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1. WPROWADZENIE

Ochrona zasobow wodnych to jedno z najwazniejszych wyzwan wspoétczesnego swiata,
a zabezpieczenie ich przed zanieczyszczeniami pochodzenia antropogenicznego to gtéwne
zadanie kazdej oczyszczalni $ciekéw. Podstawowym zagrozeniem dla ekosystemdéw wodnych
s3 wywotujgce eutrofizacje pierwiastki biogenne, wsréd ktérych jednym z dwdch
najwazniejszych jest azot. Do najbardziej przyjaznych srodowisku i rozpowszechnionych
metod oczyszczania $ciekdw nalezg metody biologiczne. Aktualnie w wiekszosci tych
systemow do usuwania zwigzkéw azotu wykorzystuje sie potgczenie dwdch procesdw:
nitryfikacji, w czasie ktérej azot amonowy utleniany jest do azotandéw (lll), a nastepnie
azotandéw (V) oraz denitryfikacji, podczas ktérej azotany (V) redukowane sg do azotu
czasteczkowego. Pierwszy z tych procesébw prowadzony jest przez grupe
chemolitoautotroficznych bakterii tlenowych, a drugi przez heterotroficzne bakterie
beztlenowe. Ze wzgledu na tlenowy charakter pierwszego z proceséw wymagane jest
napowietrzanie reaktorow biologicznych, w ktérych ten proces zachodzi. Stanowi to jeden
z najwiekszych wydatkéw energetycznych oczyszczalni sciekdw. Czesto takze konieczne jest
dozowanie dodatkowego, zewnetrznego Zrdodta wegla organicznego niezbednego do procesu
denitryfikacji. Z tego wzgledu, coraz czesciej zwraca sie uwage na zastosowanie
alternatywnego procesu biologicznego - beztlenowego utleniania azotu amonowego

(anammox), eliminujgcego wyzej wymienione problemy eksploatacyjne.

1.1. Proces anammox

Proces anammox prowadzony jest przez bakterie nalezgce do typu Planctomycetes.
Jest to proces anoksyczny iautotroficzny, ktéry umozliwia utlenienie azotu amonowego
do azotu czgsteczkowego, wykorzystujgc jako akceptor elektrondw azotany (lll). Oznacza to,
Ze proces anammox nie wymaga napowietrzania, ani zrédta wegla organicznego, niezbednego
w procesach heterotroficznych. W takiej sytuacji wymagane jest utlenienie do azotu
azotanowego (lll) tylko potowy azotu amonowego, co umozliwia znaczne zmniejszenie

kosztéw eksploatacyjnych wzgledem tradycyjnych metod, o nawet 90% [Jetten i wsp., 2001].



Ponadto, pozwala on na znaczne ograniczenie emisji gazéw cieplarnianych: dwutlenku wegla
i tlenku azotu (IV) [Ma i wsp., 2016], a takze wiekszg szybkos¢ usuwania azotu przy mniejszej

o nawet 90% produkcji osadu nadmiernego [Jetten i wsp., 2001].

Mniejsza produkcja osadu zwigzana jest z bardzo dtugim czasem podwojenia bakterii
anammox. Chociaz wedtug najnowszych badan moze on by¢ skrécony do nawet 2,1 dnia [Lotti
i wsp., 2015a; Zhang i wsp., 2017], to wiekszo$¢é badan wskazuje, ze wynosi on od 10 do 20 dni
[Kuenen, 2008; Jetten i wsp., 2009]. Tak wolny wzrost wymaga dtugiego czasu na wpracowanie
procesu w nowym bioreaktorze, a takze wydtuza czas regeneracji po ewentualnej awarii.
Co wiecej, sg to wartosci szybkos$ci wzrostu w warunkach optymalnej temperatury, a wiec
w zakresie od 30 do 40°C [Jetten i wsp., 2009, Jin i wsp., 2012]. Ponizej 25°C aktywno$¢ bakterii
anammox znacznie spada [Lotti i wsp., 2015b]. Kolejnym ograniczeniem procesu anammox
jest obecnosé w sciekach zwigzkdw organicznych, ktére powoduja, ze autotroficzne bakterie
anammox mogg by¢ wypierane przez heterotroficzne denitryfikatory. To wszystko,
w potgczeniu z szeregiem innych czynnikdw (pH, stezenie tlenu, stezenie substratow)
wptywajacych na efektywnosé procesu [Jin i wsp., 2012], czyni go wrazliwym na wszelkie
zmiany parametrow technologicznych. W Tabeli 1 zestawiono zalety i wady wynikajgce

z zastosowania procesu anammox.

Tabela 1. Zalety i wady systemu czesciowej nitryfikacji - anammox w poréwnaniu do systemu
nitryfikacji - denitryfikacji na podstawie Publikacji 1 [van Dongen i wsp., 2001; Siegrist i wsp., 2008;
Jin i wsp., 2012; Nozhevnikova i wsp., 2012; Hu i wsp., 2013; Lackner i wsp., 2014; Ma i wsp., 2016].

WADY ZALETY

o  Wieksza szybkos¢ usuwania azotu

e Mozliwos¢ oczyszczania Sciekdw
o wysokim stezeniu azotu

e Redukcja zapotrzebowania na tlen
(o nawet 60%)

e Brak zapotrzebowania na zrédto wegla
organicznego

e Redukcja kosztow (o nawet 60%)

e Mniejsze zapotrzebowanie na
przestrzen

e Mhniejsza produkcja osadu nadmiernego
(o nawet 90%)

e Zmniejszenie emisji gazéw
cieplarnianych (CO,iN,0) o nawet 90%

e Niska szybkos¢ wzrostu biomasy

¢ Wymagane skuteczne zatrzymanie biomasy
w reaktorze

e Wysoka optymalna temperatura (30 - 40°C)

e Wymagane niskie stezenie zwigzkow
organicznych w sciekach

e Dtugi czas rozruchu instalacji (100 - 390 dni)

e Produkcja azotanow (V)

e Duza wrazliwo$¢ na zmiany warunkéw
prowadzenia procesu (np. temperature, pH,
stezenie substratow)

e Duza liczba potencjalnych inhibitoréw: tlen,
metale ciezkie, zasolenie, siarczki




Szczegdtowg charakterystyke procesu anammox przedstawiono w stanowigcym
podstawe rozprawy doktorskiej artykule przeglagdowym pt. ,Influence of temperature and pH

on the anammox process: A review and meta-analysis” (Publikacja 1).

