2. Summary in Polish

Mikrozanieczyszczenia, w tym farmaceutyki, plastyfikatory oraz inne nowo
pojawiajace si¢ grupy zwiazkéw chemicznych to substancje, ktore sa wprowadzane do
srodowiska m.in. w wyniku dziatalnosci antropogenicznej, takiej jak emisje przemyslowe oraz
Scieki komunalne (Narwal et al. 2023). Zwiagzki te wystepuja w $rodowisku w sladowych
stezeniach, zazwyczaj w zakresie od mikrogramow do nanogramow na litr. Stan wiedzy na
temat toksycznosci, losu srodowiskowego oraz wiasciwosci substancji okreslanych mianem
nowo pojawiajacych sie zanieczyszczen, mimo zwiekszajacej si¢ ilosci badan, pozostaje ciagle
ubogi. Ich trwato$¢ lub pseudo-trwalo$é wynikajaca z ciaglego uwalniania do $rodowiska, a
takze potencjal do bioakumulacji 1 biomagnifikacji sprawiaja, iz, stanowig one istotne
zagrozenie zardéwno dla ekosysteméw ladowych, jak i wodnych. Ekotoksykologiczne skutki
obecno$ci mikrozanieczyszczen zwigzane z organizmami wodnymi mogg obejmowac
subletalne efekty, takie jak zaburzenia endokrynologiczne, uposledzenie funkcji rozrodczych
oraz zmiany behawioralne, ktore nastepnie moga mie¢ negatywny wptyw na bior6znorodnos¢
i ustugi ekosystemowe (Sharma et al. 2024). Wykrywanie 1 monitorowanie
mikrozanieczyszczen stanowi wyzwanie ze wzgledu na ich niskie stezenia oraz koniecznos¢
stosowania zaawansowanych technik analitycznych. Ponadto, obecne regulacje prawne oraz
technologie oczyszczania $ciekoéw czesto okazujg sie¢ niewystarczajace w skutecznym
ograniczaniu przenikania mikrozanieczyszczen do srodowiska (Li et al. 2024).

Ciecze jonowe stanowig nowa grupe mikrozanieczyszczen, ktdra dopiero niedawno
zostala wykryta w Srodowisku dzigki zastosowaniu nowoczesnych technik analitycznych
(Neuwald et al. 2021). Sa to sole pozostajace w stanie cieklym w temperaturze pokojowe;j
charakteryzujace si¢ niska lotnoscia, wysoka stabilnoscia termiczna oraz mozliwoscia
dostosowywania ich wtasciwosci fizykochemicznych (Maculewicz et al. 2022). Unikalne cechy
cieczy jonowych wynikaja z szerokiego zakresu mozliwych kombinacji kationéw i1 anionow,
ktére moga by¢ niezaleznie dobierane, co pozwala na precyzyjna modyfikacje ich wlasciwosci
chemicznych. Dzigki temu znajduja one coraz szersze zastosowanie w przemysle, m.in. w
syntezie chemicznej, wychwytywaniu dwutlenku wegla, katalizie oraz elektrochemii. Sg one
roOwniez uznawane za obiecujace rozpuszczalniki w kontekscie tzw. ,,zielonej chemii” ze
wzgledu na potencjalnie mniejszy negatywny wplyw na s$rodowisko w pordwnaniu z
tradycyjnymi, organicznymi rozpuszczalnikami (Gongalves et al. 2021). Niektore ciecze
jonowe dzieki wlasciwosciom zapobiegajacym adhezji mikroorganizméw i tworzeniu sie¢
biofilmow znajduja zastosowanie jako sktadniki powlok przeciwporostowych statkow (Taylor

et al. 2024). Co ciekawe, ciecze jonowe zaczynaja odgrywaé istotng rol¢ w przemysle
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kosmicznym (Cook et al. 2017). Biorgc pod uwage stale rosnaca liczbe startow pojazdow
kosmicznych, ich potencjalny wplyw na srodowisko staje si¢ coraz bardziej niepokojacy.
Rynek zwigzany z ta grupa zwigzkéw dynamicznie si¢ rozwija wraz z intensyfikacja badan oraz
postepem technologicznym (Zhou et al. 2023). W 2023 roku globalna warto$é rynku cieczy
jonowych wynosita ponad 2,3 miliarda USD, a prognozowana skumulowana roczna stopa
wzrostu (CAGR) na lata 2024-2032 wynosi 13,5% (Global Market Insights, 2023). Unikalne
wlasciwosci cieczy jonowych zwigzane m.in. z obecnoscig kationdw i1 anionow, ktore
oddziatuja z blonami biologicznymi i biatkami, moga jednakze prowadzi¢ do powstania
niepozadanych efektéw toksycznych u narazonych organizméw (Gongalves et al. 2021, Vieira
Sanches et al. 2023, Maculewicz et al. 2024). Obecnos¢ tych zwigzkéw w srodowisku zostata
udokumentowana w szeregu ostatnich badan (Neuwald et al. 2020, 2021; Pati i Arnold, 2020),
co podkresla koniecznos$¢ dalszych prac nad ich wplywem na ekosystemy.

