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PROJEKT UCGWATER + 

Partnerzy UCGWATERplus współpracują nad szeregiem różnych zadań, aby przyczynić się do realizacji 8 pakietów 

roboczych, w których projekt jest zorganizowany.

WP6.  Dekontaminacja wód UCG poprzez bioremediację i połączone metody bioremediacji i 

adsorpcji



HYDROFITOWE OCZYSZCZALNIE ŚCIEKÓW - WETLANDY

Główną rolę w biologicznym oczyszczaniu 

odgrywają mikroorganizmy. Rośliny zaś 

dostarczają im tlenu i zapewniają odpowiednie 

warunki do życia



HYDROFITOWE OCZYSZCZALNIE ŚCIEKÓW - WETLANDY

Hydrofitowe oczyszczalnie 

ścieków:

1) O przepływie 

podpowierzchniowym:

a) pionowym 

b) poziomym

2) O przepływie powierzchniowym:

c) z roślinnością wynurzoną

d) z roślinnością zanurzoną

e) z roślinnością pływającą

a) b)

c) d)

e)



BUDOWA BIOLOGICZNEJ OCZYSZCZALNI ŚCIEKÓW 

Parametry kolumny Watości 

średnica  0.30 m 

wysokość  0.80 m 

Powierzchnia kolumy  633.5 cm2 

warstwy (1) kompost 0.10 m 

(2) piasek <1.0 mm 0.10 m 

(3) frakcja żwiru 

5.0- 8.0cm 

0.20 m 

(4) frakcja żwiru 

3.0- 5.0cm 

0.20 m 

objętość 38 dm3 

Pojemność wodna  11.3 dm3 

Pojemność magazynowania wody w 

złożu 

0.8 dm3 

Średni przepływ przez kolumne (Q)b 5.65 dm3 d-1 

Obciążenie hydrauliczne 30 cm d-1 

Czas retencji hydraulicznej (HRT) 2 day 

 



PODZIEMNE ZGAZOWANIE WĘGLA (PZW)

Ścieki powstałe podczas 

podziemnego zgazowania 

węgla są źródłem takich 

zanieczyszczeń jak:

Fenole

WWA

BTEX

Metale ciężkie

Amoniak

Cyjanki



PRZEBIEG DOŚWIADCZEŃ

Pobór próbek wód po 

procesie zgazowania 

węgla

Posiewy na 

podłożu stałym 

(SMA)

Izolacja bakterii (~100 szczepów)

Identyfikacja szczepów na podstawie V3-V4 16S rRNA. 

13 szczepów dominujących wybrano do dalszych badań

Biodegradacja 

fenolu. 5 szczepów 

wybranych do 

dalszych badań

Charakterystyka szczepów 

pod kątem produkcji 

biosurfaktantów i aktywności 

enzymatycznej

Selekcja szczepów z 

wykorzystaniem płytek 

EcoPlate

3 najaktywniejsze szczepy wybrano do analizy 

mikromacierzy genotypowych PM (ang. Phenotype

MicroArrays)
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w bioreaktorze 
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POBÓR PRÓBEK WÓD PO PROCESIE ZGAZOWANIA WĘGLA

Próbki wody zostały pobrane 

z powierzchniowego 

reaktora ciśnieniowego w 

kopalni doświadczalnej 

Barbara w Mikołowie
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POSIEWY NA PODŁOŻU STAŁYM (SMA)

Z próbek wody wykonano 

posiewy na podłożu stałym 

SMA (ang. Standard 

Methods Agar)
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IZOLACJA SZCZEPÓW

Metoda posiewu redukcyjnego
Uzyskanie czystych 

kultur

Pasaż czystych 

kultur do płynnej 

pożywki Luria-

Bretani

Bankowanie 

wyizolowanych 

szczepów
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IDENTYFIKACJA SZCZEPÓW

W celu identyfikacji szczepów 

przeanalizowano sekwencje 16S 

rRNA badanych szczepów. Do 

dalszych badań wybrano 13 

dominujących szczepów

(4) Paenibacillus pasadensis SAFN-007

(6) Paenibacillus humicus sp29

(7) Bacillus stratosphericus TR4

(9) Paenibacillus glucanotylicus P69

(10) Bacillus altitudinis VMFR49

(12) Bacillus nealsoni LE3

(15) Paenibacillus humicus Au34

(16) Staphyloccocus warneri DK131

(22) Oceanobacillus picturae B5

(25) Paenibacillus cineris BB

(26) Bacillus pseudomycoides S2015-2C

(27) Paenibacillus cellulositrophicus KACC-1657



BIORÓŻNORODNOŚĆ WÓD Z PROCESU PODZIEMNEGO ZGAZOWANIA WĘGLA

Izolacji metagenomowego (metDNA) DNA przeprowadzona wykorzystując komercyjne zestawy (Power Water kit 

MoBio, UK) i analiza metagenomiczna populacji bakterii i archeonów przeprowadzona  na bazie regionu V3-V4 

genu 16S rRNA

Analiza bioinformatyczna zapewniająca klasyfikacje˛ odczytów do poziomu 

gatunku przeprowadzono pakietem oprogramowania QIIME 2 

ID Simpson index Shannon index

UCG1 0,97 4,44

UCG2 0,80 2.50

UCG3 0,95 4.49
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BIODEGRADACJA FENOLU

