy-
towanym laboratorium. Proces moze by¢ prowadzony w réznych mediach biodegradacyjnych
tj. gleba, kompost, czy srodowiskowo wodne. Badania podatno$ci na rozktad mikrobiologiczny
w warunkach tlenowych sg prowadzone w $cisle okreslonych warunkach wilgotnosci 1 tempera-
tury w zalezno$ci od wybranego podtoza zgodnie z dokumentami normatywnymi. W pierwszym
etapie materiat jest poddany badaniom ubytku masy w wyznaczonych czasookresach procesu
biorozktadu. Kolejnym etapem moze by¢ ocena materiatu wykorzystujac aparature pomiarowo-
-badawczg. Rozktad masy molowej, srednie wartosci masy molowej 1 stopien polidyspersji
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biodegradowalnego materiatu s3 wyznaczane za pomoca chromatografii zelowej (GPC/SEC).
Analiza pozwala na oznaczenie poziomu biodegradacji ale rowniez jest narzedziem umozliwia-
jacym okreslenie mechanizm procesu. Badany materiat jezeli jest termoplastem, mozna prze-
analizowa¢ wykorzystujac techniki termiczne tj. skaningowa kalorymetri¢ roznicowa (DSC).
Podczas tej analizy polimer poddany jest zmianie temperatury w $cisle okreslonym rezimie
temperaturowo-czasowym, co powoduje szereg procesow zarowno fizycznych jak 1 chemicz-
nych np.: sieciowanie, przemiany zwigzane z temperaturg zeszklenia, topnienie czy rozktad.
W zalezno$ci od etapu biodegradacji polimer moze wykazywac¢ zmienno$¢ parametréw termicz-
nych. Polimer rowniez moze zosta¢ poddany analizie spektrofotometrycznej w podczerwieni, co
pozwala na obserwacje struktury. Wraz z postepujacym procesem struktura moze wykazywac
szereg zmian tj. zmiana intensywnosci kluczowych ugrupowan chemicznych, pojawienie si¢
nowych ugrupowan chemicznych wynikajacych z rozerwania wigzan chemicznych. Kolejng
technikg pozwalajaca na obserwacj¢ i ocen¢ procesu biorozkladu jest skaningowa mikrosko-
pia elektronowa (SEM). Analiza morfologiczna powierzchni materiatu pozwala na obserwacje
zaniku struktury pierwotnej, pojawianie si¢ sygnaléw rozpadu. Powyzsze techniki sg stosowa-
ne w aspekcie oceny struktury biodegradowalnego materiatu, co jest niezmiernie wazna dla
inzynierii materialowej. Natomiast rowniez wazny jest aspekt srodowiskowy. Podstawowym
pytaniem jest czy w wyniku biodegradacji biopolimery sg obcigzeniem dla srodowiska natu-
ralnego. W ochronie srodowiska bardzo istotny jest rowniez proces bioasymilacji polimerow,
w ktorym produkt degradacji polimeru zostaje przyswojony (zasymilowany) przez srodowisko.
Dlatego tez, rowniez analiza medidw po procesie biodegradacji jest waznym zadaniem. Moze-
my wykorzystywac¢ takie same instrumenty analityczne do oceny pozostatosci z biopolimerow,
ale rowniez zastosowa¢ metody tj. chromatografia gazowa. Inzynieria materiatlowa powinna
uwzglednia¢ aspekt odpadoéw po procesie biodegradacji i ich potencjalnego wptywu na srodowi-
sko. W ramach prac przeprowadzono badania zarowno materiatu jak i mediow degradacyjnych
z poli(kwasu mlekowego) w celu oceny procesu w aspekcie inzynierii materiatowej 1 sSrodowi-
skowej. Oprocz klasycznej techniki chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas
(GC/MS) w badaniach wykorzystano rdwniez technike pirolitycznej chromatografii gazowej
(Py-GC/MS). Technika ta jest stosowana w analizie polimeréw, dzigki takiemu rozwigzaniu
uwolnione w wyniku pirolizy anality wprowadzane sg bezposrednio do kolumny chromato-
graficznej bez zadnych strat. Dodatkowo w badaniach srodowiskowych wykorzystano tech-
nike chromatografii zelowej (GPC/SEC) pozwalajaca na okreslenie rozkladu mas molowych,
srednich mas molowych i polidyspers;ji oraz technike spektrofotometrii w podczerwienie, ktora
umozliwia badanie struktury po degradacji polimerow.
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Biodegradable thermoplastic polymers have recently become an interesting alternative to
non-degradable polymers of petrochemical source, i.e. polypropylene, polyethylene, PET.
Biodegradable polymers are being increasingly used in various applications such as packaging,
textiles, medicine and pharmaceuticals. Moreover, the interest in bioplastics is also a result of EU
regulations, environmental and social aspects. The EU Directive of June 5, 2019 No. 2019/904
is an example of the right to reduction of the environmental impact of plastic products,
the main objective of which is to reduce the negative impact of certain plastic products on
the environment, in particular on the aquatic environment and human health. It includes the
staged phase-out of some plastic products and, where there are no alternatives to a plastic
product, the introduction of extended producer responsibility to cover the costs of plastic
waste purification and management. Therefore, there is a trend toward replacing the
solutions used with alternative polymers that degrade in the environment. Representatives
of biodegradable polymers include, for example, poly(hydroxyalkanoates), poly(lactic acid),
poly(hydroxybutyric acid), poly(1,4-butylene adipate-co-terephthalate), poly(vinyl alcohol),
polycaprolactone, polyesteroamides, thermoplastic starch, but the range of available polymers
is wider and, depending on their structure and properties, can be used in various applications.

Lukasiewicz Research Network — Lodz Institute of Technology is conducting a lot of
research in the field of biodegradable materials in aspects of materials and environmental
engineering. Therefore, the presentation will include biodegradation process of various structures
made from biopolymers in particular PLA. Analytical techniques will be presented to assess the
structure of polymers during the biodegradation, but also to estimate the biodegradation media
after the process. Biodegradation studies are conducted under simulated laboratory conditions
in an accredited laboratory. The process can be carried out in various biodegradation media,
1.e. soil, compost, or aquatic media. Tests of susceptibility to microbial decomposition under
aerobic conditions are carried out under specific conditions of humidity and temperature
depending on the chosen medium in accordance with normative documents. r weight loss at
determined times of the biodegradation process. The next stage can be the assessment of the
material using measuring and research instruments. The molar mass distribution, average molar
mass values and degree of polydispersity of the biodegradable material are determined by gel
permeation chromatography (GPC/SEC). The analysis makes it possible to determine the level
of biodegradation but is also a tool to define the mechanism of the process. The thermoplastic
material can be analyzed using thermal techniques, i.e. differential scanning calorimetry
(DSC). During this analysis, the polymer is exposed to a temperature change in a well-defined
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temperature-time regime, which causes a number of physical as well as chemical processes,
e.g.. crosslinking, glass transition, melting or decomposition. Depending on the level of
biodegradation, the polymer can show variability the thermal parameters. The polymer also can
be examined by infrared spectrophotometric analysis, which allows observation of the structure.
As the process progresses, the structure could show a spectrum of changes, i.e. a change in
the intensity of key chemical groups, the formation of new chemical groups as a result of the
breaking of chemical bonds. Scanning electron microscopy (SEM) is the next technique to
observe and assess the biodegradation process. Morphological analysis of the surface of the
material allows observation of the disappearance of the primary structure, the appearance of
decomposition signals. The presented techniques are used in the evaluation of the structure
of biodegradable material, which is very important for materials engineering. On the other
hand, the environmental aspect is also important. The basic question is whether biopolymers
are a pollution to the environment as a result of biodegradation. In environmental protection, the
process of polymer bioassimilation, in which the degradation product of a polymer is assimilated
by the environment, is also very important. Therefore, also the analysis of media after the
biodegradation process is an important activity. We can use the same analytical instruments
for evaluating residues from biopolymers, but also use methods, i.e. gas chromatography.
Materials engineering should include the aspect of post-biodegradation waste and its potential
environmental impact. In this work, both the material and degradation media of poly(lactic
acid) were tested to evaluate the process in terms of material and environmental engineering.
Apart from the classical technique of gas chromatography conjugated with mass spectrometry
(GC/MS), the study also used the technique of pyrolytic gas chromatography (Py-GC/MS).
This technique is used in the analysis of polymers, due to this solution, the analytes released
by pyrolysis are introduced directly into the chromatographic column without any losses.
Moreover, environmental studies have used the gel permeation chromatography (GPC/SEC)
technique, which allows the determination of molar mass distribution, average molar masses
and polydispersity, and the infrared spectrophotometry technique, which allows the study of the
structure of residual polymers.
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Ponad potowa mieszkancow ziemi zyje w miastach, a ekosystemy te sg obecnie szczeg6lnie
dotkniete skutkami zmiany klimatu. Problem z okresowymi powodziami, wyspa ciepla, zbyt
szybkim odplywem wod oraz transportem zanieczyszczen i znacznie ograniczonymi zaso-
bami przyrodniczymi ostabiajg ich naturalne zdolno$ci adaptacyjne, wplywajac negatywnie
na funkcjonowanie miast oraz zdrowie mieszkancéw. Radom, jako jedno z pierwszych miast
w Polsce, podjeto w ramach projektu LIFERADOMKLIMA-PL (2015-2022), wyzwanie
kompleksowego przeciwdziatania tym niekorzystnym zmianom z wykorzystaniem potencjatu
dolin rzecznych 1 odprowadzanych do nich wod z terenu miasta. Punktem wyjscia do dziatan
projektowych byta koncepcja ekohydrologii, integrujgca rozwigzania hydrotechniczne i1 biolo-
giczne wdrazane w latach 2010-2015 migdzy innymi w gérnym odcinku rzeki Bzury w Lodzi
w ramach projektu EH-REK.

W Radomiu wykonano tacznie 16 rozwigzan z zakresu bl¢kitno-zielonej infrastruktury
(BZI), w tym 5 rozwigzan makroskalowych stworzonych na systemach rzecznych oraz 11 roz-
wigzan mikroskalowych zrealizowanych w przestrzeni miasta. Zastosowane rozwigzania ma-
kroskalowe to polder przy rzece Cerekwiance, adaptacja terenu zalewowego na Potoku Péinoc-
nym w wielofunkcyjny obszar retencyjny czy adaptacja zbiornika Borki poprzez stworzenie
dodatkowej pojemnosci powodziowe] w gldéwnej misie zbiornika wraz z systemem biofiltra-
cyjnym w czesci wlotowej akwenu. Dodatkowo rewitalizacja objeto 750-metrowy odcinek rze-
ki Mlecznej, w ramach ktorej wzbogacono zréznicowanie mikrosiedliskowe z jednoczesnym
zwiekszeniem retencji korytowej. Zastosowane rozwigzania ograniczyty problem powodzi bty-
skawicznych i poprawily jakos¢ srodowiska wodnego. Sumaryczna retencja uzyskana dzigki
zastosowanym rozwigzaniom umozliwia przechwycenie jednorazowo prawie 60.000 m* wod
opadowych, tym samym zwigkszajac bezpieczenstwo powodziowe w centrum miasta. Rozwia-
zania mikroskalowe promujace nowoczesne i proekologiczne formy zagospodarowania wod
deszczowych dodatkowo retencjonujg wody opadowe z ponad 2.000 m? powierzchni utwar-
dzonej miasta, przeciwdziatajac przedostaniu si¢ ich do kanalizacji deszczowej, co w skali roku
moze przyczynic si¢ do retencji krajobrazowej tych wod w ilosci nawet 1.200 m>.

Jednym z zastosowanych rozwigzan makroskalowych integrujacych podejscie hydrotech-
niczne, geochemiczne 1 mikrobiologiczne byta budowa systemu doczyszczajacego w celu
mozliwos$ci pozyskiwania wod z podziemnego kanalu A0 w Radomiu, bedacego odbiornikiem
wod opadowych z terenu miasta. Wody te ze wzgledu na zlg jakos$¢ byly odprowadzane do
rzeki Mleczna ponizej zbiornika Borki. Wdrozony system stanowi uktad przepuszczalnych
barier reaktywnych — PBR (ang. Permeable Reactive Bariers) dla podczyszczania wod po-
zyskiwanych z kanatu A0, ktore stuzg do zwigkszenia przeptywu w rzece Mlecznej, zasilajac
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tym samym zbiornik Borki. Uktad tych barier stanowi element systemu hybrydowego skta-
dajacego si¢ z czesci podziemnej i naziemnej. Czes¢ podziemng obejmuje system ujecia wod
z podziemnego kanatu A0 wraz z osadnikiem wirowym 1 przepompownia. Czgs$¢ naziemng
stanowi Sekwencyjny System Sedymentacyjno-Biofiltracyjnego (SSSB), rozpoczynajacy si¢
osadnikiem znajdujacym si¢ w miejscu wylotu wody na powierzchnie, uktadem trzech PBR
wykonany z dolomitu, wapienia (narzut kamienny) i preparatu BioKer (sorbent umieszczony
w koszach siatkowych) oraz strefg roslinng na odptywie petnigcg funkcje biofiltra. Uktad PBR
umieszczony zostal w istniejacym korycie betonowym o dlugosci 112 m stanowiagcym wcze-
$niej odprowadzalnik wod z kanatu deszczowego. Ostatnim elementem jest biofiltr zbudowany
na podtozu piaszczystym wraz ze strefg roslinng o powierzchni ok. 600 m?. Przelew do rzeki
Mlecznej odbywa si¢ powierzchniowo poprzez calg dtugos¢ bocznej skarpy biofiltra, wytozong
kamieniami dolomitowymi.

Zastosowany system PBR skutecznie redukuje ok. 1/3 tadunku fosforanéw transportowa-
nych z kanatu A0. Uwzgledniajac cz¢$¢ biofiltracyjna, facznie system usuwa prawie 70% fos-
foranow. Stezenie fosforanow jest bardzo niskie i1 nie wplywa negatywnie na jakos¢ waod rzeki
Mlecznej. Prawdopodobnie w zwigzku z wysokim stezeniem jondéw wapnia w wodzie sptywa-
jacej kanatem A0 (Srednio 116 mg/l), zwigkszonym dodatkowo, przez dziatanie materiatow fil-
tracyjnych, nastepuje pozytywny efekt spadku st¢zenia fosforanéw (i jednoczesnie fosforu ogol-
nego) w Mlecznej. Dodatkowo, analiza zroznicowania bakterii (16S rRNA) z uwzglednieniem
ich potencjatu funkcyjnego, we wszystkich trzech PBR, wskazala na obecno$¢ bakterii zdolnych
do akumulacji polifosforanéw zarowno w wodzie jak i tworzacym si¢ biofilmie. Ponadto za-
obserwowano, ze wysokie zanieczyszczenie wod w kanale A0 rozpuszczonymi formami azotu
nie jest w petni kompensowane przez materialy filtracyjne. Uzyskana skuteczno$¢ systemu
w tym zakresie dla jonéw azotanowych i amonowych w miesigcu wrzesniu (po 3 miesigcach
funkcjonowania) wyniosta odpowiednio 11% 1 33% 1 powinna dale wzrasta¢ wraz z rozwojem
strefy biofiltracji i biofilmu wewnatrz barier. Wzrost skutecznosci redukcji zwigzkow azotu
zaobserwowany byt w strefie biofiltracyjnej. Analizy zr6znicowania filogenetycznego 1 poten-
cjatu funkcyjnego bakterii w PBR wykazaly, ze szczeg6lnie w biofilmie (w stosunku do wody)
wzrasta procentowy udziat rodzajow bakterii zdolnych do transformacji azotu, o potencjale do
procesoéw: nitryfikacji, denitryfikacji, anamoksu i komamoksu. Dalsze badania sg niezbe¢dne
dla udowodnienia dtugoterminowej skutecznosci funkcjonowania systemu 1 opracowania prac
utrzymaniowych, w tym wymiany lub regeneracji z16z.
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More than half of the world’s population lives in cities, and these ecosystems are currently
particularly affected by the effects of climate change. The problem with periodic floods, the heat
island, too fast outflow of water and the transport of pollutants and significantly limited natural
resources weaken their natural adaptive abilities, negatively affecting the functioning of cities
and the health of residents. As part of the LIFERADOMKLIMA-PL project (2015-2022), Radom,
as one of the first cities in Poland, took up the challenge of comprehensively counteracting
these unfavorable changes using the potential of river valleys and waters discharged into them
from the city area. The starting point for the project activities was the concept of ecohydrology,
integrating hydrotechnical and biological solutions implemented in 2010-20135, in the upper
section of the Bzura River in Lodz city as part of the EH-REK project.

A total of 16 solutions in the field of blue-green infrastructure (BZI) were implemented in
Radom, including 5 macroscale solutions created on river systems and 11 microscale solutions
implemented in the city space. The implemented macroscale solutions include a floodplain
polder on the Cerekwianka River, adaptation of the floodplain area on Potok Potnocny into
a multifunctional area, and adaptation of the Borki reservoir by creating an additional flood
capacity in the main basin of the reservoir along with a biofiltration system in the inlet part of
the reservoir. Additionally, revitalization covered a 750-meter section of the Mleczna River, as
part of which the microhabitat diversity was enriched with a simultaneous increase in riverbed
retention. The applied solutions reduced the problem of flash floods and improved the quality
of the water environment. The total retention obtained thanks to the applied solutions enables
the interception of almost 60,000 m* of the rainwater at a time, thus increasing flood safety
in the city center. Microscale solutions promoting modern and nature based solution forms of
rainwater management additionally retain rainwater from over 2,000 m? of the impermeable
area of the city, preventing it from entering the rainwater drainage system, which may contribute
to landscape retention of up to 1,200 m® of this water per year.

One of the implemented macroscale solutions integrating the hydrotechnical, geochemical
and microbiological approach was the construction of a hybrid system in order to obtain water
from the underground A0 canal in Radom, which collect the rainwater from the city. Due to
poor water quality they were discharged into the Mleczna River below the Borki reservoir,
previously. The implemented system create permeable reactive barriers — (PBR) for treatment
of water collected from the A0 channel, which are used to increase the flow in the Mleczna
River, thus supplying the Borki reservoir. The arrangement of these barriers is part of a hybrid
system consisting of an underground and above-ground part. The underground part includes
a water intake system from the AO underground channel with a sedimentation tank (separator)
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and a pumping station. The above-ground part is the Sequential Sedimentation and Biofiltration
System (SSSB), with a sedimentation section located at the point of water outlet to the surface,
a system of three PBR made of dolomite, limestone (stones) and BioKer (sorbent placed in
mesh baskets) and a plant section located on the system outflow (biofilter). The PBR system was
placed in the existing concrete channel with a length of 112 m, which was previously a drainage
channel for rain water. The last element is a biofilter built on a sandy substrate with a plant zone
of approx. 600 m? The overflow to the Mleczna River takes place over the entire length of the
side slope of the biofilter, lined with dolomite stones.

The PBR system effectively reduces 1/3 of the phosphate load transported from the AO
channel. Including the biofiltration section of the system, the total efficiency for phosphates
removal was almost 70%. The concentration of phosphates is very low and does not adversely
affect the quality of the Mleczna River. Probably due to the high concentration of calcium in the
water flowing down the A0 canal (average 116 mg/l), additionally increased by the activity of
filtration materials, decrease of concentration of phosphates was observed as a positive element
(and at the same time total phosphorus) in Mleczna river. Additionally, the analysis of bacterial
diversity (16S rRNA) with regard to their functional potential, in all three PBRs, indicated the
presence of bacteria capable of accumulating polyphosphates both in water and in the biofilm
being formed. Moreover, high concentration of dissolved forms of nitrogen in water in the A0
channel is not fully compensated by the filtration materials. The efficiency of the system in
this respect for nitrate and ammonium in September (after 3 months of operation) amounted to
11% and 33%, respectively, and should continue to increase along with the development of the
biofiltration zone and biofilm inside the barriers. An increase of the effectiveness of dissolved
form of nitrogen reduction was observed in the biofiltration zone. Analyzes of the phylogenetic
diversity and functional potential of bacteria in PBR showed that, especially in the biofilm (in
relation to water), the percentage of bacteria capable of transforming nitrogen, with the potential
for the following processes: nitrification, denitrification, anamox and komamox, increases.
Further studies are necessary to confirm the longterm effectiveness of implemented system
operation and to develop maintenance works, including replacement or regeneration of sorbents.
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Gleby sa podstawowym i nieodnawialnym zasobem naturalnym dostarczajagcym dobr 1 ustug
niezbednych dla ekosystemow i zycia cztowieka. Wedtlug Strategii Glebowej (COM 669, 2021)
o zdrowiu gleby decyduja jej dobre wtasciwosci chemiczne, fizyczne i biologiczne oraz zdol-
no$¢ do $wiadczenia szeregu ustug ekosystemowych, jak: produkcja zywnosci, dostarczanie
energii 1 surowcow, retencjonowanie i oczyszczanie wody, regulacja obiegu sktadnikow odzyw-
czych czy siedlisko bioréznorodnos$ci. Na stan gleb w istotny sposdb wptywa ciagla presja zwig-
zana z dziatalno$cig przemyshu, rozwojem urbanizacji oraz intensyfikacja rolnictwa, m.in. nad-
miernym zuzyciem $rodkdw ochrony roslin czy intensywng produkcja zwierzeca. W ostatnich
latach obserwujemy gwaltowny wzrost liczby ferm hodowlanych (w tym chowu drobiu), co
moze wigzac si¢ z wystepowaniem istotnego zagrozenia zarowno dla srodowiska (gleby, wody,
powietrze), jak i zdrowia ludzi. To niekorzystne oddziatywanie na srodowisko glebowe moze
by¢ wynikiem bezpos$redniej emisji bioaerozoli i zwigzkéw odorowych z kurnikéw lub niewta-
sciwej gospodarki odpadami organicznymi (obornikiem lub pomiotem), ktore moga zawierac
znaczne ilos$ci zanieczyszczen takich jak: pozostatosci pestycydow, hormondw, antybiotykow,
geny opornos$ci na antybiotyki oraz szereg pierwiastkow sladowych i patogenow (Rayne i Aula,
2020; Grzini¢ i in., 2023).

Z danych literaturowych wynika, iz dotychczas odpady z produkcji drobiu analizowano
gtéwnie pod wzgledem ich wartosci nawozowej, niewiele jest natomiast informacji o ich eko-
toksyczno$ci oraz wptywie na parametry aktywnosci biologicznej gleb. Probki gleb pobrano
jesienia z pola, na ktérym zlokalizowana byla pryzma obornika kurzego. We wszystkich prob-
kach analizowano zawarto$§¢ makro- i mikroelementow oraz wtasciwosci biologiczne: aktyw-
nos¢ dehydrogenaz i fosfataz, biomas¢ mikroorganizmow i respiracje, potencjat nitryfikacji oraz
profil metaboliczny gleb, wykonano rowniez testy ekotoksykologiczne. Obserwowano istotnie
nizszg aktywno$¢ biologiczng gleb w bezposrednim sasiedztwie pryzmy obornika, niekorzystne
zmiany w §rodowisku glebowym zostaly réwniez potwierdzone wynikami testow ekotoksyko-
logicznych (np. ostracodtoxkit).

1. COM 699, 2021. Communication from the Commission to the European Parliament, the

Council, The European Economic and Social Committee and the Committee of the Regions.

EU Soil Strategy for 2030. Reaping the benefits of healthy soils for people, food, nature and

climate. SWD(2021)323, European Commission, Brussels.
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Soils are a fundamental and non-renewable natural resource providing goods and services
essential for ecosystems and human life. According to the Soil Strategy (COM 669, 2021), soil
health is determined by its good chemical, physical and biological properties and its ability
to provide a range of ecosystem services, such as food production, provision of energy and
raw materials, water retention and purification, regulation of nutrient cycles or habitat for
biodiversity. The condition of soils is significantly affected by the continuous pressure from
industrial activities, urbanisation development and agricultural intensification, such as excessive
use of plant protection products or intensive livestock production. In recent years, there has been
a rapid increase in the number of livestock farms (including poultry rearing), which can pose
a significant threat to both the environment (soil, water, air) and human health. This adverse
impact on the soil environment can be the result of direct emissions of bioaerosols and odour
compounds from poultry houses or improper management of organic waste (poultry manure
or litter), which can contain significant amounts of contaminants such as pesticide residues,
hormones, antibiotics, antibiotic resistance genes and a range of trace elements and pathogens
(Rayne and Aula, 2020; Grzini¢ et al., 2023).

Literature data show that to date, poultry production waste has been analysed mainly in
terms of its fertiliser value, while there is little information on its ecotoxicity and effect on soil
biological activity parameters. Soil samples were taken in autumn from a field where a pile
of chicken manure was located. Macro- and micronutrient content and biological properties
were analysed in all samples: dehydrogenase and phosphatase activity, microbial biomass and
respiration, nitrification potential and metabolic profile of the soils, and ecotoxicological tests
were performed. Significantly lower biological activity of soils in the close vicinity of the
manure pile was observed; adverse changes in the soil environment were also confirmed by
ecotoxicological tests (e.g. ostracodtoxkit).

1. COM 699, 2021. Communication from the Commission to the European Parliament, the
Council, The European Economic and Social Committee and the Committee of the Regions.
EU Soil Strategy for 2030. Reaping the benefits of healthy soils for people, food, nature and
climate. SWD(2021)323, European Commission, Brussels.
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Metody biologiczne stanowig jedno z rozwigzan umozliwiajgcych skuteczne usuwanie kseno-
biotykow ze srodowiska. Nalezy do nich bioaugmentacja, ktora jest procesem polegajacym na
zaszczepieniu gleby mikroorganizmami zdolnymi do degradacji danego ksenobiotyku. Jego
przydatnos¢ w usuwaniu srodkdw ochrony roslin zostata potwierdzona przez wielu badaczy na
przestrzeni lat [1,2]. Mikroorganizmy wprowadzone do srodowiska sg jednak podatne na wiele
czynnikéw abiotycznych wptywajacych na ich przezywalnos¢ i zdolnosci adaptacyjne, np. pH,
temperatura, rodzaj gleby, wilgotno$¢ i zawarto§¢ materii organicznej. Ponadto sa one wraz-
liwe rdwniez na czynniki biotyczne 1 mi¢dzy innymi mogg konkurowaé z mikroorganizmami
autochtonicznymi [3-5].

Celem pracy byto zweryfikowanie hipotezy jak bioaugumentacja wptynie na aktywnos¢
chwastobojcza herbicyddéw oraz zmiany w bior6znorodno$ci mikroorganizméw. W ramach ba-
dan przeprowadzono eksperyment szklarniowy, ktérego zamierzeniem bylo sprawdzenie r6znic
w zachowaniu herbicydéw (preparatdow komercyjnych oraz herbicydowych cieczy jonowych)
wobec chwastéw w obecnosci mikroorganizméw. W badaniach poréwnano efektywnos¢ aplikacji
herbicydowych cieczy jonowych zawierajacych kationy o r6znej hydrofobowosci oraz substancje
aktywne i mieszanki komercyjne. Ponadto oceniono wplyw bioaugmentacji mikroorganizmami
wyspecjalizowanymi w degradacji herbicydow na sktad zbiorowiska mikroorganizméw w obrgbie
1w poblizu roslin. Dla celow poréwnawczych okreslono redukcje Swiezej masy, pozostatosci her-
bicydow w tkankach roslin oraz poziom stresu oksydacyjnego. Ponadto, r6znorodno$¢ biologiczng
prob badano za pomoca analizy sekwencjonowania fragmentow 16S rRNA MiSeq.

Uzyskane wyniki stresu oksydacyjnego, redukcji §wiezej masy 1 pozostatosci herbicydow
w tkankach roslin wskazaly na znaczne zr6znicowanie efektu herbicydowego w zaleznos$ci od
typu struktury chemicznej uzytych §rodkéw chwastobdjczych. Modyfikacja herbicydéw poprzez
obecno$¢ wybranych kationoéw, szczegdlnie o charakterze powierzchniowo-czynnym miato de-
cydujacy wplyw na skutecznos¢ chwastobojcza.

Analizy molekularne potwierdzily zwigkszenie liczby kopii genéw odpowiedzialnych za
degradacje herbicydow. Co wigcej, wyniki $wiadcza o tym, ze wprowadzenie mikroorganizmow
znaczaco zmienito bior6znorodnos¢ porownujac proby bioaugmentowane i niebioaugmento-
wane. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna potwierdzi¢, ze bioaugmentacja doprowa-
dzita do kolonizacji rosliny przez mikroorganizmy, ktorych aktywnos$¢ wspomagata usuwanie
herbicydow w roslinach. W ten sposdb wykazano zwigkszong mozliwo$¢ interakcji pomigdzy
bakteriami posiadajacymi geny zwigzane z degradacja herbicydow a ro§linami w srodowisku
poddanym bioaugmentacji.
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Biological methods are one of the solutions for effective removal of xenobiotics from the
environment. These include bioaugmentation, which is a process involving the inoculation
of soil with microorganisms capable of degrading a given xenobiotic. Its usefulness in the
removal of plant protection products has been confirmed by many researchers over the years
[1,2]. However, microorganisms introduced into the environment are susceptible to a number
of abiotic factors that affect their survival and adaptability, such as pH, temperature, soil type,
moisture and organic matter content. In addition, they are also sensitive to biotic factors and,
among other things, can compete with indigenous microorganisms [3—5].

The purpose of this study was to verify the hypothesis of how bioaugmentation would
affect the herbicidal activity of herbicides and changes in microbial biodiversity. In the
study, a greenhouse experiment was carried out with the intention of testing differences in
the behavior of herbicides (commercial formulations and herbicidal ionic liquids) against
weeds in the presence of microorganisms. The study compared the effectiveness of herbicide
application of ionic liquids containing cations of different hydrophobicity and active substances
and commercial mixtures. In addition, the effect of bioaugmentation with microorganisms
specialized in herbicide degradation on the composition of the microbial community within and
near plants was evaluated. For comparative purposes, fresh weight reduction, herbicide residues
in plant tissues and oxidative stress levels were determined. In addition, the biodiversity of the
samples was examined by 16S rRNA MiSeq fragment sequencing analysis.

The results of oxidative stress, fresh weight reduction and herbicide residues in plant
tissues indicated that the herbicide effect varied significantly depending on the type of chemical
structure of the herbicides used. Modification of herbicides by the presence of selected cations,
especially those of a surfactant nature, had a decisive effect on herbicidal efficacy.

Molecular analyses confirmed an increase in the copy number of genes responsible for
herbicide degradation. Moreover, the results prove that the introduction of microorganisms
significantly changed biodiversity comparing bioaugmented and non-bioaugmented samples.
Based on the results, it can be confirmed that bioaugmentation led to the colonization of the
plant by microorganisms, whose activity supported the removal of herbicides in plants. Thus,
the increased possibility of interaction between bacteria possessing genes associated with
herbicide degradation and plants was demonstrated in a bioaugmented environment.
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Materialy polimerowe sa powszechnie stosowane w wielu galeziach przemyshu. Przewiduje
si¢, ze do 2050 r. ich globalna produkcja przekroczy 500 miliondéw ton [1]. Aktualnie tworzy-
wa sztuczne produkowane sg na bazie syntetycznych materiatow polimerowych, ktére majg
tendencje do gromadzenia si¢ w srodowisku w postaci mikroplastiku. Gospodarka odpadami
statymi z tworzyw sztucznych opiera si¢ na ich sktadowaniu na wysypiskach i spalaniu [2], za$
materialy oparte na polimerach biodegradowalnych pochodzenia naturalnego ulegaja procesowi
rozktadu substancji organicznych przez mikroorganizmy na prostsze, nieszkodliwe dla §rodowi-
ska zwigzki tj. dwutlenek wegla 1 woda (Rysunek 1). Polimery biodegradowalne — biopolimery
coraz czgsciej zastepuja tradycyjne materialy polimerowe dzigki temu mozna je wykorzystaé
w roznych dziedzinach zycia, jak rowniez do zastosowan medycznych.

Biodegradowalnos¢ polimerow jest waznym czynnikiem zamknigcia obiegu w gospodarce
cyrkularnej. Celem gospodarki obiegu zamknigtego jest czysta produkcja pozbawiona substancji
toksycznych umozliwiajgca krazenie produktow i materiatow w obiegu zamknigtym, bez zagra-
zania zdrowia 1 czysto$ci srodowiska, przy zachowaniu jakos$ci produktu.

Rysunek 1. Cykl zycia polimeréw biodegradowalnych
w kontekscie gospodarki cyrkularnej [3]

Przedmiotem rozwigzania jest biodegradowalna widknina oraz widknina z warstwa anty-
patogenowa wytworzong na bazie biopolimeru pochodzenia naturalnego z grupy polisacha-
rydow — chitozanu. Chitozan ze wzgledu na specyficzne wlasciwos$ci biologiczne takie jak:

51


mailto:longina.madej-kielbik@lit.lukasiewicz.gov.pl

bioaktywnos$¢, biokompatybilno$¢, biozgodnos¢, zdolnos¢ do biodegradacji, czgsciowa resorp-
cja w obrebie rany oraz sposob oddziatywania z lekami, jest powszechnie stosowany w roznych
zastosowaniach medycznych.

Wiokning wytworzono z komponentéw w pelni biodegradowalnych z wykorzystaniem me-
tody spun-bonded, za$ warstwe aktywna zaaplikowano przy uzyciu aerografu. Materiat poddano
badaniom mikrobiologicznym oraz procesowi biodegradacji w srodowisku kompostu zgodnie
z obowigzujacymi przepisami normatywnymi. Przeprowadzone badania wykazaty, ze:

* wiloknina bez warstwy aktywnej nie wykazuje dziatania antybakteryjnego, za$

* wiloknina z warstwa aktywna wykazuje silne dzialanie przeciwbakteryjne przeciwko

S. aureus oraz E. coli.

Ubytek masy widkniny po 24 tygodniach biodegradacji w komposcie wynosi 91% masy.
Wytworzony produkt ulega rozktadowi mikrobiologicznemu, stanowigc alternatywe dla obecnie
stosowanych materialow polipropylenowych, ktore sa powodem zanieczyszczen srodowiska
wprowadzajac do niego mikroplastik. Odpady te coraz cze¢$ciej sa niewlasciwie zagospodaro-
wywane w zwigzku z czym wzrasta skala ich negatywnego oddz ialywania na §rodowisko. Do
produkcji biodegradowalnej widkniny wykorzystano ,,podwojnie zielone polimery”, w zwigzku
z czym opracowany produkt ogranicza koszty zwigzane z utylizacja lub skladowaniem odpa-
dow, a jednocze$nie wpisuje si¢ w §wiatowe trendy w zakresie produkcji wyrobow jednorazo-
wego uzytku. Wypracowany produkt wpisuje si¢ w schemat obecnie pozadanej w Unii Euro-
pejskiej gospodarki cyrkularnej — po procesie uzytkowania trafia do srodowiska naturalnego
w bezpiecznej formie.
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Polymer materials are widely used in many industries. Their global production is expected to
exceed 500 million tons by 2050 [1]. Currently, plastics are produced on the basis of synthetic
polymeric materials, which tend to accumulate in the environment in the form of microplastics.
Solid plastic waste management is based on landfilling and incineration [2], while materials
based on biodegradable polymers of natural origin undergo a process of decomposition of
organic substances by microorganisms into simpler, environmentally harmless compounds,
i.e. carbon dioxide and water (Figure 1). Biodegradable polymers — biopolymers are increasingly
replacing traditional polymeric materials thanks to which they can be used in various areas of
life, as well as for medical applications.

Biodegradability of polymers is an important factor in closing the loop in the circular
economy. The goal of the circular economy is clean production free of toxic substances
allowing products and materials to circulate in a closed loop, without endangering the health
and cleanliness of the environment, while maintaining product quality.

Figure 1. Life cycle of biodegradable polymers
within the context of circular economy [3]

The subject of the solution is a biodegradable nonwoven fabric and a nonwoven fabric with
an anti-pathogen layer produced on the basis of a biopolymer of natural origin from the group of
polysaccharides — chitosan. Chitosan, due to its specific biological properties such as bioactivity,
biocompatibility, biocompatibility, biodegradability, partial resorption within the wound and the
way it interacts with drugs, is widely used in various medical applications.
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The nonwoven material was manufactured from fully biodegradable components using
a spun-bonded method, while the active layer was applied using an airbrush. The material was
subjected to microbiological testing and biodegradation in a compost environment in accordance
with current normative regulations. The tests conducted showed that:

* nonwoven fabric without an active layer does not show antibacterial activity,

* nonwoven fabric with active layer shows strong antimicrobial activity against S. aureus

and E. coli.

The weight loss of the nonwoven after 24 weeks of biodegradation in the compost is 91%
by weight. The product produced is microbiologically decomposable, providing an alternative to
current polypropylene materials, which are the cause of environmental pollution by introducing
microplastics into the environment. This waste is increasingly being improperly managed,
so the scale of its negative impact on the environment is increasing. For the production of
biodegradable nonwoven fabric, “double green polymers” were used, so the developed product
reduces the costs associated with the disposal or storage of waste, and at the same time fits in
with global trends in the production of disposable products. The developed product fits into the
scheme of the circular economy currently desired in the European Union — after the process of
use it goes to the environment in a safe form.
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Rosngce zapotrzebowanie na leki przeciwdepresyjne w krajach europejskich, w tym w Polsce,
skutkuje zwiekszong ich obecnoscia w $ciekach 1 wodach powierzchniowych. Leki te, z uwagi
na ich dobrg rozpuszczalno$¢ w wodzie 1 wysoka trwatos¢ stanowig zagrozenie dla organizméow
wodnych. Analizy z uzyciem biotestow na organizmach wodnych wskazuja, iz warto$ci LC50
zawieraja si¢ w granicach 0,1-5 mg/L, co klasyfikuje te zwiazki jako jedne z najbardziej tok-
sycznych grup lekow pod wzgledem toksycznosci ostrej.

Mechanizm leczniczego dziatania duzej czesci lekéw przeciwdepresyjnych obejmuje
wplyw na aminy biogenne (np. serotoning oraz noradrenaling). Aminy te wystepuja nie tyl-
ko u kregowcow, ale takze w organizmach nizszych i reguluja wiele proceséw zyciowych
zwigzanych mi¢dzy innymi z reprodukcja, wzrostem i pobieraniem pokarmu. Wiele doniesien
literaturowych wskazuje na silny wplyw lekéw przeciwdepresyjnych, zwlaszcza z grupy se-
lektywnych inhibitorow wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI), na zachowanie organizméw
wodnych, ich sposob poruszania oraz wzajemne oddziatywanie ofiara/drapieznik.

Badania wtasne prowadzono na pierwotniakach oraz skorupiakach planktonowych. Oce-
niano wpltyw wybranych lekow przeciwdepresyjnych na pobieranie pokarmu przez skorupiaki
Thamnocephalus platyurus oraz tworzenie wodniczek pokarmowych przez orzeski: Spirosto-
mum ambiguum | Tetrahymena thermophila. Zaobserwowano, iz efekty toksyczne wystepowaty
w stezeniach lekow wielokrotnie nizszych, niz stezenia powodujace klasyczne efekty obser-
wowane w standardowych testach oceny toksyczno$ci: Thamnotoxtit F, Spirotox 1 Protoxkit F.
Uzyskane wyniki wskazujg na konieczno$¢ wprowadzenia do standardowych testow dodatko-
wych procedur, ktore moga dostarczy¢ cennych informacji na temat subletalnych oddziatywan
badanych substancji wobec klasycznych organizméw testowych.

Badania sfinansowano z grantu Narodowego Centrum Nauki, numer 2019/35/B/NZ8/01388.
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W ostatnich latach na terenie Polski obserwuje si¢ znaczacy wzrost liczby ferm intensyw-
nego chowu. Od 2015r. Polska stala si¢ liderem produkcji drobiu (gtownie drobiu kurze-
go) na terenie Unii Europejskiej. W 2022r. na terenie Polski wyprodukowano ponad
2,7 mln ton migsa drobiowego, co stanowi ok. 18% produkcji drobiu na terenie EU [1]. In-
tensywny chow drobiu moze powodowaé szereg negatywnych efektow $rodowiskowych
1 zdrowotnych wynikajacych z generowania zagrozen fizycznych, chemicznych oraz bio-
logicznych. Produkcja drobiu, przechowywanie i stosowanie obornika w rolnictwie sg po-
wigzane z wprowadzaniem do $rodowiska m.in. pyléw, amoniaku, tlenkow azotu, metanu,
odoréw, nadmiarowych ilo$ci azotu i fosforu, metali, pozostatosci pestycyddéw, farmaceuty-
kéw, mikroorganizmow w tym lekoopornych bakterii. Doniesienia literaturowe wskazuja,
ze oddzialywanie zanieczyszczen emitowanych z ferm ma wplyw na stan powietrza zewnetrz-
nego oraz rownowage srodowiska wodnego 1 glebowego (m.in. zakwity alg, eutrofizacja zbior-
nikow, wplyw na rozwoj i procesy fizjologiczne roslin). Ponadto obserwowany jest negatywny
wplyw na zdrowie pracownikdéw i 0s6b mieszkajacych otoczeniu ferm (m.in. oddzialywanie na
uktad oddechowy, podraznienia skory i oczu) [2].

Ocena oddziatywania intensywnego chowu drobiu na srodowisko jest ztozonym 1 kosztownym
procesem wymagajacym identyfikacji szeregu zanieczyszczen fizycznych, chemicznych, biologicz-
nych oraz ich oznaczenia. Ponadto, oznaczanie poziomu poszczeg6élnych parametrow nie pozwala
na ocen¢ skutkéw ich dziatania na organizmy zywe i ekosystemy (m.in. ze wzgledu na nowo poja-
wiajace si¢ zanieczyszczenia, efekt wspotoddziatywania mieszanin). Zastosowanie badan ekotoksy-
kologicznych (ekotoksycznos¢ wod i gleb) moze stanowi¢ cenne zrédto kompleksowej informacji
o stanie srodowiska poddanego dziataniom antropogenicznym [3] m.in. pochodzacym z ferm drobiu.

Celem niniejszego badania byta ocena ekotoksycznosci wod podziemnych oraz gleb pobra-
nych na terenie fermy drobiu. W pracy badawczej wykorzystano odpowiednio nastepujace testy
ekotoksykologiczne do probek ciektych i statych: Microtox (Aliivibrio fischeri), Daphtoxkit F
(Daphnia magna), Ostracodtoxkit F (Heterocypris incongruens), Thamnotoxkit F (Thamnoce-
phalus platyurus), Rotoxkit F (Brachionus plicatilis), Rapidtoxkit (Thamnocephalus platyurus),
Phytotoxkit (Sinapis alba).
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In recent years, a significant increase in the number of intensive breeding farms has been
observed in Poland, which since 2015 has become the leader in the production of poultry (mainly
chicken) in the European Union. In 2022 Poland produced over 2.7 million tons of poultry meat,
which is about 18% of poultry production in the EU [1]. Intensive poultry farming can cause
numerous negative environmental and health effects resulting from the generation of physical,
chemical and biological hazards. Poultry production, storage and manure use in agriculture are
associated with the introduction into the environment of, among others, dust, ammonia, nitrogen
oxides, methane, odors, excess amounts of nitrogen and phosphorus, metals, pesticide residues,
pharmaceuticals, microorganisms (including drug-resistant bacteria). Literature reports indicate
that pollutants emitted from farms affect the condition of the external air and the balance of the
water and soil environment (e.g. algae blooms, eutrophication of reservoirs, development and
physiological processes of plants). In addition, a negative impact on the health of employees
and residents is observed in the vicinity of farms (e.g. impact on the respiratory system, skin
and eye irritation) [2].

