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Swiatowe zuzycie i popyt na energie¢ stale rosna, jednak zasoby takie jak wegiel, gaz
ziemny 1 ropa naftowa nie stanowig zrownowazonego zrodla energii. Z uwagi na rosnacy
poziom zaludnienia, koniecznym staje si¢ zwickszenie nakladéw energetycznych, co wptywa
bezposrednio na wzrost zainteresowania energia odnawialng. Biogaz, uzyskiwany na drodze
fermentacji metanowej, stanowi jedng =z najbardziej obiecujacych alternatyw
bioenergetycznych dla energii opartej na paliwach kopalnych (Holm-Nielsen et al., 2009;
Scarlat et al., 2018). Co wazne, z przyjaznego $rodowisku paliwa, jakim jest biogaz,
wytworzone moze zosta¢ najbardziej wydajne biopaliwo, czyli biometan (Bowe, 2013).
Globalna liczba biogazowni na calym $wiecie wcigz rosnie, a potencjal rozwoju branzy
biogazowej jest ogromny i obejmuje kazdy kraj. Aktualnie na calym $wiecie dziala okoto 50
milionéw mikro-bioreaktorow oraz tacznie 132,000 matych, $rednich i1 duzych komor

fermentacyjnych (World Biogas Association, 2019).

Fermentacja metanowa jest atrakcyjng praktyka przetwarzania odpadow, umozliwiajaca
ich zagospodarowanie przy jednoczesnym odzysku energii. Ten czteroetapowy, beztlenowy
proces wymaga aktywnos$ci roznorodnych populacji mikroorganizmoéow, odpowiedzialnych za
przebieg kazdej z poszczegdlnych faz. Wsérod nich wymieni¢ mozna drobnoustroje
hydrolizujace, acidogenne, acetogenne oraz metanogeny, bezposrednio odpowiedzialne za
produkcje metanu (Swiatczak et al. 2017). Niestety, znacznym utrudnieniem dla powszechnego
stosowania tego procesu sg problemy zwigzane z jego optymalizacja i odpowiednio wysoka
efektywnoscig. Gtowna przyczyng inhibicji fermentacji metanowej sg roznorodne substancje,
obecne w znacznych stezeniach w odpadach poddawanych stabilizacji beztlenowej. Wsrod
inhibitorow procesu mozna wymieni¢ miedzy innymi substancje przeciwdrobnoustrojowe
(Rusanowska et al. 2019; Meegoda et al. 2018; Scarlat et al. 2018). Globalne spozycie
antybiotykow w latach 2000-2015 wzrosto 0 65%, z kolei na rok 2030 prognozowany jest 200%
wzrost konsumpcji lekéw w porownaniu z rokiem 2015 (Klein et al., 2018). Intensywne
spozywanie lekéw przez ludzi oraz ich nadmierne wykorzystanie w sektorze weterynaryjnym
prowadzi do przedostawania si¢ do srodowiska antybiotykoéw w formie niezmienionej lub w
postaci produktéw ich transformacji. Z tego powodu leki przeciwdrobnoustrojowe moga

akumulowac¢ si¢ w substratach poddawanych stabilizacji beztlenowe;.



Fermentacja metanowa jest jedng z glownych strategii stabilizacji osadow $ciekowych
pochodzacych z oczyszczalni §ciekow (wastewater treatment plants — WWTPs) (Grobelak et
al. 2019). Ilo$¢ osadoéw Sciekowych wytwarzanych w WWTPs stale rosnie, a na calym §wiecie
corocznie produkowane sg one w setkach miliondw ton. Zanieczyszczenia obecne w $ciekach
doptywajacych do WWTPs, w tym =zanieczyszczenia mikrobiologiczne i pozostatosci
substancji przeciwdrobnoustrojowych, kumuluja si¢ w osadach $cieckowych. Osady $ciekowe
moga charakteryzowac si¢ wystgpowaniem antybiotykdéw w koncentracjach wahajacych sie od
<1 do kilku tysiecy pg kgt (Czatzkowska et al., 2022). Co wiecej, zaréwno w $ciekach, jak
rowniez w osadach $ciekowych, stwierdza si¢ wystepowanie ogromnej liczby drobnoustrojow,
w tym mikroorganizmow chorobotwoérczych. Szczegdlnie niebezpieczne wsrdd nich sg bakterie
posiadajagce mechanizmy opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe (Manaia et al.
2018). Jedna z przyczyn wystgpowania bakterii posiadajacych jeden lub wiece] genow
oporno$ci na antybiotyki (antibiotic resistance genes - ARGs), jest przede wszystkim
niewtasciwe stosowanie substancji przeciwdrobnoustrojowych w medycynie ludzkiej 1
weterynaryjnej. Zjawisko wymiany struktur genetycznych migdzy drobnoustrojami, w tym
rowniez ARGs, predysponuje do szerzenia w $rodowisku zjawiska antybiotykoopornosci
(antimicrobial resistance - AR). Z uwagi na powszechne stosowanie antybiotykoOw w ostatnich
dziesigcioleciach, ARGs definiuje si¢ jako nowe zanieczyszczenia, zagrazajace bezpieczenstwu
1 zdrowiu publicznemu (Becerra-Castro et al. 2015; Xu et al. 2017; Barancheshme and Munir
2019). Co wazne, z uwagi na obecnos$¢ w Sciekach i osadach $ciekowych subinhibitorowych
stezen substancji przeciwdrobnoustrojowych, WWTPs sprzyjaja zwickszonej selekcji bakterii
posiadajacych specyficzne ARGs (Sun et al. 2019). Rodzaje 1 koncentracje antybiotykow oraz
ARGs, a takze liczebno$¢ 1 sktad spolecznosci drobnoustrojow obecnych w osadach
sciekowych moze by¢ zroznicowana i1 zalezy bezposrednio od jakosci $ciekow przyjmowanych

