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1,2-DO —1,2-dioksygenaza katecholowa
2,3-DO —2,3-dioksygenaza katecholowa
acetylo-CoA - acetylokoenzym A, reszta kwasu octowego zwigzana tioestrowo

z koenzymem A

ATP — adenozyno-5'"-trifosforan

BCA — metoda iloSciowego oznaczania biatek z kwasem bis-cynchoninowym

BTEX — mieszanina benzen, toluen, etylobenzen, ksylen

CDNB — 1-chloro-2,4-dinitrobenzen

CTAB — bromek heksadecylotrimetyloamoniowy

CSH — hydrofobowos¢ powierzchni komorek, ang. cell surface hydrophobicity

DTT — ditiotreitol

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

dNTP — mieszanina deoksynukleotydéw, w sktad mieszaniny wchodza nukleotydy:

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (adenina, cytozyna, guanina, tymina) wymieszane

w réwnych proporcjach

EDTA - kwas wersenowy, kwas etylenodiaminotetraoctowy

EPS - egzopolimery ang. extracellular polymeric substances

ER - retikulum endoplazmatyczne

GC — chromatografia gazowa

GRP — biatka opiekunicze regulowane przez glukoze, ang. glucose regulated proteins
GST — transferaza glutationowa, ang. glutatione S-transferaze

HMN -2,2,4,4,6,8, 8-heptametylononan

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

IAA —jodoacetamid

LPS — lipopolisacharydy btonowe
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MSM - medium hodowlane, ang. mineral salts medium

NAPL — ciekle weglowodory nierozpuszczalne w wodzie ang. non-aqueous phase liquids
NCBI — National Center for Biotechnology Information

ONP — orto-nitrofenol

ONPG — orto-nitrofenylo-B-D-galaktopiranozyd

OMV — pecherzyki blonowe, ang. outer membrane vesicles

Pdl —indeks polidyspersyjnosci, ang. polidispesity index
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WPROWADZENIE

Ochrona zdrowia i zycia ludzi jest najwazniejszym wyzwaniem stojacym przed
wspolczesng gospodarka i polityka. Zaspokojenie rosnagcym potrzeb konsumentéw
ijednoczesne zapewnienie najlepszych warunkow rozwoju dla przysztych generacji moze by¢
zagwarantowane poprzez zrownowazony rozwdj, minimalizacje ingerencji ludzi
w otoczenie oraz rozwoj spoteczny. Wszystkie te obszary laczy konieczno$¢ troski
o srodowisko, ktore jest miejscem bytowania i rozwoju ludzi, a ktore czesto ulega skazeniu
w wyniku rozleglej dziatalnosci przemystowej. Zanieczyszczeniami budzacymi szczegdlne
zaniepokojenie sa weglowodory ropopochodne, charakteryzujace si¢ wysoka toksycznoscia
oraz niska degradowalnoscia.

Wykorzystywane obecnie najczesciej fizykochemiczne metody usuwania
zanieczyszczen weglowodorowych prowadza do ich przeksztalcenia lub przeniesienia czesci
skazonego materiatu w odpowiednio zabezpieczone miejsce skladowania. Zwigzany jest
z tym problem dalszej przerdbki szkodliwych zwiazkow oraz wyskie koszty prowadzenia
procesu. Obiecujaca alternatywa jest bioremediacja, wykorzystujaca zdolnosci
mikroorganizmow do rozktadu ksenobiotykdw. Najwiekszym wyzwaniem w rozwoju metod
bioremiediacji srodowiska jest dobdr mikroorganizmdéw mogacych usuwac zanieczyszczenia
weglowodorowe w szerokim spektrum warunkéw S$rodowiskowych. Wykorzystywane
w  metodach biologicznych bakterie powinny spetnia¢ szereg wymogoéw oraz
charakteryzowac si¢ duzymi zdolnosciami biodegradacyjnymi, pozwalajacymi na usuniecie
zanieczyszczen w mozliwie krétkim czasie. Bardzo istotne jest rowniez zapewnienie
bezpieczenstwa stosowanych preparatéw i ich mozliwie matego wptywu na mikroorganizmy
naturalnie wystepujace w danym sroeodiwsku. Wszystkie te wymagania i regulacje sprawiaja,
ze w literaturze opisywanych jest wiele przyktadéw wykorzystania bakterii nalezacych do
roznych rodzajow i pochodzacych z réznorodnych terenéw, jednak do tej pory nie udato sie
zidentyfikowaé¢ cech charakteryzujacych mikroorganizmy ,idealne” do prowadzenia
procesOw usuwania zanieczyszczen. Rozwiazaniem moze by¢ indukowanie zmian

powierzchniowych i metabolicznych poprawiajacych wlasciwosci degradacyjne bakterii.
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PRZEGLAD LITERATURY