Assessment of the impact of intensive poultry farming on the environment is a complex
and expensive process requiring the identification of many physical, chemical and biological
contaminants. In addition, the determination of individual parameters does not necessarily
allow for the full assessment of their effects on living organisms and ecosystems (e.g. due
to newly emerging pollutants, interaction effect of mixtures). The use of water and soil
ecotoxicity tests can be one of the sources of information necessary to build a comprehensive
image of the condition of the environment exposed to anthropogenic activities [3], e.g. from
poultry farms.

The aim of this study was to assess the ecotoxicity of groundwater and soil samples collected
from a poultry farm. The following ecotoxicological tests for liquid and solid samples were used:
Microtox (Aliivibrio fischeri), Daphtoxkit F (Daphnia magna), Ostracodtoxkit F (Heterocypris
incongruens), Thamnotoxkit F (Thamnocephalus platyurus), Rotoxkit F (Brachionus plicatilis),
Rapidtoxkit (Thamnocephalus platyurus), Phytotoxkit (Sinapis alba).
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Herbicydy to duza grupa zwigzkow stosowanych w zabiegach agrotechnicznych. Wsrod najcze-
$ciej uzywanych mozna wymieni¢ pochodne kwasu fenoksyoctowego (2,4-D; MCPA), benzo-
esowego (dikamba) czy fosfonianow (glifosat). Zwigzki te wymagaja stosowania adjuwantow,
ktore umozliwig m.in. lepsze przyleganie do powierzchni li§ci oraz wnikanie do ro$liny. Jedynie
niewielka ilo$¢, bo okoto 5% dozowanej dawki trafia na rosling, natomiast pozostato$¢ przedo-
staje si¢ do gleby lub jest porywana 1 przenoszona wraz z powietrzem na inne obszary. W glebie,
herbicydy, podobnie jak inne ksenobiotyki ulegaja r6znego rodzaju procesom, m.in. sorpcji,
migracji oraz degradacji.

MCPA, dikamba, czy 2,4-D to substancje nalezace do grupy herbicydow stabo sorbujacych
si¢ 1 tatwo migrujacych w profilu glebowym. Natomiast glifosat wykazuje znaczng sorpcje¢ oraz
mniejszg tendencj¢ do przemieszczania si¢ w glebie. Czestym problemem zwigzkow herbicydo-
wych jest rowniez ich duza lotno$¢. Nowa generacja herbicydow jakimi sg herbicydowe ciecze
jonowe (HILs) wydaje si¢ wychodzi¢ naprzeciw tym problemom. Jest to zwigzane z duzg ilo-
$cig mozliwos$ci doboru kationu 1 anionu, dzieki czemu mozna otrzymac zwigzki o pozadanych
wiasciwos$ciach. Laczac hydrofobowy kation o wiasciwosciach powierzchniowo-czynnych oraz
anion o wlasciwosciach herbicydowych uzyskujemy zwigzek spajajacy dwie bardzo istotne
cechy dla herbicydéw. Dodatkowo wprowadzajac hydrofobowy kation przyjmuje si¢, ze tym
samym hydrofobowos$¢ catego zwigzku zostaje zwigkszona, co moze przektadac si¢ na zmniej-
szenie przemieszczania si¢ anionu herbicydowego w glebie, a takze zmniejszenie ich lotnos$ci
[1,2]. Ciecze jonowe czesto sg opisywane jako tzw. ,,zielone zwiazki” o niskim wplywie na
srodowisko. Jednak dopiero niedawno zaczeto analizowa¢ kwestie zwigzane z ich toksycznoscig
1 potencjalnym wplywem na §rodowisko naturalne [3]. Pomimo ogromnej ilo$ci opublikowa-
nych badan, zachowanie kationu i1 anionu w §rodowisku nadal pozostaje nieznane.

Nasze badania weryfikuja informacje zwigzane z postulowanymi zmianami wlasciwosci
anionow poprzez dobor odpowiedniego kationu, udzielajac odpowiedzi na pytania:

— Czy herbicydy w postaci cieczy jonowych stanowig integralng catos¢?

* (Czy wprowadzenie hydrofobowych czwartorzegdowych kationéw do struktury cieczy

jonowych powoduje zwiekszenie hydrofobowosci calej czasteczki herbicydu?

* (Czy struktura kationu wptywa na sorpcje herbicydowego anionu i tym samym na za-

trzymanie herbicydu w powierzchniowych warstwach gleby?

Realizujgc badania ocenie poddano sorpcjg, mobilnos¢, biodostepnos¢ oraz potencjat biode-
gradacyjny cieczy jonowych na bazie herbicydéw MCPA, 2,4-D, dikamba oraz glifosat w §ro-
dowisku glebowym.

Badania sorpcji oraz wymywania herbicydowych cieczy jonowych przeprowadzono dla
roznych gleb rolniczych oraz podtoza referencyjnego OECD. Jako probe odniesienia zasto-
sowano s6l sodowa lub potasowg danego herbicydu. Otrzymane wyniki wskazuja, iz kationy
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1 herbicydowe aniony sorbuja si¢ w glebie niezaleznie od siebie. Ponadto struktura kationu,
przede wszystkim wprowadzenie hydrofobowych tancuchéw lub pier§cienia aromatycznego,
wplywa glownie na zwigkszenie sorpcji samego kationu. Natomiast w przypadku sorpcji her-
bicydowych anionow typu dikamba, MCPA, 2,4-D czy glifosat, nie obserwuje si¢ zwigkszenia
sorpcji z roztworow herbicydowych cieczy jonowych [4—6]. Nieznaczny wzrost ilosci zaadsor-
bowanego anionu zanotowano dla cieczy jonowych zawierajgcych anion dikamba oraz MCPA
i kationy cholinowe, lecz zjawisko to jest wynikiem modyfikacji struktury sorbentu (gleby),
a nie powoduje tego modyfikacja struktury zwigzku. Zjawisko to potwierdzaja badania kolum-
nowe, w ktorych analizowano wymywalno$¢ i mobilno$¢ kationow i1 anionéw w profilu glebo-
wym [4-6]. Uzyskane wyniki potwierdzily, iz herbicydowe ciecze jonowe, po przedostaniu si¢
do gleby, nie stanowig integralnej catosci, lecz przemieszczajg si¢ niezaleznie od siebie.

Dla lepszego zobrazowania zjawisk sorpcji analizowanych zwiagzkow w réznych glebach,
wyznaczono izotermy adsorpcji Freundlicha. Uzyskane réznice w wartosciach Kf pomiedzy
poszczegolnymi glebami rolniczymi oraz dla podtoza OECD wynikaja przede wszystkim z tego,
ze gleby te r6znig si¢ takimi parametrami jak pojemnos$¢ wymiany kationdw, zawartos¢ gliny
oraz wegla organicznego, a takze pH [4-6].

W trakcie przeprowadzonych do$wiadczen oceniono rowniez wptyw kationdw na degrada-
cje aniondw herbicydowych (glifosatu oraz 2,4-D). Mimo ze pierwotna biodegradacja kationow
byla wysoka, nie wynikata ona z ich mineralizacji w glebie, lecz z proceséw sorpcji i desorpcji.
Probki zawierajace kationowe srodki powierzchniowo-czynne, w przeciwienstwie do anionu
glifosatu oraz 2,4-D, okazaly si¢ silnie sorbowane w glebie, co przektadalo si¢ na znacznie
nizsza biodostepnos¢ 1 niskg efektywnos$¢ mineralizacji. Uzyskane wyniki wykazaly, ze kationy
1 aniony moga w rzeczywisto$ci dziata¢ jako odrgbne czasteczki w procesie degradacji anionow
herbicydowych. Ponadto, brak wyraznych trendow w strukturze bakterii poddanych dziataniu
herbicydowych cieczy jonowych byt kolejnym silnym wskazaniem, ze w §rodowisku ladowym
zachowujg si¢ one bardziej jak roztwory solwatowanych, niezaleznych jonéw, niz pary jonowe
o unikalnych witasciwos$ciach [6,7].

Podsumowujac, modyfikacja struktury herbicydow poprzez ich potaczenie z kationami
o rdzniej hydrofobowosci nie przyczynia si¢ do ograniczenia mobilno$ci anionu herbicydo-
wego w srodowisku glebowym. Natomiast hydrofobowe kationy sg silnie sorbowane 1 jedynie
w niewielkiej ilo§ci wymywane z warstwy powierzchniowej gleby, co potencjalnie przyczynia
si¢ do skazenia warstwy powierzchniowej gleby.

Praca zostata zrealizowana w ramach grantu OPUS 15 ufundowanego przez Narodowe Cen-
trum Nauki na podstawie decyzji 2018/29/NZ9/011 36.
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Herbicides are a large group of compounds used in agronomic treatments. Among the most
commonly used are derivatives of phenoxyacetic acid (2,4-D; MCPA), benzoic acid (dicamba)
or phosphonates (glyphosate). These compounds require the use of adjuvants to enable, among
other things, better adhesion to the leaf surface and penetration into the plant. Only a small
amount, about 5% of the dosed dose ends up on the plant, while the rest gets into the soil or is
entrained and carried with the air to other areas. In the soil, herbicides, like other xenobiotics,
undergo various processes, including sorption, migration and degradation.

MCPA, dicamba, or 2,4-D are substances belonging to the group of herbicides that
sorb poorly and migrate easily in the soil profile. Glyphosate, on the other hand, shows
significant sorption and less tendency to move in the soil. A common problem with herbicide
compounds is also their high volatility. The new generation of herbicides that are herbicide
ionic liquids (HILs) seems to address these problems. This is due to the large number of
choices of cation and anion, so that compounds with the desired properties can be obtained.
By combining a hydrophobic cation with surfactant properties and an herbicide anion, we
obtain a compound that welds together two very important characteristics for herbicides.
In addition, by introducing a hydrophobic cation, it is assumed that the hydrophobicity
of the whole compound is thereby increased, which can results reduced movement of the
herbicide anion in the soil, as well as a reduction in their volatility [1,2]. Ionic liquids are
often described as green compounds with low environmental impact. However, it is only
recently that issues related to their toxicity and potential environmental impact have begun
to be analyzed [3]. Despite the vast amount of published research, the behavior of cation and
anion in the environment still remains unknown.

Our research verifies the information related to the postulated changes in the properties of
anions by selecting the appropriate cation, answering the questions:

* Do herbicides in the form of ionic liquids form an integral whole?

* Does the introduction of hydrophobic quaternary cations increase the hydrophobicity of

the entire herbicide molecule?

* Does the structure of the cation affect the sorption of the herbicide anion and thus the

retention of the herbicide in the surface layers of the soil?

In carrying out the study, the sorption, mobility, bioavailability and biodegradation potential
of ionic liquids based on the herbicides MCPA, 2,4-D, Dicamba and glyphosate in the soil
environment were evaluated.

Studies of sorption and leaching of herbicide ionic liquids were conducted for various
agricultural soils and an OECD reference substrate. The sodium or potassium salt of the
herbicide in question was used as a reference sample. The results obtained indicate that cations
and herbicide anions sorb in the soil independently of each other. In addition, the structure of the
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cation, primarily the introduction of hydrophobic chains or an aromatic ring, mainly increases
the sorption of the cation itself. In contrast, no increase in sorption from herbicide solutions
of ionic liquids is observed for herbicide anions such as dicamba, MCPA, 2,4-D or glyphosate
[4-6]. A slight increase in the amount of adsorbed anion was recorded for ionic liquids
containing dicamba anion and MCPA and choline cations, but this phenomenon is the result
of modification of the structure of the sorbent (soil), and is not caused by modification of the
structure of the compound. This phenomenon is confirmed by column studies that analyzed
the leachability and mobility of cations and anions in the soil profile [4—6]. The results
confirmed that herbicide ionic liquids, once they enter the soil, do not form an integral whole
but move independently of each other.

To better illustrate the sorption phenomena of the analyzed compounds in different soils,
Freundlich adsorption isotherms were determined. The obtained differences in Kf values
between different agricultural soils and for the OECD substrate are mainly due to the fact
that these soils differ in such parameters as cation exchange capacity, clay and organic carbon
content, and pH [4-6].

The experiments also evaluated the effect of cations on the degradation of herbicide anions
(glyphosate and 2,4-D). Although the primary biodegradation of cations was high, it was not due
to their mineralization in the soil, but to sorption and desorption processes. Samples containing
cationic surfactants, unlike the glyphosate anion and 2,4-D, proved to be highly sorbed in
the soil, which translated into much lower bioavailability and low mineralization efficiency. The
results showed that cations and anions can actually act as separate molecules in the degradation
of herbicide anions. Moreover, the lack of clear trends in the structure of bacteria treated with
herbicide ionic liquids was another strong indication that in terrestrial environments they behave
more like mixtures of independent ions than ion pairs with unique properties [6,7].

In conclusion, modifying the structure of herbicides by introducing cations with different
hydrophobicity does not contribute to reducing the mobility of the herbicide anion in the soil
environment. On the other hand, hydrophobic cations are sorbed and only leached in small
amounts from the soil surface layer, potentially contributing to contamination of the soil surface
layer.

The work was carried out under an OPUS 15 grant funded by the National Science Center by
decision 2018/29/NZ9/01136.
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Przeglad rozwiazan ekotoksykologicznych i metod molekularnych
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Zaréwno w badaniach §rodowiskowych jak i w monitoringu procesow przemystowych wy-
korzystywane sg testy biologiczne dajace inny, szerszy obraz jakosci probki niz badania che-
miczne. Wykorzystywane sg testy ekotoksykologiczne (m.in. dla oceny jakosci $ciekow 1 wod
procesowych), testy do oceny ryzyka toksykologicznego (m.in. dla pierwszej oceny zagrozen),
metody immunoenzymatyczne (dla niedrogich, szybkich badan przesiewowych), metody mo-
lekularne (dla oceny genotoksycznosci, mutagennosci, aktywnos$ci hormonalnej), metody ATP
(dla oceny sumy zanieczyszczen mikrobiologicznych) i PCR (dla potrzeb identyfikacji poszcze-
gblnych grup mikroorganizméw). Przedstawione zostang §wiatowe standardy pozwalajace na
realng oceng¢ zagrozenia i aktualizacj¢ poziomu ryzyka danego obszaru lub instalacji.

Review of ecotoxicological solutions and molecular methods for the needs
of environmental research and industrial installations

G. Pietowski

TIGRET SP. Z O. O., ul. Warszawska 27, 02—495 Warszawa
e-mail: gp@tigret.eu

Keywords: ecotoxicity, ecotoxicological risk assessment, biological and molecular methods

Both in environmental research and in the monitoring of industrial processes, biological
tests are used that give a different, broader picture of the quality of the sample than chemical
tests. Ecotoxicological tests are used (e.g. for assessing the quality of sewage and process
waters), tests for toxicological risk assessment (e.g. for the first assessment of hazards),
immunoenzymatic methods (for inexpensive, quick screening tests), molecular methods (for
genotoxicity, mutagenicity, hormonal activity), the ATP method (for the assessment of the
sum of microbiological impurities) and PCR (for the identification of individual groups of
microorganisms). Global standards will be presented that allow for a realistic risk assessment
and update of the risk level of a given area or installation.
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Wystepowanie i charakterystyka mikrodrobin tworzyw sztucznych
w narzadach ryb stodkowodnych
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Zanieczyszczenie mikroplastikiem (MP) jest powszechnym problemem $rodowiskowym.
MP sg uwalniane do ekosystemdéw wodnych 1 wchodza w interakcje z faung 1 florg (Sangkham
11n., 2022). MP mogg pelni¢ funkcje wektorow zanieczyszczen organicznych i1 nieorganicz-
nych w matrycach biologicznych. Ze wzgledu na hydrofobowy charakter i wysoki stosunek
powierzchni do objetosci MP utatwiajg gromadzenie zanieczyszczen, w tym organicznych o po-
tencjalnie najwyzszej toksycznosci (np. wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych
(WWA), polichlorowanych bifenyli (PCB), substancji perfluoroalkilowych (PFAS), polibro-
mowanych dieteréw (PBD), farmaceutykow, produktow higieny osobistej (Tang, 2021)) oraz
nieorganicznych (np. metali (Ag, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb i Zn) (Liu i in., 2022) i metaloidow.
Po wchtonigciu mikroplastikdw przez organizmy nastepuje uwalnianie zaadsorbowanych kseno-
biotykow, a w niektorych przypadkach akumulacja w tkankach 1 narzadach (Chang 1 in., 2022).
Do negatywnych skutkéw zwigzanych z obecnoscig MP w organizmach zalicza si¢ obnizenie
zywotno$ci komorek, stres oksydacyjny, ograniczong odpowiedz immunologiczng, stany zapal-
ne, uszkodzenie DNA, zaburzenia metabolizmu, uposledzenie aktywnos$ci reprodukcyjnej oraz
indukowanie efektéw kancerogennych, cytotoksycznych i neurotoksycznych (Kim i in., 2021).

W badaniach oceniano obecno$¢ mikrodrobin plastiku w narzadach (skrzela, watroba, prze-
wod pokarmowy) 5 gatunkéw ryb stodkowodnych potawianych w Jeziorze Gardno oraz rzekach
Stupi 1 Lupawie. Zatozono, ze bioindykacyjna funkcja ichtiofauny pozwoli oszacowac stopien
zanieczyszczenia danego zbiornika wodnego oraz dokona¢ oceny ilosciowej MP w tancuchu
troficznym. Ze wzgledu na duzg liczebnos$¢ populacji wybrane do badan gatunki ryb stodko-
wodnych (leszcz Abramis brama, okon pospolity Perca fluviatilis, kara$ srebrzysty Carassius
gibelio, pto¢ Rutilus rutilus, pstrag teczowy Oncorhynchus mykiss) uznano za najbardziej od-
powiednie do monitorowania obecnosci tworzyw sztucznych w zbiornikach wod powierzch-
niowym na Pomorzu Srodkowym. Wymienione gatunki ryb poprzez swoje walory smakowe
majg istotne znaczenie komercyjne i dlatego moga petni¢ wazna role w przenoszeniu MP do
organizmu cztowieka.

MP zidentyfikowano we wszystkich gatunkach ryb. W przeliczeniu na jednego osobnika
liczba sztuk wahata si¢ w zakresie od 1 do 12, przy sredniej wynoszacej 1,78. Pod wzgledem
ksztattu dominowaly widkna (56%), a nastepnie fragmenty wickszych plastikowych elementéw
(44%). Najbardziej popularng barwg drobin byt kolor niebieski (58%), a nastepnie czerwony
(14%), czarny (11%), przezroczysty (6%) 1 ré6zowy (5%). Wsrod wiokien dominowaty MP
o dlugosci w zakresie 1-5 mm (42%), natomiast wsrdd fragmentow 0,1-0,5 mm (42%). Na
podstawie analizy widm FT-IR wykryto polimery zawierajace polietylen, polipropylen, kwas
poliakrylowy, celofan i polistyren.
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Pollution with microplastics (MPs) is a common environmental problem. MPs are released
into aquatic ecosystems and interact with fauna and flora (Sangkham et al., 2022). MPs can
serve as vectors of organic and inorganic contaminants in biological matrices. Due to their
hydrophobic nature and high surface-to-volume ratio, MPs facilitate the accumulation of
contaminants, including those characterized by potentially high toxicity (e.g. polyaromatic
hydrocarbons (PAHs), polychlorinated biphenyls (PCBs), per-fluorinated alkyl substances (PFAS),
polybrominated diethers (PBDs), pharmaceuticals, personal care products (Tang, 2021)) and
inorganic contaminants (e.g. metals (Ag, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, and Zn) (Liu et al., 2022)
and metalloids). When organisms absorb microplastics, xenobiotics can be released, and in some
cases, accumulation in tissues and organs occurs (Chang et al., 2022). Negative effects associated
with the presence of MPs in organisms include reduced cell viability, oxidative stress, limited
immune response, inflammation, DNA damage, metabolic disorders, impaired reproductive
activity, and induction of carcinogenic, cytotoxic, and neurotoxic effects (Kim et al., 2021).

In the study, the presence of MPs in the organs (gills, liver, digestive tract) of five species of
freshwater fish caught in Lake Gardno and the Slupia and Lupawa rivers was evaluated. It was
assumed that the bioindication function of ichthyofauna would allow us to estimate the degree
of pollution of a given water reservoir and assess quantitatively the abundance of MPs in the
food chain. Due to the high population size of selected freshwater fish species (bream Abramis
brama, common perch Perca fluviatilis, Prussian carp Carassius gibelio, roach Rutilus rutilus,
rainbow trout Oncorhynchus mykiss), they were considered the most appropriate for monitoring
the presence of plastics in surface water reservoirs in Central Pomerania. These fish species
have significant commercial value due to their taste, and therefore, they can play an important
role in transferring MPs to the human body.

Microplastic particles were identified in all fish species. The number of particles per
individual fish ranged from 1 to 12, with an average of 1.78. Among the morphological types,
fibers (56%) were prevalent among other forms followed by particles (44%). The most dominant
color observed was blue (58%) then red (14%), black (11%), transparent (6%), and pink (5%).
Among the fibers, and particles the dominant size range was 1-5 mm (42%), and 0.1-0.5 mm
(42%) respectively. The FT-IR characterization revealed the presence of polymers predominantly
containing polyethylene, polypropylene, polyacrylic acid, cellophane, and polystyrene.
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Fosfolipidy stanowig istotny sktadnik blon biologicznych odgrywajac wazng role w ich funk-
cjonowaniu oraz przekazywaniu sygnatéw komorkowych. Zmiany w profilu fosfolipidowym ga
wskazywac¢ na oddzialywania réznych zwigzkéw chemicznych, wptywajacych na funkcjono-
wanie bton biologicznych u drobnoustrojéw. Wskaznikiem dzialania zwigzkdéw toksycznych na
mikroorganizmy mogg by¢ takze zmiany w profilu wytwarzanych przez nie metabolitow. W ten
sposob opisano oddziatywania dla wielu ksenobiotykow, natomiast oddziatywania mikroplasti-
ku na grzyby mikroskopowe zasiedlajace glebe sa nadal stabo poznane.

Wraz ze zwigkszajacym si¢ u§wiadomieniem wptywu zanieczyszczenia srodowiska two-
rzywami sztucznymi wzrasta zainteresowanie alternatywnymi materiatami. Jednym z takich
zwigzkow jest biodegradowalny plastik PBAT (1,4-butylenu-co-tereftalan 1,4-butylenu), naj-
czesciej uzywany do produkcji agrowtoknin. Udowodniono ze materiat ten moze by¢ degrado-
wany przez mikroorganizmy glebowe nawet w ciagu kilka miesigcy, jednak niewiele wiadomo
o wplywie na drobnoustroje mikroczastek PBAT — jednego z etapow rozktadu tworzywa. Tri-
choderma sp. jest waznym gatunkiem grzybow glebowych nalezacych do PGPF i uzywanym
w rolnictwie jako biologiczny srodek ochrony roslin. Metabolity tego drobnoustroju pozytywnie
wplywaja na wzrost ro$lin oraz ich odpornos$¢ na czynniki biotyczne i abiotyczne.

Celem pracy, byto okreslenie wpltywu mikroplastiku PBAT obecnego w glebie 1 w ptynnym
podtozu hodowlanym na elementy lipidomu i metabolomu grzyboéw mikroskopowych z rodzaju
Trichoderma.

Wybrane szczepy Trichoderma hodowano w glebie oraz w ptynnym podtozu Sabouraud
z dodatkiem mikroplastiku w st¢zeniu od 0,5 do 2% o wielkosci czgsteczek do 1000 um. Bio-
mas¢ grzybowa poddano ekstrakeji z uzyciem metanolu. Analiz¢ profilu fosfolipidowego oraz
wybranych metabolitow wykonano stosujac technike chromatografii cieczowej I tandemowe;
spektrometrii mas (LC-MS/MS). Analizg ilosciowa zidentyfikowanych zwigzkow przeprowa-
dzono za pomocg techniki MRM (multiple reaction monitoring).

Uzyskane wyniki §wiadczg o nieznacznym oddzialywaniu mikroczastek PBAT obecnych w gle-
bie na blony biologiczne badanych grzybow. Natomiast zaobserwowano istotne zmiany w profilu
fosfolipidow szczepow Trichoderma w hodowlach ptynnych. Wykazano takze, Ze obecno$¢ polimeru
wywiera wpltyw na produkcje T22-azafilonu, metabolitu wtdrnego o wiasciwosciach antybiotycznych.

Na podstawie otrzymanych wynikdw mozna przypuszczaé, ze mikroczastki PBAT oddzia-
tuja na badane drobnoustroje 1 wptyw ten jest zalezny od warunkow srodowiska.

Praca byta finansowana z grantu NCN nr UMO 2020/39/B/NZ9/00471.
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Phospholipids are an integral component of biological membranes, playing an important role in their
function and the transmission of cellular signals. Changes in the phospholipid profile can indicate
the impacts of various chemical compounds that affect the functioning of biological membranes in
microorganisms. Changes in the profile of the metabolites they produce can also be an indicator of the
effects of toxic compounds on microorganisms. The harmful influence of many xenobiotics has been
described, however, the impacts of microplastics on soil-inhabiting microfungi are still poorly studied.

With increasing awareness of the impact of plastic pollution, there is a growing interest in
alternative materials. One of such substances is biodegradable plastic PBAT (1,4-butylene-co-
terephthalate), which is usually used in the production of agro-textiles. It has been proven that
this material can be degraded by soil microorganisms even in a few months, but little is known
about the effect of PBAT microparticles — one of the stages of plastic degradation. Trichoderma
sp. is an important species of soil fungi belonging to PGPF and is used in agriculture as
a biological crop protection agent. Metabolites of this microorganism positively affect the
growth of plants and their resistance to biotic and abiotic factors.

The purpose of this study, was to determine the effect of PBAT microplastic present in
the soil and in the liquid culture medium on the elements of the lipidome and metabolome of
microscopic fungi of the genus Trichoderma.

The selected Trichoderma strains were cultured in soil and Sabouraud liquid culture
medium with microplastic at concentrations ranging from 0.5 to 2% with particle sizes up
to 1000 um. Fungal biomass was extracted by methanol. The analysis of the phospholipid
profile and selected metabolites was performed using liquid chromatography and tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) techniques. Quantitative analysis of the identified compounds was
performed using the MRM technique (multiple reaction monitoring).

The results show a low impact of PBAT microparticles present in the soil on the biological
membranes of the tested fungi. On the contrary, significant changes were observed in the
phospholipid profile of the Trichoderma strains in liquid cultures. It was also shown that
the presence of the polymer had an effect on the production of T22-azaphilone, a secondary
metabolite with antibiotic properties.

Based on the results obtained, it can be assumed that PBAT microparticles have an effect on
the microorganisms studied, and this effect depends on the environmental conditions.

The work was funded by an NCN grant nr UMO 2020/39/B/NZ9/0047 1.
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Nawozenie osadami Sciekowymi wplywa na strukture taksonomiczng
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Skutkiem intensywnego rozwoju rolnictwa jest postepujaca degradacja i wyjatawianie gleb.
Ponadto, coraz wigkszym problemem staje si¢ tez zagospodarowanie rosngcej ilosci sciekow
1 osadow jako produktu koncowego oczyszczania §ciekow. Jedng z zalecanych metod zagospo-
darowania osadow $ciekowych jest wykorzystanie rolnicze, ze wzgledu na obecnos¢ w nich
znacznych ilo$ci biogenow, z ktérych najwazniejsze to wegiel , azot 1 fosfor: Jednak nawozenie
gleb osadem $ciekowym obok korzystnych moze mie¢ takze skutki niepozadane, bowiem osady
zawierajg liczne zanieczyszczenia, zaroOwno natury chemicznej jak i biologicznej. Za zanie-
czyszczenia uwaza si¢ miedzy innymi geny kodujace opornos$¢ na antybiotyki (ARG), ktore
dostaja si¢ do ekosystemu gleby wraz z nawozami organicznymi, takimi jak osady $ciekowe
z r6znego rodzaju oczyszczalni Sciekow. W prezentowanych badaniach podjeto probe okresle-
nia, w jaki sposob gleba wzbogacona osadem $ciekowym z jednej z miejskich oczyszczalni
sciekow wptywa na liczebno$¢ kopii genow kodujacych opornos¢ na antybiotyki oraz strukture
taksonomiczng populacji bakterii glebowych. W badaniach metagenomowych zastosowano dwa
rodzaje gleb uzytkowanych rolniczo, r6znigcych si¢ parametrami fizykochemicznymi, jednak
o podobnym sktadzie mikrobiomu na poziomie typu i rodzaju. Gleby nawozono osadem $cie-
kowym z miejskiej oczyszczalni §cieckow w dawce dobranej wedtug polskiej normy, 9 ton na
hektar (Dz.U.2015). Po uptywie 7 tygodni stwierdzono znaczne zmiany w strukturze takso-
nomicznej mikrobiomu obydwu gleb wzbogaconych osadami §cieckowymi w poréwnaniu do
probek kontrolnych. W glebie nawozonej zmalata liczebno$¢ Actinobacteria, Planctomycetes
I Chloroflexi, pelnigcych wazne funkcje biologiczne w srodowisku glebowym. Z kolei stwier-
dzono znaczny wzrost liczebno$ci Proteobakterii, uwazanych za t¢ grupe mikroorganizmow,
wsrdod ktorej wystepuje wiele patogendw 1 potencjalnych patogenoéw ludzi 1 zwierzat. W glebie
nawozonej wzroslta tez znacznie liczebnos$¢ Bacteroidetes bedacych gldéwnym sktadnikiem flory
jelitowej, a takze Spirochaetes. Ponadto, wyniki Analizy Gtownych Sktadowych (PCA) wska-
zuja na roznice w zawartosci niektorych genow kodujacych opornos¢ na leki antybakteryjne,
takie jak tetracyklina, wankomycyna, erytromycyna, -laktamy, sulfonamidy czy trimetoprim
w glebie wzbogaconej osadami w poréwnaniu do probki gleby kontrolne;.

Badania finansowane z projektu pt. ,, Zmiany zespotow mikroorganizmow, opornosci na anty-

biotyki i wltasciwosci fizykochemicznych gleby nawozZonej komunalnymi osadami sciekowymi”,
Narodowe Centrum Nauki, 2020/39/B/NZ9/01772.
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The result of the intensive development of agriculture is the progressive degradation and
deterioration of soils. Moreover, the global problem is an increasing amount of wastewater
and sewage sludge, as a final product of wastewater treatment. One of the recommended
methods of sewage sludge management is agricultural use, due to the presence of significant
amounts of nutrients in them, with carbon, nitrogen and phosphorus as most important. However,
soil fertilization with sludge, apart from the beneficial ones, may also have unfavourable, because
the sludge contains numerous contaminants, both of a chemical and biological nature. Such
contaminants include antibiotic resistance genes (ARGs) that enter the soil ecosystem with organic
fertilisers, such as sewage sludge from various types of wastewater treatment plants (WWTPs). In
the present study, an attempt was made to determine how soil enriched with sewage sludge from
one of the municipal sewage treatment plants affects the number of copies of antibiotic resistance
genes and the taxonomic structure of soil bacterial communities. Two types of agricultural soils
with different physicochemical parameters, but with a similar microbiome composition at the level
of phylum and genus, were used for metagenomic studies. The soils were fertilized with sewage
sludge from the municipal sewage treatment plant at the loading rate 9 tons per hectare, according
to the Polish standard (Dz.U.2015). The significant changes in the taxonomic structure of the soil
microbiome were found after 7 weeks of enrichment with sewage sludge, compared to control
samples. In the fertilized soil, the number of Actinobacteria, Planctomycetes and Chloroflexi, which
perform important biological functions in the soil environment, decreased. In turn, a significant
increase in the number of Proteobacteria, considered to be a group of microorganisms among
which there are many pathogens and potential pathogens of humans and animals, was found.
Additionally, in the fertilized soil, the number of Bacteroidetes, which are the main component of
the intestinal flora, as well as Spirochaetes, increased significantly. Furthermore, the results of the
Principal Component Analysis (PCA) indicate variations in the content of some genes encoding
resistance to antibacterial drugs, such as tetracycline, vancomycin, erythromycin, B-lactams,
sulfonamides or trimethoprim in the soil enriched with sediments compared to the control samples.

Research funded by The National Science Centre, 2020/39/B/NZ9/01772, “Microbial community,
antibiotic resistance and physicochemical changes in soil amended with municipal sewage sludge”.
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W wyniku dziatalno$ci cztowieka do srodowiska wodnego uwalniane sg réznorodne zwiazki
organiczne, z ktorych czes$¢ nie podlega monitoringowi. Jedna z klas tego typu zanieczyszczen
stanowig farmaceutyki wykorzystywane w leczeniu chordb ludzi 1 zwierzat.

Ze wzgledu na powszechno$¢ zastosowania na szczegolng uwage zastuguja substancje prze-
ciwbdlowe 1 przeciwgoraczkowe (ibuprofen, paracetamol, diklofenak, naproksen, ketoprofen, kwas
acetylosalicylowy) oraz syntetyczne hormony (17-alfa-etynyloestradiol). Powszechne zastosowanie
farmaceutykdéw w medycynie 1 weterynarii przyczynito si¢ do ich wystepowania w ro6znych ma-
trycach srodowiskowych (Gerrity i Snyder, 2012; Arnold i inni, 2014). Farmaceutyki sa uwalniane
do $rodowiska wodnego gtownie poprzez odprowadzanie niedostatecznie oczyszczonych $cie-
kow komunalnych ze szpitali, lecznic weterynaryjnych i gospodarstw domowych (Kotecka i inni,
2019). Badania naukowe potwierdzaja, ze cz¢$¢ powszechnie stosowanych farmaceutykow nie jest
W petni usuwana w procesie biologicznego oczyszczania $ciekow np. diklofenak (<40%) (Kotecka
I inni, 2019), ketoprofen (8—-53%) (Tauxe-Wuerche i inni, 2005) oraz ibuprofen (53—79%) (Tauxe-
-Wuerche i inni, 2005). Niska efektywno$¢ usuwania farmaceutykow ze strumienia $ciekéw w kon-
wencjonalnych oczyszczalniach wynika z niskiego stopnia przystosowania procesu oczyszczania
metoda osadu czynnego do eliminacji tego typu zanieczyszczen (Bijlsma i inni, 2021). Z kolei brak
przepisow, ktore okreslatyby dopuszczalne wartosci stezen farmaceutykow w Sciekach czesto skut-
kuje odprowadzaniem $ciekow o dowolnym tadunku tego typu ksenobiotykow (Rosinska, 2022).

Uwalnianie farmaceutykow do srodowiska stwarza realne zagrozenie dla ekosystemow
wodnych. Ze wzgledu na inicjowanie aktywnos$ci biologicznej w niskich stezeniach, farmaceu-
tyki moga wywiera¢ niekorzystny wptyw na organizmy wodne powodujac modyfikacj¢ zacho-
wania, zaburzenia neurologiczne, metaboliczne, funkcji rozrodczych oraz anomalie rozwojowe
(Miettinen 1 Khan, 2021).

Badanie pilotazowe miato na celu ocen¢ wystepowania i okreslenie fadunku powszech-
nie stosowanych farmaceutykow (paracetamol, naproksen, ketoprofen, diklofenak, kwas sa-
licylowy, kwas acetylosalicylowy, ibuprofen, 17-alfa-etynyloestradiol) w $ciekach surowych
1 oczyszczonych. Probki pobrano z oczyszczalni §ciekéw w Stupsku w 2021 roku w odstepach
miesi¢cznych od maja do wrzesnia. Niezbednym uzupelnieniem oznaczen ilosciowych byta
ocena potencjalnego zagrozenia Srodowiskowego, ktora przeprowadzono z wykorzystaniem
skorupiakéw stodkowodnych Daphnia magna (test Daphtoxkit F™). W probkach $sciekow su-
rowych 1 oczyszczonych stwierdzono siedem z o§miu objetych badaniami farmaceutykow, kto-
rych stezenie wynosito od 0.10 pg-L" do 32.48 pug-L' w $ciekach surowych oraz od <LOD
od 2.21 pg-L' w $ciekach oczyszczonych. W tescie Daphtoxkit F™, 50% efekt toksyczny po
48 godzinach narazenia na badane farmaceutyki zaobserwowano w zakresie stezen od 0.17 do
72.50 mg-L"!. Najbardziej toksyczny byt 17-alfa-etynyloestradiol.
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As a result of human activity, a variety of organic compounds are released into the aquatic
environment. Part of them is not subject to monitoring. One class of such pollutants is
pharmaceuticals used in the treatment of human and animal diseases.

Due to their availability, painkillers, antipyretics and antipyretics (ibuprofen, paracetamol,
diclofenac, naproxen, ketoprofen, acetylsalicylic acid) and synthetic hormonal substances
(17-alpha-ethinylestradiol) deserve special attention. The widespread use of pharmaceuticals in
medicine and veterinary medicine has contributed to their occurrence in various environmental
matrices (Gerrity and Snyder, 2012; Arnold et al., 2014). Pharmaceuticals are released into the
aquatic environment mainly by discharging insufficiently treated municipal wastewater from
hospitals, veterinary clinics, and households (Kotecka et al., 2019). Scientific studies confirm
that some commonly used pharmaceuticals are not fully removed in biological wastewater
treatment plants, e.g. diclofenac (<40%) (Kotecka et al., 2019), ketoprofen (8—53%) (Tauxe-
Wauerche et al., 2005) and ibuprofen (53-79%) (Tauxe-Wuerche et al., 2005). The low efficiency
of removing pharmaceuticals from the wastewater stream in conventional wastewater treatment
plants (WWTPs) is due to the poor adaptation of the activated sludge treatment process to
eliminate this pollutant (Bijlsma et al., 2021). In turn, the lack of regulations that specify the
permissible concentrations of pharmaceuticals in wastewater often results in the discharge of
wastewater with arbitrary loads of such xenobiotics (Rosinska, 2022).

The release of pharmaceuticals into the environment poses a real threat to aquatic
ecosystems. Due to the initiation of biological activity at low concentrations, pharmaceuticals
can have adverse effects on aquatic organisms causing behavioral modification, neurological,
metabolic, reproductive function, and developmental abnormalities (Miettinen and Khan, 2021).

The pilot study aimed to assess the occurrence and determine the load of commonly used
pharmaceuticals (paracetamol, naproxen, ketoprofen, diclofenac, salicylic acid, acetylsalicylic
acid, ibuprofen, 17-alpha-ethinylestradiol) in raw and treated wastewater. Samples were taken
from the WWTPs in the Stupsk in 2021 at monthly intervals from May to September. Qualitative
analysis was coupled with assessment of potential environmental risk, which was carried out using
the freshwater crustacean Daphnia magna (Daphtoxkit F™ test). Seven of eight pharmaceuticals
were found in raw and treated wastewater samples, with concentrations ranging from 0.10 to
32.48 ug-L ! in raw wastewater and <LOD to 2.21 pg-L! in treated wastewater. In Daphtoxkit F™
test, a 50% toxic effect after 48 hours of exposure to the tested pharmaceuticals was observed in
the concentration range from 0.17 to 72.50 mg-L"'. 17-alpha-ethinylestradiol was the most toxic.
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Rockstrom i wspotautorzy (2009) wyznaczyli dziewig¢ granic planetarnych okreslajacych pro-
gi dla bezpiecznego funkcjonowania cztowieka w swiecie jakim znamy. Cz¢$¢ z tych granic
zwigzana jest z zasobami wod stodkich: zmiana klimatu, utrata bior6znorodnosci, cykle bioche-
miczne azotu i fosforu, uzytkowanie wod stodkich i chemiczne zanieczyszczenie. Co prawda
zasolenie nie jest wymieniane bezposrednio jako jedna z tych granic, ale posrednio jest zwigza-
ne z wyznaczonymi granicami. Globalne ocieplenie wptywa na obieg wody, a w konsekwencji
na czestotliwos¢ 1 intensywnos¢ susz, zwigkszajac w ten sposob zasolenie rzek. Zasolenie wod
stodkich jest wskazywane jako jeden z dwunastu czynnikow odpowiedzialnych za zmniejszenie
biordéznorodnosci stodkowodnych ekosystemow. Zasolenie zwigksza tez st¢zenia azotu i fosforu
w wodach powierzchniowych poprzez ograniczenie procesOw samooczyszczania i aktywacje
zanieczyszczen zgromadzonych w zlewni (wymywanie) 1 w osadach (uwalnianie). Katastrofa
ekologiczna na Odrze w 2022 roku pokazata jeden ze skutkdéw zasolenia srodladowych wod
stodkich.

Zasolenie wod stodkich powodowane jest m.in. przez zimowe stosowanie soli drogowej,
dziatalnos$¢ gorniczg 1 przemystowa, nawozy oraz srodki ochrony roslin stosowane w rolnic-
twie. W wystapieniu zaprezentujemy wyniki trzyletniego projektu badawczego skupionego na
tematach: 1) wptyw soli drogowej na sukces wylegu zooplanktonu z jaj przetrwalnikowych,
2) toksycznos¢ ,,ekologicznych” zamiennikOw najczesciej stosowanej soli drogowej NaCl,
3) zalezno$¢ miedzy stezeniem chlorkoéw 1 dynamika zagegszczenia zooplanktonu w zbiornikach
miejskich. Dodatkowo, w zwigzku z katastrofa na Odrze, w ktorej zasolenie odegralo istotng
role, przeanalizowano: 4) mozliwo$¢ zastosowania biotestOw w ocenie ryzyka wynikajacego
z zasolenia dla ekosystemow stodkowodnych w zlewni Ktodnicy, 5) reakcje ekosystemu na
zakwit Prymnezium pavrum w oparciu o bateri¢ biotestow.

79



Badania wspélfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki (projekt nr 2018/28/C/NZ8/00235):
. Wplyw zimowego zanieczyszczenia solg drogowg na sukces wylegu zooplanktonu z jaj prze-
trwalnikowych.”

Rockstrom, J., Steffen, W., Noone, K., Persson, A., Chapin, F.S., Lambin, E.F., Lenton, T.M.,
Scheffer, M., Folke, C., Schellnhuber, H.J., Nykvist, B., de Wit, C.A., Hughes, T., van der
Leeuw, S., Rodhe, H., Sorlin, S., Snyder, PK., Costanza, R., Svedin, U., Falkenmark, M.,
Karlberg, L., Corell, RW., Fabry, V.J., Hansen, J., Walker, B., Liverman, D., Richardson, K.,
Crutzen, P, Foley, J.A., 2009. A safe operating space for humanity. Nature 461, 472—475.
https://doi.org/10.1038/461472a


https://doi.org/10.1038/461472a

Biotest applied to ecototixity assessment of freshwater saliniztion
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Rockstrom et al. (2009) defined nine planetary boundaries within while humanity can operate
safely, some of which influence the functioning of the freshwater ecosystems: climate change,
biological diversity lose, biogeochemical nitrogen (N) and phosphorus (P) cycle, global freshwater
use and chemical pollution. Although salinization was no mentioned as a planetary boundary
per se, it is nonetheless related. Global warming impacts on the water cycle, resulting in more
intense droughts in some regions, and hence increased river salinity. Freshwater salinisation an
emerging threat for freshwater biodiversity. Salinization increases N and P concentrations in
waters by releasing them from sediments and decreasing the self-purification process. Oder river
catastrophe in 2022, showed one of the freshwater salinization consequences.