Pozostatosci  farmaceutykéw sa uznawane za istotng grupe nowych
mikrozanieczyszczen, charakteryzujacych si¢ specyficznym oddziatywaniem
ekotoksykologicznym. Stanowig one zrdéznicowang grupe biologicznie aktywnych zwiazkéw
stosowanych w medycynie ludzkiej i weterynaryjnej, ktére przedostajg si¢ do Srodowiska
wodnego gtownie poprzez $cieki komunalne. Zwigzane jest to z konwencjonalnymi procesami
oczyszczania sciekow, ktore czgsto okazuja sie niewystarczajace do ich catkowitego usuniecia
(Samal et al. 2022). Dodatkowymi Zrédlami zanieczyszczenia farmaceutykami sg spltywy
rolnicze z hodowli zwierzat, nieprawidlowa utylizacja niewykorzystanych lekéw, odcieki ze
sktadowisk odpadow oraz bezposrednie wydalanie przez ludzi i zwierzeta (aus der Beek et al.
2016). Obecnos$¢ farmaceutykow w ekosystemach wodnych budzi szczegodlne obawy ze
wzgledu na ich aktywnos$¢ biologiczna, nawet przy bardzo niskich stezeniach. Pomimo
powszechnego wystepowania tej grupy zwigzkow w Srodowisku, nadal istnieje wiele
niewyjasnionych kwestii dotyczacych skutkow dtugoterminowej ekspozycji oraz interakcji w
ztozonych mieszaninach farmaceutykow i innych mikrozanieczyszczen.

Dlugoterminowe  konsekwencje  przewleklej  ekspozycji na  mieszaniny
mikrozanieczyszczen nie zostaty poddane odpowiedniej ocenie pod wzgledem prezentowanego
zagrozenia dla biocenozy. Dotychczas wigkszo$¢ badan koncentrowala si¢ na oddziatywaniu
pojedynczych zwiazkdéw, jednak organizmy i ekosystemy sa nieustannie narazone na zlozone
mieszaniny wielu substancji chemicznych, co prowadzi do nieznanych 1 czgsto
nieprzewidywalnych konsekwencji. Skumulowane skutki ekspozycji na wiele substancji moga
mie¢ charakter addytywny. Interakcje w obrgbie mieszanin chemicznych mogg réwniez

prowadzi¢ do efektéw synergistycznych i antagonistycznych.
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Srodowisko morskie w tym przybrzezne jest uwazane za rezerwuar
mikrozanieczyszczen ze wzgledu na jego zdolnos¢ do akumulacji zanieczyszczen
pochodzacych z réznych zrédet (Spindola et al. 2022). Obecnos$¢ mikrozanieczyszczen w
srodowisku morskim stanowi powazne zagrozenie dla fotoautotroficznych mikroorganizméw
morskich odpowiedzialnych za produkcje pierwotna. Ryzyko to jest dodatkowo potegowane
przez mozliwo$¢ dtugoterminowej, przewleklej ekspozycji, ktéra moze prowadzié¢ do zaktocen
w procesie fotosyntezy, powodowa¢é stres oksydacyjny oraz zmiany w skladzie gatunkowym
biocenoz morskich.

Podstawa produkcji pierwotnej w ekosystemach wodnych jest aktywnosé
fotosyntetyczna organizmow autotroficznych, obejmujacych fitoplankton, fitobentos i
makroglony, przy czym fitoplankton stanowi dominujacg grupe (Purina et al. 2018). Wsréd
tych organizméw okrzemki odgrywaja kluczowa role ekologiczng, odpowiadajac za okoto 20%
globalnej produkcji pierwotnej (Malviya et al. 2016). Glony i cyjanobakterie sg szeroko
wykorzystywane jako organizmy wskaZznikowe w ocenie ryzyka ekotoksykologicznego ze
wzgledu na ich szybka reakcje na stres oraz wysoka wrazliwos¢. Cyjanobakterie wykazuja
znaczng podatnosé na ksenobiotyki, co czyni je kluczowa grupa organizméw modelowych w
badaniach ekotoksykologicznych (OECD, 2011). Mikroorganizmy wybrane do niniejszych
badan sg uznawane za gatunki modelowe, ktére odgrywajg istotng role w produkcji pierwotne;j
oraz cyklach biogeochemicznych w Morzu Battyckim — unikalnym i wrazliwym ekosystemie
stonawowodnym (Russo et al., 2023). Morze Baltyckie jest szczegolnie podatne na
zanieczyszczenie ksenobiotykami ze wzgledu na ograniczong wymiane wodd, niska
réznorodno$¢ gatunkowa oraz rozlegly obszar zlewni. Jest ono takze intensywnie
eksploatowanym szlakiem zeglugowym. W ostatnich dekadach odnotowano ciagly wzrost
liczby oraz wielkosci statkow, w tym tankowcow transportujacych rope naftowa (Ringbom,
2018). Przewiduje si¢, ze ten trend bedzie sie utrzymywal w przysztosci. Dodatkowym
czynnikiem zwigzanym z potencjalnym uwalnianiem zanieczyszczen chemicznych jest rozwoj
morskiej energetyki wiatrowej na obszarze Morza Baltyckiego. Wzrost emisji zwiazany z
budowg infrastruktury i zwigzanym z tym ruchem jednostek ptywajacych moze powodowaé
zaburzenia osadow dennych, prowadzac do mobilizacji zanieczyszczen zwigzanych z osadami
oraz wprowadzenia do srodowiska substancji chemicznych wykorzystywanych w budowie
farm wiatrowych (Reckermann et al. 2022). Dodatkowo region ten znajduje si¢ pod silng presja
antropogeniczng zwigzang z rolnictwem, dziatalnos$cig przemystowa oraz duza gestoscia
zaludnienia w strefach przybrzeznych — czynnikami moggcymi wptywaé na sktad, obfitos¢ oraz