przez WWTPs, a takze od rodzaju procesow wykorzystywanych do ich oczyszczania.

Jak napisano powyzej, fermentacja metanowa stanowi metode zagospodarowania
osadow Sciekowych - produktu ubocznego procesu oczyszczania §ciekOw, generowanego na
calym $wiecie w ogromnych ilo$ciach — umozliwiajacg jednoczesny odzysk energii z tegoz
odpadu. Efektywnos$¢ tego procesu moze zosta¢ obnizona wskutek obecnych w substracie
substancji przeciwdrobnoustrojowych. Przyczyne zaktocen fermentacji metanowej stanowic
moze mi¢dzy innymi obnizona aktywnos$¢ réznych grup mikroorganizméw, biorgcych udziat w
stabilizacji beztlenowej (Chen et al., 2008; Scarlat et al. 2018). Ekspozycja osadow $ciekowych

na inhibitory fermentacji metanowej moze skutkowac niestabilnoscia calego procesu i obnizong



efektywnoscig produkcji metanu. Co wigcej, prawie polowa produkowanych w UE osadow
sciekowych wykorzystywana jest w rolnictwie i trafia do gleb (Campo et al., 2021).
Wykorzystywanie przefermentowanych osadéw $ciekowych jako nawozu organicznego moze
predysponowac do przedostawania si¢ ARGs na pola uprawne, skad wraz ze sptywami wod
gruntowych 1 uprawami trafia¢ mogg one ostatecznie do organizmow ludzi i zwierzat (Xiao et
al., 2021). W celu zapewnienia mozliwie najwyzszej wydajnosci procesu, niezwykle wazna jest
kontrola zanieczyszczen obecnych w substracie, jak réwniez monitoring parametréw
panujacych w komorach fermentacyjnych; z kolei ograniczenie szerzenia AR w $rodowisku

wymaga kontroli jako$ci pofermentu, uwzgledniajacej analize wystepowania ARGs.

CEL PRACY

Celem badan podjetych w ramach niniejszej pracy doktorskiej byto okreslenie wptywu
obecnosci antybiotykow w osadzie Scickowym poddanym fermentacji metanowej, zar6wno na
(1) wydajnos¢ produkcji metanu, jak rowniez (2) los ARGs oraz rozpowszechnianie zjawiska
AR, (3) zmiany jakosciowe i ilo§ciowe w konsorcjach mikroorganizméw odpowiadajacych za

wlasciwy przebieg procesu oraz (4) wystepowanie mikroorganizmdw metanogennych.
HIPOTEZY BADAWCZE

1. Ekspozycja osadow $ciekowych na antybiotyki wptywa na efektywno$¢ produkcji
metanu podczas ich stabilizacji beztlenowe;.

2. Stabilizacja beztlenowa osadoéw Sciekowych nie eliminuje ARGs.

3. Obecnos¢ antybiotykow w osadzie $ciekowym poddanym fermentacji metanowe;j
oddziatuje na zmiany w strukturze spotecznosci bakterii wtasciwych.

4. Substancje przeciwdrobnoustrojowe obecne w osadach scieckowych wywieraja wplyw
na aktywnos$¢ i1 biordéznorodnos¢ mikroorganizmdéw metanogennych zaangazowanych

w proces stabilizacji beztlenowe;j.

