Wykorzystanie metod spektroskopowych
w oznaczaniu aktywnosci
mikroorganizmoéw

Wprowadzenie

Weglowodory ropy naftowej
sq szeroko rozpowszechnio-
nymi zanieczyszczeniami $ro-
dowiska. Przedostajg sie one
coraz czesciej do ekosyste-
méw  wodnych i ladowych
podczas wydobywania, trans-
portu, obrébki przemystowej
badZ uzytkowania. Hamuja
one wymiane gazowa, ograni-
czaja dostep Swiatta, zmniej-
szajg stezenie rozpuszczo-
nego tlenu, degradujg wody
gruntowe i powierzchniowe,
zanieczyszczajg glebe i grun-
ty, zaburzaja homeostaze,
a przede wszystkim maja dzia-
fanie toksyczne, mutagenne
i kancerogenne na wszystkie
organizmy. W celu ogranicze-
nia ujemnych skutkéw skaze-
nia tymi substancjami stosuje
sie szereg metod remediacji.
Podczas wyboru sposobu
procesu remediacji najwiek-
sza uwage nalezy zwrdci¢ na:
strukture oraz wiasciwosci
fizyczno-chemiczne  gruntu,
budowe profilu gruntowego,
lokalizacje wod podziemnych,
wielkos¢ i kierunek przeptywu
wéd, potozenie miejsca skaze-
nia w stosunku do uje¢ wody,
charakterystyke zwigzkéw za-
nieczyszczajacych pod katem
fizykochemicznym  (wiasci-
wosci takie jak: stezenie, roz-
puszczalnos¢ w wodzie, reak-
tywnos¢ z innymi sktadnikami
srodowiska, podatnos¢ na roz-

ktad biochemiczny), warunki
klimatyczne, objetosc¢ i ksztatt
plam zanieczyszczenia, wzgle-
dy techniczne i ekonomiczne.
Opracowano wiele metod fi-
zyko-chemicznych i biologicz-
nych usuwania zanieczysz-
czen naftowych ze srodowiska
gruntowo-wodnego. Obecnie
coraz wieksze znaczenie zy-
skuja technologie bioreme-
diacyjne, ktéore wykorzystuja
zdolnosci mikroorganizméw
do degradacji zanieczyszczen
organicznych w celu prze-
ksztatcenia ich w mniej tok-
syczne lub catkowicie nieszko-
dliwe skfadniki [1]. Bioreme-
diacja jest najczesciej metoda
konczaca proces rekultywacji
srodowiska naturalnego. Nie
jest to jednak technologia uni-
wersalna, ktérg mozna wyko-
rzysta¢ w dowolnym obszarze
i dowolnych okolicznosciach.
Bioremedacja obejmuje dwa
zasadnicze kierunki[2-5]:

« stymulacje rozwoju mikroor-
ganizmoéw autochtonicznych,
wystepujacych w skazonym
obszarze (biostymulacja), po-
przez doprowadzenie pozy-
wek dla bakterii, np. azotu
w formie amonowej lub azo-
tanowej i fosforu w formie fos-
foranowej, najczesciej w po-
staci odpowiedniego nawozu
ciektego lub statego, dostar-
czeniu tlenu do uktadu (bio-
wentylacja), w ktérym wyste-
puje jego niedobodr (poprzez
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napowietrzanie terenu, wpro-
wadzenie zwigzkéw bogatych
w tlen oraz spulchnianie po-
wierzchniowych warstw gle-
by), badz regulowanie pH gle-
by i jej wilgotnosci,

« wprowadzenie do miejsca
skazenia specjalnie wyselek-
cjonowanych  mikroorgani-
zmoéw, aktywnych wrozktadzie
zanieczyszczen ropopochod-
nych (bioaugumantacja), w po-
staci inokulum. Moga to by¢
mikroorganizmy przygotowa-
ne w formie biopreparatu lub
tez namnozone mikroorgani-
zmy autochtoniczne z danego
terenu, jezeli takie wystepuja,
ale wprowadzone w wigkszej
ilosci i z dodatkowymi sub-
stancjami odzywczymi stymu-
lujacymi ich wzrost.