1.2. Zastosowanie procesu anammox

Poniewaz substratami procesu anammox sg azot amonowy i azotany (lll), musi on by¢
poprzedzony czesciowq nitryfikacjg, w wyniku ktérej okoto potowa azotu amonowego jest
utleniana do azotandw (lll) przez nitryfikatory | fazy. Takie potaczenie to proces czesciowej
nitryfikacji — anammox (ang. Partial Nitrification/Anammox, PN/A). W ostatnich latach
obserwuje sie na $wiecie znaczny wzrost liczby petnoskalowych instalacji wykorzystujacych
proces anammox. Wedtug danych literaturowych, pierwsze wdrozenie miato miejsce w 2002
roku [van der Star i wsp., 2007]. W roku 2008 istniato juz co najmniej 5 instalacji [Jetten i wsp.,
2009], a wedtug ostatnich informacji z roku 2014, byfo to juz ponad 100 obiektdw [Lackner
i wsp., 2014]. Okoto potowe tych instalacji stanowig sekwencyjne reaktory porcjowe (SBR),
ale spotyka sie tez reaktory biologiczne ze ztozem ruchomym (ang. Moving Bed Biofilm
Reactor, MBBR) oraz reaktory z osadem granulowanym [Lackner i wsp., 2014]. Pomimo
szybkiego wzrostu liczby takich oczyszczalni, s3 one ograniczone gtéwnie do S$ciekdw
charakteryzujgcych sie wysokim tadunkiem azotu, niskim tadunkiem zwigzkdw organicznych
oraz temperaturg powyzej 25°C [van Hulle i wsp., 2010]. Nalezg do nich odcieki

sktadowiskowe, wody po odwadnianiu osadéw $ciekowych i scieki przemystowe.

Najwieksze korzysci przyniostoby jednak wdrozenie procesu anammox w gtéwnym
ciggu technologicznym miejskiej oczyszczalni Sciekdéw, gdzie jego uzycie wygenerowatoby
ogromne oszczednosci energii elektrycznej [Cao i wsp., 2017]. Gtéwny wydatek energetyczny
oczyszczalni sciekdw zwigzany jest z napowietrzaniem reaktoréw biologicznych. Moze
on stanowi¢ od 50 do nawet 80% catkowitego zapotrzebowania na energie [Siegrist i wsp.,
2008; Guiwsp., 2018]. Dlatego tez, proces anammox wymieniany jest jako element niezbedny
do osiggniecia neutralnego, a nawet dodatniego bilansu energetyczny obiektu [Siegrist i wsp.,
2008; Bozkurt i wsp., 2016; Cao i wsp., 2017]. Obliczenia wskazujg na to, ze wprowadzenie

procesu PN/A do gtéwnego ciggu technologicznego komunalnej oczyszczalni $ciekow, przy



jednoczesnej fermentacji osadéw Sciekowych, pozwoli na zmniejszenie zuzycia energii o 50%
[Siegrist i wsp., 2008]. Natomiast wyniki przedstawione przez Khiewwijit i wsp. [2015]
wskazujg, ze zastgpienie konwencjonalnego systemu nitryfikacji - denitryfikacji przez proces
PN/A pozwoli na zmiane bilansu energetycznego obiektu z ujemnego (- 0,08 kWh/m?3)

na dodatni (0,24 kWh/m?3).

Dlatego tez na catym Swiecie prowadzone sg intensywne badania, ktérych celem jest
wprowadzenie procesu anammox do gtéwnego ciggu komunalnej oczyszczalni Sciekéw
[Caoiwsp., 2017]. Aby zrealizowac ten cel, nalezy zmierzy¢ sie z trudng z punktu widzenia
tego procesu charakterystykg S$ciekdow komunalnych. Wymienia sie tutaj trzy gtédwne
przeszkody: obecnos¢ zwigzkdéw organicznych, niskie stezenia azotu (< 100 mg N/L) oraz niska
temperature (< 15 - 20°C) [van Hulle i wsp., 2010, Cao i wsp., 2017]. Jak juz wspomniano,
zwigzki organiczne stymulujg wzrost denitryfikatorow, mogacych zdominowac bakterie
anammox, z ktérymi bakterie te wspodtzawodniczg o substraty. Niskie stezenie azotu utrudnia
supresje niepozadanych nitryfikatoréw Il fazy, szczegdlnie w niskiej temperaturze (10 - 15°C),
bedgcej ostatnig z wymienionych przeszkdd, ktéra powoduje znaczny spadek aktywnosci

i szybkosci wzrostu bakterii anammox.

1.3. Proces anammox w niskich temperaturach

Przystosowanie procesu anammox do niskich temperatur (10 - 20°C) to obecnie jeden
z wiodgcych trendéw w dziedzinie biologicznych metod usuwania azotu ze $ciekéw. W takich
temperaturach okreslany jest on czesto jako ,.zimny anammox”. Przeglad badan dotyczacych
wpiywu temperatury na proces anammox przedstawiono w wydanej w 2017 roku pracy
»Influence of temperature and pH on the anammox process: A review and meta-analysis”
(Publikacja 1). Opisane we wspomnianej pracy badania dowiodty, ze mozliwa jest stopniowa
adaptacja bakterii anammox do niskich temperatur w zakresie 10 - 15°C [Jin i wsp., 2012].
Jednak ze wzgledu na niskg szybko$¢é wzrostu tych mikroorganizméw wymaga ona bardzo
dtugiego czasu, od 140 [Laureni i wsp., 2015], przez 420 [Lotti i wsp., 2015b] i 722 [Hendrickx
i wsp., 2014], do nawet 1000 dni [Sanchez Guillen i wsp., 2016]. Wskazano rowniez, ze biofilm
i osad granulowany to najkorzystniejsze w tych warunkach formy wystepowania biomasy

[Lotti i wsp., 2015c; Trojanowicz i wsp., 2016]. Warstwa polimeréw zewngtrzkomdrkowych



(ang. Extracellular Polymeric Substances, EPS) zapewnia ochrone nie tylko przed niskg
temperaturg, ale réwniez innymi szkodliwymi czynnikami, takimi jak wahania pH, wysokie
obcigzenie fadunkiem azotu i obecno$¢ tlenu lub substancji toksycznych. Badania oparte na
biologii molekularnej sugerujg natomiast, ze najwieksze zdolnosci adaptacji wykazujg bakterie
z rodzaju Candidatus Brocadia i Ca. Kuenenia [Laureni i wsp., 2015; 2016; Taotao i wsp., 2015].
Pojawity sie tez pierwsze eksperymenty w skali pilotazowej, demonstrujgce mozliwosc
stabilnego oczyszczania sciekdw komunalnych w procesie czesciowej nitryfikacji - anammox

w temperaturach 19i 17°C [Lotti i wsp., 2015c; Trojanowicz i wsp., 2016].

