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Modyfikacje powierzchniowe mikroorganizméw sa zmianami zachodzacymi na powierzchni komoérek indu-

kowanymi przez czynniki sSrodowiskowe. Dzieki nim mozliwa jest adaptacja drobnoustrojow do warunkéw

otoczenia, ktéra zapewnia im przetrwanie i efektywne wykorzystanie substratow metabolicznych. W przepro-

wadzonych analizach jako czynniki modyfikujace wykorzystano naturalne srodki powierzchniowo czynne - sa-

poniny. Surfaktanty te wystepuja powszechnie w ekstraktach z réznych czesci roslin wyzszych. W przedstawio-

nych badaniach podjeto probe oceny efektywnosci wykorzystania spektroskopii w podczerwieni w analizie

modyfikacji wtasciwosci powierzchniowych komérek mikroorganizmow zachodzacych w wyniku dostepnosci

okreslonych substratow w hodowli. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze spektroskopia FTIR moze by¢ stosowa-

na jako metoda szybkiej i efektywnej identyfikacji zmian wtasciwosci powierzchniowych bakterii.

Wprowadzenie

Wszystkie organizmy zyjace
w danym $rodowisku mu-
szg sie dostosowac do zmian
zachodzacych na skutek za-
mierzonych, badz przypad-
kowych, dziatah cztowieka
i wypadkéw oraz zmian kli-
matycznych. W ich wyniku
nieustannej modyfikacji ule-
ga skfad pierwiastkowy, wil-
gotnos¢, temperatura i inne
parametry otoczenia. Mikro-
organizmy bardzo szybko
adoptujg sie do przemian za-
chodzacych w otaczajagcym
je srodowisku, dostosowujac
swoje wiasciwosci oraz me-
tabolizm, aby zapewni¢ sobie
przetrwanie. Komorke bakte-
ryjna od Srodowiska zewnetrz-
nego oddziela sciana komor-
kowa, ktéra zbudowana jest
z mureiny (peptydoglikanu).
W przypadku bakterii Gram
ujemnych warstwa mure-
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iny jest cienka i dodatkowo
otoczona btong zewnetrzna.
Skfadaja sie na nig przemien-
nie utozone reszty kwasu mu-
raminowego i glukozoaminy
potaczone wigzaniami f;_,4-
glikozydowymi. W mureinie
wolna grupa karbonylowa jest
akceptorem aminokwasu, naj-
czesciej L-alaniny. Z mureing
moga by¢ zwigzane réwniez
kwasy tejchojowe, lipotejcho-
jowe oraz tejchuronowe [2, 3].
Do warstw zewnetrznych
komérki nalezy réwniez bto-
na cytoplazmatyczna, ktéra
uczestniczy w pobieraniu po-
karmu, umieszczone sg w niej
enzymy i przekazniki elek-
trondéw czynne w procesach
oddychania i magazynowania
energii. Blona cytoplazma-
tyczna bakterii zbudowana
jest z dwoch warstw fosfoli-
pidowych. Ponadto zawiera
biatka, wséréd ktérych wyrdz-
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niamy biatka integralne, prze-
chodzace przez cata btone
oraz biatka peryferyjne, ktore
znajdujg sie na powierzchni
bfony. Aby zachowa¢ ptyn-
nos¢ btony cytoplazmatycz-
nej w fosfolipidach wystepuja
rowniez kwasy ttuszczowe na-
sycone i nienasycone [3].

Najbardziej zewnetrzna ostong
$ciany komorkowej w przy-
padku niektérych mikroorga-
nizmow jest warstwa substan-
¢ji sluzowych. Ta tak zwana
otoczke tworzg naturalne po-
limery wielocukrowe czy biat-
kowe. Otoczki cechujg sie
bardzo zréznicowana budowa
chemiczng, nawet w obre-
bie jednego gatunku bakte-
rii. Najczedciej spotykanymi
jednostkami strukturalnymi
w otoczkach sg monosacha-
rydy takie jak np. D-galaktoza
czy D-glukoza. Poza cukrami,
waznym sktadnikiem otoczek

jest fosforan, ktéry stanowi
tacznik fosfodiestrowy mie-
dzy cukrami. W $rodowisku
mozemy spotkac takze bakte-
rie, ktére wytwarzaja otoczki
skfadajace sie z aminokwa-
sow [1,4].