Procesu bioremediacji moze
wspomagac zastosowanie $rod-
kow powierzchniowo czyn-
nych. Dodatkowe wprowa-
dzenie do ukfadu zwigzkéw
powierzchniowo czynnych
w istotny sposéb moze przy-
spieszy¢ skuteczno$¢ biode-
gradacji zanieczyszczen orga-
nicznych [6-11]. Dodawanie
surfaktantow ma na celu emul-
gowanie weglowodoréw i uta-
twienie tym samym kontaktu
z mikroorganizmami. Wpro-
wadzony surfaktant modyfi-
kuje wiasciwosci powierzch-
niowe komorki. Modyfikacja
ta moze odbywac sie poprzez
adsorpcje surfaktantu na po-
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wierzchni i zwiekszenie hy-
drofobowosci komérkilub po-
przez zwiekszenie przepusz-
czalnosci membrany. W ostat-
nich latach na szczegdlna
uwage zastuguje zastosowa-
nie surfaktantéw naturalnych,
a wsrod nich biosurfaktantow
wytwarzanych przez mikro-
organizmy. Ze wzgledu na
swoje emulgujace wiasciwo-
$ci moga by¢ wykorzystywa-
ne do zwiekszania degradacji
weglowodoréw w  $rodowi-
sku. Wprowadzenie zwiagzku
powierzchniowo czynnego
pobudza rodzime mikroorga-
nizmy do degradacji weglowo-
doréw, znacznie bardziej nizw
przypadku dodania tylko sa-
mych substancji odzywczych
[10]. Prowadzone badania nad
mechanizmem wzajemnego
oddziatywania pomiedzy naj-
czedciej opisywanym  bio-
surfaktanet - ramnolipidem
a powierzchnig komoérki Pseu-
domonas ujawnity, ze kontakt
z ramnolipidami powoduje
uwolnienie lipopolisachary-
déw (LPS), co prowadzi do
wzrostu hydrofobowosci po-
wierzchni komérki [12]. Do
zwiekszenia rozpuszczalnosci
weglowodoréw w wodzie wy-
magana jest znacznie wieksza
ilos¢ emulgatora, niz do zmia-
ny powierzchni komorki.

Powierzchnia komérki bak-
teryjnej stanowi kontakt ze

$rodowiskiem zewnetrznym



i odgrywa fundamentalna
role w jej ogdlnej fizjologii.
Zewnetrzna struktura komor-
ki jest odpowiedzialna za pro-
cesy wymiany, oddziatywanie
z czynnikami immunologicz-
nymi oraz majacymi wptyw
na wzrost i podzialy komor-
kowe, a takze na adhezje do
réznych powierzchni  [13].
Badania nad adhezja mikro-
organizméw w uktadzie faza
wodna - powierzchnia ciata
statego od wielu lat ciesza sie
duzym zainteresowaniem. Na
szczegdlng uwage zastuguje
fakt, iz mechanizm adhezji
w zdecydowanej mierze opie-
ra sie na wihasciwosciach hy-
drofobowych komorki, ktére
sg uznawane za czynnik wiru-
lencji [14]. Trwata adhezja ko-
mérek mikroorganizméw do
réznych powierzchnizalezy od
hydrofobowosci  powierzch-

ni komorki. Oznacza to, ze te
same wiasciwosci hydrofobo-
we beda miaty réwniez wptyw
na oddziatywan
komérek mikroorganizmow
z substancjami hydrofobowy-
mi, jakimi sa weglowodory.
Hydrofobowos¢ jest
miczng wiasnoscia komorek,
ktéra moze ulega¢ zmianom
w odpowiedzi