Prowadzone od momentu wydania pracy przeglagdowej (Publikacja 1) badania
potwierdzajg i poszerzajg dotychczasowa wiedze na temat wptywu temperatury na proces
anammox. Potwierdzajg one, ze preferencyjne formy wzrostu biomasy w warunkach
gtownego ciggu komunalnej oczyszczalni $ciekow to biofilm i osad granulowany [Agraval
i wsp., 2017; Li i wsp., 2017; Hoekstra i wsp., 2018; Reino i wsp., 2018; Yang i wsp., 2018].
Dominujgcym w tych warunkach rodzajem bakterii anammox jest Ca. Brocadia [Laureni i wsp.,
2015; 2016; Agraval i wsp., 2017; Hoekstra i wsp., 2018; Reino i wsp., 2018], chociaz opisano
tez przypadki, w ktérych byt on wyparty przez bakterie nalezgce do rodzaju Ca. Jettenia
[Liiwsp., 2017] lub Ca. Kuenenia [Yang i wsp., 2018]. W badaniach laboratoryjnych
zademonstrowano mozliwos¢ stabilnego prowadzenia procesu anammox W czasie
oczyszczania rzeczywistych sSciekdw komunalnych w temperaturze 11°C, z efektywnoscig
usuwania azotu na poziomie 82% [Reino i wsp., 2018]. Hoekstra i wsp. [2018] opisali
doswiadczenia z prowadzenia pilotazowego reaktora czesciowe] nitryfikacji - anammox,
pracujgcego w warunkach sezonowych zmian temperatury, w zakresie od 23 do 13°C.
Adaptacja bakterii anammox do tak niskiej temperatury okazata sie udana. Problemem jednak
pozostato utrzymanie stabilnej pracy reaktora przy zmiennym charakterze doptywajacych
Sciekdw, w szczegdlnosci pod wzgledem obecnosci zwigzkéw organicznych. Efektywne
zastosowanie czeSciowej nitryfikacji - anammox wymaga ciggtego monitoringu parametréw
abiotycznych, szybkiego reagowania i utrzymywania korzystnych dla tego procesu warunkdw

[Kamp i wsp., 2019].

Obok temperatury, jednym z podstawowym z punktu widzenia prowadzenia kazdego
procesu biologicznego parametrem jest odczyn. Jest on szczegdlnie istotny ze wzgledu na fakt,

ze zaréwno temperatura, jak i wartosé pH determinujg stezenie wolnego amoniaku, ktory jest



inhibitorem procesu anammox [Jin i wsp., 2012]. Optymalna dla bakterii anammox wartos¢
pH miesci sie w zakresie od 6,5 do 8,3 [Strous i wsp., 1999; van Hulle i wsp., 2007]. Zauwazono
jednak, ze wptyw pH na aktywno$é bakterii anammox moze byé zalezny od temperatury
[Daverey i wsp., 2015]. Pomimo wielu badan nad wptywem wartosci pH na proces anammox
w temperaturach powyzej 30°C, brak byto doniesien na temat jej znaczenia w temperaturach
ponizej wartos$ci optymalnej. Dlatego tez, we wspomnianej juz przeglgdowej pracy , Influence
of temperature and pH on the anammox process: A review and meta-analysis” (Publikacja 1),
podjeto prébe zastosowania powszechnej w naukach medycznych, a rzadkiej w dziedzinie
nauk Srodowiskowych, meta-analizy danych literaturowych. Okazata sie ona przydatnym
narzedziem i pozwolita na wyciggniecie wnioskdw wskazujgcych na to, ze proces anammox
w niskich temperaturach jest bardziej wrazliwy na zmiany pH, niz ma to miejsce w optymalnym
zakresie temperatur. Potwierdzenie tej hipotezy wymagato jednak dalszych badan, ktdre staty

sie jednym z celéw czgstkowych prezentowanej rozprawy doktorskie;j.

1.4. Wspomaganie procesu anammox za pomoca hanomateriatow

Pomimo dotychczasowych osiggnie¢ w dziedzinie zimnego procesu anammox,
wyzwaniem w dalszym ciggu pozostaje czas adaptacji bakterii oraz utrzymanie stabilnego
procesu, szczegblnie w czasie sezonowych spadkoéw temperatury. Z tego powodu coraz wiecej
badaczy siega po rézne metody przyspieszania adaptacji, wspomagania wzrostu i aktywnosci
bakteriianammox. Z powodzeniem wykorzystywano w tym celu ultradzwieki [Yu i wsp., 2013],
wibracje [Zhang i wsp., 2018a] oraz pole elektryczne [Zhang i wsp., 2019]. Poza dostarczaniem
zewnetrznej energii stosowano tez dodatki réznego rodzaju mikroelementéow. Wykazano,
ze dodatek jonu zelaza (ll) w stezeniu 0,09 mM powoduje wzrost szybkosci usuwania azotu
w procesie anammox o 32% [Qiao i wsp., 2013] i zwieksza tempo wzrostu bakterii o nawet
46% [Liu i Ni, 2015]. Wedtug innych badan, to samo stezenie jondéw zelaza (Il) spowodowato
zwiekszenie aktywnosci enzymatycznej dehydrogenazy hydrazyny (ang. Hydrazine
Dehydrogenase, HDH) o 42% i skrdcito czas wpracowania procesu anammox z 70 do 58 dni
[Bii wsp., 2014]. Kolejnym testowanym zwigzkiem byt tlenek manganu (IV), ktérego korzystny
wptyw na efektywnos$é procesu anammox przedstawili Qiao i wsp. [2012]. Wyniki ich badan

wykazaty wzrost efektywnosci procesu o 45%. Rola tego typu mikroelementdow zwigzana jest



ze zwiekszeniem aktywnosci enzymatycznej. Dodatek chinonowych mediatoréw redoks
spowodowat trzykrotny wzrost aktywnosci enzymdéw odpowiedzialnych za reakcje anammox
[Qiao iwsp., 2014]. Jednak badanie aktywnosci enzymatycznej prowadzono w ekstrakcie
komdrkowym, a wyniki nie przetozyty sie na efektywnos¢ usuwania azotu przez bakterie
anammox. Prawdopodobng przyczyng byt brak przepuszczalnosci btony komérkowej dla tych

zwigzkow, a takze ich toksycznosé wzgledem mikroorganizmow.

