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Lista używanych skrótów 

 

4-t-OP         – 4-tert-oktylofenol (ang. 4-tert-octylphenol) 

CAS              – oznaczenie numeryczne przypisane substancji chemicznej przez     

amerykańską organizację Chemical Abstracts Service 

ChZT            – chemiczne zapotrzebowanie tlenu (ang. chemical oxygen demand, COD) 

CP                 – 4-kumylofenol (ang. 4-cumylphenol) 

CWO            – całkowity węgiel organiczny (ang. total organic carbon, TOC) 

EDCs            – modulatory endokrynne (ang. endocrine disrupting compounds) 

GC-MS         – chromatograf gazowy sprzężony z detektorem masowym (ang. gas  

chromatography-mass spectrometry) 

NP                – 4-nonylofenol (ang. 4-nonylphenol) 

VPs              – fenole lotne (ang. volatile phenols) 

WWA          – wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne (ang. polycyclic aromatic 

hydrocarbons, PAH) 

YAS              – drożdżowy test androgenowy (ang. yeast androgen screen) 

YES               – drożdżowy test estrogenowy (ang. yeast estrogen screen) 
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I. Wprowadzenie 
 

Uwalnianie do otoczenia ksenobiotyków ze źródeł antropogenicznych generuje wiele 

niepożądanych efektów środowiskowych. Związki te charakteryzują się przeważnie wysoką 

opornością na degradację, tendencją do bioakumulacji oraz znaczną szkodliwością względem 

różnych gatunków organizmów, przez co mogą powodować negatywne zmiany zarówno na 

poziomie osobniczym, jak i wśród całych ekosystemów. Wiele ksenobiotyków wykazuje 

działanie kancerogenne, mutagenne, teratogenne, stanowi przyczynę uogólnionej reakcji 

alergicznej organizmu jak również zaburza prawidłowe funkcjonowanie narządów.  

Szczególną grupę zanieczyszczeń stanowią związki zaliczane do zewnątrz środowiskowych 

modulatorów hormonalnych - EDCs (ang. endocrine disrupting compounds) wywołujące 

negatywne zmiany w funkcjonowaniu układu endokrynnego poprzez zaburzanie transportu, 

syntezy lub bezpośrednie oddziaływanie z hormonami lub ich komórkowymi receptorami. 

W wyniku zakłócenia homeostazy układu wewnątrzwydzielniczego EDCs wywołują liczne 

zaburzenia endokrynologiczne w tym dysfunkcje reprodukcyjne, rozwojowe i behawioralne 

(Długoński, 2016, 2021). Właściwości destabilizowania układu hormonalnego wykazują m.in. 

niektóre związki fenolowe (w tym alkilofenole jak: 4-nonylofenol, 4-tert-oktylofenol) (Tabela 

1) oraz jony metali ciężkich (np. Zn, Mn, Ni, Cd, Pb) szeroko wykorzystywane na skalę 

przemysłową w wielu gałęziach gospodarki (Georgescu i in., 2011; Iavicoli i in., 2009; Rana, 

2014; Soares i in., 2008). Coraz wyższy stopień zanieczyszczenia tymi ksenobiotykami 

środowiska naturalnego wynika z ich ciągłego uwalniania przede wszystkim wraz ze ściekami 

komunalnymi i przemysłowymi. Obecność tych związków wykazano w wielu elementach 

biosfery m.in. wodach gruntowych, osadach dennych, glebie, rzekach i jeziorach. Ksenobiotyki 

te zostały również wykryte w ściekach uznanych za oczyszczone, wskazując tym samym na 

niepełny ich rozkład w trakcie zastosowanych procesów technologicznych (Lu i Gan, 2014a; 

Soares i in., 2008; Zuo i Zhu, 2014). Obszary środowiska, w których zidentyfikowano 

modulatory hormonalne, będące niejednokrotnie w znacznych odległościach od 

potencjalnych źródeł ich emisji, pokazują, iż mają one zdolność do transgranicznej migracji, 

zwiększając tym samym terytorium bezpośredniego wpływu na organizmy. Narażenie na 

kontakt z EDCs jest zatem zjawiskiem ciągłym i dotyczy różnych gatunków bez względu na 

środowisko ich bytowania. 
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W efekcie wciąż rosnącej skali produkcji substancji wykazujących właściwości endokrynne, 

powiększającym się stopniem kontaminacji środowiska tymi związkami oraz ich negatywnym 

oddziaływaniem na organizmy, obserwuje się intensywny wzrost zainteresowania 

poszukiwaniem wydajnych sposobów eliminacji tych zanieczyszczeń w ekologicznie rozsądny 

i ekonomicznie korzystny sposób. Fizykochemiczne metody usuwania i rozkładu 

ksenobiotyków charakteryzują się przeważnie wysokimi kosztami, generują toksyczne 

produkty uboczne oraz często prowadzą do powstawania intermediatów charakteryzujących 

się wyższą toksycznością od związków macierzystych (Oluwasanu, 2018). Dlatego też, 

w poszukiwaniu efektywnych sposobów ich rozkładu szczególną uwagę zwraca się na metody 

biologiczne wykorzystujące drobnoustroje (Krupiński, 2021). Obszary intensywnych badań 

i analiz naukowych nad modulatorami hormonalnymi dotyczą przede wszystkim ich 

oddziaływania na organizmy oraz skali występowania i zanieczyszczenia środowiska tymi 

ksenobiotykami. Procesy ich eliminacji i degradacji, zwłaszcza na drodze biologicznej, zostały 

dotychczas słabo poznane i opisane. Innowacje ekologiczne w ochronie środowiska zmierzają 

zatem do opracowania bezpiecznych dla środowiska technik mikrobiologicznych, które 

zmniejszają i eliminują zagrożenie związane z emisją tych zanieczyszczeń. W świetle 

aktualnego stanu wiedzy, uzasadnione wydaje się zatem podjęcie badań, których istotą jest 

poszukiwanie skutecznych i wydajnych metod mikrobiologicznej eliminacji opisywanych 

ksenobiotyków, poznanie mechanizmów regulujących przebieg ich rozkładu i oszacowanie 

toksycznych właściwości produktów pośrednich i końcowych zachodzących przemian. 

Głównym obszarem badawczym niniejszej rozprawy była mikrobiologiczna eliminacja  

degradacja wybranych związków fenolowych (4-nonylofenolu, 4-kumylofenolu i 4-tert-

oktylofenolu) oraz jonów metali ciężkich (Zn, Mn, Ni, Cd, Pb) należących do grupy EDCs (Zhao 

i in., 2021), występujących powszechnie w środkach codziennego użytku, kosmetykach oraz 

chemii gospodarczej, jak również szeroko wykorzystywanych jako surowce do syntezy innych 

substancji chemicznych o cennych właściwościach technologicznych i przemysłowych, które 

używane są m. in. w wyrobach plastikowych, materiałach kompozytowych, lakierach, smarach 

oraz przy produkcji sprzętu elektronicznego, tekstyliów i wyrobów papierniczych. 