charakter

dyna-

na warunki
stawiane przez Srodowisko
zewnetrzne. Cecha ta jest wy-
nikiem oddziatywania ,hydro-
fobin”, czyli zwiazkéw pro-
mujacych  hydrofobowos¢
i ,hydrofilin, ktére obnizaja
hydrofobowos¢, wspdtwyste-
pujacych na powierzchni ko-
morki. Liczba zewnatrzkomér-
kowych, makromolekularnych
komponentéw moze by¢ re-
prezentowana przez
grupy funkcyjne [15].
Wielu badaczy prébuje opisaé

rézne

bakteryjng adhezje uwzgled-
niajac liczne parametry cha-
rakteryzujace
komorki takie, jak hydrofo-
bowos$¢, energia powierzch-

powierzchnie

niowa i elektrostatyczne inte-
rakcje czastek komorkowych
z powierzchniami. Wzgledna
hydrofobowos¢ komoérek bak-
teryjnych moze by¢ okreslana
za pomoca réznych metod, do
ktérych naleza: mikrobiolo-
giczna adhezja do weglowo-

dorow (Microbial Adhesion
to Hydrocarbon - MATH) [16],
chromatografia  hydrofobo-

wych oddziatywann (Hydro-
phobic Interaction Chroma-
tography - HIC), agregacja
w obecnosci réznych stezen
soli (Salt Aggregation Test
-SAT), adhezja do filtréw nitro-
celulozowych (Adhesion of Ni-
trocelluose Filters - NCF) i kat

zwilzania (Contact Angle Me-

asurements - CAM). Metoda
najczesciej wykorzystywana
w badaniach adhezyjnych jest
MATH. Podstawa tej metody
jest wykorzystanie spektrofo-
tometrii zakresu widzialnego
(Vis) do okreslenia zdolnosci
adhezyjnych mikroorgani-
zmoéw w stosunku do hydro-
fobowych zrédet wegla. Obok
tej metody, do oceny kontroli
wzrostu mikroorganizmoéw
w czasie procesu biodegra-
dacji wykorzystuje sie pomiar
gestosci optycznej wykony-
wany w zakresie $wiatta wi-
dzialnego. Pomiar ten umozli-
wia réwniez w prosty i szybki
sposéb na okreslenie toksycz-
nosci réznych zwigzkéw. Inte-
resujgcym zagadnieniem jest
takze pomiar wielkosci i geo-
metrii czastek oraz okreslenie
polidyspersyjnosci  podczas
procesu biodegradacji. Takie
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pomiary mozliwe sa takze
w zakresie Swiatta widzialne-
go.

Celem pracy jest przedsta-
wienie metod spektroskopo-
wych oznaczania aktywnosci
mikroorganizméw  zdolnych
do biodegradacji ropopo-
chodnych: metode MATH (mi-
krobiologiczng adhezje do
weglowodoréw), pomiar ge-
stosci optycznej pozwalajacy
na ocene wzrostu mikroor-
ganizméw w czasie procesu
biodegradacji, jak réwniez na
okreslenie toksycznosci roz-
nych zwigzkéw w stosunku
do mikroorganizméw, a takze
pomiary wielkosci i geometrii
czastek oraz okreslenie poli-
dyspersyjnosci podczas pro-
cesu biodegradacji i wskaza-
nie zalet i wad zwigzanych ze
stosowaniem tych metod.

T e

Czesc eksperymentalna

1. Mikrobiologiczna adhezja
mikroorganizméw do weglo-
wodoréw

Wiasciwosci hydrofobowe po-
wierzchni komorki oceniano
testem adhezji do heksade-
kanu (MATH) wedtug metody
Rosenberga i wspot. [16]. Ho-
dowle prowadzono przez 7
dni w obecnosci glukozy, mo-
delowej mieszaniny weglo-
wodoréw, oleju napedowego
i surfaktantow oraz w ukta-
dzie weglowodory-surfaktant.
Nastepnie kazda prébe wi-
rowano przy 70009 przez 4
min, otrzymana w ten sposob
biomase dwukrotnie przemy-
wano i wytrzasano w jatowym
buforze PUM o pH 7,2 (19,7 g
I K,HPO,, 7,26 gI'' KH,PO,,
1,8 g I'" H,NCONH, i 0,2 g I'!
MgSO,4 7H,0). Uzyskany osad

