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I. Autoreferat rozprawy 

I.1. Wprowadzenie 
W ostatnich latach, coraz więcej uwagi poświęcane jest obecności 

niesteroidowych leków przeciwzapalnych (NLPZ) w środowisku naturalnym. 
Pomimo, że są wykrywane w stężeniach nie przekraczających 1 µg/L, ich 
chroniczne oddziaływanie na ekosystemy może zaburzać ich prawidłowe 
funkcjonowanie. Do grupy trudnodegradowalnych NLPZ należy naproksen (kwas 
2-(6-metoksynaftalen-2-ylo)propanowy), który ze względu na działanie 
przeciwbólowe oraz przeciwzapalne jest powszechnie stosowany na całym świecie. 
Jednakże, lek ten nie jest całkowicie metabolizowany w organizmie ludzkim 
[Wojcieszyńska i in. 2016; Domaradzka i in. 2015; Grenni i in. 2013].  

Ze względu na złożoną strukturę naproksenu, jego utylizacja 
w oczyszczalniach ścieków nie zachodzi z dużą wydajnością. Ponadto lek ten 
wykazuje wrażliwość na światło UV. Warto podkreślić, że ostatnią fazą 
oczyszczania ścieków jest ich sterylizacja z wykorzystaniem lamp UV. Skutkuje 
to uwolnieniem do środowiska naturalnego nie tylko naproksenu, ale również 
produktów jego fototransformacji. Badania wykazały, że produkty fotodegradacji 
naproksenu są bardziej toksyczne dla organizmów żywych niż sam lek [Isidori i in. 
2005]. Zasadnym jest zatem poszukiwanie i opracowywanie biologicznych metod 
utylizacji naproksenu.  

Dotychczas opisano tylko kilka szczepów mikroorganizmów posiadających 
systemy enzymatyczne umożliwiające degradację naproksenu. Spośród szczepów 
z kolekcji Zespołu Biochemii i Genetyki Mikroorganizmów jedynie Bacillus 
thuringiensis B1(2015b) rozkłada całkowicie naproksen w stężeniu 6 mg/L w ciągu 
30 dni, w obecności dodatkowego źródła węgla [Marchlewicz i in. 2016]. Szczep 
Planococcus sp. S5 taką samą dawkę leku degraduje po upływie 38 dni [Dzionek 
i in. 2018]. Ze względu na potencjał degradacyjny tych szczepów mogą one znaleźć 
zastosowanie w oczyszczaniu ścieków.  

Bioaugmentacja systemów bioremediacyjnych szczepami zdolnymi 
do rozkładu konkretnych zanieczyszczeń ma swoje zalety. Największą korzyścią 
jest usunięcie zanieczyszczeń, których nawet niewielkie stężenie może wykazywać 
toksyczny wpływ na autochtoniczną mikroflorę systemu bioremediacyjnego. 
Jednakże, aby biodegradacja zanieczyszczenia była efektywna przez dłuższy okres 
czasu, wprowadzony szczep powinien wykazywać zdolność do kolonizacji systemu 
i namnażania się w nim. Sukces bioaugmentacji jest uzależniony od wielu 
czynników. Najważniejszym z nich są predyspozycje wprowadzanych 
mikroorganizmów oraz sposób ich wprowadzenia do systemu. Wynika to z faktu, 
że systemy bioremediacyjne, w szczególności w oczyszczalniach ścieków, stanowią 
złożone i kompleksowe społeczności mikroorganizmów, które ukształtowały się 
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w wyniku szeregu oddziaływań międzygatunkowych i środowiskowych. Zatem 
wprowadzenie obcego szczepu do takiego środowiska może skutkować jego 
szybkim wyparciem z systemu [Xu i in. 2010; Ma i in. 2009]. 

Aby zwiększyć przeżywalność mikroorganizmów, stosuje się ich 
immobilizację, która dodatkowo obniża koszty procesów bioremediacyjnych, 
jednocześnie zwiększając ich efektywność. Najpopularniejszą metodą immobilizacji 
stosowaną w bioremediacji jest adsorpcja na powierzchni, ponieważ skutkuje 
wprowadzeniem do systemu ukształtowanego biofilmu, który wykazuje niższą 
wrażliwość na metabolity innych mikroorganizmów oraz wahania parametrów 
środowiskowych [Martins i in. 2013]. Zdolność do wytwarzania biofilmu 
na powierzchni porowatych materiałów jest kluczową cechą warunkującą 
efektywną immobilizację. Ponadto, poprzez dobór optymalnych warunków 
immobilizacji, a także odpowiedniego nośnika, możliwe jest zwiększenie 
efektywności wytwarzania biofilmu. Jednak unieruchomienie mikroorganizmów 
w biofilmie może wiązać się również z ograniczeniem dyfuzji oraz osłabieniem ich 
możliwości katalitycznych [Xu i in, 2010]. Wynika to ze zróżnicowanych profili 
ekspresji genów komórek znajdujących się w biofilmie [Flemming i in. 2016].  
 Ciekawym zagadnieniem są także interakcje bakterii z powierzchnią nośnika. 
Wykazano bowiem, że rozpoczęcie procesu adhezji jest zróżnicowane w zależności 
od rodzaju materiału i skutkuje utworzeniem przez ten sam szczep bakteryjny 
biofilmu o różnej strukturze i właściwościach [Dalton i in. 1994]. Interakcje 
bakteria-nośnik są zależne od oddziaływań elektrostatycznych, hydrofobowych, 
topografii powierzchni, a także od składu chemicznego materiału, w tym 
od obecności i rodzaju grup funkcyjnych [Tuson i in. 2013]. Przedstawiona 
złożoność procesu immobilizacji może skutkować znamiennym wpływem 
na zdolność, kinetykę, a także szlak biodegradacji zanieczyszczeń przez szczepy 
bakteryjne. Charakterystyka metod immobilizacji, ze szczególnym uwzględnieniem 
adsorpcji na powierzchni oraz przykładów ich zastosowania w bioremediacji, 
została opisana w publikacji przeglądowej Dzionek i in. [2016], zamieszczonej 
w rozdziale II.1 niniejszej rozprawy doktorskiej.  

 
 
 
 
 
 

 



 

6 
 

I.2. Cel pracy doktorskiej 
Ze względu na ograniczoną wiedzę na temat degradacji niesteroidowych 

leków przeciwzapalnych przez immobilizowane mikroorganizmy, konieczne jest 
zbadanie wpływu unieruchamiania szczepów zdolnych do degradacji leków 
na kinetykę ich rozkładu. W związku z powyższym, w pracy podjęto próbę 
immobilizacji szczepów bakteryjnych wykazujących zwiększoną zdolność 
do degradacji naproksenu. Dokonano również analizy wpływu unieruchamiania 
na kinetykę rozkładu leku zarówno w warunkach monokulturowych, jak 
i w obecności autochtonicznej mikroflory systemu bioremediacyjnego.  

Głównymi celami badawczymi pracy doktorskiej były: 
 Charakterystyka metaboliczna biofilmu; 
 Optymalizacja warunków immobilizacji; 
 Charakterystyka nośnika oraz unieruchomionych mikroorganizmów; 
 Opracowanie modelu rozkładu naproksenu przez immobilizowane szczepy 

bakteryjne oraz określenie wpływu immobilizacji na ten proces; 
 Określenie wpływu wprowadzenia immobilizowanych mikroorganizmów do 

złoża biologicznego na rozkład naproksenu. 
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I.3. Materiały i metody 
W celu przygotowania inokulum do immobilizacji, sporządzono zawiesiny 

dwóch szczepów bakteryjnych należących do kolekcji Zespołu Biochemii 
i Genetyki Mikroorganizmów. Szczep Bacillus thuringiensis B1(2015b) wytrząsano 
w bulionie odżywczym lub pożywce HCT o składzie: 5 g/L tryptonu, 2 g/L 
hydrolizatu kazeiny, 3 g/L glukozy, 6,8 g/L KH2PO4, 0,12 g/L MgSO4 x 7H2O, 
0,0022 g/L MnSO4 x 4H2O, 0,014 g/L ZnSO4 x 7H2O, 0,02 g/L Fe2(SO4)3 oraz 
0,18 g/L CaC12 x 4H2O przez 24 godziny w 30°C [Lecadet i in. 1980]. Szczep 
Planococcus sp. S5 hodowano w bulionie odżywczym przez 72 godziny w 30°C. 
Następnie, namnożone hodowle zwirowano (5000g, 4ºC, 15 min) i zawieszono 
w jałowej minimalnej pożywce mineralnej (MSM) o składzie: 3,78 g/L Na2HPO4 
x 12H2O, 0,5 g/L KH2PO4, 5 g/L NH4Cl, 0,2 g/L MgSO4 x 7H2O oraz 
0,01 g/L ekstraktu drożdżowego [Greń i in. 2009].  

Jako nośniki, w immobilizacji metodą adsorpcji na powierzchni, 
zastosowano piankę poliuretanową (PUR; Instapak®, Charlotte, NY, USA) oraz 
gąbkę Loofah (York, Bolechowo, Poland). Przygotowanie pianki poliuretanowej 
do immobilizacji obejmowało uformowanie z niej sześcianów o wymiarach 
1 x 1 x 1 cm, ważących 10 ± 5 mg. Gąbki Loofah poddawano procesowi suszenia 
w eksykatorze w celu ustalenia suchej masy oraz uformowano z nich 
prostopadłościany o wadze 150 mg. Uzyskane nośniki kolejno dwukrotnie płukano 
w wodzie destylowanej oraz sterylizowano (121ºC, 1,2 atm, 20 min). 