1.  Zanieczyszczenia Srodowiskowe

Rozw0j miast i infrastruktury skutkujacy coraz wigksza ingerencja czlowieka
w srodowisko naturalne, powoduje wzrost zagrozenia przedostania si¢ substancji
niepozadanych do wdd oraz gleby. Zanieczyszczenie sSrodowiskowe definiowane jest jako
wzrost poziomu danej substancji w srodowisku powyzZej poziomu naturalnego
wystepowania, uniemozliwiajacy normalne funkcjonowanie skladnikow fizycznych
i biologicznych ekosystemu. Jest to jeden z najpowazniejszych globalnych problemoéw
ludzkosci, mogacych mie¢ dlugotrwale negatywne skutki dla srodowiska naturalnego oraz

organizmoéw zywych [1].

1.1. Rodzaje i zrédla zanieczyszczen weglowodorowych

Wystepujace w srodowisku zanieczyszczenia najczesciej maja pochodzenie
antropogeniczne i sg zwiazkami dostajacymi si¢ do gleby, wody i powietrza w wyniku,
transportu, uzytkowania i przeksztatcania przez cztowieka réznorodnych substancji. Zrédtem
zanieczyszczen w srodowisku sg m. in. substancje ropopochodne stanowiace wazny zasob
energii i substratow dla wielu galezi przemystu [2]. Zwigzki ropopochodne dostajace si¢ do
$rodowiska stanowigq powazne zagrozenie dla fauny, flory oraz ludzi ze wzgledu na ich
wysoka toksycznos¢, mutagennosé, zaktocanie wzrostu i rozmnazania zwierzat oraz wpltyw
na zmniejszenie zdolnosci fotosyntetycznych roslin i generowanie gazéw cieplarnianych
[3-5].

Weglowodory wchodzace w sklad ropy naftowej podzieli¢ mozna na trzy gléwne
klasy: weglowodory alifatyczne, cykloalkany oraz weglowodory aromatyczne (mono-
i wielopierscieniowe) [6]. Struktury wybranych przedstawicieli wspomnianych klas
przedstawiono na Rysunku I. 1.

Weglowodory alifatyczne wystepujace w ropie naftowej charakteryzuja sie
zroznicowang dlugoscia lancucha weglowego oraz masa molowa. Mikroorganizmy
najczesciej sa zdolne do degradacji weglowodoréw alifatycznych o diugosci tancucha nie
przekraczajacej 30 atomow wegla w czasteczce, znane sa jednak bakterie utylizujace zwiazki

44-weglowe [7,8].
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Ropa naftowa

Sktadniki & Pozostate
weglowodorowe o sktadniki
&
Ha H; ‘CHJ
C =—C S CH
ChHon+2 V\I{?gtlowodory "j'/ \“\" H\ﬁ/L\T/” Weglowodory Hetgrozwiqzki,
alifatyczne HJL—\ tuCykloalkany e, aromatyczne e _Zywice, woda,
Ht i [ asfalteny
~, (/ H CH3

Rysunek I. 1. Schemat podziatu weglowodoréw wchodzacych w sktad ropy naftowej (na podstawie [7-11])

Zrédlem zanieczyszczetn weglowodorami alifatycznymi  dostajacymi  sie  do
srodowiska jest najczesciej eksploatacja zlt6z paliw kopalnych oraz odprowadzanie
zanieczyszczen miejskich do rzek [9,10]. Z kolei cykloalkany moga wystepowac
w przyrodzie naturalnie, wchodzac w sklad terpenoidéw oraz lipidéw wydzielanych przez
bakterie i rosliny. Zanieczyszczenia alicylkicznymi weglowodorami powstaja najczesciej na
skutek dzialalnosci czlowieka, takiej jak produkcja nylonu, rozpuszczalnikow, czy tez
stosowanie herbicydéw i insektycydow [8].

Ostatnia grupa zwigzkéw wchodzacych w sklad ropy naftowej to weglowodry
aromatyczne. Ws$rdd nich wyrdznia sie substance mono- i wielopierScieniowe,
a ich podatno$¢ na rozklad biologiczny maleje wraz ze wzrostem masy czasteczki i liczby
pierscieni w strukturze. Wystepujace w przyrodzie zwiazki aromatyczne pochodza najczesciej
z termicznych reakdcji geologicznych lub pozaréw buszu. Antropogeniczne zanieczyszczenia
tego typu, w duzym stopniu zagrazajace ludziom, to najczesciej pochodne benzenu oraz
wielopier$cieniowe  weglowodory — aromatyczne, dostajace si¢ do $Srodowiska
w wyniku emisji spalin, spalania paliw i odpaddéw oraz wyciekéw produktow
ropopochodnych [11,12]. Ponadto, w skladzie ropy naftowej odnalez¢ mozna réwniez inne
zwiazki, np. heterozwiazki zawierajace siarke, azot lub tlen (siarkowodér, merkaptany, fenole,