ponownie zawieszano w 5 ml
buforu w celu zmierzenia ge-
stosci optycznej (Ay). W razie
potrzeby zawiesine rozcien-
czano tak, aby wartos$¢ absor-
bancji wynosita 1,0. Nastepnie
do zawiesiny komorek do-
dawano 500 ul heksadekanu
i wytrzasano na Vortexie przez
2 min przy 2500 obr/min. Po
oddzdzieleniu faz ostroznie
pobierano pipetka Pasteura
faze wodna i mierzono absor-
bancje (A,). Gestos¢ optyczna
mierzono przy dtugosci fali
600 nm na spektrofotometrze
UV-Vis, (Shimadzu). Stopien
hydrofobowosciwyznaczonoz
zaleznosci (Ag—A,)/Ay*100[%].
Wynik kazdego z ekspery-
mentow jest $rednig z pieciu
préb. Préba odniesienia byta
hodowla mikroorganizmow
na glukozie.

2. Pomiar gestosci optycznej
W celu okreslenia gestosci
optycznej hodowli mikroor-
odpowiadajacej
intensywnosci

ganizmow,
ich
po okreslonym czasie hodowli
pobierano w sposéb jatowy
prébke o objetosci 1,5 ml.
Nastepnie mierzono gestos¢
optyczng przy dlugosci fali
600 nm na spektrofotometrze
UV-Vis, (Shimadzu).

wzrostu,

3. Rozktad wielkosci czastek
Rozktad wielkosci czastek
mierzono na aparacie Zeta-
Plus firmy Brookhaven Instru-
ments Co., USA. Pomiaru do-
konano po 7 dniach hodowli
w uktadzie: bakterie-glukoza,
bakterie-weglowodory, bak-
terie-olej napedowy, bakte-
rie-surfaktant,  bakterie-olej
napedowy-surfaktant, bakte-
rie-weglowodory-surfaktant.
Analiza kazdego roztworu zto-
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zona jest z 5 krokéw pomia-
rowych, a ostateczny wynik
jest srednia arytmetyczng z 4
wartosci.

4.Mikroorganizmy i biodegra-
dacja weglowodoréw

W eksperymentach wykorzy-
stano srodowiskowe szczepy
bakterii wyizolowane z gleby
skazonej ropa naftowa, m.in.

z miejsc dawnych odwiertéw
ropy naftowej z okolic Krygu,
Ropicy Polskiej oraz Gorlic
z wojewddztwa Matopolskie-
go, stacji benzynowych, ruro-
ciagu ,Przyjazn”. Wykorzysta-
no mikroorganizmy z rodzaju:
Pseudomonas, Aeromonas, Ste-
notrophomonas i Achromo-
bakter. Przedmiotem badan
byly takze szczepy drozdzy
z rodzaju Candida i Yarrowia.
Biodegradacje weglowodo-
rébw wyznaczono w oparciu
o norme PN - 86 C — 04573/
01.

Wyniki

1. Wptyw toksycznosci zwigz-
kéw chemicznych na aktyw-
no$¢ biologiczng bakterii

Pomiar gestosci
podczas wzrostu mikroorga-
nizmdéw na réznych zrédtach
wegla, dostarcza informacgji
na temat mozliwosci wykorzy-
stywania przez drobnoustroje
danego zrédta wegla, co jest
szczegolnie wazne przy selek-
cjonowaniu szczepéw zdol-
nych do biodegradacji okre-
$lonego skazenia.
na okresdlenie czasu adaptacji
mikroorganizméw do danych
warunkéw oraz czas trwania
wzrostu logarytmicznego mi-
Informacje
takie sg niezbedne w przy-

optycznej

Pozwala

kroorganizmow.