Przeprowadzone prace skupiały się także nad oceną zdolności użytego w pracy grzyba 

strzępkowego do detoksykacji środowiska w trakcie procesów eliminacji testowanych 

toksykantów. 
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Tabela 1. Podstawowe właściwości fizykochemiczne badanych związków chemicznych. 

Nazwa 

 
Wzór chemiczny 

 

Masa 
cząsteczkowa 

[g/mol] 

Temperatura 
topnienia/wrzenia 

[°C] 

Gęstość 
[g/cm3] 

strukturalny sumaryczny 

4-tert-oktylofenol 
CAS: 140-66-9 

 

C14H22O 206,32 85/279 
0,89 

w 90 °C 

4-nonylofenol 
CAS: 84852-15-3 

 

C15H24O 

 
 

220,35 
  
 

-8/290-300 
0,95 

w 20 °C 

4-kumylofenol 
CAS: 599-64-4 

 

C15H16O 212,29 74,5/335 
1,12 

w 25 °C 

Wartości podane za PubChem (data dostępu: 23.11.2021) 
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II. Cele pracy 
 

Prace badawcze realizowane w ramach prezentowanej rozprawy wpisują się w nurt badań 

obejmujący identyfikację i charakterystykę układów biologicznych pozwalających na 

zmniejszenie toksycznego oddziaływania ksenobiotyków poprzez ich eliminację 

i biodegradację. 

 

Głównymi celami badań wykonanych podczas realizacji rozprawy doktorskiej były: 

1. Określenie zdolności grzyba strzępkowego U. isabellina do degradacji ksenobiotyków 

fenolowych o właściwościach endokrynnych: 4-nonylofenolu, 4-tert-oktylofenolu oraz 

4-kumylofenolu.  

2. Analiza potencjału U. isabellina do jednoczesnej eliminacji 4-nonylofenolu, 4-t-

oktylofenolu, 4-kumylofenolu oraz wybranych jonów metali ciężkich destabilizujących 

funkcjonowanie układu endokrynnego.  

3. Ekotoksykologiczna ocena procesów eliminacji 4-nonylofenolu, 4-tert-oktylofenolu, 

4-kumylofenolu oraz jonów metali ciężkich przez szczep U. isabellina z wykorzystaniem 

baterii biotestów toksyczności.  

4. Określenie efektywności U. isabellina do usuwania i detoksykacji lotnych fenoli 

zawartych w odciekach ze składowiska odpadów niebezpiecznych. 
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III. Techniki wykorzystane w czasie realizacji pracy doktorskiej 
 

 Mikroskopia – określenie wpływu 4-nonylofernolu, 4-kumylofenolu oraz 4-tert-

oktylofenolu na wzrost i morfologię Umbelopsis isabellina. 

 Chromatografia gazowa sprzężona ze spektrometrią mas – wykorzystana w celu 

scharakteryzowania grup izomerów w NP oraz oznaczenia ilościowego oraz 

jakościowego (poszukiwanie związków pochodnych badanych ksenobiotyków). 

 Spektrofluorymetria – ocena toksykologiczna badanych filtratów pohodowlanych. 

 Absorpcyjna spektrometria atomowa – ocena zdolności U. isabellina do biosorpcji 

i bioakumulacji metali ciężkich. 

Wszystkie wyniki zamieszczone w publikowanych pracach zostały podane jako wartości 

uśrednione o odchylenie standardowe. Analizy statystyczne wykonano za pomocą pakietu 

statystycznego SPSS (Windows ver. 17), przeprowadzono analizę wariacji ANOVA. Testy 

wykonano przy poziomie istotności statystycznej wynoszącym P ≤ 0,05. 
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IV. Omówienie wyników przedstawionych w cyklu publikacji 

wchodzących w skład rozprawy doktorskiej 
 

Poszukiwanie nowych metod efektywnego usuwania i rozkładu toksycznych 

zanieczyszczeń z użyciem mikroorganizmów, których aktywność degradacyjna jest zazwyczaj 

specyficzna w stosunku do określonej grupy związków, stanowi jeden z istotnych elementów 

strategii zmierzających do remediacji środowisk skażonych ksenobiotykami. W celu 

pozyskania drobnoustrojów cechujących się zdolnościami rozkładu badanych w pracy 

związków fenolowych o właściwościach endokrynnych, w początkowym etapie analiz 

oszacowano potencjał pięćdziesięciu szczepów grzybów mikroskopowych do eliminacji NP, 

4-CP oraz 4-t-OP z grzybowego podłoża wzrostowego. Testowane mikroorganizmy pochodziły 

z kolekcji drobnoustrojów Katedry Mikrobiologii Przemysłowej i Biotechnologii UŁ i były 

pierwotnie wyizolowane z matryc środowiskowych (gleba, ścieki, hałdy kopalniane) 

zanieczyszczonych wieloma różnymi ksenobiotykami organicznymi i metalami ciężkimi. Na 

podstawie otrzymanych wyników wykazano, że szczep Umbelopsis isabellina IM 833 

charakteryzował się największą opornością na toksyczne oddziaływanie badanych związków 

fenolowych (najniższe zahamowanie wzrostu w obecności ksenobiotyków) jak również 

najwyższą efektywnością w eliminacji NP, 4-CP oraz 4-t-OP z podłoża hodowlanego po 72 

godzinach inkubacji. Z tego względu, ww. szczep grzybowy został wybrany jako model 

badawczy w pracach eksperymentalnych realizowanych w ramach prezentowanej rozprawy. 
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IV.1 Publikacja P1 
 

Rezultaty doświadczeń będące wynikiem realizacji pierwszego celu badawczego 

prezentowanej dysertacji zostały opisane w pracy eksperymentalnej (P1) – Janicki T., Krupiński 

M., Długoński J. 2016. Degradation and toxicity reduction of the endocrine disruptors 

nonylphenol, 4-tert-octylphenol and 4-cumylphenol by the non-ligninolytic fungus Umbelopsis 

isabellina. Bioresource Technology; 200, 223-229, tworzącej cykl publikacji wchodzących 

w skład rozprawy doktorskiej. Analiza danych dynamiki eliminacji NP, 4-t-OP oraz CP z podłoża 

wzrostowego przez szczep U. isabellina uwidoczniła całkowity ubytek testowanych 

ksenobiotyków, w stężeniu wyjściowym 25 mg/l, po 24 godzinach prowadzenia hodowli. 

W porównaniu do zawartości toksykantów w układach kontrolnych, zaobserwowano ponad 

90 procentową redukcję NP oraz 4-t-OP w hodowlach grzybowych po 12 godzinach inkubacji. 

Tę samą wartość eliminacji wykazano po 6 godzinach hodowli U. isabellina z dodatkiem CP. 