kwasy ttuszczowe, pirydyna, chinolina, pirol i in.), Zzywice i asfalteny oraz zanieczyszczenia
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w postaci wody lub soli [13,14]. Degradacja weglowodoréw ropopochodnych z udziatem
mikroorganizmow polega na ich oksydadji i rozkladzie enzymatycznym do odpowiadajacych
im alkoholi, bursztynianu, pirogronianu, aldehydu octowego czy acetylo-CoA, ktére moga
by¢ nastepnie wykorzystane przez komorke np. w cyklu kwasu cytrynowego [8,15].

Badania nad dystrybucja zwigzkéw hydrofobowych dostajacych sie do srodowiska
wskazuja na ich migracje w profilach glebowych, wodach stodkich i stonych, co sprzyja

szybkiemu i niekontrolowanemu rozprzestrzenianiu sie tych zanieczyszczen (Rysunek I. 2).

Rysunek I. 2. Schemat migracji zanieczyszczern weglowodorowych w srodowisku (na podstawie [4])

W zaleznosci od budowy i masy czasteczkowej hydrofobowych weglowodoréw
ropopochodnych, obserwuje sie ich przemieszczanie z miejsca wystapienia pierwotnego
zanieczyszczenia, w glab profilu glebowego, transport wraz z wodami podziemnymi
w postaci cienkiego filmu na powierzchni wody (NAPL, ang. non-aqueous phase liquid) lub
akumulacje w osadach dennych. Weglowodory o niskiej masie czasteczkowej i wysokiej
lotnosci ulegaja odparowaniu lub migracji do fazy nienasyconej gleby, podczas gdy ciezkie

weglowodory migruja w dot i osiadaja na skale macierzystej gleby [4].
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Jak juz wspomniano, cecha charakterystyczng weglowodoréw wchodzacych w sktad
ropy naftowej jest ich wysoka toksycznos¢ dla srodowiska i ludzi. Weglowodory
monoaromatyczne, takie jak benzen, toluen, etylobenzen czy ksylen posiadaja wlasciwosci
mutagenne; zwiazki chlorowcopochodne dziataja rakotworczo i teratogennie,
a weglowodory alifatyczne moga dziata¢ paralizujaco na osrodkowy uktad nerwowy [16].
Poniewaz zwiazki wchodzace w skiad ropy naftowej stanowia powazne zagrozenie
w przypadku ich niekontrolowanego uwolnienia do srodowiska konieczne byto ustalenie

poziomu ich dopuszczalnych stezenn w wodzie i glebie oraz ich monitorowanie.

1.2. Normy oraz dopuszczalne poziomy zwiazkéw weglowodorowych
w srodowisku, w Polsce i na Swiecie

Zgodnie z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady Europejskiej (WE)
nr 1272/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie klasyfikacji, oznakowania i pakowania
substancji i mieszanin, w celu ochrony zdrowia ludzi i $rodowiska oraz osiagniecia
zrownowazonego rozwoju, kraje nalezace do Unii Europejskiej zobowigzane s do
klasyfikowania substancji chemicznych oraz monitorowania ich poziomu w srodowisku.
Z kolei na mocy rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego oraz Ustawy z dnia 27 kwietnia
2001 r. ,Prawo ochrony s$rodowiska” okreslono dopuszczalne w Polsce stezenia
weglowodoréw w glebie (Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 1 wrzeénia 2016 r.
w sprawie sposobu prowadzenia oceny zanieczyszczenia powierzchni ziemi; Dz. U. 2016,
poz. 1395) (Tabela I. 1.). W tabeli przedstawiono réwniez wartosci referencyjne dla
poszczegdlnych zanieczyszczen w krajach spoza UE. Organem odpowiedzialnym za
wydawanie miedzynarodowych rekomendagji i regulacji dotyczacych norm dopuszczalnych
stezern weglowodoréw w $rodowisku jest Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) [17,18],
a na podstawie tych dokumentow ustalane sg nastepnie krajowe zalecenia.