padku prowadzenia hodowli
mikroorganizméw. Wzrost mi-
kroorganizméw na glukozie
stanowi hodowle kontrolng,
ze wzgledu na to, Zze glukoza
stanowi
ne zrédto wegla dla bakterii.
Otrzymanie wartosci gestosci
optycznej, podczas wzrostu
na wybranych zrédtach wegla,
ponizej wartosci uzyskanych

tatwo przyswajal-

dla krzywej wzorcowej, wska-
zuje na toksyczny wptyw na
komérki  mikroorganizmow
i zahamowanie ich podziatéw.
Przeprowadzone eksperymen-
ty wykazaty, ze dla testowane-
go szczepu Aeromonas hydro-
fila, saponiny w ilosci do 240
mg/I nie sg toksyczne i moga
stanowic zrédto wegla i ener-
gii. Toksyczny wptyw saponin
zaobserwowano przy steze-
niu 360 mg/l (rys. 1 a).
Uzyskane wyniki badan wy-
kazaly ponadto, Zze testowany
szczep moze wykorzystywac
modelowa mieszanine weglo-
wodorow (dodekan i heksa-
dekan) jako zrédto wegla dla
swojego wzrostu, co $wiad-
czy o biodegradacji tych we-
glowodoréw przez
Aeromonas hydrofila (rys. 1b).
Zaobserwowano ponadto, ze
w przypadku oleju napedo-
wego, nawet najmniejsza jego
ilos¢ wplywa toksycznie na
komérki mikroorganizmui (rys.
1c).

szczep

2. Wiasciwosci powierzchnio-
we mikroorganizmoéw

a) Wptyw weglowodoréw na
hydrofobowos¢ komoérek
Wiasciwosci powierzchniowe
(hydrofo-
bowos¢) zaleza od wielu czyn-
nikdw i moga sie zmieniaé
w trakcie przechowywania

mikroorganizméw

drobnoustrojéow. Przyjeto, ze
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Rys. 1. Aktywnos¢ biologiczna szczepu Aeromonas hy-

drophila w obecnosci: saponin (a), mieszaniny weglo-
wodoréw C4, + Cy¢ (b), oleju napedowego (c)
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B Achromobacter denitrificans
Pseudomonas alcaligenes

B Pseudomonas aeruginosa Pa 10

¥ Stenotrophomonas maltofilia

Rys. 2. Wptyw zrddta wegla na hydrofobowos¢ mikroor-
ganizmow przechowywanych na agarze odzywczym (a),

jako powierzchnie hydrofobo-
we przyjmuje sie gdy warto$¢
hydrofobowosci jest ponad
50%, hydrofilowo-hydrofobo-

wymi powierzchniami gdy
warto$¢ ta jest w granicach
30-50%, a powierzchnie o cha-

rakterze hydrofilowym okresla

na agarze z dodatkiem C12
wy

sie powierzchnie o hydrofo-
bowosci ponizej 30%.

Badania prowadzone dla
szczepow: Stenotrophomonos
maltofilia, Achromobacter de-
nitrificans, Pseudomonas aeru-
ginosaoraz Pseudomonas alca-
ligenes hodowanych i namna-
zanych na podtozu standar-
dowym wykazaly, ze wartos$c
stopnia hydrofobowosci jest
warunkowana réznymi czyn-
nikami. Jednym z czynnikow
jest niewatpliwie rodzaj do-
dawanego do hodowli Zrédta
wegla. Zastosowanie jako Zro-
dta wegla glukozy, spowodo-
wato, ze powierzchnia wszyst-
kich testowanych szczepow
posiadata cechy hydrofilowe.

+C16 (b); ON - olej napedo-

Glukoza jest substancja tatwo
wykorzystywang przez mi-
kroorganizmy. Drobnoustroje
nie potrzebuja wykorzystania
wilasnej energii metabolicznej
do jej transportu przez sciane
i btone komorkowa (rys. 21 3).
Przechowywanie mikroorga-
nizméw na agarze z dodat-
kiem C12+C16 wptyneto na
wiasciwosci powierzchniowe,
ktére wzrosty w stosunku do
bakterii  przechowywanych
na agarze odzywczym (rys.
2). Hydrofilowy charakter po-
wierzchni komérek zaobser-
wowano takze dla wszystkich
szczepdw wzrastajacych na
heksanie.