Okresy półtrwania testowanych związków w fazie analizowanej mikrobiologicznej eliminacji 

wynosiły około 4 godziny dla NP i 4-t-OP oraz 3 godziny dla CP. Większość danych 

literaturowych dotyczących mikrobiologicznej degradacji NP, 4-t-OP oraz CP odnosi się do 

procesów ich biotransformacji przez bakterie lub konsorcja różnych gatunków 

drobnoustrojów (Gabriel i in., 2008; Lu i Gan, 2014b; Toyama i in., 2011). Ilość badań 

opisujących eliminację tych ksenobiotyków przez grzyby, zwłaszcza nieligninolityczne, jest 

ograniczona. W świetle dostępnych danych literaturowych, porównanie dynamiki 

mikrobiologicznej eliminacji NP, 4-t-OP oraz CP wskazuje, że U. isabellina charakteryzuje się 

kilkukrotnie wyższą efektywnością w usuwaniu tych zanieczyszczeń ze środowiska wzrostu niż 

inne scharakteryzowane grzyby mikroskopowe (Trametes versicolor, Bjerkandera sp. BOL13) 

(Girlanda i in., 2009; Soares i in., 2005).  

Nonylofenol wykorzystywany w skali przemysłowej głównie jako półprodukt do syntezy 

związków o bardziej pożądanych właściwościach technologicznych, występuje w postaci 

mieszaniny kilkunastu izomerów różniących się stopniem rozgałęzienia łańcucha 

alifatycznego. W kolejnym etapie badań postanowiono określić czy struktura podstawnika 

alifatycznego warunkuje stopień eliminacji poszczególnych izomerów przez badany 

drobnoustrój. Na podstawie analizy rozkładu masy jonów fragmentacyjnych izomerów NP 

otrzymanych metodą chromatografii gazowej sprzężonej ze spektrometrią mas (GC-MS), 
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w zależności od ich budowy względem podstawników w pozycji α- oraz β-węgla łańcucha 

alifatycznego, zostały podzielone na pięć grup. Otrzymane wyniki wykazały brak istotnej 

korelacji między szybkością usuwania izomerów ksenobiotyku a stopniem rozgałęzienia 

podstawnika alkilowego w ich strukturze. W oparciu o posiadaną wiedzę, uzyskane dane są 

pierwszymi opisującymi szczep grzyba mikroskopowego zdolnego do całkowitej eliminacji 

nonylofenolu wskazującymi jednocześnie, iż szybkość usuwania różnych grup izomerów 

związku przez ten drobnoustrój nie zależy od wzorca substytucji α- oraz β-węgla łańcucha 

alifatycznego. Analiza chromatograficzna (GC-MS) ekstraktów z hodowli U. isabellina 

traktowanych NP, 4-t-OP lub CP pozwoliła ponadto zidentyfikować kilka pośrednich 

produktów degradacji testowanych ksenobiotyków. Na ich podstawie sugeruje się, że rozkład 

NP i 4-t-OP przez badany szczep grzybowy inicjowany jest przez hydroksylację końcowego 

węgla w ugrupowaniu alkilowym, po której następuje utlenienie grupy hydroksylowej 

powstałego kwasu karboksylowego i stopniowe skracanie łańcucha alifatycznego poprzez 

kolejne utlenianie subterminalnych lub terminalnych atomów węgla. Mechanizm degradacji 

CP opiera się prawdopodobnie na hydroksylacji atomu C grupy metylowej (C-8 lub C-9) 

a następnie utlenieniu odpowiedniej grupy karboksylowej. Dalsza transformacja przebiega 

poprzez kilka przegrupowań w obrębie struktury cząsteczki prowadząc do rozszczepienia 

wiązania C-C między ugrupowaniami aromatycznymi. Ze względu na podobieństwo 

strukturalne między kumylofenolem a cząsteczką bisfenolu – ksenoestrogenu, którego 

mikrobiologiczna degradacja została udokumentowana w wielu pacach naukowych, sugeruje 

się, że procesy biotransformacji tych związków mogą zachodzić w podobnych szlakach 

metabolicznych (Zhang i in., 2013).  

Podczas mikrobiologicznych przemian ksenobiotyków może dochodzić do wytworzenia 

intermediatów charakteryzujących się bardziej szkodliwym wpływem na organizmy od 

substratów macierzystych. Z tego względu, kolejny etap badań realizowanych w ramach 

prezentowanej pracy, obejmował ocenę zmiany toksyczności hodowli U. isabellina w trakcie 

procesów rozkładu NP, 4-t-OP i CP. Ekotoksyczność filtratów pohodowlanych analizowano 

z zastosowaniem biotestów wykorzystujących w roli organizmów wskaźnikowych dwa gatunki 

bezkręgowców: słonowodne skorupiaki Artemia franciscana oraz słodkowodne rozwielitki 

Daphnia magna, reprezentujące różne ekosystemy. Wyniki badań toksykologicznych 

wykazały, iż w przebiegu procesów degradacji wszystkich testowanych zanieczyszczeń 



14 
 

dochodziło do powstawania mniej szkodliwych pochodnych. Zmniejszenie toksyczności 

sześcio- i siedmiokrotne dla hodowli z CP, około siedmio- i ośmiokrotne dla kultur grzybowych 

traktowanych NP oraz cztero- i sześciokrotne dla przesączy otrzymanych z hodowli 

z dodatkiem 4-t-OP, po 24 godzinach inkubacji, zaobserwowano odpowiednio w badaniach 

z użyciem A. franciscana i D. magna. Odnotowane w testach toksykologicznych procesy 

detoksykacji ksenobiotyków, zostały dodatkowo potwierdzone poprzez analizy 

mikroskopowe. Obecność NP, 4-t-OP i CP w środowisku wzrostu U. isabellina generowała 

zmiany morfologiczne w strzępkach grzybni takie jak: wypukłości na powierzchni strzępek oraz 

pojawianie się wewnątrzkomórkowych pęcherzyków. Po sześciu godzinach inkubacji, we 

wszystkich analizowanych układach hodowlanych z ksenobiotykami, zauważono zanik 

wspomnianych wyżej zaburzeń morfologicznych. Zależność między szybkością eliminacji 

testowanych zanieczyszczeń przez szczep grzybowy a obserwowanymi w czasie zmianami 

w strukturze jego strzępek wskazuje, że procesy biodegradacji NP, 4-t-OP i CP prowadziły do 

zmniejszenia toksyczności podłoża wzrostowego. 
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IV.2 Publikacja P2 
 

W kolejnych doświadczeniach realizowanych w ramach wyznaczonych celów badawczych 

prezentowanej rozprawy, analizowano potencjał szczepu U. isabellina do jednoczesnej 

eliminacji z podłoża hodowlanego: NP, 4-t-OP i CP oraz wybranych jonów metali ciężkich 

wykazujących właściwości endokrynne. Wyniki przeprowadzonych ksperymentów zostały 

przedstawione w publikacji (P2): Janicki T., Długoński J., Krupiński M. 2018. Detoxification and 

simultaneous removal of phenolic xenobiotics and heavy metals with endocrine-disrupting 

activity by the non-ligninolytic fungus Umbelopsis isabellina. Journal of Hazardous Materials; 

360, 661-669. Ekspozycja na metale ciężkie, wśród których Mn, Zn, Ni, Pb i Cd uznawane są 

jako jedne z najbardziej toksycznych metali występujących w zanieczyszczonych 

środowiskach. wywołuje szereg niekorzystnych skutków dla organizmów. W wielu badaniach 

wykazano, że narażenie na wysokie poziomy tych metali może powodować zaburzenia układu 

hormonalnego, w szczególności poprzez modulowanie aktywności estrogenowej hormonów 

endogennych (Georgescu i in., 2011; Iavicoli i in., 2009; Rana, 2014). 