réznorodnos¢ mikroorganizméw battyckich (Mazur-Marzec et al. 2024).
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Wspdtwystepowanie odmiennych grup mikrozanieczyszczen w ekosystemach wodnych
wigze si¢ ze zlozonymi wyzwaniami badawczymi ze wzgledu na réznorodne wilasciwosci
chemiczne, mechanizmy dziatania oraz mozliwo$¢ wystepowania interakcji w mieszaninach
zwiazkéw. Przeglad dostepnej literatury ujawnil istotne braki w wiedzy dotyczace
antybiotykow — kluczowej grupy nowo pojawiajacych sie zanieczyszczen (publikacja 1) — oraz
cieczy jonowych (publikacja 3). Do najwazniejszych spostrzezen wynikajacych z analizy
dostepnych publikacji mozna zaliczy¢ brak danych dotyczacych wplywu mikrozanieczyszczen
na mikroorganizmy morskie i slonawowodne, skupienie na ostrych efektach toksycznych
(mniej na chronicznych skutkach dziatania tych zwigzkéw), a takze skape informacje dotyczace
oddziatywania mieszanin zanieczyszczen. Biorac pod uwage udokumentowane, szerokie
wystepowanie pozostatosci farmaceutykéw w srodowisku oraz pojawiajace si¢ obawy
dotyczace cieczy jonowych, kluczowe staje sie zbadanie wptywu mieszanin tych zwigzkow na
organizmy wystepujace w srodowisku wodnym.

Glownym celem niniejszej pracy bylo uzupelnienie wiedzy na temat ryzyka
srodowiskowego zwigzanego 2z wystepowaniem mieszanin mikrozanieczyszczen
organicznych. Badania koncentrowaly sie na wptywie cieczy jonowych (IM1-12Br oraz IM1-
8C(CN)3), antybiotyku  oksytetracykliny, metabolitu leku przeciwdrgawkowego
karbamazepiny -10,11-epoksydu karbamazepiny oraz stymulanta kofeiny na wybrane
mikroorganizmy, w tym cyjanobakteri¢ Microcystis aeruginosa, zielenice Chlorella vulgaris
oraz okrzemke Phaeodactylum tricornutum. W rezultacie sformulowano nastepujace cele
badawcze:

. Ocena 1 pordéwnanie wrazliwosci morskich 1  stonawowodnych
mikroorganizméw fotosyntetyzujacych na niskie stezenia pojedynczych
zanieczyszczen oraz ich mieszanin. Analiza ta obejmowala okreslenie
efektywnego stezenia powodujacego 50% inhibicji (ECso) parametru
maksymalnej fotochemicznej wydajnosci fotosystemu PSII (Fv/Fm) 1 zostata
przeprowadzona zgodnie z wytycznymi OECD 201 dotyczacymi testowania
substancji chemicznych (OECD, 2011).

il. Zbadanie podstawowych mechanizméw dzialania poszczegdlnych zwigzkow
oraz ich mieszanin poprzez wykorzystanie niestandardowych biomarkerow.
Analiza obejmowata ocene wplywu wybranych zwigzkéw na wzrost oraz
procesy fizjologiczne mikroorganizméw morskich wystepujacych w Morzu
Battyckim, przy uzyciu réznych wskaznikéw, takich jak aktywnos$¢ enzymu

antyoksydacyjnego dysmutazy ponadtlenkowej (T-SOD), wydajnosé¢
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iil.

1v.

fotosyntetyczna (ze szczegdlnym uwzglednieniem fotosystemu II) oraz
mechanizmy fotoprotekcyjne (np. cykl ksantofilowy).

Ocena potencjalu toksykologicznego oraz mozliwego wzrostu toksycznosci
cieczy  jonowych w polaczeniu z innymi organicznymi
mikrozanieczyszczeniami, w tym wybranymi farmaceutykami i kofeing —
wskaznikiem  zanieczyszczenia  antropogenicznego.  Analiza  zostala
przeprowadzona z wykorzystaniem teoretycznych modeli addytywnosci
(Concentration Addition CA) i niezaleznego dziatania (Independent Action 1A)
oraz obliczen wskaznika odchylenia modelu (Model Deviation Ratio MDR) w
celu ilosciowego okreslenia odchylen od przewidywanych efektow
addytywnych.

Zbadanie doktadnosci modeli CA i1 IA w charakteryzowaniu zaobserwowanych
efektow dwusktadnikowych mieszanin zawierajacych ciecze jonowe oraz inne

mikrozanieczyszczenia organiczne.

Na podstawie oceny dotychczasowego stanu wiedzy sformutowano nastepujace hipotezy

badawcze:

1.

ii.

1il.

1v.

Obecnos¢ wybranych cieczy jonowych, farmaceutykow oraz produktéw ich
transformacji, kofeiny jako sktadnikoéw mieszanin mikrozanieczyszczen prowadzi
do efektéw wynikajacych bezposrednio z interakcji miedzy sktadnikami mieszanin,
w tym synergizmu lub antagonizmu.

Przewlekla ekspozycja na niskie stezenia pojedynczych zwigzkow lub ich mieszanin
moze negatywnie wplywa¢ na procesy fotosyntetyczne 1 mechanizmy
fotoprotekcyjne zachodzace u mikroorganizméw fotoautotroficznych, prowadzac
do stresu oksydacyjnego

Zastosowanie czulych, niespecyficznych biomarkerow umozliwia identyfikacje
mechanizmow dzialania badanych substancji oraz wykrywanie subtelnych zmian
fizjologicznych przed wystapieniem mierzalnego zahamowania wzrostu.

Badane gatunki okrzemek, zielenic i cyjanobakterii wykazuja zrédznicowane reakcje
oraz rozny stopien wrazliwosci na ekspozycje na testowane substancje i ich

mieszaniny.