 Immobilizacja komórek B1(2015b) metodą adsorpcji na powierzchni 
na piance poliuretanowej przeprowadzona była w następujący sposób: 0,1 g PUR 
inkubowano w 100 ml zawiesiny komórek B1(2015b) o gęstości optycznej 
0,8 (OD600) w 30°C. Po 72 godzinach nośnik zawieszono w 0,9% NaCl, zwirowano 
(500 rpm, 4ºC, 2 min) i zawieszono w 0,9% NaCl. W celu dokonania 
charakterystyki metabolicznej biofilmu oraz znajdujących się w nim komórek 
bakteryjnych, przeprowadzono optymalizację i walidację metody pomiaru 
aktywności niespecyficznych esteraz z zastosowaniem dioctanu fluoresceiny, bez 
naruszania struktury biofilmu. Aby tego dokonać, zmodyfikowano metodę 
opracowaną przez Liang i in. [2009]. Modyfikacja polegała na pominięciu etapu 
odrywania komórek od nośnika. Analizie poddawano cały nośnik wraz 
z nienaruszonym biofilmem. Wykonano testy adsorpcji fluoresceiny przez nośnik 
oraz autohydrolizy dioctanu fluoresceiny. Przeprowadzono optymalizację 
parametrów reakcji, takich jak sposób aplikacji dioctanu fluoresceiny, prędkość 
wytrząsania, pH buforu fosforanowego oraz czas inkubacji. W celu ustalenia 
czułości metody, analizę aktywności niespecyficznych esteraz immobilizowanych 
bakterii na nośniku przeprowadzono po inkubacji przez 24, 48 oraz 72 godzin 
w pożywce bez źródła węgla. Ponadto w celu oceny zmian strukturalnych biofilmu 
przeprowadzono w skaningowym mikroskopie elektronowym (SEM) obserwację 
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biofilmu poddanego procesowi głodzenia. Aby dokonać walidacji metody, 
uzyskane wyniki testów czułości porównano z wynikami pomiaru zużycia tlenu 
(OUR, ang. oxygen uptake rate) przez immobilizowane bakterie wraz z nośnikiem 
zgodnie z procedurą opracowaną przez De Beer i in. [1994] oraz Amon i in. [1996]. 
Szczegółowy opis modyfikacji metody analizy aktywności mikroorganizmów 
z zastosowaniem dioctanu fluoresceiny i warunków analiz znajduje się w pracy 
Dzionek i in. [2018a] zamieszczonej w rozdziale II.2 niniejszej rozprawy 
doktorskiej. 

 W kolejnym etapie badań, przeprowadzono proces immobilizacji szczepów 
Planococcus sp. S5 oraz Bacillus thuringiensis B1(2015b) na gąbce Loofah. Aby 
uzyskać najwyższą wydajność immobilizacji oraz biofilm o największej aktywności 
metabolicznej, dokonano optymalizacji warunków immobilizacji, która obejmowała 
parametry takie jak: wiek hodowli, pożywka, suplementacja glukozą, chlorkiem 
sodu lub solami metali, początkowa gęstość optyczna inokulum, czas i temperatura 
inkubacji oraz pH pożywki, a także prędkość wytrząsania. Wybór optymalnych 
warunków procesu immobilizacji dokonywano na podstawie pomiaru masy 
uzyskanego biofilmu oraz opracowanej analizy aktywności niespecyficznych 
esteraz z zastosowaniem dioctanu fluoresceiny, bez naruszania struktury biofilmu. 
Zoptymalizowana procedura immobilizacji komórek S5 przedstawiała się 
następująco: 0,75 g gąbki Loofah inkubowano w 100 ml zawiesiny komórek S5 
o gęstości optycznej 1,2 (OD600) w pożywce MSM o pH 7,2, suplementowanej 
glukozą (0,5 g/L), NaCl (10 g/L) oraz MnSO4 (0,01 g/L) i wytrząsanej przy 
prędkości 90 rpm przez 72 godziny w 30°C. Natomiast zoptymalizowany protokół 
immobilizacji komórek B1(2015b) był następujący: 0,75 g gąbki Loofah 
inkubowano w 100 ml zawiesiny komórek B1(2015b) o gęstości optycznej 
0,2 (OD600) w pożywce HCT o pH 8, suplementowanej glukozą (0,5 g/L) oraz 
MnSO4 (1 g/L) i wytrząsanej przy prędkości 110 rpm przez 48 godzin w 20°C. 
W kolejnym kroku gąbki Loofah z immobilizowanymi komórkami S5 lub 
B1(2015b) płukano dwukrotnie 0,9% roztworem NaCl i wykorzystywano 
w dalszych badaniach [Dzionek i in. 2018b; 2020].  

Aby opracować modele rozkładu naproksenu przez immobilizowane szczepy 
bakteryjne, wykonano testy kometabolicznej biodegradacji naproksenu. W tym celu 
przygotowano układy zawierające immobilizowane komórki szczepu S5 oraz 
pożywkę MSM suplementowaną naproksenem w stężeniu 6, 9, 12 lub 15 mg/L. 
Co 3 dni, układy suplementowane były glukozą w stężeniu 0,5 g/L. Aby określić 
wpływ immobilizacji na degradację leku, przygotowano układy zawierające 
zawiesiny komórek S5 oraz naproksen w analizowanych stężeniach. Ponadto 
przygotowano układ zawierający immobilizowane komórki S5 oraz pożywkę 
MSM, której suplementacja naproksenem w stężeniu 6 mg/L wykonywana była 
każdorazowo po całkowitym rozkładzie podanej dawki [Dzionek i in. 2018b]. 
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Stężenie naproksenu określano z użyciem wysokosprawnej chromatografii 
cieczowej w odwróconym układzie faz (HPLC) [Wojcieszyńska i in. 2014].  

W trakcie badań poddano analizie aktywność enzymów zaangażowanych 
w rozkład naproksenu. W tym celu przygotowano hodowle immobilizowanych 
na gąbce Loofah komórek szczepu S5 (15-dniowe) oraz nieimmobilizowanych 
zawiesin komórek S5 (15 oraz 35-dniowe) na podłożu MSM suplementowanym 
glukozą (0,5 g/L) oraz naproksenem (6 mg/L). Komórki oddzielono od medium 
poprzez wirowanie (4500g, 4ºC, 15 min), a w celu oderwania ich od nośnika 
dodatkowo zastosowano worteksowanie. Otrzymany osad komórek bakteryjnych 
zawieszono w 50 mM buforze fosforanowym o pH 7,0, poddano procesowi 
sonikacji (6 x 15 sek.) oraz ponownie zwirowano (9000g, 4ºC, 30 min.).  
 Aktywność O-demetylazy wyznaczono poprzez analizę ubytku substratu, 
kwasu wanilinowego przy λ = 260 nm. Mieszanina reakcyjna (1 ml) obejmowała 
100 mM buforu TRIS-HCl, 500 µM kwasu wanilinowego, 1 mM kwasu 
tetrahydrofoliowego oraz ekstrakt enzymatyczny. Reakcję przeprowadzano 
w warunkach beztlenowych przez 10 min. w 30ºC. Po zatrzymaniu reakcji 
metanolem, mieszaninę poddano analizie HPLC [Abe i in. 2005]. Aktywność 
monooksygenaz aromatycznych określono spektrofotometrycznie poprzez śledzenie 
szybkości utleniania NADH przy długości fali λ = 340 nm (ε = 6220 M-1 cm-1). 
Mieszanina reakcyjna zawierała 50 mM buforu fosforanowego, 200 µM NADH 
oraz 8,8 µM FAD, wybrane związki aromatyczne w stężeniu 1 mM (fenol, 
naproksen), a także ekstrakt enzymatyczny [Wojcieszyńska i in. 2011]. Aktywności 
dioksygenazy naftalenowej mierzono spektrofotometrycznie przez monitorowanie 
powstawania produktu reakcji - cis,cis-dihydrodiolu przy długości fali λ = 262 nm 
(ε = 8230 M-1 cm-1), w obecności 50 mM wysyconego naftalenem buforu 
fosforanowego Na-K [Cidaria i in. 1994]. Dla oznaczenia aktywności dioksygenazy 
1,2-gentyzynianowej kontrolowano pojawianie się produktu reakcji - 
maleilopirogronianu przy długości fali λ = 330 nm (ε = 10800 M-1 cm-1) 
w obecności 0,33 mM gentyzyny rozpuszczonej w 0,1 M buforze fosforanowym 
[Feng i in. 1999]. Aktywność dioksygenazy 1,2-salicylowej określono poprzez 
spektrofotometryczne oznaczenie powstawania produktu reakcji - kwasu 
2-oksohepta-3,5-dienodiowego przy λ = 283 nm (ε = 13600 M-1 cm-1). Mieszanina 
reakcyjna zawierała 20 µM buforu TRIS-HCl oraz 0,1 µM salicylanu [Hintner i in. 
2001]. 