Warunki hodowli:

temperatura 30°C

ciągłe mieszanie 100 obr/min

Początkowe stężenie fenolu –

6 mmol/dm3



BIODEGRADACJA FENOLU

Do dalszych badań wybrano szczepy:

• (4) Paenibacillus pasadensis SAFN-

007

• (7) Bacillus stratosphericus TR4

• (9) Paenibacillus glucanotylicus P69

• (15) Paenibacillus humicus Au34

• (16) Staphyloccocus warneri DK131
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CHARAKTERYSTYKA SZCZEPÓW POD KĄTEM PRODUKCJI BIOSURFAKTANTÓW I 
AKTYWNOŚCI ENZYMATYCZNEJ

Zdolność szczepów do 

produkcji biosurfaktantów 

zbadano poprzez:

a) Metody bezpośrednie –

pomiar napięcia 

powierzchniowego

b) Metody pośrednie –

Blood agar test, Oil-

spreading test, 

wyznaczenie indeksu 

emulsyfikacji



CHARAKTERYSTYKA SZCZEPÓW POD KĄTEM PRODUKCJI BIOSURFAKTANTÓW I 
AKTYWNOŚCI ENZYMATYCZNEJ

Kontrola S4 S7 S9 S15 S16

+ - - - - -

S4S7

S9S15

S16Kontrola

+ -

--

--



CHARAKTERYSTYKA SZCZEPÓW POD KĄTEM PRODUKCJI BIOSURFAKTANTÓW I 
AKTYWNOŚCI ENZYMATYCZNEJ

S4

S7

S15

S16

S9

Podłoże, czas inkubacji, 

temperatura inkubacji

Aktywność 

enzymatyczna

Wynik pozytywny wskazujący na 

zdolność do produkcji danego enzymu

Urea Agar Base (UAB), 48h, 

30°C 
Ureazy

Zmiana zabarwienia podłoża z 

jasnożółtego na fioletowy

Agar odżywczy ze skrobią, 

48h, 30°C
Amylazy

Strefa przejaśnienia wokół wyrosłych 

kolonii po zalaniu podłoża 1% płynem 

Lugola

Agar mleczny, 48h, 30°C Proteazy
Strefa przejaśnienia wokół wyrosłych 

kolonii

Agar z 

karboksymetylocelulozą 

(CMC), 48h, 30°C

Celulazy
Strefa żółtego zabarwienia wokół koloni 

po zalaniu podłoża 1% płynem Lugola

Pożywka MHI, 3-5 dni,  30°C Inulinazy

Strefa przejaśnienia wokół wyrosłych 

kolonii po zalaniu podłoża 1% płynem 

Lugola



CHARAKTERYSTYKA SZCZEPÓW POD KĄTEM PRODUKCJI BIOSURFAKTANTÓW I 
AKTYWNOŚCI ENZYMATYCZNEJ
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Napięcie powierzchniowe kontroli (H2O) – 56,7 (mN/m)

Wszystkie badane szczepy produkują proteazy, 

celulazy oraz amylazy. Dodatkowo szczep nr 7 i nr 9 

produkują ureazy, a szczepy nr 4 i nr 9 amylazy

S7

S9
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SELEKCJA SZCZEPÓW Z WYKORZYSTANIEM PŁYTEK ECOPLATE
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ANALIZA MIKROMACIERZY FENOTYPOWYCH PM (ANG. PHENOTYPE
MICROARRAYS)
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OCZYSZCZANIE ŚCIEKU W BIOREAKTORZE BIOFLO 415

Warunki hodowli w
bioreaktorze:

temperatura 30°C

ciągłe mieszanie 100
obr/min

czas trwania: 28 dni

Układ
doświadczalny:

12 litrów surowego
ścieku
koksowniczego

po 1 litrze płynnej
hodowli każdego z
trzech badanych
szczepów



OCZYSZCZANIE ŚCIEKU W BIOREAKTORZE BIOFLO 415

pH

Redox [mV]

Konduktancja [mS/cm]

ChZT [mgO2/L]

fenole [mg/L]

jon amonowy [mg/L]

cyjanki [mg/L]

Ściek po 

biodegradacji

10,89

-231,1

7,56

-41,4

16,1

15,55

4081

262

198

10,1

Oznaczana wartość

10,687

2302

497,5

80,9

Ściek surowy przed 

biodegradacją

Neutralizacja odczynu pH 

ścieku koksowniczego



OCZYSZCZANIE ŚCIEKU W BIOREAKTORZE BIOFLO 415

Poziom degradacji fenolu jest równy 47,33%



OCZYSZCZANIE ŚCIEKU W BIOREAKTORZE BIOFLO 415

Zmiana toksyczności ścieku koksowniczego z klasy V. na klasę IV.



1. Ścieki po PZW są dobrym źródłem bakterii, które mogą być wykorzystane w procesie 

biologicznego oczyszczania środowisk zanieczyszczonych związkami fenolowymi

2. W wyniku badań wyizolowano 3 szczepy (Paenibacillus humicus Au34, Staphyloccocus warneri 

DK131, Peanibacillus pasadensis SAFN-007), które ze względu na swoje właściwości, są 

potencjalnymi kandydatami do wykorzystania w procesie biologicznego oczyszczania środowisk 

zanieczyszczonych związkami fenolowymi
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