Badania mialy na celu ocene wlasciwosci toksykologicznych dwoch kationow o

zroznicowanej dilugosci tancucha alkilowego: [IM1-12]" (publikacja 3) oraz [IM1-8]"

(publikacje 4 i 5), w polaczeniu z wybranymi organicznymi mikrozanieczyszczeniami.
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Wyzsze powinowactwo kationdw o dtuzszych tancuchach bocznych do blon biologicznych jest
zgodne z koncepcja opisujaca odwrotng zalezno$¢ pomiedzy wartosciami ECso a wzrastajaca
hydrofobowoscig. To dobrze udokumentowane zjawisko zostalo wykazane w szeregu badan
biologicznych dotyczacych cieczy jonowych (Markiewicz et al., 2011). Wybor kationow zostat
oparty na wczesniejszych badaniach dotyczacych ich powinowactwa do bton biologicznych
oraz potencjalu do ulegania biokoncentracji (Dotzonek et al., 2017; Maculewicz et al., 2023%).
Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze ciecze jonowe moga wykazywac wiekszy
potencjat do ulegania bioakumulacji, niz ten oszacowany na podstawie wartos$ci wspotczynnika
podziatu oktanol/woda (log Kow) (Dolzonek et al., 2017). Badania dotyczace interakcji cieczy
jonowych z albuming ludzka (Human Serum Albumin, HSA), bedaca reprezentatywnym
biatkiem osocza krwi, potwierdzily powinowactwo obu analizowanych kationéw do badanego
biatka. Jednakze [IM1-12]" wykazywatl istotnie silniejsze oddziatywania w poroéwnaniu do
[IM1-8]", co wskazuje na zrdznicowany potencjat obu kationéw do ulegania biokoncentracji
(Kowalska et al., 2023). Badania in vivo dodatkowo potwierdzity te obserwacje, wykazujac, iz
ciecze jonowe o dhlugich tancuchach, takie jak [IM1-12]", spelniaja kryteria zwigzkow
zaliczanych do kategorii ulegajacych bioakumulacji. Wspotczynnik biokoncentracji (BCF) dla
[IM1-8]" zostal okreslony jako nizszy niz 100, co wskazuje na minimalng zdolnos$¢ do
bioakumulacji (Maculewicz et al., 2023%, 2023Y).

Wybor reprezentatywnych zwigzkdw, w tym antybiotyku oraz cieczy jonowych, zostat
oparty na kompleksowym przegladzie literatury (publikacje 1 i 3). Oksytetracyklina,
powszechnie stosowany antybiotyk, zostala wybrana ze wzgledu na jej dobrze
udokumentowang obecno$¢ w srodowisku wodnym. Jej wptyw na wzrost oraz fluorescencje
chlorofilu @ wytypowanych organizmow, w tym zielenicy (C. vulgaris), sinicy (M. aeruginosa)
— mikroorganizméw zasiedlajacych wody slonawe i przybrzezne — oraz okrzemki (P.
tricornutum), powszechnie wystepujacej w basenie Morza Battyckiego, zostal szeroko opisany
w publikacji 2. Dodatkowo, badania objely interakcje oksytetracykliny z cieczami jonowymi
[IM1-12]"[Br]” (publikacja 3) oraz [IM1-8]"[C(CN)s]” (publikacja 4).

Glowny metabolit karbamazepiny (10,11-epoksyd karbamazepiny) - szeroko
stosowanego leku przeciwdrgawkowego, zostal rowniez uwzgledniony w ocenie toksycznosci
mieszanin (publikacja 4). Karbamazepina i jej metabolity sa powszechnie wykrywane w
srodowiskach wodnych, réwniez w Morzu Battyckim, przy czym zwigzek macierzysty
charakteryzuje si¢ znaczng trwaloscig w srodowisku, w tym szacowanym okresem poltrwania
wynoszacym 3.5 roku w wodzie morskiej. Ta trwato$¢, w polaczeniu z szerokim

wystepowaniem, czyni karbamazeping i1 jej pochodne wskaznikami zanieczyszczenia
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antropogenicznego (Brezina et al.,, 2017). Istnicje niewiele badan dotyczacych
mikroorganizméw i efektéw toksykologicznych 10,11-epoksydu karbamazepiny. Wplyw tego
zwigzku na organizmy M. aeruginosa i P. tricornutum zostal poddany analizie w publikacji 4.

Kofeina zostata wybrana do badan ze wzgledu na jej powszechne globalne spozycie
oraz obecnos$¢ w srodowisku (publikacja 5) (Korekar et al., 2020, Szymczycha et al. 2020).
Stala obecnos$¢ pozostatosci kofeiny w ekosystemach przybrzeznych i morskich naraza
organizmy wodne na neurotoksycznos¢, stres oksydacyjny oraz zaburzenia rozwojowe i
reprodukcyjne (Rizzi et al., 2020). Ze wzgledu na swoja trwalos¢ i szkodliwe dziatanie,
niektorzy badacze postuluja klasyfikacje kofeiny jako substancji niebezpiecznej (Vieira et al.,
2022). Dodatkowo pelni ona funkcje wskaznika zanieczyszczenia antropogenicznego,
odzwierciedlajgc stopien aktywnosci ludzkiej i zrzutow sciekdw do ekosysteméw wodnych.
Dotychczasowe badania wskazuja na wplyw Kkofeiny na morskie mikroorganizmy
fotosyntetyzujace $cisle zalezny od stezenia i wrazliwos$ci danego gatunku — przy czym niskie
stezenia moga wykazywa¢ minimalne, a nawet stymulujace dziatanie (Hutdrova et al., 2023; de
Sousa et al.,, 2021). Niniejsze badanie koncentrowalo si¢ na indywidualnym wptywie
srodowiskowych stezen kofeiny na wytypowane mikroorganizmy oraz na interakcjach
zachodzacych w mieszaninach zanieczyszczen zawierajacych ciecz jonowa IM1-8C(CN)3
(publikacja 5).

