I. Streszczenie

4-nonylofenol, 4-t-oktylofenol, 4-kumylofenol, liczne fenole lotne, a takze wybrane
metale ciezkie sg zaliczane do zwigzkow toksycznych zaburzajgcych prawidtowe

funkcjonowanie uktadu hormonalnego ludzi i zwierzat.

Prezentowana rozprawa doktorska miata na celu charakterystyke proceséw degradaciji
i detoksykacji 4-nonylofenolu, 4-tert-oktylofenolu 4-kumylofenolu przez grzyb mikroskopowy
Urﬁbelopsis isabellina. Realizowane badania obejmowaty ponadto ocene zdolnosci grzyba do
usuwania wybranych jonéw metali ciezkich ze srodowiska wzrostu. W pracy podjeto takze
ekotoksykologiczng analize proceséw eliminacji 4-nonylofenolu, 4-tert-oktylofenolu,
4-kumylofenolu oraz metali ciezkich przez szczep U. isabellina z uzyciem testow
wykorzystujgcych bioindykatory reprezentujace roéine poziomy tarcucha troficznego.
Poddano réwniez ocenie efektywnos¢ U. isabellina do usuwania i detoksykacji lotnych fenoli

zawartych w odciekach ze sktadowiska odpadéw niebezpiecznych.

W pierwszym etapie badan, ktérych wyniki zostaty przedstawione w publikacji P1,
wykazano zdolnos$¢ U. isabellina do eliminacji NP, 4-t-OP i CP z podfoza wzrostowego. Ubytek
okoto 96 % poczatkowej zawartosci ksenobiotyké\}.v w pozywce (25 mg/l) zaobserwowano po
24 godzinach inkubacji. Analizy chromatograficzne ekstraktéw pohodowlanych, umozliwity
zidentyfikowanie kilku posrednich produktéw biotransformacji NP, 4-t-OP i CP, wskazujac na
potencjat grzyba do degradacji badanych zwigzkéw fenolowych. Rozktad NP i 4-t-OP przez U.
isabellina inicjowany byt procesami hydroksylacji koricowego atomu wegla we fragmentach
alkilowych ksenobiotykéw, po ktérych nastepowato utlenienie grupy hydroksylowe;j
i stopniowe skracanie faricucha alifatycznego czasteczki. Biotransformacja CP zachodzita
prawdopodobnie poprzez hydroksylacje atomu C grupy metylowej (C-8 lub C-9) a nastepnie
utlenienie odpowiednio powstatej grupy karboksylowej. W ramach prowadzonych badan
analizowano ponadto wptyw testowanych zwigzkéw fenolowych oraz powstajacych w trakcie
ich rozktadu intermediatéw na szybko$¢ wzrostu i morfologie grzybni U. isabellina.
Zaobserwowano, ze ekspozycja grzyba na dziatanie NP, 4-t-OP i CP powodowata powstawanie
zmian w strukturze strzepek (wewnatrzkomérkowe ziarnistosci) , ktore zanikaty w czasie
prowadzenia hodowli co wskazywato na zmniejszenie toksycznosci srodowiska wzrostu

drobnoustroju w trakcie badanych proceséw degradacyjnych. Zastosowanie testow
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ekotoksycznodci potwierdzito wczesdniejsze obserwacje, iz procesy biotransformacji
substratéw fenolowych prowadzity do spadku toksycznosci hodowli wzgledem zastosowanych

bioindykatorow.

Zakres badan, opisanych w publikacji P2, obejmowat przede wszystkim oceneg zdolnosci
U. isabellina do biosorpcji i akumulacji metali ciezkich: Ni, Pb, Zn, Mn. Efektywnos¢
wychwytywania testowanych jonéw metali przez grzybnie drobnoustroju wynosita od 74,3 mg
dla PB do 6,8 mg dla Ni na gram suchej masy. Otrzymane w trackie do$wiadczenn wyniki
wskazaty ponadto, ze dominujagcym mechanizmem pobierania jonéw metali przez grzyba jest
sorpcja do powierzchniowych struktur komérkowych. Rezultaty przeprowadzonych
doswiadczen pozwolity takze wykaza¢ aktywnos¢ U. isabellina do jednoczesnej eliminacji
ksenobiotykéw fenolowych oraz metali ciezkich z podfoza hodowlanego. Réwnoczesna
suplementacja pozywki wzrostowej NP, 4-t-OP i CP oraz Pb, Ni, Mn i Zn hamowata zarowno
efektywnos¢ wychwytywania przez drobnoustréj jonéw metali jak i eliminacje NP, 4-t-OP i CP
w pordéwnaniu z poziomem ich ubytku w hodowlach traktowanych osobno badanymi

zanieczyszczeniami.

Ostatnim realizowanym w niniejszej rozprawie etapem badarn opisanych
w manuskrypcie P3 byta przede wszystkim ocena Ea’fkowitego ryzyka przez wszystkie zwigzki
zawarte w kulturach grzybowych, powstajgce podczas biodegradacji NP, 4-t-OP i CP, poprzez
zastosowanie wielogatunkowych testéw toksycznosci. Analizy ekotoksykologiczne
uwidocznity zmniejszenie szkodliwego wptywu filtratdw pohodowlanych w trakcie inkubacji
drobnoustroju z zanieczyszczeniami wobec wszystkich testowanych bioindykatorow.
Przeprowadzone w pracy doswiadczenia ukazaty ponadto potencjatu U. isabellina do redukcji
fenoli lotnych z odciekow przeﬁysfowych dawnych Zaktadéw Produkcji Barwnikéw ,,Boruta”
w Zgierzu. Wykonane analizy wykazaty zardwno spadek ilosci VPs w trakcie hodowli grzyba
suplementowanych odciekami jak i zmniejszenie toksycznego wptywu przesgczy na organizmy

wskaznikowe.