Aby określić wpływ immobilizacji mikroorganizmów na rozkład naproksenu 
w systemie bioremediacyjnym skonstruowano złoża biologiczne. Każde z nich 
składało się z czterech ruchomych podjednostek o wymiarach 400 x 100 mm 
(łącznie 1600 x 100 mm), aby możliwe było wprowadzenie immobilizowanych 
na gąbce Loofah bakterii B1(2015b) na różnych wysokościach systemu. Złoża 
biologiczne augmentowano autochtoniczną mikroflorą pochodzącą z komory 
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przepływowej osadnika Imhoff’a w Krupskim Młynie – Ziętek, w celu 
ukształtowania błony biologicznej. Po 21 dniach do złóż wprowadzono 
immobilizowane komórki B1(2015b) oraz syntetyczne ścieki o następującym 
składzie: 0,317 g/L CH3COONH4, 0,04 g/L NH4Cl, 0,024 g/L K2HPO4, 
0,008 g/L KH2PO4, 0,1 g/L CaCO3, 0,2 g/L MgSO4 x 7H2O, 0,04 g/L NaCl, 
0,005 g/L FeSO4 x 7H2O, 0,5 g/L glukozy oraz 1 mg/L naproksenu w zamkniętym 
obiegu. Co 3 dni syntetyczne ścieki suplementowano glukozą oraz makro- 
i mikroelementami. W celu oceny wydajności pracy złóż biologicznych 
wykonywano pomiar chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT) metodą 
z dichromianem potasu [Dzionek i in. 2020].  

W trakcie badań określono również wpływ wprowadzenia do złoża 
biologicznego immobilizowanych na gąbce Loofah komórek B1(2015b) 
na autochtoniczną mikroflorę systemu bioremediacyjnego. W tym celu, przed 
i po procesie biodegradacji naproksenu, z próbek błony biologicznej oraz gąbek 
Loofah wyizolowano DNA oraz amplifikowano metodą PCR region V3-V5 
bakteryjnego genu 16S rRNA oraz region ITS1/ITS2 eukariotycznego genu rRNA. 
Dokonano rozdziału uzyskanych fragmentów DNA poprzez elektroforezę 
w gradiencie czynnika denaturującego (DGGE) oraz poddano sekwencjonowaniu 
[Płocinniczak i in. 2013; Anderson i in. 2003]. Na podstawie analizy intensywności 
prążków DNA na żelach DGGE wyliczono indeks Shannon’a-Wiener’a (H’) 
obrazujący różnorodność mikrobiologiczną populacji [Xia i in. 2008].  

W trakcie badań dokonano również obserwacji struktury gąbki Loofah oraz 
biofilmu z zastosowaniem skaningowej mikroskopii elektronowej. W tym celu 
fragmenty nośnika, bez lub z immobilizowanymi bakteriami B1(2015b) lub S5, 
poddano utrwaleniu w 3% glutaraldehydzie przez 24 godziny oraz 1% czterotlenku 
osmu przez 3 godziny. Kolejno, dokonano odwodnienia próbek poprzez szereg 
alkoholowy (30, 50, 70, 80, 90, 95 oraz 100% etanol) oraz poddano liofilizacji. 
Uzyskane próbki następnie pokryto złotem i analizowano w mikroskopie 
skaningowym JSM-7100F TTL LV [Dzionek i in. 2018b]. 
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I.4. Wyniki i dyskusja 
Obecnie najczęściej stosowane metody oceny wydajności immobilizacji 

zakładają wysiew oderwanych z biofilmu mikroorganizmów i szacowanie jednostek 
tworzących kolonie (CFU), bądź oznaczanie suchej masy biofilmu. Jednakże żadna 
z tych metod, nie przedstawia stanu fizjologicznego unieruchomionych komórek. 
Badania aktywności enzymatycznej immobilizowanych mikroorganizmów opierają 
się na ich uwolnieniu z macierzy, co skutkuje uzyskaniem niepełnej aktywności 
całego biofilmu. W ramach badań, podjęto próbę modyfikacji istniejącej metody 
oceny stanu fizjologicznego immobilizowanych komórek w biofilmie bazującej 
na hydrolizie dioctanu fluoresceiny (FDA) [Dzionek i in 2018a; Liang i in. 2009]. 
Modyfikacja polegała na ominięciu etapu odrywania biofilmu od nośnika 
i wykonanie testu na nienaruszonym biofilmie wraz z nośnikiem.  

Badania nad modyfikacją testu przeprowadzono na immobilizowanych 
na piance poliuretanowej (PUR) komórkach szczepu Bacillus thuringiensis 
B1(2015b). Analiza wstępna wykazała, że w badanym zakresie stężenia 
fluoresceiny (0,5–5 μg/mL), jej adsorpcja przez PUR nie przekraczała 9%, jednakże 
zależała od początkowego stężenia. Z tego względu, aby test przedstawiał 
prawidłową aktywność niespecyficznych esteraz, należy przeprowadzić analizę 
adsorpcji fluoresceiny na zastosowanym nośniku. Istotnym czynnikiem 
wpływającym na powtarzalność testu, okazał się być sposób aplikacji FDA. Wynika 
to ze złożonej i heterogennej struktury biofilmu, co utrudnia dyfuzję FDA 
do wnętrza biofilmu [Flemming i in. 2016]. Zatem najniższy współczynnik 
zmienności wynoszący 7% uzyskano w próbach, w których FDA wstrzykiwane 
było bezpośrednio w nośnik. Przeprowadzona optymalizacja warunków testu 
wykazała, że najwyższe wartości całkowitej aktywności metabolicznej (TEA) 
uzyskano podczas wytrząsania próbek w buforze fosforanowym o pH w zakresie 
7,4-7,6 przez 1 godzinę. Istotną obserwacją był brak akumulacji fluoresceiny 
w biofilmie po 1,5 godz. inkubacji.  

W celu określenia czułości testu, dokonano oceny wpływu obniżenia 
metabolizmu pod wpływem głodzenia na proces immobilizacji. W pierwszej dobie 
eksperymentu obserwowano najwyższą wartość TEA (360 ± 24 µg/g suchej masy 
na godz.), co świadczy o zużywaniu przez immobilizowane komórki 
nagromadzonych zapasów energetycznych. Wraz z wydłużaniem czasu inkubacji, 
po 72 godzinach, TEA obniżyła się dwukrotnie (170 ± 7 µg/g suchej masy na godz.) 
ze względu na wyczerpanie substancji zapasowych i ograniczenie aktywności 
metabolicznej. Uzyskane wyniki były zgodne z obserwacjami Gengenbacher 
i in. [2010] oraz Voelker i in. [1995], którzy zaobserwowali wyraźny spadek 
produkcji ATP przez szczepy Bacillus subtilis i Mycobacterium tuberculosis, 
w wyniku pozbawienia związków odżywczych. Porównując wartości TEA 
uzyskane przez unieruchomione komórki B1(2015b) oraz przez wolne komórki 
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inkubowane w tych samych warunkach zaobserwowano, że immobilizacja 
ogranicza niekorzystny wpływ głodzenia na komórki. Po 48 godzinach inkubacji 
w medium pozbawionym źródeł węgla, wartość TEA wolnych komórek B1(2015b) 
wynosiła 161 ± 17 µg/g suchej masy na godz. i utrzymywała się na takim poziomie 
aż do końca eksperymentu. Można zatem wnioskować, że minimalny endogenny 
metabolizm szczepu Bacillus thuringiensis B1(2015b) wynosi 161-170 µg/g suchej 
masy na godz. Obserwacja biofilmu dokonana z zastosowaniem skaningowej 
mikroskopii elektronowej (SEM) wykazała pozytywny wpływ głodzenia na proces 
tworzenia biofilmu. Wynika to z faktu, że niedobór substancji odżywczych indukuję 
sporulację, która promuje proces produkcji egzopolisacharydów u szczepów blisko 
spokrewnionych z B1(2015b), takich jak Bacillus subtilis i Bacillus cereus 
[Mielich‐Süss i in. 2015; Sonenshein, 2000].  

Uzyskane wyniki TEA metodą z dioctanem fluoresceiny podczas głodzenia 
porównano z wynikami pomiaru zużycia tlenu. Zaobserwowano bardzo wysoką 
korelację trendu spadku TEA oraz OUR podczas eksperymentu, co świadczy 
o wiarygodności opracowanej metody. Szczegółowe informacje dotyczące walidacji 
metody oceny stanu fizjologicznego immobilizowanych komórek bakteryjnych bez 
naruszania struktury biofilmu, a także wpływu głodzenia na unieruchomione 
na piance poliuretanowej komórki szczepu Bacillus thuringiensis B1(2015b) 
zaprezentowano w pracy Dzionek i in. [2018a] zamieszczonej w rozdziale II.2 
niniejszej pracy. 