W celu oceny procesow zachodzacych w wybranych mikroorganizmach podczas 11-
dniowych do$wiadczen przeprowadzonych w kontrolowanych warunkach, uwzgledniajacych

ekspozycje na pojedyncze zwiazki i1 ich mieszaniny, zastosowano nast¢pujace metody

analityczne:

1. Analiza fluorescencji chlorofilu a: analiza za pomocg fluorymetru AquaPen
AP110-C (publikacje 2, 3,41 5).

ii. Oznaczanie st¢zenia barwnikéw: st¢zenia barwnikdw zostaly oznaczone za
pomocg chromatograficznego systemu Agilent HP1200 (Perlan Technologies,
USA) wyposazonego w detektory fluorescencyjne i diodowe zgodnie z metoda
opracowang przez Ston-Egiert i Kosakowska (2005) (publikacje 4 i 5).

iil. Oznaczanie stezenia barwnikéw (fikobiliprotein): Analiza zostala
przeprowadzona za pomocg spektrofluorymetru Cary Eclipse (Agilent
Technologies) zgodnie z metoda opisang przez Sobiechowska-Sasim et al.
(2014) (publikacje 3,4 i 5).

iv. Oznaczenie aktywno$ci enzymu dysmutazy ponadtlenkowej (T-SOD):

Aktywnos¢ T-SOD zostala oznaczona przy uzyciu komercyjnych zestawow
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testowych (Elabscience Biotechnology Inc., Chiny) opartych na metodzie WST-
1 (publikacje 41 5).

V. Oznaczanie zawartosci bialka: Zawartos¢ rozpuszczalnych biatek zostata
oznaczona metodg Bradforda (Bradford, 1976), zastosowano metode
precypitacji kwasem trichlorooctowym (TCA) (Peterson 1977; 1983; Clayton et
al. 1988). Analize ilosciowa przeprowadzono przy uzyciu czytnika mikroptytek
Thermo Scientific™ Varioskan (publikacje 4 i 5).

Vi. Analiza gestoSci optycznej hodowli mikroorganizméw: Pomiar gestosci
optycznej przeprowadzono za pomocg spektrofotometru UV-VIS HITACHI U-
2800 przy dtugosciach fal 680 nm i1 750 nm (publikacje 2, 3,41 5).

vii.  Oznaczanie st¢Zenia cieczy jonowych: Stezenia IM1-12Br oraz IM1-8C(CN)3
w badanych probkach okreslono za pomoca ultra wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometria mas (UHPLC-MS)
(Maculewicz et al. 20232, 2023%) (publikacje 3 i 4).

viii.  Oznaczanie stezenia 10,11-epoksydu karbamazepiny i kofeiny: Analiza
stezenia 10,11-epoksydu karbamazepiny oraz kofeiny zostata przeprowadzona
metoda LC-MS po ekstrakcji na BAKERBOND Speedisk (H20-Philic DVB)
(JT Baker, Heidelberg, Niemcy) (Publikacje 4 i 5).

iX. Modelowanie toksyczno$ci mieszanin: Wplyw mieszanin badanych zwigzkéw
na wybrane mikroorganizmy oceniono przy uzyciu modeli CA i [A, a nastgpnie

obliczono wspdtczynnik MDR (Wieczerzak et al. 2018) (publikacje 3,4 i 5).

Uzyskane wyniki pozwolily na realizacje celo6w niniejszej pracy. Pierwszy cel rozprawy
zwigzany byl z oceng i poréwnaniem wrazliwosci wybranych mikroorganizméw
fotosyntetyzujacych na dzialanie pojedynczych zwigzkow oraz ich dwuskladnikowych
mieszanin, w tym oznaczenie efektywnego stezenia ECso na podstawie inhibicji wzrostu
oraz efektywnosci fotosyntezy. Uzyskane dane umozliwily ocen¢ odpowiedzi badanych
gatunkéw obecnych w Morzu Baltyckim, potwierdzajac ich zmienng wrazliwos¢ na badane
substancje (Publikacje 2, 3,4 i 5). Zgodnie z wytycznymi Europejskiej Agencji Chemikaliow
(ECHA, 2008), klasyfikacja toksycznosci opiera si¢ na nastepujacych zakresach stezen
parametru ECso: substancje wysoce toksyczne (ECso = 0,1—-1 mg/L), umiarkowanie toksyczne
(1-10 mg/L), $rednio toksyczne (10—100 mg/L) oraz nietoksyczne (100—1000 mg/L).