W pierwszym etapie badań oszacowano toksyczny wpływ Zn (II), Mn (II), Ni (II), Cd (II), 

oraz Pb (II) na badany szczep U. isabellina w oparciu o analizę zahamowania wzrostu 

drobnoustroju w hodowlach suplementowanych wspomnianymi metalami ciężkimi. Na 

podstawie wyznaczonych krzywych zależności „dawka – odpowiedź” pomiędzy wielkością 

wytworzonej biomasy grzyba a zawartością poszczególnych jonów metali w podłożu 

wzrostowym zdefiniowano stężenia testowanych inhibitorów ograniczające w 50 % wzrost 

szczepu (IC50), które posłużyły do oceny stopnia toksyczności badanych metali 

manifestującego się według schematu Cd > Pb = Ni > Mn = Zn. Przeprowadzone badania 

wykazały, że U. isabellina charakteryzował się wysoką tolerancją na obecność jonów Pb, Ni, 

Mn i Zn w środowisku wzrostu. Dodatkowo, w świetle danych naukowych, analizowany 

drobnoustrój wykazywał silniejsze reakcje fizjologiczne oraz mechanizmy obronne 

warunkujące jego oporność na Pb i Ni w porównaniu do wielu szczepów grzybowych 

opisywanych w literaturze jako wysoce tolerancyjne na stres wywołany przez te metale 

ciężkie. Ze względu na wysoką toksyczność Cd na przyrost biomasy U. isabellina (zahamowanie 

wzrostu o 87 % przy zawartości Cd w pożywce 2,5 mM) pominięto dalsze prace 

eksperymentalne z wykorzystaniem tego metalu.  
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W strategii tolerowania stresu środowiskowego wywołanego toksycznym działaniem 

metali ciężkich, grzyby mikroskopowe rozwinęły wiele mechanizmów oporności z czego do 

najważniejszych z nich należą: biosorpcja - niezależne od metabolizmu wiązanie 

z powierzchnią komórek i bioakumulacja – aktywny proces transportu metalu do wnętrza 

komórki (Deng i in., 2011; Vargas-Garcia i in., 2012). W dalszych etapach badań postanowiono 

zatem ocenić zdolność U. isabellina do eliminacji Pb, Ni, Mn i Zn z podłoża hodowlanego 

analizując wspomniane procesy pobierania jonów metali ze środowiska. Wyniki 

przeprowadzonych badań ukazują, że we wszystkich testowanych układach badawczych 

dominującym mechanizmem usuwania metalu była sorpcja do powierzchni komórek grzyba. 

Jednym z głównych składników ściany komórkowej grzybów są lipidy zawierające określone 

grupy funkcyjne, które bezpośrednio uczestniczą w wiązaniu metali. Wiele publikacji wskazuje, 

że U. isabellina należy do tzw. „grzybów oleistych”, które pod wpływem stresu mogą 

wytwarzać duże ilości lipidów (Hussain i in., 2014; Ruan i in. 2015). Obserwacje te sugerują, że 

oddziaływania fizykochemiczne między metalami i ligandami, takimi jak grupy estrowe 

i karboksylowe obecne na powierzchni komórki, mogą być zaangażowane w mechanizmy 

biosorpcji badanych metali przez U. isabellina.  W procesach pobierania testowanych metali 

z pożywki wzrostowej przez drobnoustrój, najwyższą wydajność eliminacji otrzymano dla 

hodowli suplementowanych jonami Pb wynoszącą 74,3 mg metalu na gram suchej masy, 

z czego około 91 % (67,8 mg) było chelatowanych na powierzchni komórki. Efektywność 

wychwytywania jonów Zn, Mn i Ni przez grzybnię U. isabellina wynosiła odpowiednio 23,4; 7,4 

i 6,8 mg metalu na gram suchej masy a około 96 % tych ilości ulegała wiązaniu do struktur 

zewnątrzkomórkowych. Otrzymane wyniki wskazują na możliwości zastosowania U. isabellina 

jako efektywnego biosorbentu do eliminacji Pb, Zn, Mn i Ni z zanieczyszczonych matryc 

środowiskowych.  

Badania nad oceną potencjału U. isabellina do usuwania metali ciężkich ze środowiska, 

zostały następnie poszerzone o analizy procesów biosorpcji i bioakumulacji testowanych 

metali z układów hodowlanych traktowanych równolegle NP, 4-t-OP lub CP. Obecność 

dodatkowego zanieczyszczenia w pożywce skutkowała zróżnicowanym oddziaływaniem na 

stopień wychwytywania metali przez drobnoustrój zależnie od użytego ksenobiotyku. 

W hodowlach suplementowanych NP lub 4-t-OP zaobserwowano hamujący wpływ alkilofenoli 

na zdolność U. isabellina do usuwania wszystkich testowanych metali z podłoża wzrostowego 

w porównaniu do układów kontrolnych. Do wskazywanych procesów mogły przyczynić się 
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zmiany w składzie i właściwościach fizykochemicznych ściany komórkowej szczepu będące 

efektem działania zastosowanych ksenobiotyków. W przeciwieństwie do hodowli 

suplementowanych NP lub 4-t-OP, ekspozycja U. isabellina na CP nie generowała istotnych 

zmian w aktywności tego szczepu do biosorpcji i bioakumulacji Zn, Mn i Ni w odniesieniu do 

układów nie zawierających ksenobiotyków w pożywce wzrostowej. Zaobserwowano 

natomiast wyraźny wzrost poziomu eliminacji Pb w hodowlach grzybowych traktowanych CP 

o około 25 % w stosunku do układu kontrolnego. Poprawę zdolności sorpcyjnych U. isabellina 

w odniesieniu do jonów Pb można tłumaczyć wpływem związku na procesy metaboliczne 

determinujące budowę i funkcjonowanie ściany komórkowej grzyba. Jeden z tych 

mechanizmów mógł sprzyjać zwiększeniu ilości anionowych grup funkcyjnych osadzonych na 

powierzchni komórki, które uczestniczyły w wiązaniu metalu. Dodatkowo, kumylofenol mógł 

przyczyniać się do zaburzenia integralności ściany komórkowej prowadząc do ekspozycji 

ukrytych wcześniej ligandów wiążących Pb.  