Badania nad wpływem immobilizacji szczepów Bacillus thuringiensis 
B1(2015b) oraz Planococcus sp. S5 na gąbce Loofah na ich zdolności degradacji 
naproksenu poprzedzono optymalizacją procesu unieruchamiania, w celu uzyskania 
biofilmu charakteryzującego się najwyższą wartością TEA.  
 W trakcie optymalizacji immobilizacji szczepu Planococcus 
sp. S5 wykazano efektywniejszą indukcję wytwarzania biofilmu w obecności 
glukozy. Götz [2002] wykazał, że blisko spokrewnione z rodzajem Planococcus 
szczepy Staphylococcus aureus oraz Staphylococcus epidermidis wymagały 
suplementacji glukozą podczas immobilizacji, która indukowała syntezę adhezyn 
biorących udział w początkowej adsorpcji komórek do powierzchni nośnika. Cechą 
charakterystyczną szczepów z rodzaju Planococcus jest zwiększona tolerancja 
na stres osmotyczny. Cecha ta była również widoczna u komórek szczepu S5, 
których biofilm osiągał wyższe wartości TEA w medium dodatkowo 
suplementowanym NaCl w stężeniu 19 g/L. Fenomen ten wynika z przystosowań 
halofilów do wyższego zasolenia. Szczepy halofilne pod wpływem stresu 
osmotycznego produkują większe ilości egzopolisacharydów, których dodatkową 
funkcją jest zwiększanie pojemności wodnej biofilmu [Quarashi i in. 2012]. 
Procedura immobilizacji szczepu Planococcus sp. S5 na gąbce Loofah skutkowała 
najwyższymi wartościami TEA podczas 72 godzinnej inkubacji w minimalnej 
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pożywce mineralnej (MSM) o pH 7,2 suplementowanej glukozą (0,5 g/L), NaCl 
(19 g/L) oraz MnSO4 (0,05 g/L), wytrząsanej przy 90 rpm w 30°C oraz przy 
wysokiej koncentracji komórek (OD600 = 1,2). Uzyskany tą procedurą biofilm 
na powierzchni jednej gąbki Loofah charakteryzuję się TEA wynoszącą 
1250,26 ± 87,61 µg/g suchej masy na godz. 
 Immobilizacja szczepu Bacillus thuringiensis B1(2015b) na gąbce Loofah 
wykazała odmienne mechanizmy indukcji biofilmu. Proces unieruchamiania był 
najwydajniejszy w pH 8, w pożywce HTC bogatej w źródła węgla oraz sole 
mineralne, dodatkowo suplementowanej glukozą. Wytłumaczeniem tego zjawiska 
jest neutralizacja ujemnego ładunku ściany komórkowej oraz powierzchni nośnika 
poprzez wysoką siłę jonową bogatej pożywki HTC [Palmer i in. 2007]. Ograniczyło 
to oddziaływania elektrostatyczne i tym samym umożliwiło adhezję komórek 
B1(2015b) do gąbki Loofah. Ze względu na fakt, że mangan stymuluje sporulację 
i tym samym produkcję biofilmu u szczepów z rodzaju Bacillus, sprawdzono jak 
dodatkowa suplementacja manganem wpłynie na aktywność enzymatyczną 
biofilmu szczepu B1(2015b). Badania wykazały, że mangan w stężeniu 0,33 mM 
znacząco wpłynął na zwiększenie TEA uzyskanego biofilmu. Warto zaznaczyć, 
że Morikawa i in. [2006] zaobserwował, że mangan w stężeniu nawet 
1 M stymulował produkcję biofilmu przez szczep Bacillus subtilis B1. 
Podsumowując, immobilizacja szczepu Bacillus thuringiensis B1(2015b) na gąbce 
Loofah przebiegała najwydajniej na podłożu HTC o pH 8, suplementowanej 
glukozą (0,5 g/L) oraz MnSO4 (1 g/L), wytrząsanej przy 110 rpm w 20°C przez 
48 godziny przy niskiej koncentracji komórek (OD600 = 0,2). Biofilm szczepu 
B1(2015b) na powierzchni gąbki Loofah charakteryzował się wartością TEA 
wynoszącą 790,14 ± 40,60 µg/g suchej masy na godz. Szczegółowe informacje 
dotyczące procesów optymalizacji immobilizacji szczepów Planococcus sp. S5 oraz 
Bacillus thuringiensis B1(2015b) na gąbce Loofah zaprezentowano w pracach 
Dzionek i in. [2018b] oraz Dzionek i in. [2020] zamieszczonych odpowiednio 
w rozdziałach II.3 i II.4 niniejszej pracy. 
  W kolejnym etapie badań przeprowadzono testy biodegradacji naproksenu 
przez immobilizowane na gąbce Loofah szczepy Planococcus sp. S5 oraz Bacillus 
thuringiensis B1(2015b).  

Analiza modelu rozkładu leku przez szczep S5 została przeprowadzona 
w warunkach monokulturowych z zastosowaniem różnych stężeń naproksenu 
(6, 9, 12 oraz 15 mg/L), zarówno przez komórki unieruchomione na gąbce Loofah, 
jak i przez zawiesiny komórek. Zaobserwowano, że wolne komórki S5 były zdolne 
do całkowitego rozkładu leku w stężeniu 6, 9 oraz 12 mg/L w odpowiednio 
38, 44 oraz 62 dni. Biodegradacja najwyższego analizowanego stężenia leku 
(15 mg/L) zakończyła się po rozkładzie 29% leku w czasie trwania eksperymentu. 
Wyniki te udowodniły, że naproksen w stężeniu wyższym niż 12 mg/L wykazuje 
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działanie hamujące na wolne komórki szczepu Planococcus sp. S5. Analiza krzywej 
rozkładu leku przez szczep S5 wykazała wolniejszy przebieg degradacji 
w początkowej fazie inkubacji, który był niezależny od początkowego stężenia 
leku. W tej fazie wolne komórki S5 rozkładały 6,3 ± 3,4 µg naproksenu na godzinę. 
Po 29 dniach zaobserwowano fazę szybszej degradacji, podczas której komórki 
S5 były zdolne do rozkładu 12,0 ± 4,5 µg leku w ciągu godziny.  

Immobilizowane na gąbce Loofah komórki S5, były zdolne do całkowitej 
degradacji naproksenu w analizowanych dawkach w ciągu 17, 32, 43 oraz 53 dni. 
Zatem dzięki immobilizacji, czas rozkładu naproksenu przez szczep S5 został 
niemal dwukrotnie skrócony. Wykazano również niższą wrażliwość 
unieruchomionych komórek S5 na lek, co skutkowało całkowitym rozkładem 
najwyższej analizowanej dawki leku. Analiza szybkości rozkładu w poszczególnych 
dniach inkubacji wykazała, że tempo rozkładu leku było stałe, niezależne od dnia 
inkubacji, a także od początkowego stężenia naproksenu. Co ciekawe, prędkość 
ta wynosiła 12,1 ± 4 µg leku na godzinę i nie różniła się od tempa rozkładu 
naproksenu przez wolne komórki S5 w fazie szybszej degradacji leku. Wynika 
to z faktu, że immobilizowane komórki wykazują cechy charakterystyczne hodowli 
w fazie stacjonarnej [Flemming i in. 2016], a to właśnie w tej fazie wolne komórki 
S5 degradowały lek najwydajniej. Brak fazy adaptacyjnej immobilizowanych 
komórek S5 wskazuje na ich dobrą adaptację do rozkładu leku, nawet 
w najwyższym stężeniu. Biofilm charakteryzuje się dobrymi właściwościami 
sorpcyjnymi, a także ograniczoną dyfuzją. Dzięki tym cechom, komórki w biofilmie 
mają mniejszy kontakt z zanieczyszczeniem, który jest transportowany do komórek 
w stałym, wolniejszym tempie. W efekcie, immobilizowane komórki są mniej 
narażone na ich szkodliwe oddziaływanie, i tym samym, mogą degradować ich 
wyższe stężenia [Rahman i in. 2006]. 
 W trakcie badań sprawdzono również przebieg wielokrotnych cykli 
degradacji naproksenu w stężeniu 6 mg/L przez immobilizowane na gąbce Loofah 
komórki Planococcus sp. S5. Całkowity rozkład naproksenu był obserwowalny 
w trzech cyklach. Pierwsza i druga dawka leku została zdegradowana 
po odpowiednio 17 i 15 dniach inkubacji, w trzecim cyklu zauważono natomiast 
wolniejszy przebieg rozkładu, który trwał 21 dni. W czwartym cyklu, tylko 
27% leku uległo biodegradacji. Tempo rozkładu leku w ciągu pierwszych trzech 
cykli było podobne i wynosiło odpowiednio 14,8 ± 3,0, 16,0 ± 6,9 oraz 
11,4 ± 3,9 µg na godzinę. Jednakże immobilizowane na gąbce Loofah komórki 
szczepu Planococcus sp. S5 wykazywały pełną zdolność degradacyjną przez 55 dni, 
co sugeruje, że immobilizacja wydłuża aktywność katalityczną komórek, co może 
być efektem zwiększenia stabilności błon komórkowych [Rahman i in. 2006]. 
Dokonano także analizy w skaningowym mikroskopie elektronowym (SEM) zmian 
struktury biofilmu szczepu S5 na powierzchni gąbki Loofah, w wyniku ekspozycji 
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na kolejne dawki leku. Zaobserwowano znaczący wzrost wydzielanych 
egzopolisacharydów, co skutkowało powiększeniem bariery ochronnej przez szczep 
S5. Mechanizm ten jest odpowiedzią na obecność toksycznych czynników 
i dodatkowo zmniejsza wrażliwość komórek na ten czynnik [Zhou i in. 2013].  
 Istotną częścią badań było określenie wpływu immobilizacji komórek 
Planococcus sp. S5 na aktywność enzymów zaangażowanych w rozkład 
naproksenu. Zgodnie z pracą Domaradzka i in. [2015], dokonano analizy 
aktywności takich enzymów jak O-demetylaza, monooksygenazy aromatyczne, 
dioksygenaza naftalenowa, dioksygenaza 1,2-gentyzynianowa oraz dioksygenaza 
1,2-salicylowa. Aktywność analizowanych enzymów zarówno w ekstraktach 
wolnych, jak i immobilizowanych komórek szczepu S5 świadczy o braku zmian 
w szlaku biodegradacji naproksenu w wyniku unieruchomienia. Znaczące zmiany 
zaobserwowano natomiast w wartościach tych aktywności. Zgodnie 
z oczekiwaniami, aktywność analizowanych enzymów wolnych komórek S5 była 
niższa w fazie wolniejszego rozkładu (15 dzień degradacji). W tym samym czasie, 
aktywność większości badanych enzymów z komórek immobilizowanych była 
dwukrotnie wyższa. Zaobserwowano także znacznie wyższą aktywność 
monooksygenaz aromatycznych, po zastosowaniu naproksenu zamiast fenolu jako 
substratu reakcji. Jednakże ze względu na specyfikę metodologii wyznaczania 
aktywności aromatycznych monooksygenaz (oznaczanie redukcji NAD), 
niewykluczonym jest, że więcej enzymów należących do klasy oksydoreduktaz jest 
zaangażowanych w degradację naproksenu przez szczep Planococcus sp. S5. 
Zwiększona aktywność dioksygenazy 1,2-gentyzynianowej komórek 
immobilizowanych może świadczyć o zwiększonym udziale w rozkładzie leku 
w stosunku do dioksygenazy 1,2-salicylowej. Ze względu na zbliżone tempo 
biodegradacji naproksenu przez wolne komórki S5 w szybszej fazie rozkładu leku 
oraz komórki immobilizowane, zakładano, że aktywność analizowanych enzymów 
będzie również zbliżona. Jednakże aktywność komórek immobilizowanych 
w 15 dniu degradacji leku była znacznie wyższa niż komórek wolnych w 35 dniu, 
w wyniku czego obserwowano istotne przyspieszenie czasu degradacji leku. 
Szczegółowe informacje dotyczące przebiegu degradacji naproksenu przez szczep 
Planococcus sp. S5 w analizowanych stężeniach oraz w wielokrotnych cyklach, 
a także wpływu immobilizacji na aktywność enzymów zaangażowanych w rozkład 
naproksenu zaprezentowano w pracy Dzionek i in. [2018b] zamieszczonej 
w rozdziale II.3 niniejszej pracy. 