Jedna z podstawowych funk-
cji wymienionych struktur
zewnetrznych komorek jest
ochrona organelli komérko-
wych przed niekorzystnymi
zmianami $rodowiska oraz
dziataniem toksycznych sub-
stancji. Zaréwno struktura, jak
i proporcje miedzy sktadnika-
mi budulcowymi tych struk-
tur, nie s3 niezmienne i moga
by¢ przez komdrke modyfiko-
wane. Na zmiane wiasciwosci
powierzchniowych komorek
istotny wplyw maja parame-
try fizykochemiczne $rodo-
wiska zewnetrznego, jak od-
czyn srodowiska czy stezenie
soli. Bardzo wyrazna jest rola



temperatury, poniewaz przy
jej wzroscie rosnie udziat na-
syconych kwaséw ttuszczo-
wych komorki.

Kontakt z rozpuszczalnikami
organicznymi czy surfaktan-
tami moze takze wptywac na
sktad $ciany i btony komér-
kowej. W rezultacie moze na-
stapi¢ wzrost ptynnosci btony
komérkowej oraz zmniejsze-
nie stosunku kwasow thusz-
czowych nasyconych do
nienasyconych. Ponadto od-
dziatywanie z takimi zwigzka-
mi prowadzi do modyfikacji
powierzchni komorki, co prze-
jawia sie zwiekszeniem lub
zmniejszeniem udziatu grup
hydrofobowych obecnych na
jej powierzchni [5].

Analiza wymienionych zmian
moze dostarczy¢ szeregu
cennych informacji na temat

mechanizméw adaptacyj-
nych komoérek. Wsréd metod
badania modyfikacji wiasci-
wosci powierzchniowych ko-
morek nalezy wymieni¢ me-
tody oceny hydrofobowosci
powierzchni komérek, jak np.
bakteryjna adhezja do we-
glowodoréw, chromatografia
hydrofobowych oddziatywan
czy pomiar potencjatu dzeta.
Osobna grupe analiz stanowi
okreslenie profili
wych kwaséw ttuszczowych,
ktére wyznacza sie poprzez
przeprowadzenie kwasow
w estry metylowe i ich analize
ilosciowg na chromatografie
gazowym [5, 6].

Wymienione metody sg sto-
sunkowo czasochtonne lub
charakteryzujg sie niska do-
ktadnoscig. Metoda alterna-
tywna, taczaca w sobie czu-

komorko-

tos¢ i prostote analizy, moze
stac sie spektroskopia w pod-
czerwieni. Ponadto, trady-
cyjne réznicowanie bakterii
poprzez posiewy wymaga kil-
kudniowej inkubacji hodowli,
dlatego konieczne jest wy-
korzystanie alternatywnej,
szybszej metody identyfikacji.
Spektroskopia w podczerwie-
ni byta wielokrotnie demon-
strowana przez liczne zespoty
badawcze jako jedna z me-
tod identyfikacji i klasyfikacji
materiatu biologicznego [7].
Technika ta odznacza sie wy-
soka czutoscia, matg inwazyj-
noscia w komérke oraz moz-
liwoscig analizy stosunkowo
niewielkich prébek [8].