Zupetnie nowy wymiar w dziejach nauki otworzyt rozwdj nanotechnologii, ktéra
umozliwita naukowcom projektowanie struktur na poziomie atomu. Ze wzgledu na unikalna
strukture i wtasciwosci nanomateriaty otworzyty tez wiele mozliwosci rozwoju biotechnologii,
tworzac zupetnie nowg dziedzine — nanobiotechnologie. Mnogos¢ potencjalnych zastosowan,
szczegdlnie medycznych i farmaceutycznych, wymusita potrzebe prowadzenia badan nad
wptywem nanomateriatdw na organizmy zywe. Efekty wywotywane przez nanomateriaty
mogq by¢ bardzo réznorodne. Zalezg nie tylko od rodzaju nanostruktury, ale tez od sposobu
jej modyfikacji oraz badanych komérek, tkanek, czy organizmoéw. Dzieki temu dowiedziono,
ze niektdére z nich mogg hamowaé, a w odpowiednich stezeniach stymulowaé aktywnos¢
i wzrost bakterii anammox [Wang i wsp., 2013; Zhang i wsp., 2018b; Xu i wsp., 2019; Erdim
i wsp., 2019]. Obecnie znajdujg sie wséréd nich miedzy innymi nanoczgstki tlenku niklu (I1),
ktére w stezeniu 5 mg/L zwiekszyty szybkos¢ usuwania azotu 0 9% [Xu i wsp., 2019]. Znaczng,
bo az 43% stymulacje efektywnosci procesu odnotowano po dodaniu 200 mg/L nanoczastek
maghemitu (y-Fe;03) [Zhang i wsp., 2018b]. W przypadku zero wartosciowego zelaza
(ang. Zero Valent Iron, ZV1) wzrost aktywnosci wynidst 58%, mimo bardzo niskiego stezenia
tych nanoczastek w zakresie od 0,0004 do 0,004 mg/L [Erdim i wsp., 2019]. Wszystkie
wspomniane zwigzki przyczynity sie tez do wzrostu wzglednej liczby bakterii anammox,
w stosunku do wszystkich bakterii badanej biomasy [Zhang i wsp., 2018b; Erdim i wsp., 2019;
Xu i wsp., 2019].

Jednakze jednymi z pierwszych nanomateriatéw zdolnymi do stymulacji procesu
anammox byly pochodne grafenu [Wang i wsp., 2013; Yin i wsp., 2015; 2016]. Grafen
to przypominajaca plaster miodu dwuwymiarowa struktura weglowa, o grubosci jednego
atomu. Ze wzgledu na swoje wyjgtkowe wtasciwosci: duzg powierzchnie wtasciwg, wysokg
wytrzymatos¢ mechaniczng, duzg pojemnos¢ cieplng oraz znakomitg przewodnosé

elektryczng, nazywany jest ,materiatem przysztosci” [Wang i wsp., 2011]. Po raz pierwszy



wyizolowany zostat z grafitu w roku 2004 przez Geim’a i Novoselov’a, ktorzy za to dokonanie
uhonorowani zostali Nagrodg Nobla (2010). Tlenek grafenu (ang. Graphene Oxide, GO), czyli
utleniona forma grafenu, posiada na swojej podstawowej ptaszczyznie liczne tlenowe grupy
funkcyjne: epoksydowe, hydroksylowe, karbonylowe i karboksylowe. W wyniku redukcji GO
otrzymuje sie zredukowany tlenek grafenu (ang. Reduced Graphene Oxide, RGO), pozbawiony
wiekszosci grup tlenowych. Obie te formy wystepujg w postaci kilku warstw, tworzgc struktury

o zréznicowanej wielkosci i ksztatcie.

Przedstawione w 2013 roku badania wykazaty, ze dodatek GO w stezeniu 75 mg/L,
moze zwiekszy¢ efektywnos¢ procesu anammox o 10% [Wang i wsp., 2013]. Jeszcze lepsze
wyniki zademonstrowano w stosunku do drugiej pochodnej grafenu, czyli zredukowanego
tlenku grafenu (RGO). Dodatek 100 mg/L tego nanomateriatu zwiekszyt szybkos$¢ usuwania
azotu o0 17% i pozwolit na skrécenie czasu wpracowania procesu anammox z 67 do 49 dni [Yin
i wsp., 2015; 2016]. Podobne wyniki przedstawili Qiao i wsp. [2016], gdzie dodatek RGO
w stezeniu 100 mg/L zwiekszyt aktywnos¢ bakterii anammox o 21%. Nalezy jednak zauwazyd,
ze wszystkie wspomniane badania dotyczgce wptywu nanomateriatéw na aktywnos$é bakterii
anammox przeprowadzono w optymalnym dla nich zakresie temperatur (30 - 35°C) oraz
w 25°C w przypadku nanoczgstek ZVI. Brak byto jednak badan w temperaturach ponizej 20°C,
ktére to bytyby najbardziej wartosciowe z punktu widzenia potencjalnego wykorzystania tych
efektow w gtdwnym ciggu komunalnej oczyszczalni sciekow. Istotng lukg byt tez brak
informacji o wptywie RGO na strukture mikrobiologiczng zbiorowiska bakteryjnego oraz badan

na temat tego, co dzieje sie z samym nanomateriatem, jego strukturg i wtasciwosciami.



2. TEZA BADAWCZA, CEL | ZAKRES PRACY

Przestanki literaturowe pozwolity na sformutowanie tezy badawczej, zgodnie z ktérg
efektywnos$é procesu anammox w temperaturach ponizej wartosci optymalnej (< 20°C) moze

by¢ zwiekszona poprzez dodatek zredukowanego tlenku grafenu (RGO).

Z tak postawionej tezy wynika gtéwny cel pracy, ktérym byta ocena wptywu
zredukowanego tlenku grafenu (RGO) na aktywno$é bakterii anammox w niskich
temperaturach (10 - 20°C). Gtéwny cel pracy realizowano w oparciu o nastepujgce cele

czgstkowe:

I.  okreslenie wptywu temperatury na aktywnos$¢ bakterii anammox;
Il. okreslenie wptywu pH na aktywnos¢ bakterii anammox w niskich temperaturach;
lll.  ocena krétkoterminowych efektéw wptywu RGO na aktywnos$é bakterii anammox
w szerokim zakresie temperatur;
IV. ocena dtugoterminowych efektéw wptywu RGO na efektywnos¢ procesu anammox
w niskich temperaturach;
V. ocena wptywu RGO na strukture mikrobiologiczng biocenozy bakteryjnej;

VI.  ocena wptywu aktywnosci mikrobiologicznej na strukture i wtasciwosci RGO.



3. METODYKA | PLAN BADAN

Do osiggniecia postawionych celdw badawczych zaplanowano szereg eksperymentdw.
Szczegdtowy opis stosowanych materiatdw i metodyki przedstawiono w poszczegdlnych
publikacjach, wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej. Cele czgstkowe realizowano

w oparciu o badania wykonane wedtug przedstawionego ponizej planu.