ZAKRES BADAN, METODYKA I WYNIKI

Inhibitory fermentacji metanowej moga wplywa¢ zarowno na aktywno$¢ samych
metanogendéw, jak rowniez innych grup mikroorganizméw zaangazowanych w stabilizacje
beztlenowa. Antybiotyki, zaliczane do organicznych inhibitoréw niespecyficznych, przedostaja
si¢ do Sciekow w tysigcach ton kazdego roku na catym $wiecie. Ciagle wzbogacanie $ciekow
w substancje przeciwdrobnoustrojowe powoduje ich wykrywanie roéwniez w osadach

sciekowych. Inhibicja stabilizacji beztlenowej osadow S$ciekowych przez poszczegodlne
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antybiotyki uzalezniona jest od ich rodzaju i stezenia, a takze wspotwystgpowania w substracie
innych substancji przeciwdrobnoustrojowych. Poglebianie wiedzy na temat procesu
fermentacji metanowej, a takze jego inhibitoréw - w tym antybiotykow - zaowocowato
opracowaniem pracy przegladowej, opartej na 168 artykutach naukowych (Zalacznik 1).
Dokonano w niej identyfikacji 1 charakterystyki zaré6wno grup mikroorganizmow
zaangazowanych w poszczegdlne etapy biometanizacji, jak réwniez inhibitoré6w procesu i
mechanizmow ich dziatania. Opracowanie pracy przegladowej mialo na celu identyfikacje
inhibitorow fermentacji metanowej, na temat ktorych literatura naukowa dysponuje nadal dos¢
skgpymi informacjami. W artykule zwrocono szczeg6lng uwage na luke w wiedzy dotyczace;j
hamowania aktywnosci mikrobiomu zaangazowanego w poszczego6lne etapy fermentacji
metanowej. Praca ta stanowita podwaliny do weryfikacji postawionych w rozprawie hipotez, a
takze dalszych badan, ktorych etapy przedstawiono na Rycinie 1. W ramach prezentowanej

rozprawy doktorskiej, zaplanowano eksperyment, ktory podzielono na trzy etapy:

Celem pierwszego etapu badan bylo wyznaczenie substancji przeciwdrobnoustrojowych,
wywierajacych najbardziej istotny wptyw na fermentacje metanowa. W tym celu do wsadu
bioreaktorow indywidualnie zadawano antybiotyki. W analizach uwzglgdniono zaréwno
efektywnos¢ produkcji metanu, jak réwniez strukture drobnoustrojow oraz losy ARGs
podczas beztlenowej stabilizacji osadéw $ciekowych;

Trzy substancje przeciwdrobnoustrojowe, wyselekcjonowane na podstawie I etapu badan,
dawkowano jednoczesnie do substratu poddawanego fermentacji metanowej. Drugi etap
badan podzielony zostal na serie eksperymentalne, z ktorych kazda kolejna
charakteryzowala si¢ zwigkszeniem koncentracji kazdego z antybiotykdéw, wchodzacych w
sktad suplementowanej mieszaniny. Celem tego etapu badan bylo okreslenie
dlugoterminowego wplywu wzrastajagcych stezen mieszaniny antybiotykdw na
efektywnos¢ produkeji metanu, strukture populacji drobnoustrojow i profile ARGs;

W ostatnim etapie badan skupiono si¢ na uzupetieniu uprzednio uzyskanych wynikéw
rezultatami analizy zmienno$ci wystepowania metanogendéw oraz charakterystycznego dla
nich genu funkcjonalnego w trakcie dlugoterminowej ekspozycji wsadu bioreaktora na

mieszaning antybiotykow o wzrastajacym stezeniu.



I etap badan

Antybiotyki wybrane do badan:
amoksycylina (AMO), cefuroksym (CEF), ciprofloksacyna (CIP), doksycyklina (DOXY),
kwas nalidyksowy (NA), metronidazol (MET), oksytetracyklina (OXY), sulfametoksazol (SMO)

Suplementacja bioreaktorow
procesowych pojedyncza dawka
wybranego antybiotyku

40 dni obrobki beztlenowe;j

Cel: wybor antybiotykow indywidualnie
wywierajgcych najbardziej istotny wplyw na:

efektywnosé
produkeji metanu

bioréznorodnosé
mikroorganizméw

szerzenie
ARGs

IT etap badan

ol

Suplementacja bioreaktorow
procesowych
wzrastajacymi
koncentracjami
mieszaniny antybiotykéw,
wybranych w | etapie badan