Sposréd badanych mikroorganizméw najwyzsza wrazliwos¢ na obecnos$¢ cieczy

jonowych wykazala cyjanobakteria M. aeruginosa przy wartosci ECso dla IM1-12Br réwnej
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0,03 mg/L oraz 0,10 mg/L dla IM1-8C(CN)3;, co wskazuje na wysoka toksycznos¢ tych
substancji. Z kolei P. tricornutum oraz C. vulgaris charakteryzowaly si¢ nizsza wrazliwoscia,
przy wartosciach ECso mi-128r kolejno 8,00 mg/L 1 0,37 mg/L. M. aeruginosa oraz P.
tricornutum wykazaly umiarkowang wrazliwos¢ na oksytetracykline, natomiast dla C. vulgaris
warto$¢ ECsomiescita sie w gornej granicy normy dla substancji wysokotoksycznych i wynosita
1,00 mg/L. Zaréwno kofeina oraz 10,11-epoksyd karbamazepiny nie wptynely na wzrost ani
parametr F,/Fn, badanych organizméw M. aeruginosa i P. tricornutum przy zastosowanych
stezeniach nizszych od 100 mg/L. Uzyskane wyniki podkreslajg zrdéznicowang wrazliwos¢
badanych mikroorganizméw, przy czym cyjanobakteria M. aeruginosa wykazala szczegolng
podatno$¢ na obecnos¢ wybranych cieczy jonowych, natomiast okrzemka P. tricornutum
charakteryzowala si¢ wyzsza tolerancjg. Otrzymane dane s3 zgodne z wczesniejszymi
doniesieniami literaturowymi, wskazujacymi na odmienng wrazliwo$¢ rdznych grup
taksonomicznych na dziatanie zanieczyszczen chemicznych (Guo i in., 2016).

Drugim celem niniejszej pracy bylo wyjasnienie mechanizméw dzialania badanych
zwigzkow oraz ich mieszanin poprzez zastosowanie niestandardowych biomarkerdéw.
Podejscie to obejmowato oceng parametréw fizjologicznych i biochemicznych, w tym analize
fluorescencji chlorofilu a, iloSciowe oznaczanie zawartosci barwnikow (w tym fikobiliprotein)
oraz ocen¢ aktywnosci enzymu T-SOD (publikacje 2, 3, 4 i 5). Wzrost, procesy
fotosyntetyczne oraz zawartos¢ barwnikow we wszystkich badanych mikroorganizmach
ulegaty istotnym zmianom po ekspozycji zarowno na pojedyncze zanieczyszczenia, jak i ich
mieszaniny. Zastosowanie niestandardowych biomarkerow umozliwito identyfikacje
mechanizmow odpowiedzialnych za reakcje stresowe, nawet w przypadku braku
obserwowalnych zmian we wzroscie badanych mikroorganizmow. Podejscie to pozwolito
rowniez wykry¢ mechanizmy fotoprotekcyjne aktywowane w odpowiedzi na niskie st¢zenia
badanych zwiazkéow, w tym kofeiny. Wsrdéd badanych mikroorganizméw M. aeruginosa
wykazywata najwyzsza wrazliwos¢ na badane ciecze jonowe potwierdzong przez wartos$é
parametru ECso, co przejawiato si¢ istotnym spadkiem wartosci parametru F./Fi, (publikacje
3 i 4). W przypadku C. vulgaris wykazano dwufazowa odpowiedz na IM1-12Br - niskie
stezenia stymulowaly wydajno$¢ fotosyntetyczna, podczas gdy wyzsze powodowaly jej
zahamowanie. Zaobserwowany efekt moze by¢ interpretowany jako zjawisko hormezy, gdzie
umiarkowany stres wywoluje reakcje adaptacyjne (publikacja 3). Okrzemka P. tricornutum
cechowala sie¢ najmniejsza wrazliwoscia, a wartosci F./Fm malaly dopiero przy wysokich
stezeniach badanych zwigzkow (publikacje 3 i 4). Mieszaniny IM1-8C(CN)3, 10,11-epoksydu

karbamazepiny 1 oksytetracykliny wykazywaly dzialanie synergiczne wzgledem M.

22



aeruginosa, prowadzac do znacznego obnizenia wartosci F./Fm (publikacja 4). Natomiast
obecno$¢ kofeiny w mieszaninach miata mniej wyrazny wplyw na warto$¢ parametru, a
umiarkowany spadek jego wartosci obserwowano jedynie przy wysokich stezeniach obu
zwiazkéw (publikacja 5). C. vulgaris wykazywala znaczace zmiany w parametrach ABS/RC
(strumien fotonow zaabsorbowanych przez czasteczki chlorofilu w przeliczeniu na centrum
reakcji (RC)) oraz DIo/RC (rozpraszanie cieplne energii wzbudzenia w przeliczeniu na RC) w
odpowiedzi na wysokie stezenia IM1-12Br, oksytetracykliny oraz ich mieszaniny (publikacje
21 3). Wszystkie badane organizmy wykazaly wzrost wartosci parametru DIo/RC po ekspozycji
na ciecze jonowe oraz mieszaniny wybranych substancji (publikacje 3, 4 i 5). Parametr ten
okresla mechanizm adaptacyjny, polegajacy na rozpraszaniu nadmiaru pochlonietej energii w
postaci ciepta lub fluorescencji, co zapobiega uszkodzeniom aparatu fotosyntetycznego w
warunkach stresowych. Obecnos¢ niskiego, zblizonego do srodowiskowego stezenia kofeiny
(10 pg/L) spowodowala wzrost wartosci parametru DIo/RC, co wskazuje na nasilong
dyssypacje energii jako odpowiedz na stres zaobserwowang zardwno u cyjanobakterii jak i
okrzemki (publikacja 5). Ponadto, we wszystkich mikroorganizmach narazonych na wyzsze
stezenia cieczy jonowych oraz mieszanin substancji zaobserwowano gwattowny wzrost
wartosci ABS/RC, co najprawdopodobniej odzwierciedla mechanizm kompensacyjny
umozliwiajacy optymalizacje pochtaniania §wiatta i utrzymanie funkcji fotosyntetycznych w
warunkach stresu (publikacje 3,4 i 5).