3.1. Cele czastkowellill

I.  Okreslenie wptywu temperatury na aktywnos$¢ bakterii anammox.

II.  Okreslenie wptywu pH na aktywnos$é bakterii anammox w niskich temperaturach.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono przeglad literaturowy (Publikacja 1), ktory
pozwolit na podsumowanie wiedzy na temat wptywu temperatury i odczynu na proces
anammox oraz wskazanie potencjalnych obszaréw badawczych w tym zakresie. Przeglad
rozszerzono o meta-analize danych literaturowych. Zauwazono bowiem, ze liczne badania nad
wptywem temperatury wykonywane za pomocg krétkoterminowych testéw porcjowych
prowadzone byty z zastosowaniem réznych wartosci pH. Jest to szczegdlnie istotne ze wzgledu
na fakt, ze oba te parametry (temperatura i pH) determinujg stezenie inhibitoréw procesu
anammox - wolnego amoniaku i wolnego kwasu azotowego (lll). Na podstawie wybranych
danych obliczono w programie MATLAB (MathWorks®) wspdtczynniki regresji réwnania
wielomianowego drugiego stopnia, opisujgcego wptyw temperatury i pH na aktywnosc
bakterii anammox, a uzyskane rownanie przedstawiono za pomocg powierzchni odpowiedzi.
Matematyczne zestawienie wynikdw badan nad wptywem temperatury na proces anammox,
prowadzonych w réznych warunkach pH, pozwolito na wyciggniecie pierwszych wnioskéw
dotyczacych wptywu pH na aktywnos$é bakterii anammox w temperaturach ponizej wartosci

optymalnej.

Kolejnym etapem byto przeprowadzenie badan wtasnych (Publikacja 2). We wszystkich
testach specyficzng aktywnos$¢ bakterii anammox (ang. Specific Anammox Activity, SAA)

wyznaczano na podstawie ubytku azotu ogdlnego w krdtkoterminowych testach porcjowych



(ang. batch tests). Pierwszy eksperyment dotyczgcy wptywu temperatury na aktywnosc
bakterii anammox przeprowadzono dla 10, 15, 20, 25, 30, 35i 40°C, przy statym pH 7,5. Drugi,
dotyczacy wptywu pH wykonano dla wartosci 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5 i 9,0, przy statej
temperaturze 30°C. Trzeci eksperyment zaplanowano zgodnie z planem centralnym
kompozycyjnym (ang. Central Composite Design, CCD). Statystyczne metody planowania
eksperymentu stanowig skuteczne narzedzie do okreslania optymalnych parametréw
procesowych, z uwzglednieniem interakcji pomiedzy badanymi parametrami. Celem
eksperymentu byta ocena wptywu interakcji pomiedzy temperaturg (w zakresie 10 - 30°C)
a pH (6,5 - 8,5) na aktywnos¢ bakterii anammox. Na podstawie uzyskanych wynikéw i analizy
regresji w programie STATISTICA (StatSoft®) wyznaczono wspoétczynniki réwnania
wielomianowego drugiego stopnia, opisujgcego zaleznos¢ pomiedzy zmiennymi niezaleznymi
(temperaturg i pH), a zmienng zalezng (SAA). Uzyskany model regresji przedstawiono
na wykresie powierzchni odpowiedzi oraz przetestowano za pomocg analizy wariancji ANOVA.
Uzyskane wyniki pozwolity na okreslenie znaczenia pH dla efektywnosci tego procesu w niskich

temperaturach.

3.2. Cel czastkowy Il

lll.  Ocena krotkoterminowych efektéw RGO na aktywnosé bakterii anammox w szerokim

zakresie temperatur.

Do oceny wptywu RGO na aktywnos$é¢ bakterii anammox w szerokim zakresie
temperatur (10 - 30°C) wykorzystano ponownie statystyczne metody planowania
eksperymentu - plan centralny kompozycyjny (Publikacja 3). Byto to tym bardziej istotne,
ze wiasciwosci nanomateriatow grafenowych uzaleznione sg od temperatury [Zhu i wsp.,
2010]. Na podstawie danych literaturowych oraz badan wstepnych, analizowane stezenia RGO
wyznaczono w zakresie pomiedzy 15 a 85 mg/L. Aktywnos¢ bakterii anammox (SAA) mierzono
na podstawie ubytku azotu ogdlnego w krétkoterminowych testach porcjowych.
Na podstawie uzyskanych wynikéw przeprowadzono analize regresji w programie STATISTICA
(StatSoft®) i wyznaczono wspdiczynniki rdwnania wielomianowego drugiego stopnia.

Uzyskany model regresji przetestowano za pomocg analizy wariancji ANOVA i naniesiono



na wykres powierzchni odpowiedzi. Analiza wynikow pozwolita na wybdr optymalnego

stezenia RGO do dalszych badan dtugoterminowych.

3.3. Cele czastkowe IV, V I VI

IV.  Ocena dtugoterminowych efektéw RGO na efektywnos¢ procesu anammox w niskich
temperaturach.
V.  Ocena wptywu RGO na strukture mikrobiologiczng biocenozy bakteryjne;.

VI.  Ocena wptywu aktywnosci mikrobiologicznej na strukture i wtasciwosci RGO.

Na tym etapie badania prowadzono w dwdch réwnolegtych sekwencyjnych reaktorach
porcjowych (SBR) o objetosci 5 litrow, ktdre zaszczepione zostaty tym samym osadem
czynnym anammox (Publikacja 4). Do jednego z nich dodany zostat RGO w stezeniu 15 mg/L,
podczas gdy drugi prowadzony byt jako kontrola. Reaktory pracowaty w tych samych
warunkach i konfiguracjach: hydrauliczny czas zatrzymania wynosit 1 dobe, pH na poziomie
7,6 * 0,3, stezenie tlenu ponizej 0,1 mg/L. Temperatura procesu obnizana byta stopniowo
z30do 10°C. Reaktory zasilano pozywka syntetyczng, odpowiednig do wzrostu bakterii
anammox [van de Graaf i wsp., 1996]. Stezenie azotu ogdlnego regulowano za pomocg NH4Cl
oraz NaNO; w zakresie od 124 do 269 mg N/L. Dobrane wartosci byty znacznie nizsze
od wartosci charakterystycznych dla wiekszosci dotychczasowych zastosowarn procesu
anammox (500 - 3000 mg N/L) [Ali i Okabe, 2015], a zblizone bardziej do wartosci
obserwowanych w gtéwnym ciggu komunalnej oczyszczalni sciekdw (okoto 100 mg/L) [Lotti
i wsp., 2015b]. W ciggu 316 dni eksperymentu wykonywano regularne pomiary stezenia form
azotu: amonowego, azotanowego (lIl) i azotanowego (V)). Na tej podstawie mozliwa byta
ocena efektywnosci procesu anammox.