268 dni
obrobki beztlenowej

Cel: okreslenie wplywu wzrastajacych stezen
mieszaniny antybiotykéw na:

efektywno$é
produkeji metanu

strukture spolecznosci

bakterynych
oraz zmiany w profilu ARGs

III etap badan

Bacteria & Ar(haea

Eukaryota

Cel: okreslenie wplywu wzrastajacych koncentracji

mieszaniny antybiotykow na:

wystepowanie
mikroorganizmow
metanogennych
oraz ich genow
funkcjonalnych

Slime molds

Entamocbae
Microsporidia

Ryec. 1. Schemat obrazujacy etapy badan prezentowanych w ramach rozprawy doktorskiej.
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Na podstawie raportu European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC
2018) do badan wyselekcjonowano najczgsciej stosowane w leczeniu ludzi substancje
przeciwdrobnoustrojowe; metronidazol (MET), amoksycyling (AMO), cefuroksym (CEF),
oksytetracykling (OXY), doksycykling (DOXY), sulfametoksazol (SMO), ciprofloksacyng
(CIP) i kwas nalidyksowy (NA). W celu okreslenia ich indywidualnego wptywu na fermentacje
metanowg osadéw $ciekowych, przygotowano szereg bioreaktorow wypetnionych 25 g
substratu 1 175 g inokulum, ktore stanowily odpowiednio osad $ciekowy 1 osad beztlenowy z
komory fermentacyjnej, pobrane z miejskiej oczyszczalni Sciekow ,tyna” w Olsztynie. Do
kazdego z bioreaktorow wprowadzono wybrang substancje¢ przeciwdrobnoustrojowa, w dawce
okreslonej eksperymentalnie na podstawie badan wstepnych. Eksperyment prowadzono w
dwoch powtorzeniach, przy uwzglednieniu bioreaktora kontrolnego, w ktorym wsad
bioreaktora nie zostal poddany ekspozycji na antybiotyk. Fermentacje metanowg prowadzono
przez 40 dni w warunkach mezofilnych, w temperaturze 37°C. Produkcj¢ metanu mierzono za
pomoca urzadzenia stuzacego do pomiaru potencjatu wytworczego metanu AMPTS I1. Jakos¢
biogazu analizowano z wykorzystaniem chromatografu gazowego, wyposazonego w detektor
przewodnosci cieplnej. Po zakonczeniu fermentacji metanowej z kazdego bioreaktora pobrano
reprezentatywne probki pofermentu. Probki te poddano analizie pod katem zawarto$ci lotnych
kwasow thuszczowych (LKT). Dodatkowo, z probek pofermentu wyizolowano DNA, z
wykorzystaniem FastDNA™ Spin Kit for Soil (MP Biomedicals). Material genetyczny
poddano sekwencjonowaniu regionu hiperzmiennego V3-V4 genu [16S rRNA, z
wykorzystaniem I[llumina MiSeq, w celu okreslenia réznorodnosci mikrobiomu. Lancuchowa
reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (quantitative polymerase chain reaction — qPCR)
zostala wykorzystana do analizy wystepowania w probkach wybranych genow
antybiotykoopornosci i gendw kodujacych integrazy, a takze genow charakterystycznych dla
rodzin metanogenéw dominujacych w osadzie beztlenowym (Methanosarcinaceae- MSC 1
Methanosaetaceae — MST) oraz funkcjonalnego genu metanogendéw, katalizujacego ostatnig
faze metanogenezy (mcrA). Wyniki tego eksperymentu przedstawiono w artykule naukowym,
stanowigcym Zalacznik 2 do rozprawy doktorskiej, poddajagcym weryfikacji wszystkie

postawione hipotezy badawcze.

W opisanych badaniach fermentacja metanowa zostala istotnie zahamowana w
bioreaktorach, w ktorych wsad suplementowany byt MET, AMO, OXY, DOXY i CIP. MET,

stosowany w leczeniu zakazen drobnoustrojami beztlenowymi, byt najsilniejszym inhibitorem,



a jego wprowadzenie do reaktora obnizylo zawarto$¢ metanu w biogazie do 12,8 + 4,0% i
zmniejszylo szybko$¢ produkcji metanu do 21,85 L kg'd!. Zahamowanie metanogenezy
doprowadzito do akumulacji LKT. St¢zenia siedmiu z dziewigciu analizowanych LKT byty
istotnie wyzsze w pofermencie z dodatkiem MET niz w probcee z bioreaktora kontrolnego. Poza
MET, najwigksze dziatanie inhibitujace stabilizacj¢ beztlenowa osadoéw Scickowych wykazaty
AMO i CIP. Dodatek AMO do wsadu reaktora znacznie obnizyt zawarto$¢ metanu w biogazie
(o okoto 44%), natomiast wprowadzenie CIP zmniejszyto produkcje metanu (o okoto 40% w

stosunku do bioreaktora kontrolnego).