Badania nad przebiegiem degradacji naproksenu przez immobilizowany 
na gąbce Loofah szczep Bacillus thuringiensis B1(2015b) prowadzono w złożu 
biologicznym, zawierającym ukształtowaną autochtoniczną mikroflorę pochodzącą 
z komory przepływowej osadnika Imhoff’a w Krupskim Młynie – Ziętek. Ponadto 
sprawdzono przebieg degradacji leku przez immobilizowane komórki B1(2015b) 
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umieszczone w złożu biologicznym bez autochtonicznej mikroflory. Po 15 dniach 
inkubacji, immobilizowane komórki B1(2015b) w systemie bez autochtonicznej 
mikroflory były zdolne do degradacji 70% leku. Na podstawie przeprowadzonych 
badań wstępnych ustalono, że autochtoniczna mikroflora złoża biologicznego 
nie wykazywała zdolności do degradacji naproksenu. Po wprowadzeniu do złoża 
biologicznego immobilizowanych na gąbce Loofah komórek B1(2015b) 
zaobserwowano prawie 90% rozkład leku po 15 dniach inkubacji. Otrzymane 
wyniki wskazują na synergistyczne oddziaływania pomiędzy wprowadzonymi 
immobilizowanymi komórkami szczepu Bacillus thuringiensis B1(2015b) 
a autochtoniczną mikroflorą złoża biologicznego podczas rozkładu naproksenu. 
Tego typu interakcje w systemach bioremediacyjnych nie są do końca poznane. 
Mogą one być efektem zwiększania biodostępności zanieczyszczeń poprzez 
produkcję biosurfaktantów, wykorzystywaniem metabolitów, które nie mogą być 
dalej transformowane, wymianą czynników wzrostowych, bądź indukcją agregacji. 
Przykład synergii obserwowanej w glebie przedstawił Byss i in. [2008]. 
Zaobserwował on, że w wyniku inokulacji gleby szczepem Pleurotus ostreatus 
znacząco wzrosła liczba bakterii Gram-dodatnich i tym samym, wzrosła wydajność 
biodegradacji wielopierścieniowych węglowodorów aromatycznych przez 
te bakterie (WWA). Ponadto obecność beztlenowych bakterii z rodzaju Clostidium 
w dolnych partiach złoża biologicznego mogła przyczynić się do przyspieszenia 
rozkładu naproksenu, ze względu na posiadanie enzymów demetylujących oraz 
degradujących kwas weratrowy, bądź katechol [Mechichi i in. 2005]. 

W trakcie trwania eksperymentu monitorowano również wydajność pracy 
złoża biologicznego. Analiza chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT) 
wykazała znacznie wydajniejszą pracę złoża biologicznego z immobilizowanymi 
komórkami B1(2015b) oraz autochtoniczną mikroflorą (82,65 ± 1,91% redukcji 
ChZT w ciągu 3 dni) niż złoża biologicznego zawierającego wyłącznie 
immobilizowane komórki B1(2015b) (68,85 ± 0,074% redukcji ChZT w ciągu 
3 dni). Jednakże, immobilizowane komórki B1(2015b), były zdolne do rozkładu 
znaczącej części materii organicznej z syntetycznych ścieków, co pokazuje ich 
potencjał w bioremediacji.  

Obserwacja w skaningowym mikroskopie elektronowym powierzchni gąbki 
Loofah wraz z immobilizowanymi komórkami B1(2015b) po 15 dniach 
przebywania w złożu biologicznym wykazała, że została ona niemalże całkowicie 
zasiedlona autochtoniczną mikroflorą. Uformowany biofilm charakteryzował się 
znaczną ilością zewnątrzkomórkowych wydzielin i wykazywał zróżnicowanie 
w zależności od wysokości złoża, z której został pobrany. W dolnej i środkowej 
części złoża obserwowano głównie biofilm bakteryjny, natomiast w górnej części 
przeważały strzępki grzybowe. Ze względu na to, że komórki szczepu B1(2015b) 
nie były widoczne na powierzchni gąbek Loofah, przeprowadzono analizę 
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bakteryjnych regionów V3-V5 genu 16S rRNA z zastosowaniem elektroforezy 
w gradiencie czynnika denaturującego (DGGE), aby potwierdzić obecność komórek 
B1(2015b) w złożu biologicznym oraz ustalić zmiany jakościowe mikroflory 
bakteryjnej. Dodatkowo przeprowadzono analizę jakościową szczepów grzybowych 
poprzez analizę regionów ITS1/ITS2 genu 18S rRNA. Badania wykazały znaczące 
zmiany jakościowe społeczności autochtonicznej mikroflory bakteryjnej 
po 15 dniach ekspozycji na naproksen. Skutkowało to obniżeniem indeksu 
Shannon’a-Wiener’a o niemal połowę. Szczepy grzybowe natomiast wykazały 
mniejszą wrażliwość na naproksen, co w efekcie nie wpłynęło na zmianę indeksu 
bioróżnorodności. Badania Grenni i in. [2014] wykazały, że nawet 3-godzinna 
ekspozycja na naproksen w stężeniu 100 µg/L powodowała znaczący spadek 
żywych komórek mikroorganizmów rzeki Tyber. Naproksen w stężeniu 
10 µM spowodował także zahamowanie produkcji azotanów (III) przez bakterie 
nitryfikacyjne Nitrosomonas europaea, będące fundamentalnym szczepem 
systemów bioremediacyjnych w oczyszczalniach ścieków [Wang i in. 2011]. 

Obecność sekwencji genu 16S rRNA immobilizowanego szczepu 
B1(2015b), zarówno na gąbce Loofah, jak i wypełnieniu złoża, na różnych 
wysokościach złoża biologicznego, potwierdziła obecność szczepu i namnażanie 
się w systemie po zakończonym procesie degradacji naproksenu. Zaobserwowano 
również znaczące zmiany jakościowe społeczności bakteryjnych i grzybowych 
w wyniku wprowadzenia immobilizowanych na gąbce Loofah komórek szczepu 
B1(2015b). Obserwowano wzrost bioróżnorodności, zmiany grup dominujących, 
a także wzrost szczepów wrażliwych na naproksen. Uzyskane wyniki wskazują 
jednoznacznie na zagrożenie wynikające z ekspozycji na naproksen 
dla autochtonicznej mikroflory systemów bioremediacyjnych. Pokazują również, 
że szybka degradacja leku, skutkuje przywróceniem równowagi systemu oraz 
ogranicza eliminację cennych szczepów bakteryjnych autochtonicznej mikroflory 
systemu bioremediacyjnego. Szczegółowe informacje dotyczące degradacji 
naproksenu w złożu biologicznym przez immobilizowane na gąbce Loofah komórki 
Bacillus thuringiensis B1(2015b) oraz analizy DGGE zaprezentowano w pracy 
Dzionek i in. [2020] zamieszczonej w rozdziale II.4 niniejszej pracy. 
 