W układach hodowlach „metal + związek fenolowy” analizowano ponadto stopień 

usuwania zanieczyszczenia organicznego przez szczep U. isabellina ze środowiska wzrostu. 

Jednoczesne wprowadzenie do pożywki Pb, Ni, Mn lub Zn oraz jednego z testowanych 

substratów fenolowych pociągało za sobą ograniczenie szybkości eliminacji NP, 4-t-OP oraz CP 

w większości testowanych wariantach badawczych w porównaniu do hodowli bez dodatku 

jonów metalu. W stosunku do poziomów wydajności eliminacji substratów organicznych 

odnotowanych w hodowlach bez obecności metalu, najwyższe zahamowanie aktywności 

biodegradacyjnej U. isabellina zaobserwowano dla NP wynoszące od 62 do 23 % odpowiednio 

dla układów z Pb i Zn w 24 godzinie inkubacji. Obserwowany spadek efektywności 

drobnoustroju w biotransformacji NP, 4-t-OP i CP mógł wynikać z niekorzystnego wpływu 

metali ciężkich na wiele procesów metabolicznych zaangażowanych w transport i degradację 

tych zanieczyszczeń takich jak: zahamowanie aktywności kluczowych enzymów katalizujących 

reakcje rozkładu związków czy ograniczenie syntezy ATP (Chen i in., 2011; Liu i in., 2017). 

Pomimo ograniczenia szybkości eliminacji większości testowanych związków fenolowych 

przez U. isabellina w odpowiedzi na stres spowodowany ekspozycją na metale ciężkie, wyniki 

badań wykazały także przyspieszenie niektórych procesów degradacyjnych jak np. rozkładu CP 

oraz 4-t-OP w obecności Mn, czy biotransformacji 4-t-OP w hodowlach z Zn. Sugeruje się, iż 

procesy te mogą być wynikiem zwiększenia adsorpcji substratów organicznych do 

powierzchniowych struktur komórkowych. Niektóre metale ciężkie mogą wykazywać silniejsze 
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przyciąganie elektrostatyczne do powierzchni grzybni niż związki fenolowe, czyniąc 

zewnętrzną przestrzeń komórki mniej hydrofilową, a tym samym promując adsorpcję 

związków hydrofobowych, takich jak 4-t-OP czy CP (Liu i in., 2017). Dodatkowo, intensyfikacji 

degradacji związków organicznych można również przypisać tworzenie się kompleksów 

enzym-metal-ksenobiotyk fenolowy, w którym metale działają jako kofaktory regulując w ten 

sposób funkcję enzymów biorących udział w biotransformacji zanieczyszczeń organicznych.  

Ze względu na powszechne współwystępowanie w skażonych ekosystemach wodnych 

ksenobiotyków fenolowych, takich jak NP, 4-t-OP i CP oraz metali ciężkich o właściwościach 

endokrynnych, w kolejnym etapie badań oszacowano zdolność U. isabellina do usuwania 

wyżej wymienionych toksykantów z hodowli zawierających wszystkie testowane w pracy 

zanieczyszczenia organiczne oraz jony metali. Wyniki badań ukazały, że równoczesna 

suplementacja pożywki ksenobiotykami fenolowymi oraz Pb, Ni, Mn i Zn hamowała zarówno 

wydajność wychwytywania przez drobnoustrój jonów metali jak i efektywność degradacyjną 

NP, 4-t-OP i CP w porównaniu z poziomem ich eliminacji w mieszaninach dwuskładnikowych 

jak i hodowlach traktowanych osobno poszczególnymi zanieczyszczeniami. Wartości 

pobierania przez grzybnię metali ciężkich oscylowały od 62,01 do 3,43 mg na gram suchej 

masy, odpowiednio dla jonów Pb i Ni, natomiast szybkość rozkładu testowanych związków 

fenolowych zmniejszyła się od 77 do 33 % po 24 godzinach inkubacji odpowiednio 

w hodowlach z NP i 4-t-OP w odniesieniu do kultur traktowanych jednym ksenobiotykiem. 

Chociaż współwystępowanie metali i ksenobiotyków organicznych w pożywce hodowlanej 

negatywnie wpłynęło na skuteczność ich eliminacji przez U. isabellina, szczep nadal 

efektywnie usuwał zanieczyszczenia ze środowiska wzrostu, co czyni go obiecującym modelem 

w opracowywaniu metod bioremediacji skażonych ekosystemów wodnych. 

W ostatnim etapie realizacji założonych celów badawczych tej części pracy, 

przeprowadzono ocenę zmiany stopnia toksyczności hodowli U. isabellina inkubowanych 

w układach „metal + związek fenolowy”. Do analiz ekotoksykologicznych ponownie 

zastosowano testy wykorzystujące w roli bioindykatorów skorupiaki A. franciscana oraz 

D. magna. Otrzymane wyniki jednoznacznie wykazały redukcję szkodliwego potencjału 

filtratów pohodowlanych po 24 godzinach inkubacji dla wszystkich badanych układów 

eksperymentalnych w stosunku do testowanych organizmów wskaźnikowych. Najszybszy 

spadek toksyczności odnotowano w trakcie pierwszych sześciu godzin prowadzenia hodowli, 

co może wskazywać na zachodzące wówczas intensywne procesy adsorpcji metali do struktur 
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powierzchniowych grzybni. Obserwowany wzrost toksyczności dla niektórych układów 

hodowlanych z NP i 4-t-OP w 12 godzinie inkubacji mógł wynikać z pojawienia się w pożywce 

produktów biotransformacji ksenobiotyków wykazujących silniejsze szkodliwe właściwości od 

substratów macierzystych (Dave i in., 2012). Podsumowując, analizy ekotoksykologiczne 

przedstawione w tej pracy wykazały, że jednoczesnemu usuwaniu testowanych 

zanieczyszczeń organicznych i nieorganicznych przez U. isabellina towarzyszyła detoksykacja 

środowiska. 
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IV.3 Publikacja P3 (manuskrypt pracy wysłany do recenzji) 
 

Zakres eksperymentów wchodzących w skład trzeciej publikacji (P3): Janicki T., 

Długoński A., Felczak A., Długoński J., Krupiński M. Ecotoxicological estimation of 

4-cumylphenol, 4-t-octylphenol, nonylphenol and volatile leachate phenol degradation by the 

microscopic fungus Umbelopsis isabellina using a battery of biotests, (manuskrypt na etapie 

recenzji w czasopiśmie Ecological Indicators), stanowiącego spójny tematycznie zbiór 

publikacji, obejmował przede wszystkim poszerzenie analiz nad oceną zmiany toksyczności 