Salinization of freshwater sources are: road salt application, mining and industrial activity,
agriculture fertilizers and pesticides. We present the results of three years project focused on:
1) road salt impact on hatching success of zooplankton species, 2) toxicity of “eco-friendly”
alternatives of commonly used NaCl road salt, 3) the identification of a relationship between
zooplankton community density and chloride concentration. Additionally, according to Oder
catastrophe in which salinity play important role, it was investigated: 4) used the battery of
biotest to determine the salinisation impact on freshwater ecosystems in Ktodnica catchment,
5) ecosystems reaction on Prymnesium parvum bloom assessed by biotest battery.

Study was supported by grant No. 2018/28/C/NZ8/00235, “Impact of road salt pollution in winter on
zooplankton hatching success from resting eggs.” Funded by the National Science Center (Poland).
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Ostatnie lata pod znakiem pandemii koronawirusa szczegdlnie zwrécity uwage na jakos¢ mikro-
biologiczng powietrza wewnatrz pomieszczen uzytecznosci publicznej. Aspekt ten, mimo licz-
nych doniesien literaturowych, wskazujacych na powazne zagrozenia zwigzane z wdychanym
powietrzem w dalszym ciggu nie jest unormowany prawnie. Brak norm, czy wytycznych, a je-
dynie zalecenia r6znych badaczy co do wartosci dopuszczalnych drobnoustrojow w powietrzu
s3 niewystarczajace aby moc egzekwowac poprawe jego jakosci mikrobiologicznej eliminujac
tym samym potencjalne zagrozenia zdrowia osob korzystajacych z pomieszczen. Dodatkowo
stosowanie coraz powszechniej systemOow wentylacyjnych czy klimatyzacyjnych moze wpty-
wac negatywnie na jako$¢ sanitarng powietrza wewnetrznego.

Badania przeprowadzono w dwoch obiektach uzytecznosci publicznej wentylowanych je-
dynie przy zastosowaniu wentylacji mechanicznej, w wariancie bez recyrkulacji wewngtrznej
powietrza. Pobierano probki powietrza nawiewnego (powietrza zewnetrznego) do pomieszczen
za pierwszym i drugim filtrem centrali oraz probki powietrza wywiewnego z pomieszczenia
za pierwszym filtrem. Ttem byty probki powietrza zewnetrznego. Wykorzystano dwie metody
poboru probek powietrza: zderzeniowg i sedymentacyjng do okreslenia obecnosci ogolnej licz-
by bakterii mezofilnych (OLB, podioze agar odzywczy), liczby gronkowcoéw (podioze Baird
Parker) i ogblnej liczby grzybow (OLG, podioza: Malt-Extract, Czapek-Dox, Sabourauda).

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, iz powietrze zewng¢trzne charaktery-
zowalo si¢ brakiem obecno$ci OLB mezofilnych w probkach pobranych metoda zderzeniowa
1 brakiem komorek gronkowcow niezaleznie od zastosowanej metody poboru. Z kolei przy
zastosowaniu metody sedymentacyjnej OLB mezofilnych wynosita 157 JTK/m®. OLG wyrosta
na zastosowanych w badaniach podtozach, pochodzaca z probek powietrza pobranych przy po-
mocy dwodch zastosowanych metod, charakteryzowata si¢ podobnymi wartosciami. Najwicksza
liczbg grzybow, wynoszacg 4630 14089 JTK/m3 odpowiednio dla metody zderzeniowe;j 1 se-
dymentacyjnej, odnotowano na podtozu Czapek-Dox,. Na podtozu Sabourauda odpowiednio
wyrosto 2680 1 3303 JTK/m3. Po pierwszym filtrze nastapita znaczaca redukcja OLG w prob-
kach powietrza, wynoszaca od 6 do 9 razy. Wzrosta natomiast OLB mezofilnych z 0 do
201 30 JTK/m? odpowiednio dla centrali obstugujgcej pomieszczenie pierwsze i drugie. Probki
powietrza pobrane za drugim filtrem charakteryzowaty si¢ catkowita redukcja OLB mezofilnych
1 nieznacznym spadkiem OLG. Z kolei w powietrzu badanych pomieszczen stwierdzono obec-
nos¢ OLB mezofilach, wsrdd ktorych moga wystepowaé zarowno bakterie chorobotworcze jak
1 potencjalnie chorobotwoércze, na poziomie 320 1 170 JTK/m3 oraz gronkowcow na poziomie

82


mailto:agnieszka.trusz@pwr.edu.pl

801 50 JTK/m3, odpowiednio dla pomieszczenia pierwszego 1 drugiego. OLG byta w prob-
kach pobranych w obu pomieszczeniach na podobnym poziomie co w powietrzu nawiewnym.
W powietrzu wywiewnym z drugiego pomieszczenia zaobserwowano brak OLB mezofilnych,
gronkowcoéw 1 OLG wyrastajacych na podiozu Malt-Extract. W powietrzu pierwszego pomiesz-
czenia nie zaobserwowano jedynie obecnosci gronkowcow. Dla pozostatych badanych drobno-
ustrojow odnotowano redukcje¢ ich ilosci od 7 do 32 razy, co stanowito ich stezenie na poziomie
10-50 JTK/m’.

Przeprowadzone badania pozwolity na wyciagnigcie nastgpujacych wnioskow:

* Przy prawidlowo eksploatowanej centrali wentylacyjnej dwustopniowa filtracja powie-
trza zewngtrznego nawiewnego do pomieszczen umozliwia znaczacg redukcje zarodni-
kow 1 strzgpkow grzybow.

* Glownym zrédtem bakterii chorobotwoérczych, w tym gronkowcdw, w pomieszcze-
niach sg ludzie.

* Wentylacja mechaniczna, w wariancie bez recyrkulacji wewngtrznej, nie zabezpiecza
ludzi korzystajacych z pomieszczen przed bakteriami chorobotworczymi.

Praca powstata w wyniku realizacji projektu badawczego o nr 2021/41/B/ST8/03402
pt. ,, Wplyw skroplin w instalacjach wentylacyjnych na wtorne zanieczyszczenie mikrobiolo-
giczne powietrza” finansowanego ze srodkow Narodowego Centrum Nauki.
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Recently, under the sign of the coronavirus pandemic, attention has been paid to the
microbiological quality of air inside public utility rooms. This aspect, despite numerous
literature reports indicating serious risks associated with inhaled air, is still not regulated by
law. There are no standards or guidelines, and only indications of limit values are insufficient
to be able to enforce the improvement of the microbiological quality of the air, thus eliminating
potential health risks for people using the premises. In addition, the increasingly common use of
ventilation or air-conditioning systems may negatively affect (and there are also confirmations
of this) on the sanitary quality of indoor air.

The tests were carried out in two public utility buildings ventilated only with the use of
mechanical ventilation, in the variant without internal air recirculation. Samples were taken
for the air entering (outside air) the rooms after the first and second filters, in the room and for
the extract air the room after the first filter. The background was the outside air. Impact and
sedimentation methods were used to determine the total number of mesophilic bacteria (nutrient
agar medium) and Staphylococci (Baird Parker medium) and the total number of fungi (Malt-
Extract, Czapek-Dox and Sabouraud medium).

On the basis of the tests carried out, it was observed that the outside air was characterized
by a zero value of the total number of mesophilic bacteria when collected by the impact method
and Staphylococci, regardless of the method used, while when using the sedimentation method,
this value was 157 CFU/m’. The total number of fungi for the two methods of air sampling
showed similar results for the same mediums, with the highest values for the Czapek-Dox
medium (4630 and 4089 CFU/m? for the impact and sedimentation method) and the lowest for
the Sabouraud medium (2680 and 3303 CFU/m’, respectively).

After the first filter, there was a significant reduction in the total number of fungi by
6 to 9 times. On the other hand, the total number of bacteria increased from 0 to 20 and
30 CFU/m? after the first filter for the air handling unit servicing the first and second room,
respectively. After the second-stage air filtration, there was a complete reduction in the total
number of bacteria and a slight reduction in the total number of fungi. On the other hand, the
air in the tested rooms was characterized by a total number of mesophilic bacteria, including
both pathogenic and potentially pathogenic bacteria, in the amount of 320 and 170 CFU/m?,
and Staphylococci in the amount of 80 and 50 CFU/m?, respectively for the first and second
room. The concentration of fungi was, in both rooms, at a similar level as in the entering
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air. Exhaust air showed a reduction of microorganisms to 0 CFU/m3 for room two for total
bacteria, Staphylococci and total number of fungi for Malt-Extract medium. For room 1, only
the concentration of Staphylococci was zero. In other cases, the reduction of microorganisms
was from 7 to 32 times, giving a concentration of microorganisms at the level of 10-50 CFU/m’.
The conducted research allowed to draw the following conclusions:
» With a properly operated air handling unit, two-stage filtration of the outside air entering
the rooms enables a significant reduction of fungal spores and hyphae.
* The main source of pathogenic bacteria, including Staphylococci, indoors is people.
* Mechanical ventilation, in the variant without internal recirculation, does not protect
people using the rooms against pathogenic bacteria, including Staphylococci.

The work was supported by the National Science Centre, Poland, under research project entitled.:
“Impact of condensate in air-conditioning systems on secondary microbiological pollution of
indoor air”’, no 2021/41/B/ST8/03402.
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Zatoka Gdanska jest rejonem specyficznym, graniczacym z duza aglomeracja miejska, uj-
sciem rzeki Wisty oraz wieloma lokalnymi potokami. Ze wzgledu na walory turystyczne tego
miejsca i znaczenie gospodarcze, czystos¢ mikrobiologiczna plaz 1 wod kapieliskowych ma
ogromne znaczenie dla zdrowia turystow i mieszkancéw. Rejon ten charakteryzuje sie wielo-
ma zrddtami doplywu zanieczyszczen mikrobiologicznych (zrzuty Sciekow oczyszczonych,
zrzut z sieci wod burzowych, doptywy potokéw, doptyw rzeki Wisty, mozliwe zrzuty wod
balastowych statkow na redzie portow trojmiejskich). Niektore majg charakter staly (ciagly
doplyw zanieczyszczen), inne czasowy. Przezywalno$¢ bakterii, w tym E. coli, powigzana
jest z warunkami $§rodowiskowymi, do ktorych naleza miedzy innym: temperatura wody,
zasolenie i nastonecznienie [1].

Wystepowanie podwyzszonej liczebnosci E. coli 1 bakterii z grupy coli stanowi zagrozenia dla
zdrowia 0s6b wypoczywajacych na plazach nad Zatoka Gdanska. Zanieczyszczenia te moga prowa-
dzi¢ do zatru¢ pokarmowych oraz moga by¢ przyczyna zakazen uktadu moczowo-plciowego, a takze
zakazen ran w szczegdlnosci u 0sob z nabytg lub wrodzong obnizong odpornoscia.

Wzrost miana bakterii z grupy coli 1 £. coli w wodach zatoki w zwigzku z naptywem do-
datkowych zanieczyszczen spowodowanych niekontrolowanym, awaryjnym odprowadzaniem
sciekow w tym $ciekow nieoczyszczonych do rzek czy wod Zatoki moze prowadzi¢ do wzrostu
ilos¢ bakterii opornych na antybiotyki, stanowigcych dodatkowe zagrozenia dla zycia i zdrowia
osob wrazliwych / predysponowanych.

W ramach badan przeanalizowano wyniki oceny mikrobiologicznej plaz (badania monito-
ringowe wykonywane przez Stacje Sanitarno-Epidemiologiczne) oraz wyniki oceny mikrobio-
logicznej wod kapieliskowych w okresie intensywnych zrzutéw $ciekoéw z warszawskiej sieci
kanalizacyjnej. W rozwazaniach dotyczacych rozprzestrzeniania si¢ E. coli cickawym zaobser-
wowanym zjawiskiem bylo zanieczyszczenie wod kapieliskowych w czasie zjawiska ,,cofki”
(wiatry z kierunku potnocnego).

W trakcie wykonanych badan mikrobiologicznych w latach 2019-2020 miana bakterii
z grupy coli 1 bakterii E. coli podczas wiatrow potnocno zachodnich zaobserwowano 3 krotny
wzrost miana bakterii katowych w wodach zatoki oraz w wodach Wisty w obszarze tzw. ,,prze-
kopu Wisty” w rejonie Kiezmarku i Swibna.

Obserwacje t¢ mozna wykorzystywac do przewidywania / prognozowania wzrostu zanie-
czyszczenia bakteriami kalowymi na kapieliskach w rejonie Zatoki Gdanskie na podstawie
danych meteorologicznych kierunku i sity wiatru.

86


mailto:lidia.wolska@gumed.edu.pl

Literatura

[1] Wolska, L., Kowalewski, M., Potrykus, M., Redko, V., Rybak, B., Difficulties in the Modeling
of E. coli Spreading from Various Sources in a Coastal Marine Area, Molecules 27, 2022.

Podzickowania
Badania naukowe zostaly sfinansowane ze srodkow Ministerstwa Edukacji i Nauki w ramach
realizacji projektu nr ST—02-0103/07/322.


https://www-1webofscience-1com-1piqe8h6c0284.han.gumed.edu.pl/wos/author/record/15918570
https://www-1webofscience-1com-1piqe8h6c0284.han.gumed.edu.pl/wos/author/record/29105563
https://www-1webofscience-1com-1piqe8h6c0284.han.gumed.edu.pl/wos/author/record/29626787
https://www-1webofscience-1com-1piqe8h6c0284.han.gumed.edu.pl/wos/author/record/32399308

The spread of E. coli bacteria in the waters of the Gulf of Gdansk

L. Wolska, B. Rybak

Department of Environmental Toxicology, Faculty of Health Sciences with IMTM, Medical
University of Gdansk, Debowa 234, 80-204 Gdansk, Poland
e-mail: lidia.wolska@gumed.edu.pl

Keywords: E. coli, microbiological contamination, the Gulf of Gdansk

The Gulf of Gdansk is a specific area bordering on a large urban agglomeration, the mouth
of the Vistula River and many local streams. Due to the tourist values of this place and
economic importance, the microbiological contamination of beaches and bathing waters is of
great importance for the health of tourists and residents. This region is characterized by many
sources of microbiological contamination (discharges of treated wastewater, discharges from the
stormwater network, stream tributaries, the Vistula River tributary, possible discharges of ship
ballast water in the roadsteads of the Tri-City ports). Some are permanent (continuous influx of
pollutants), others temporary. Survival of bacteria, including E. coli, is related to environmental
conditions, which include, among others: water temperature, salinity and insolation [1].

The presence of an increased number of E. coli and coli bacteria poses a threat to the health
of people resting on the beaches of the Gulf of Gdansk. These contaminants can lead to food
poisoning and can cause infections of the genitourinary system, as well as wound infections,
especially in people with acquired or congenitally reduced immunity.

An increase in the titre of coliform bacteria and E. coli in the waters of the Gulf due to
the influx of additional pollutants caused by uncontrolled, emergency discharge of sewage,
including untreated sewage into rivers or the Gulf waters, may lead to an increase in the number
of bacteria resistant to antibiotics, posing additional threats to life and health of vulnerable /
predisposed persons.

During research the results of the microbiological assessment of beaches (monitoring tests
carried out by Sanitary and Epidemiological Stations) and the results of the microbiological
assessment of bathing waters during the period of intensive sewage discharges from the
Warsaw sewage system were analyzed. In the considerations concerning the spread of E.
coli, an interesting phenomenon was observed due to the bathing waters pollution during the
phenomenon of “backwater” (winds from the north-west).

During the microbiological tests carried out in 2019-2020, the titer of coliform bacteria
and E. coli bacteria during north-west winds, a 3-fold increase in the titre of fecal bacteria was
observed in the waters of the bay and in the waters of the Vistula in the area of the so-called
“cross-cut of the Vistula” in the area of Kiezmark and Swibno.

This observation can be used to predict/forecast an increase in faecal contamination at
bathing areas in the Gdansk Gulf based on meteorological data on wind direction and strength.
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Substancje per- 1 polifluoroalkilowe (PFAS; perfluoroalkyl substances) to grupa heterogenicz-
nych zwigzkoéw o wlasciwosciach amfipatycznych i wyjatkowej odpornosci na degradacj¢ che-
miczng i termiczng. Unikalne wtasciwosci zwiazkow PFAS byly wykorzystywane przez prawie
60 lat i w duzej mierze przyczynity si¢ do ich szerokiego zastosowania w przemysle oraz do
produkcji przedmiotow codziennego uzytku. Aktualnie, wystgpowanie PFAS w §rodowisku
jest postrzegane z duzym zaniepokojeniem, poniewaz ze wzgledu na wszechobecnos¢ tych
substancji, wyjatkowa trwato$¢, mozliwo$¢ przenoszenia na duze odlegtosci oraz potencjat do
bioakumulacji, zwigzki te stanowig powazny problem zaréwno dla dzikiej fauny i flory, jak i dla
zdrowia cztowieka.

Celem prowadzonych badan bylo scharakteryzowanie toksycznego oddziatywania kwasu
perfluorooktanowego (PFOA; perfluorooctanoic acid), bedacego przedstawicielem grupy PFAS,
na parametry morfologiczne, fizjologiczne oraz markery stresu srodowiskowego wierzby wicio-
wej (Salix viminalis L.) w warunkach uprawy hydroponiczne;.

Przeprowadzono krétkoterminowy eksperyment, w ktorym zastosowano zrzezy wierz-
by wiciowe] umieszczone w roztworze pozywki ptynnej kontrolnej oraz zawierajagcej PFOA
o stezeniach 0,1; 1,0 oraz 10 mg - dm™. Przygotowane ten sposob warianty doswiadczalne
uprawiano w kontrolowanych warunkach o§wietlenia, temperatury, wilgotnosci powietrza oraz
napowietrzania podtoza ptynnego. Toksyczny wptyw PFOA byl monitorowany poprzez analize
parametréw morfologicznych i fizjologicznych takich jak: biomasa pgdow i korzeni, catkowita
powierzchnia li$ci, catkowita zawarto$¢ biatka rozpuszczalnego, zawarto$¢ barwnikdéw asymi-
lacyjnych. Stopien peroksydacji lipidoéw wyrazony na podstawie zawartosci zwigzkow reagu-
jacych z kwasem 2-tiobarbiturowym (TBARS) byt analizowany jako marker uszkodzen oksy-
dacyjnych. Sprawnos$¢ dziatania uktadu antyoksydacyjnego oceniano na podstawie aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych takich jak peroksydaza askorbinianowa (APx), katalaza (CAT).
Oznaczano rowniez aktywno$¢ enzymu biorgcego udzial w reakcjach detoksykacji jakim jest
S-transferaza glutationowa (GST).
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Analiza uzyskanych wynikéw wykazata toksyczny wptyw PFOA na parametry morfolo-
giczne wierzby wiciowej zwlaszcza, gdy zwigzek ten byt zastosowany w najwyzszym steze-
niu. Zawarto$¢ barwnikdéw asymilacyjnych ulegata zmianie pod wptywem PFOA i zalezata od
zastosowanego wariantu st¢zeniowego. Obecnos¢ PFOA w podtozu ptynnym nie wywolata
znacznych zmian aktywnos$ci badanych enzymdéw antyoksydacyjnych w poréwnaniu z ro$lina-
mi kontrolnymi. Silniejsza reakcja badanych roslin na obecno$¢ ksenobiotyku w podtozu byta
zwigzana z indukcja aktywnosci GST bedacego enzymem detoksykujacym.

Projekt wspotfinansowany przez Narodowq Agencje Wymiany Akademickiej (NAWA). Numer
umowy Agencji: PPN/BIT/2021/1/00100/U/00001

Projekt wspotfinansowany przez Uniwersytet £odzki, Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Ba-
dawcza (IDUB) na podstawie decyzji numer 64/2021.
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Per- and polyfluoroalkyl substances (PFAS) are a group of heterogeneous compounds with
amphipathic properties and exceptional resistance to chemical and thermal degradation. The
unique properties of PFAS compounds have largely contributed to their wide application in
industry and everyday items for almost 60 years. Currently, the occurrence of PFAS in the
environment is viewed with great concern because, due to their ubiquitous presence, extreme
persistence, long-range transportability and potential for bioaccumulation, these compounds
pose a serious problem to both wildlife and human health.

The aim of the conducted research was to characterize the toxic effect of perfluorooctanoic
acid (PFOA), a PFAS compound, on the morphological and physiological parameters of willow
(Salix viminalis L.), as well as its markers of environmental stress, under hydroponic conditions.
A short-term experiment was carried out using willow cuttings placed in a solution of a liquid
medium containing control and PFOA at concentrations of 0.1; 1.0 and 10 mg - dm>. The
experimental variants were cultivated under controlled lighting, temperature and air humidity, as
well as aeration of the liquid substrate. The toxic effect of PFOA was monitored by analyzing shoot
and root biomass, total leaf area, total soluble protein content and assimilation pigment content.
Oxidative damage was evaluated as the degree of lipid peroxidation, expressed as the content of
substances reacting with 2-thiobarbituric acid (TBARS). The efficiency of the antioxidant system
was assessed based on the activity of antioxidant enzymes such as ascorbate peroxidase (APx) and
catalase (CAT). The activity of the enzyme involved in detoxification reactions, i.e., glutathione
S-transferase (GST), was also determined. It was found that PFOA had toxic effects on the
morphological parameters of willow, especially when administered at the highest concentration.
The content of assimilation pigments changed under the influence of PFOA, depending on the
concentration. The presence of PFOA in the liquid medium did not cause significant changes in
the activity of the tested antioxidant enzymes compared to controls. A stronger reaction to the
presence of PFOA was associated with detoxification, i.e., GST induction.

The project is co-financed by the Polish National Agency for Academic Exchange (NAWA)
granted on the basis of the decision number PPN/BIT/2021/1/00100/U/00001.

The project is co-financed by the University of Lodz, Initiative of Excellence — Research
University (IDUB) on the basis of the decision number 64/2021.
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Mikroplastik (MP) sg to czasteczki o wielkosci mniejszej niz 5 mm, ktorych gtownym Zrodlem
sa wigksze czasteczki plastiku, ktore ulegly degradacji pod wpltywem czynnikow atmosferycz-
nych. Jednak MP moze by¢ rowniez wytwarzany celowo, przyjmowac posta¢ granulek, kule-
czek, nitek, wtokien i proszku. Takie drobinki wykorzystywane sg m.in. w produktach higieny
osobistej, takich jak pasty do zebdw, szampony i zele pod prysznic oraz proszki do prania,
petiac funkcje $cierne lub wygtadzajace. Wchodza réwniez w skiad odziezy.

Najpowszechniej MP wystepuje w wodach morskich 1 ladowych. Jego obecnos¢ udowod-
niono rowniez w tkankach zwierzecych w tym we krwi ludzkiej 1 tozysku. MP jest obecny
w glebach rolniczych, a w szczegdlno$ci tam, gdzie jest ona traktowana kompostem z osadow
sciekowych. Jego obecnos¢ zostata rowniez wykryta w glebach przybrzeznych oraz przy po-
lach uprawnych. Obecno$¢ mikroczasteczek plastiku moze wptywac na organizmy wystgpu-
jace w glebie, w tym drobnoustroje. Plastik moze dziata¢ toksycznie zarowno na pojedyncze
organizmy, jak i na cate ich populacje, a takze modyfikowa¢ interakcje zachodzace miedzy
organizmami. Dodatkowo fragmenty plastiku maja zdolno$¢ do adsorbowania réwniez innych
zanieczyszczen, w tym pestycydow. Moga one zatem wpltywacé na toksycznos¢ i biodostgpnosée
tych zanieczyszczen wobec mikroorganizmow wystepujacych w glebie.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie toksycznosci czterech powszechnie stosowanych
pestycydéw w obecnosci mikroczasteczek plastiku. Oceniono réwniez wpltyw MP na biode-
gradacja wybranego pestycydu przez grzyby z rodzaju Trichoderma. W badaniach wykorzy-
stano polietylen o niskiej gestosci (LDPE) o wielkosci czasteczek 100—500 um oraz nastepuja-
ce pestycydy: metolachlor (MET), alachlor (ALA), kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D)
1 kwas 4-chloro-2-metylofenoksyoctowy (MCPA). We wstepnym etapie badan oceniono tok-
syczno$¢ pestycyddw stosujac testy z wykorzystaniem roslin (Sorghum saccharatumi, Lepidium
sativum | Sinapis alba) oraz bakterii (Staphylococcus aureus | Escherichia coli). Stwierdzono,
ze dodatek MP (w stezeniu 5 g L) istotnie wptywa na toksyczno$¢ MET, ALA, 2,4-D oraz
MCPA (100 mg L") wobec badanych organizméw testowych. W kolejnym etapie badan anali-
zowano wplyw MP na wzrost grzybow T. harzianum oraz T. konigii oraz biodegradacj¢ przez
te drobnoustroje MET dodawanego w stezeniu 50 mg L-'. W przypadku grzyba T. harzianum
stwierdzono, ze dodatek MP nieznacznie zwigkszat produkcje grzybni, podczas gdy w ho-
dowlach prowadzonych z dodatkiem MP i MET zawarto$¢ biomasy po 24 godzinach hodowli
byta zblizona do zawartosci grzybni w hodowlach kontrolnych (nie zawierajacych Zzadnego
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z zanieczyszczen). Z kolei w przypadku 7. konigii sucha masa grzybni uzyskana z hodowli
namnazanych w obecnosci MP, MET lub obu tych zwigzkéw dodanych jednoczesnie byta o od-
powiednio 28; 47 1 55% nizsza niz w hodowli kontrolnej. Jednoczes$nie stwierdzono, ze dodatek
MP wplynal korzystnie na eliminacj¢ MET ze §rodowiska wzrostu przez badane grzyby.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze MP obecny w §rodowisku pojedynczo lub w obecnosci in-
nych zanieczyszczan moze dziala¢ toksycznie na wybrane organizmy w nim wystepujace, a tak-
ze wptywac na toksycznos¢ wybranych pestycydow i modyfikowac ich biodegradacj¢ przez
wybrane grzyby z rodzaju Trichoderma.

Projekt finansowany ze srodkow Narodowego Centrum Nauki w Krakowie przyznanych na pod-
stawie umowy nr UMO 2020/39/B/NZ9/00471.
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Microplastics (MP) are particles smaller than 5 mm, whose main source is larger plastic
particles that have degraded due to atmospheric factors. However, MP can also be intentionally
produced in the form of pellets, beads, fibers, and powders. Such particles are used in personal
hygiene products such as toothpaste, shampoos, shower gels, and laundry detergents, serving as
abrasives or smoothing agents. They are also present in clothing.

MP is most commonly found in marine and land waters. Its presence has also been proven
in animal tissues, including human blood and placenta. MP is present in agricultural soils,
especially where it is treated with compost from sewage sludge. Its presence has also been
detected in coastal soils and fields. The presence of plastic micro-particles can affect organisms
present in the soil, including microorganisms. Plastic can be toxic to both individual organisms
and entire populations, and can also modify interactions between organisms. Additionally,
plastic fragments have the ability to adsorb other pollutants, including pesticides. They can
therefore affect the toxicity and bioavailability of these pollutants to microorganisms present in
the soil.

The aim of this study was to investigate the toxicity of four commonly used pesticides
in the presence of plastic micro-particles. The study also assessed the impact of MP on the
biodegradation of a selected pesticide by Trichoderma fungi. In the study, low-density
polyethylene (LDPE) with a particle size of 100-500 pm and the following pesticides were used:
metolachlor (MET), alachlor (ALA), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), and 4-chloro-2-
methylphenoxyacetic acid (MCPA). In the preliminary stage of the study, the toxicity of the
pesticides was assessed using tests with plants (Sorghum saccharatumi, Lepidium sativum, and
Sinapis alba) and bacteria (Staphylococcus aureus and Escherichia coli). It was found that the
addition of MP (at a concentration of 5 g L") significantly affected the toxicity of MET, ALA,
2,4-D, and MCPA (at a concentration of 100 mg L) towards the tested organisms. In the next
stage of the study, the effect of MP on the growth of 7. harzianum and T. konigii fungi, as well as
the biodegradation of MET added at a concentration of 50 mg L' by these microorganisms, was
analyzed. In the case of 7. harzianum, it was found that the addition of MP slightly increased
the production of mycelium, while in cultures conducted with the addition of MP and MET, the
biomass content after 24 hours of cultivation was similar to the mycelium content in control

96



cultures (without any contaminants). On the other hand, in the case of 7. konigii, the dry weight
of mycelium obtained from cultures propagated in the presence of MP, MET, or both compounds
added simultaneously was respectively 28%, 47%, and 55% lower than in the control culture.
At the same time, it was found that the addition of MP had a beneficial effect on the elimination
of MET from the growth environment by the tested fungi. The results obtained indicate that
MP present in the environment singly or in the presence of other pollutants may act toxic to
selected organisms present in it and also affect the toxicity of selected pesticides and modify
their biodegradation by selected Trichoderma fungi.

This research was funded by the National Science Centre, Poland, grant number 2020/39/B/
NZ9/00471.
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Szacuje sie, ze w ciggu najblizszych trzech dekad liczba ludnosci na $wiecie wzro$nie do
9,8 miliarda. Jednoczes$nie ilo$¢ zywnosci potrzebnej do wyzywienia tak szybko rosnacej po-
pulacji wzrosnie o 60%. Nalezy podkresli¢ iz juz obecnie zapotrzebowanie na zywno$¢ generuje
ogromng presj¢ na rolnictwo, co w konsekwecji prowadzi donadmiernej eksploatacji i zuboze-
nia gleb. Konieczno$c zwigkszonej produktywnosci upraw skutkuje nadmiernym stosowaniem
syntetycznych agrochemikaliow, a to z kolei pogorszeniem wtasciwosci gleby. Aby zapobiegac
tym procesow stosowanie dodatkéw organicznych (np. gnojowicy zwierzecej, obornika, kom-
postu, osadoéw Sciekowych itp.) zyskato duze zainteresowanie. Nawozy naturalne sg niskokosz-
towe, przyjazne dla srodowiska i stanowig najlepsze podejscie do gospodarki o obiegu zamknig-
tym. Pomimo iz nawozy organiczne mogg zwigkszy¢ produktywno$¢ upraw 1 gleby, nie mozna
jednak lekcewazy¢ ryzyka rozprzestrzeniania si¢ zanieczyszczen w nich zawartych w systemie
gleba-roslina. Do takich zanieczysczen naleza m.in. nowopowstajace zanieczyszczenia budzace
niepokoj (ang. emerging contamiants), do ktorych nalezg pozostatosci antybiotykow, bakterie
oporne na antybiotyki (ARB) i1 geny opornosci na antybiotyki (ARG). Antybiotyki z grupy te-
tracyklin, sulfonamidéw, fluorochinolonéw, makrolidow, aminoglikozydéw i beta-laktamow sa
powszechnie stosowane w weterynarii. Potencjalny rozwoj 1 rozprzestrzenianie si¢ ARB 1 ARG
zostaly powigzane z obecnoscig antybiotykoéw w odchodach zwierzecych. Literatura naukowa
sugeruje, ze stosowanie obornika i gnojowicy zawierajacych antybiotyki prowadzi do kumulacji
w glebie determinantéw antybiotykoopornosci i ich dalszego przenoszenia na uprawy, stwarza-
jac zagrozenie dla bezpieczenstwa ludzi.

Biorac pod uwage powyzsze, celem naszych badan byto sledzenie rozprzestrzeniania si¢
ARG w systemie gleba-roslina w warunkach nawozenia gleby rolniczej gnojowicg zwierzgca.
Gnojowica, zastosowana w do$wiedczeniach, pochodzita z trzech hodowli zwierzat gospodar-
skich: indykow, krow 1 trzody chlewnej. Glebe rolniczag nawozono gnojowica rozcienczong
wodg w stosunku 1:10, nastepnie wysiewano rzodkiewke 1 uprawiano jg przez 45 dni. Aby $le-
dzi¢ rozprzestrzenianie si¢ ARG w systemie gnojowica-gleba-rosliny, probki gleby pobierano
co 5 do 15 dni, podczas gdy tkanki rzodkiewki zbierano w ostatnim dniu eksperymentu. Wy-
niki wykazaly obecno$¢ ARG w prébkach obornika, gleby i roslin, wykazujac wysoki stopien
rozprzestrzeniania si¢ determinantéw antybiotykowych na warzywa, a tym samym wysokie
zagrozenie dla zdrowia ludzi 1 zwierzat.

Badania przeprowadzono w ramach programu ERASMUS MUNDUS Master in Applied Ecohy-
drology (MAEH).
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It is estimated that over the next three decades the world’s population will increase to 9.8 billion.
At the same time, the amount of food needed to feed such a rapidly growing population will
increase by 60%. It should be emphasized that the demand for food already generates enormous
pressure on agriculture, which in turn leads to excessive exploitation and impoverishment
of soils. The need for increased crop productivity results in the excessive use of synthetic
agrochemicals, which in turn deteriorate soil properties. To prevent these processes, the use of
organic additives (e.g. animal slurry, manure, compost, sewage sludge, etc.) has gained a lot
of interest. Natural fertilizers are low-cost, environmentally friendly and the best approach to
a circular economy. Although organic fertilizers can increase crop and soil productivity, the risk
of spreading pollutants in the soil-plant system cannot be underestimated. Such contaminants
include emerging contaminants such as antibiotic residues, antibiotic resistant bacteria (ARB)
and antibiotic resistance genes (ARG). Tetracycline, sulfonamide, fluoroquinolone, macrolide,
aminoglycoside and beta-lactam antibiotics are commonly used in veterinary medicine. The
potential development and spread of ARBs and ARGs has been linked to the presence of
antibiotics in animal faeces. Scientific literature suggests that the use of manure and slurry
containing antibiotics leads to the accumulation of antibiotic resistance determinants in the soil
and their further transmission to crops, posing a threat to human safety.

Considering the above, the aim of our research was to track the spread of ARG in the soil-
plant system under the conditions of fertilization of agricultural soil with animal slurry. The
manure used in the experiment originated from 3 animal husbodaries: turkey, cows and pigs.
The agricultural soil was fertilized with manure diluted with water 1:10 following by seeding
the cherry radish and it cultivation for 45 days. To track the spread of ARGs in the manure-
soil-plant system, the soil samples were collected every 5 to 15 days while raddish tissues were
collected at the end of the experiment. The results showed presence of ARGs in manure, soil and
plant samples demonstrating high degree of antibiotic determinants spreading to the vegetables
and thus high risk for human and aminal health.

Resaerch was performed in the framework of the ERASMUS MUNDUS Master in Applied
Ecohydrology (MAEH).
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W ramach prac badawczych wypracowano i zoptymalizowano dwa rozwigzania opierajace si¢
na naturalnych procesach nitryfikacji 1 denitryfikacji. Pierwsze z nich to Modutowe Organiczne
Ptyty Obornikowe (Patent nr 235338), wykonane w dwoch lokalizacjach — Kobyli Migjskie;j
(gm. Szadek, woj. todzkie) i Mikotajowie (gm. Rokiciny, woj. 16dzkie). Maja one na celu re-
dukcje tadunku azotu z odciekdéw z obornika bydlecego i trzody chlewnej. Drugim rozwigza-
niem jest wielopoziomowa biogeochemiczna rafa do redukcji zanieczyszczen obszarowych na
drodze denitryfikacji azotandéw, defosforylacji fosforanow, redukcyjnej dehalogenacji i utlenia-
nia zwigzkow polichlorowanych bifenyli (nr zgloszenia patentowego: P.439257). Rafa zostata
zbudowana na polu jednego z gospodarstw w m. Laszczyn (gm. Rawicz, woj. wielkopolskie).
Przebieg prac przygotowawczych do badan obejmowatl budowe organicznych plyt, w ktorych
wykorzystano system modutowy, sktadajacy si¢ z pojedynczych opakowan jutowych z odpo-
wiednio przygotowanym substratem wegglowym — mieszanina wegla brunatnego, stomy jecz-
miennej, trocin sosnowych i wegla drzewnego. W przypadku wielopoziomowej rafy réwniez
wykorzystano system modutowy z substratem sktadajagcym si¢ ze stomy jeczmiennej, trocinami
oraz weglem brunatnym. Moduly organicznych ptyt zostaty zainstalowane w terenie na gle-
bokosci do 2 m, w trzech warstwach ku powierzchni (tzw. zloza horyzontalne) w rozmiarze
(5 mx 10 m x 2 m) i ztoza wertykalne w rozmiarze (1 m x 10 m x 2 m). Moduly wielopoziomo-
wej rafy zostaly zainstalowane w wykopanym rowie o gltebokosci 1,5 m, szerokosci 1,0 m oraz
dhugosci 100 m. D6t pod rafe zostal umiejscowiony pomiedzy gruntem ornym, a rzeka Pijawka,
w terenie ze spadkiem w kierunku rzeki. Kazdy z modutéw zostat odpowiednio uwilgotniony
1 zaszczepiony pulg bakterii denitryfikacyjnych — szczep Pseudomonas fluorescens (DN2606).

Tak glebokie posadowienie modutowych organicznych plyt obornikowych (moduto-
we OPO) jest odpowiedzig na zmiany klimatu 1 obnizanie si¢ zwierciadta wod gruntowych
1 zapewnia wystarczajace uwilgotnienie, co jest najistotniejszym czynnikiem dla ich opty-
malnej pracy zapewniajac efektywng transformacje/redukcje niebezpiecznych form azo-
tu. Roczny monitoring obu modutowych OPO wykazal istotng redukcje wszystkich form
azotu zarowno w obrebie ptyty horyzontalnej jak 1 wertykalnej. Monitoring obecnos$ci ge-
néw zwigzanych z procesem denitryfikacji — nosZ oraz nitryfikacji — amoA w wybudowa-
nych modutowych OPO wykazal, Zze zaproponowana kompozycja substratu weglowego
zaszczepionego pulg bakterii denitryfikacyjnych zapewnita utrzymanie korzystnych warun-
kow dla ich zasiedlenia przez pozyteczne bakterie odpowiedzialne za transformacje azota-
néw i dalszy kompletny proces denitryfikacji. Jako dodatkowa adaptacje do zmian klimatu

100


mailto:agnieszka.bednarek@biol.uni.lodz.pl

w celu optymalizacji pracy modutowej OPO oraz wielopoziomowej biogeochemicznej rafy do
redukcji zanieczyszczen obszarowych na przysztos¢ podczas konstrukeji zaleca si¢ przygotowa-
nie zaglebienia nakierowujacego sptyw powierzchniowy, od strony pola upranego czy sktado-
wiska obornika, po intensywnych opadach deszczu do zaglebienia przed zlozem wertykalnym
(ptyta pionowa) w celu zwigkszenie efektywnosci, zwlaszcza procesu denitryfikacji.

Badania wspotfinansowane z projektu: AZOSTOP, NCBR, TANGOZ2/339929/NCBR/2017 oraz
z Projektu nr RPWP.01.02.00-30-0010/17-00 (2018-2020 r.) pt. “Rozwdj i optymalizacja inno-
wacyjnej metody redukcji istotnych zanieczyszczen punktowych rozproszonych oraz obszarowych
na terenach wiejskich”, finansowanego z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego.
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Due to the research work, two solutions based on natural nitrification and denitrification
processes were developed and optimized. The first of them are Modular Organic Manure
Boards (Patent No. 235338), made in two locations — Kobyla Miejskia (Szadek commune,
L06dz province) and Mikotajow (Rokiciny commune, £.6dZ province). They are designed to
reduce the nitrogen load from leachate from cattle manure and pigs. The second solution is
a multi-level biogeochemical reef for the reduction of diffuse pollution by denitrification
of nitrates, phosphate dephosphorylation, reduction dehalogenation and oxidation of
polychlorinated biphenyl compounds (patent application number: P.439257). The reef was
built on the field of one of the farms in Laszczyn (Rawicz commune, Wielkopolskie province).
The course of preparatory work for the research included the construction of organic plates
in which a modular system was used, consisting of individual jute packages with a properly
prepared carbon substrate — a mixture of lignite, barley straw, pine sawdust and charcoal. In
the case of a multi-level reef, a modular system with a substrate consisting of barley straw,
sawdust and brown coal was also used. Organic plate modules were installed in the field at
a depth of up to 2 m, in three layers towards the surface (so-called horizontal deposits) in
size (5 m x 10 m x 2 m) and vertical deposits in size (1 m x 10 m x 2 m). The modules of
the multi-level reef were installed in a dug ditch with a depth of 1.5 m, a width of 1.0 m and
a length of 100 m. The pit under the reef was located between the arable land and the Leech
River, in the area with a slope towards the river. Each of the modules has been properly
moistened and inoculated with a pool of denitrifying bacteria — Pseudomonas fluorescens
strain (DN2606). Such a deep foundation of modular organic manure slabs (modular OPO)
is a response to climate change and the lowering of the groundwater table and ensures
sufficient moisture, which is the most important factor for their optimal operation, ensuring
effective transformation/reduction of hazardous forms of nitrogen. Annual monitoring of
both modular OPOs showed a significant reduction in all forms of nitrogen within both
horizontal and vertical plates. Monitoring of the presence of genes related to the process of
denitrification — noseZ and nitrification — amoA in the modular OPO showed that the proposed
composition of the carbon substrate inoculated with a pool of denitrifying bacteria ensured the
maintenance of favorable conditions for their colonization by beneficial bacteria responsible
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for nitrate transformations and further complete denitrification process. As an additional
adaptation to climate change in order to optimize the modular operation of OPO and multi-
level biogeochemical reef to reduce diffuse pollution for the future, during construction, it is
recommended to prepare a depression directing surface runoff, from the side of the washed
field or manure landfill, after heavy rainfall to the pit in front of the vertical bed (vertical
plate) to increase efficiency, especially the denitrification process.