Zaobserwowano, ze najwiek-

rok 15, nr 5 LA\S 9
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Rys. 3. Wptyw Zrédta wegla

na hydrofobowos¢ mikroor-

ganizmow przechowywanych na agarze odzywczym (a),
na agarze z dodatkiem C12+C16 (b)

szy wplyw na modyfikacje
powierzchni w kierunku cech
bardziej hydrofobowych mia-
ty weglowodory aromatyczne:
propylobenzen i tertbutylo-
benzen (rys. 3). Najwieksze
zmiany zaobserwowano u bak-
terii z rodzaju Pseudomonas,
ktére posiadaty wyraznie hy-
drofobowy charakter powtoki
zewnetrznej. Przechowywa-
nie szczepow na agarze z do-
datkiem C12+C16 spowodo-
wato obnizenie hydrofobo-
wosci powierzchni komorek
w obecnosci weglowodoréw
aromatycznych (rys. 3). Pozo-
state dwa szczepy charaktery-
zowaty sie cechami hydrofilo-
wo-hydrofobowymi podczas
wzrostu na wymienianych
wyzej weglowodorach aroma-
tycznych.

10

b) Wptyw surfaktantéw na hy-

drofobowos¢ komoérek

Przeprowadzone eksperymen-
ty wykazaty, ze rodzaj doda-
wanego surfaktantu, jak i jego
stezenie ma wplyw na mody-
fikacje powierzchni komérek
szczepu Candida maltosa EH
15, Candida maltosa EH 60
i Pseudomonas alcaligenes (rys.
4 i 5). Ponadto wprowadze-
nie surfaktantéw do ukfadu
z weglowodorami powoduje
odmienna modyfikacje po-
wierzchni komorek testowa-
nego szczepu, w poréwnaniu
do ukfadu z samym surfaktan-
tem (rys. 5b). W przypadku za-
stosowania saponin w catym
zakresie stezen zaobserwo-
wano diametralnie odmienne
zachowanie niz w przypadku
ramnolipidéw. Zmiany hydro-
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Rys. 4 Wptyw ramnolipidéw i saponin na hydrofobowos¢
powierzchni komdrek szczepu Candida maltosa EH 15
(a) i Candida maltosa EH 60 [17]

fobowosci w miare wzrostu
stezenia surfaktantu sg nie-
znaczne, oscyluja w granicach
statej wartosci w catym za-
kresie stezen, w jakich zasto-
sowano zwigzek powierzch-
niowo czynny. Nie réznig sie
od wartosci hydrofobowosci
prezentowanej przez poszcze-
gblne szczepy hodowane
w obecnosci samych tylko we-
glowodoréw.

Podsumowujagc mozna za-
uwazyc¢, ze dane zrédto wegla
modyfikuje w réznym stopniu
mikroorgani-
zméw. Wplyw ten zwigzany

powierzchnie

jest zaréwno z przynalezno-
$cig do danego rodzaju, a na-
wet gatunku, jak réwniez od
zdolnosci tych mikroorgani-
zmoéw do  wykorzystywania
hydrofobowych Zrédet wegla.
Przeprowadzone eksperymen-
ty wykazaty, ze hydrofobo-
wos¢ jest wartoscig dynamicz-
na, ktéra zmienia sie w czasie
prowadzenia procesu biode-
gradacji i wiele czynnikéw ma
na nig wptyw. Metoda mkro-
biologicznej adhezji do we-
glowodoréw jest powszech-
nie wykorzystywana w tego
typu badaniach, jest ona pro-
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Rys. 5. Hydrofobowos$¢ powierzchni szczepu Pseudomonas alcaligenes w ukfadzie surfaktanty (a) i surfaktanty-

-weglowodory (b) [18]
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Rys. 6. Wptyw ramnolipidéw na biodegradacje i hydrofobowos$¢ powierzchni komdrek szczepu Candida maltosa EH
15 (a) i Candida maltosa (b) EH 60 [18]

sta w wykonaniu i stosunko-
wo szybka, nie mniej jednak
uzyskane wyniki przedstawia-
ja zdolnosci adhezyjne mikro-
organizméw w danej chwili
eksperymentu.