środowiska wzrostu szczepu U. isabellina w hodowlach traktowanych NP, 4-t-OP lub CP, 

stanowiących uzupełnienie badań ekotoksykologicznych podjętych we wcześniejszej pracy 

doświadczalnej (P1). Szeroka ocena ekotoksyczności zanieczyszczeń stanowi podstawę oceny 

ryzyka negatywnego oddziaływania danego czynnika na organizmy. Dlatego też, 

w przeprowadzonych badaniach zastosowano wielogatunkowe podejście toksykologiczne 

wykorzystując do analiz tzw. baterię biotestów zawierających jako bioindykatory organizmy 

pełniące kluczowe funkcje w ekosystemach oraz reprezentujące szeroki zakres taksonów 

wszystkich poziomów łańcucha troficznego (konsumenci, producenci, destruenci). Umożliwiło 

to kompleksową ocenę całkowitego ryzyka stwarzanego przez wszystkie związki zawarte 

w kulturach grzybowych inkubowanych z zanieczyszczeniami, w tym wykrywanie toksyczności 

wykazywanej przez intermediaty powstające podczas biodegradacji (Kar i in., 2020; Manfra 

i in., 2015). Analiza wielokierunkowych efektów biologicznych narażenia na substancje 

toksyczne (m.in. aktywność bioluminescencyjna u bakterii Aliivibrio fischeri,  skala pobierania 

pokarmu przez skorupiaki Thamnocephalus platyurus czy stopień kiełkowania nasion 

i zahamowanie wzrostu korzeni u Lepidium sativum, Sinapis alba i Sorghum saccharatum) 

u wszystkich testowanych organizmów wskaźnikowych wykazała zmniejszenie szkodliwości 

filtratów otrzymanych w trakcie prowadzenia hodowli grzybowych traktowanych NP, 4-t-OP 

lub CP. Wskazuje to, iż rozkład związków fenolowych przez U. isabellina prowadził do 

powstawania metabolitów o niższej toksyczności od substratów macierzystych. 

Poza standardowymi biotestami ekotoksykologicznymi, w pracy przeprowadzono 

także testy wykorzystujące zmodyfikowane genetycznie drożdże Sacharomyces cerevisiae: YES 

(yeast estrogen screen) oraz YAS (yeast androgen screen) umożliwiające ocenę potencjału 

estrogennego i androgennego zarówno analizowanych ksenobiotyków jak i hodowli 
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grzybowych suplementowanych tymi zanieczyszczeniami. Wyniki badań wykazały właściwości 

estrogenne NP i CP oraz aktywność antyandrogenną CP i 4-t-OP. W oparciu o otrzymane dane, 

w kolejnych doświadczeniach, poddano analizie na aktywność endokrynną filtraty 

pohodowlane U. isabellina z układów suplementowanych NP, CP i 4-t-OP. Rezultaty 

doświadczeń pokazały, że żaden z badanych przesączy uzyskanych w trakcie inkubacji 

drobnoustroju z NP lub CP nie wykazywał potencjału estrogennego W testach określających 

właściwości antyandrogenne, zarówno w pożywkach z dodatkiem NP jak i CP obserwowano 

spadek testowanej aktywności wraz z czasem prowadzenia hodowli. Wyniki testów 

jednoznacznie zatem wskazują, że procesy biodegradacji związków fenolowych skutkowały 

redukcją potencjału endokrynnego środowiska. 

W obliczu narastającego zanieczyszczenia środowiska odciekami generowanymi 

z poprzemysłowych składowisk i zawierającymi różne toksyczne związki fenolowe, 

w prezentowanej pracy skoncentrowano się również na określeniu możliwości wykorzystania 

szczepu U. isabellina do usuwania i detoksykacji lotnych fenoli (VPs) z odcieków obciążonych 

złożonymi zanieczyszczeniami organicznymi. W tym celu jako matrycę wykorzystano odcieki 

ze składowiska odpadów przemysłowych dawnych Zakładów Produkcji Barwników ,,Boruta’’ 

w Zgierzu. Substancje zaliczane do VPs to przede wszystkim hydroksylowe pochodne benzenu 

i innych związków aromatycznych, które mogą powstawać w procesach biotransformacji 

i biodegradacji zarówno związków pochodzenia naturalnego jak i ksenobiotyków np.: 

wielopierścieniowych węglowodorów aromatycznych (WWA) czy polifenoli (Kennes i in., 

2016). Wiele lotnych fenoli charakteryzuje się wysoką toksycznością, w tym także zdolnością 

do zaburzania funkcjonowania układu endokrynnego (Oluwasanu, 2018). Przeprowadzone 

analizy fizykochemiczne badanych odcieków wykazały nie tylko znaczną zawartość VPs 

w testowanych matrycach, ale również wysokie wartości ChZT, CWO, przewodnictwa czy 

metali świadczące o istotnym obciążeniu testowanych prób środowiskowych toksycznymi 

substancjami organicznymi i nieorganicznymi. 

Wyniki uzyskane z analizy zdolności U. isabellina do wzrostu w hodowlach 

zawierających 20 lub 40 % odcieku składowiskowego wykazały, że użyty drobnoustrój jest 

w stanie przystosować się do niekorzystnych warunków środowiskowych nawet w przypadku 

jego ekspozycji na wyższe stężenia toksykantów obecnych w testowanych matrycach. Pomimo 

obserwowanego zahamowania przyrostu biomasy grzyba w pożywkach suplementowanych 
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próbkami odcieków, wykonane badania ilościowe na zawartość w hodowlach lotnych fenoli 

uwidoczniły spadek ich stężenia w trakcie inkubacji analizowanych układów. Przyspieszenie 

procesu eliminacji VPs z podłoża wzrostowego po 24 i 48 godzinie inkubacji odpowiednio dla 

hodowli traktowanych 20 i 40 % odcieku, sugeruje, że lotne fenole wykorzystywane są przez 

U. isabellina zawłaszcza w fazie stacjonarnej wzrostu, kiedy wyczerpuje się pula łatwo 

metabolizowanych składników odżywczych pożywki. Przeprowadzone testy 

ekotoksykologiczne wykazały istotną korelację między redukcją toksyczności filtratów 

otrzymanych z hodowli U. isabellina w obecności odcieków a poziomem eliminacji VPs w tych 

układach. Wartości 3,8; 4,9 i 1,9-krotnego zmniejszenia toksyczności dla 20 % objętości 

odcieku w hodowlach oraz 3,7; 4,6 i 2,1-krotnego dla 40 % jego zawartości w kulturach 

grzybowych po 96 godzinach inkubacji, zaobserwowano w badaniach odpowiednio z użyciem 

A. franciscana, D. magna oraz A. fischeri pełniących rolę organizmów wskaźnikowych. 

Eliminacja zanieczyszczeń obecnych w odciekach przez szczep U. isabellina prowadzi zatem do 

redukcji toksyczności środowiska. 
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V. Podsumowanie oraz wnioski i stwierdzenia końcowe 
 

W prezentowanej rozprawie doktorskiej po raz pierwszy scharakteryzowano procesy 

mikrobiologicznej degradacji i detoksykacji 4-nonylofenolu, 4-tert-oktylofenolu, 

4-kumylofenolu oraz fenoli lotnych przez nieligninolityczny grzyb strzępkowy Umbelopsis 

isabellina Wykazano także zdolność analizowanego drobnoustroju do usuwania metali 

ciężkich: Pb, Ni, Mn i Zn z pożywki wzrostowej przy jednoczesnym zmniejszeniu toksyczności 

środowiska. Wyniki badań otrzymanych w niniejszej pracy uprawniają do sformułowania 

następujących wniosków i stwierdzeń końcowych:  

1. Szczep U. isabellina wykazuje wysoką aktywność w eliminacji 4-nonylofenolu, 4-tert-

oktylofenolu oraz 4-kumylofenolu ze środowiska wzrostu. 