Research co-financed from the project: AZOSTOP, NCBR, TANGO2/339929/NCBR/2017 and
from the Project no. RPWP.01.02.00-30-0010/17-00 (2018-2020) entitled “Development
and optimization of an innovative method of reducing significant scatter and diffuse point pol-
lution in rural areas”, financed by the European Regional Development Fund.
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Naukowcy na catym $wiecie od lat poszukuja roznego typu narzedzi stuzacych do oceny
stanu $srodowiska przyrodniczego. W przypadku produkcji roslinnej waznym jest stworzenie
1 dopracowanie metod, ktore pozwolg przewidzie¢ i oceni¢ wptyw réznych czynnikow na stan
fizjologiczny roslin, ich wzrost oraz plonowanie. Niekorzystne skutki oddzialywania r6znych
stresorOw na rosliny polegaja m.in. na zaktoceniu ich wzrostu i rozwoju np. poprzez zaburze-
nie procesOw metabolicznych przebiegajacych w komorce. Wszystkie rosliny zielone, zdolne
do prowadzenia procesu fotosyntezy sag wyposazone w system barwnikow asymilacyjnych,
odpowiedzialnych m.in. za absorpcje $wiatta. Do najwazniejszych barwnikdéw asymilacyjnych
zaliczy¢ mozna chlorofile i karotenoidy. Poniewaz barwniki asymilacyjne pochtaniaja duze
ilosci energii to bardzo tatwo dochodzi w chloroplastach do nadprodukcji reaktywnych form
tlenu. Wszelkie zmiany w Srodowisku oraz pojawiajace si¢ czynniki szkodliwe tj. r6znego
typu zwiazki chemiczne, powoduja zaburzenia w funkcjonowaniu aparatu fotosyntetycznego,
powodujac obnizenie wydajnosci fotosyntezy 1 ograniczajac tym samym wzrost i rozwdj ro-
$lin. Zmiany te mozemy oceni¢ okreslajac zawartos¢ barwnikéw asymilacyjnych w roslinach.
Uwaza sig, ze zawarto$¢ chlorofilu 1 karotenoidéw sg jednym z najlepszych biomarkerow
stresu oksydacyjnego. Inng metoda pozwalajaca na ocen¢ zaburzen w procesie fotosyntezy
jest okreslenie fluorescencji chlorofilu. Olbrzymim plusem tej metody jest fakt, Ze mozemy
wykona¢ ja bardzo szybko, bezinwazyjnie, bezposrednio w srodowisku wzrostu roslin, wy-
korzystujac do tego fluorymetr.

Jedna z bardzo interesujacych i szeroko badanych grup zwigzkoéw chemicznych sg ciecze jo-
nowe (ILs). Dzigki swoim r6znorodnym wtasciwos$ciom oraz praktycznie nieograniczonym moz-
liwos$ciom syntezy znalazty szerokie uznanie wsrod naukowcow co przetozyto si¢ rowniez na wy-
korzystanie ich w przemysle. Jednak z licznych doniesien literaturowych wiadomo, ze zwigzki te
moga mie¢ niekorzystny wplyw na rézne elementy srodowiska przyrodniczego, w tym na rosliny.

W prezentowanych badaniach oceniono zmiany fluorescencji chlorofilu i zawarto$ci barw-
nikoOw asymilacyjnych u dwoch gatunkow ladowych roslin wyzszych — pszenicy (7riticum
aestivum L.) 1 ogoérka (Cucumis sativus L.) rosnacych na glebie zawierajacej ciecz jonowg
— chlorek tetrabutyloamoniowy [TBA][CI]. ILs dodano do gleby w stezeniach 1, 10, 100, 400,
700 1 1000 mg - kg s.m. gleby. W wyniku prowadzonych badan zaobserwowano, iz obec-
nos¢ [TBA][CI] w glebie powodowata spadek zawartos$ci barwnikéw asymilacyjnych. Zmiany
te byly w duzym stopniu uzaleznione od zastosowanego st¢zenia zwigzku. Nie obserwowano
natomiast wigkszych zmian we fluorescencji chlorofilu u roslin rosnacych na glebie z nizsza
zawartoscig ILs. Jedynie po zastosowaniu stezenia 400 mg - kg™' s.m. gleby obserwowano nie-
wielkie zmiany w warto$ciach parametréw dotyczacych fluorescencji chlorofilu. Natomiast po
zastosowaniu wyzszych stezen [TBA][CI] nie udato si¢ zmierzy¢ fluorescencji, gdyz zwigzek
ten wplywat inhibitujaco na wzrost roslin co uniemozliwito przeprowadzenie badan.

104



Using chlorophyll fluorescence and assimilation pigment content to evaluate
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Scientists around the world have been searching for years for various types of tools to assess
the state of the natural environment. In the case of crop production, it is important to create and
refine methods that can predict and assess the effects of various factors on the physiological
state of plants, their growth and yield. The adverse effects of various stressors on plants include
disrupting their growth and development, for example, by disrupting metabolic processes taking
place in the cell. All green plants capable of photosynthesis are equipped with a system of
assimilatory pigments, responsible, among other things, for light absorption. The most important
assimilation pigments include chlorophylls and carotenoids. Since assimilatory pigments absorb
large amounts of energy it is very easy for chloroplasts to overproduce reactive oxygen species.
Any changes in the environment and the appearance of harmful factors, i.e. various types of
chemical compounds, cause disorders in the functioning of the photosynthetic apparatus, causing
a reduction in the efficiency of photosynthesis and thus limiting the growth and development
of plants. We can assess these changes by determining the content of assimilatory pigments
in plants. Chlorophyll and carotenoid contents are believed to be among the best biomarkers
of oxidative stress. Another method to assess photosynthetic disorders is the determination
of chlorophyll fluorescence. A huge advantage of this method is that we can perform it very
quickly, non-invasively, directly in the plant growth environment, using a fluorimeter.

One very interesting and widely studied group of chemical compounds are ionic liquids
(ILs). Thanks to their diverse properties and virtually unlimited synthesis possibilities, they
have found wide acceptance among scientists which has also translated into their use in industry.
However, it is known from numerous literature reports that these compounds can have adverse
effects on various elements of the natural environment, including plants.

In the present study, we evaluated changes in chlorophyll fluorescence and assimilation
pigment content in two species of terrestrial higher plants — wheat (7riticum aestivum L.) and
cucumber (Cucumis sativus L.) growing on soil containing the ionic liquid tetrabutylammonium
chloride [TBA][CI]. ILs were added to the soil at concentrations of 1, 10, 100, 400, 700 and
1000 mg kg ' of soil DW. As a result of the experiments, it was observed that the presence of
[TBA][CI] in the soil caused a decrease in the content of assimilation pigments. These changes
were highly dependent on the applied concentration of the compound. In contrast, no major
changes in chlorophyll fluorescence were observed in plants growing on soil with a lower
content of ILs. Only after the application of a concentration of 400 mg kg! of soil DW, slight
changes were observed in the values of parameters concerning chlorophyll fluorescence. On
the other hand, when higher concentrations of [TBA][CI] were used, fluorescence could not
be measured, as the compound had an inhibitory effect on plant growth, making the study
impossible.
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Zwiazki perfluoroalkilowe (PFAS; perfluoroalkylated substances) stanowig grupe syntetycznych
substancji pochodzenia antropogenicznego, nie wystepujacych naturalnie w srodowisku. Pod
wzgledem budowy chemicznej sa to pochodne alkilowe, w ktorych wszystkie lub cze¢§¢ atomow
wodoru zostata zastapiona atomami fluoru. Ze wzgledu na wysoka energi¢ wigzania wegiel-
-fluor, zwiagzki te charakteryzuja si¢ duzg trwatoscig oraz odpornoscig na rozktad biotyczny.
Specyficzna budowa czasteczek nadaje im charakter zaréwno hydrofobowy jak 1 oleofobowy
umozliwiajac ich uzycie jako substancji powierzchniowo czynnych i przyczyniajac si¢, od lat
50 XX wieku, do ich powszechnego stosowania w przemysle oraz produktach konsumenckich.
Wyjatkowa stabilno$¢ PFAS, mobilnos¢ w srodowisku oraz wysoki potencjal bioakumulacyj-
ny, wzrastajacy wraz ze wzrostem dtugosci tancucha weglowego spowodowaly, ze zwigzki
te zostaly zakwalifikowane jako substancje toksyczne zagrazajace homeostazie ekosystemow
oraz niebezpieczne dla zdrowia ludzi 1 zwierzat. Najnowsze dane prezentowane w literaturze
miedzynarodowej wskazuja géwnie na zawartos¢ PFAS w r6znego rodzaju matrycach $rodo-
wiskowych, lecz stosunkowo niewiele informacji dotyczy wptywu tych zwigzkdéw na wzrost
1 rozwoj roslin.

Celem badan byto okreslenie wptywu obecnosci w podiozu PFAS takich jak: kwas perflu-
orooktanowy (PFOA; perfluorooctanoic acid) oraz kwas perfluorooktanosulfonowy (PFOS;
perfluorooctanesulfonic acid) na kietkowanie nasion oraz wzrost korzenia wybranych gatun-
koéw roslin jedno- 1 dwuliSciennych. Aby zrealizowac zamierzony cel, w pierwszej kolejnosci
przeprowadzono eksperyment z zastosowaniem roslin Phacelia tanacetifolia, Lepidium sativum
I Sinapis alba poddanych dziataniu wody dejonizowanej (kontrola) oraz roztworéw PFOA lub
PFOS uzytych w stezeniach 0,1; 1,0 i 10 mg - dm™ w doswiadczeniu prowadzonym na szalkach
Petriego. Nastepnie, przeprowadzono eksperyment przy uzyciu mikrobiotestu fitotoksycznosci
ostrej Phytotoxkit, w ktorym ro$liny z gatunkoéw: Sorghum saccharatum, Lepidium sativum
| Sinapis alba zostaty zastosowane jako bioindykatory. W tescie kietkowania nasion i wcze-
snego wzrostu roslin Phytotoxkit zastosowano dwa rodzaje podioza statego; gleba OECD oraz
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gleba prochnicza, do ktorych zaaplikowano wode dejonizowang w wariancie kontrolnym oraz
roztwory PFOA lub PFOS przygotowane w taki sposob, by ostateczna zawartos$¢ tych zwigzkow
osiggneta 0,1; 1,01 10 mg - kg! suchej masy podtoza.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty indukcje wzrostu korzenia roslin Phacelia ta-
nacetifolia po zastosowaniu PFOA o stezeniu 1,0 i 10 mg - dm™ (odpowiednio o 5,9% oraz
27,1% kontroli). Natomiast, zastosowanie roztworu PFOS hamowato wzrost dlugosci korzeni
tego gatunku we wszystkich zastosowanych st¢zeniach (0,1; 1,0 i 10 mg-dm™) odpowiednio
0 8,7%, 14,9% oraz 15,5% wzgledem warto$ci kontrolnej. Reakcja ro$lin Sorghum saccharatum na
obecnos¢ PFOA w glebie OECD oraz w glebie prochniczej byta podobna i charakteryzowata si¢
hamowaniem wzrostu korzenia we wszystkich zastosowanych wariantach (0,1; 1,01 10 mg - kg!
suchej masy podtoza) odpowiednio o 12%, 22% i 14% kontroli w przypadku zastosowania gle-
by OECD oraz o 10%, 28% 1 12% kontroli, gdy eksperyment prowadzony przy uzyciu gleby
prochniczej. Tendencja zmian dlugos$ci korzenia po zastosowaniu PFOS zalezata od rodzaju
uzytego podtoza statego. W przypadku, gdy zastosowano glebe OECD zaobserwowano spadek
dhugosci korzenia w wariantach o niskiej i §redniej zawartosci PFOS odpowiednio o 14% i 19%
wartosci kontrolnej podczas gdy w wariancie 10 mg - dm™ stwierdzono indukcj¢ wzrostu ko-
rzenia o 6% wzgledem warto$ci kontrolnej. Przeciwnie, obecnos¢ PFOS w glebie prochniczej
wplywata stymulujgco na wzrost dtugosci korzenia w wariantach 0,1 i 1,0 mg - kg! suchej masy
podtoza, natomiast zastosowanie najwyzszej zawartosci PFOS w podtozu wywotato hamowanie
wzrostu korzenia o 23% wzgledem kontroli. W testach fitotoksyczno$ci z zastosowaniem roz-
tworow PFOA ditugos¢ korzenia Lepidium sativum zmniejszala si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia
roztworu 1 byta mniejsza od kontrolnej o 2,5%, 5,8% oraz o 13% odpowiednio dla wariantow
stezeniowych 0,1; 1,01 10 mg - dm™. Obecno$¢ PFOA w podtozu stalym nieznacznie hamowata
wzrost dtugosci korzenia o 2,5% oraz 1,1% w wariantach 1,0 1 10 mg - kg™ suchej masy podtoza
w przypadku gdy zastosowano glebe OECD, a w przypadku gdy PFOA znajdowat si¢ w glebie
prochniczej hamowanie wzrostu korzenia dotyczyto wariantow 0,1 1 1,0 mg - kg! suchej masy
podioza i stanowito 9,6% oraz 8,8% wartosci stwierdzonej dla kontroli. Stymulacja wzrostu
korzenia Lepidium sativum (o 7% wzgledem kontroli) byta obserwowana w wariancie o najniz-
szej zawartosci PFOA w glebie OECD oraz po zastosowaniu 10 mg PFOA - kg™' suchej masy
w przypadku gleby préchniczej (o 5% wartosci kontrolnej). Zastosowanie PFOS wywotato po-
dobny charakter zmian dhugosci korzenia Lepidium sativum niezaleznie od tego, czy substancja
ta zostata zastosowana w roztworze wodnym czy zostata zaaplikowana do podtoza statego.
Najnizsze i $rednie st¢zenie/zawarto$¢ PFOS indukowaty wzrost dlugos$ci korzenia w testach
szalkowych odpowiednio 0 9% 1 5% kontroli, natomiast w testach Phytotoxkit o 10% 1 11%
kontroli w przypadku zastosowania gleby OECD oraz 5% i 4% gdy PFOS byt dodany do gleby
préchniczej. Po zastosowaniu PFOS w najwyzszym wariancie, stymulacja wzrostu korzenia
Lepidium sativum zostata stwierdzona jedynie w do§wiadczeniu z glebg OECD (o % kontroli),
natomiast w przypadku zastosowania roztworu wodnego i dodania PFOS do gleby prochnicze;j
nastapito hamowanie wzrostu korzenia odpowiednio o0 4,3% 1 7,3% wzgledem odpowiedniej
kontroli. Zastosowanie PFOA i PFOS w roztworach wodnych w podobny sposéb wptywalo na
charakter zmian dlugos$ci korzenia u roslin Sinapis alba, z tym, ze obecnos¢ PFOS wywolala
silniejszy efekt. Najnizsze zastosowane stezenie stymulowato wzrost korzenia o 13% kontroli
w przypadku PFOA oraz o 30% w przypadku PFOS. Wzrost dlugos$ci korzenia Sinapis alba
byt natomiast hamowany w wyzszych stezeniach (1,0 1 10 mg - dm™) odpowiednio o 1% i 18%
w przypadku PFOA oraz 7,4% 1 28% w przypadku PFOS. Podobny trend zmian zostat stwier-
dzony w przypadku testow fitotoksycznos$ci z zastosowaniem gleby prochniczej z dodatkiem
PFOA, w ktérym najnizsza zawarto$¢ tego zwigzku indukowata o 8% wzrost dlugosci korzenia,
podczas gdy po zastosowaniu 10 mg PFOA - kg suchej masy gleby prochniczej stwierdzo-
no 5% zahamowanie wzrostu korzenia wzgledem warto$ci kontrolnej. Zastosowanie PFOA
w glebie OECD indukowato wzrost dtugos$ci korzenia Sinapis alba o 6% 1 9% kontroli, gdy
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zawarto$¢ tego zwigzku w podtozu wynosita 0,1 i 1,0 mg - kg™' suchej masy, natomiast zasto-
sowanie wyzszej zawartosci PFOA wykazalo efekt hamujacy (o 6% kontroli). Obecnos¢ PFOS
w podtozu statym w kazdym przypadku wptywata hamujaco na wzrost dlugosci korzenia Sina-
pis alba. W przypadku zaaplikowania tego zwigzku do gleby OECD stwierdzono zahamowanie
wzrostu 0 11%, 14% 1 8% wartosci kontrolnej, natomiast w dos§wiadczeniu z gleba prochnicza
0 27%, 7% i 11% odpowiednio dla zawartosci 0,1; 1,01 10 mg - kg™! suchej masy podtoza.

Przeprowadzone badania wykazaty zréznicowany wptyw PFOA i PFAS na wzrost dtugosci
korzenia badanych roslin. Byl on zalezny od gatunku rosliny jak rowniez od sposobu zaapliko-
wania substancji. Spos$rod przebadanych roslin Sinapis alba okazata si¢ najbardziej wrazliwa
na dziatanie zwigzkow perfluoroalkilowych. PFOS wywart silniejszy wptyw na wzrost dtugosci
korzenia tej ro§liny w poréwnaniu z PFOA 1 w zaleznosci od stezenia/zawartos$ci byto to dzia-
fanie zarowno stymulujace, gdy byt zastosowany w roztworach wodnych, jak i hamujace we
wszystkich rodzajach przeprowadzonych testow. Wyniki badan wykazaly, ze druga rosling wy-
kazujaca wysokg wrazliwos¢ na dziatanie zwigzkow perfluoroalkilowych jest Phacelia tanaceti-
folia, w przypadku ktorej przyrost dlugosci korzenia byt intensywnie hamowany przez PFOS,
natomiast obecno$¢ PFOA wywarta indukujacy wplyw na warto§¢ wymienionego parametru
morfometrycznego. Wzrost dtugosci korzenia Lepidium sativum byl hamowany jedynie przez
najwyzsza zastosowang zawartos¢ PFOS, a w pozostatych wariantach stwierdzono stymulacje
wzrostu organu. Zastosowanie PFOA w wigkszosci przypadkoéw ograniczato wzrost dtugosci
korzenia Lepidium sativum. W przypadku roslin Sorghum saccharatum zastosowanie PFOA
w kazdym przypadku hamowato wzrost dtugosci korzenia, natomiast wpltyw PFOS byt zalezny
od podtoza, do ktérego zaaplikowano zwigzek.

Projekt wspoltfinansowany przez Narodowg Agencje Wymiany Akademickiej (NAWA). Numer
umowy Agencji: PPN/BIT/2021/1/00100/U/00001.

Projekt wspotfinansowany przez Uniwersytet £.odzki, Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Ba-
dawcza (IDUB) na podstawie decyzji numer 64/2021.
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Perfluoroalkylated substances (PFAS) are a group of synthetic substances of anthropogenic
origin which do not naturally occur in the environment. Structurally, they are alkyl derivatives
in which all or part of the hydrogen atoms have been replaced by fluorine atoms; as such, due to
the high energy of the carbon-fluorine bond, they demonstrate high durability and resistance
to biotic decomposition. As this specific structure gives the molecules both a hydrophobic and
oleophobic character, they have been in widespread use as surfactants in industry and consumer
products since the 1950s. The unprecedented stability of PFAS, combined with their mobility in
the environment and high bioaccumulation potential, increasing with carbon chain length, have
resulted in these compounds being classified as toxic substances that threaten the homeostasis
of ecosystems. They are mostly dangerous to human and animal health. While recent data
in international literature indicate that PFAS are retained in various types of environmental
matrices, relatively little information is available on the effects of these compounds on plant
growth and development.

The aim of the study was to determine the effect of the presence of PFAS, such as
perfluorooctanoic acid (PFOA) and perfluorooctanesulfonic acid (PFOS), in the medium on
seed germination and root growth in selected monocotyledonous and dicotyledonous plant
species. In order to achieve the objective goal, an experiment was first conducted using Phacelia
tanacetifolia, Lepidium sativum and Sinapis alba seeds treated with deionised water (control)
and PFOA or PFOS solutions used at concentrations of 0.1, 1.0 and 10 mg - dm in Petri dishes.
Subsequently, OECD soil and humus soil were assayed using the Phytotoxkit acute phytotoxicity
microbiotest comprising he bioindicator species Sorghum saccharatum, Lepidium sativum and
Sinapis alba. Briefly, PFOA or PFOS solutions were prepared (0.1, 1.0 and 10 mg - kg™ dry
weight of the medium) and deionised water was used as a control. It was found that 1.0 and
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10 mg - dm~ PFOA induced Phacelia tanacetifolia root growth by 5.9% and 27.1% of control
values. In contrast, 0.1, 1.0 and 10 mg - dm™ PFOS treatment inhibited the root length growth
of this species by 8.7%, 14.9% and 15.5%, respectively, relative to controls. For Sorghum
saccharatum, PFOA inhibited root growth in all concentration variants: i.e., by 12%, 22%
and 14% of control in OECD soil and by 10%, 28% and 12% of control in humus soil for
respectively 0.1; 1.0 and 10 mg - kg! dry weight of substrate. Following PFOS application,
the changes in root length depended on the type of solid substrate used: in OECD soil, 14%
and 19% decreases were observed compared to controls in the low and medium PFOS variants,
and a 6% increase in the 10 mg - dm™ variant. In contrast, PFOS stimulated root growth in the
variants 0.1 and 1.0 mg - kg' of substrate dry weight in the humus soil but inhibited it by 23%
at the highest amount (10 mg - kg™).

For Lepidium sativum, PFOA treatment decreased root length by 2.5%, 5.8% and 13%
for concentration variants 0.1, 1.0 and 10 mg - dm™, compared to controls. The presence of
PFOA slightly inhibited root length growth, i.e., by 2.5% and 1.1% for the 1.0 and 10 mg - kg™
d.w. variants for OECD soil, and 9.6% and 8.8% in humus soil. In the variant with the lowest
PFOA content, a 7% increase in root growth was found in the OECD soil after stimulation with
10 mg PFOA - kg!, while 5% increase was noted in the humus soil after the application of dry
matter. The application of PFOS induced similar changes in root length regardless of whether
the substance was applied in an aqueous solution or applied to a solid substrate. The lowest and
medium concentrations of PFOS induced 9% and 5% increases in root length in the Petri dish
tests, 10% and 11% increases in the Phytotoxkit for OECD soil, and 5% and 4% increases for
humus soil. The application of the highest level of PFOS stimulated root growth but only in the
OECD soil experiment (by 2% of the control); aqueous solution and PFOS resulted in 4.3% and
7.3% inhibition compared to controls, respectively, in humus soil.

The aqueous PFOA and PFOS solutions had similar effects on root length in Sinapis alba
plants, although PFOS had a stronger effect. The lowest concentration used stimulated root
growth by 13% of controls for PFOA and by 30% for PFOS. In contrast, root length was
inhibited at higher concentrations (1.0 and 10 mg - dm™), i.e., by 1% and 18% for PFOA and
7.4% and 28% for PFOS. A similar trend was found in the phytotoxicity tests using humus
soil with PFOA, where the lowest level induced an 8% increase in root length, and the highest
(10 mg PFOA - kg™!' dry weight humus soil) resulted in 5% inhibition. The application of 0.1 and
1.0 mg - kg' dry weight PFOA in OECD soil induced 6% and 9% increases in root length, while
10 mg - dm= PFOA resulted in 6% inhibition. In all cases (0.1; 1.0 and 10 mg - kg™' of substrate
dry matter), the presence of PFOS in the solid medium inhibited root length by 11%, 14% and
8% in OECD soil and 27%, 7% and 11% in humus soil.

PFOA and PFAS clearly have different effects on root length in the studied plants, with the
change being dependent on both the species and method of application. Of the plants tested,
Sinapis alba proved to be the most sensitive to perfluoroalkyl compounds: PFOS induced
a greater change in root length compared to PFOA, and both stimulation or inhibition was
found following treatment with aqueous solutions, depending on the concentration/content. The
second most sensitive plant was Phacelia tanacetifolia, in which root length was intensively
inhibited by PFOS, but stimulated by PFOA. In Lepidium sativum, root length was inhibited by
the highest PFOS dose, and stimulated by the others; in most cases, PFOA limited root growth.
For Sorghum saccharatum, all variants of PFOA inhibited root length growth, while the effect
of PFOS was dependent on the medium type.

The project is co-financed by the Polish National Agency for Academic Exchange (NAWA)
granted on the basis of the decision number PPN/BIT/2021/1/00100/U/00001.

The project is co-financed by the University of Lodz, Initiative of Excellence — Research
University (IDUB) on the basis of the decision number 64/2021.
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Zanieczyszczenie ekosystemow wodnych herbicydami jest obecnie problemem powszechnym.
Narazenie ryb na dziatanie herbicydow skutkuje powstawaniem roznego typu zmian patofizjolo-
gicznych 1 histopatologicznych. Celem niniejszych badan byto okreslenie wptywu ekspozycji na
Roundup (powszechnie stosowany herbicyd) na rozwoj ikry 1 wylgganie si¢ larw karpia (Cypri-
nus carpio L.). W celu przeprowadzenia dos§wiadczenia zaptodniong ikr¢ umieszczono na szkla-
nych szalkach Petriego (okoto 100 ziaren na szalke). Ikra utrzymywana na szalkach kontrolnych
nie byta narazona na herbicydy. Ikre eksperymentalng poddano dziataniu dostepnego w handlu
preparatu herbicydowego Roundup® 360 Plus (Monsanto), ktory zawiera glifosat w postaci
soli potasowej jako substancje czynng. Zastosowane w do$wiadczeniu stezenia odpowiadaty
0,1 (grupa R1), 0,5 (grupa R2) lub 5 (grupa R3) mg/I substancji aktywnej. Kazda grupa sktadata
si¢ z 20 szalek Petriego. Po 24 1 48 godzinach od poczatku inkubacji, a nastepnie co 6 godzin do
konca trwania do§wiadczenia, okreslano stosunek procentowy zamartych ziaren ikry, procent
wylegnietych larw oraz odsetek larw zdeformowanych. Ekspozycja zarodkow na Roundup do-
prowadzita do istotnie zwigkszonej $§miertelnosci, znacznego zmniejszenia wylegowosci 1 zna-
czacego zwigkszenia udzialu larw zdeformowanych. Zaobserwowane zmiany w $miertelnosci
ikry 1 dynamice wylegu byly na ogoét zalezne od st¢zenia zadanego herbicydu. Niniejsze badania
wykazaly, ze Roundup moze mie¢ negatywny wptyw na sukces rozrodczy karpia.
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Contamination of water ecosystems with herbicides is a common problem nowadays. Exposure
of fish to herbicides result in various pathophysiological and histopathological changes. The
aim of the current study was to determine the effects of exposure to Roundup (a commonly
used herbicide) on common carp (Cyprinus carpio L.) developing eggs and hatching. In order
to carry out the experiment fertilized eggs were placed on glass Petri dishes (about 100 eggs
per dish). The eggs kept in the control dishes were not exposed to herbicides. Experimental
eggs were exposed to a commercial herbicide Roundup® 360 Plus (Monsanto), which contains
glyphosate in the form of potassium salt as the active ingredient. The concentrations applied
in the experiment corresponded to 0.1 (group R1), 0.5 (group R2) or 5 (group R3) mg/I of the
active ingredient. Each group was consisted of 20 Petri dishes. The percentage of dead eggs,
hatched larvae and deformed larvae were determined after 24 and 48 hours of incubation and
every 6 hours thereafter until the end of the experiment. Exposure of embryos to Roundup led
to a significantly increased mortality, a significant reduction in hatchability and a significant
increase in the percentage of deformed larvae. The observed changes in embryo mortality and
hatching dynamics were generally concentration-dependent. The results of the present study
indicate that Roundup can reduce the reproductive success of common carp.
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Spelnienie wymagan jakie stawia przed rolnikami Unia Europejska (np. program azotanowy,
Dz. U. z 2018 r. poz. 1339) wiaze si¢ z coraz powszechniejszym stosowaniem biopreparatow.
Ma to na celu ograniczenie lub calkowitg rezygnacje ze stosowania nawozéw chemicznych
1 srodké6w ochrony roslin.

Cale spektrum dziatania tych produktow opiera si¢ na zywych mikroorganizmach (bak-
terie, grzyby) lub na produktach ich metabolizmu. Produkty pochodzenia biologicznego, ze
wzgledu na sktad, dzielg si¢ na: grzybowe, bakteryjne, bakteryjno/grzybowo enzymatyczne,
bakteryjno-grzybowe i enzymatyczne. Wsrod biopreparatdéw mozemy wyodrebni¢ bionawozy,
biostymulatory, biopestycydy, oraz preparaty mikrobiologiczne.

Biopreparaty mikrobiologiczne stosowane w rolnictwie majg za zadanie ochrong roslin
poprzez zahamowanie rozwoju patogennych grzybow lub bakterii. Stymulujg wzrost roslin,
zwigkszaja pobieranie skladnikow pokarmowych, utrzymuja wtasciwa strukture gleby, a takze
sprzyjaja zwigkszeniu retencji wody. Drobnoustroje, wystepujace w biopreparatach mogg by¢
zrodlem witamin, aminokwasdéw oraz stymulatorow do rozwoju 1 wzrostu roslin. Wspomagaja
rosliny w przyswajaniu trudno dostepnych pierwiastkdéw, korzystnie wptywaja na tworzenie si¢
prochnicy glebowej, przy jednoczesnym zapobieganiu gniciu. Waznym aspektem stosowania
biopreparatow jest nizszy koszt uprawy w stosunku do rolnictwa konwencjonalnego. Nierzadko
rolg biopreparatow jest przywrdcenie zyznosci gleby w miejscach o niekorzystnych warunkach,
tj. gleby zasolone, o niskiej zawartosci sktadnikow pokarmowych czy wystepowaniu metali
cigzkich.

Do produkcji biopreparatow wykorzystuje si¢ substancje pochodzenia naturalnego, moga to
by¢ ekstrakty roslinne, polisacharydy lub substancje humusowe. O skutecznos$ci biopreparatow
decyduja warunki srodowiskowe, wazna jest wilgotnos¢ gruntu, powietrza czy wystepowanie
opadéw atmosferycznych. Odpowiednia produkcja i dopasowanie biopreparatu do warunkow
panujacych w danej uprawie korzystnie wplynie na jako$¢ i zwigkszenie plondéw, eliminujac
przy tym negatywne skutki stosowania chemicznych §rodkéw ochrony roslin oraz nadmierne;j
ilosci nawozo6w mineralnych.

Badania wykonano w ramach Dotacji z Departamentu Hodowli i Ochrony Roslin dla IUNG-PIB,
zadanie 1.7 ,, Preparaty mikrobiologiczne”.
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Meeting the requirements that the European Union imposes on farmers (e.g., the nitrate
program, Journal of Laws of 2018, item 1339) is associated with the increasingly widespread
use of biopreparations. This is aimed at reducing or completely abandoning the use of chemical
fertilizers and plant protection products.

The entire spectrum of action of these products is based on living microorganisms
(bacteria, fungi) or their metabolic products. Bioproducts, based on their composition, are
divided into: fungal, bacterial, bacterial/fungal/enzymatic, bacterial/fungal, and enzymatic.
Among biopreparations we can distinguish bionavos, biostimulants, biopesticides, microbial
preparations.

Microbial biopreparations used in agriculture are designed to protect plants by inhibiting the
growth of pathogenic fungi or bacteria. They stimulate plant growth, increase nutrient uptake,
maintain proper soil structure, and promote increased water retention. Microbes, found in
biopreparations, can be a source of vitamins, amino acids and stimulants for plant growth and
development. They assist plants in assimilating elements that are difficult to access, favorably
influence the formation of soil humus, while preventing decay. An important aspect of using
biopreparations is the lower cost of cultivation compared to conventional agriculture. It is not
uncommon for the role of biopreparations to be to restore soil fertility in areas with unfavorable
conditions, i.e. saline soils, low nutrient content or the presence of heavy metals.

Biopreparations use substances of natural origin, which can be plant extracts,
polysaccharides or humic substances.

The effectiveness of biopreparations is determined by environmental conditions, the
humidity of the soil, air or the occurrence of rainfall is important. Proper production and
adjustment of the biopreparation to the conditions of the crop will favorably affect the quality
and increase yields, while eliminating the negative effects of the use of chemical plant protection
products and excessive mineral fertilizer.

The research was performed under a Grant from the Department of Plant Breeding and
Protection to IUNG-PIB, Task 1.7 “Microbiological preparations”.
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Otoczkowanie nasion jest jedng z metod poprawy materiatu siewnego. Polega na mechanicznym
okryciu nasiona funkcjonalng powtoka, ktorg mozemy w zaleznos$ci od potrzeby modyfikowac
dodajac m.in.: srodki ochrony ro$lin, stymulatory kietkowania, mikroelementy, czy substancje
wigzace wilgo¢. Substancje stosowane w powlekaniu nasion dzielimy na spoiwa i wypelniacze.
Spoiwa to polimery, naturalne, jak i syntetyczne, zapewniaja przyczepnos¢ i spdjno$¢ mate-
rialu na nasionach oraz zatrzymanie sktadnikow aktywnych. Najczesciej stosowane spoiwa
to: metyloceluloza, glikol polietylenowy, chitozan, alkohol poliwinylowy, etyloceluloza, octan
poliwinylu i guma arabska.

Wypetniaczami sa zwykle substancje sypkie, takie jak bentonit, weglan wapnia, talk, zie-
mia okrzemkowa, torf, itp. Wtasciwosci fizyczne i chemiczne wypetniaczy, w polaczeniu ze
spoiwem, zapewniajg szerokie spektrum kombinacji wynikéw mechanicznych 1 biologicznych
dla powtok.

Obecne badania nad mozliwo$cig zastosowania otoczkowanych nasion w praktyce rolni-
czej skupiajg si¢ gldwnie na optymalnym doborze komponentow otoczki, w celu zapewnienia
pozytywnego wptywu na wzrost 1 rozwoj roslin.

Badania sfinansowano w ramach realizacji projektu ,, Zastosowanie mikroorganizmow i otocz-
kowania nasion dla poprawy Zyznosci gleb i plonu roslin w ekologicznej i konwencjonalnej
uprawie roslin bobowatych” (NR 1/ININ 4.0/IUNG-PIB/2021) w ramach programu Inkubator
Innowacyjnosci 4.0 (MNiSW).
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Seed coating is one of the methods of seed improvement. It involves applying a functional cover
into the seeds. The cover content can be modified depending on the need by adding e.g.: plant
protection agents, germination stimulators, microelements or humidity binding substances.
Substances used in seed coating are divided into binders and fillers. Binders are polymers, both
natural and synthetic, which ensure the adhesion and cohesion of the material on the seed and
the retention of active ingredients. The most commonly used binders are: methyl cellulose,
polyethylene glycol, chitosan, polyvinyl alcohol, ethyl cellulose, polyvinyl acetate and arabic gum.

The fillers are usually free-flowing substances such as bentonite, calcium carbonate, talc,
diatomaceous earth, peat, etc. The physical and chemical properties of the fillers, incombination
with the binder, provide a wide range of combinations of mechanical and biological
characteristics for coatings.

Current research on the applicability of encapsulated seeds in agricultural practice is mainly
focused on the optimal selection of the encapsulation components to ensure positive effects on
plant growth and development.

The research was financed within the framework of the project “Application of microorganisms
and seed pelleting for improving soil fertility and crop yield in organic and conventional
cultivation of faba bean crops” (NR 1/ININ 4.0/IUNG-PIB/2021) under the program Inkubator
Innowacyjnosci 4.0 (MNiSW).
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Pszczoty miodne (apis mellifera) stanowig istotny element ekosystemu. Zapylanie roslin upraw-
nych i wytwarzanie produktow pszczelich majg ogromne znaczenie gospodarcze. Drobnoustro-
je wystepujace w jelitach pszczot (mikroflora jelitowa) sg potrzebne do wytwarzania odpornosci
na insektycydy, metabolizmu, a takze biorg udziat w prawidlowym rozwoju owada. Mikrobiom
wspomaga przyswajanie sktadnikow odzywczych, trawienie lipidow 1 biatek oraz detoksykacji
wtorych zwigzkéw roslinnych. Mikroorganizmy przewodu pokarmowego u pszczot pochodza
ze srodowiska naturalnego. Wraz z pozywieniem, tj. nektar, pytki, woda, do mikrobiomu moga
przedostawac si¢ srodki ochrony roslin co powoduje zmniejszenie kolonii pszczot.

Celem tego badania byto scharakteryzowanie mikroflory jelitowej pszczoty miodnej i poréwna-
nie z mikroorganizmami obecnymi w pytku zebranym bezposrednio w pasiece. DNA izolowa-
no z wykorzystaniem komercyjnego zestawu. Uzyskane izolaty poddano analizie sekwencjo-
nowanie 16S rRNA. Uzyskane wyniki porownano pod wzglgdem sktadu mikrobiologicznego.
Przeprowadzono analizy statystyczne majace na celu ukazanie ewentualnych roznic pomig¢dzy
probkami.

Analiza sekwencjonowania NGS wykazata iz wigkszos$¢ bakterii zasiedlajacych jelito pszczele
nalezata do Proteobacteria, do rodzajow Snodgrasella oraz Giliamella. Znaczng il0$¢ stanowi-
ty takze bakterii niesklasyfikowane nalezace do rodziny Acetobacteraceae. W probkach pyt-
ku przewazaty natomiast bakterie nalezace do Actinobacteria, Proteobacteria, oraz Firmicutes.
Przewazaty rodzaje Bacillus, Nocardia, oraz Methylobacterium. Wykazano jednoczes$nie sta-
tystycznie wigksza ilo$¢ bakterii z rodzaju Frischella, Bombilactobacillus, Bifidobacterium,
Lactobacillus, oraz Gilliamella w probkach jelita pszczelego. Jedynie 13 taksonow (ze 154)
stanowito mikrobiom rdzeniowy obecny zaréwno w probkach jelit oraz pytku. Zaobserwowano
23 taksony unikatowe dla jelit pszczelich.

Badania wykonano w ramach temat statutowego 1.04 IUNG-PIB ,, Charakterystyka endofitow

bakteryjnych wyizolowanych z wybranych roslin miododajnych oraz okreslenie ich potencjatu
biotechnologicznego”.
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Honey bees (4pis mellifera) are an important part of the ecosystem. Pollination of crops and
production of bee products are of great economic importance. The microorganisms in the
bees’ gut (intestinal microflora) are needed for insecticide resistance, metabolism, and are also
involved in the proper development of the insect. The microbiome assists in the absorption of
nutrients, digestion of lipids and proteins, and detoxification of secondary plant compounds.
The gastrointestinal microbiome in bees is derived from the natural environment. Along with
food, i.e. nectar, pollen, water, pesticides can enter the microbiome, resulting in a decrease in
bee colonies.

The purpose of this study was to characterize the gut microflora of the honey bee and
compare it to the microorganisms present in pollen collected directly from the apiary. DNA was
isolated using a commercial kit. The isolates obtained were subjected to 16S rRNA sequencing
analysis. The obtained results were compared in terms of microbial composition. Statistical
analyses were performed to show possible differences between samples.

NGS sequencing analysis showed that most of the bacteria colonizing the bee intestine
belonged to Proteobacteria, to the genera Snodgrasella and Giliamella. Unclassified bacteria
belonging to the family Acetobacteraceae were also present in significant numbers. In pollen
samples, however, bacteria belonging to Actinobacteria, Proteobacteria, and Firmicutes
predominated. The genera Bacillus, Nocardia, and Methylobacterium prevailed. At the same
time, a statistically higher number of bacteria from the genera Frischella, Bombilactobacillus,
Bifidobacterium, Lactobacillus, and Gilliamella was shown in bee intestine samples. Only
13 taxa (out of 154) represented the core microbiome present in both gut and pollen samples.
Twenty-three taxa unique to the bee gut were observed.

The research was carried out within the framework of the statutory subject 1.04 of IUNG-PIB

“Characterization of bacterial endophytes isolated from selected melliferous plants and
determination of their biotechnological potential ”.
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Stowa kluczowe: jakos¢ gleby, mady rzeczne, wskazniki mikrobiologiczne

Mady rzeczne to gleby charakteryzujace si¢ duzg zyznoscia.

Celem badan byta analiza wskaznikow mikrobiologicznych §wiadczacych o jakosci srodo-
wiska glebowego oraz ich zestawienie z parametrami fizyko-chemicznymi.

Materiat badawczy stanowity trzy rézne mady rzeczne — Fluvisole — pobrane w woj. lubel-
skim z doliny rzeki Wisty w miejscowosci Opatkowice. Kazda z gleb zostata pobrana z dwoch
lokalizacji: (1) spod uprawy porzeczki czarnej; (2) z taki, nieuprawianej. W glebach oznaczono:
liczebnos¢ ogdlng bakterii, liczebno$¢ ogolng bakterii beztlenowych, aktywnos¢ dehydrogenaz
(DHa), aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej (AcP) 1 zasadowej (AlP) oraz zawartos¢ wegla (MBC)
1 azotu (MBN) w biomasie drobnoustrojow. Analizowane parametry fizyko-chemiczne obejmo-
waly: pH, zawartos¢ azotu catkowitego (N, ), przewodnos¢ elektryczng (EC), zawarto$¢ wegla
organicznego (Corg.), zawarto$¢ prochnicy, a takze zawarto$¢ przyswajalnego fosforu i potasu.

Wyniki wykazaly, ze uprawa porzeczki wplywa na jakos¢ srodowiska glebowego. W ma-
dzie lekkiej 1 cigzkiej aktywnos$¢ enzymatyczna 1 zawarto§¢ MBC oraz MBN byly wyzsze w wa-
riancie nieuprawianym (tgka) niz uprawianym. Co ciekawe, liczebno$¢ bakterii byta natomiast
wyzsza w glebach spod uprawy porzeczki. W madach z wysoka zawarto$cig azotu, wegla i po-
tasu uzyskano rowniez wysokie warto$ci wskaznikow mikrobiologicznych. Najbardziej zyzna
1 aktywna mikrobiologicznie okazala si¢ mada cig¢zka.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zyznos$¢ gleby w rozumieniu wysokiej zawarto$ci sktadni-
kéw odzywczych koresponduje z wysoka aktywno$cig mikroorganizméw. Dodatkowo, mozna
stwierdzi¢, ze dziatalno$¢ cztowieka ma wptyw na jakos$¢ srodowiska glebowego.

Badania wykonano w ramach projektu nr 2019/35/N/NZ9/00830 pt. Poszukiwanie bakterii
adaptujgcych sie¢ do ekstremalnych warunkow wilgotnosci gleby oraz ocena wplywu stresu hy-

drologicznego na jakos¢ srodowiska glebowego (Preludium 18) finansowanego przez Narodo-
we Centrum Nauki (NCN).
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River muds are soils characterised by high fertility.

The aim of this study was to analyse the microbiological indicators indicative of the quality
of the soil environment and their comparison with physico-chemical parameters.
The study material consisted of three different river muds — Fluvisols — collected in the Lublin
voivodeship from the Vistula River valley in Opatkowice. Each soil was taken from two
locations: (1) from under blackcurrant cultivation; (2) from a meadow, not cultivated. The
following were determined in the soils: total bacterial count, total anaerobic bacteria count,
dehydrogenase activity (DHa), acid phosphatase (AcP) and alkaline phosphatase (AIP) activity,
and carbon (MBC) and nitrogen (MBN) content in microbial biomass. Physico-chemical
parameters analysed included pH, total nitrogen content (Ntot.), electrical conductivity (EC),
organic carbon content (Corg.), humus content, and available phosphorus and potassium content.

The results showed that currant cultivation affects the quality of the soil environment. In
the light and heavy soils, enzyme activity and the contents of MBC and MBN were higher
in the uncultivated (meadow) than in the cultivated variant. Interestingly, however, bacterial
abundance was higher in the currant-cultivated soils. In the silts with high nitrogen, carbon
and potassium contents, high values of microbial indicators were also obtained. The heavy silt
proved to be the most fertile and microbiologically active.

The results indicate that soil fertility in the sense of high nutrient content corresponds to
high microorganism activity. In addition, it can be concluded that human activity influences the
quality of the soil environment.