Przeprowadzone badania dostarczaja dowodow skutecznosci redukcji zagrozen
generowanych przez toksyczne ksenobiotyki fenolowe oraz metale ciezkie w wyniku proceséw
ich mikrobiologicznej eliminacji i degradacji, wskazujac na potencjat wykorzystania grzyba
U. isabellina jako efektywnego narzedzia do bioremediacji Srodowisk skazonych organicznymi

i nieorganicznymi zanieczyszczeniami.

. rd
) ~ /1 . /
44 e ‘a,’.fv'*f.
Vs \.\ L
S/ 1
[ J



. Abstract

4-nonylphenol, 4-t-octylphenol, 4-cumylphenol, numerous volatile phenols, and
selected heavy metals are classified as toxic compounds that disrupt the proper functioning

of the endocrine system of humans and animals.

The presented dissertation was aimed at the characterization of the degradation and
detoxification processes of 4-nonylphenol (NP), 4-tert-octylphenol (4-t-OP) and
4-cumylphenol (4-CP) by the microscopic fungus Umbelopsis isabellina. The conducted
research also included the assessment of the fungus' ability to remove selected heavy metal
ions from the growth environment. The study also undertook an ecotoxicological analysis of
the elimination processes of 4-nonylphenol, 4-tert-octylphenol, 4-cumylphenol and heavy
metals by the U. isabellina strain by performing tests using bioindicators representing
different levels of the trophic chain. The effectiveness of U. isabellina for the removal and
detoxification of volatile phenols contained in the leachate from a hazardous waste landfill

was also assessed.

In the first stage of the research, the results of which were presented in the publication
P1, the ability of U. isabellina to eliminate NP, 4-t-OP and CP from the growth medium was
demonstrated. A loss of about 96% of the initial content of xenobiotics in the medium (25
mg/l) was observed after 24 hours of incubation. Chromatographic analyzes of post-culture
extracts allowed the identification of several intermediate products of NP, 4-t-OP and CP
biotransformation, indicating the fungus' potential to degrade the phenolic compounds
tested. The decomposition of NP and 4-t-OP by U. isabellina was initiated by the processes of
hydroxylation of the terminal carbon atom in alkyl fragments of xenobiotics, followed by
oxidation of the hydroxyl group and gradual shortening of the aliphatic chain of the molecule.
CP biotransformation probably took place by hydroxylation of the C atom of the methyl group
(C-8 or C-9) and then oxidation of the correspondingly formed carboxyl group. As part of the
research, the influence of the tested phenolic compounds and the intermediates formed
during their decomposition on the growth rate and morphology of the mycelium of
U. isabellina was also analyzed. It was observed that the fungal exposure to NP, 4-t-OP and CP
caused changes in the structure of the hyphae (intracellular granules), which disappeared

during cultivation, indicating a reduction in the toxicity of the microorganism growth



environment during the degradation processes studied. The use of ecotoxicity tests confirmed
the earlier observations that the processes of biotransformation of phenolic substrates led to

a decrease in the toxicity of the culture in relation to the bioindicators used.

The scope of the research described in publication P2 included the assessment of
U. isabellina’s ability to biosorb and accumulate heavy metals: Ni, Pb, Zn, Mn. The efficiency
of capturing the tested metal ions by the microbial mycelium ranged from 74,3 mg for PB to
6,8 mg for Ni per gram of dry fungal mass. The results obtained during the experiments also
indicated that the dominant mechanism of metal ion uptake by the fungus is sorption to the
surface cell structures. The results of the conducted experiments also allowed to demonstrate
the activity of U. isabellina for the simultaneous elimination of phenolic xenobiotics and heavy
metals from the culture medium. Simultaneous supplementation of the growth medium with
NP, 4-t-OP and CP as well as Pb, Ni, Mn and Zn inhibited both the efficiency of metal ion
capture by the organism and the elimination of NP, 4-t-OP and CP compared to the level of

their depletion in the cultures treated separately tested pollutants.

The last stage of the research described in the P3 manuscript was assessment of the
total risk by all compounds contained in fungal cultures, formed during the biodegradation of
NP, 4-t-OP and CP, through the use of multispecies toxicity tests. Ecotoxicological analyzes
showed a reduction in the harmful effect of post-culture filtrates during the incubation of the
microorganism with contaminants against all tested bioindicators. The experiments carried
out in the study also showed the potential of U. isabellina to reduce volatile phenols from
industrial leachate of the former "Boruta" Dye Production Plant in Zgierz. The performed
analyzes showed both a decrease in the amount of VPs during the cultivation of the fungus
supplemented with leachate aﬁd a decrease in the toxic effect of filtrates on the indicator

organisms.

The conducted studies provide evidence of the effectiveness of reducing the risks
generated by toxic phenolic xenobiotics and heavy metals as a result of the processes of their
microbiological elimination and degradation, indicating the potential of using the U. isabellina
fungus as an effective tool for the bioremediation of environments contaminated with organic

and inorganic pollutants.