Dzieki spektroskopii w pod-
czerwieni mozliwa jest iden-
tyfikacja grup funkcyjnych
obecnych na powierzchni ko-

morki, co pozwala stworzyc
unikatowy i powtarzalny mo-
del widma charakterystyczne-
go dla okredlonego typu ko-
morek [7-9]. Duze znaczenia
ma takze minimalne przygo-
towanie materialu do bada-
nia, pozwalajace ograniczyc
inwazyjnos¢ w strukture ko-
morki. Metoda ta umozliwia
takze petng automatyzacje
analizy, nie niszczy struktury
badanej materii, daje pomiar
zaréwno jakosciowy, jak i ilo-
sciowy oraz pozwala na szyb-
kie uzyskanie kompletnych
wynikéw. Biorgc pod uwage
wzgledy ekonomiczne i skale
prowadzonych badan nie bez
znaczenia pozostajg tez niskie
koszty zwigzane z metoda [7].
Analiza w zakresie podczer-
wieni byta wykorzystywana
dotychczas do identyfikacji
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i charakterystyki mikroorgani-
zmow, grzybéw, drozdzy, spor
i prionow.

W przeprowadzonych bada-
niach wykorzystano surfak-
tanty pochodzenia roslinne-
go jako jedyne zrédto wegla
w hodowli. Te glikozydy posia-
dajace zdolnos¢ redukowania
napiecia powierzchniowego
sq obecne w roslinach takich
jak mydlnica lekarska (Sapo-
naria officinalis L.), orzechy
pioragce (Sapindus mukorrosi)
czy bluszcz pospolity (Hedera
helix) [10]. Saponiny, bedace
gtéwnym sktadnikiem tych
ekstraktow znajdujg szerokie
zastosowanie w farmacji i me-
dycynie [11], wykazuja takze
duzy potencjat jako srodki
wspomagajace bioremediacje
terendw zanieczyszczonych
substancjami hydrofobowy-
mi [12]. Celem prowadzonych
badan byta ocena wptywu
surfaktantow pochodzenia
roslinnego na wiasciwosci po-
wierzchniowe komérek mikro-
organizméw za pomoca spek-
troskopii w podczerwieni.

Materialy i metody

Materiatem do badan byly
mikroorganizmy wyizolowa-
ne z probek gleby pobranej
z terendw wysoce narazonych
na skazenie substancjami po-
chodzenia
go. Bakterie zostaly poddane
charakterystyce biochemicz-
nej (VITEK® , bioMerieux, Fran-
cja) i zidentyfikowane jako
Pseudomonas fluorescens oraz

petrochemiczne-

Acinetobacter genomospecies.
Ekstrakcje saponin z mate-
riatu roslinnego prowadzono
w aparacie Soxhleta przez 8 h,
jako rozpuszczalnik zastoso-
wano metanol w proporgji
10 ml na 5 g probki. Po za-
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konczeniu ekstrakcji rozpusz-
czalnik odparowano na wy-
parce prézniowej Rotavapor
R-210 (BGchi, Niemcy). W celu
okreslenia krytycznego ste-
zenia micelizacji uzyskanych
ekstraktéw przeprowadzono
szereg analiz napiecia po-
wierzchniowego badanych
roztworéw w rozcienczeniach
w zakresie 0,001+3 g/l. Na
podstawie wynikéw wyzna-
czono krytyczne stezenia mi-
celizacji, ktére dla orzechow
Sapindus mukorossi wyniosto
0,1 g/I; dla mydlnicy (Sapona-
ria officinalis) 1 g/l; dla blusz-
czu (Hedera helix) 2,5 g/I.