Analiza sekwencji DNA w probkach ze wszystkich bioreaktorow wykazata, ze
dominujagcymi typami mikroorganizméw w pofermencie byli przedstawiciele typow
Bacteroidetes, Firmicutes 1 Proteobacteria. W porownaniu do kontroli, najwigkszy spadek
liczby odczytow specyficznych dla Bacteroidetes odnotowano w probkach pofermentu
poddanego ekspozycji na MET. W tych samych probkach zaobserwowano istotny wzrost
udziatu Firmicutes 1 Proteobacteria (odpowiednio o 6% 1 6,8% w stosunku do kontroli).
Ekspozycja wsadu bioreaktora na AMO 1 CIP istotnie zmniejszyla natomiast udziat

przedstawicieli rzedu Syntrophobacteriales, co moze $wiadczy¢ o zahamowaniu acetogenezy.

Analizy oparte o metod¢ qPCR wykazaly, ze wystepowanie genu mcrA w pofermencie
poddanym ekspozycji na MET, CEF 1 NA byto nizsze w poréwnaniu do kontroli. Jednakze
analiza obfitosci wystgpowania tego funkcjonalnego dla metanogenéw genu nie
odzwierciedlata rzeczywistego stopnia efektywnosci produkcji metanu w obecnosci srodkow
przeciwdrobnoustrojowych. W przefermentowanym osadzie $Scieckowym wystawionym na
dziatanie MET, CEF i NA stwierdzono istotne wzglgdem kontroli zmniejszenie wystgpowania
genow  charakterystycznych dla  metanogennych rodzin = Methanosarcinaceae 1
Methanosaetaceae. Powyzsze obserwacje moga $wiadczy¢ o pewnym stopniu wrazliwosci

metanogendéw na wymienione zwiazki przeciwdrobnoustrojowe.

Obecnos¢ antybiotykdw wplynela na czestos¢ wystepowania wytypowanych do analiz
ARGs, powodujac wzrost liczby kopii genéw kodujacych oporno$¢ wobec p-laktamow,
tetracyklin 1 fluorochinolonéw. Wykazano jednak, Ze presja selekcyjna wywierana przez
substancje przeciwdrobnoustrojowe nie byla specyficzna wobec genéw kodujacych opornosé
na ich poszczegdlne klasy. Wykorzystanie analizy korelacji pozwolito wykazaé, Zze geny
kodujace integraze odgrywaja wazng role w przenoszeniu ARGs podczas fermentacji

metanowe;.
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W ramach kontynuacji prezentowanych w I etapie badan przeprowadzono kolejny
eksperyment, podjety w celu oceny jednoczesnego, dlugoterminowego wplywu s$rodkow
przeciwbakteryjnych na fermentacje metanowa osadow S$ciekowych. Badania objely trzy
substancje przeciwdrobnoustrojowe, ktére indywidualnie wywarly najwigkszy istotny wplyw
na stabilizacj¢ beztlenowa, z uwzglednieniem aspektéw mikrobiologicznych procesu — MET,
AMO i CIP. Przeprowadzony eksperyment przedstawiono w artykule naukowym, stanowigcym

Zalacznik 3 do rozprawy doktorskiej, poddajac weryfikacji pierwsze trzy hipotezy badawcze.