Do okreslenia doktadnego sktadu biocenozy bakteryjnej w rdézinych okresach
badawczych wykorzystano sekwencjonowanie metagenomowe nowej generacji, oparte o gen
kodujacy 16S rRNA. Analizie poddano probki biomasy wykorzystanej do zaszczepienia
reaktorow (inoculum) oraz prébki pobrane z obu reaktorow po 141 dniach od dodania RGO.
Zmiany witasciwosci, sktadu i struktury RGO przed dodaniem i po 109 dniach inkubacji

w bioreaktorze oceniono za pomocg zaawansowanych technik mikroskopowych



i spektroskopowych. Transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron
Microscopy, TEM) pozwolita na obserwacje ksztattu i powierzchni nanoczgstek RGO.
Spektroskopia strat energii elektronéw (ang. Electron Energy Loss Spectroscopy, EELS)
dostarczyta danych dotyczacych sktadu i stopnia utlenienia, a spektroskopia Ramana
uzupetnita informacje na temat struktury - liczby warstw, stopnia nieuporzadkowania

podstawowej ptaszczyzny grafenu.



4. PODSUMOWANIE

W prezentowanej pracy po raz pierwszy oceniono mozliwo$¢ wspomagania procesu
anammox w niskich temperaturach (10 - 20°C) za pomocg nanomateriatu, jakim jest
zredukowany tlenek grafenu (RGO). Dotychczasowe informacje wzbogacono tez o wiedze
natemat wptywu RGO na strukture zbiorowiska bakteryjnego oraz oddziatywania

mikroorganizmdéw na wiasciwosci tego nanomateriatu.

Przed przystgpieniem do badan wtasciwych podjeto sie okreslenia wptywu
temperatury na specyficzng aktywnosé bakterii anammox (SAA) oraz ocene znaczenia pH dla
kontroli procesu anammox w niskich temperaturach (Publikacja 1). Potwierdzono, ze wraz
ze spadkiem temperatury dochodzi do znacznego zmniejszenia aktywnosci bakterii anammox.
W ramach badan opisanych w Publikacji 2 wykazano, ze w stosunku do wartosci osigganej
w 30°C, aktywnos¢ ta wyniosta kolejno 49% w 20°C, 29% w 15°C i zaledwie 6% w 10°C
(Publikacja 2, Figure 1A). Analiza wynikéw uzyskanych na podstawie planu centralnego
kompozycyjnego pozwolita na wyznaczenie wspodtczynnikdw réwnania wielomianowego
drugiego stopnia, ktére opisuje zaleznos¢ pomiedzy zmiennymi niezaleznymi
(pH itemperaturg), a zmienng zalezng (SAA). Analiza wariancji ANOVA (Publikacja 2,
Supplementary Table 1) wykazata, ze otrzymany model jest odpowiedni do opisywania
zaleznosci pomiedzy badanymi parametrami (R? = 0,96). Na podstawie uzyskanego wykresu
powierzchni odpowiedzi zauwazono, ze wraz ze spadkiem temperatury zaweza sie optymalny
zakres pH. Najwyzszg aktywnos$¢ (> 90% wartosci maksymalnej) w 30°C obserwowano
w pH pomiedzy 7,0 a 8,5. W 10°C byt to natomiast zakres od 7,7 do 8,0, co oznacza,
ze efektywnosé oczyszczania sciekdw przez zimny proces anammox moze byc¢ istotnie
zwiekszona dzieki korekcie i odpowiedniej kontroli odczynu (Publikacja 2, Figure 3). Takie
zjawisko wynika prawdopodobnie z wiekszej wrazliwosci bakterii anammox na ten parametr
w warunkach, ktore odbiegajg od optymalnych. Moze to byé tez zwigzane ze zmiang
w kinetyce reakcji anammox. Zauwazono bowiem, ze temperatura okoto 15 - 20°C stanowi
swego rodzaju ,punkt przetomowy” dla metabolizmu tych bakterii [Lotti i wsp., 2015b].
Analiza energii aktywacji obliczonej na podstawie rownania Arrhenius’a potwierdza te teze
(Publikacja 2, Table 1). Wartosci energii aktywacji w zakresach 10 - 20°C i 20 - 40°C wyniosty

odpowiednio 140 kJ/mol i 46 kJ/mol. Podobne rozbieznosci obserwowano w badaniach



opisanych przez Isaka i wsp. [2008] oraz Lotti i wsp. [2015b]. Sugeruje sie, ze jest to zwigzane
z etapami reakcji anammox i odpowiedzialnymi za nie enzymami, o réznym optimum

temperaturowym [Isaka i wsp., 2008].

Etap wtasciwych badan nad zredukowanym tlenkiem grafenu rozpoczeto od oceny
krotkoterminowych efektéw tego nanomateriatu na aktywnosé bakterii anammox, w zakresie
stezen od 15 do 85 mg/L i zakresie temperatur od 10 do 30°C (Publikacja 3). Wyniki uzyskane
na podstawie planu centralnego kompozycyjnego pozwolity na wyznaczenie wspoétczynnikdw
rownania wielomianowego drugiego stopnia. Uzyskany model opisuje zalezno$¢ pomiedzy
temperaturg i stezeniem RGO a aktywnoscig bakterii anammox, wyrazong jako procent
w odniesieniu do kontroli bez dodatku RGO. Analiza wynikéw testéw porcjowych wskazata
na mozliwos¢ stymulacji aktywnosci bakterii anammox o 10% przy stezeniu RGO 15 mg/L
i temperaturze 20°C oraz o 12% przy stezeniu 25 mg/L i temperaturze 13°C (Publikacja 3,
Figure 1). Maksymalng 28% stymulacje aktywnosci uzyskano w 13°C, przy stezeniu 15 mg/L.
Obserwacje te s3 zblizone do tych odnotowanych w testach kréotkoterminowych
z zastosowaniem GO i RGO w temperaturze 35°C [Wang i wsp., 2013; Yin i wsp., 2015].
Dodatek GO w stezeniu 75 mg/L zwiekszyt efektywnos¢ procesu anammox o 10% [Wang
i wsp., 2013], podczas gdy dodatek 100 mg/L RGO zwiekszyt te efektywnosé¢ o 17% [Yin i wsp.,
2015]. Podobne wyniki przedstawili Qiao i wsp. [2016] oraz Yin i wsp. [2016], gdzie dodatek
RGO w stezeniu 100 mg/L zwiekszyt aktywnos¢ bakterii anammox w temperaturze 35°C
o odpowiednio 21% i 27% w czasie eksperymentow dfugoterminowych. Najwyzszg stymulacje
we wspomnianych badaniach obserwowano przy znacznie wyzszych (100 mg/L) niz
w prezentowanej pracy (15, 25 mg/L) stezeniach nanomateriatu. Wyisze stezenia
powodowaty inhibicje procesu anammox, o nawet 30% w przypadku 50 mg/L w 20°C
(Publikacja 3, Figure 1). Wang i wsp. [2013] oraz Yin i wsp. [2015] inhibicje na poziomie
6% i21% odnotowali dopiero przy stezeniu 150 mg/L. Zauwazono jednak, ze efekt moze
zalezeé nie od stezenia nanomateriatu, ale od jego dawki w przeliczeniu na jednostke suchej
masy organicznej (gs.m..). Optymalng dla stymulacji bakterii anammox dawke RGO oceniono
na zakres pomiedzy 20 a 45 mg/gs.m.o. (Publikacja 3, Table 3). Analiza statystyczna potwierdzita
mozliwos$é stymulacji aktywnosci bakterii anammox w niskich temperaturach zredukowanym
tlenkiem grafenu (Publikacja 3, Table 2). Co wiecej okazato sie, ze obserwowany efekt