<) Hydrofobowos¢ a biodegra-
dacja weglowodoréw
Analizujagc  wyniki  uzyska-
ne w procesie biodegradacji
w obecnosci ramnolipidow
mozna zauwazy¢ duze podo-
bienstwo zaleznosci hydro-
fobowosci i biodegradacji od

stezenia ramnolipidéw (rys.

6). Przy niskich stezeniach
dodanego biosurfaktantu hy-
drofobowos¢ komoérek droz-
dzy pozostaje niezmieniona
lub nieznacznie wzrasta. Przy
dalszym wzroscie stezenia
surfaktantu  hydrofobowos¢
gwattownie maleje. Zaobser-
wowano takze, ze spadkowi

wiasciwosci  hydrofobowych
towarzyszy wzrost stopnia
biodegradacji.

Natomiast w przypadku zasto-
sowania saponin nie obserwu-
je sie podobnych zaleznosci,
bowiem saponiny odmiennie

zachowuja sie w takim ukfa-
dzie; nie adsorbuja sie na po-
wierzchni  mikroorganizméw
a dziatanie ich polega na zmia-
nie przepuszczalnosci btony
komorkowej (rys. 7).

Pomiar hydrofobowosci przy-
datny w ocenie powierzchni
czystych szczepédw, nie zdaje
egzaminu w przypadku kon-
sorcjum drobnoustrojéw, ze
wzgledu na to, ze uzyskany
wynik jest wypadkowa hydro-
fobowosci szczepdéw wcho-
dzacych w sktad konsorcjum
(tabela 1).

rok 15, nr 5 LA\S

4, Rozktad wielkosci czastek
Polidyspersyjnos¢ oraz roz-
ktad wielkosci czastek bada-
nego szczepu zalezg od zasto-
sowanego zZrédta wegla (tab. 2
i rys. 8). Na wykresie rozktadu
wielkosci czastek badanego
szczepu, ktérego hodowle
prowadzono na glukozie, za-
uwazono jedno pasmo w za-
kresie $rednic od 259 nm do
5560 nm (rys. 8a). Maksymal-
na intensywnos¢ w tym zakre-
sie jest dla czastek 955 oraz
1106 nm, ktéra wynosi 16,9%.
Zkoleihodowlewzrastajacena
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Tabela. 1. Biodegradacja oleju napedowego przez konsorcja bakteryjne B1 (P. fluorescens
P1, P. putida K1 i Pseudomonas spp.) oraz hydrofobowos¢ testowanych uktadow [19]

UKLAD

BIODEGRADACIA [%]

|  HYDROFOBOWOSC[%]

KONSORCJIUM B1 (P. fluorescens P1, P. putida K1
i Pseudomonas spp.)

weglowodory 31,8+ 1,8 46,2 £ 1,4
weglowodory + ramnolipidy 45,7 £1,0 37,3+ 1,9
weglowodory + saponiny 78,3 £ 2,3 26,8 £ 1,1
weglowodory + Triton X-100 46,2 £ 1,4 39,8 £ 2,8
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Rys.7. Wptyw saponin na biodegradacje i hydrofobowos$¢ powierzchni komdrek szczepu
Candida maltosa EH 15 (a) i Candida maltosa EH 60 (b) [17]
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Rys. 8. Rozktad wielkosci czgstek szczepu Pseudomo-
nas stutzeri w zaleznosci od zrédfa wegla: (a) glukozy,
(b) oleju napedowego, (c) weglowodoréw

oleju napedowym imodelo-
wej mieszaninie weglowodo-
row C,,-C,¢ charakteryzowaty
sie wiekszag jednorodnoscia
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czastek, o czym Swiadczy ni-
ska polidyspersyjnos¢ wyno-
szaca dla tych hodowli odpo-
wiednio 0,145 i 0,152 (tab. 2).