W niniejszej pracy, osad Sciekowy, zaszczepiony osadem beztlenowym z komory
fermentacyjnej, pobrany z tej samej] WWTP, poddano stabilizacji beztlenowej w fermentatorach
potciagtych przeptywowych, utrzymywanych w warunkach mezofilnych (37°C). Komory
zasilano substratem zawierajagcym mieszaning MET, AMO 1 CIP, a takze osadem $ciekowym
niepoddanym ekspozycji na antybiotyki (kontrola). Eksperymenty dla kazdego z substratow
przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach. Badanie skladalo si¢ z szesciu serii
eksperymentalnych, ktére roznily si¢ stezeniami antybiotykow aplikowanymi do substratu.
Poczatkowe stezenie kazdego z trzech antybiotykdw w mieszaninie dozowanej do osadow
sciekowych podczas pierwszej serii doswiadczalnej byto zblizone do stezen tych lekéw w
sciekach wptywajacych do oczyszczalni, z ktérej pobrano osad s$ciekowy. Stezenia
antybiotykow dodawanych do komory fermentacyjnej zwigkszano po dwukrotnej wymianie
objetosci hydraulicznej komoér fermentacyjnych. Kazda z serii eksperymentalnych trwata
srednio 45 dni, a caty eksperyment trwat 268 dni. W trakcie badan cotygodniowo dokonywano
regularnego pomiaru ilosci wytwarzanego metanu (AMPTS II), a jako$¢ biogazu analizowano
w chromatografie gazowym wyposazonym w detektor przewodnosci cieplnej. W tych samych
odstepach czasu pobierano probki w celu pomiaru LKT. Probki przeznaczone do izolacji i
sekwencjonowania DNA pobierano z wsadu bioreaktorow procesowych (zawierajacych
substrat suplementowany antybiotykami) na poczatku, w $§rodku i1 na koncu kazdej serii
doswiadczalnej, natomiast z bioreaktora kontrolnego dokonano poboru jednej probki podczas
pierwszej, czwartej 1 ostatniej serii doswiadczalnej. Do analizy biordéznorodnosci
mikroorganizmow oraz monitoringu wystgpowania genow antybiotykoopornosci zastosowano

czula, molekularng metode sekwencjonowania metagenomowego (Illumina NovaSeq).

Na podstawie analizy produkcji metanu zaobserwowano, ze przedtuzona ekspozycja na
kombinacj¢ S$rodkéw  przeciwdrobnoustrojowych moze wptywaé¢ na aklimatyzacje

mikroorganizméw wewnatrz bioreaktora, co sprzyja adaptacji drobnoustrojow. Tendencje



produkcji metanu w bioreaktorze kontrolnym i procesowym wykazywaty podobny trend,
jednak wydajno$¢ produkcji metanu w bioreaktorze, w ktérym wsad suplementowany byt
mieszaning MET, AMO 1 CIP, byla istotnie nizsza, w poréwnaniu do kontroli. W
prezentowanych badaniach nie stwierdzono istotnych réznic w st¢zeniach poszczegdlnych LKT

pomiegdzy probkami wsadu pobranego z bioreaktoréw procesowych i kontrolnych.

Analiza danych pozyskanych w wyniku sekwencjonowania wykazata istotne roznice w
strukturze mikrobiomu pomiedzy probkami wsadu kontrolnego i suplementowanego w trakcie
eksperymentu. Ekspozycja na wzrastajgce dawki mieszaniny antybiotykéw wywotata zmiany
w strukturze populacji drobnoustrojow. Bakterie nalezace do typu Acidobacteria dominowaty
w probkach osadu beztlenowego pobranych zaréwno z bioreaktoréw kontrolnych, jak i
procesowych, lecz ich liczebno$¢ roznita si¢ istotnie pomiedzy substratem poddanym dziataniu
antybiotykow, a kontrolg. Zaobserwowano, ze ekspozycja wsadu bioreaktora na AMO (36
pg/mL), CIP (16 pg/mL) i MET (16 pg/mL) znaczaco hamowata wzrost przedstawicieli
Acidobacteria. Podczas calego procesu czestos¢ wystepowania Candidatus Cloacimonetes i
Proteobacteria byta podobna we wsadzie kontrolnym i suplementowanym antybiotykami,
podczas gdy liczebnos$¢ operacyjnych jednostek taksonomicznych (operational taxonomic unit
— OTU) charakterystycznych dla Bacteroidetes rdznita si¢ istotnie migedzy probkami.
Poczatkowo wysoka liczebnos$¢ przedstawicieli Firmicutes w probkach wsadu z bioreaktora
procesowego zmniejszata si¢ pod wptywem dalszej ekspozycji na mieszaning substancji

przeciwdrobnoustrojowych.

Ekspozycja na mieszaning antybiotykéw istotnie zwigkszyta liczbe OTU
charakterystycznych dla Archaea w analizowanych probkach, jednak zmiany te nie wptynety
na efektywno$¢ produkcji biogazu. Analiza liczebnosci OTU charakterystycznych dla
metanogenéw pozwolita na identyfikacje w probkach wsadu czterech gtownych rzedow
metanogendw: Methanosarcinales 1 Methanomicrobiales z klasy Methanomicrobia,
Methanomassiliicoccales z klasy Thermoplasmata 1 Methanobacteriales z klasy
Methanobacteria. W czasie trwania catego eksperymentu obserwowano istotne rdéznice w
obfitosci przedstawicieli Methanosarcinales 1 Methanomassiliicoccales, zarbwno w probkach
z bioreaktora procesowego, jak i1 kontrolnego. Wystepowanie OTUs charakterystycznych dla
tych rodzajow metanogendéw wykazywato silnie ujemna, wzajemng korelacj¢. Wnioskowano,
ze dynamiczne zmiany w zbiorowiskach mikroorganizmoéw 1 ich adaptacja do zmieniajacych
si¢ warunkow S$rodowiskowych sa niezbedne dla stabilnej pracy beztlenowych komor

fermentacyjnych.