stymulacji ros$nie wraz ze spadkiem temperatury (Publikacja 3, Figure 2). Najlepsze rezultaty



obserwowano ponizej 15°C, co jest bardzo istotng i obiecujgcg informacja w swietle

potencjalnego zastosowania RGO do wspomagania zimnego procesu anammox.

Ostatnim, kluczowym etapem badan byta ocena dtugoterminowych efektéw w czasie
316 dni pracy dwdch laboratoryjnych reaktoréw SBR, oczyszczajacych scieki syntetyczne
(Publikacja 4). Do jednego z reaktoréw dodano RGO, a drugi prowadzony byt jako kontrola.
Przebieg eksperymentu podzielono na siedem etapéw (Publikacja 4, Figure 1): (l) dni 1 - 41:
stabilna praca przed dodaniem RGO; (IlI) dni 42 - 120: pierwszy dodatek RGO (15 mg/L)
i stopniowe obnizenie temperatury z 30 do 15°C; (Ill) dni 121 - 182: praca w 13°C; (IV) dni 183
- 220: praca w 10°C; (V) dni 220 - 230: zatamanie efektywnosci procesu; (VI) dni 231 - 245:
podniesienie temperatury do 15°C, drugi dodatek RGO (15 mg/L) i odzyskanie efektywnosci
procesu; (VII) dni 246 - 316: stabilna praca w 13°C. W tym przypadku, stezenie 15 mg/L
przektadato sie na poczatkowg dawke w momencie dodania RGO do reaktora (Il etap)
na poziomie 19 mg/gsmo.. Wzrost $redniego stezenia suchej masy osadu z 0,790 + 0,020
gsmo/L W | etapie eksperymentu do 1.552 * 0.054 gsmo/L w lll etapie eksperymentu
spowodowat spadek dawki RGO do co najmniej 10 mg/gs.m.o.. Niestety, ustalenie doktadnego
stezenia RGO pozostajgcego w ukfadzie w czasie trwania eksperymentu nie byto mozliwe.
Ze wzgledu na ztozony charakter matrycy, brak jest metod zdolnych do precyzyjnego
oznaczania stezen materiatéw grafenowych w systemach biologicznych [Goodwin i wsp.,
2018]. Mozna natomiast okresli¢, ze po drugim dodatku RGO, jego dawka w VIl etapie

eksperymentu miescita sie w zakresie 12 - 25 mg/gsm.o..

Najwazniejszym osiggnieciem tego eksperymentu byto udowodnienie, ze dodatek RGO
w stezeniu 15 mg/L, moze zwiekszy¢ efektywnos$é procesu anammox w temperaturze 13°C
(Publikacja 4, Table 1; Figure 4). W Ill etapie badan szybkos$¢ usuwania azotu w reaktorze
kontrolnym i eksperymentalnym wynosita odpowiednio 0,100 + 0,021 i 0,115 + 0,017
kg N/m3d, dajac statystycznie istotng rdznice (p < 0,05) na poziomie 15%. Z kolei w VIl etapie
szybkosci te wyniosty kolejno 0,058 + 0,013 i 0,068 *+ 0,011 kg N/m3d, co odpowiadato
statystycznie istotnej (p < 0,05) stymulacji szybkosci usuwania azotu o 17%. Sugeruje sie,
ze odpowiedzialne za obserwowang stymulacje byty dwa zjawiska. Po pierwsze, stymulacja
wzrostu biomasy bakteryjnej, istotna szczegdlnie w wyzszych temperaturach (> 15°C), gdzie
tempo wzrostu bakterii byto mniej spowolnione. Po drugie, bezposredni wzrost szybkosci

reakcji anammox, ktéry zaobserwowano wytgcznie ponizej 15°C. Takie obserwacje sg zgodne



z wynikami testow krétkoterminowych, gdzie ze spadkiem temperatury obserwowano wzrost
efektu stymulacji (Publikacja 3). Po raz kolejny potwierdza to tez istnienie w tym zakresie

temperatur ,,punktu przetomowego” dla metabolizmu bakterii anammox.

Kolejnych ciekawych informacji dostarczyta analiza sktadu biocenozy bakteryjne;.
W czasie trwania eksperymentu liczba bakterii nalezgcych do typu Planctomycetes wzrosta
w obu badanych reaktorach. Z 17,80% do 21,25% w reaktorze kontrolnym i z 16,03%
do 20,10% w reaktorze zawierajgcym RGO (Publikacja 4, Figure 6). Obserwowane rdznice
sg nieistotne statystycznie, co pozwala sadzié, ze RGO nie wptynat na wzgledna liczebnos¢ typu
Planctomycetes, do ktérego zaliczane sg bakterie anammox, ani strukture catej spotecznosci
bakteryjnej. Wyniki te podkreslajg, ze bakterie zyjagce w ztozonych zbiorowiskach
najprawdopodobniej majg wyzszg odpornos¢ na czynniki zewnetrzne. Oznaczajy tez,
ze prawdopodobnie RGO nie wptywa selektywnie na obecnos¢ zadnego typu baterii obecnych
w badanej biomasie. Niemal réwnolegle do przedstawianej pracy, Li i wsp. [2019] prowadzili
badania nad procesem anammox, poddanym dfugoterminowemu (61 dni) oddziatywaniu
1i10 mg/L tlenku grafenu (GO) w temperaturze 37°C. Zaprezentowane w obu pracach wyniki
okazaty sie w duzej mierze spdjne. Odnotowano kilkuprocentowy wzrost usuniecia azotu
w reaktorze zawierajgcym 10 mg GO/L, a analiza sktadu biocenozy bakteryjnej podobnie nie

wykazata wptywu na wzgledng liczebnos¢ bakterii nalezgcych do typu Planctomycetes.