Aby okresli¢ wptyw surfaktan-
tow na witasciwosci powierzch-
niowe mikroorganizmoéw, wy-
izolowane pojedyncze szczepy
zostaty namnozone w 50 ml
hodowli ptynnej, sktad ktorej
zostat opisany przez Smutek
i in. [13]. Jako jedyne zZrédto
wegla w hodowlach stoso-
wano otrzymane ekstrakty
roslinne w ilosci pozwalajacej
na uzyskanie w hodowli ste-
zenia surfaktantu réwnego 2
CMC. Hodowle prowadzono
w szklanych zakrecanych bu-
telkach o pojemnosci 250 ml,
pozostawiajac wystarczajaca
ilos¢ powietrza w fazie nadpo-
wierzchniowej i inkubowano
w temperaturze 30°C przez
3 miesigce. Mikroorganizmy
byly przesiewane na $wieze
podioze o takim samym skta-
dzie co 14 dni, w celu zapew-
nienia odpowiedniego steze-
nia substratéw w hodowli. Po
zakonczeniu 3-miesiecznego
okresu hodowli, komérki od-
wirowano w temperaturze
pokojowej i trzykrotnie prze-
ptukano $wiezg porcja me-
dium. Po ostatnim wirowaniu
usunieto supernatant i pod-
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dano prébki liofilizacji na liofi-
lizatorze Alpha 1.2 LD plus 1.2
(Christ), czas trwania procesu
wynosit 48 h, temperatura
-30°C, cis$nienie 0,37 mbar.
Z uzyskanych odwodnionych
komérek wykonano pastylke
mieszajac 200 mg KBr z 2 mg
prébki. Analize wykonywano
na aparacie Vertex 70 (Bruker,
Niemcy). Ponadto modyfi-
kacje powierzchni
ganizméw w testowanych
uktadach oceniano poprzez
pomiar hydrofobowosci po-
wierzchni komoérek wykorzy-
stujgc zmodyfikowana meto-
de mikrobiologicznej adhezji
do weglowodoréw (MATH)
[14]. Wyniki poddano obréb-
ce statystycznej w programie
Statistica 12.0.

mikroor-

Wyniki

Spektroskopie w podczer-
wieni z transformacja Fourie-
ra (FTIR) wykorzystano do
okreslenia rodzaju grup funk-
cyjnych znajdujacych sie na
powierzchni badanych mikro-
organizmoéw po hodowli ze
standardowym Zrédtem we-
gla (glukoza) lub ekstraktem
z wybranych roslin zawieraja-
cym saponiny. Wyniki analizy
FTIR zaprezentowano na zafa-
czonych rysunkach 11 2.
Przedstawione widma wy-
kazuja obecnos¢ sygnatéw
Swiadczacych o modyfika-
cjach powierzchniowych
zachodzacych w komorkach
na skutek oddziatywania roz-
nych Zzrédet wegla. Réznice
w odniesieniu do préby kon-
trolnej (hodowla na glukozie)
odnotowano dla obu bada-
nych szczepéw. Zmiany te
najbardziej widoczne sg przy
liczbie falowej ok. 2920 cm™’
oraz 1730 cm™. Przy liczbie

falowej 2921 cm™ obecne
sq charakterystyczne drga-
nia rozciggajace wigzan C-H,
pochodzace od zwigzkéw
alifatycznych wchodzacych
w skfad kwasow ttuszczowych
$ciany komorkowej. Wystepu-
ja one w hodowlach kontrol-
nych obu szczepéw. Jednakze
nie sg obecne we wszystkich
prébkach z hodowli na surfak-
tantach roslinnych dla szcze-
pu P. fluorescens. Drgan tych
nie obserwuje sie réwniez
w przypadku szczepu A. ge-
nomospecies hodowanego na
bluszczu. Ponadto, we wszyst-
kich uktadach z ekstraktami
zaobserwowano pojawienie
sie przy dtugosci fali 1730 cm’
pasm pochodzacych od do-
datkowych drgan rozciaga-
jacych grup C=0. Zmiany sa
obecne we wszystkich préb-
kach z ekstraktami roslinny-
mi, niezaleznie od rodzaju
szczepu.