 
 

 

 



 

18 
 

I.5. Literatura 
1. Abe T., Masai E., Miyauchi K., Katayama Y., Fukuda M.: A tetrahydrofolate-

dependent O-demethylase, LigM, is crucial for catabolism of vanillate and 
syringate in Sphingomonas paucimobilis SYK-6. Journal of Bacteriology, 2005, 
187, 2030-2037 

2. Amon R. M. W., Benner R.: Photochemical and microbial consumption 
of dissolved organic carbon and dissolved oxygen in the Amazon River system. 
Geochimica et Cosmochimica Acta, 1996, 60, 1783-1792 

3. Anderson I. C., Campbell C. D., Prosser J. I.: Potential bias of fungal 
18S rDNA and internal transcribed spacer polymerase chain reaction primers 
for estimating fungal biodiversity in soil. Environmental Microbiology, 2003, 5, 
36-47 

4. Byss M., Elhottová D., Tříska J., Baldrian P.: Fungal bioremediation 
of the creosote-contaminated soil: influence of Pleurotus ostreatus and Irpex 
lacteus on polycyclic aromatic hydrocarbons removal and soil microbial 
community composition in the laboratory-scale study. Chemosphere, 2008, 73, 
1518-1523 

5. Cidaria D., Deidda F., Bosetti A.: A rapid method for naphtalene dioxygenase 
assay in whole cells of naphtalene cis-dihydrodiol dehydrogenase blocked 
Pseudomonas fluoresecens: Screening of potential inducers of dioxygenase 
activity. Applied Microbiology and Biotechnology, 1994, 41, 689-693 

6. Dalton H. M., Poulsen L. K., Halasz P., Angles M. L., Goodman A. E., 
Marshall K. C.: Substratum-induced morphological changes in a marine 
bacterium and their relevance to biofilm structure. Journal of Bacteriology, 
1994, 176, 6900-6906 

7. De Beer D., Stoodley P., Roe F., Lewandowski Z.: Effects of biofilm structures 
on oxygen distribution and mass transport. Biotechnology and Bioengineering, 
1994, 43, 1131-1138 

8. Domaradzka D., Guzik U., Hupert-Kocurek K., Wojcieszyńska D.: 
Cometabolic degradation of naproxen by Planococcus sp. strain S5. Water, Air, 
& Soil Pollution, 2015, 226, 297 

9. Dzionek A., Dzik J., Wojcieszyńska D., Guzik U.: Fluorescein Diacetate 
Hydrolysis Using the Whole Biofilm as a Sensitive Tool to Evaluate 
the Physiological State of Immobilized Bacterial Cells. Catalysts, 2018a, 8, 434 



 

19 
 

10. Dzionek A., Wojcieszyńska D., Hupert-Kocurek K., Adamczyk-Habrajska M., 
Guzik U.: Immobilization of Planococcus sp. S5 strain on the loofah sponge 
and its application in naproxen removal. Catalysts, 2018b, 8, 176 

11. Feng Y., Khoo H. E., Poh C. L.: Purification and characterization of gentisate 
1, 2-dioxygenases from Pseudomonas alcaligenes NCIB 9867 
and Pseudomonas putida NCIB 9869. Applied and Environmental 
Microbiology, 1999, 65, 946-950 

12. Flemming H. C., Wingender J., Szewzyk U., Steinberg P., Rice S. A., 
Kjelleberg S.: Biofilms: an emergent form of bacterial life. Nature Reviews 
Microbiology, 2016, 14(9), 563-575 

13. Gengenbacher M., Rao S. P., Pethe K., Dick T.: Nutrient-starved, 
non-replicating Mycobacterium tuberculosis requires respiration, ATP synthase 
and isocitrate lyase for maintenance of ATP homeostasis and viability. 
Microbiology, 2010, 156, 81-87 

14. Götz F.: Staphylococcus and biofilms. Molecular Microbiology, 2002, 43, 
1367-1378 

15. Greń I., Wojcieszyńska D., Guzik U., Perkosz M., Hupert-Kocurek K.: 
Enhanced biotransformation of mononitrophenols by Stenotrophomonas 
maltophilia KB2 in the presence of aromatic compounds of plant origin. World 
Journal of Microbiology and Biotechnology, 2010, 26, 289-295 

16. Grenni P., Patrolecco L., Ademollo N., Di Lenola M., Caracciolo A. B.: 
Capability of the natural microbial community in a river water ecosystem 
to degrade the drug naproxen. Environmental Science and Pollution Research, 
2014, 21, 13470-13479 

17. Grenni P., Patrolecco L., Ademollo N., Tolomei A., Caracciolo A. B.: 
Degradation of gemfibrozil and naproxen in a river water ecosystem. 
Microchemical Journal, 2013, 107, 158-164 

18. Hintner J. P., Lechner C., Riegert U., Kuhm A. E., Storm T., Reemtsma T., 
Stolz A.: Direct ring fission of salicylate by a salicylate 1, 2-dioxygenase 
activity from Pseudaminobacter salicylatoxidans. Journal of Bacteriology, 
2001, 183, 6936-6942 

19. Isidori M., Lavorgna M., Nardelli A., Parrella A., Previtera L., Rubino M.: 
Ecotoxicity of naproxen and its phototransformation products. Science 
of the Total Environment, 2005, 348, 93-101 



 

20 
 

20. Lecadet M. M., Blondel M. O., Ribier J.: Generalized transduction in Bacillus 
thuringiensis var. berliner 1715 using bacteriophage CP-54Ber. Microbiology, 
1980, 121, 203-212 

21. Liang Y., Zhang X., Dai D., Li G.: Porous biocarrier-enhanced biodegradation 
of crude oil contaminated soil. International Biodeterioration & Biodegradation, 
2009, 63, 80-87 

22. Ma F., Guo J. B., Zhao L. J., Chang C. C., Cui D.: Application 
of bioaugmentation to improve the activated sludge system into the contact 
oxidation system treating petrochemical wastewater. Bioresource Technology, 
2009, 100, 597-602 

23. Marchlewicz A., Domaradzka D., Guzik U., Wojcieszyńska D.: Bacillus 
thuringiensis B1 (2015b) is a gram-positive bacteria able to degrade naproxen 
and ibuprofen. Water, Air, & Soil Pollution, 2016, 227, 197 

24. Martins S. C. S., Martins C. M., Fiúza L. M. C. G., Santaella S. T.: 
Immobilization of microbial cells: A promising tool for treatment of toxic 
pollutants in industrial wastewater. African Journal of Biotechnology, 2013, 12, 
4412-4418 

25. Mechichi T., Patel B. K., Sayadi S.: Anaerobic degradation of methoxylated 
aromatic compounds by Clostridium methoxybenzovorans and 
a nitrate-reducing bacterium Thauera sp. strain Cin3, 4. International 
Biodeterioration & Biodegradation, 2005, 56, 224-230 

26. Mielich‐Süss B., Lopez D.: Molecular mechanisms involved in Bacillus subtilis 
biofilm formation. Environmental Microbiology, 2015, 17, 555-565 

27. Morikawa M., Kagihiro S., Haruki M., Takano K., Branda S., Kolter R., 
Kanaya S.: Biofilm formation by a Bacillus subtilis strain that produces 
γ-polyglutamate. Microbiology, 2006, 152, 2801-2807 

28.  Palmer J., Flint S., Brooks J.: Bacterial cell attachment, the beginning 
of a biofilm. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, 2007, 34, 
577-588 

29. Płociniczak T., Sinkkonen A., Romantschuk M., Piotrowska-Seget Z.: 
Characterization of Enterobacter intermedius MH8b and its use for 
the enhancement of heavy metals uptake by Sinapis alba L. Applied Soil 
Ecology, 2013, 63, 1-7 



 

21 
 

30. Qurashi A. W., Sabri A. N.: Bacterial exopolysaccharide and biofilm formation 
stimulate chickpea growth and soil aggregation under salt stress. Brazilian 
Journal of Microbiology, 2012, 43, 1183-1191 

31. Rahman R. N. Z. A., Ghazali F. M., Salleh A. B., Basri M.: Biodegradation 
of hydrocarbon contamination by immobilized bacterial cells. Journal 
of Microbiology, 2006, 44, 354-359 

32. Sonenshein A. L.: Control of sporulation initiation in Bacillus subtilis. Current 
Opinion in Microbiology, 2000, 3, 561-566 

33. Tuson H. H., Weibel D. B.: Bacteria–surface interactions. Soft Matter, 2013, 9, 
4368-4380 

34. Voelker U., Voelker A., Maul B., Hecker M., Dufour A., Haldenwang W. G.: 
Separate mechanisms activate sigma B of Bacillus subtilis in response 
to environmental and metabolic stresses. Journal of Bacteriology, 1995, 177, 
3771-3780 