Analiza stezen barwnikow wykazala istotny spadek zwartosci chlorofilu a pod
wplywem obecnosci najwyzszych stezen cieczy jonowych, zarowno w przypadku M.
aeruginosa, jak 1 P. tricornutum, przy czym stopien spadku zawartosci barwnika byt
proporcjonalny do stezenia zwigzku. Oba organizmy wykazaly zmiany w stezeniach
barwnikoéw zwigzanych z odpowiedzig na stres, takich jak B-karoten oraz pochodne ksantofili
(np. wiolaksantyna, diadinoksantyna i diatoksantyna). Zaobserwowano wzrost ich zawartosci
przy nizszych stezeniach cieczy jonowych, co wskazuje na reakcje¢ adaptacyjna majaca na celu
ograniczenie stresu oksydacyjnego (publikacje 4 i 5). Dodatkowo zawartos$¢ chlorofilidu a,
produktu degradacji chlorofilu a, rosta w obecnosci wyzszych stezen cieczy jonowych oraz
mieszanin dwuskladnikowych, co sugeruje nasilong degradacje chlorofilu. Ponadto, niskie
stezenia oksytetracykliny rowniez znaczaco wplynety na C. vulgaris 1 P. tricornutum,
prowadzac do redukcji zawartosci feopigmentu i chlorofilu a (publikacja 2). W przypadku M.
aeruginosa poziom stezen fikobiliprotein ulegal duzym zmianom, przy czym zawartos¢
fikoerytryny wzrastata, a fikocyjaniny spadata az do catkowitego zahamowania produkcji tego

barwnika (publikacje 3, 4 i 5). W przypadku P. tricornutum zmianom ulegly st¢zenia
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barwnikow bioracych udzial w cyklu ksantofilowym oraz pochodne chlorofilu. Dodatkowo,
zahamowanie produkcji wiolaksantyny w warunkach silnego stresu zostalo zinterpretowane
jako oznaka ostabienia mechanizméw fotoochronnych (publikacje 4 i 5).

Obecnos$¢ cieczy jonowej IMI1-8C(CN); oraz dwuskladnikowych mieszanin
zawierajacych, oksytetracykline, 10,11-epoksyd karbamazepiny lub kofeing miata wysoki
wplyw na aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (T-SOD) - wskaznika stresu oksydacyjnego
(publikacje 4 i 5). Uzyskane wyniki byly zalezne od gatunku mikroorganizmu oraz st¢zenia i
zawartosci zwigzkow. M. aeruginosa charakteryzowala si¢ wysoka wrazliwosciag na badane
zwiazki oraz mieszaniny, co manifestowalo si¢ zwiekszong aktywnoscig T-SOD. Z kolei
reakcja poprzez modulacje aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w przypadku P. tricornutum
na ekspozycje na samg ciecz jonowa byta silniejsza niz na mieszaniny badanych zwigzkéw
(publikacja 4). Oba organizmy wykazywaly znaczacy stres oksydacyjny w odpowiedzi na
obecno$¢ mieszanin cieczy jonowej i kofeiny (publikacja 5).

Trzecim celem pracy byla ocena toksycznos$ci cieczy jonowych w polaczeniu z
innymi organicznymi mikrozanieczyszczeniami przy wykorzystaniu modeli CA i IA, a
takze MDR w celu ilosciowego okreslenia odchylen od przewidywanych efektow
addytywnych. Ponadto dokonano analizy dokladnosci zastosowanych modeli
teoretycznych CA i IA w przewidywaniu oraz charakterystyce zaobserwowanych efektow
dla mieszanin dwuskladnikowych.

Uzyskane wyniki pozwolilty na zaobserwowanie ztozonych interakcji miedzy
zanieczyszczeniami, charakteryzujacymi sie zaleznymi od stgzenia efektami synergistycznymi
i antagonistycznymi, z istotnymi réznicami w przewidywanych odpowiedziach wedtug modeli
CA i IA (publikacje 3, 4 i 5). W przypadku C. vulgaris, przy wyzszych stezeniach cieczy
jonowej IM1-12Br i oksytetracykliny wystapit efekt synergistyczny, ktory zostat tratnie
przewidziany przez oba modele (publikacja 3). W przypadku cyjanobakterii M. aeruginosa,
zastosowanie modelu IA pozwolito na uchwycenie wyraznych interakcji synergistycznych.
Ponadto oba modele poprawnie przewidzialy interakcje miedzy wytypowanymi zwiazkami
oraz ich wptyw na P. tricornutum (publikacja 3). Model CA pozwolil na identyfikacje
zaleznych od stezen interakcji miedzy IMI-8C(CN)3 1 oksytetracykling, wykazujac obecnos¢
efektow antagonistycznych przy wyzszych stezeniach oraz synergistycznych przy nizszych
stezeniach badanych zwiazkow w przypadku M. aeruginosa i P. tricornutum (publikacja 4).
Obserwacja ta sugeruje ostabianie lub wzmacnianie toksycznosci wybranych substancji w
zaleznos$ci od wzajemnych proporcji. W modelu IA doszto do przeszacowania toksycznosci,

zwlaszcza przy wyzszych stezeniach antybiotyku, oraz w przypadku interakcji
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antagonistycznych cieczy jonowej oraz 10,11-epoksydu karbamazepiny. Zastosowanie modelu
CA wykazato wystepowanie efektéw synergistycznych przy wysokich stezeniach cieczy
jonowych oraz antagonistycznych przy nizszych poziomach w odniesieniu do aktywnosci
fotosyntetycznej. Podkresla to zlozony, zalezny od stezenia charakter interakcji, ktore nie
zostaly uchwycone z zastosowaniem modelu IA (publikacja 4). Analiza interakcji
zachodzacych w mieszaninach IMI-8C(CN); i1 kofeiny wykazata, Zze kofeina zmniejsza
toksyczne dzialanie cieczy jonowej, co zostato odzwierciedlone w modelu CA. Przewazajace
antagonistyczne interakcje zostaly zidentyfikowane przez oba modele, szczegoélnie przy
wyzszych stezeniach kofeiny, przy czym model CA dostarczal doktadniejszych prognoz.
Model TA czesto przeszacowywal toksycznosé przy srednich stezeniach cieczy jonowej, co
wskazuje na jego ograniczenia w modelowaniu interakcji miedzy zwigzkami o réznych
mechanizmach dziatania (publikacja 5).