Analiza hydrofobowosci po-
wierzchni komérek z wykorzy-
staniem metody MATH wyka-
zata takze wptyw testowanych
surfaktantow na modyfikacje
wiasciwosci powierzchnio-
wych badanych szczepow
bakteryjnych. W przypadku
A. genomospecies zaobser-
wowano spadek, natomiast
w przypadku P. fluorescens
wzrost hydrofobowosci po-
wierzchni komorek. Najwiek-
sze zmiany komorki szczepu
A. genomospecies wykazaty
podczas hodowli na podtozu
z dodatkiem bluszczu pospo-
litego lub mydInicy lekarskie;j.
Dla szczepu P. fluorescens naj-
wiekszy wzrost hydrofobowo-
$ci zaobserwowano podczas
hodowli na podtozu z dodat-
kiem orzechéw pioracych
oraz bluszczu pospolitego.
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Rys. 1. Widma w podczerwieni w zakresie 4000+400 cm™1
dla szczepu Acinetobacter genomospecies po 3 miesig-
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Rys. 2. Widma w podczerwieni w zakresie 4000+400 cm™1
dla szczepu Pseudomonas fluorescens po 3 miesigcach
wzrostu na surfaktantach roslinnych, jako jedynym Zrédle
wegla; kontrole stanowita hodowla na glukozie: a) zakres
3200+2200 cm™ b) 1800+1650 cm™
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Rys. 3. Wptyw surfaktantéw pochodzenia roslinnego na
hydrofobowos¢ powierzchni komdrek szczepéw Acineto-
bacter genomospecies i Pseudomonas fluorescens

Jak zauwazyli Zhong i in. [15]
w badaniach poswieconych P
aeruginosa, wptyw surfaktantu
obecnego w hodowli na para-
metry komérek mikroorgani-
zmow, zalezy od jego adsorpgji
na powierzchni bakterii. Anali-
zowane przez nich mono- i di-
-ramnolipidy powodowaty
zmiane stopnia hydrofobowo-
$ci komorek zarbwno w strone
wiasciwosci bardziej hydrofo-
bowych, jak réwniez bardziej
hydrofilowych w zaleznosci od
struktury surfaktantu oraz typu
komorek mikroorganizmow, co
warunkowato ich adsorpcje na
powierzchni komoérek bakterii.
W przypadku badanych surfak-
tantéw wyraznie widoczna jest
zaleznos¢ oddziatywania komo-
rek mikrooorganizméw z po-
szczegolnymi surfaktantami
w zaleznosci od ich budowy
oraz rodzaju szczepu.

Podsumowanie

Poréwnujac wyniki badan
z danymi literaturowymi [7-9]
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mozna potwierdzi¢ przydat-
nos$¢ spektroskopii FTIR jako
jednej z czotowych metod
w réznicowaniu struktury po-
wierzchni mikroorganizmoéw.
W obszarach opisywanych
w literaturze jako charakte-
rystyczne dla zmian wiasci-
wosci powierzchniowych
mikroorganizméw [8] zareje-
strowano sygnaty swiadczace
o zachodzacych na ich po-
wierzchni modyfikacjach. Na
podstawie przedstawionych
wynikéw mozna stwierdzi¢, ze
powierzchnie szczepu P. flu-
orescens najsilniej modyfikuje
dodatek orzechéw pioracych
i mydlnicy lekarskiej, nato-
miast w przypadku szczepu
A. genomospecies najwieksze
modyfikacje uzyskano na
podtozu z dodatkiem blusz-
czu pospolitego. Zastosowana
technika gwarantuje szybkos¢
i nieinwazyjnos¢ pomiaru,
dlatego moze by¢ efektywnie
stosowana jako metoda rézni-
cujaca mikroorganizmy w za-
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leznosci od ich witasciwosci
powierzchniowych.
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Podziekowania

Badania zostaty sfinansowane
ze srodkéw Narodowego Cen-
trum Nauki przyznanych na
podstawie decyzji numer DEC-
-2012/07/B/NZ9/00950.

Temat przedstawiony w arty-
kule byt prezentowany podczas
sympozjum ,Nauka | przemyst
- metody spektroskopowe
w praktyce, nowe wyzwania
i mozliwosci” (Lublin 2016). Jest
réwniez opublikowany w mono-
grafii pod tym samym tytutem.
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