35. Wang S., Gunsch C. K.: Effects of selected pharmaceutically active compounds 
on the ammonia oxidizing bacterium Nitrosomonas europaea. Chemosphere, 
2011, 82, 565-572 

36. Wojcieszyńska D., Domaradzka D., Hupert-Kocurek K., Guzik U.: Bacterial 
degradation of naproxen–undisclosed pollutant in the environment. Journal 
of Environmental Management, 2014, 145, 157-161 

37. Wojcieszyńska D., Domaradzka D., Hupert-Kocurek K., Guzik U.: Enzymes 
involved in naproxen degradation by Planococcus sp. S5. Polish Journal 
of Microbiology, 2016, 2, 177-182 

38. Wojcieszyńska D., Guzik U., Greń I., Perkosz M., Hupert-Kocurek K.: 
Induction of aromatic ring: cleavage dioxygenases in Stenotrophomonas 
maltophilia strain KB2 in cometabolic systems. World Journal of Microbiology 
and Biotechnology, 2011, 27, 805-811 

39. Xia S., Li J., Wang R.: Nitrogen removal performance and microbial 
community structure dynamics response to carbon nitrogen ratio in a compact 
suspended carrier biofilm reactor. Ecological Engineering, 2008, 32, 256-262 

40. Xu Y., Lu M.: Bioremediation of crude oil-contaminated soil: comparison 
of different biostimulation and bioaugmentation treatments. Journal 
of Hazardous Materials, 2010, 183, 395-401 



 

22 
 

41. Zhou D., Dong S., Gao L., Liu M., Niu S.: Distribution characteristics of 
extracellular polymeric substances and cells of aerobic granules cultivated in a 
continuous‐flow airlift reactor. Journal of Chemical Technology & 
Biotechnology, 2013, 88, 942-947 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

23 
 

II. Publikacje wchodzące w skład rozprawy 

II.1.   

Dzionek A., Wojcieszyńska D., Guzik U.: Natural carriers in bioremediation: 
A review. Electronic Journal of Biotechnology, 2016, 19, 28-3 





















 

33 
 

II.2.   

Dzionek A., Dzik J., Wojcieszyńska D., Guzik U.: Fluorescein Diacetate Hydrolysis 
Using the Whole Biofilm as a Sensitive Tool to Evaluate the Physiological State 
of Immobilized Bacterial Cells. Catalysts, 2018, 8, 434 

































 

49 
 

II.3.   

Dzionek A., Wojcieszyńska D., Hupert-Kocurek K., Adamczyk-Habrajska M., Guzik 
U.: Immobilization of Planococcus sp. S5 strain on the loofah sponge and 
its application in naproxen removal. Catalysts, 2018, 8, 176 













































 

71 
 

II.4.   

Dzionek A., Wojcieszyńska D., Adamczyk-Habrajska M., Guzik U.: Enhanced 
Degradation of Naproxen by Immobilization of Bacillus thuringiensis B1 (2015b) 
on Loofah Sponge. Molecules, 2020, 25, 872 









(a)



































 

92 
 

III. Podsumowanie 

1. Dokonano modyfikacji i walidacji testu pozwalającego na ocenę stanu 
fizjologicznego immobilizowanych komórek w biofilmie, bazującego 
na hydrolizie dioctanu fluoresceiny. 

2. Na podstawie wyników optymalizacji procesu immobilizacji szczepów 
Planococcus sp. S5 oraz Bacillus thuringiensis B1(2015b) na gąbce Loofah 
poznano mechanizmy indukcji biofilmu przez te szczepy. 

3. W wyniku immobilizacji na gąbce Loofah komórek Planococcus sp. S5 
zmniejszono wrażliwość szczepu na naproksen. W efekcie rozkład leku został 
niemal dwukrotnie przyspieszony, a także możliwa była degradacja 
najwyższego analizowanego stężenia naproksenu, który na wolne komórki S5 
wykazywał działanie hamujące. 

4. Immobilizowany na gąbce Loofah szczep Planococcus sp. S5 wykazywał pełną 
aktywność degradacyjną przez 55 dni, w ciągu których zdegradowane zostały 
3 dawki naproksenu. 

5. Nie zaobserwowano zmian szlaku degradacji naproksenu przez szczep 
Planococcus sp. S5 w wyniku immobilizacji. Obserwowano natomiast znaczące 
zmiany w wartościach aktywności następujących enzymów zaangażowanych 
w rozkład naproksenu: O-demetylazy, monooksygenazy aromatycznej, 
dioksygenazy naftalenowej, dioksygenazy 1,2-gentyzynianowej 
oraz dioksygenazy 1,2-salicylowej. 

6. Bioaugmentacja złoża biologicznego immobilizowanymi na gąbce Loofah 
komórkami Bacillus thuringiensis B1(2015b) skutkowała synergistycznymi 
oddziaływaniami pomiędzy wprowadzonymi komórkami B1(2015b) 
a autochtoniczną mikroflorą. Spowodowało to znaczące przyspieszenie 
rozkładu naproksenu w złożu biologicznym. 

7. Ekspozycja autochtonicznej mikroflory złoża biologicznego na naproksen 
skutkowała znaczącym zubożeniem bioróżnorodności społeczności 
bakteryjnych obecnych w złożu.  

 

 

 

 

 

 



 

93 
 

IV. Streszczenie 

Obecnie pojawia się coraz więcej doniesień o obecności farmaceutyków, 
w tym niesteroidowych leków przeciwzapalnych, w środowisku naturalnym. 
Jednym z nich jest naproksen, który nie ulega całkowitej biodegradacji 
w organizmie człowieka. Dodatkowo, oczyszczalnie ścieków nie są przystosowane 
do jego utylizacji. W ostatnich latach wyizolowano i opisano szczepy bakteryjne, 
charakteryzujące się zwiększonymi możliwościami degradacyjnymi naproksenu. 
Celem pracy doktorskiej była immobilizacja szczepów bakteryjnych zdolnych 
do degradacji naproksenu. Dokonano charakterystyki zastosowanego nośnika oraz 
utworzonych na jego powierzchni biofilmów bakteryjnych. Ustalono wpływ 
unieruchamiania na przebieg rozkładu leku w warunkach monokulturowych, a także 
w obecności autochtonicznej mikroflory złoża biologicznego. Ponadto zbadano 
zmiany aktywności enzymów zaangażowanych w rozkład naproksenu w wyniku 
immobilizacji.  

Badania nad wpływem immobilizacji na biodegradację naproksenu 
rozpoczęto przeprowadzeniem optymalizacji procesu unieruchamiania. Jednakże, 
aby poprawnie ocenić stan fizjologiczny immobilizowanych bakterii w biofilmie, 
zmodyfikowano metodę bazującą na hydrolizie dioctanu fluoresceiny. 
Wprowadzona modyfikacja polegała na ominięciu odrywania biofilmu od nośnika 
i przeprowadzenie testu na nienaruszonym biofilmie wraz z nośnikiem. 
Opracowana procedura zakłada wytrząsanie próbek w buforze fosforanowym o pH 
w zakresie 7,4-7,6 przez 1 godzinę, a wynik wyrażano jako całkowitą aktywność 
metaboliczną (TEA). Analiza czułości testu, w trakcie której mierzono zmiany TEA 
w wyniku głodzenia pozwoliła wyznaczyć minimalny endogenny metabolizm 
szczepu Bacillus thuringiensis B1(2015b), wynoszący 161-170 μg/g suchej masy 
na godz. Zaobserwowano również, że niedobór substancji odżywczych indukuje 
na powierzchni pianki poliuretanowej proces tworzenia biofilmu przez komórki 
szczepu B1(2015b).  

W wyniku optymalizacji unieruchamiania szczepu Planococcus sp. S5 
na gąbce Loofah zaobserwowano, że najwyższe wartości TEA (1250,26 ± 87,61 
μg/g suchej masy na godz.) osiągano podczas 72-godzinnej inkubacji w minimalnej 
pożywce mineralnej (MSM) o pH 7,2 dodatkowo suplementowanej glukozą, 
NaCl oraz MnSO4, wytrząsanej przy 90 rpm w 30°C oraz przy wysokiej 
koncentracji komórek. Szczep Bacillus thuringiensis B1(2015b) immobilizowany 
na gąbce Loofah wykazywał największe wartości TEA (790,14 ± 40,60 μg/g suchej 
masy na godz.) po 48-godzinnej inkubacji w podłożu HTC o pH 8, 
suplementowanej glukozą oraz MnSO4, wytrząsanej przy 110 rpm w 20°C przy 
niskiej koncentracji komórek. 