LAS rok 15, nr5

3600

Srednica [nm]

W obu przypadkach stwier-
dzono pojawienie sie jednego
pasma w zakresie $rednic od
531 nmdo 1106 nm.

Natomiast ukfady z samymi
surfaktantami charakteryzuja
sie w wiekszosci przypadkéw
nizsza polidyspersyjnoscia
anizeli hodowle prowadzone
w obecnosci surfaktantow z ole-
jem lub weglowodorami (tab.
3). Pomiar rozktadu wielko$ci
czastek potwierdzit, ze obec-
no$¢ czastek o réznych Sredni-
cach zalezy od Zrédfa wegla oraz
rodzaju i stezenia surfaktanta.

Wprowadzenie do uktadu we-
glowodoréw surfaktantéw, po-
woduje wzrost polidyspersyj-
nosci ukfadu. Wysoka wartos¢
polidyspersyjnosci  swiadczy
o tendencji do aglomeryzacji.
Wyjatek stanowi ukfad przy
stezeniu 120 mg/l, gdzie uzy-
skano nizszg wartos¢ polidy-
spersyjnosci niz w ukfadzie
ramnolipidy-bakterie. Ste-
zenie to jest optymalne dla
biodegradacji weglowodoréw
z dodatkiem ramnolipidéw.
Obserwuje sie wéwczas naj-
wiekszg biodegradacje weglo-
wodorow.

Podsumowanie

Przedstawione metody spek-
troskopowe, wykorzystujace
Swiatto w zakresie widzial-
nym, do oznaczania aktywno-
$ci  powierzchniowej mikro-
organizmédw metoda MATH
(mikrobiologiczng adhezje do
weglowodoréw), a takze bar-
dzo prosta technika pomiaru
gestosci optycznej pozwalaja
na ocene wzrostu mikroor-
ganizmow w czasie procesu
biodegradacji, jak réwniez na
okredlenie toksycznosci réz-
nych zwigzkéw w stosunku do
mikroorganizmoéw. Otrzyma-
ne wyniki sa przydatne w ba-
daniach nad biodegradacja
substancji toksycznych np.
skazen wywotanych zwiaz-
kami ropopochodnymi. Sg to
metody tatwe do wykonania,
powszechnie stosowane ale
O ograniczony zastosowaniu.
Wykorzystanie metody MATH
do oznaczania aktywnosci po-
wierzchniowej mikroorgani-
zmow jest celowe dla uktadow
pojedyncze szczepy mikro-
organizméw-surfaktant oraz
pojedyncze szczepy mikro-



Tabela 2. Polidyspersyjnosc¢ probki szczepu
Pseudomonas stutzeri w zaleznosci od réznego zrédta

wegla

Zrédto wegla Polidyspersyjnosc
glukoza 0,481
olej napedowy 0,145
weglowodory 0,152
organizmoéw-weglowodory. wyniki pomiaréw wielkosci

Natomiast uzyskane wartosci
hydrofobowosci dla uktadéw
konsorcjum drobnoustrojow,
sg wartosciami wypadkowymi
i nie s3 przydatne przy oce-
nie wplywu wiasciwosci po-
wierzchniowych na biodegra-
dacje. Przedstawione w pracy

Q
~

20 7

Intensywnos$¢ [%)]
5

i geometrii czastek oraz okre-
$lenie polidyspersyjnosci pod-
czas biodegradacji weglowo-
dordéw sg interesujace i moga
zosta¢ wykorzystane do oce-
ny proceséw zachodzacych w
czasie biodegradacji. Wyma-
gaja one dodatkowych badan.
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