Ponad to, po 109 dniach inkubacji w bioreaktorze anammox stwierdzono zmiany
w strukturze i wtasciwosciach RGO. Dzieki mikroskopii TEM zaobserwowano oznaki degradacji
nanoczgstek (Publikacja 4, Figure 2a, b). Krawedzie arkuszy RGO po inkubacji w reaktorze byty
nieregularne i poszarpane, w przeciwienstwie do materiatu przed eksperymentem. Wyniki
spektroskopii EELS sugerujg zmniejszenie liczby warstw grafenowych, zwiekszenie stopnia
utlenienia oraz obecnos$¢ wapnia (Publikacja 4, Figure 2c¢, d). Zwiekszenie stopnia
nieuporzgdkowania struktury oraz utlenienie RGO potwierdzajg tez wyniki spektroskopii
Ramana (Publikacja 4, Figure 3). Obserwacje te pomogty w zaproponowaniu wyjasnienia
mechanizmoéw oddziatywania RGO z bakteriami. Stwierdzono bowiem, ze dwuwartosciowe
kationy wapnia sprzyjajg adsorpcji miedzy komdrkami bakteryjnymi [Peeters i wsp., 2011],
ktorych powierzchnie zazwyczaj natadowane sg ujemnie. Obecnos¢ licznych grup tlenowych
powoduje, ze réwniez powierzchnia RGO natadowana jest ujemnie [Dreyer i wsp., 2010].

Podczas gdy sity elektrostatyczne promujg adsorpcje bakterii na czgstkach statych [Hassard



i wsp., 2016], mozna przypuszczac, ze dwuwartosciowe kationy wapnia dziatajg jako pewnego
rodzaju tgcznik pomiedzy RGO i komodrkami, co pozytywnie oddziatuje na ich wazrost.
Na podstawie pozostatych zmian w charakterystyce RGO, wskazano, ze jest on utleniany przez
organiczny mediator, zaangazowany w reakcje biochemiczne. Dzieki temu moze
on przyspiesza¢ reakcje enzymatyczne odpowiedzialne za proces anammox. Dalsze
wyjasnienie i charakter tego mechanizmu pozostajg jednak niejasne i wymagajg kolejnych
badan. Ponadto, pomimo dominacji bakterii anammox nie mozna z pewnoscig stwierdzié,
ktére gatunki wystepujgce w ztozonej spotecznosci biomasy osadu czynnego biorg udziat
w utlenianiu RGO. Informacje na temat degradacji i modyfikacji nanomateriatéw weglowych
stanowig tez dodatkowg wartos¢. Wnoszg bowiem wktad w badania dotyczgce biodegradacji
tych zwigzkéw, w szczegdlnie wazinej grupie mikroorganizmdw oczyszczajgcych Scieki.
Rosnaca produkcja nanomateriatéw to nie tylko nowe mozliwosci, ale tez nowe zagrozenia,
miedzy innymi dla srodowiska wodnego, a przez to oczyszczalni $ciekdw, ktéra stanowi dla

nich ostatnig zapore.

Podsumowujgc, zaplanowane badania potwierdzity postawiong w pracy teze
badawcza. Zredukowany tlenek grafenu moze wspomagac efektywnos$é procesu anammox
w niskich temperaturach. Otwartg kwestig pozostaje aspekt praktycznego zastosowania tego
rozwigzania. Zdecydowang wadg materiatéw grafenowych sg wysokie koszty. Jednak z uwagi
na stosunkowo mtody wiek tego materiatu, rosngca liczbe zastosowan i juz obserwowane
spadki cen [Perreault i wsp., 2015] mozna ze sporg pewnoscig przypuszczaé, ze jego produkcja
bedzie coraz tansza. Druga, konieczng do rozwazenia kwestig jest mozliwos¢ toksycznego
dziatania podwyzszonych stezerht RGO. Pomimo intensywnych badan, wptyw nanomateriatéw
na srodowisko wodne i zyjgce w nim organizmy wcigz nie jest jasny. Wymagane bytoby wiec
zatrzymanie nanoczgstek i nie dopuszczenie aby przedostawaty sie do srodowiska. Utrudnia
to fakt, ze ze wzgledu na ztozony charakter matrycy nie istniejg metody zdolne
do precyzyjnego oznaczania stezen materiatéw grafenowych w srodowisku i systemach

biologicznych [Goodwin i wsp., 2018].



5. WNIOSKI

Realizacja wszystkich zatozonych celow umozliwita potwierdzenie postawionej tezy.
Uzyskano wieloaspektowy obraz oddziatywan pomiedzy bakteriami a zredukowanym tlenkiem
grafenu, uwzgledniajgcy efektywno$é zimnego procesu anammox, strukture mikrobiologiczng
prowadzgcego go zbiorowiska mikroorganizmoéw oraz wtasciwosci nanomateriatu. Na tej

podstawie sformutowano nastepujace wnioski.

e Optymalny dla bakterii anammox zakres pH zaweza sie wraz ze spadkiem temperatury,
co oznacza, ze zachowanie optymalnej kondycji zimnego procesu anammox wymaga
precyzyjnej kontroli tego parametru.

e W temperaturze ponizej 15°C dochodzi do zmiany w kinetyce reakcji anammox.

e Zredukowany tlenek grafenu moze wspomaga¢ efektywnos¢ procesu anammox w niskich
temperaturach.

e Krétkoterminowe dziatanie 15 mg RGO/L (dawka 22 mg/gsm.o.) W temperaturze 13°C moze
powodowac 28% stymulacje aktywnosci bakterii anammox.

e Dodatek 15 mg RGO/L (poczatkowa dawka 19 mg/gs.m.0.) W czasie dtugoterminowej pracy
reaktora biologicznego moze powodowaé 17% stymulacje efektywnosci procesu
anammox w temperaturze 13°C.

e Optymalna dla stymulacji bakterii anammox dawka zredukowanego tlenku grafenu
wyznaczona podstawie testéw krotko- i diugoterminowych, miesci sie w zakresie
pomiedzy 19 a 45 mg/gsm.o..

e Najsilniejsza stymulacji procesu anammox wywotana dziataniem zredukowanego tlenku
grafenu obserwowana jest w temperaturach ponizej 15°C.

e Mechanizm stymulacji procesu anammox wywotanej zredukowanym tlenkiem grafenu
opiera sie prawdopodobnie na dwéch zjawiskach. Sg to: stymulacja wzrostu, istotna
szczegdlnie w wyzszych temperaturach (> 15°C) oraz przyspieszenie tempa reakgcji
biochemicznych, ktdre zaobserwowano wytgcznie ponizej 15°C.

e Zredukowany tlenek grafenu nie wptywa na wzgledng liczebnos¢ bakterii anammox, ani
strukture taksonomiczng spotecznosci bakteryjnej bioreaktora.

e Mikroorganizmy wchodzgce w sktad badanej biomasy sg zdolne do degradacji i modyfikacji

struktury zredukowanego tlenku grafenu.
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