2. Badane procesy mikrobiologicznej eliminacji związków fenolowych zachodzą poprzez 

ich degradację inicjowaną procesami hydroksylacji, prowadząc do wytworzenia mniej 

toksycznych metabolitów pośrednich. 

3. Wysoka tolerancja U. isabellina na obecność Pb, Ni, Mn i Zn w podłożu wzrostowym 

jest związana głównie z biosorpcją jonów metali w obrębie struktur powierzchniowych 

grzyba. 

4. Uwidoczniona zależność między szybkością rozkładu NP, 4-t-OP oraz CP i zmianami w 

strukturze strzępek U. isabellina wskazuje, że biotransformacja ksenobiotyków 

fenolowych ogranicza szkodliwy wpływ tych związków na morfologię grzyba. 

5. Jednoczesne usuwanie z pożywki wzrostowej związków fenolowych i metali ciężkich 

przez U. isabellina prowadzi do redukcji toksycznego wpływu zanieczyszczeń na reakcje 

biologiczne organizmów wskaźnikowych reprezentujących szeroki zakres taksonów 

różnych poziomów troficznych. 

6. Grzyb U. isabellina charakteryzuje się zdolnością do eliminacji lotnych fenoli 

i detoksykacji zanieczyszczeń obecnych w odciekach pochodzących ze składowiska 

odpadów przemysłowych dawnych Zakładów Produkcji Barwników ,,Boruta’’ 

w Zgierzu.  

7. Rezultaty badań przygotowanych w ramach prezentowanej pracy doktorskiej 

uwidaczniają przydatność badanego grzyba do oczyszczania skażonych matryc, w tym 

ścieków przemysłowych, co może również stanowić interesującą alternatywę dla 
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często kosztownych i nieprzyjaznych dla środowiska fizykochemicznych metod 

eliminacji substancji toksycznych. 
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VI. Streszczenie 
 

4-nonylofenol, 4-t-oktylofenol, 4-kumylofenol, liczne fenole lotne, a także wybrane 

metale ciężkie są zaliczane do związków toksycznych zaburzających prawidłowe 

funkcjonowanie układu hormonalnego ludzi i zwierząt. 

Prezentowana rozprawa doktorska miała na celu charakterystykę procesów degradacji 

i detoksykacji 4-nonylofenolu, 4-tert-oktylofenolu 4-kumylofenolu przez grzyb mikroskopowy 

Umbelopsis isabellina. Realizowane badania obejmowały ponadto ocenę zdolności grzyba do 

usuwania wybranych jonów metali ciężkich ze środowiska wzrostu. W pracy podjęto także 

ekotoksykologiczną analizę procesów eliminacji 4-nonylofenolu, 4-tert-oktylofenolu, 

4-kumylofenolu oraz metali ciężkich przez szczep U. isabellina z użyciem testów 

wykorzystujących bioindykatory reprezentujące różne poziomy łańcucha troficznego. 

Poddano również ocenie efektywność U. isabellina do usuwania i detoksykacji lotnych fenoli 

zawartych w odciekach ze składowiska odpadów niebezpiecznych. 

W pierwszym etapie badań, których wyniki zostały przedstawione w publikacji P1, 

wykazano zdolność U. isabellina do eliminacji NP, 4-t-OP i CP z podłoża wzrostowego. Ubytek 

około 96 % początkowej zawartości ksenobiotyków w pożywce (25 mg/l) zaobserwowano po 

24 godzinach inkubacji.  Analizy chromatograficzne ekstraktów pohodowlanych, umożliwiły 

zidentyfikowanie kilku pośrednich produktów biotransformacji NP, 4-t-OP i CP, wskazując na 

potencjał grzyba do degradacji badanych związków fenolowych. Rozkład NP i 4-t-OP przez U. 

isabellina inicjowany był procesami hydroksylacji końcowego atomu węgla we fragmentach 

alkilowych ksenobiotyków, po których następowało utlenienie grupy hydroksylowej 

i stopniowe skracanie łańcucha alifatycznego cząsteczki. Biotransformacja CP zachodziła 

prawdopodobnie poprzez hydroksylację atomu C grupy metylowej (C-8 lub C-9) a następnie 

utlenienie odpowiednio powstałej grupy karboksylowej. W ramach prowadzonych badań 

analizowano ponadto wpływ testowanych związków fenolowych oraz powstających w trakcie 

ich rozkładu intermediatów na szybkość wzrostu i morfologię grzybni U. isabellina. 

Zaobserwowano, że ekspozycja grzyba na działanie NP, 4-t-OP i CP powodowała powstawanie 

zmian w strukturze strzępek (wewnątrzkomórkowe ziarnistości) , które zanikały w czasie 

prowadzenia hodowli co wskazywało na zmniejszenie toksyczności środowiska wzrostu 

drobnoustroju w trakcie badanych procesów degradacyjnych. Zastosowanie testów 
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ekotoksyczności potwierdziło wcześniejsze obserwacje, iż procesy biotransformacji 

substratów fenolowych prowadziły do spadku toksyczności hodowli względem zastosowanych 

bioindykatorów. 

Zakres badań, opisanych w publikacji P2, obejmował przede wszystkim ocenę zdolności 

U. isabellina do biosorpcji i akumulacji metali ciężkich: Ni, Pb, Zn, Mn. Efektywność 

wychwytywania testowanych jonów metali przez grzybnię drobnoustroju wynosiła od 74,3 mg 

dla PB do 6,8 mg dla Ni na gram suchej masy. Otrzymane w trackie doświadczeń wyniki 

wskazały ponadto, że dominującym mechanizmem pobierania jonów metali przez grzyba jest 

sorpcja do powierzchniowych struktur komórkowych. Rezultaty przeprowadzonych 

doświadczeń pozwoliły także wykazać aktywność U. isabellina do jednoczesnej eliminacji 

ksenobiotyków fenolowych oraz metali ciężkich z podłoża hodowlanego. Równoczesna 

suplementacja pożywki wzrostowej NP, 4-t-OP i CP oraz Pb, Ni, Mn i Zn hamowała zarówno 

efektywność wychwytywania przez drobnoustrój jonów metali jak i eliminację NP, 4-t-OP i CP 

w porównaniu z poziomem ich ubytku w hodowlach traktowanych osobno badanymi 

zanieczyszczeniami. 