Probki wsadu pobrane zaro6wno z bioreaktoréw procesowych, jak i kontrolnych
charakteryzowaty si¢ przewaga genéw wielolekoopornosci oraz gendéw nadajacych opornosé
na antybiotyki MLS (>20 ppm). W probkach licznie wystepowaty rowniez geny opornosci na
tetracykling 1 bacytracyne¢ (5—15 ppm). Ponownie dowiedziono, ze presja selekcyjna wywierana
przez antybiotyki suplementowane do wsadu bioreaktoréw procesowych nie byta specyficznie
ukierunkowana na geny kodujace opornos¢ wobec konkretnych klas $rodkéw
przeciwdrobnoustrojowych. Catkowita obfito§¢ ARGs zmniejszylta si¢ pod koniec stabilizacji
beztlenowej, zarowno w probkach wsadu z bioreaktoréw procesowych, jak 1 kontrolnych. Co
wazne, czgstos¢ wystepowania genow opornosci wielolekowej wzrosta w probkach wsadu
bioreaktorow procesowych, podczas gdy w probkach kontrolnych zaobserwowano tendencje
odwrotng. Nalezy podkresli¢, ze przenoszenie genow opornosci wielolekowej miedzy

mikroorganizmami stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego na calym swiecie.
11 etap badan

Pomimo, iz sekwencjonowanie metagenomowe probek z poprzedniego etapu badan
umozliwilo identyfikacje sekwencji charakterystycznych dla przedstawicieli Archaea, ich
liczba byta istotnie nizsza w poréwnaniu do liczby odczytow charakterystycznych dla bakterii
wlasciwych. W zwigzku z tym, ostatni etap badan ukierunkowano na poglgbienie wiedzy
dotyczacej wplywu, jaki dlugoterminowa suplementacja osaddéw Sciekowych mieszaning

antybiotykow o wzrastajacym stezeniu wywiera na mikroorganizmy metanogenne.

Material genetyczny wyizolowany w II etapie badan poddano ocenie wystgpowania
genow charakterystycznych dla metanogendw z rodzin Methanosarcinaceae (MSC) i
Methanosaetaceae (MST), nalezacych do rzedu Methanosarcinales. Do analiz wykorzystano
technike qPCR. Wyniki badan wstepnych pozwolity na wykluczenie w osadzie beztlenowym
istotnego udzialu przedstawicieli metanogennych rodzin z innych rzedoéw, nalezacych do
domeny Archaea. Aktywno$¢ mikroorganizmdéw metanogennych oceniono poprzez okreslenie
stezenia genu kodujacego reduktaze metylokoenzymu M (mcrA), katalizujacego ostatni etap
fermentacji metanowej - metanogenez¢. Wyniki tego eksperymentu przedstawiono w artykule
naukowym, stanowigcym Zalgaceznik 4 do rozprawy doktorskiej. W tej pracy zweryfikowano

ostatnig, czwartg hipoteze badawczg.

Na podstawie wynikow molekularnej analizy efektywnos$ci stabilizacji beztlenowej,
uwzgledniajacej koncentracj¢ funkcjonalnego genu mcrA, zaobserwowano, zZe stgzenia tego

genu w probkach wsadu z bioreaktoréw procesowych i kontrolnych, réznily si¢ w catej serii



eksperymentalnej. Wykazano, ze produkcja metanu nie byla skorelowana z wystgpowaniem
genu mcrA podczas dtugotrwatej stabilizacji beztlenowej, bez wzgledu na ekspozycje na leki
badz jej brak. Po raz kolejny potwierdzono, ze zmiany w wydajnos$ci uzysku metanu nie moga
by¢ wiarygodnie mierzone na podstawie obfitosci genu mcrA, pomimo faktu, ze gen ten zostat
zaproponowany przez innych naukowcow jako marker do monitorowania aktywnosci

metanogendw.