The research was carried out within the framework of project No. 2019/35/N/NZ9/00830 entitled
The search for bacteria adapting to extreme soil moisture conditions and the assessment of
the effects of hydric stress on the quality of the soil environment (Prelude 18) funded by the
National Science Centre Poland (NCN).
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ryzosfery i endoryzosfery roslin ruderalnych oraz ich rola w biernej
i czynnej remediacji gleb silnie zdegradowanych i dlugotrwale
zanieczyszczonych ropa naftowg
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Stowa kluczowe: profil metaboliczny, mickrobiom i mykobiom gleb, ropa naftowa, bioremediacja

Ropa naftowa i jej pochodne naleza do jednych z najniebezpieczniejszych zrodet zanieczysz-
czen ekosystemow. Produkty ropopochodne poprzez skazenie sSrodowiska naturalnego stanowia
czynnik zagrozenia dla zdrowia publicznego. Gléwnym warunkiem skutecznej bioremediacji
skazonych gleb jest obecnos¢ mikroorganizméw zdolnych nie tylko do katabolicznej degrada-
cji zanieczyszczen, ale takze posiadajacych szereg innych wlasciwos$ci potwierdzajacych ich
potencjat biotechnologiczny i adaptacyjny. Zdolnos¢ naturalnego srodowiska skazonego szko-
dliwymi substancjami do samoistnego oczyszczenia wcigz stanowi zagadke dla §wiata nauki.
W trakcie dlugoletniego skazenia i postepujacej samoczynnie naturalnej bioremediacji gleba
zostaje bogato zasiedlona przez spontaniczng ro$linnos¢ ruderalng. Ryzosfera i endoryzosfera
tych roslin stanowi unikatowe siedlisko réznorodnych bakterii i grzybow posiadajacych wysoki
potencjat biotechnologiczny. Zaré6wno mikroorganizmy, jak i rosliny adaptujace si¢ do wzrostu
w warunkach skazenia moga wytworzy¢ szereg mechanizméw obronnych. Roslinno$¢ relikto-
wa charakteryzuje si¢ takze duza réznorodno$cia genetyczna, fizjologiczng i metabolomiczng.
Rosliny przystosowane do wzrostu w zanieczyszczonym miejscu moga posiada¢ (lub wytwo-
rzy¢) unikalne cechy. Gtownym celem projektu jest wyjasnienie roli roslinnosci ruderalnej, jej
ryzosfery, endoryzosfery, autochtonicznych mikroorganizmoéw i bakteriofagéw w procesach
naturalnej, spontanicznej bioremediacji gleb dlugoletnio zanieczyszczonych. Cele szczegoto-
we projektu obejmuja: wyjasnienie, w jaki sposob rosliny reliktowe uruchamiajg i rozwijajg
swoje mechanizmy adaptacyjne 1 obronne; zdefiniowanie roli 1 wyjasnienie mechanizmoéw ada-
ptacyjnych mikroorganizméw i bakteriofagdw w procesach dlugotrwatej naturalnej bioreme-
diacji. Zaréwno gleby jak i rosliny zostang pobrane spod wyciggéw ropy naftowej na terenie
historycznej Kopalni Ropy Naftowej] w Weglowce. Tereny te zostaty silnie zanieczyszczone
1 zdegradowane (ponad 100 lat zanieczyszczenia). Niemniej jednak od zamknigcia kopalni do
chwili obecnej ropa naftowa ciagle wyplywa spontanicznie z odwiertow naftowych. Staty prze-
ptyw ropy naftowej powoduje trwate zanieczyszczenie obszaru przy jednoczesnie postepujacej
samoistnej, naturalnej remediacji. Obszar ten jest takze bogato porosnigty roslinnoscia relikto-
w3a. Probki gleb zostang pobrane z wybranych 9 najstarszych odwiertow naftowych. Do badan
zostanie wybranych 5 gatunkéw roslin ruderalnych. DNA zostanie wyizolowane bezpo$rednio
z gleby, ryzosfery i endoryzosfery. Wykonana zostanie izolacja i charakterystyka szczepow
bakteryjnych 1 grzybowych wyizolowanych z ryzosfery i endoryzosfery roslin ruderalnych.
Szczepy zostang ocenione na podstawie testow morfologicznych, biochemicznych i genetycz-
nych. Wykonane zostang oznaczenia: réznorodno$ci funkcjonalnej z wykorzystaniem systemu
Biolog, sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS) regiondw zmiennych (16S rRNA dla
bakterii 1 ITS dla grzybow) oraz wirusowe NGS (sekwencjonowanie Shotgun). Ponadto zostang
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okreslone parametry chemiczne probek roslinnych i glebowych (Corg, Nmin, 216 WWA 1 pier-
wiastki §ladowe). W materiale roslinnym zostanie oceniona: aktywno$¢ biologiczna wybranych
metabolitéw wtornych, nagromadzenie pigmentow fotosyntetycznych, funkcjonowanie aparatu
fotosyntetycznego, okreslenie profilu metabolomicznego i zawarto$¢ zwigzkow fenolowych.
Oprocz roslin wybranych z terendw skazonych do badan zostang uzyte rosliny kontrolne (po-
brane z obszaréw nieskazonych).

Projekt ten bedzie jedng z pierwszych prob tak szeroko zakrojonej identyfikacji wptywu
dlugoterminowego zanieczyszczenia gleby na wlasciwosci fizykochemiczne oraz biologiczne,
jak réwniez oceny bior6znorodnosci gleb i roslin w potaczeniu z profilowaniem bakterii, grzy-
bow 1 bakteriofagéw. Nowa wiedza zdobyta w ramach projektu doskonale wypelni luke w oce-
nie bior6znorodnosci dotyczacej wcigz nieodkrytych cech biologicznych i molekularnych gleb
i roslin skazonych ropa naftowa. Ponadto projekt ten bedzie stanowil pierwsze tak szczegdtowe
podejscie do wyjasnienia interakcji migdzy mikrobiomem, mykobiomem i metawiromem ryzos-
fery 1 endoryzosfery roslin ruderalnych oraz ich udzialu w procesach bioremediacji.

Badania przeprowadzono w ramach realizacji projektu: NCN 2022/45/B/NZ8/02398 ,, Oddzia-
tywanie miedzy mikrobiomem, mykobiomem i metawiriomem ryzosfery i endoryzosfery roslin
ruderalnych oraz ich rola w biernej i czynnej remediacji gleb silnie zdegradowanych i diugo-
trwale zanieczyszczonych ropg naftowg” (2023-2027).
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Crude oil and its derivatives are one of the most dangerous sources of ecosystem pollution.
Petroleum products pose a threat to public health by contaminating the natural environment.
The main condition for effective bioremediation of contaminated soils is the presence of
microorganisms capable not only of catabolic degradation of pollutants, but also having
a number of other properties confirming their biotechnological and adaptive potential. The
ability of a natural environment contaminated with harmful substances to self-cleanse is still
a mystery to the world of science. During long-term contamination and self-progressing natural
bioremediation, the soil becomes richly populated by spontaneous ruderal vegetation. The
rhizosphere and endorhizosphere of these plants is a unique habitat for various bacteria and
fungi with high biotechnological potential. Both microorganisms and plants adapting to growth
in contaminated conditions can develop a number of defense mechanisms. Relict vegetation is
also characterized by great genetic, physiological and metabolomic diversity. Plants adapted
to grow in a polluted area may have (or develop) unique characteristics. The main objective
of the project is to explain the role of ruderal vegetation, its rhizosphere, endorhizosphere,
autochthonous microorganisms and bacteriophages in the processes of natural, spontaneous
bioremediation of soils that have been polluted for many years. The specific objectives of the
project include: explaining how relict plants activate and develop their adaptation and defense
mechanisms; defining the role and explaining the adaptive mechanisms of microorganisms and
bacteriophages in the processes of long-term natural bioremediation. Both soils and plants will
be collected from under crude oil extractors in the historic Oil Mine in Weglowka. These areas
have been heavily polluted and degraded (over 100 years of pollution). Nevertheless, from the
closure of the mine to the present, crude oil has continued to flow spontaneously from oil wells.
The constant flow of crude oil causes permanent pollution of the area while spontaneous, natural
remediation is progressing. The area is also richly covered with relic vegetation. Soil samples
will be collected from selected 9 oldest oil wells. 5 species of ruderal plants will be selected
for research. DNA will be extracted directly from the soil, rhizosphere and endorisosphere.
Isolation and characterization of bacterial and fungal strains isolated from the rhizosphere and
endorizosphere of ruderal plants will be performed. The strains will be assessed on the basis
of morphological, biochemical and genetic tests. The following will be determined: functional
diversity using the Biolog system, next generation sequencing (NGS) of variable regions
(16S rRNA for bacteria and ITS for fungi) and viral NGS (Shotgun sequencing). In addition,
the chemical parameters of plant and soil samples (Corg, Nmin, 16 PAHs and trace elements)
will be determined. In the plant material, the following will be assessed: biological activity of
selected secondary metabolites, accumulation of photosynthetic pigments, functioning of the
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photosynthetic apparatus, determination of the metabolomic profile and the content of phenolic
compounds. In addition to plants selected from contaminated areas, control plants (taken from
uncontaminated areas) will be used for testing.

This project will be one of the first attempts at such extensive identification of the impact
of long-term soil contamination on physicochemical and biological properties, as well as the
assessment of soil and plant biodiversity in conjunction with the profiling of bacteria, fungi and
bacteriophages. The new knowledge generated by the project will perfectly fill the biodiversity
assessment gap regarding the still undiscovered biological and molecular characteristics of oil-
contaminated soils and plants. In addition, this project will be the first such detailed approach
to elucidate the interactions between the microbiome, mycobiome and metavirome of the
rhizosphere and endorhizosphere of ruderal plants and their participation in bioremediation
processes.

The research was is part of the project: NCN 2022/45/B/NZ8/02398 “The interaction between
the microbiome, mycobiome and metavirion of the rhizosphere and endorhiosphere of ruderal

plants and their role in the passive and active remediation of heavily degraded soils and long-
term oil pollution™ (2023-2027).
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Rosliny ladowe penig role inzynierow ekosystemoéw, modyfikujac przeptyw energii i materii
oraz tworzac nowe siedliska dla innych organizméw. Ta istotna koncepcja obejmuje rowniez
wplyw roslin na uksztalttowanie terenu i gleby, kluczowe elementy krajobrazéw lesnych na
catym $wiecie. W niniejszym badaniu badamy, w jaki sposob drzewa poprzez swoje korzenie
1 organizmy symbiotyczne wplywajg na procesy wietrzenia gleby.

Celem badania byta odpowiedz na jedno z najwazniejszych pytan w naukach o Ziem:i:
w jaki sposob czynniki biologiczne, w tym grzyby, dziatajace na krytycznym styku miedzy
biosferg a srodowiskiem abiotycznym, ksztattuja glebe i ewolucje krajobrazu? W ramach niniej-
szej pracy stawiamy pytanie, jaki jest poziom aktywnosci grzybdéw w systemach korzeniowych
drzew 1 jak moze ona wptywac na wietrzenie biologiczne. Obszarem zainteresowania jest prze-
tom Popradu w potudniowej czesci Beskidu Sadeckiego, Zewnetrzne Karpaty Zachodnie. Za-
stosowalismy nastepujace analizy: 1) okreslenie zr6znicowania strukturalnego grzybow (ITS1)
oraz 2) oceng profilu metabolicznego gleb (Biolog FFPlates).

Najwyzsza srednig liczbeg sklasyfikowanych rodzajow stanowity grzyby petniace jedno-
czes$nie funkcje patotroficzne, saprotroficzne i symbiotroficzne. Borowiki, Agaricales, Cantha-
rellales 1 Archaeorhizomycetales byty najliczniejszymi rzgdami, ale w jednej probce znalezli-
$my rowniez szczegoOlnie wysoki odsetek rzedu Mortierellales. Rzed Boletaceae i1 jego rodzina
Boletaceae byly istotnie wzbogacone w probkach spekan skalnych, podczas gdy najwieksza
liczebno$¢ taksonow stwierdzono w probkach referencyjnych. Najczesdciej wykorzystywany-
mi substratami przez grzyby byty: kwasy glicylo-L-glutaminowy, L-ornityna, L-fenyloalanina,
L-prolina, kwas D-galakturonowy, kwasy fumarowe, kwasy D-sacharydowe, kwasy burszty-
nowe oraz N-acetylo-D-glukozamina. Nasze badanie potwierdzily, ze spotecznos¢ grzybow
w strefie korzeniowej jest aktywna geochemicznie, a kwasy organiczne wydzielane przez korze-
nie ro$lin w warunkach oligotroficznych i ograniczeniach sktadnikow pokarmowych znaczaco
wplywaja na wietrzenie gleby.

Badania przeprowadzono w ramach realizacji projektu: NCN 2019/33/B/ST10/01009 “Trees-
BEEs — Drzewa jako biogeomorfologiczny czynnik przemiany ekosystemow — wietrzenie biolo-
giczne, inicjalny rozwdj gleb i formowanie rzezby stoku pod wpltywem korzeni drzew, bakterii
ryzosferowych i grzybow mikoryzowych” (2019-2024).
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Terrestrial plants act as ecosystem engineers modifying the flow of energy and matter and
creating new habitats for other organisms. This vital concept also encompasses plants’ effects on
landforms and soils, crucial components of forested landscapes worldwide. In the present study,
we investigate how trees through their roots and symbiotic organisms influence soil-weathering
processes.

The aim of the study was to answer one of the big questions in Earth sciences: how do
biological agents, including fungi, acting at the critical interface between the biosphere and
the abiotic environment, shape soil and landscape evolution? Within the present study we
ask what is the level of fungal activity within root systems of trees and how can it influence
biological weathering. The area of interest is in the Poprad River gorge in the southern part of
the Sacz Beskidy Mountains, the Outer Western Carpathians. We applied the following analyses:
1) determination of the structural diversity of fungi (ITS1) and 2) assessment of the metabolic
profile of soils (Biolog FFPlates).

The highest average number of classified genera were fungi which simultaneously
carried out pathotrophic, saprotrophic and symbiotrophic functions. Boletales, Agaricales,
Cantharellales and Archaecorhizomycetales were the most abundant orders, but in one sample
we also found a particularly high proportion of the order Mortierellales. The order Boletales and
its family Boletaceae were significantly enriched in rock crack samples, whereas the highest
number of differentially abundant taxa was observed in reference samples. The most frequently
utilised substrates by fungi were: glycyl-L-glutamic acids, L-ornithine, L-phenylalanine,
L-proline, D-galacturonic acid, fumaric acids, D-saccharic acids, succinic acids and N-acetyl-
D-glucosamine. Our study demonstrates that the fungal community in the root zone is
geochemically active and the organic acids secreted by plant roots in oligotrophic conditions
and nutrient limitations significantly affect soil weathering.

The research was carried out as part of the implementation of the project: NCN 2019/33/B/
ST10/01009 “TreesBEEs — Trees as a biogeomorphological factor of ecosystem transformation
— biological weathering, initial soil development and slope formation under the influence of
tree roots, rhizosphere bacteria and mycorrhizal fungi” (2019-2024).
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Stowa kluczowe: wioslarki, wrotki, widtonogi, sol drogowa

Sol drogowa stata si¢ powszechnie uzywanym s$rodkiem do odladzania drog ze wzgledu na
swoja szeroka dostepnos¢, przystepny koszt 1 skutecznos¢. Jednakze, jej stosowanie niesie ze
sobg konsekwencje dla srodowiska naturalnego, w tym ekosystemow stodkowodnych. Podwyz-
szone stezenia jonow sodu oraz jonow chlorkowych w wodach moga mie¢ negatywny wptyw
na zooplankton — kluczowe ogniwo stodkowodnych sieci troficznych.

Weczesniejsze badania laboratoryjne pokazaty, ze podwyzszone st¢zenia chlorkéw moga
mie¢ negatywny wptyw na rézne grupy zooplanktonu, jednakze niewiele badan porusza temat
wplywu soli drogowej na zooplankton w naturalnym srodowisku. Celem badan byto przeanali-
zowanie zaleznos$ci pomiedzy st¢zeniami jonow chlorkowych i sodu oraz zaggszczeniem zoo-
planktonu w czterech miejskich zbiornikach wodnych zlokalizowanych w Lodzi, podczas trzech
lat, r6znigcych si¢ pogodowo (2019 — 2021).

Teren badan stanowily cztery miejskie zbiorniki wodne: Arturowek Gorny (zbiornik refe-
rencyjny), Zbiornik Wasiaka, Zbiornik Julianéw Gorny oraz Zbiornik Zgierska. Badania pro-
wadzono w latach 2019 (przecigtna zima), 2020 (tagodna zima) 1 2021 (surowa zima). W po-
branych z terenu probach wody powierzchniowej 1 wody porowej zbadano zawarto$¢ jonow
chlorkowych 1 sodu za pomocg chromatografii jonowej. Zooplankton pobierany byt w sezonach
wegetacyjnych za pomoca siatki zooplanktonowej o wielkosci oczek 50 pm, nastepnie przepro-
wadzono analize¢ jako$ciowa 1 ilosciowa zebranych organizmow.

Srednie stezenia jonow chlorkowych i sodu w wodzie powierzchniowej byly najwyzsze
w roku 2021 z surowg zimg (odpowiednio 424.26 mg/L and 119.83 mg/L), a najnizsze w roku
z fagodna zimg 2020 (61.76 mg/L CI” and 25.95 mg/L Na*). Ponadto, w roku z surowg zimag
stezenia chlorkow siegajace chronicznego limitu toksycznos$ci 120 mg/L utrzymywaly si¢ w wo-
dzie powierzchniowej i porowej do lata. Analizy PCA wykonane dla prébek wody powierzch-
niowej 1 porowej w trzech zbiornikach narazonych na wysokie st¢zenia chlorkow wskazaty, ze
calkowite zageszczenie zooplanktonu, a takze zageszczenie poszczegoélnych grup zooplanktonu
byty negatywnie skorelowane ze stezeniami jonéw chlorkowych i sodu. Wrazliwo$¢ poszcze-
g6Inych grup zooplanktonu réznita si¢ — wrotki byty organizmami najbardziej odpornymi na
zasolenie, natomiast wioslarki 1 widtonogi byty najbardziej wrazliwe.

Badania zrealizowano w ramach projektu nr 2018/28/C/NZ8/00235 finansowanego przez Na-

rodowe Centrum Nauki w ramach konkursu SONATINAZ2 pt. ,, Wplyw zimowego zanieczyszcze-
nia solg drogowq na sukces wylegu zooplanktonu z jaj przetrwalnikowych.”
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Road salt has become a widely used de-icing agent for roads due to its wide availability,
affordability and effectiveness. However, its use has consequences for the environment,
including freshwater ecosystems. Elevated concentrations of sodium and chloride ions in waters
can have a negative impact on zooplankton — a key component of freshwater trophic networks.

Previous laboratory studies have shown that elevated chloride concentrations can have
negative effects on different groups of zooplankton, but few studies have addressed the effects
of road salt on zooplankton in the natural environment. The aim of this study was to analyse
the relationship between chloride and sodium ion concentrations and zooplankton density in
four urban water bodies located in £.6dz, during three years with different weather conditions
(2019-2021).

The study area consisted of four urban water reservoirs: the Arturéwek Upper (reference
reservoir), the Wasiak Reservoir, the Julianow Upper and the Zgierska Reservoir. The studies
were conducted in 2019 (average winter), 2020 (mild winter) and 2021 (cold winter). The
surface water and pore water samples collected from the sites were analysed for chloride and
sodium ions using ion chromatography. Zooplankton were collected during the growing seasons
using a zooplankton net with a mesh size of 50 um, followed by qualitative and quantitative
analysis of the collected organisms.

The average concentrations of chloride and sodium ions in the surface water were highest in
the year 2021 with a cold winter (424.26 mg/L and 119.83 mg/L, respectively), and the lowest
in the year with a mild winter in 2020 (61.76 mg/L CI" and 25.95 mg/L Na*). Furthermore, in
the year with the cold winter, chloride concentrations reaching the chronic toxicity limit of
120 mg/L persisted in surface and pore water into the summer. PCA analyses performed for
surface and pore water samples in the three reservoirs exposed to high chloride concentrations
indicated that total zooplankton density, as well as the density of individual zooplankton groups,
were negatively correlated with chloride and sodium ion concentrations. The sensitivity of
individual zooplankton groups differed, with rotifers being the organisms most resistant to
salinity, while cladocerans and copepods were the most sensitive.

Study was supported by grant No. 2018/28/C/NZ8/00235, “Impact of road salt pollution in

winter on zooplankton hatching success from resting eggs.” Funded by the National Science
Center (Poland).
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Cyjanobakterie, jedyne bakterie przeprowadzajace fotosyntez¢ oksygeniczna, wystepuja
w wigkszosci srodowisk wodnych 1 ladowych. Ze wzgledu na postepujaca antropopresje i eu-
trofizacje wod, obserwuje si¢ obecnie globalny wzrost zasig¢gu geograficznego, czestotliwosci
oraz czasu trwania sinicowych zakwitow wod. Jest to zjawisko szkodliwe dla ekosystemow
wodnych, jako ze zakwity sinicowe blokuja dostep $wiatla, a na skutek ich starzenia si¢ 1 roz-
ktadu dochodzi do hipoksji lub anoksji zbiornikdéw. Sg tez zagrozeniem dla zwierzat (w tym
cztowieka), jako ze sinice produkujg szereg toksyn (cyjanotoksyn). Ponadto, stanowig zagro-
zenie dla zasobéw wodnych oraz ushug ekosystemowych. Do rozwoju zakwitoéw sinicowych
przyczynia si¢ tez globalna zmiana klimatu (rosngce Srednia temperatura oraz stgzenie CO,
stymulujg wzrost sinic); one same mogg z kolei stanowi¢ zrodto emisji gazow cieplarnianych.

Dlatego tez poszukuje si¢ efektywnych metod kontroli zakwitow sinicowych. Szczegdlnym
zainteresowaniem, w ramach modelu rozwigzan bliskich naturze, cieszg si¢ metody biologicz-
ne, a wsrod nich — wykorzystanie bakterii algobojczych. Heterotroficzne bakterie wspotistnieja
1 oddziatuja z cyjanobakteriami w zakwitach, a ich zalezno$ci antagonistyczne mogg by¢ efek-
tywnym zrodtem kontroli liczebnos$ci cyjanobakterii.

Znaczna wigkszo$¢ badan na powyzszy temat dotyczy Microcystis spp. — jednego z najbar-
dziej rozprzestrzenionych i ucigzliwych w kontroli rodzajow sinic w wodach stodkich. Sinice
te sg zdolne do produkcji hepatotoksyn — mikrocystyn. Tym niemniej, Microcystis spp. cz¢sto
wspotistniejg w zakwitach z filamentowymi sinicami wigzacymi azot (tj. diazotroficznymi),
takimi jak Aphanizomenon spp. Zakwity sinic niewigzacych azotu (takich jak Microcystis spp.)
bywaja tez poprzedzane zakwitami sinic wigzacych azot (takich jak Aphanizomenon spp.). Cy-
janobakterie z rodzaju Aphanizomenon sa ponadto potencjalnymi producentami szeregu cyja-
notoksyn, takich jak cylindrospermopsyna (cytotoksyna), anatoksyna-a (neurotoksyna), saksi-
toksyny (neurotoksyny) czy mikrocystyny (hepatotoksyny).

W ramach prezentowanych badan zbadano wptyw dwdch potencjalnie algobojczych szcze-
pow bakterii wyizolowanych ze Zbiornika Sulejowskiego — Bacillus pumilus SU88S0818 (Fir-
micutes) oraz Morganella morganii SU7S0818 (Gammaproteobacteria) — na dwa srodowisko-
we szczepy sinicowe: Microcystis aeruginosa PN (wyizolowany z Jeziora Pniewskiego) oraz
Aphanizomenon gracile WIT (wyizolowany z Jeziora Witobelskiego). Po sze$ciu dniach wspol-
hodowli, stosujac metodg okreslania liczebnosci komorek oparta na mikroskopii fluorescencyj-
nej, zaobserwowano spadek liczebnosci we wszystkich kombinacjach (wskaznik algicydowy
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wyniost > 98%). Jednoczesnie, wykorzystujac technike RT-qPCR oraz metode¢ obliczeniowa
244 “badano zmiany ekspresji genow markerowych reakcji stresowej po 6, 12, 24 i 30 go-
dzinach trwania eksperymentu. Za geny markerowe reakcji stresowej obrano pshA oraz recA.
Gen psbA odpowiada za synteze biatka D1, biatka rdzeniowego fotouktadu II (PSII), ktore
jest szczegdlnie narazone na fotouszkodzenia i w optymalnych warunkach podlega cyklicznej
wymianie w ramach tzw. cyklu naprawy PSII. Biatko RecA (kodowane przez gen recA) bierze
udzial w systemie naprawy uszkodzen DNA. Zaobserwowano znaczace zmiany w ekspresji
ww. genéw wzgledem kontroli — zar6wno nadekspresje, jak 1 obnizong ekspresje, zaleznie od
czasu 1 rodzaju szczepow.

Przeprowadzone badania potwierdzajg algobdjcze wlasciwosci 1 aplikacyjny potencjat
Bacillus pumilus SU8S0818 1 Morganella morganii SU7S0818 zard6wno wobec Microcystis
aeruginosa PN, jak 1 Aphanizomenon gracile WIT. Jednocze$nie zmiany w ekspresji genow
zwigzanych z funkcjonowaniem aparatu fotosyntetycznego oraz systemu naprawy uszkodzen
DNA sugeruja potencjalne mechanizmy fizjologiczne stojace za dziataniem algicydowym.

Badania finansowane z projektu ,,Izolacja, identyfikacja i charakterystyka bakterii algicydo-
wych jako potencjalnego czynnika kontrolujgcego wystepowanie toksycznych sinicowych za-
kwitow wod stodkich” ALGICYDY, NCN, 2019/33/B/NZ8/02093.
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Cyanobacteria are the only bacteria capable of oxygenic photosynthesis and are found in
most aquatic and terrestrial environments. Due to increasing anthropopressure and water
eutrophication, there is a global increase in the geographical extent, frequency and duration
of cyanobacterial harmful algae blooms (CyanoHABs). This phenomenon is detrimental to
aquatic ecosystems as blooms block access to light and cause hypoxia or anoxia when bloom
ages and decomposes. They are also harmful for animals (including humans) due to the
variety of toxins (cyanotoxins) they produce. In addition, they pose a threat to water resources
and ecosystem services. Global climate change is also contributing to the development
of cyanobacterial blooms as a result of increasing average temperatures and CO, supply, and
cyanobacterial blooms may in turn be a source of greenhouse gas emissions.

Therefore, effective methods are being sought to control cyanobacterial bloom outbreaks.
Biological methods are of particular interest, within the framework of Nature-Based Solutions
(NBS), and among these is the use of algicidal bacteria. Heterotrophic bacteria coexist and
interact with cyanobacteria in blooms, and their antagonistic relationships could be used as an
effective source for controlling cyanobacterial abundance.

The vast majority of studies on this subject concern Microcystis spp. — one of the most
pervasive and disruptive genera of cyanobacterial blooms in freshwater. These cyanobacteria
are capable of producing hepatotoxins — microcystins. Nevertheless, Microcystis spp. often
coexist in blooms with filamentous nitrogen-fixing (i.e., diazotrophic) cyanobacteria such as
Aphanizomenon spp. Blooms of non-diazotrophic cyanobacteria (such as Microcystis spp.) are
also sometimes preceded by blooms of diazotrophic cyanobacteria (such as Aphanizomenon
spp.). Cyanobacteria of the genus Aphanizomenon are furthermore potential producers of several
cyanotoxins, such as cylindrospermopsin (cytotoxin), anatoxin-a (neurotoxin), saxitoxins
(neurotoxins) or microcystins (hepatotoxins).

In the present study, the effect of two potentially algicidal bacterial strains isolated from
Sulejéw Reservoir, i.e., Bacillus pumilus SU8S0818 (Firmicutes) and Morganella morganii
SU7S0818 (Gammaproteobacteria), was investigated on two environmental cyanobacterial
strains: Microcystis aeruginosa PN (isolated from Lake Pniewskie) and Aphanizomenon
gracile WIT (isolated from Lake Witobelskie). Over six days of co-culture, using a method
of determining cell abundance based on fluorescence microscopy, a decrease in abundance was
observed in all combinations (the algicide ratio was >98%). At the same time, using RT-qPCR
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and the 24 computational method, changes in the expression of stress marker genes were
studied after 6, 12, 24 and 30 hours of the experiment. The selected stress marker genes
were psbA and recA. The psbA gene is responsible for the synthesis of D1 protein, a core
photosystem II (PSII) protein, which is particularly vulnerable to photodamage and under
optimal conditions is cyclically exchanged within the PSII repair cycle. RecA protein (encoded
by recA) is involved in DNA damage repair system. Significant changes in the expression
of these genes were observed in relation to control samples — both overexpression and
underexpression, depending on time and strain type.

The study confirms the algicidal properties and application potential of Bacillus pumilus
SU8S0818 and Morganella morganii SU7S0818 against both Microcystis aeruginosa PN and
Aphanizomenon gracile WIT. At the same time, changes in the expression of genes related to
the function of the photosynthetic and DNA repair systems suggest potential physiological
mechanisms behind the algicidal activity.

Research funded: National Science Centre 2019/33/B/NZ8/02093 ALGICYDY, “Isolation,
identification and characterisation of algicidal bacteria as a potential factor controlling the
occurrence of freshwater toxic cyanobacterial blooms ™.
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Oksybenzon (benzofenon-3, BP-3) nalezy do grupy ketonéw aromatycznych nazywanych ben-
zofenonami. Stanowi jeden z najbardziej aktywnych sktadnikow przeciwstonecznych, ktore
posiadaja szerokie spektrum dziatania zarowno przeciwko promieniowaniu UVA jak i UVB.
Dlatego tez, zwigzek ten jest masowo wykorzystywany w produktach przeznaczonych do za-
pobiegania poparzeniom stoneczny ale takze do ochrony przed fotodynamicznymi, fotouczula-
jacymi i fototoksycznymi dziataniami roznych lekow. Wykazano jednak, ze oksybenzon poza
wlasciwosciami protekcyjnymi moze wywiera¢ negatywny wplyw na organizmy zywe poprzez
zaburzenie funkcjonowania uktadu endokrynnego.

Jednym z gléwnych zrédel przenikania oksybenzonu do §rodowiska jest bezposrednie
stosowanie produktéw kosmetycznych m.in. kremoéw z filtrami UV, w ktorych zwigzek ten
stanowi gtowny sktadnik. Negatywne efekty oddzialywania BP-3 na organizmy, zwtaszcza
cztowieka pozostaja wcigz obiektem intensywnych badan. Wykazano m.in., Ze stosowanie
preparatéw przeciwstonecznych z oksybeznoznem moze powodowac zapalenie skory i zwigk-
sza ryzyko wystgpienia alergii. Toksyczno$¢ ksenobiotyku zostata rowniez zaobserwowana
w stosunku do wielu organizmow bioindykatorowych np. Daphnia magna, Oryzias latipes
czy Oncorhynchus mykis.

Ze wzgledu na wzrastajace zanieczyszczenie srodowiska naturalnego oksybenzonem, coraz
wiecej uwagi poswieca si¢ poszukiwaniem efektywnych metod eliminacji i rozktadu ksenobio-
tyku zwlaszcza przy wykorzystaniu drobnoustrojow.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie zdolnosci wybranych szczepdéw drobnoustrojow
do eliminacji i degradacji oksybenzonu ze srodowiska wzrostu oraz identyfikacja posrednich
produktow rozktadu BP-3. Badania zmierzaty takze do oceny zmiany toksycznosci srodowi-
ska w procesach mikrobiologicznego rozktadu ksenobiotyku z wykorzystaniem testow bio-
indykatorowych.

Wyniki z rozdziatu ekstraktoéw pohodowlanych metoda GC-MS wykazaly, ze szczep grzybo-
wy Umbelopsis isballina charakteryzowat si¢ najwyzsza efektywnoscig w usuwaniu oksybenzonu
z podtoza wzrostowego. Zaobserwowano ponad 90 % redukcje ilosci ksenobiotyku w hodowlach
grzybowych po 3 dniach inkubacji w uktadach z 10 i 25 mg/L ksenobiotyku. W analizowanych
hodowlach zidentyfikowano dwa produkty biodegradacji oksybenzonu: 2,4 dihydroksybenzofenon
oraz kwas 2,4 dihydroksybenzoesowy. Struktura produktow posrednich rozktadu BP-3 sugeruje,
ze w poczatkowej fazie degradacji zwigzku dochodzi do demetylacji jego czasteczki a nastgpnie
rozerwania wigzania w mostku tlenowym taczacym pierscienie aromatyczne.
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Oceng profilu zmiany toksycznosci hodowli w czasie inkubacji z oksybenzonem przepro-
wadzono z uzyciem biotestow wykorzystujacych jako bioindykatory organizmy reprezentujace
wszystkie poziomy tancucha troficznego. Wyniki biotestow z zastosowaniem skorupiakow Ar-
temia franciscana wykazaty spadek toksycznosci uktadéw hodowlanych w trakcie eliminacji
oksybenzonu przez szczep U. isabellina. Spadek toksycznego charakteru przesaczy pohodow-
lanych zaobserwowano takze w tescie MARA wykorzystujacego jako organizmy wskaznikowe
11 szczepow drobnoustrojow.

Otrzymane rezultaty badan wskazuja, ze szczep U. isabellina moze by¢ obiecujacym na-
rz¢dziem w procesach bioremediacji Srodowisk zanieczyszczonych oksybenzonem jak rowniez
dogodnym modelem w badaniach nad mechanizmami rozktadu ksenobiotykow.
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Oxybenzone (benzophenone-3, BP-3) belongs to the group of aromatic ketones called
benzophenones. It is one of the most active sunscreen ingredients that has a broad spectrum
of activity against both UVA and UVB radiation. Therefore, this compound is widely used in
products intended to prevent sunburn, but also to protect against photodynamic, photosensitizing
and phototoxic effects of various drugs. However, it has been shown that oxybenzone, apart
from its protective properties, may have a negative impact on living organisms by disrupting
the functioning of the endocrine system.

One of the main sources of oxybenzone penetration into the environment is the direct use of
cosmetic products, e.g. creams with UV filters, in which this compound is the main ingredient.
The negative effects of BP-3 on organisms, especially humans, are still the subject of intensive
research. It has been shown, among others, that the use of sunscreens with oxybenzone can
cause dermatitis and increase the risk of allergies. The toxicity of the xenobiotic has also been
observed in relation to many bioindicator organisms, e.g. Daphnia magna, Oryzias latipes or
Oncorhynchus mykis.

Due to the increasing pollution of the natural environment with oxybenzone, more and more
attention is paid to the search for effective methods of elimination and decomposition of the
xenobiotic, especially with the use of microorganisms.

The aim of this study was to determine the ability of selected microbial strains to eliminate
and degrade oxybenzone from the growth environment and to identify intermediate products of
BP-3 degradation. The research also aimed at assessing changes in environmental toxicity in the
processes of microbiological decomposition of xenobiotics using bioindicator tests.

The results of the separation of post-culture extracts by the GC-MS method showed that
the Umbelopsis isballina fungal strain was characterized by the highest efficiency in removing
oxybenzone from the growth medium. Over 90% reduction in the amount of xenobiotic in fungal
cultures after 3 days of incubation in cultures with 10 and 25 mg/L of xenobiotic was observed.
Two products of oxybenzone biodegradation were identified in the analyzed cultures: 2,4 dihy-
droxybenzophenone and 2,4 dihydroxybenzoic acid. The structure of intermediate products of
BP-3 decomposition suggests that in the initial phase of degradation of the compound, its molecule
is demethylated and then the bond in the oxygen bridge connecting the aromatic rings is broken.

The assessment of the profile of changes in the toxicity of cultures during incubation with
oxybenzone was carried out using biotests using organisms representing all levels of the trophic
chain as bioindicators. The results of biotests using Artemia franciscana crustaceans showed
a decrease in the toxicity of cultures during the elimination of oxybenzone by U. isabellina
strain. A decrease in the toxic character of the culture filtrates was also observed in the MARA
test using 11 strains of microorganisms as indicator organisms.

The obtained research results indicate that the U. isabellina strain may be a promising tool
in the bioremediation processes of environments contaminated with oxybenzone, as well as
a convenient model in research on the mechanisms of xenobiotic degradation.
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Ocena wlasciwosci przechowywanych odchodow ptasich po zastosowaniu
wybranych kompozycji mikrobiologicznych w celu ograniczenia strat
skladnikow biogennych oraz kondycjonowania pomiotu z przemystowych
ferm zwierzecych

J. M. Kupiec

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Ekologii i Ochrony Srodowiska, ul. Pigtkow-
ska 94C, 60—649 Poznan

Stowa kluczowe: pomiot ptasi, kondycjonowanie obornika, gazy odorowe, amoniak, cyjanowo-
dor, kwasy humusowe

Celem badania byla ocena parametréw krytycznych, mogacych modyfikowac natezenie i ten-
dencj¢ zmian fizycznych, chemicznych i biologicznych z przechowywanych pryzm pomiotu,
pochodzacego z intensywnych ferm hodowlanych. Prace badawcze miaty na celu przetestowa-
nie kompozycji mikrobiologicznej z bakteriami kondycjonujacymi (Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum oraz Pediococcus sp.) oraz bakteriami denitryfikacyjnymi (Pseudomo-
nas fluorescens, Pseudomonas putida, Bacillus licheniformis), zastosowanymi w formie kap-
sutek twardych (susz bakteryjny). Badania byty prowadzone w konteks$cie ograniczania odpty-
wu biogenow do wdd z przechowywanej masy pomiotu ptasiego. Oceniono rowniez wpltyw
kompozycji na kondycjonowanie odchodow ptasich. Do$wiadczenie zostato przeprowadzone
w warunkach in situ z wykorzystaniem specjalnie przygotowanych kolumn z komorami statycz-
nymi w pierwszej potowie 2021 r. Badania obejmowaty analiz¢ obecnosci gazéw odorowych
1 szklarniowych — pomiary stezenia metanu, amoniaku, dwutlenku wegla, tlenu oraz siarko-
wodoru. Dokonano rowniez analiz identyfikacji gazowych homologéw (etan, propan, i-butan,
n-butan) oraz gazowych alkenow (etylen, propylen, 1-buten) metanu. Dodatkowo przebadano
probki na obecnos¢ cyjanowodoru.

Eksperyment obejmowat analizy na wytypowanej kompozycji mikrobiologicznej w formie
kapsutek twardych dodanej do masy pomiotu. Wykonane badania objety analizy chemiczne
na zawarto$¢ makrosktadnikéw biogennych — azotu i fosforu (formy ogdlne i jonowe: jony
amonowe, jony azotanowe, jony azotynowe, azot ogolny, jony fosforanowe, fosfor ogdlny)
w pomiocie oraz w odciekach. Dodatkowo przeprowadzono analizy fizyko-chemiczne opadow
(pH, konduktywno$¢, azot ogodlny), gdyz pryzmy obornika, nawet jesli sg przechowywane na
plytach zelbetonowych, nie posiadajg zadaszenia, a wigc sa narazone na infiltracj¢ wod opado-
wych, ktore mogg zmienia¢ chemizm pryzmy.

Dla oceny wartos$ci pomiotu oraz wptywu kompozycji mikrobiologicznej na proces kon-
dycjonowania obornika przeprowadzono réwniez badania wtasciwosci prochnico-tworczych
pomiotu. Analizowano dwie frakcje kwaséw — huminowe oraz fulwowe. Oprocz substancji
humusowych badano obecno$¢ w pomiocie bakterii kwasu mlekowego oraz drobnoustrojow
szkodliwych dla procesu fermentacji — bakterii z rodzaju Clostridium i Bacillus. Przeprowadzo-
no réwniez analizy iloSciowe na obecno$¢ E. Coli w odcieku z pomiotu. Poniewaz na przebieg
proceséw mikrobiologicznych moga mie¢ wpltyw substancje farmakologiczne stosowane na
fermach, przeprowadzenie rowniez analizy na obecnos$¢ tego typu substancji oraz dodatkowo
hormonéw w pomiocie.
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Sposrod uzyskanych wynikow warto zaakcentowac to, ze w badanych probach nie wykryto
obecnosci gazowych homologéw metanu oraz gazowych alkenow. W badanej probkach stwier-
dzono metan, natomiast jego ilos¢ nie przekraczata 2,5%. Niepokojaco wysoki byt rowniez
poziom cyjanowodoru w badanych probach gazow w pobranej probce z komory statycznej. Jego
udziat w objetosci badanej probki powietrza byt niekiedy ponad dwa razy wyzszy niz w przy-
padku amoniaku. Uzyskane wyniki wskazuja na wzrost udziatu substancji humusowych (SH)
1 kwasow huminowych (KH) w kolumnach, w ktorych zastosowano szczepy mikroorganizmow
kondycjonujacych pomiot w stosunku do kontroli. W analizowanym pomiocie indyczym i ku-
rzym wykryto facznie 28 substancji farmakologicznych i dwa hormony.

Badania finansowane z Projektu badawczo-rozwojowego nr RPW M.01.02.01-28-0020/19-00
(2020-2023 r) w ramach Regionalnego Programu Operacyjnego Wojewodztwa Warminsko-
-Mazurskiego na lata 2014-2020 wspolfinansowanego ze srodkow Europejskiego Funduszu
Rozwoju Regionalnego pt. “Prace B+R w celu wypracowania stabilnej i efektywnej kompozycji
mikrobiologicznej ograniczajgcej doptyw biogenow do wod i kondycjonujgcej obornik”.



Evaluation of the properties of stored poultry manure after the use
of selected microbiological compositions to reduce the loss of nutrients
and to condition manure from industrial animal farms
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The aim of the study was to evaluate the critical parameters that may modify the intensity
and tendency of physical, chemical and biological changes from stored heaps of manure
from intensive breeding farms. The research work was aimed at testing the microbiological
composition with conditioning bacteria (Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum
and Pediococcus sp.) and denitrifying bacteria (Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
putida, Bacillus licheniformis), used in the form of hard capsules (bacterial dried). The
research was conducted in the context of limiting the outflow of nutrients to waters from
the stored mass of bird manure. The effect of the composition on the conditioning of bird
droppings was also assessed. The experiment was carried out in sifu conditions using specially
prepared columns with static chambers in the first half of 2021. The tests included an analysis
of the presence of odour and greenhouse gases — measurements of the concentration of
methane, ammonia, carbon dioxide, oxygen and hydrogen sulphide. Analyzes were also made
to identify gaseous homologues (ethane, propane, i-butane, n-butane) and gaseous alkenes
(ethylene, propylene, 1-butene) of methane. In addition, samples were tested for the presence
of hydrogen cyanide.

The experiment included analyzes on selected microbiological compositions in the form of
hard capsules added to the manure mass. The tests performed included chemical analyzes of the
content of biogenic macronutrients — nitrogen and phosphorus (general and ionic forms: ammo-
nium, nitrate, nitrite, total nitrogen, phosphate, total phosphorus) in manure and in leachates. In
addition, physical and chemical analyzes of precipitation (pH, conductivity, total nitrogen) were
carried out in order to determine the optimization, because manure heaps, even if they are stored
on reinforced concrete slabs, do not have a roof, and therefore they are exposed to rainwater
infiltration, which may change the heap chemistry .