Analiza rozkładu naproksenu przez szczep Planococcus sp. S5 wykazała 
działanie hamujące leku w stężeniu wyższym niż 12 mg/L na wolne komórki tego 
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szczepu. Zaobserwowano, że wolne komórki S5 były zdolne do całkowitego 
rozkładu leku w stężeniu 6, 9 oraz 12 mg/L w odpowiednio 38, 44 oraz 62 dni. 
Rozkład leku przebiegał dwufazowo. Pierwsza faza, trwająca 29 dni 
charakteryzowała się wolniejszym rozkładem naproksenu. Podczas drugiej fazy 
obserwowano dwukrotnie szybszy rozkład leku. Immobilizowane na gąbce Loofah 
komórki S5 były zdolne do całkowitej degradacji leku we wszystkich 
analizowanych stężeniach, a tempo rozkładu było stałe, niezależne od dnia 
inkubacji oraz zbliżone do szybkości degradacji w trakcie II fazy przeprowadzanej 
przez komórki wolne. Badania nad przebiegiem wielokrotnych cykli degradacji 
naproksenu w najniższym analizowanym stężeniu wykazały, że w wyniku 
immobilizacji, komórki Planococcus sp. S5 zachowały pełną zdolność 
degradacyjną przez 55 dni, rozkładając w tym czasie 3 dawki leku. W trakcie 
rozkładu leku, komórki S5 wydzielały znaczne ilości egzopolisacharydów w celu 
zwiększenia bariery ochronnej przed naproksenem. Badania nad wpływem 
immobilizacji szczepu Planococcus sp. S5 na aktywność enzymów 
zaangażowanych w rozkład naproksenu wykazały, że immobilizacja nie 
spowodowała zmiany szlaku jego degradacji. Zaobserwowano natomiast znaczące 
zmiany w wartościach tych aktywności. Wykazano, że aktywność enzymatyczna w 
I fazie rozkładu leku przez wolne komórki S5 była znacznie niższa niż w fazie 
szybszego rozkładu. Pomimo zbliżonego tempa degradacji leku przez wolne 
komórki S5 w II fazie oraz przez immobilizowane komórki S5, aktywność 
analizowanych enzymów komórek immobilizowanych była znacznie wyższa niż 
wolnych komórek.  

Przebieg biodegradacji naproksenu przez immobilizowane na gąbce Loofah 
komórki szczepu Bacillus thuringiensis B1(2015b) monitorowano w złożu 
biologicznym augmentowanym autochtoniczną mikroflorą pochodzącą z komory 
przepływowej osadnika Imhoff’a w Krupskim Młynie – Ziętek. Analiza wykazała, 
że immobilizowane komórki B1(2015b) zdegradowały 70% naproksenu w stężeniu 
1 mg/L w nieaugmentowanym złożu biologicznym. Natomiast w obecności 
autochtonicznej mikroflory, unieruchomione komórki B1(2015b) w tym samym 
czasie rozłożyły 90% leku. Uzyskane wyniki ukazały synergistyczne oddziaływania 
pomiędzy autochtoniczną mikroflorą złoża biologicznego a wprowadzonymi 
komórkami B1(2015b), które skutkowały przyspieszeniem biodegradacji 
naproksenu. Dzięki analizie bakteryjnych regionów V3-V5 genu 16S rRNA 
z zastosowaniem elektroforezy w gradiencie czynnika denaturującego (DGGE), 
potwierdzono, że wprowadzony szczep Bacillus thuringiensis B1(2015b) był 
zdolny do przetrwania oraz namnażania się w złożu biologicznym po zakończonym 
procesie degradacji naproksenu. Ponadto przeprowadzono analizę zmian 
jakościowych populacji bakteryjnych oraz grzybowych autochtonicznej mikroflory 
złoża biologicznego po ekspozycji na naproksen, a także po wprowadzeniu 
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immobilizowanych komórek B1(2015b). Wykazano, że naproksen spowodował 
wyraźne obniżenie bioróżnorodności mikroflory bakteryjnej. Szczepy grzybowe 
charakteryzowały się mniejszą wrażliwością na lek. Natomiast w wyniku 
wprowadzenia immobilizowanych komórek B1(2015b), które były zdolne 
do szybkiej eliminacji leku, obserwowano wzrost bioróżnorodności mikroflory 
bakteryjnej oraz grzybowej.  
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V. Summary 

 More and more researches are reporting the presence of pharmaceuticals, 
especially non-steroidal anti-inflammatory drugs in the natural environment. One 
of them, naproxen is not fully degraded in the human body. Additionally, 
wastewater treatment plants are not adapted to its utilization. In recent years, 
bacterial strains which are characterized by increased naproxen degradation 
potential have been isolated and described. Therefore, the aim of the doctoral 
dissertation was to immobilize bacterial strains capable to degrade naproxen. 
The characteristics of the carrier used and bacterial biofilms formed on its surface 
were made. The effect of immobilization on the course of drug degradation 
in monocultural conditions, as well as in the presence of autochthonous microflora 
of the trickling filter was determined. In addition, changes in the activity 
of enzymes involved in naproxen degradation as a result of immobilization 
were investigated. 

 Studies on the effects of immobilization on the biodegradation of naproxen 
began with the optimization of the immobilization process. However, to correctly 
assess the physiological state of immobilized bacteria in the biofilm, the method 
based on the fluorescein diacetate hydrolysis was modified. The modification 
was to omit the detachment of the biofilm from the carrier and conducting the test 
on the intact biofilm together with the carrier. The developed procedure assumed 
shaking of samples in phosphate buffer with a pH in the range of 7.4-7.6 for 1 hour 
and the result was expressed as total metabolic activity (TEA). The sensitivity 
assay, during which changes in TEA as a result of starvation were measured, 
allowed to determine the minimal endogenous metabolism of the Bacillus 
thuringiensis B1(2015b) which was equal to 161-170 μg/g dry weight per hour. 
It was also observed that nutrient deficiency induced biofilm formation 
by B1(2015b) cells on the surface of polyurethane foam. 

 As a result of optimization of the immobilization of the strain Planococcus 
sp. S5 on Loofah sponge, it was observed that the highest TEA values 
(1250.26 ± 87.61 μg/g dry weight per hour) were achieved during 72-hour 
incubation in mineral salt medium (MSM; pH 7.2) additionally supplemented with 
glucose, NaCl and MnSO4, shaken at 90 rpm at 30°C and with high cell 
concentration. Strain Bacillus thuringiensis B1(2015b) immobilized on the Loofah 
sponge showed the highest TEA values (790.14 ± 40.60 μg/g dry weight per hour) 
after 48-hour incubation in HTC medium (pH 8), supplemented with glucose 
and MnSO4, shaken at 110 rpm at 20°C with low cell concentration.  

 Analysis of naproxen degradation by Planococcus sp. S5 strain showed 
an inhibitory effect at a concentration higher than 12 mg/L on free S5 cells. It was 
observed that free S5 cells were able to completely degrade the drug 
in a concentration of 6, 9 and 12 mg/L in 38, 44 and 62 days, respectively. 
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The degradation of the drug proceed in two phases. The first phase, lasting 29 days, 
was characterized by a slower naproxen degradation rate. During the second phase, 
drug degradation was twice as fast. Immobilized S5 cells on Loofah sponge were 
able to completely degrade the drug in all analyzed concentrations, and 
the degradation rate was constant, independent of the day of incubation and similar 
to degradation during phase II performed by free cells. Studies on the course 
of repeated cycles of naproxen degradation at the lowest analyzed concentration 
showed that as a result of immobilization, Planococcus sp. S5 cells maintained full 
degradation capacity for 55 days, during which degraded 3 doses of the drug. 
Additionally, during naproxen degradation, S5 cells secreted significant amounts 
of exopolysaccharides to increase the protective barrier against naproxen. Studies 
on the impact of the Planococcus sp. S5 immobilization on the activity of enzymes 
involved in naproxen degradation have shown that immobilization did not change 
the degradation pathway. However, significant changes were observed in the values 
of these activities. It was shown that the enzymatic activity in the first phase of drug 
degradation by free S5 cells was much lower than in the faster degradation phase. 
Despite the similar rate of drug degradation by free S5 cells in phase II and by 
immobilized S5 cells, the activity of the analyzed enzymes of immobilized cells was 
significantly higher than that of free cells. 

The naproxen biodegradation by Bacillus thuringiensis B1(2015b) 
immobilized on the Loofah sponge was monitored in a trickling filter augmented 
with autochthonous microflora from the Imhoff tank flow chamber in Krupski 
Młyn – Ziętek. Analysis showed that immobilized B1(2015b) cells degraded 
70% of naproxen at a concentration of 1 mg/L in the trickling filter without 
autochthonous microflora. However, in the presence of indigenous microflora, 
immobilized B1(2015b) cells at the same time degraded 90% of the drug. Obtained 
results showed synergistic interactions between the autochthonous microflora 
of the trickling filter and introduced B1(2015b) cells, which resulted in acceleration 
of naproxen biodegradation. By analyzing the bacterial V3-V5 regions 
of the 16S rRNA gene using denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), it was 
confirmed that the introduced Bacillus thuringiensis B1(2015b) was able to survive 
and multiply in the trickling filter after the process of naproxen degradation. 
In addition, an analysis of the qualitative changes of bacterial and fungal 
communities of autochthonous microflora after exposure to naproxen, as well 
as after the introduction of immobilized B1(2015b) was performed. Naproxen has 
been shown to cause a significant reduction in bacterial microflora biodiversity. 
Fungal strains were less sensitive to the drug. However, as a result 
of the introduction of immobilized B1(2015b) cells, which were able to quickly 
eliminate the drug, an increase in the biodiversity of bacterial and fungal microflora 
was observed. 
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VI. Oświadczenia doktoranta i współautorów 

 
 