Zaré6wno w badanych, jak i kontrolnych prébkach wsadu, liczba kopii genow
charakterystycznych dla Methanosarcinaceae pozostawala stabilna w czasie trwania
eksperymentu, za wyjatkiem ostatniej, szostej serii eksperymentalnej, w ktorej liczebnosé
genow MSC wzrosta o 2 rzedy wielkosci w 1 gramie pofermentu. Swiadczy to o stabilnym
wzroscie przedstawicieli Methanosarcinaceae podczas fermentacji osadow, niezaleznie od
suplementacji antybiotykami. Z kolei liczebno$¢ gendw MST, charakterystycznych dla rodziny
Methanosaetaceae, bardzo istotnie rdznita si¢ pomiedzy probkami suplementowanymi, a
kontrolnymi (P <0.001). Co wazne, w ostatniej serii eksperymentalnej, liczebnos¢ genow MST
w badanych i kontrolnych probkach wsadu bioreaktora byta zblizona, co sugeruje, ze konsorcja
tych drobnoustrojow przystosowaly si¢ do wzrastajacych stezen lekdw. Wnioskowano, ze obie
rodziny metanogenéw dobrze zaadaptowaly si¢ do warunkéw panujacych w bioreaktorze
procesowym, jednak bez wzgledu na ekspozycj¢ na leki, to przedstawiciele Methanosaetaceae

zdominowali poferment.
PODSUMOWANIE

Wyniki przeprowadzonych badan dostarczyty szerokiej gamy informacji dotyczacych
wplywu substancji przeciwdrobnoustrojowych na proces fermentacji metanowej, zarbwno w
yjeciu technologicznym, jak i mikrobiologicznym. Przedstawione badania pozwolily na
osiggnigcie zamierzonych celow oraz pozytywne zweryfikowanie wszystkich hipotez,

postawionych w ramach rozprawy doktorskiej. Wykazano, ze:

(1) niektore leki przeciwdrobnoustrojowe, szeroko stosowane w medycynie, moga obnizac¢
efektywnos¢ fermentacji metanowej osadow sciekowych.

(2) obecnos$¢ srodkow przeciwdrobnoustrojowych podczas fermentacji metanowej wywiera
istotny wplyw na profil ARGs. Ekspozycja na MET wywotala najbardziej istotne
zmiany w stezeniach ARGs, w szczego6lnosci poprzez zwigkszenie koncentracji genow
kodujacych oporno$¢ wobec [B-laktaméw, tetracyklin i fluorochinolonéw, a takze

obnizenie st¢zenia gendw nadajacych oporno$¢ na leki z grupy MLS. Presja selekcyjna



)

4)

wywierana przez antybiotyki nie byta specyficzna wobec konkretnych typow ARGs. Co
wiegcej, badania zwrocily uwage na problem zwigzany z nieskutecznos$cig eliminacji
ARGs w wyniku stabilizacji beztlenowej osadow $ciekowych oraz zagrozenie zwigzane
z szerzeniem zjawiska AR.

ekspozycja osadow $ciekowych na srodki przeciwdrobnoustrojowe podczas stabilizacji
beztlenowej istotnie wplywa na strukture zbiorowisk drobnoustrojéw, w tym
metanogenéw. MET indukowal najwigksze zmiany w  biordéznorodnosci
drobnoustrojow, znacznie zmniejszajac udzial Bacteroidetes, a zwigkszajac liczbe
OTUs charakterystycznych dla Firmicutes 1 Proteobacteria. Przedstawiciele
Methanosaetaceae dominowali wsrdéd mikroorganizméw metanogennych podczas
suplementacji indywidualnymi lekami, jak rowniez w trakcie symultanicznej ekspozycji
na MET, AMO i CIP.

ilosciowa analiza gendéw specyficznych dla mikroorganizméw metanogennych, takich
jak funkcjonalny gen mcrA, nie odzwierciedla warto$ci parametréw fermentacji
metanowej, a tym samym rzeczywistej wydajnosci procesu w obecnosci srodkow

przeciwdrobnoustrojowych.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty potrzebe prowadzenia dalszych badan
w celu okreslenia wplywu obecnos$ci inhibitorow, takich jak antybiotyki, na aktywno$¢
drobnoustrojow fermentacji metanowej, co w przysziosci umozliwi zapewnienie
optymalnych warunkow wzrostu i rozwoju mikroorganizméw odpowiedzialnych za
poszczegdlne etapy stabilizacji beztlenowej. Takie badania powinny opiera¢ si¢ na
nowoczesnych metodach molekularnych, miedzy innymi na sekwencjonowaniu

metagenomowym.