In order to assess the value of the manure and the impact of the microbiological composition
on the manure conditioning process, studies on the humus-forming properties of the manure
were also carried out. Two fractions of acids were analyzed — humic and fulvic. In addition
to humic substances, the presence of lactic acid bacteria and microorganisms harmful to
the fermentation process — bacteria of the genus Clostridium and Bacillus — was examined.
Quantitative analyzes for the presence of E. coli in manure effluent were also carried out. Since
the course of microbiological processes may be affected by pharmacological substances used
on farms, it is also necessary to carry out an analysis for the presence of such substances and,
additionally, hormones in the manure.
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Among the obtained results, it is worth emphasizing that the presence of gaseous methane
homologues and gaseous alkenes was not detected in the tested samples. Methane was found in
the tested samples, but its amount did not exceed 2.5%. The level of hydrogen cyanide in the
tested gas samples in the sample taken from the static chamber was also alarmingly high. Its
share in the volume of the tested air sample was sometimes more than twice as high as in the
case of ammonia. The obtained results indicate an increase in the share of humic substances
(HS) and humic acids (HA) in the columns in which the strains of manure conditioning
microorganisms were used in relation to the control. A total of 28 pharmacological substances
and two hormones were detected in the analyzed turkey and chicken manure.

Research financed from the Research and Development Project No. RPW M.01.02.01-2§-
0020/19-00 (2020—-2023) under the Regional Operational Program of the Warmian-Masurian
Voivodeship for 2014—-2020 co-financed by the European Regional Development Fund entitled
“R&D works to develop a stable and effective microbiological composition limiting the inflow
of nutrients to waters and conditioning manure”.



Wilokniste elementy biodegradowalne modyfikowane cytrynianem trietylu
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indywidulanej, modyfikacja wtoknin matoczgsteczkowym zwigzkiem estrowym, biodegradacja
wiloknin

Wykorzystanie polimerow biodegradowalnych do produkcji wyrobdéw jednorazowego uzytku
jest odpowiedzig na §wiatowe trendy a jednoczesnie sprzyja ograniczeniu kosztow utyliza-
cji 1 sktadowania odpadow. Biodegradowalna wldknina pozwolitaby na znaczne zmniejszenie
szkodliwego wptywu stosowanych srodkow ochrony indywidualnej na $srodowisko i ekosystem,
poniewaz najczesciej sa one niewtasciwie zagospodarowane. Produkty te zanieczyszczaja $ro-
dowisko mikroplastikiem, ktéry mimo matych rozmiarow jest bardzo niebezpiecznym zanie-
czyszczeniem. Dlatego tez, biodegradowalne polimery np.: poli(kwas mlekowy), polihydroksy-
maslan, chitozan, skrobia, celuloza, z kazdym dniem zyskuja nowe zastosowania w kluczowych
gateziach przemystu tekstylnego, medycznego, opakowaniowego.

Celem pracy byto podjecie dziatan prowadzacych do opracowania wtoknistych elementow,
ktore moga by¢ wykorzystane m.in. w ochronnej masce biodegradowalnej stanowiacej bariere
dla patogendow chorobotworczych, tak aby znalez¢ alternatywe dla obecnie stosowanych w prze-
mys$le materialdéw polipropylenowych generujacych duze ilo$ci odpadow. W ramach pracy wy-
tworzono wiokning melt-blown wykorzystujac polimer IngeoTM 6252 D (PLA) oraz 10% wag.
cytrynianu trietylowego (TEC) oraz wtoknine spun-bonded na bazie biopolimeru IngeoTM
6202 D (PLA). Metoda melt-blown stanowi zintegrowang technologi¢ taczaca proces formowa-
nia widkien z procesem wytwarzania runa. Polega ona na rozdmuchiwaniu strumieniem gora-
cego sprezonego powietrza struzek stopionego polimeru wychodzacych z glowicy wyttaczarki
poprzez wielootworowa dysze i1 odbieraniu powstajacych wtokienek w postaci uformowanego
runa na urzadzeniu odbierajacym. Jednakze melt-blown wymaga wysokiej temperatury, ponie-
waz tylko wtedy mozna uzyskac cienkie wtokna elementarne, co powoduje degradacj¢ polime-
ru. Proces ten powoduje degradacje 34% PLA niemodyfikowanego 1 29% PLA modyfikowa-
nego cytrynianem trietylu. Widkna wytworze w technologii melt-blow sa drobne, ich $rednica
wynosi ok.1-5 um, dlatego tez wykorzystuje si¢ przede wszystkim jako materiaty flitujace.
W technologii spun-bonded wtdkna maja znacznie wicksza srednice ok 20-30 pm, co powoduje
ze sg bardziej wytrzymate 1 w konstrukcji widknistej chronig delikatng wtdknine metl-blown.
Wytworzone wtokniste elementy zbudowane z zewnetrznej warstwy wtokniny spun-bonded
1 wewnetrznej melt-blown, poddano badaniom biologicznym, chemicznym, fizyko-mechanicznym
oraz badaniom biodegradacji w komposcie.
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Biodegradacji jest ztozonym procesem zaleznym od warunkéw Srodowiska, wlasciwosci
polimeru oraz mikroorganizméw. W wyniku ekstrakcji wodnej zaobserwowano znaczacy spa-
dek wartosci pH ekstraktu z widkniny zawierajacej TEC oraz wyzszg warto$¢ absorbancji. ROwW-
niez podczas biodegradacji mozliwe jest uwalnianie si¢ TEC z matrycy polimerowej, poniewaz
wilgotnos¢ kompostu wynosi 40-60%, zmianie ulega rowniez pH podtoza. Nizsze wartosci pH
srodowiska wptywaja znaczgco na mechanizm degradacji, w nizszych warunkach pH zachodzi
degradacja terminalnych czgéci tancuchéw polimeru — depolimeryzacja, natomiast w wyzszych
nastepuje losowa degradacja wigzania estrowego. Potwierdza to rowniez analiza GPC/SEC,
poniewaz indeks polidyspersyjnosci w trakcie biodegradacji nie ulega znaczacym zmianom, co
moze wskazywac na terminalng degradacj¢ polimeru. Po dwudziestu tygodniach biodegrada-
cji elementow wioknistych zaobserwowano ubytek masy na poziomie 77,80 %. Na podstawie
ubytku masy oraz zdje¢ SEM zaobserwowano, ze modyfikacja uzytego biopolimeru za pomocg
zastosowanego plastyfikatora przy$piesza proces biodegradacji wytworzonej ekologicznej ma-
ski ochronne;.



Fibrous biodegradable elements modified with triethyl citrate
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The use of biodegradable polymers in the production of disposable products is a response
to global trends and, at the same time, supports the reduction of disposal and landfill costs.
Biodegradable nonwovens would significantly reduce the harmful impact of used PPE on
the environment and ecosystem, as they are most often mismanaged. These products pollute
the environment with microplastics, which, despite their small size, are very dangerous
pollutants. Therefore, biodegradable polymers, e.g., poly(lactic acid), polyhydroxybutyrate,
chitosan, starch, cellulose, are gaining new applications more and more in crucial industries
such as textiles, medicine, packaging. The aim of this study was to work to develop a fibre
component of a biodegradable protective mask that is a barrier to pathogens, in order to find
an alternative to the high waste generating polypropylene materials currently used in industry.
The work produced the melt-blown nonwoven using a polymer. IngeoTM 6252 D (PLA) and
10% by weight of triethyl citrate (TEC) and a spun-bonded nonwoven based on IngeoTM
6202 D biopolymer (PLA). The melt-blown method is an integrated technology that combines
the fibre-forming process with the fleece-making process. It consists of blowing a stream of
hot compressed air through a multi-hole nozzle from the extruder head and collecting the
resulting fibres in the form of a formed fleece on a collector. However, melt-blown requires high
temperatures, which causes degradation of the polymer, but only then thin elementary fibres
can be obtained. The process degrades 34% of unmodified PLA and 29% of PLA modified with
triethyl citrate. The fibers produced by melt-blow technology are fine, with a diameter of about
1-5 um, which is why they are used mostly as a flitter material. In spun-bonded technology, the
fibers have a much bigger diameter of about 20—30 um, which makes them more resilient and
protects the soft metl-blown nonwoven in the textile construction.

The produced textile materials constructed with an external layer of spun-bonded nonwoven
and an internal melt-blown, were subjected to biological, chemical, physico-mechanical and
biodegradation tests in the compost.
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Biodegradation is a complex process dependent on environmental conditions, polymer
properties and microorganisms. Following aqueous extraction, a significant decrease in the pH
value of the TEC-containing material extract and a higher absorbance value were observed.
Also during biodegradation, it is possible for TEC to be released from the polymer matrix as
the moisture content of the compost is 40—60%, and the pH of the medium also changes. Lower
pH values of the environment significantly affect the degradation mechanism, with degradation
of the terminal parts of the polymer chains occurring at lower pH conditions- depolymerization,
while random degradation of the ester bond occurs at higher pH conditions. This is also
confirmed by the GPC/SEC analysis, as the polydispersity index does not change significantly
during biodegradation, which may indicate terminal degradation of the polymer. After twenty
weeks of biodegradation of the textile materials, a mass loss of 77.80% was observed for
the modified nonwoven. On the basis of weight loss and SEM images, it was observed that
modification of the used biopolymer with the applied plasticizer accelerates the biodegradation
process of the produced ecological protective mask.



Zwalczanie szczepOow opornych na antybiotyki przy uzyciu plazmidow
antybakteryjnych o ukierunkowanym dzialaniu
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Aby rozwigza¢ problem opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe (AMR), ktory jest glow-
nym rozpowszechniony na calym §wiecie, potrzebne jest poszukiwanie nowych sposobow walki
z bakteriami wielolekoopornymi. Innowacyjna strategia STARS-TAP opiera si¢ na zastosowaniu
plazmidéw TAP (Targeted-Antibacterial-Plasmids), ktére wykorzystuja koniugacje DNA w celu
dostarczenia systeméw CRISPR/Cas wywierajacych aktywno$¢ antybakteryjna na specyficznie
ukierunkowane szczepy AMR. In vitro wykazano, ze TAP mogg selektywnie zabija¢ szczepy
AMR poprzez celowanie w chromosom lub przywraca¢ wrazliwo$¢ szczepow na antybiotyki
poprzez celowanie w plazmidy lekoopornosci, bez wplywu na inne niecelowane szczepy obecne
w populacji bakterii. PrzeloZenie tych badan przeprowadzonych w warunkach in vitro na rézne
srodowiska in situ miatoby niewatpliwie rzeczywisty wplyw, otwierajac nowe mozliwosci inter-
wencji w celu wyeliminowania szczepoéw AMR. W tym celu, planujemy opracowanie bibliotek
TAP skierowanych przeciwko wielu klinicznie i §rodowiskowo istotnym szczepom AMR lub
przeciwko specyficznym genom AMR nadajacym oporno$¢ na beta-laktamy (gtownie karbape-
nemy). Ocenimy zdolno$¢ TAPs do specyficznej eliminacji szczepdw AMR ze $ciekow szpital-
nych lub z mikrobioty jelitowej zwierzat. Zajmiemy si¢ rOwniez rozprzestrzenianiem si¢ TAPs
i ich zdolnos$cig do eliminacji szczepéw AMR w ryzosferze roslin oraz glebie. Ta niezbadana
1 wszechstronna strategia antybakteryjna moze by¢ obiecujagcym podej$ciem uzupelniajacym
antybiotyki, w terapii oraz profilaktyce ludzi i zwierzat zakazonych lub skolonizowanych szcze-
pami AMR, a nawet w celu unikni¢cia rozprzestrzeniania si¢ AMR w zantropogenizowanych
zbiornikach §rodowiskowych, takich jak gleby rolnicze i $cieki.

Czlonkowie konsorcjum:

Christian Lesterlin, Centre National de la Recherche Scientifique, France (Koordynator)
Pierre Bogaerts, UCL — Universite Catholique de Louvain, Belgium

Gregory Jubelin, French National Research Institute for Agriculture, Food and Environment,
France

Anna Marzec-Grzadziel, Institute of Soil Science and Plant Cultivation — State Research
Institute, Poland

William Couet, French National Institute of Health and Medical Research, France

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki [2021/03/Y/NZ7/00123] oraz JPIAMR-
ACTION GA no 963864.
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Control of antibiotic-resistant strains using targeted antibacterial plasmids
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To overcome the problem of antimicrobial resistance (AMR), which is a major prevalence
worldwide, the search for new ways to combat multidrug-resistant bacteria is needed. The
innovative STARS-TAP strategy is based on the use of Targeted-Antibacterial-Plasmids (TAPs),
which use DNA conjugation to deliver CRISPR/Cas systems that exert antibacterial activity
against specifically targeted AMR strains. In vitro, it has been shown that TAPs can selectively
kill AMR strains by targeting the chromosome or restore the strains’ sensitivity to antibiotics
by targeting drug resistance plasmids, without affecting other untargeted strains present in
the bacterial population. Trying to use these in vitro studies to different in situ environments
would undoubtedly have a real impact, opening up new avenues of intervention to eliminate
AMR strains. To this end, we plan to develop TAP libraries targeting multiple clinically and
environmentally relevant AMR strains or against specific AMR genes conferring resistance
to beta-lactams (mainly carbapenems). We will evaluate the ability of TAPs to specifically
eliminate AMR strains from hospital wastewater or from the gut microbiota of animals.
We will also address the spread of TAPs and their ability to eliminate AMR strains in the
rhizosphere of plants and soil. This unexplored and versatile antibacterial strategy may be
a promising approach to complement antibiotics, in the treatment and prevention of humans
and animals infected or colonized with AMR strains, and even to avoid the spread of AMR in
anthropogenized environmental reservoirs such as agricultural soils and wastewater.

Consortium members.

Christian Lesterlin, Centre National de la Recherche Scientifique, France (Coordinator)
Pierre Bogaerts, UCL — Université Catholique de Louvain, Belgium
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This research was co-funded in whole or in part by National Science Centre [2021/03/Y/
NZ7/00123] and JPIAMR-ACTION GA no 963864.

145
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Pszczoty miodne (Apis mellifera L.,) sa najbardziej rozpowszechnionymi zapylaczami mono-
kultur uprawnych na catym §wiecie. Zdecydowana wigkszo$¢ roslin rosngcych w warunkach
klimatycznych Polski wymaga do swojego efektywnego wzrostu i rozwoju obecnos$ci zapy-
laczy. Ostatnie badania wykazaly natomiast, ze w przeciggu 27 lat, ilos¢ owadéw latajacych
spadia o 75%. Dwa czynniki srodowiskowe przyczyniajg si¢ w znacznym stopniu do tych strat:
degradacja i fragmentacja siedlisk pszczot oraz negatywne skutki stosowania pestycydow rolni-
czych. Intensyfikacja rolnictwa powoduje ograniczenie zasobno$ci obszaréw zawierajacych za-
soby kwiatowe oraz ros$liny miododajne, co powoduje obumieranie rodzin pszczelich na danym
terenie. Problemy te moglyby by¢ rozwigzane przez producentow roslin 1 wiascicieli terenow
wiejskich poprzez ochrone 1 wzbogacanie stanowiacych pozytki pszczele zasobdéw. Do najwaz-
niejszych pozytkow pszczelich w Polsce mozemy zaliczy¢ rzepak, wyke, mniszek pospolity,
faceli¢ biekitng, nostrzyk bialy, gryke zwyczajna, ogorecznik lekarski, nawto¢, koniczyny, zmi-
jowiec zwyczajny, lipe, lucerne, szalwig, oraz gorczyce biatg. Bogatym zrodiem surowcoéw dla
pszczot sg takze trwale uzytki zielone bogate w rozne gatunki roslin.

Bakterie endofityczne kolonizujg zdrowe tkanki gospodarza, nie wywolujac jednoczesnie zad-
nych objawow chorobowych. W warunkach laboratoryjnych mikroorganizmy te izolowane sg z po-
wierzchniowo wysterylizowanych organdéw roslinnych. Najczesciej pojawiajacymi si¢ rodzajami
wsrdd bakterii endofitycznych sa Bacillus, Enterobacter, Pantoea, Burkholderia, Microbacterium,
Pseudomonas, Micrococcus, 0raz Stenotrophomonas. Udowodniono, ze wiele bakterii endofitycz-
nych korzystnie wptywa na gospodarza, stymulujac jego wzrost i rozwdj czy zwigkszenie zdolnosci
do przezycia w niekorzystnych warunkéw srodowiska. 1zolacja mikroorganizmow endofitycznych
z czesci roslinnych jest kluczowa w poznaniu ich wlasciwosci genetycznych i fenotypowych. Wigk-
szo$¢ mikroorganizméw jest jednak niezdolna do wzrostu na pozywkach w warunkach laboratoryj-
nych. Przelomem w badaniach nad sktadem mikroorganizmoéw w réznych srodowiskach stato si¢
sekwencjonowanie nowej generacji (NGS, next generation sequencing).

Przedstawione badania opieraly si¢ na izolacji bakterii endofitycznych z trzech wybranych
ro$lin stanowigcych pozytki pszczele: Facelia bigkitna, Zmijowiec zwyczajny, Dziurawiec
zwyczajny. Rosliny podzielono na 3 czgsci (korzen, todyga, 1i§¢), ktore nastepnie poddano
procesowi sterylizacji powierzchniowej. Z czesci roslin przygotowano homogenaty, ktore wy-
korzystano do izolacji DNA. Uzyskane izolaty DNA wykorzystano do sekwencjonowania NGS
w celu okreslenia populacji bakterii w analizowanych probkach, oraz jako matryce w reakcji
gPCR, w celu okreslenia liczby kopii genu 16S rRNA. Jednoczes$nie uzyskane homogenaty
wykorzystano do izolacji bakterii endofitycznych na podtozach statych. Uzyskano 28 szczepy
bakteryjne, z ktorych wyizolowano DNA, ktére wykorzystano w analizie Sanger sekwencji
16S rRNA, oraz genetycznej analizie rdznicujacej (ERIC-PCR).
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Analiza sekwencjonowania NGS wykazata iz wigkszos$¢ bakterii endofitycznych analizowa-
nych roslin nalezy do Proteobacteria oraz Firmicutes, do rodzajow Ralstonia oraz Pseudomo-
nas. Duzg ilo$¢ stanowity takze bakterii niesklasyfikowane nalezace do rodziny Bacilliaceae.
Najwigksza liczbe kopii genu 16S rRNA wykazano w probkach z facelii (3.38E6). Analiza San-
ger 28 wyizolowanych szczepdéw bakteryjnych pozwolita na przypisanie ich do nast¢pujacych
rodzajow: Pseudomonas (8 szczepoéw), Bacillus (9 szczepow), Paenibacillus (2 szczepy), Frigo-
bacterium (1 szczep), Priestia (3 szczepy), Peribacillus (2 szczepy), Erwinia (1 szczep). Analiza
ERIC-PCR wykazata natomiast znaczace roznice w strukturze genomowej badanych bakterii.

Badania wykonano w ramach temat statutowego 1.04 IUNG-PIB ,, Charakterystyka endofitow
bakteryjnych wyizolowanych z wybranych roslin miododajnych oraz okreslenie ich potencjatu
biotechnologicznego”.
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Honey bees (Apis mellifera L.,) are the most widespread pollinators of crop monocultures
worldwide. The vast majority of plants growing under Polish climatic conditions require the
presence of pollinators for their effective growth and development. In contrast, a recent study
showed that in 27 years, the number of flying insects has declined by 75%. Two environmental
factors contribute significantly to these losses: the degradation and fragmentation of bee habitat
and the negative effects of agricultural pesticides. Agricultural intensification is reducing the
abundance of areas containing floral resources and melliferous plants, resulting in the death
of bee colonies in the area. These problems could be solved by plant producers and rural
landowners by protecting and enriching the resources that constitute bee benefits. Among the
most important nectar flow in Poland we can include rapeseed, vetch, common dandelion, blue
phacelia, white melilot, buckwheat, borage, goldenrod, clovers, blueweed, vicia, alfalfa, sage,
and white mustard. Permanent grasslands rich in various plant species are also a rich source of
raw materials for bees.

Endophytic bacteria colonize healthy host tissues without causing any disease
symptoms. Under laboratory conditions, these microorganisms are isolated from surface-
sterilized plant organs. The most common genera among endophytic bacteria are Bacillus,
Enterobacter, Pantoea, Burkholderia, Microbacterium, Pseudomonas, Micrococcus, and
Stenotrophomonas. Many endophytic bacteria have been proven to have a beneficial effect on
the host, stimulating its growth and development or increasing its ability to survive in adverse
environmental conditions. Isolation of endophytic microorganisms from plant parts is crucial
in understanding their genetic and phenotypic characteristics. However, most microorganisms
are incapable of growing on media under laboratory conditions. A breakthrough in studying
the composition of microorganisms in different environments has been made by next-
generation sequencing (NGS).

The research presented here was based on the isolation of endophytic bacteria from three
selected bee forage plants: Blue Phacelia, blueweed, St. John’s Wort. Plants were divided into
3 parts (root, stem, leaf), which were then subjected to surface sterilization. Homogenates were
prepared from the plant parts and used for DNA isolation. The DNA isolates obtained were
used for NGS sequencing to determine the bacterial population in the samples analyzed, and
as a template in qPCR reactions to determine the copy number of the 16S rRNA gene. At the
same time, the homogenates obtained were used to isolate endophytic bacteria on solid media.
Twenty-eight bacterial strains were obtained, from which DNA was isolated and used in Sanger
analysis of 16S rRNA sequences, and genetic differential analysis (ERIC-PCR).
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NGS sequencing analysis showed that most of the endophytic bacteria of the analyzed plants
belong to Proteobacteria and Firmicutes, to the genera Ralstonia and Pseudomonas. Unclassified
bacteria belonging to the Bacilliaceae family also constituted a large number. The highest
copy number of the 16S rRNA gene was found in samples from phacelia (3.38E6). Sanger
analysis of the 28 isolated bacterial strains made it possible to assign them to the following
genera: Pseudomonas (8 strains), Bacillus (9 strains), Paenibacillus (2 strains), Frigobacterium
(1 strain), Priestia (3 strains), Peribacillus (2 strains), Erwinia (1 strain). ERIC-PCR analysis,
however, showed significant differences in the genomic structure of the tested bacteria.

The research was carried out within the framework of the statutory subject 1.04 of IUNG-
PIB “Characterization of bacterial endophytes isolated from selected melliferous plants and
determination of their biotechnological potential .
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MCPA (kwas 2-metylo-4-chlorofenoksyoctowy) jest jedna z najczesciej stosowanych herbi-
cydowych substancji aktywnych do selektywnego zwalczania jednorocznych i wieloletnich
chwastéw w rolnictwie. Ostatnie doniesienia wykazaty, ze pozostatosci MCPA moga by¢ aku-
mulowane np. w osadach dennych. Sukcesywne uwalnianie pozostatosci i metabolitow MCPA
w srodowisku moze negatywnie wptywac na rosliny niebgdace organizmami docelowymi. Bio-
rac pod uwagg powyzsze, stosowanie MCPA moze stanowi¢ zagrozenie dla rodzimej flory i tym
samym dobrostanu srodowiska.

Ostatnie badania wykazaly, ze bakterie wyizolowane ze srodowiska moga by¢ zaangazowa-
ne w biodegradacje herbicyddéw fenoksykwasowych. Bakterie rozktadajagce MCPA wyizolowano
zarowno ze Srodowisk, gdzie nie stosowano herbicydow fenoksykwasowych oraz ze srodowisk
zanieczyszczonych MCPA. Mikroorganizmy degradujace MCPA zostaty wyizolowane z gleby,
osadow, ryzosfery oraz endosfery roslin. Jednak pomimo wielu badan dotyczacych biodegra-
dacji MCPA przez bakterie, jak dotad nie sprawdzano ich wtasciwosci promujacych wzrost
ro$lin (ang. plant growth promoting properties; PGPPs) w warunkach stresu srodowiskowego.
Dlatego gtownym celem naszych badan byto nie tylko wyizolowanie bakterii potencjalnie de-
gradujacych MCPA, ale réwniez ocena ich wlasciwosci pod katem promowania wzrostu roslin.

W celu realizacji zatozen pracy badawczej, wyizolowano bakterie potencjalnie degradujace
MCPA z réznych srodowisk (gleby rolniczej §wiezo 1 historycznie zanieczyszczonej MCPA;
rowu melioracyjnego; osadu rzecznego; gleby przy brzegu rzeki) stosujac metody mikrobio-
logiczne oparte na zastosowaniu pozywek selektywnych. Nastgpnie do identyfikacji bakterii
zastosowano sekwencjonowanie genu 16S rRNA. Sprawdzono rowniez, czy wybrane szczepy
rosng na pozywce minimalnej z MCPA (0,1; 1,0 i 2,0 mM), jako jedyne zrédto wegla. Nastepnie
zbadano nastgpujace wlasciwosci promujace wzrost rosliny (PGPPs) tj.: produkcja acetoiny, de-
aminazy ACC, sideroforéw, kwasow organicznych; oraz solubilizacja fosforu i kwasu fitowego.
Dodatkowo zbadano tolerancje badanych szczepéw na wybrane metale ciezkie: Cd (0,4; 0,8;
1,6 mM); Zn (0,6; 1,0; 2,5 mM); Cu (0,4 mM); i Ni (1,0 mM).

Wyselekcjonowano i zidentyfikowano 10 szczepow bakteryjnych potencjalnie degraduja-
cych MCPA tj.: Acinetobacter calcoaceticus (X81657) wyizolowany z gleby rolniczej $wie-
70 zanieczyszczone] MCPA; Pseudomonas sp. 35L (AB003628), Pseudomonas sp. LAB-21
(AB051698) 1 Pseudomonas chlororaphis (Z76673) wyizolowane z gleby rolniczej historycznie
skazonej MCPA; Acinetobacter guillouiae (X81659), Leclercia adecarboxylata (KJ633046),
Pantoea agglomerans (KJ633046) wyizolowane z rowu melioracyjnego; Acinetobacter john-
sonii (X95303) 1 Acinetobacter guillouiae (X81659) wyizolowane z osadu rzecznego; Acine-
tobacter sp. L (DQ189256) wyizolowany z gleby pobranej przy brzegu rzeki. Dalsza analiza
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wykazata, ze szczepy wyizolowane z gleby rolniczej i rowu melioracyjnego moga rosnac¢ na
pozywce minimalnej z MCPA (2,0 mM). Dodatkowo, bakterie wyizolowane z gleb rolniczych
wykazywaty najwyzszy potencjal promowania wzrostu roslin, ale tylko dla szczepu L. ade-
carboxylata wszystkie badane testy PGPP byly pozytywne. Badania tolerancji metali ci¢zkich
wykazaly, Zze wyizolowane szczepy moga rowniez rosna¢ w pozywkach zawierajacych Cd, Zn,
Cu lub Ni: zwlaszcza P. agglomerans i Acinetobacter sp. L.

Nasze badania wykazaty, ze szczegdlnie bogatym zrodiem bakterii potencjalnie degradu-
jacych MCPA jest gleba rolnicza. Wybrane bakterie rosnace na pozywkach z MCPA, wykazuja
réwniez szereg wlasciwosci promujacych wzrost roslin. Dodatkowo moga wykazywac tole-
rancj¢ na rozne stezenia metali ciezkich. Dlatego, wyizolowane szczepy majg wielozadaniowy
potencjat nie tylko do usuwania zanieczyszczen ze srodowiska, ale jednoczesnego promowania
wzrostu rodzimych roslin w danym $rodowisku. Wybrane szczepy beda dalej wykorzystywane
do kontynuacji badan nad degradacja MCPA.

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki z projektu PRELUDIUM 20 “Indukcja
ekspresji genow odpowiedzialnych za biodegradacje MCPA przez wybrane wtorne metabolity
roslinne” (UMO-2021/41/N/NZ9/01170) oraz UHasselt Methusalem project 08M0O3VGRJ.
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MCPA (2-methyl-4-chlorophenoxyacetic acid) is one of the most commonly used herbicide
active substance to selectively control annual and perennial weeds in agriculture. Recent
reports showed that MCPA can be accumulated in high concentrations in i.a. bottom sediments.
Thus, slowly released residues and metabolites of MCPA in the environment can negatively
affect untargeted plants. Hence, they can serve as a danger for native flora and environmental
wellbeing.

Lately research showed that various environmental bacteria can be involved in phenoxy
herbicides biodegradation. MCPA-degrading bacteria were isolated from both pristine and
contaminated environments. They can be present in bulk soil, sediments, rhizosphere and plant
endosphere. However still the potential of bacteria to simultaneously degrade MCPA and
promote plants growth has not been described. Therefore, the main aim of our research was to
isolate and assess plant growth promoting characteristics of potential MCPA-degraders.

In order to achieve the objectives of this research we isolated the potential MCPA-degrading
bacteria from different environments (agricultural soil freshly and historically contaminated
with MCPA; drainage ditch; river sediment; soil at the river bank) using culture-dependent
approach i.e. selective medium. Subsequently, 16S rRNA gene sequencing was used to identify
the isolates. We also checked if selected strains can be grown on MCPA (0.1, 1.0 and 2.0 mM)
as a sole carbon source. Subsequently, following plant growth promoting properties (PGPPs)
were tested: production of acetoin, ACC deaminase, siderophores, organic acids; phosphorus
and phytate solubilization. Additionally, we tested the tolerance to selected heavy metals: Cd
(0.4, 0.8, 1.6 mM); Zn (0.6, 1.0, 2.5 mM); Cu (0.4 mM); and Ni (1.0 mM).

We selected and identified 10 MCPA-tolerant bacterial strains: Acinetobacter calcoaceticus
(X81657) isolated from agricultural soil freshly treated with MCPA; Pseudomonas sp. 35L
(AB003628), Pseudomonas sp. LAB-21 (AB051698) and Pseudomonas chlororaphis (276673)
isolated from agricultural soil historically contaminated with MCPA; Acinetobacter guillouiae
(X81659), Leclercia adecarboxylata (KJ633046), Pantoea agglomerans (KJ633046) isolated
from drainage ditch; Acinetobacter johnsonii (X95303) and Acinetobacter guillouiae (X81659)
isolated from river sediment; Acinetobacter sp. L (DQ189256) isolated from soil sampled at the
river bank. Further analysis showed that strains isolated from agricultural soil and drainage ditch
can grow on MCPA (2.0 mM) as a sole carbon source. Additionally, also bacteria originating
from agricultural soil exhibited highest PGP potential, but only for L. adecarboxylata all studied
PGPPs tests were positive. Screening of the heavy metals tolerance showed that potential
MCPA-degraders can grow in the presence of studied compounds: especially P. agglomerans
and Acinetobacter sp. L can grow on medium enriched with either Cd, Zn, Cu or Ni.
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In conclusion, our research showed that especially agricultural soil serve as a sink of
potential MCPA-degraders. Selected MCPA-tolerant bacteria possess a wide array of PGPPs and
additionally can be tolerant to different concentrations of heavy metals. Therefore, these isolates
might be considered as multipurpose microorganisms, which not only degrade the pollutants but
also potentially contribute to better health of plants in the environment. Selected strains will be
further used for the continuation of study on MCPA degradation.

This research was supported by The Council of the National Science Centre in Poland
PRELUDIUM 20 project “Induction of expression of genes responsible for biodegradation of
MCPA by selected plant secondary metabolites” (UMO-2021/41/N/NZ9/01170). This work was
also supported by the UHasselt Methusalem project 08M0O3VGRJ.
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Drobnoustroje izolowane ze $srodowisk skazonych ksenobiotykami (np. pochodzace ze sktado-
wisk odpadow niebezpiecznych) czesto charakteryzujg si¢ szeregiem niezwyktych uzdolnien
metabolicznych. Czesto moga one rosng¢ w obecnosci toksyn, prowadzac zarowno procesy
detoksykacji, jak i mineralizacji powyzszych zwiazkow.

Celem pracy byto okreslenie wzrostu szczepow Bacillus, produkcji biosurfaktantéw oraz
zdolnosci bakterii do detoksykacji ksenobiotykow w hodowlach prowadzonych z dodatkiem
odciekow.

W badaniach stosowano siedem szczepow bakterii z rodzaju Bacillus, pochodzacych z gle-
by ryzosferowej pobranej ze Sktadowiska Odpadoéw Niebezpiecznych (SON) w Zgierzu. Bak-
terie hodowano stosujac podtoze Luria-Bertani (LB) oraz podtoze LB bez NaCl. Dodatkowo
uzywano warianty powyzszych podtéz, w ktorych 40% sktadu (V/, ) zastepowano wodg desty-
lowang lub odciekami pochodzacymi z kwatery I SON w Zgierzu. Hodowle bakteryjne prowa-
dzono przez 72 godz., w warunkach wytrzasania (120 obr./min), w temp. 28°C. Wzrost bakterii
oceniano na podstawie gestosci optycznej (ang. Optical Density, OD; A = 630 nm). Aktywnos$¢
powierzchniowg (ap) plynéw pohodowlanych wyznaczano stosujac test zapadajacej si¢ kropli
(ang. Drop Collapsing Test, DCT). Analizg jako$ciowa i ilosciowg biosurfaktantéw prowadzono
stosujac technike chromatorafii cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS).
Detoksykacje odciekéw badano z wykorzystaniem nasion ogorka siewnego (Cucumis sativus L.)
1 pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.), inkubowanych w fitotronie, w obecnosci ptynow
pohodowlanych, przez 120 godz., w temp. 25°C.

Stwierdzono, ze dodatek odciekow powoduje ponad 2-krotny wzrost poziomu OD w ho-
dowlach wszystkich badanych szczepow Bacillus w poréwnaniu do uktadow kontrolnych. Od-
cieki w zréznicowany sposob wptynely na wartosci ap wyznaczane testem DCT. Najwigkszy
wzrost ap (o ponad 35%) wyznaczono w hodowli szczepu Zg 1.3 prowadzonej w obecnosci
odciekow. Z kolei najwigkszy spadek (niemal 20%) wartos$ci badanego parametru stwierdzono
w hodowli szczepu Zg 7.6. Analiza produkcji biosurfaktantow wykazata, ze wszystkie szczepy
produkuja surfaktyne 1 ituryng. W przypadku dwoch szczepow (Zg 3.8 1 Zg 7.6) wyznaczono
bardzo niski poziom produkcji analizowanych lipopeptydow, mieszczacy si¢ w przedziale od
0,4 do 3 mg/L. Stwierdzono, ze pozostate szczepy naleza do nadproducentéw biosurfaktantow,
przy czym wytwarzaja ponad 3-krotnie wigcej ituryny niz surfaktyny. Najwyzsza zawarto$¢ sur-
faktyny (32,6 mg/L) i ituryny (114,0 mg/L) wyznaczono w probie szczepu Zg 1.4. Stwierdzono,
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ze dodatek odciekow do podtoza LB wptynat w zréznicowany sposob na produkcje biosurfak-
tantow. W hodowli szczepu 8.8. prowadzonej z dodatkiem odciekdéw nastgpito catkowite zaha-
mowanie produkcji biosurfaktantéw, natomiast ponad 30% wzrost analizowanych zwigzkow
w obecnosci odciekow stwierdzono w hodowlach szczepoéw Zg 1.3 oraz Zg 1.4. W pozostatych
uktadach odcieki nie zmienity w istotny sposdb poziomu wydzielania biosurfaktantow. Wyzna-
czono, ze uktady kontrolne zawierajace : 1) wod¢ z dodatkiem 40% odciekdéw; 2) podtoze LB
bez NaCl oraz 3) podloze LB bez NaCl z dodatkiem 40% odciekdéw ograniczaja kietkowanie
nasion ogorka i pszenicy odpowiednio o 20, 20 i 33% w poréwnaniu do kietkowania nasion
z uzyciem wody. Uzyskane dane wskazaly, ze zastosowane podtoze mikrobiologiczne jak i od-
cieki obnizajg intensywnos¢ kietkowania nasion. Dodatek odciekow do hodowli bakteryjnych
obnizyt efektywnos$¢ kietkowania nasion ogorka (nawet o 50%). Wyjatek stanowily nasiona
ogorka inkubowane w obecnos$ci ptynu pohodowlanego szczepu Zg 7.6. Efektywnos¢ kietko-
wania nasion ogorka w ptynie pohodowlanym szczepu Zg 7.6 wyznaczono na poziomie 63%,
natomiast w supernatancie z dodatkiem odciekow wzrosta do 90%. Uzyskane wyniki wskazaty,
ze szczep Zg 7.6 jest zdolny do obnizania toksycznosci odciekow. Testy fitotoksyczno$ci z za-
stosowaniem nasion pszenicy takze potwierdzity, ze bakterie Bacillus Zg 7.6 obnizajg toksycz-
nos$¢ uzytych odciekow.

Uzyskane wyniki wskazaty ze: 1) uzyte w badaniu szczepy Bacillus zdolne sg do wyko-
rzystania zwigzkow zawartych w odciekach jako zrodta wegla i energii; 2) obecnosé odciekdéw
wplywa w zréznicowany sposob na produkcje/aktywnos¢ biosurfaktantow badanych drobno-
ustrojow; 3) w obrebie siedmiu analizowanych szczepow, izolat Zg 7.6 zdolny jest do obnizania
toksycznego dziatania odciekdéw podczas procesu kietkowania nasion ogdérka siewnego 1 psze-
nicy zwyczajnej.
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Microorganisms isolated from environments contaminated with xenobiotics (e.g. from
hazardous waste landfills) exhibit various unusual metabolic abilities. They can often grow
in the presence of toxins, leading to both detoxification and mineralization processes of the
above compounds. The aim of the study was to determine the growth of Bacillus strains,
the production of biosurfactants and the ability of bacteria to detoxify xenobiotics in cultures
which were supplemented with leachate. Seven strains of bacteria belonging to the genus
Bacillus, derived from rhizosphere soil taken from the Landfill of Hazardous Waste (LHW) in
Zgierz, were used in the study. These strains were cultured using Luria-Bertani (LB) medium
and LB medium without NaCl. In addition, variants of the above media were used, in which
40% of the composition (V/V) was replaced with distilled water or effluents from the LHW in
Zgierz. Bacterial cultures were carried out for 72 hours under shaking conditions (120 rpm) at
28°C. Bacterial growth was assessed by Optical Density (OD; A = 630 nm). The surface activity
(sa) of post-culture fluids was determined using the Drop Collapsing Test (DCT). Qualitative
and quantitative analysis of biosurfactants was carried out using the technique of liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Leachate detoxification
was tested using cucumber seeds (Cucumis sativus L.) and common wheat seeds (7riticum
aestivum L.), incubated in a phytotron in the presence of post-culture fluids for 120 hours at
25°C. It was found that the addition of leachates caused a more than 2-fold increase in the OD
level in the cultures of all tested Bacillus strains compared to the control systems. The leachates
had a different effect on the sa values determined by the DCT test. The greatest increase in sa
(by more than 35%) was determined in the culture of the Zg 1.3 strain carried out in the presence
of leachate. In turn, the largest decrease (almost 20%) of the value of the examined parameter
was found in the culture of the Zg 7.6 strain. Analysis of biosurfactant production showed that
all strains produce surfactin and iturin. In the case of two strains (Zg 3.8 and Zg 7.6), a very low
level of production of the analyzed lipopeptides was determined, ranging from 0.4 to 3 mg/L.
The remaining strains were found to be superproducers of biosurfactants, producing over 3 times
more iturin than surfactin. The highest content of surfactin (32.6 mg/L) and iturin (114.0 mg/L)
was determined in the Zg 1.4 test. It was found that the addition of leachates to the LB substrate
had a different effect on the production of biosurfactants. In the culture of strain 8.8 conducted
with the addition of leachates, the production of surfactin and iturin was completely inhibited.
An over 30% increase in the content of both analyzed lipopeptides under the influence of
leachate occurred in the cultures of the Zg 1.3 and Zg 1.4 strains. In the remaining systems,
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the effluents did not significantly change the level of biosurfactant secretion. It was determined
that the control systems containing: 1) water with the addition of 40% leachate; 2) LB medium
without NaCl and 3) LB medium without NaCl with the addition of 40% of leachates reduced
the germination of cucumber and wheat seeds by 20, 20 and 33%, respectively, compared to seed
germination with water. The obtained data showed that the applied microbiological medium as
well as the effluents reduced the intensity of seed germination. Supernatants obtained from the
cultures of the Zg 7.6 and Zg 8.8 strains carried out in the absence of leachate caused a reduction
of seed germination to the level of 63% compared to the control system with water. The above
results indicated that the strains Zg 7.6 and Zg 8.8 secrete into the medium metabolites limiting
the studied process. The addition of leachate to the bacterial cultures decreased the efficiency
of cucumber seed germination (up to 50%). The exception were cucumber seeds incubated in
the presence of post-culture fluid of the Zg 7.6 strain. The germination efficiency of cucumber
seeds in the post-culture fluid of the Zg 7.6 strain was determined at the level of 63%, while
in the post-culture fluid with the addition of leachate it increased to 90%. The obtained results
show that the Zg 7.6 strain is capable of reducing the toxicity of leachates. Phytotoxicity tests
using wheat seeds also confirmed that Bacillus Zg 7.6 bacteria reduce the toxicity of the used
leachate. The obtained results show that: 1) the examined Bacillus strains are able to use the
compounds contained in the leachates as a source of carbon and energy; 2) the presence of
leachates affects the production/activity of biosurfactants of the tested microorganisms in
different ways; 3) within the seven analyzed strains, the Zg 7.6 isolate is able to reduce the toxic
effect of leachates during the germination of cucumber and common wheat seeds.
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Rolnictwo przemystowe, a szczegodlnie stosowane na masowg skale chemiczne $rodki owado-
bojcze (insektycydy), uzywane w ochronie roslin zapylanych przez owady bezposrednio wpty-
waja na zdrowie i kondycje pszczot miodnych (Apis mellifera L.). Przyczyniajg si¢ one do
zatru¢, ostabienia odpornosci tych owadow i1 zwigkszenia podatnosci na zakazenia mikroorga-
nizmami patogennymi, pasozytami i wirusami wywolujgcymi choroby, co w efekcie prowadzi
do tzw. zespotu masowego ginigcia pszczoty miodnej. Jednymi z najbardziej toksycznych i naj-
czesciej wykrywanych w martwych koloniach pszczot, ulach, miodzie 1 produktach pszczelich
pestycydow sa: chlorpyrifos, imidakloprid, kumafos, fluwalinat, tiametoksam, klotianidyna 1 in.
Kolejnym zagrozeniem sg antybiotyki stosowane w hodowli pszczot. Ich obecnos$¢ jest bardzo
niekorzystna, poniewaz prowadzi do zachwiania rownowagi (dysbiozy) w mikrobiocie przewo-
du pokarmowego pszczot, ostabiajgc ich odpornos¢, co zwigksza ryzyko zakazenia patogenami,
w tym oportunistycznymi. Z uwagi na powyzsze, intensywnie poszukuje si¢ naturalnych, eko-
logicznych metod do zwalczania patogendéw pszczol, ktore pozwolilyby na wyeliminowanie
potrzeby stosowania pestycydow 1 antybiotykdw w ich hodowli, przyczyniajac si¢ tym samym
do poprawy kondycji i odpornosci rodzin pszczelich, zwigkszenia ich tolerancji na pestycydy
1 antybiotyki, poprawe warunkow sanitarnych w ulach, jak i otaczajacym srodowisku przyrod-
niczym, a co z tym zwigzane — zmniejszenia degradacji srodowiska oraz obiegu zanieczyszczen
w wodzie 1 glebie. Bakterie fermentacji mlekowej (LAB) sa naturalnymi mieszkafncami prze-
wodu pokarmowego pszczot, gdzie petnig szereg pozytecznych funkc;ji.