Na podstawie wynikow zamieszczonych w niniejszej pracy wszystkie hipotezy
badawcze zostaly zweryfikowane, potwierdzajac przewidywany wpltyw mikrozanieczyszczen
na procesy fizjologiczne i biochemiczne wytypowanych mikroorganizméw. Sformutowano
nastepujace wnioski:

i. Ciecze jonowe oraz ich mieszaniny z innymi organicznymi
mikrozanieczyszczeniami, takimi jak oksytetracyklina, kofeinai 10,11-epoksyd
karbamazepiny wykazaly zalezny od gatunku oraz proporcjonalny do st¢zenia
badanych zwigzkéw wplyw na wytypowane mikroorganizmy. Cyjanobakteria
M. aeruginosa cechowala si¢ najwyzsza wrazliwoscig na badane substancje,
wykazujac zahamowanie wydajnosci fotosyntetycznej, wzrostu oraz zmiany w
produkcji barwnikow.

ii.  Biomarkery, takie jak fluorescencja chlorofilu a, zmiany w proporcjach
barwnikow fotosyntetycznych, fotoochronnych oraz aktywnos¢ T-SOD,
okazaty si¢ istotne w zbadaniu reakcji badanych mikroorganizméw na stres.
Zmiany zachodzace w procesach biochemicznych zostaly uchwycone
wczesniej niz pozwalajg na to standardowe testy oparte na zahamowaniu
wzrostu. Analiza parametrow fluorescencji chlorofilu a, takich jak DIo/RC oraz
zmiany w skladzie barwnikow, wskazaly na aktywacje mechanizméw
fotoprotekcyjnych w badanych mikroorganizmach w odpowiedzi na obecnosé
mikrozanieczyszczen.

iii.  Zroznicowany stopien wrazliwosci na badane zwigzki wsrdd badanych

gatunkow okrzemek, zielenic i cyjanobakterii moze prowadzi¢ do zmian na
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poziomie struktur populacyjnych, a tym samym mie¢ daleko idace skutki dla
ekosystemu morskiego

iv.  Zidentyfikowano zlozone, zalezne od st¢zenia interakcje w mieszaninach
badanych mikrozanieczyszczen organicznych. Zaobserwowano zaréwno efekty
synergistyczne, jak i antagonistyczne, zalezne od obecnosci zwigzkow oraz ich
wzajemnych proporcji.

v. Model CA zapewnit dokladniejsze przewidywania toksycznosci mieszanin
badanych substancji w porownaniu do modelu IA.

vi.  Zaobserwowane efekty dziatania mieszanin mikrozanieczyszczen na wybrane
mikroorganizmy wskazuja na koniecznos$¢ dalszych badan skupionych na
interakcjach oraz mozliwych skutkach obecnosci tych substancji w
ekosystemach. Jest to szczegdlnie istotne w slabo zbadanych srodowiskach
morskich, takich jak Morze Baltyckie. Wyniki badan wskazujg réwniez na
konieczno$¢ przeprowadzania ocen chronicznej ekspozycji organizmoéw na
mikrozanieczyszczenia w celu okreslenia dtugoterminowych efektow dziatania

tych zwigzkdéw na ekosystemy wodne.

Na podstawie wynikdw uzyskanych w niniejszej pracy, zastosowanie niestandardowych
biomarkerdw, takie jak analiza fluorescencji chlorofilu a oraz zmian w sktadzie barwnikow,
jako czutych wskaznikow wczesnych odpowiedzi stresowych mikroorganizméw, powinno
zosta¢ uwzglednione w przyszlych badaniach laboratoryjnych oraz srodowiskowych. Biorac
pod uwage mozliwe skutki dtugoterminowej ekspozycji na mikrozanieczyszczenia, kolejne
badania powinny koncentrowaé si¢ na ocenie chronicznej toksycznosci, stosujac dluzsza
ekspozycje niz standardowo stosowane testy, co pozwoli na identyfikacje opdznionych efektow
fizjologicznych, potencjalnych mechanizméw regeneracyjnych i adaptacyjnych. Przyszie
analizy powinny skupia¢ sie rowniez na toksycznosci mieszanin zamiast ocenie toksycznosci
pojedynczych zwigzkow. Nalezatoby rowniez wdrozy¢ zaawansowane modele zdolne do
analizy 1 przewidywania interakcji w zlozonych mieszaninach zanieczyszczen, ktore
pozwolilyby na pominigcie ograniczen zwigzanych z zastosowaniem tradycyjnych modeli CA
i1 IA. Pozwoli to na bardziej kompleksowa ocen¢ wplywu mikrozanieczyszczen na srodowisko
oraz zwigzanego z tym ryzyka. Pomimo tego, iz badania laboratoryjne dostarczajg cennych
informacji, konieczne jest rozszerzenie analiz na badania terenowe, ktére pozwola na

weryfikacje wynikow otrzymanych w warunkach laboratoryjnych. Szczegélnie istotne sa
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badania dotyczace zmian w skladzie gatunkowym, interakcjach zachodzacych na réznych

poziomach troficznych oraz wptywu na ekosystemy na poziomie mikroskalowym.
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