Ostatnim realizowanym w niniejszej rozprawie etapem badań opisanych 

w manuskrypcie P3 była przede wszystkim ocena całkowitego ryzyka przez wszystkie związki 

zawarte w kulturach grzybowych, powstające podczas biodegradacji NP, 4-t-OP i CP, poprzez 

zastosowanie wielogatunkowych testów toksyczności. Analizy ekotoksykologiczne 

uwidoczniły zmniejszenie szkodliwego wpływu filtratów pohodowlanych w trakcie inkubacji 

drobnoustroju z zanieczyszczeniami wobec wszystkich testowanych bioindykatorów. 

Przeprowadzone w pracy doświadczenia ukazały ponadto potencjału U. isabellina do redukcji 

fenoli lotnych z odcieków przemysłowych dawnych Zakładów Produkcji Barwników ,,Boruta’’ 

w Zgierzu. Wykonane analizy wykazały zarówno spadek ilości VPs w trakcie hodowli grzyba 

suplementowanych odciekami jak i zmniejszenie toksycznego wpływu przesączy na organizmy 

wskaźnikowe. 

Przeprowadzone badania dostarczają dowodów skuteczności redukcji zagrożeń 

generowanych przez toksyczne ksenobiotyki fenolowe oraz metale ciężkie w wyniku procesów 

ich mikrobiologicznej eliminacji i degradacji, wskazując na potencjał wykorzystania grzyba 

U. isabellina jako efektywnego narzędzia do bioremediacji środowisk skażonych organicznymi 

i nieorganicznymi zanieczyszczeniami. 
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VII. 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 



28 
 

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 and 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.  
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Supplementary data 

 

 

Figure 1. Ion chromatogram of structurally selected ions (m/z 121, 135, 149 and 163) for 

quantification of technical NP. Numbers on peaks indicate the assignment of the isomer to 

one of the five mass spectrometric groups (isomer structures on the right). 
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Figure 2. Examples of mass spectra analysis of selected derivatives from U. isabellina cultures: 

(A) 2-(4-hydroxyphenyl)-2-phenylpropanoic acid, (B) 2-(4-hydroxyphenyl) acetic acid, (C) 2-

hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propanoic acid. In all ion chromatograms, m/z 45 originates from 

the carboxyl group, and m/z 73 originates from TMS. 
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Figure 3. U. isabellina photographs after 6 h of incubation on Sabouraud medium without 

xenobiotics (A) and with tNP (B), 4-CP (C) and 4-t-OP (D). Examples of morphological changes 

are marked by arrows. 
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Janicki T., Długoński A., Felczak A., Długoński J., Mariusz Krupiński. 2021. Ecotoxicological 

estimation of 4-cumylphenol, 4-t-octylphenol, nonylphenol and volatile leachate phenol 

degradation by the microscopic fungus Umbelopsis isabellina using a battery of biotests. 

Manuskrypt przyjęty do recenzji w czasopiśmie Ecological Indicators, 31 października 2021 r. 
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Supplementary data 

 

Table S1. Basic analysis of the landfill leachate collected from the hazardous waste landfill of 

the former,,Borut’’ dye production plants in Zgierz. 

 

Parameter Method Unit Value Standard 

pH PN-EN ISO 10523:12             pH 7.2 ± 0.4 6.5 – 9.0 

Conductivity PN-EN 27888:1999                µS 11805 ± 673 - 

CODMn PN-ISO 15705:2005               mg/L O2 348.8 ± 92.4 125 

TOC PN-EN 1484:1999                   mg/L C             1040.5 ± 190.4 30 

BOD5 PN-EN 1899-2:2002 mg/L O2 300 ± 15.2 - 
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Table S2. Chemical contaminants of the landfill leachate. 

Parameter Method Unit Value Standard 

Nitrites              PN-EN ISO 13395:2001          mg/L NO2 0.026 ± 006 1 

Nitrates PN-EN ISO 10304-1:2009       mg/L NO3 ˂ 1.7 30 

Sulphates PN-EN ISO 10304-1:2009        mg/L SO4 15 ± 3 500 

Chlorides PN-EN ISO 10304-1:2009         mg/L Cl 2.1 ± 0.4 1000 

Cyanides (free) PN-EN ISO  14403-2:2012        mg/L ˂ 0.008 - 

Cyanides (bound) PN-EN ISO 14403-2:2012        mg/L 0.045 ± 0.008 - 

Antimony PN-EN ISO 11885:2009             mg/L Sb ˂0.020 0.3 

Arsenic PN-EN ISO 11885:2009             mg/L As ˂0.020 0.1 

Barium PN-EN ISO 11885:2009 mg/L Ba 0.37 ± 0.08 2 

Beryllium PN-EN ISO 11885:2009              mg/L Be            ˂0.004 1 

Boron PN-EN ISO 11885:2009             mg/L B 20.35 ± 4.68 1 

Chromium (total) PN-EN ISO 11885:2009             mg/L Cr total 0.055 ± 0.011 0.1 

Zinc PN-EN ISO 11885:2009               mg/L Zn 0.067 ± 0.015 2 

Aluminum PN-EN ISO 11885:2009                mg/L Al 0.071 ± 0.016 3 

Cadmium PN-EN ISO 11885:2009                mg/L Cd 0.0015 ± 0.0003 0.4 

Cobalt PN-EN ISO 11885:2009                mg/L Co ˂0.002                           1 

Manganese PN-EN ISO 11885:2009                mg/L Mn 0.17 ± 0.04 - 

Copper PN-EN ISO 11885:2009                mg/L Cu 0.014 ± 0.003 0.5 

Molybdenum PN-EN ISO 11885:2009                mg/L Mo 0.057 ± 0.009 1 

Nickel PN-EN ISO 11885:2009                mg/L Ni 0.23 ± 0.04 0.5 

Lead PN-EN ISO 11885:2009                mg/L Pb 0.023 ± 0.004                  0.5 

Selenium PN-EN ISO 11885:2009                mg/L Se ˂0.050 - 

Silver PN-EN ISO 11885:2009                 mg/L Ag ˂0.010 0.1 

Thallium PN-EN ISO 11885:2009                 mg/L Tl   ˂0.020 1 

Titanium PN-EN ISO 11885:2009                mg/L Ti 0.024 ± 0.005 1 

Vanadium PN-EN ISO 11885:2009                 mg/L V ˂0.006 2 

Iron PN-EN ISO 11885:2009                mg/L Fe 30.88 ± 5.87 10 

Mercury EPA 7473 02.2007                         mg/L Hg 0.0014 ± 0.0002             0.06 

Volatile phenols PN-EN ISO 14402 : 2004               mg/L 1.68 ± 0.48 0.1 

Petroleum 

hydrocarbons 

PN-EN ISO 9377-2:2003                mg/L 7.2 ± 2.3 15 
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Figure S1. MARA species responses (MTC value) to U. isabellina cultures treated with test 

xenobiotics: a - 4-CP, b - NP, c - 4-t-OP. 
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Oświadczenia współautorów 
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