Celem badan (in vitro) byto wyselekcjonowanie szczepow LAB o potencjale prozdrowot-
nym (probiotycznym) dla pszczot, ktore mogtyby postuzy¢ do konstrukeji innowacyjnego na-
turalnego ekologicznego biopreparatu dla tych owadow. Do wstgpnych badan skriningowych
wykorzystano 103 szczepy LAB: 51 izolatow ze srodowiska pszczelego (np. kwiaty, midd,
mleczko pszczele) oraz 52 szczepy kolekcyjne roznego pochodzenia (np. kiszonki roslinne,
zakwasy, kal ludzki, jelito robotnicy pszczoty miodnej). W pierwszym etapie zbadano ak-
tywnos¢ antagonistyczng LAB 1 ich metabolitéw wzgledem 21 patogendéw pszczelich (w tym
Paenibacillus larvae i Melissococcus plutonius). Dla wybranych szczepow LAB oszacowano
ich zdolno$¢ detoksykacji insektycyddéw, hamowanie powstawania oraz eradykacji biofil-
moéw tworzonych przez patogeny, zdolnos$ci adhezyjne do roznych powierzchni biotycznych
(nabtonek jelitowy, §luz jelitowy, kolagen), a takze przezywalno$§¢ w symulowanym przewo-
dzie pokarmowym oraz w syropach cukrowych stosowanych w pszczelarstwie. Szczepy LAB
w najwigkszym stopniu hamowaty wzrost oraz tworzenie biofilmow przez Paenibacillus spp.
Obnizaty réwniez toksycznos$¢ chlorpyrifosu i kumafosu (do ok. 64%) oraz imidaklopridu
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(do ok. 36%). Na podstawie przeprowadzonych analiz wyselekcjonowano 10 szczepow LAB
o najwickszym potencjale probiotycznym, z ktérych najefektywniejszymi w detoksykacji
pestycyddéw okazaly si¢ Pediococcus pentosaceus 14/1 (izolowany z kwiatow Lavandula
augustifolia L.), Pediococcus parvulus OK-S (izolowany z kiszonki roslinnej), Lactiplanti-
bacillus plantarum 18/1 (izolowany z kwiatow Buddleja davidii L.) oraz Ligilactobacillus
salivarius 9AN (izolowany z katomoczu kurczaka). Przeprowadzone badania wymagaja po-
twierdzenia in vivo.

Badania zrealizowano w ramach Projektu Wojewédzkiego Funduszu Ochrony Srodowiska
i Gospodarki Wodnej w Lodzi (729/BN/D/2019) pt.: ,, Dobor mikroorganizmow do konstrukcji
ekologicznego preparatu ochronnego dla pszczoty miodnej”.
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Industrial agriculture, especially chemical insecticides applied on a massive scale to protect
insect-pollinated plants, directly affects the health and condition of honeybees (4pis mellifera L.).
Insecticides contribute to poisoning, weaken the immunity of these insects and increase
susceptibility to infections caused by pathogenic microorganisms, parasites and viruses,
resulting in the so-called Colony Collapse Disorder. Among the pesticides classified as
the most toxic and most frequently detected in dead honeybee colonies, hives, honey and
honeybee products are chlorpyrifos, imidacloprid, coumaphos, fluvalinate, thiamethoxam,
clothianidin and others. Other threats that reduce honeybee viability are the antibiotics used
in beekeeping. Their presence is unfavorable, as it leads to an imbalance (dysbiosis) in the
microbiota of the honeybees’ digestive tract, which weakens the immunity of these pollinators
and increases the risk of infection by pathogens, including opportunistic ones. Considering the
above, natural and ecological methods to control honeybee pathogens are being intensively
sought to eliminate the need for the use of pesticides and antibiotics in beekeeping. This
would also contribute to improving the condition and immunity of colonies, increasing
honeybee tolerance to pesticides and antibiotics, enhancing sanitary conditions in hives and
the surrounding natural environment, and thus — reducing environmental degradation and the
circulation of pollutants in water and soil. Lactic acid bacteria (LAB) are natural inhabitants
of the honeybees’ digestive tract, where they perform several beneficial functions.

The aim of this study (in vitro) was to select LAB strains with health-promoting (probiotic)
potential for honeybees, which could be used to construct an innovative, natural, and ecological
biopreparation for these insects. 103 LAB strains were applied for the initial screening tests:
51 isolates from the honeybee environment (e.g., flowers, honey, royal jelly) and 52 collection
strains of various origins (e.g., plant silages, sourdough, human feces, honeybee worker
gut). In the first stage of the research, the antagonistic activity of LAB and their metabolites
against 21 honeybee pathogens (including Paenibacillus larvae and Melissococcus plutonius)
was tested. Subsequently, various properties of selected LAB strains were determined, such
as detoxification of insecticides, inhibition of the formation and eradication of biofilms
produced by pathogens, adhesion to different biotic surfaces (intestinal epithelium, intestinal
mucus, collagen), as well as survival in a simulated gastrointestinal tract and sugar syrups
used in beekeeping. LAB inhibited the growth and formation of biofilms of Paenibacillus
spp. to the greatest extent. Tested bacterial strains also reduced the toxicity of chlorpyrifos
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and coumaphos (to approx. 64%) and imidacloprid (to approx. 36%). Based on the analyses,
10 LAB strains with the finest probiotic potential were selected, of which the most effective
in detoxification of pesticides turned out to be Pediococcus pentosaceus 14/1 (isolated
from Lavandula augustifolia L. flowers), Pediococcus parvulus OK-S (isolated from plant
silage), Lactiplantibacillus plantarum 18/1 solated from Buddleja davidii L. flowers) and
Ligilactobacillus salivarius 9AN (isolated from chicken feces). The conducted studies require
confirmation in vivo.

The research was carried out as part of the Project of the Provincial Fund for Environmental
Protection and Water Management in £.0dz (729/BN/D/2019) entitled: “Selection of microorga-
nisms for the construction of an ecological protective preparation for honeybees”.
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Grzyby entomopatogenne to mikroorganizmy glebowe uczestniczace w biokontroli populacji
owadow w $rodowisku. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci, mikroorganizmy te s3 wykorzysty-
wane w rolnictwie ograniczajgcym uzycie insektycydéw chemicznych w postaci biopreparatow
w celu eliminacji szkodnikdéw upraw. Z uwagi na szerokie spektrum zywicieli oraz silne wla-
sciwosci owadobojcze, do produkcji biopreparatow najczesciej wybierane sg gatunki z rodzaju
Metarhizium, Beauveria oraz Cordyceps.

Srodowisko glebowe, w ktorym bytuja grzyby entomopatogenne, jest bogate w roéznego
rodzaju zanieczyszczenia. Wérod metabolitow grzybowych powazne zagrozenie toksykologicz-
ne stwarzaja mykotoksyny syntetyzowane przez gatunki z rodzaju Fusarium, w szczeg6lnosci
F. graminearum oraz F. culmorum, zanieczyszczajace uprawy rolnicze na calym swiecie. Grzy-
by te sg producentami toksyn takich jak zearalenon, deoksyniwalenol, niwalenol, T-2, HT-2
1 fumonizyn, sposrdd ktorych szczegdlne niebezpieczenstwo stwarza zearalenon. Zwigzek ten
jest podobny pod wzgledem strukturalnym do naturalnie wystepujacych estrogenow, takich jak
estradiol, estron, estriol, 7B-estradiol oraz 17-B-estradiol, w zwigzku z czym moze przytaczac¢
si¢ do receptorow estrogenowych powodujac liczne zaburzenia zwigzane z rozrodczoscia u lu-
dzi 1 zwierzat. Metabolizm zearalenonu u ludzi i zwierzat jest dobrze poznany, natomiast dane
literaturowe odnoszace si¢ do jego przemian w §rodowisku glebowym sg nieliczne.

Grzyby entomopatogenne oraz grzyby strz¢pkowe z rodzaju Fusarium koegzystuja ze soba
nie tylko w srodowisku glebowym. Wiele gatunkow grzybow entomopatogennych to znane
endofity roslin, m.in. takich jak pszenica, jeczmien czy kukurydza, ktore sg szczegolnie narazo-
ne na zanieczyszczenie toksynami metabolizmu Fusarium. Celem niniejszej pracy byla ocena
potencjatu eliminacyjnego grzyboéw entomopatogennych z rodzaju Cordyceps wobec mykotok-
syny fuzaryjnej — zearalenonu.

Badania opieraty si¢ na wyznaczeniu kinetyki wzrostu trzech szczepow grzybowych z ro-
dzaju Cordyceps, pochodzacych z migdzynarodowej kolekcji grzybow entomopatogennych,
tj. C. fumosorosea ARSEF2679, C. farinosa ARSEF1939 i C. tenuipes ARSEF2488 oraz oce-
nie wplywu zearalenonu w stezeniach 0,5 1 1 mg/L na wzrost tych mikroorganizmow, w cig-
gu 120 godzinnej hodowli. Mykotoksyna nie miata negatywnego wpltywu na przyrost bioma-
sy badanych grzybow, natomiast roznity si¢ one migdzy soba kinetyka wzrostu. Najszybciej
rosnacym szczepem byt C. fumosorosea. W 12 godzinie inkubacji u szczepoéw C. farinosa
I C. tenuipes odnotowano odpowiednio o okoto 28 i 53% wolniejszy wzrost w stosunku do
szczepu C. fumosorosea. Szybko$¢ wzrostu badanych szczepow z rodzaju Cordyceps miata
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odzwierciedlenie w szybkosci usuwania zearalenonu z podloza wzrostowego. Analiza ilo§ciowa
pozostatosci zearalenonu w ekstraktach pohodowlanych zostata przeprowadzona z zastosowa-
niem techniki chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas LC-MS/MS, w trybie
skanowania MRM (ang. Multiple Reaction Monitoring). Calkowity ubytek mykotoksyny w ste-
zeniu 0,5 mg/L odnotowano u C. fumosorosea, C. farinosa i C. tenuipes odpowiednio w 48, 72
1 96 godzinie inkubacji, natomiast przy dwukrotnie wyzszej dawce efekt w postaci catkowitej
eliminacji mykotoksyny przesunat si¢ srednio o kolejng dobe. Uzyskane wyniki dowiodty, ze
grzyby entomopatogenne z rodzaju Cordyceps moga by¢ stosowane nie tylko jako bioinsekty-
cydy, ale rowniez jako czynniki mikrobiologiczne eliminujace zanieczyszczenia Srodowiska,
takie jak zearalenon.
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Entomopathogenic fungi are soil microorganisms that participate in the biocontrol of insect
populations in the environment. In addition to their widespread occurrence in soils, these
microorganisms are also introduced into ecosystems in the form of bioinsecticides in agriculture
limiting the use of chemical insecticides to eliminate crop pests. Due to the wide spectrum of
hosts and strong insecticidal properties, species from the genus Metarhizium, Beauveria and
Cordyceps are most often selected for the production of bioinsecticides.

In soil environment, entomopathogenic fungi come into contact with numerous toxic
substances. Among fungal metabolites, mycotoxins synthesized by species of the genus
Fusarium, especially F. graminearum and F. culmorum, pose a serious toxicological threat and
contaminate agricultural crops all over the world. These fungi are producers of toxins such as
zearalenone, deoxynivalenol, nivalenol, T-2, HT-2 and fumonisins, of which zearalenone is
particularly dangerous. This compound is structurally similar to naturally occurring estrogens,
such as estradiol, estrone, estriol, 7B-estradiol and 17-B-estradiol, and therefore can attach
to estrogen receptors causing numerous reproductive disorders in humans and animals.
Zearalenone metabolism in humans and animals is relatively well known, while literature data
on its transformations in the soil environment are scarce.

Entomopathogenic fungi and filamentous fungi of the genus Fusarium coexist not only in
the soil environment. Many species of entomopathogenic fungi are known endophytes of plants,
such as wheat, barley or maize, which are particularly exposed to contamination with toxins of
Fusarium metabolism. The aim of this study was to evaluate the potential of entomopathogenic
fungi of the genus Cordyceps to eliminate Fusarium mycotoxin — zearalenone.

The research was based on determining the growth kinetics of three strains of Cordyceps fungi
from the international collection of entomopathogenic fungi, i.e. C. fumosorosea ARSEF2679,
C. farinosa ARSEF1939 and C. fenuipes ARSEF2488, and assessing the effect of zearalenone
at concentrations of 0.5 and 1 mg L™ on the growth of these microorganisms during 120 hours
of cultivation. The mycotoxin had no negative effect on the biomass of the tested fungi, but
they differed in their growth kinetics. The fastest growing strain was C. fumosorosea. The
strains C. farinosa and C. tenuipes grew 28 and 53% slower than C. fumosorosea at 12 hours of
incubation, respectively. The growth rate of the tested Cordyceps strains was reflected in the rate
of zearalenone removal from the growth medium. Quantitative analysis of zearalenone residues in
post-culture extracts was carried out using the technique of liquid chromatography coupled with
mass spectrometry LC-MS/MS, in the Multiple Reaction Monitoring scanning mode. A complete
elimination of mycotoxin at the concentration of 0.5 mg L™ was noted in C. fumosorosea, C. farinosa
and C. tenuipes at 48, 72 and 96 hours of incubation, respectively, while at twice higher dose, the
effect of complete removal of mycotoxin shifted on average by another day. The obtained results
proved that entomopathogenic fungi of the genus Cordyceps can be used not only as bioinsecticides,
but also as microbiological agents eliminating environmental pollutants, such as zearalenone.
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W literaturze naukowej szeroka gama nowo identyfikowanych i1 niebezpiecznych substancji
organicznych, o nieokreslonym ryzyku dla zdrowia ludzi 1 Srodowiska, opisana jest mianem
»contaminants of emerging concenr (CECs)” (Garcia-Fernandez, 2020). Te potencjalnie niebez-
pieczne substancje wykrywane sg w roznych matrycach srodowiskowych, takich jak powietrze,
woda, czy gleba. Pomimo, Ze sg to mikrozanieczyszczenia wystepujace w srodowisku w bar-
dzo niskich stezeniach, to charakteryzujg si¢ wysoka aktywnoscig biologiczng, potencjatem do
bioakumulacji oraz niska podatnoscia na degradacje.

Szczegolnie niebezpieczng grupe zanieczyszczen stanowig konserwanty wykorzystywa-
ne w produktach higieny osobistej, poniewaz, podobnie jak farmaceutyki, zostaty opracowane
w celu wywolywania konkretnych efektow biologicznych. Wiele z tych zwigzkow nie podlega
rozktadowi na etapie oczyszczania $ciekéw, co przyczynia si¢ do zanieczyszczenia srodowi-
ska. Oczyszczone $cieki sa bowiem zrzucane do wod powierzchniowych, takich jak np. rzeki,
jeziora. Moga by¢ takze wykorzystywane do nawadniania pol na terenach zagrozonych susza.
Ponadto, wiele substancji wykazuje tendencje do bioakumulacji w osadach §ciekowych, ktére
czgsto stosowane sg do nawozenia terendw rolniczych, stanowiac kolejne zrodto zanieczysz-
czenia Srodowiska nie tylko substancjami konserwujacymi, ale takze innymi ksenobiotykami
(Chopra i Kumar 2018). Niebezpieczenstwo, wynikajace z przedostawania si¢ biocydow do $ro-
dowiska naturalnego, stwarza potrzebe analizy stezen srodowiskowych, oceny potencjalnej tok-
sycznosci oraz poznania ich loséw srodowiskowych, a takze metod eliminacji tych zwigzkow.

Do badan wybrano konserwanty z grupy zwiazkoéw chloroorganicznych, izotiazolinonow
oraz czwartorzedowych zwigzkow amonowych. Chloroksylenol (4-chloro-3,5-dimetylofenol;
PCMX) wykorzystywany jest w produktach, takich jak ptyny do dezynfekcji, mydia w ptynie
i roztwory stosowane w szpitalach do odkazania narze¢dzi chirurgicznych (Bruch 1996). Zwia-
zek ten wykazuje aktywnos¢ przeciwko bakteriom Gram-dodatnim i Gram-ujemnym, grzybom,
algom oraz wirusom. Gtowny mechanizm dziatania PCMX polega na zaburzeniu funkcjonal-
nosci biatek blonowych oraz zmianie przepuszczalnosci oston komorkowych (Poger 1 Mark
2019). Metyloizotiazolinon (2-metylo-4-izotiazolin-3-on, MIT) i benzitoziazolinon (1,2-Ben-
zohiazolin-3(2H)-on, BIT) sa konserwantami powszechnie wykorzystywanymi w produktach
ochrony indywidualnej i chemii gospodarczej, nalezacymi do grupy izotiazolinondéw. Zwigzki
te charakteryzuja si¢ doskonatymi wtasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi wobec bakterii
Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz grzybow strzgpkowych. Chlorek benzalkoniowy (BAC)
nalezy do grupy czwartorzedowych zwiazkow amoniowych, ktore stanowiag gtowna klase ka-
tionowych srodkéw powierzchniowo czynnych. BAC stosowany jest jako dodatek do srodkow
dezynfekujacych, przeciwdrobnoustrojowych oraz jako detergent.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie toksyczno$ci wybranych konserwantow stosowanych
w produktach ochrony indywidualnej wobec organizmow wskaznikowych.
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Toksycznos$¢ badanych konserwantow oceniono wobec skorupiakow Daphnia magna z Wy-
korzystaniem komercyjnie dostepnych testow toksycznosci (DaphtoxKit F) oraz wobec bakterii
(Pseudomonas putida, Bacillus subtilis) i grzybow strzepkowych (Trichoderma sp.) bytujacych
w glebie, pochodzacych z kolekcji DSM oraz Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Biotech-
nologii UL. Oceniono takze wplyw testowanych ksenobiotykow na produkcje kwasu indolo-
-3-octowego (IAA) przez bakterie 1 grzyby strzepkowe.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, iz testowane konserwanty wykazuja dzia-
tanie toksyczne wobec badanych bioindykatorow. Stwierdzono, ze inhibicja wzrostu wszystkich
badanych mikroorganizmoéw skorelowana jest ze wzrostem st¢zenia ksenobiotyku, a najbardziej
toksycznymi substancjami byly konserwanty z grupy izotiazolinondw. Zaobserwowano rowniez
zwiekszong $miertelnos¢ skorupiakéw D. magna w obecnosci badanych substancji. Bakterie
oraz grzyby strzgpkowe, bytujace w glebie, charakteryzuja si¢ zdolnoscig do syntetyzowania
hormonow roslinnych, stymulujacych wzrost oraz wspomagajacych mechanizmy obronne ro-
$lin. Jednym z przyktadow fitohormondw sg auksyny, ktorych produkcja moze by¢ hamowana
w odpowiedzi na obecno$¢ substancji toksycznych w srodowisku wzrostu bakterii glebowych.
Zaobserwowano inhibicje produkcji fitohormonu przez mikroorganizmy glebowe wraz ze wzro-
stem st¢zenia badanych ksenobiotykdéw. Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze masowe wyko-
rzystanie konserwantow i ich niekontrolowane uwalnianie do srodowiska przyrodniczego moze
stanowi¢ powazne zagrozenie dla prawidlowego funkcjonowania réznych ekosystemow.
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In the scientific literature, a wide range of newly identified and hazardous organic substances
with undetermined risks to human health and the environment are described as “contaminants of
emerging concern (CECs)” (Garcia-Ferndndez, 2020). These potentially dangerous substances
are detected in various environmental matrices such as air, water and soil. Despite the fact
that they are micropollutants present in the environment in very low concentrations, they
are characterized by high biological activity, the potential for bioaccumulation and low
susceptibility to degradation.

Preservatives used in personal care products are a particularly dangerous group of
contaminants because, like pharmaceuticals, they have been developed to produce specific
biological effects. Many of these compounds are not degraded at the wastewater treatment
stage, which contributes to environmental pollution. The treated sewage is discharged to surface
waters, such as rivers and lakes. They can also be used to irrigate fields in drought-prone areas.
In addition, many substances tend to bioaccumulate in sewage sludge, which is often used
to fertilize agricultural areas, constituting another source of environmental pollution not only
with preservatives but also with other xenobiotics (Chopra and Kumar 2018). The danger
resulting from the release of biocides into the natural environment creates the need to analyze
environmental concentrations, assess potential toxicity and learn about their environmental fate,
as well as methods for eliminating these compounds.

Preservatives from the group of organochlorine compounds, isothiazolinones and
quaternary ammonium compounds were selected for the study. Chloroxylenol (4-chloro-3,5-
-dimethylphenol; PCMX) is used in products such as disinfectants, liquid soaps and solutions
used in hospitals to decontaminate surgical instruments (Bruch 1996). This compound is
active against gram-positive and gram-negative bacteria, fungi, algae and viruses. The main
mechanism of action of PCMX consists in disrupting the functionality of membrane proteins
and changing the permeability of cell sheaths (Poger and Mark 2019). Methylisothiazolinone
(2-methyl-4-isothiazolin-3-one, MIT) and benzisothiazolinone(1,2-Benzothiazol-3(2H)-one, BIT)
are preservatives commonly used in personal protection products and household chemicals,
belonging to the group of isothiazolinones . These compounds are characterized by excellent
antimicrobial properties against Gram-positive and Gram-negative bacteria and filamentous
fungi. Benzalkonium chloride (BAC) belongs to the group of quaternary ammonium
compounds, which constitute the main class of cationic surfactants. BAC is used as an additive
to disinfectants, antimicrobial agents, and detergent.

The aim of this study was to determine the toxicity of selected preservatives used in
personal protective products against indicator organisms.

The toxicity of the tested preservatives was assessed against Daphnia magna crustaceans
using commercially available toxicity tests (DaphtoxKit F) and against soil bacteria
(Pseudomonas putida, Bacillus subtilis) and filamentous fungi (7richoderma sp.) from the DSM
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collection and the Department of Industrial Microbiology and Biotechnology of the University
of Lodz. The influence of the tested xenobiotics on the production of indole-3-acetic acid (IAA)
by bacteria and filamentous fungi was also assessed.

Based on the obtained results, it was found that the tested preservatives have a toxic effect on
the tested bioindicators. It was found that inhibition of the growth of all tested microorganisms
1s correlated with an increase in the concentration of xenobiotics, and the most toxic substances
were preservatives from the group of isothiazolinones. Increased crustacean mortality has also
been observed D. magna in the presence of the test substances. Bacteria and filamentous fungi
living in the soil are characterized by the ability to synthesize plant hormones that stimulate
growth and support plant defense mechanisms. One example of phytohormones is auxins, which
can be inhibited in response to the presence of toxic substances in the growth environment
of soil bacteria. The inhibition of phytohormone production by soil microorganisms was
observed with the increase in the concentration of the tested xenobiotics. To sum up, it can be
concluded that the massive use of preservatives and their uncontrolled release into the natural
environment may pose a serious threat to the proper functioning of various ecosystems.
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Ciecze jonowe (ILs) to jedna ze stosunkowo nowych grup zwigzkow, ktore charakteryzuja si¢
olbrzymimi mozliwosciami wykorzystania w roznych gatgziach przemystu i rolnictwie. Poczat-
kowo ILs byty traktowane jako ,,zielone rozpuszczalniki”, bezpieczne dla srodowiska, przez co
mialy stanowi¢ alternatywg dla tradycyjnie stosowanych rozpuszczalnikoéw organicznych. Jed-
nak w toku prowadzonych prac, bardzo szybko okazato si¢, ze wiele z tych zwigzkow wykazuje
toksycznos¢ w stosunku do roznych elementow srodowiska naturalnego. Oddziatywanie ILs na
srodowisko w przypadku niektorych z tych zwigzkow jest wieksze niz w przypadku tradycyjnie
stosowanych rozpuszczalnikow organicznych. Jednak ze wzgledu na fakt, ze zwigzki te mozna
tak projektowac, aby dobierajac odpowiednio kation i anion uzyska¢ substancje, ktore beda
posiadaty pozadane wtasciwosci fizyczne, chemiczne 1 biologiczne, w obrocie pojawiajg si¢
ciggle nowe ciecze jonowe. Obecnie w dostepne;j literaturze mozna znalez¢ doniesienia o tok-
sycznosci cieczy jonowych dla mikroorganizmow, grzybow, glondw, planktonu, bezkregowcow,
kregowcow oraz roslin wyzszych.

W niniejszej pracy zbadano wptyw chlorku tetrabutyloamoniowego [TBA][CI] wprowa-
dzonego do gleby, na wczesne fazy wzrostu 1 rozwoju roslin lgdowych. W tym celu wybrano
dwa gatunki ro$lin — pszenice (Triticum aestivum L.) 1 ogérek (Cucumis sativus L.), ktorych
nasiona wysiano w doniczkach zawierajacych glebe, do ktérej dodano badany zwigzek chemicz-
ny w réznych st¢zeniach: 1, 10, 100, 400, 700 i 1000 mg - kg!s.m. gleby oraz w doniczkach
z gleba kontrolna.

W celu okreslenia fitotoksycznos$ci ILs oznaczono wschody, plon §wiezej masy, inhibicje
wzrostu roslin i ich korzeni oraz zawarto$¢ suchej masy roslin. Na podstawie inhibicji plonu
oraz dtugosci korzeni i czg$ci nadziemnych ro$lin obliczono takze wartosci EC, . Przepro-
wadzono jednoczes$nie wizualng ocene wszelkiego rodzaju uszkodzen gatunkéw testowych,
takich jak zahamowanie wzrostu, chloroza i nekroza, ktére udokumentowano na fotografiach
cyfrowych.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze dodanie [TBA][CI] do gleby powoduje inhibicje
wzrostu ro$lin 1 ich korzeni, spadek plonu §wiezej masy roslin oraz wzrost zawartosci suche;j
masy w ro$linach. Ros$ling bardziej wrazliwg na badang ILs byt ogérek. Wszystkie zaobserwo-
wane zmiany byly silnie uzaleznione od zastosowanego st¢zenia zwigzku.
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Ionic liquids (ILs) are one of a relatively new group of compounds with tremendous potential
for use in various industries and agriculture. Initially, ILs were touted as “green solvents,”
environmentally safe, by which they were intended to be an alternative to traditionally used
organic solvents. However, in the course of ongoing work, it very quickly became apparent
that many of these compounds exhibit toxicity to various environmental elements. The
environmental impact of ILs for some of these compounds is greater than that of traditionally
used organic solvents. However, due to the fact that these compounds can be designed in such
a way that, by selecting the cation and anion appropriately, substances with the desired physical,
chemical and biological properties can be obtained, new ionic liquids are constantly appearing
on the market. Currently, the available literature contains reports of toxicity of ionic liquids to
microorganisms, fungi, algae, plankton, invertebrates, vertebrates and higher plants.

In the present study, we investigated the effects of tetrabutylammonium chloride [TBA]
[C]] introduced into the soil, on the early stages of growth and development of terrestrial plants.
For this purpose, two plant species were selected — wheat (7riticum aestivum L.) and cucumber
(Cucumis sativus L.), the seeds of which were sown in pots containing soil to which the tested
chemical compound was added at different concentrations: 1, 10, 100, 400, 700 and 1000 mg kg ' of
soil DW, as well as in pots with control soil.

To determine the phytotoxicity of ILs, emergence, fresh weight yield, plant and root growth
inhibition and plant dry matter content were determined. EC, values were also calculated on
the basis of yield inhibition and the length of roots and above-ground parts of plants. At the
same time, a visual assessment of all kinds of damage to the test species was carried out, such
as growth inhibition, chlorosis and necrosis, which were documented on digital photographs.

The study shows that the addition of [TBA][CI] to the soil causes inhibition of plant growth
and roots, a decrease in plant fresh weight yield and an increase in plant dry matter content.
The plant more sensitive to the ILs tested was cucumber. All observed changes were strongly
dependent on the applied concentration of the compound.
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Zanieczyszczenia pochodzenia antropogenicznego takie jak ksenobiotyki stanowig obecnie jed-
no z najwigkszych zagrozen dla srodowiska oraz ekosystemow wodnych. Intensywny rozwoj
przemystu i urbanizacja, stosowanie ksenobiotykdéw — syntetycznych substancji chemicznych,
a takze ich nieefektywne usuwanie w procesie oczyszczania §ciekOw sprawiaja, ze substancje
te w duzych ilosciach trafiajg do srodowiska i pozostaja w nim przez dtugi czas, wptywajac
szkodliwie na organizmy zywe (Piwowarska & Kiedrzynska, 2022). Wérod zanieczyszczen kse-
nobiotycznych wymienia si¢ takie grupy substancji jak: farmaceutyki i $rodki higieny osobistej
(PPCPs), pestycydy, barwniki, polichlorowane bifenyle (PCB) oraz zwiazki fenolowe, a takze
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) (Dordio & Carvalho, 2013).

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, powstaja podczas procesow pirolizy oraz
pirosyntezy w trakcie niecatkowitego spalania wegla, ropy, drewna i produktow ropopochod-
nych (Dat & Chang, 2017). Obawy dotyczace dostania si¢ WWA do srodowiska wodnego zwia-
zane s3 z ich wysokg toksyczno$cig wynikajgca z niskiej masy czasteczkowej. WWA po dosta-
niu si¢ do organizmow zywych, nie tylko ulegaja bioakumulacji w ich tkankach oraz narzadach,
ale rowniez wywotuja mutagenizacje¢ oraz kancerogeneze (Kubiak 2013, HELCOM 2021). Jed-
nym z najcze¢scie] wykrywanych w §rodowisku WWA, zwlaszcza w miejscach narazonych na
zanieczyszczenia olejem przemyslowym, smotg weglowa oraz $ciekami drukarskimi i farbiar-
skimi jest fenantren (PHE) (Liu et al., 2016). Zwiazek ten jest wykorzystywany takze w pro-
dukcji barwnikéw oraz materiatéw wybuchowych. Fenantren posiada wtasciwosci toksyczne
objawiajace si¢ zaro6wno zatruciami ostrymi, jak i chronicznymi, oraz wtasciwosci alergizujace,
a takze wywoluje zmiany dermatologiczne. PHE wykrywany jest nie tylko w powietrzu, ale tez
w wodzie wodociggowej, wodach powierzchniowych oraz osadach jeziornych i1 scieckowych
(Bojakowska, 2003). Jako jeden z najczesciej identyfikowanych WWA w srodowisku wodnym
bardzo czgsto jest przedmiotem badan dotyczacych jego eliminacji i biodegradacji WWA, a jego
toksycznos¢ i trwatos¢ w srodowisku sprawiaja, ze zwigzek ten jest rowniez kluczowym ele-
mentem w badaniach bioremediacyjnych (Zhang et al., 2019, Waigi et al., 2015).

Zdolnos¢ WWA, w tym PHE, do ulegania biodegradacji jest $cisle zwigzana z budowg ich
czgsteczek. Udowodniono, ze biodegradacja zwigzkéw posiadajacych wigkszg liczbe pierscieni
aromatycznych jest procesem ztozonym i przebiegajgcym znacznie wolniej niz w przypadku
zwigzkow o mniejszej liczbie pierscieni. Ponadto, duze znaczenie w procesach rozktadu ma
obecnos¢ roznych grup funkcyjnych (Zabtocka-Godlewska & Przystas, 2016). Uwaza si¢, ze im
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wigcej grup funkcyjnych posiada dany zwiazek, tym jest on trudniej biodegradowalny. Jest to
zwigzane z liczbg atakdéw enzymatycznych, do ktérych musi doj$¢ w celu rozszczepienia tych
grup (Wackett & Ellis, 1999). W zwiazku z tym, ze poszczegdlne drobnoustroje sg zdolne do
metabolizowania jedynie ograniczonego zakresu substratow, w wiekszosci przypadkow, aby
doszlo do petnej mineralizacji zlozonego zwiazku, potrzebne jest konsorcjum mikroorganizméow
(Ghazali et al., 2004). Fenantren bedac przyktadem substancji sklasyfikowanej przez amerykan-
ska Agencje Ochrony Srodowiska jako zanieczyszczenie priorytetowe, stale szeroko wykorzy-
stywany jest w badaniach zdolnosci biodegradacyjnych drobnoustrojow (Waigi et al., 2015).

Celem pracy jest 1/ zaprezentowanie udziatu zaktadow przemystowych i1 oczyszczalni ko-
munalnych w uwalnianiu do srodowiska fenantrenu wraz z odprowadzanymi §ciekami, 2/ okre-
slenie wptywu oczyszczalni na jakos¢ wody w zlewni Pilicy, a takze 3/ zaprezentowanie najnow-
szych doniesien naukowych dotyczacych biodegradacji PHE. Badania pilotazowe prowadzono
w latach 2022/2023. Wykazaty one obecnos¢ PHE niemal we wszystkich badanych probach
pobranych tj. z 17 oczyszczalni §ciekéw komunalnych, 4 zakltadow przemystowych oraz 7 sta-
nowisk z rzeki Pilicy. Srednie stezenie fenantrenu w badanych probach wyniosto 0,026 pg/L dla
sciekow oczyszczonych pochodzacych z oczyszczalni komunalnych, 0,019 pg/L dla Sciekow
oczyszczonych pochodzacych z zakladéw przemystowych oraz 0,012 pg/L dla wody rzeczne;.
Stezenia PHE dla nich wahaty si¢ odpowiednio w granicach 0,0063—0,0973 pg/L dla $ciekéw
komunalnych, 0,0087—-0,0443 pg/L dla zakltadow przemystowych i 0,0070-0,0177 pg/L dla
wody rzeczne;.

Wyniki badan wskazuja na problem zwigzany z zanieczyszczeniem srodowiska wodnego
zlewni Pilicy substancjami toksycznymi oraz konieczno$¢ prowadzenia badan i opracowania
rozwigzan z zakresu biotechnologii ekohydrologicznych dla biodegradacji tych toksycznych
substancji a takze koniecznosci bioremediacji srodowiska. W zwigzku z tym, Ze nadal brakuje
holistycznych badan obejmujacych swoim zasiggiem cate zlewnie rzeczne, badania prowadzone
w zlewni Pilicy stanowig cenny materiat pod wzgledem dostarczania nowej wiedzy dotyczace;]
wptywu zaktadow przemystowych i zakladow gospodarki komunalnej na wystgpowanie zanie-
czyszczen antropogenicznych w rzece oraz na zanieczyszczenie tymi substancjami Wisty oraz
Morza Battyckiego.

Badania prowadzone w ramach projektu Narodowego Centrum Nauki, Opus 22 — Pro-
jekt FARMIKRO nr 2021/43/B/ST10/01076, kierownik projektu: dr hab. Edyta Kiedrzynska,
prof. ERCE PAN.
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Contaminants of anthropogenic origin, such as xenobiotics, are currently one of the greatest
threats to the environment and aquatic ecosystems. Intensive development of industry and
urbanization, the use of xenobiotics — synthetic chemical substances, as well as their ineffective
removal in the wastewater treatment process cause that these substances enter the environment
in large quantities and remain in it for a long time, having a harmful effect on living organisms
(Piwowarska & Kiedrzynska, 2022). Xenobiotic pollutants include groups of substances such
as: pharmaceuticals and personal care products (PPCPs), pesticides, dyes, polychlorinated
biphenyls (PCBs) and phenolic compounds, as well as polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) (Dordio & Carvalho, 2013).

Polycyclic aromatic hydrocarbons are formed during pyrolysis and pyrosynthesis processes
during incomplete combustion of coal, oil, wood and petroleum products (Dat & Chang, 2017).
Concerns about PAHs getting into the aquatic environment are related to their high toxicity
resulting from their low molecular weight. After getting into living organisms, PAHs not only
bioaccumulate in their tissues and organs, but also cause mutagenization and carcinogenesis
(Kubiak 2013; HELCOM 2021). One of the most frequently detected PAHs in the environment,
especially in places exposed to contamination with industrial oil, coal tar and printing and
dyeing wastewater, is phenanthrene (PHE) (Liu et al., 2016). This compound is also used in the
production of dyes and explosives. Phenanthrene has toxic properties, manifested by both acute
and chronic poisoning, as well as allergenic properties, and also causes dermatological changes.
PHE is detected not only in the air, but also in tap water, surface waters and lake and sewage
sediments (Bojakowska, 2003). As one of the most frequently identified PAHs in the aquatic
environment, it is very often the subject of research on its elimination and biodegradation of
PAHs, and its toxicity and persistence in the environment make this compound a key element
in bioremediation studies (Zhang et al., 2019; Waigi et al., 2015).

The ability of PAHs, including PHE, to undergo biodegradation is closely related to the
structure of their molecules. It has been proven that the biodegradation of compounds with
a larger number of aromatic rings is a complex process and proceeds much slower than in
the case of compounds with a smaller number of rings. In addition, the presence of various
functional groups is of great importance in the decomposition processes (Zabtocka-Godlewska
& Przysta$, 2016). It is believed that the more functional groups a given compound has, the
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less biodegradable it is. This is related to the number of enzymatic attacks that must occur
in order to cleave these groups (Wackett & Ellis, 1999). Since individual microorganisms
are only able to metabolize a limited range of substrates, in most cases a consortium of
microorganisms is needed for complete mineralization of a complex compound (Ghazali et
al., 2004). Phenanthrene, being an example of a substance classified by the US Environmental
Protection Agency as a priority pollutant, is still widely used in research on the biodegradability
of microorganisms (Waigi et al., 2015).

The aim of the work is: 1/ to present the share of industrial plants and municipal treatment

plants in the release of phenanthrene into the environment along with discharged sewage, 2/ to
determine the impact of the treatment plants on water quality in the Pilica River catchment, and
3/ to present the latest scientific reports on the biodegradation of PHE. Studies were conducted
in particular seasons 2022/2023 (Spring, Summer, Autumn, Winter). The research showed the
presence of PHE in almost all tested samples taken from 17 municipal wastewater treatment plants,
4 industrial plants and 7 sites from the Pilica River. The average concentration of phenanthrene
in the tested samples was 0.026 ng/L for treated wastewater from municipal treatment plants,
0.019 ng/L for treated wastewater from industrial plants and 0.012 pg/L for river water. PHE
concentrations for them ranged from 0.0063—0.0973 ng/L for municipal sewage, 0.0087—-0.0443
ug/L for industrial plants and 0.0070-0.0177 pug/L for river water, respectively.
The research results indicate the problem of polluting the water environment of the Pilica
River basin with toxic substances. Therefore, it is necessary to conduct research and develop
solutions in the field of ecohydrological biotechnology for the biodegradation of these toxic
substances, as well as bioremediation of the environment. Due to the fact that there is still a lack
of holistic research covering the entire river basin, the research conducted in the Pilica River
basin is valuable material in terms of providing new knowledge on the impact of industrial and
municipal wastewater treatment plants on water quality in the river and on the contamination of
the Vistula River and the Baltic Sea.

The research was conducted as part of the project of the Polish National Science Centre,
Opus 22— Project FARMIKRO, no. 2021/43/B/ST10/01076, project manager: Edyta Kiedrzynska,
professor ERCE PAS.
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Bioremediacja suszy z wykorzystaniem bakterii
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S. Siebielec, G. Siebielec, M. Wozniak

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy, ul. Czartory-
skich 8, 24—100 Putawy
e-mail: ssiebielec@iung.pulawy.pl

Stowa kluczowe: susza, roslina, remediacja, bakterie, nosnik, bionawoz

Coraz czgstsze 1 bardziej intensywne zjawiska suszy w rolnictwie maja wplyw na rozwoj 1 plo-
nowanie roslin, ale rGwniez na zycie biologiczne w glebie. Dhugotrwata susza powoduje wy-
razne straty plonu u wrazliwych roslin, moze mie¢ rowniez znaczacy wplyw na aktywnos¢
1 strukture populacji mikroorganizméw w glebie, a zatem rdwniez na tempo procesow krazenia
wegla i sktadnikow nawozowych oraz emisje gazéw cieplarnianych z gleby.

Celem gléwnym projektu INNO-MIK jest opracowanie technologii wytwarzania biona-
wozOw na bazie odpaddw organicznych 1 bakterii, wspomagajacych zrdwnowazony rozwdj pro-
dukcji roslinnej, szczegdlnie w odniesieniu do przeciwdziatania suszy, jako wsparcie dla rozwo-
ju gospodarki odpadami w cyklu zamknigtym oraz strategii adaptacji i mitygacji zmian klimatu
w rolnictwie. Opracowane zostang technologie otrzymywania trzech rodzajow bionawozow na
bazie: plynnego pofermentu, kompostu i biowegla o wysokiej zawartosci fitohormonow. Bio-
nawozy beda nosnikiem mikroorganizméw wspomagajacych rozwoj roslin w warunkach suszy.

Jak dotychczas zrealizowano nastepujace cele szczegdtowe projektu prowadzace do osia-
gniecia celu gldéwnego: ocena efektywnosci wstepnie wyselekcjonowanych bakterii we wspo-
maganiu rozwoju roslin w warunkach suszy rolniczej wraz z okresleniem mechanizméw wspo-
magania ro$lin oraz wybor optymalnego sktadu inokulum dla wspomagania ro$lin w warunkach
suszy. Byty to kluczowe etapy dla mozliwosci realizacji dalszych krokéw w opracowaniu tech-
nologii wytwarzania bionawozow, zgodnie z przyjetym planem prac. Zespot realizujgcy projekt
INNO-MIK przeprowadzit liczne testy laboratoryjne szczepow bakterii, stuzgce do zakwalifi-
kowania ich do grupy PGPB (z ang. Plant Growth Promoting Bacteria). Zdolnos$¢ bakterii do
biostymulacji wzrostu i rozwoju roslin oceniono m.in. w oparciu o: zdolno$¢ do syntezy fito-
hormonow; zdolno$¢ do produkcji sideroforow; zdolnos$¢ do solubilizacji fosforandéw; zdolnos¢
do wigzania azotu atmosferycznego, produkcji deaminazy ACC, biofilmu oraz egzopolisacha-
rydéw. Okreslano réwniez profil metaboliczny wytypowanych szczepow potencjalnie promu-
jacych wzrost roslin, ktéry zostal wykonany w oparciu o ptytki BIOLOG GEN III MicroPlates
(oceniajac zdolnos¢ do metabolizowania zrodet wegla 1 wrazliwos$ci chemicznej).

Przedmiotem badan byly szczepy bakteryjne wyizolowane z ryzosfery roslin porastajacych
sktadowiska odpadow pohutniczych silnie zanieczyszczonych metalami cigzkimi o niezwykle
trudnych warunkach wodnych, jak 1 spod roslin na gruntach ornych z systeméw konwencjonal-
nych i ekologicznych. Zdolnos¢ do solubilizacji fosforanow przeprowadzono z zastosowanie
podioza dla drobnoustrojow rozpuszczajacych fosforany wedtug metody Pikovskaya, 1948. Na
pozywce wykonywano posiew punktowy bakterii za pomocg sterylnej ezy bakteriologicznej.
Po 14 dniach inkubacji w temp. 28°C mierzono srednice kolonii bakterii oraz stref przejasnien,
ktore powstaty w wyniku uwolnienia fosforu z jego nierozpuszczalnej soli Ca3(PO4)2. Zdol-
nos¢ poszczegdlnych mikroorganizmow do solubilizowania fosforanéw zostata oceniona na
podstawie wskaznika solubilizacji (SI) wg wzoru opisywanego w literaturze naukowej. Analiza
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wykazatla, iz nasze bakterie posiadaja zréznicowang zdolnos$¢ do solubilizacji fosforanow, co
pozwolito na wytypowanie szczepoOw do dalszych testéw (maksymalna strefa przejasnien wy-
nosita 4 SI).

Stosowanie bakterii solubilizujacych fosforany niewatpliwie stanowi atrakcyjng metodg
zwigkszania skutecznosci bioremediacji. Wynika to mi¢dzy innymi z ich potencjatu do promo-
wania wzrostu 1 rozwoju roslin w warunkach stresu abiotycznego oraz wspomnianych zdolnosci
uruchamiania stabo rozpuszczalnych form fosforu. Bakterie te czgsto posiadaja rowniez inne
cenne mechanizmy promowania wzrostu roslin co przy czesto ograniczonych mozliwosciach
nawozenia oraz ekstremalnych zjawiskach pogodowych jest stuszng alternatywa si¢gajaca jed-
noczesnie do podstaw zrownowazonego rolnictwa i rozwigzan opartych na naturze.

Projekt finansowany w ramach konkursu Lider XII Narodowego Centrum Badan i Rozwoju,
Nr LIDER/36/0184/L-12/20/NCBR/2021.



Bioremediation of drought with the use of bacteria with the potential
to biostimulate the growth and development of crops

S. Siebielec, G. Siebielec, M. Wozniak

Institute of Soil Science and Plant Cultivation — State Research Institute, ul. Czartoryskich 8§,
24—100 Putawy
e-mail: ssiebielec@iung.pulawy.pl

Keywords: drought, plant, remediation, bacteria, carrier, biofertilizer

More and more frequent and intense droughts in agriculture affect the development and yield of
plants, but also the biological life in the soil. Long-term drought causes significant yield losses
for sensitive plants, and may also have a significant impact on the activity and structure of the
population of microorganisms in the soil, and therefore also on the rate of carbon and fertilizer
cycling processes and greenhouse gas emissions from the soil.

The main objective of the project INNO-MIK is to develop technology of biofertiliser
production based on biodegradable waste and microorganisms, supporting development of
sustainable crop production, especially to counteract drought conditions, as support for waste
circular management and adaptation and mitigation to climate change. The technologies for
producing three types of biofertilizers based on liquid digestate, compost and biochar and
containing high level of phytohormones will be developed. Biofertilizers will be carriers of
microorganisms supporting plant growth in drought conditions.

So far, the following specific objectives of the project have been achieved leading to the
achievement of the main objective: assessment of the effectiveness of pre-selected bacteria
in supporting plant development in conditions of agricultural drought, together with the
determination of plant support mechanisms and selection of the optimal inoculum composition
to support plants in drought conditions. These were the key stages for the possibility of
implementing further steps in the development of technology for the production of biofertilizers,
in accordance with the adopted work plan. The INNO-MIK project team conducted numerous
laboratory tests of bacterial strains to qualify them to the PGPB (Plant Growth Promoting
Bacteria) group. The ability of bacteria to biostimulate plant growth and development was
assessed, among others, by based on: the ability to synthesize phytohormones; the ability to
produce siderophores; ability to solubilize phosphates; the ability to fix atmospheric nitrogen,
produce ACC deaminase, biofilm and exopolysaccharides. The metabolic profile of selected
strains potentially promoting plant growth was also determined, which was made on the basis of
BIOLOG GEN III MicroPlates (assessing the ability to metabolize carbon sources and chemical
sensitivity).

The subject of the study were bacterial strains isolated from the rhizosphere of plants
growing on metallurgical waste dumps heavily polluted with heavy metals with extremely
difficult water conditions, as well as from plant root zone on arable land from conventional and
ecological systems. The ability to solubilize phosphates was carried out using a medium for
phosphate-dissolving microorganisms according to the method of Pikovskaya, 1948. Bacteria
were spot inoculated on the medium using a sterile bacteriological loop. After 14 days
of incubation at 28°C, the diameter of bacterial colonies and clear zones, which resulted
from the release of phosphorus from its insoluble salt Ca3(PO4)2, were measured. The
ability of individual microorganisms to solubilize phosphates was assessed on the basis of
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the solubilization index (SI) according to the formula described in the scientific literature. The
analysis showed that our bacteria have a differentiated ability to solubilize phosphates, which
allowed the selection of strains for further tests (the maximum clearing zone was 4 SI).

The use of phosphate solubilizing bacteria is undoubtedly an attractive method of increasing
the effectiveness of bioremediation. This is due, among others, to their potential to promote
plant growth and development under conditions of abiotic stress and the aforementioned ability
to activate poorly soluble forms of phosphorus. These bacteria often also have other valuable
mechanisms for promoting plant growth, which, with often limited fertilization options and
extreme weather phenomena, is a valid alternative, reaching at the same time for the basics of
sustainable agriculture and nature-based solutions.

Project funded under the competition Lider XII The National Centre for Research and
Development; No. LIDER/36/0184/L-12/20/NCBR/2021.
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Zanieczyszczenie Srodowiska ropg naftowa i produktami ropopochodnymi jest problemem
znanym na calym $wiecie. Zrodlem sa nie tylko katastrofy platform wiertniczych czy tankow-
cow, lecz rowniez ich eksploatacja, transport naziemny, przetworstwo 1 przechowywanie paliw.
Prognozy World Oil Outlock wskazuja na ciagly wzrost globalnego zapotrzebowania, ktory
w 2035 roku wyniesie 111,8 mlnb/doba (barytek na dobg) oleju napedowego (ON). Wzrost ten
wigze si¢ ze wzrostem zagrozenia dla srodowiska, w tym zbiornikéw stodkowodnych. Toksycz-
no$¢ ON wynika z jego budowy chemicznej, poniewaz diesel jest mieszaning kilku frakcji ropy
naftowej (m.in. parafiny, nafteny, olefiny oraz zwigzkoéw aromatycznych). Dlatego wazne jest
aby badac¢ skutki ekologiczne tego ksenobiotyku w stosunku do organizméw stodkowodnych.
Ksenobiotyki zanieczyszczajace wode zmieniajg nie tylko cechy morfologiczne, ale i bioche-
miczne roslin. Ich toksyczno$¢ objawia si¢ w postaci zakldcen procesow fizjologicznych, w tym
hamowania fotosyntezy a w konsekwencji emisji fluorescencji. Uszkodzenia aparatu fotosyn-
tetycznego, mimo, ze jego objawy nie sg jeszcze widoczne moga powodowac zmniejszenie
wydajnosci fotosyntezy w roslinach, czego efektem jest zmniejszenie tempa wzrostu.

Celem pracy byta ocena fitotoksycznosci ON w srodowisku wodnym, poprzez oceng wybra-
nych cech morfologicznych i fizjologicznych glonéw Pseudokirchneriella subcapitata. Testo-
wano nastgpujace stgzenia ON: 0; 0,3; 0,6; 1,2; 2,4% (m/v). Toksyczno$¢ badanych stgzen ON
oceniano za pomocg 7 dniowego Algaltoxkit, poprzez okreslenie tempa wzrostu roslin, a takze
fluorescencji chlorofilu.

Po trzech, pigciu i siedmiu dniach do$wiadczenia wykazano, ze tempo wzrostu glonéw
zmienia si¢ ze wzrostem stezenia ON i1 czasem do$wiadczenia. W 3 dniu doswiadczenia tem-
po wzrostu glonow w probee kontrolnej wynosito 208%. Tymczasem glony pod wplywem
wrastajacych stezen ON rosty coraz wolniej. Juz przy najnizszym stezeniu ON = 0,3% tempo
wzrostu miato warto$¢ 126%, aby przy najwyzszym ON = 2,4% osiagnac¢ —37%. W piatym
dniu do$wiadczenia tempo wzrostu glonoéw w probie kontrolnej byto wyzsze niz w dniu trzecim
1 wynosito 456%. Wsrod glonow narazonych na ON rosty tylko te w najnizszych stezeniach ON
(0,31 0,6%) 1 wykazywatly tempo wzrostu 362 1 39%, odpowiednio. Natomiast w stezeniach
1,2 oraz 2,4% ON, tempo wzrostu osiagneto —27 1 —54%. W ostatnim dniu (dzien 7) ekspozy-
cji glondw P. subcapitata na ON poziom tempa wzrostu glondéw w probie kontrolnej wynosit
617%. Tymczasem ro$liny narazone na 0,3; 0,6; 1,2; 2,4% ON miatly jedynie 66, 9, —56 1 —79%
tempo wzrostu.

W 7 dniu do$wiadczenia wykonano pomiar fluorescencji chlorofilu glonow eksponowanych
na dziatanie ON w pozywce. Wykazano, ze Fo (fluorescencja minimalna po adaptacji w ciem-
nosci), Fm (fluorescencja maksymalna po adaptacji w ciemnosci), Fv (fluorescencja zmienna
po adaptacji w ciemnosci) byly modyfikowane przez stezenie ON. Wartos¢ Fo malata wraz
ze wzrostem stezenia tego ksenobiotyku. Najwyzsza wartos¢ Fo (969) odnotowano w prébie
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kontrolnej, a stgzenia ON wynoszace 0,3 M 1 2,4% hamowaty Fo odpowiednio o0 2,5% 1 12%.
Najnizsze stezenia ON (0,3 1 0,6%) nie wplynety na obnizenie Fm glonow, ktére wynosito
podobnie jak w prébie kontrolnej Fm=2969. Nastepnie warto§¢ Fm znacznie zmalata. Steze-
nie ON = 1,2% obnizylo Fm o0 9%, a stezenie ON = 2,4% obnizylo Fm o 23% w poréwnaniu
z probka kontrolng. Indeks Fv zmieniat si¢ analogicznie do Fm. Toksyczno$¢ ON nie znalazta
odzwierciedlenia w pomiarach Fv/Fm (maksymalna fotochemiczna wydajnos$¢ PSII), czyli naj-
bardziej czutego wskaznika aktywnos$ci fotochemicznej aparatu fotosyntetycznego. Wskaznik
ten w probie kontrolnej (oraz w ste¢zeniach w zakresie od 0,3 do 2,4%) wynosit §rednio 0,68.

Powyzsze wskazniki fotosyntetyczne oraz obnizajace si¢ wraz ze wzrostem zawartosci ON
w pozywce tempo wzrostu roslin pozwalajg stwierdzi¢, ze ON nie jest obojetny w stosunku do
glonow P. subcapitata. Zmniejszona w wyniku obecnosci ON liczebnos$¢ glonéw P. subcapitata
(charakteryzujacych sie wysoka bioproduktywnoscig producentéw) moze by¢ odpowiedzialna
za zahamowanie przezywalno$ci konsumentow pierwszego rzedu w ekosystemach wodnych.
Badania te sugeruja, ze dodatkowo badana w eksperymencie fluorescencja chlorofilu glonow,
szczegodlnie pomiary Fo, Fm, Fv sg wczesnymi i czutymi wskaznikami toksycznego dziata-
nia ON na glony, zanim zostang zaobserwowane zmiany morfologiczne. Wyniki tego badan
potwierdzaja rowniez, ze metoda biologiczna Algaltoxkit jest uzytecznym narzedziem anali-
tycznymi do oceny toksycznosci ON i1 przewidywania skutkéw zanieczyszczenia substancjami
ropopochodnymi powierzchniowych zbiornikow waéd stodkich.
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Pollution of the environment with oil and petroleum products is a problem known all over
the world. The source is not only accidents of drilling platforms or tankers, but also their
operation, surface transport, processing and storage of fuels. World Oil Outlock forecasts
indicate a continuous increase in global demand, which in 2035 will amount to 111.8 millionb/
day (barrels per day) of diesel fuel (ON). This increase is associated with an increased threat
to the environment, including freshwater reservoirs. The toxicity of diesel fuel results from
its chemical structure, because diesel is a mixture of several petroleum fractions (including
paraffins, naphthenes, olefins and aromatic compounds). Therefore, it is important to study
the ecological effects of this xenobiotic on freshwater organisms. Xenobiotics polluting water
change not only morphological, but also biochemical features of plants. Their toxicity manifests
itself in the form of disturbances in physiological processes, including the inhibition of
photosynthesis and, consequently, the emission of fluorescence. Damage to the photosynthetic
apparatus, although its symptoms are not yet visible, can cause a decrease in the efficiency of
photosynthesis in plants, which results in a decrease in the growth rate.

The aim of the study was to assess the phytotoxicity of ON in the aquatic environment
by evaluating selected morphological and physiological features of Pseudokirchneriella
subcapitata algae. The following ON concentrations were tested: 0; 0.3; 0.6; 1.2; 2.4% (m/v).
The toxicity of the tested concentrations of ON was assessed using a 7-day Algaltoxkit, by
determining the growth rate of plants, as well as the fluorescence of chlorophyll.

After three, five and seven days of the experiment, it was shown that the growth rate of
algae changes with the increase in ON concentration and the time of the experiment. On day
3 of the experiment, the growth rate of algae in the control sample was 208%. Meanwhile, algae
under the influence of increasing ON concentrations grew slower and slower. Already at the
lowest concentration of ON=0.3%, the growth rate was 126%, and at the highest ON = 2.4% it
reached —37%. On the fifth day of the experiment, the growth rate of algae in the control sample
was higher than on the third day and amounted to 456%. Among the algae exposed to ON, only
those with the lowest ON concentrations (0.3 and 0.6%) grew and with a growth rate of 362 and
39%, respectively. However, at concentrations of 1.2 and 2.4% ON, the growth rate reached
—27 and —54%. On the last day (day 7) of exposure of P. subcapitata algae to ON, the level of
algae growth rate in the control sample was 617%. Meanwhile, plants exposed to 0.3; 0.6; 1.2;
2.4% had only 66, 9, —56 and —79% growth rate.

On the 7th day of the experiment, the chlorophyll fluorescence of algae exposed to ON in
the medium was measured. It was shown that Fo (minimum fluorescence after dark adaptation),
Fm (maximum fluorescence after dark adaptation), Fv (variable fluorescence after dark
adaptation) were modified by ON concentration. The value of Fo decreased with increasing
concentration of this xenobiotic. The highest Fo value (969) was recorded in the control
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sample, and ON concentrations of 0.3 M and 2.4% inhibited Fo by 2.5% and 12%, respectively.
The lowest concentrations of ON (0.3 and 0.6%) did not reduce the Fm of algae, which was
Fm = 2969, similar to the control sample. Thereafter, the value of Fm decreased significantly.
ON = 1.2% reduced Fm by 9% and ON = 2.4% reduced Fm by 23% compared to the control
sample. The Fv index changed analogously to Fm. ON toxicity was not reflected in Fv/Fm
measurements (maximum photochemical efficiency PSII), which is the most sensitive indicator
of photochemical activity of the photosynthetic apparatus. This index in the control sample (and
in concentrations ranging from 0.3 to 2.4%) was 0.68 on average.

The above photosynthetic indices and the rate of plant growth, which decreases with
the increase in ON content in the medium, allow us to conclude that ON is not indifferent
to P. subcapitata algae. The reduced number of P. subcapitata algae (characterized by high
bioproductivity of producers) as a result of the presence of ON may be responsible for inhibiting
the survival of first-order consumers in aquatic ecosystems. These studies suggest that the
fluorescence of algae chlorophyll studied in the experiment, especially the measurements
of Fo, Fm, Fv, are early and sensitive indicators of the toxic effect of ON on algae, before
morphological changes are observed. The results of this study also confirm that the Algaltoxkit
biological method is a useful analytical tool for the assessment of diesel toxicity and for
predicting the effects of oil-derivative contamination of surface freshwater reservoirs.
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Rozwoj wielu sektorow gospodarki oraz postepujaca urbanizacja umozliwia dostarczenie do
srodowiska glebowego réznych zanieczyszczen, w tym metali cigzkich. Te pierwiastki chemicz-
ne, gdy znajda si¢ na powierzchni gleby to kumuluja sie i po osiagni¢ciu odpowiednio wysokich
stezen oddziatuja niekorzystnie na rozwdj roslin. [UNG w Putawach wyznaczyt stopnie zanie-
czyszczenia gleb metalami ciezkimi.

Migjsca poboru probek glebowych do badan pochodzity z gminy Lubochnia i byly zlokali-
zowane w poblizu drogi ekspresowej S8, bedacej ewentualnym ogniskiem ich zanieczyszczenia
metalami cigzkimi. Pierwszym celem pracy bylo przygotowanie probek, ktorych roztwor glebowy
bedzie zawierat wskazane przez IUNG graniczne ilosci otowiu, cynku, miedzi, niklu i kadmu.

Probki, po ok. 3 kg pobrano z poziomow prochnicznych czterech r6znych gleb. W badaniu
wykorzystano powietrznie suche probki o masie 100 graméw. Kazda z nich modyfikowano tak,
ze uzyskano II, III oraz IV stopief zanieczyszczenia jednym z pigciu pierwiastkow chemicznych
(Pb, Zn, Cu, Ni oraz Cd). Uzyskano 15 wariantéw dla poziomu prochnicznego jednej gleby.
Powtdrzono to dla pozostatych trzech gleb, co dato tacznie 60 wariantow. Wykonano rowniez
badania dla 4 probek kontrolnych — nieskazonych.

Do badan nad odpornos$cia gleb na zanieczyszczenie metalami cigzkimi 1 jednocze$nie nad
toksycznoscig przygotowanych probek glebowych wykorzystano biotest Phytotoxkit i zasto-
sowano nasiona rzezuchy (Lepidium sativum). Dtugosci korzeni rzezuchy mierzono po trzy-
dniowym okresie wzrostu. Ich dtugosci wskazywaty na zahamowanie rozwoju wywolany co-
raz wigksza iloscig metalu cigzkiego w glebie. Poza tym przeprowadzono rowniez badania
m.in. sktadu granulometrycznego, odczynu gleby oraz zawartosci wegla organicznego.

Uziarnienie wszystkich gleb byto podobne 1 mozna je okresli¢ jako piaski gliniaste. Roz-
nity si¢ nieznacznie zawartoscig frakcji pylastej i ilastej. Odczyn badanych gleb wahat si¢ od
lekko kwasnego do obojetnego dla gleb z gruntéw ornych, natomiast gleba z faki miata odczyn
zasadowy. Najwieksze roéznice dotyczyty procentowej zawarto$ci wegla organicznego, ktorych
to gleba z uzytku zielonego zawierata zdecydowanie wiece;.

Z przeprowadzonych analiz wynika, ze gleba pochodzaca z uzytku zielonego wykazata
najwigksza odpornos$¢ na zanieczyszczenia metalami cigzkimi. Biotest Phytotoxkit wskazal,
ze zahamowanie wzrostu korzeni rzezuchy byto zdecydowanie mniejsze niz w przypadku gleb
z gruntow ornych. Gléwna przyczyna moze by¢ wyzsza zawarto$¢ wegla organicznego oraz
korzystny odczyn zasadowy. Najbardziej niekorzystne wyniki uzyskano dla gleby z pola upraw-
nego, ktora charakteryzowata si¢ najnizsza zawartos$cia wegla organicznego oraz odczynem
lekko kwasnym. Nalezy ja uzna¢ za najmniej odporng na zanieczyszczenie metalami cigzkimi.
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The development of many sectors of the economy and progressing urbanization make it possible
to deliver various pollutants, including heavy metals, to the soil environment. These chemical
elements, when they are on the surface of the soil, accumulate and, after reaching sufficiently
high concentrations, adversely affect the development of plants. IUNG in Putawy determined
the degree of soil contamination with heavy metals.

The sampling sites for soil samples for testing came from the Lubochnia commune and
were located near the S8 expressway, which is a possible focus of their contamination with
heavy metals. The first objective of the work was to prepare samples whose soil solution would
contain the limit amounts of lead, zinc, copper, nickel and cadmium indicated by [UNG.

Samples, approx. 3 kg each, were taken from the humus horizons of four different soils.
Air-dry samples weighing 100 grams were used in the study. Each of them was modified so
that II, IIT and I'V degrees of contamination with one of five chemical elements (Pb, Zn, Cu, Ni
and Cd) were obtained. 15 variants were obtained for the humus horizon of one soil. This was
repeated for the remaining three soils, giving a total of 60 variants. Tests were also carried out
for 4 control samples — uncontaminated.

The Phytotoxkit biotest and watercress (Lepidium sativum) seeds were used to study
the resistance of soils to heavy metal contamination and, at the same time, the toxicity of the
prepared soil samples. Cress root lengths were measured after a three-day growth period. Their
lengths indicated the inhibition of development caused by the increasing amount of heavy metal
in the soil. In addition, studies were also carried out granulometric composition, soil reaction
and organic carbon content.

The granulation of all soils was similar and can be described as loamy sands. They differed
slightly in the content of the silt and clay fraction. The reaction of the tested soils ranged from
slightly acidic to neutral for the soils from arable land, while the soil from the meadow was
alkaline. The biggest differences concerned the percentage of organic carbon, which was much
higher in the soil from grassland.

The conducted analyzes show that the soil from grassland showed the greatest resistance to
heavy metal contamination. The Phytotoxkit biotest indicated that the growth inhibition of cress
roots was significantly lower than in the case of soils from arable land. The main reason may
be a higher content of organic carbon and a favorable alkaline reaction. The most unfavorable
results were obtained for the soil from the cultivated field, which was characterized by the
lowest content of organic carbon and a slightly acid reaction. It should be considered the least
resistant to contamination with heavy metals.
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Ocena toksycznosci nanoczastek srebra pochodzenia mikrobiologicznego
wobec wybranych drobnoustrojow glebowych

A. Tonczyk'?, K. Niedzialkowska’, K. Lisowska®

! Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowi-
ska, Uniwersytet £odzki, ul. Banacha 12/16, 90-237 Lodz

? Szkola Doktorska BioMedChem Uniwersytetu Lodzkiego i Instytutow PAN w Lodzi,
ul. Matejki 21/23, 90-237 Lodz

e-mail: aleksandra.tonczyk@edu.uni.lodz.pl

Stowa kluczowe: nanoczgstki srebra, toksycznos¢ srodowiskowa, biosynteza, aktywnos¢ prze-
ciwdrobnoustrojowa

Nanoczastki srebra, stanowigce jedne z najlepiej scharakteryzowanych nanomaterialéw me-
talicznych, ciesza si¢ wcigz niestabngcym zainteresowaniem. Ze wzgledu na swoje unikalne
wlasciwosci znajdujg zastosowanie w medycynie oraz wielu galeziach przemystu, m.in. w prze-
mysle chemicznym, tekstylnym, kosmetycznym, farmaceutycznym czy budowlanym. Silny po-
tencjal aplikacyjny nanoczastek srebra sprawia, ze wcigz opracowywane sg nowe metody ich
syntezy. Nanomaterialy te moga by¢ pozyskiwane na drodze chemicznej, fizycznej lub biolo-
gicznej. Szczegodlnie interesujace sg ekologiczne metody biologicznej produkcji nanoczastek
srebra, przebiegajace z udziatem organizmoéow zywych lub produktéw ich metabolizmu. Wsrod
mikroorganizmow to grzyby strzepkowe moga sta¢ si¢ gtownymi producentami nanoczastek
srebra na skale przemystowa. Ze wzgledu na niskie koszty procesu i brak toksycznych odpa-
doéw poprodukceyjnych mikrobiologiczna synteza nanoczgstek srebra, bedgca metodg wydajng
1 przyjazng dla §rodowiska naturalnego, moze zastgpi¢ konwencjonalne metody ich syntezy.

Nanoczastki srebra wykazuja silng aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec szerokiego
spektrum mikroorganizméw chorobotwodrczych. W zwigzku z tym stosowane sg jako czynni-
ki przeciwdrobnoustrojowe w postaci preparatéw do zastosowania zewngtrznego, takich jak
opatrunki, ptyny odkazajace, masci 1 srodki zwalczajace powierzchniowe infekcje bakteryjne
i grzybicze u ludzi i zwierzat. Tak intensywne wykorzystanie nanoczastek srebra spowodowato
uwalnianie ich znacznych ilosci do srodowiska naturalnego. Ze wzgledu na ich silne wtasciwo-
$ci przeciwdrobnoustrojowe, nanometryczne rozmiary i potencjalng zdolnos¢ do akumulacji
w organizmach zywych, nanoczastki srebra stanowig powazne zagrozenie dla ekosystemow
wodnych i glebowych, do ktérych nanomaterialy te moga by¢ bezposrednio uwalniane.

Celem niniejszej pracy byta ocena toksyczno$ci nanoczastek srebra pochodzenia mikrobio-
logicznego wobec wybranych drobnoustrojow glebowych.

Prezentowana praca obejmowata screening grzybow strzgpkowych wyizolowanych z prob
gleby w kierunku ich zdolno$ci do wydajnej syntezy nanoczastek srebra. Kolejny etap stano-
wila produkcja nanoczastek srebra przy udziale najefektywniejszego szczepu oraz ocena ich
aktywnosci biologicznej oraz toksycznosci sSrodowiskowej. Po potwierdzeniu silnego potencja-
hu przeciwdrobnoustrojowego pozyskanych nanoczastek srebra wobec powszechnych patoge-
now cztowieka, analizie poddano ich aktywno$¢ wobec wybranych szczepéw mikroorganizmoéw
glebowych. W tym celu wykorzystano szczepy bakterii Pseudomonas putida DSM 291, Pseudo-
monas moorei DSM 12647, Bacillus subtilis DSM 3657 oraz grzybow strzgpkowych Trichoder-
ma virens DSM 1963 1 Trichoderma resei QF 9414. Badania przeprowadzone zostaty metoda
mikrorozcienczen w zakresie st¢zen nanoczastek srebra wynoszacym 0,098 — 100 pg/ml.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze obecno$¢ nanoczastek srebra w srodo-
wisku glebowym moze negatywnie oddzialtywac na jej mikroflore¢ autochtoniczng, a w szczegdl-
nosci na szczepy bakterii glebowych. Jednoczesnie wykazano, ze wptyw nanoczastek srebra na
obecne w glebie grzyby strzepkowe z rodzaju Trichoderma jest mniej znaczacy w poréwnaniu
z badanymi bakteriami. Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze masowe wykorzystanie nanocza-
stek srebra 1 ich niekontrolowane uwalnianie do srodowiska naturalnego moze stanowi¢ powaz-
ne zagrozenie dla prawidtowego funkcjonowania réznych ekosystemow. Wykazane negatywne
oddziatywanie badanych nanomateriatéw na mikroflor¢ gleby moze skutkowa¢ zmianami pro-
filu jej mikrobioty, a co za tym idzie — wplywac na jej Zyzno$¢ 1 rozwdj roslinnosci.
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Silver nanoparticles, one of the best characterized metallic nanomaterials, are still of great
interest. Due to their unique properties, they are used in medicine and in variety of industries
including chemical, textile, cosmetic, pharmaceutical and construction. A wide range of
possibilities of application of silver nanoparticles explains why new methods of their
synthesis are still being developed. Nanomaterials can be obtained by chemical, physical or
biological processes. Particularly interesting are ecological methods of biological production
of silver nanoparticles, involving living organisms or products of their metabolism. Among
microorganisms, filamentous fungi may become the main producers of silver nanoparticles
on an industrial scale. Due to the low cost of the process and the lack of toxic post-production
waste, the microbial synthesis of silver nanoparticles, which is an efficient and environmentally
friendly method, can replace conventional methods of the synthesis.

Silver nanoparticles exhibit strong antimicrobial activity against a wide spectrum of
pathogenic microorganisms. Therefore, they are used as antimicrobial agents in the form of
preparations for external use, such as dressings, disinfectants, ointments and remedies to combat
surface bacterial and fungal infections in humans and animals. The intensive use of silver
nanoparticles results in their release into the natural environment in significant amounts. Due to
their strong antimicrobial properties, nanometric size and potential for accumulation in living
organisms, silver nanoparticles pose a serious threat to water and soil ecosystems, into which
these nanomaterials can be directly released.

The aim of this study was to evaluate the toxicity of silver nanoparticles synthesized
microbiologically against the selected soil microorganisms.

The presented research involved the screening of filamentous fungi isolated from soil
samples for their ability to synthesize silver nanoparticles efficiently. Next step was the
production of silver nanoparticles using the most effective strain and the assessment of their
biological activity and environmental toxicity. Having confirmed the strong antimicrobial
potential of the obtained silver nanoparticles against common human pathogens, their activity
against selected strains of soil microorganisms was analyzed. For this purpose, strains of
bacteria Pseudomonas putida DSM 291, Pseudomonas moorei DSM 12647, Bacillus subtilis
DSM 3657 and filamentous fungi Trichoderma virens DSM 1963 and Trichoderma resei QF
9414 were used. The test was carried out with the microdilution method in titration plates, in
the silver nanoparticles concentration range of 0.098—100 pg/ml.

The results proved that the presence of silver nanoparticles in the soil environment may
have a negative impact on its indigenous microflora, in particular on soil bacteria strains.
Parallelly, it was shown that the effect of silver nanoparticles on filamentous fungi of the genus
Trichoderma present in the soil is less significant compared to the tested bacteria. To sum up, it
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can be concluded that the massive use and uncontrolled release of silver nanoparticles into the
natural environment may pose a serious threat to the proper functioning of various ecosystems.
The demonstrated negative impact of the tested nanomaterials on the soil microflora may result
in changes in the profile of its microbiota, thus affecting its fertility and plants development.
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Nadmierne uzytkowanie gleby, m.in. przez intensywne praktyki rolnicze, sprzyja jej erozji,
pustynnieniu oraz degradacji, stwarzajac ryzyko ograniczenia dostgpnosci do tego zasobu dla
przysztych pokolen. Jednym z mozliwych sposobdéw odwrdcenia ww. negatywnych skutkdéw jest
zwigkszenie zasobow wegla organicznego oraz azotu 1 fosforu w glebie za pomoca dodatkow
organicznych, takich jak osad $ciekowy. Praktyka taka jest zalecana jako jedna z mozliwych
metod utylizacji osadow $ciekowych przez Europejska Dyrektywe 86/278/EWG. Jednak osady
sciekowe, jako produkt koncowy procesow oczyszczania sciekOw, zawierajg szereg substancji
toksycznych (ksenobiotykéw), w tym takich, ktore nie podlegajg zadnym regulacjom. Osady
zawieraja m.in. szereg zwiagzkodw nieorganicznych, takich jak metale cig¢zkie, i organicznych,
takich jak polichlorowane dibenzo-p-dioksyny i furany (PCDD/F) oraz polichlorowane bifenyle
(PCB), a takze $rodki farmaceutyczne, w tym antybiotyki. Tym samym, rolnicze wykorzystanie
osadow Sciekowych stalo si¢ przyczynkiem do dyskursu na temat potencjalnego zagrozenia dla
srodowiska i zdrowia ludzi.

Biorac pod uwage powyzsze, celem prezentowanych badan bylo zbadanie jakosci osadow
sciekowych pod katem ich sktadu chemicznego (zawartos¢ metali ciezkich, PCDD/F, PCB,
pozostatosci antybiotykow), ekotoksycznosci (Mictotox, Ostracodtoxkit) oraz ryzyka srodowi-
skowego (RQenv) w perspektywie ich rolniczego wykorzystania.

Osady $ciekowe pobierano 5 razy na przestrzeni 2021-2022 roku (pobor co ok 2 miesigce)
z czterech oczyszczalni Sciekow (WTP) réznigcych si¢ wielkoscig (mata — klasa I, srednia — kla-
sa II, duza — klasa III, bardzo duza — klasa IV) 1 technologig oczyszczania §ciekow.

Uzyskane wyniki wskazujg na znaczne zrdéznicowanie poziomu zanieczyszczen w po-
szczegblnych oczyszczalniach. Wsrod metali, najwyzsze $rednie stezenie odnotowano dla Zn
(459 mg/kg), nastepnie Ni (399 mg/kg), Cu (100 mg/kg), Cr (25 mg/kg), Pb (16,8 mg/kg) oraz
Cd (6,34 mg/kg). Osad z OS klasy III charakteryzowat si¢ najwyzszym, a z klasy I najnizszym
stezeniem metali ciezkich. Zawarto§¢ PCDD/Fs oraz WHO-PCB i PCBi byta z kolei najwyzsza
w osadach pochodzacych z OS klasy III (odpowiednio 14, 1,3 i 15 ngTEQ/g), nastepnie z OS
klasy IV (odpowiednio 4,5, 0,82 i 18 ngTEQ/g), OS klasy II (odpowiednio 5,7, 0,50 i 4,1 ng-
TEQ/g) i OS klasy I (odpowiednio 2.3, 0,46 i 4,8 ngTEQ/g). Wszystkie badane osady $ciekowe
charakteryzowaly si¢ réwniez podwyzszong zawarto$cig antybiotykow, przy czym najwyzsze
srednie stezenia odnotowano dla tetracykliny (337 ng/g), nastepnie w kolejnosci malejacej: oflo-
ksacyny (117 ng/g), cyprofloksacyny (88 ng/g) norfloksacyny (78 ng/g), trimetoprimu (10 ng/g),
klindamycyny (3,3 ng/g) 1 tiabendazolu (0,48 ng/g). Sposrod wszystkich czterech oczyszczal-
ni $ciekow, tetracykline, trimetoprim i klindamycyne odnotowano w najwyzszych st¢zeniach
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w osadach pochodzacych z oczyszczalni klasy I; natomiast cyprofloksacyna, norfloksacyna,
tiabendazol i1 ofloksacyna wykazywaly najwyzsze srednie st¢zenia w osadach pochodzacych
z OS klasy II.

Analizy ekotoksykologiczne wskazaly na wysoka toksycznos¢ badanych osadow Scie-
kowych dla organizmoéw testowych tj. Vibrio fisherii (Microtox) i Heterocypris incongruens
(Ostracodtoxkit), oscylujaca pomigdzy 80 a 100% PE. Rowniez wspoiczynniki ryzyka §rodo-
wiskowego wykazaly potencjalne zagrozenie badanych osadow $ciekowych dla gleby rolni-
czej: RQ_ dla metali cigzkich wyniosto od 0,022 do 1,33; dla PCDD/Fs wahato si¢ w graniach
0,023-0,14; dla iPCB 0,009-0,01; a dla antybiotykdéw oscylowato pomiedzy 0,005 a 1,57.

Prezentowana praca, poprzez wielowymiarowe podejscie do problemu bezpiecznej uty-
lizacji osadow $ciekowych, wskazuje na koniecznos¢ oceny szerokiego spektrum czynnikow
(chemicznych, ekotoksykologicznych i wspotczynnikow ryzyka) w ocenie jakosci osadow pod
katem ich zastosowania w rolnictwie.

Badania sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu badawczego
nr 2020/39/B/NZ9/01772 pt. Zmiany zespotow mikroorganizmow, opornosci na antybiotyki
i wlasciwosci fizykochemicznych gleby nawozZonej komunalnymi osadami sciekowymi (umowa

UMO-2020/39/B/NZ29/01772).
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The overuse of soil, for example by intensive agricultural practices, causes soil erosion,
desertification and deterioration, and makes the soil inaccessible to future generations as
a resource. One possible way to reverse these negative effects is by increasing the organic
carbon and nitrogen stocks of the soil with organic amendments such as sewage sludge; this
has been recommended as one possible method of sludge utilization by the European Directive
on Sewage Sludge (86/278/EEC). However, as the end product of wastewater purification
processes, sewage sludge contains large amounts of toxic substances (xenobiotics), including
those that are not subject to any regulation; these substances include a range of inorganic such
as heavy metals and organic compounds such as polychlorinated dibenzo-p-dioxins and furans
(PCDDs/Fs) and polychlorinated biphenyls (PCBs), and a range of pharmaceuticals including
antibiotics as one of the most emerging ones. Hence in recent years, the use of sewage sludge
has become a major safety concern for its potential risk to the environment and human health.

The aim of our study was to test the overall quality of sewage sludge in term of its
chemical composition (content of heavy metals, PCDDs/Fs, PCBs, and antibiotic residues),
ecotoxicity (Mictotox, Ostracodtoxkit), and potential risks to the environment (environmental
risk quotients — RQ_ ).

The sewage sludge were collected 5 times throughout the year 2021-2022 (i.e. every
2 months) from four Wastewater Treatment Plants (WTPs) differing in size (small — Class I,
medium — Class II, medium-large -Class III, large — Class IV) and purification technology.

The obtained results indicate a significant diversification of the level of pollutants in
individual WTPs. In term of heavy metals, the highest average concentration was noted for
Zn (459 mg/kg), following by Ni (399 mg/kg), Cu (100 mg/kg), Cr (25 mg/kg), Pb (16.8 mg/kg),
and Cd (6.34 mg/kg). The WTP with the most elevated concentration of heavy metals was Class
IIT WTP, while Class I WTP demonstrated the lowest content of heavy metals. PCDDs/Fs and
WHO-PCBs and PCB;, contents were the highest in Class III WTP (14, 1.3 and 15 ngTEQ/g,
respectively), following by Class IV WTP (4.5, 0.82 and 18 ngTEQ/g, respectively), Class
II WTP (5.7, 0.50 and 4.1 ngTEQ/g, respectively), and Class I WTP (2.3, 0.46 and 4.8 ngTEQ/g,
respectively). All tested sewage sludge demonstrated also elevated contents of antibiotics, with
the highest average concentrations noted for tetracycline (337 ng/g), following by ofloxacin
(117 ng/g), ciprofloxacin (88 ng/g) norfloxacin (78 ng/g), trimethoprim (10 ng/g), clindamycin
(3.3 ng/g) and thiabendazole (0.48 ng/g). Among all four WTPs, tetracycline, trimethoprim and
clindamycin were noted in the highest concentrations in sewage sludge coming from Class [ WTP;
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while ciprofloxacin, norfloxacin, thiabendazole and ofloxacin showed the highest average
concentrations in class Il WTP.

The ecotoxicity test confirmed high toxicity of the studied sewage sludge for both test
organisms i.e. Vibrio fisherii (Microtox) and Heterocypris incongruens (Ostracodtoxkit) which
oscillate between 80 and 100%. Additionally, the calculated risk quotients proved a potential
hazard of the studied sewage sludge to the environment as confirmed by the RQ_ , which ranged
from 0.022 to 1.33 for heavy metals, 0.023—0.14 for PCDDs/Fs, 0.009-0.01 for iPCBs and from
0.005 to 1.57 for antibiotics.

The presented study, through a multidimensional approach to the problem of safe
utilization of sewage sludge, indicates a necessity to evaluate a wide range of factors (chemical,
ecotoxicological and risk assessment) in assessing the overall quality of sludge for the purpose
of its application in agriculture.

Research funded by the National Science Center, Poland, under research project No. 2020/39/B/
NZ9/01772 entitled Microbial community, antibiotic resistance and physicochemical changes
in soil amended with municipal sewage sludge (contract nr UMO-2020/39/B/NZ9/01772).



Charakterystyka szczepow autochtonicznych wyizolowanych z terenow
silnie zanieczyszczonych metalami ci¢zkimi jako potencjalnych
komponentow bionawozow
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Biorac pod uwage znaczenie wody dla fizjologicznego wzrostu i rozwoju roslin, niedobor
wody ma niekorzystny wplyw na rosliny oraz doprowadza do stresu suszy. Susza jest jednym
z glownych problemow srodowiskowych wspotczesnego rolnictwa, poniewaz prowadzi do
zmniejszenia wzrostu roslin, co w konsekwencji ogranicza produkcje roslinng. Istnieje zatem
potrzeba poszukiwania sposobow zmniejszenia tego zagrozenia poprzez poprawe wzrostu roslin
w warunkach stresu suszy. Jednym z mozliwych rozwigzan moze by¢ stosowanie bionawozow
wzbogaconych mikrobiologicznie. Celem niniejszego badania byta charakterystyka potencjal-
nych komponentéw bionawozow tj. szczepoéw bakterii wyizolowanych z ryzosfery roslin po-
rastajacych sktadowiska odpadoéw pohutniczych silnie zanieczyszczonych metalami cigzkimi
o niezwykle trudnych warunkach wodnych, jak i spod roslin na gruntach ornych z systemow
konwencjonalnych i ekologicznych. Szczepy charakteryzowano pod katem zdolnosci do syntezy
kwasu indolio-3-octowego (IAA) jako fitohormonu przyczyniajacego si¢ do zwigkszania tole-
rancji roslin na stres suszy. Auksyny tagodza stres suszy poprzez zwigkszenie dtugosci korzeni
1 modyfikacje ich struktury umozliwiajac lepszy dostep do wody i skalnikow odzywczych. Zdol-
nos¢ do syntezy IAA okreslono spektrofotometrycznie na pozywce suplementowanej L-trypto-
fanem wykorzystujac odczynnik Salkowskiego. Wigkszos¢ analizowanych szczepow aktywnie
syntetyzowata IAA, w zakresie od 1,35 do 60,10 pg IAA ml™'. Wyizolowane w ramach niniej-
szych badan szczepy bakterii ryzosferowych wykazujg in vitro wysoki potencjat biostymulu-
jacy wzrost 1 rozwoj roslin, w zwigzku z czym moga by¢ w przysztosci dalej badane po katem
wykorzystania w rolnictwie jako mikrobiologicznych komponentoéw bionawozdow.

Projekt finansowany w ramach konkursu Lider XII Narodowego Centrum Badan i Rozwoju,
Nr LIDER/36/0184/L-12/20/NCBR/2021.
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Given the importance of water for the physiological growth and development of plants, water
scarcity has adverse effects on plants and leads to drought stress. Drought is one of the main
environmental problems of modern agriculture, as it leads to reduced plant growth, which
consequently limits crop production. Therefore, there is a need to look for ways to reduce this
threat by improving plant growth under drought stress. One possible solution may be the use of
microbially enriched biofertilizers. The aim of the present study was to characterize potential
components of biofertilizers, i.e., bacterial strains isolated from the rhizosphere of plants
overgrowing heavy metal contaminated landfills with extremely harsh water conditions, as well
as from plant root zone on arable land from conventional and organic systems. The strains were
characterized for their ability to synthesize indole-3-acetic acid (IAA) as a phytohormone that
contributes to plant tolerance to drought stress. Auxins alleviate drought stress by increasing root
length and modifying root structure allowing better access to water and nutrients. The ability to
synthesize IAA was determined spectrophotometrically on L-tryptophan-supplemented medium
using the Salkowski reagent. Most of the analyzed strains actively synthesized IAA, in the range
of 1.35 to 60.10 pg IAA ml'. The rhizosphere bacterial strains isolated in the present study
show in vitro high biostimulating potential for plant growth and development, and can therefore
be further studied in the future for use in agriculture as microbial components of biofertilizers.

Project funded under the competition Lider XII The National Centre for Research and
Development; No. LIDER/36/0184/L-12/20/NCBR/2021.
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