Dane przedstawione w Tabeli I. 1 wskazuja na duze roéznice w dopuszczalnych
poziomach zanieczyszczen obowiazujacych w glebie w danym kraju, co jest wynikiem
stosowania réznych systemOow oceny zanieczyszczenia gleb przez poszczegélne panstwa.
W wigkszo$ci z analizowanych przypadkow, akceptowalny poziom zanieczyszczen jest
zalezny od typu uzytkowania gleby (w niektérych przypadkach z wyszczegdlnieniem
glebokosci ponizej poziomu terenu) oraz dominujacego rodzaju gleb na terenie danego

panstwa.
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Tabela I. 1. Wykaz dopuszczalnych norm zawartosci weglowodoréw wchodzacych w sktad ropy naftowej na terenach
uzytkowanych mieszkaniowo w Polsce, Wielkiej Brytanii, Holandii, Niemczech, Nowej Zelandii i Kanadzie

Dopuszczalne zawartosci substancji powodujacych ryzyko na terenach uzytkowanych
mieszkaniowo [mg/kg]

Polska vilf;i?a Holandia | Niemcy Nowa Zelandia Kanada
Substancja [19] }[’20] [21] [22] [23] [24]
Glebokos¢ ([m] ponizej poziomu terenu)
<0,25 >0,25! <1 1-4 >4 <15 >15
Suma weglowodoréw
Ce-Cr2, sktadnikow 1 50 b.d. b.d. 200 120 120 650 150
frakgji benzyn
Suma weglowodorow
Ci2-Css, sktadnikéw 30 1000 b.d. b.d. b.d. b.d. b.d. b.d. 2800
frakcji oleju
Weglowodory
aromatyczne:
- benzen 0,1 1 0,33 0,03 1 11 1,9 2,4 0,03 0,03
- etylobenzen 0,1 1 350 0,03 202 821 821 120 | 0,08 0,08
- toluen 0,1 1 610 0,03 202 311 311 230 | 037 037
- ksyleny 0,1 1 230 0,08 202 821 821 180 11 11
- styren 0,1 1 - 0,03 - b. d. b.d. b.d. 5 5

1 stezenie weglowodoréw w glebie, powyzej ktérego tworzy sie oddzielna frakcja weglowodorow,
niemieszajaca sie z koloidem glebowym
2 warto$¢ taczna dla mieszaniny BTEX

Jednakze, w przypadku Niemiec podana wartos¢ dopuszczalnego poziomu
zanieczyszczen dla pojedynczych weglowodoréw przedstawia warto$¢ sumaryczna dla
mieszaniny BTEX (benzen, etylobenzen, toluen, ksyleny).

Porownujac dopuszczalne wartosci poziomu skazenia gleby na analizowanej
glebokosci (0-0,25 m Polska; <1 m Nowa Zelandia; <1,5 m Kanada), nalezy stwierdzi¢ ze,
najbardziej  restrykcyjne  dopuszczalne  sumaryczne = poziomy  zanieczyszczen
weglowodorowych frakcji lekkiej (Ce-Ci2) oraz cigzkiej (Ci-Css) obowigzuja w Holandii
i Polsce. Z kolei akceptowalne poziomy zanieczyszczen w przypadku pojedynczych
weglowodoréw aromatycznych dostajacych sie do gleby sa najnizsze w Kanadzie (benzen,
etylobenzen i toluen), Holandii (wszystkie wyszczegolnione weglowodory) oraz Polsce
(ksyleny i styren). Zaobserwowano réwniez, ze najwyzsze dopuszczalne poziomy stezenia
weglowodoréow w glebie wystepuja w Nowej Zelandii. Ponadto, normy wskazuja na
tworzenie si¢ tam oddzielnej fazy weglowodorowej w koloidzie glebowym w wyniku

zanieczyszczenia etylobenzenem, toluenem i ksylenami [23]. Réwnie wysokie normy poziomu
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zanieczyszczen gleby obowiazuja w Wielkiej Brytanii, gdzie skazenie danego obszaru
wyznaczane jest na podstawie przewidywanej toksycznosci i poziomu ekspozycji na
poszczegdlne weglowodory [20]. Nalezy wyraznie podkresli¢, ze produkty ropopochodne
wystepujace w srodowisku w postaci plam ptywajacych po powierzchni czy zanieczyszczen
rozpuszczonych w wodzie, a takze zaadsorbowanych na czastkach gleby, czy wypetniajacych
parami przestrzenie miedzy jej czastkami w znacznym stopniu oddziatuja na skladniki
biotyczne i abiotyczne gleby [16], a zagrozenia zwigzane z ekspozycja na weglowodory
powoduja, ze ich efektywne usuwanie jest jednym z kluczowych problemdéw zwiazanych

z ochrong srodowiska i bezpieczenstwem zdrowotnym ludzi.

1.3. Metody usuwania zanieczyszczen weglowodorowych

Do usuwania zanieczyszczen weglowodorowych z gleby wykorzystywane sa
roznorodne metody fizyczne, chemiczne i biologiczne. Dobdr najwlasciwszej zalezy od
szeregu czynnikow takich jak: rodzaj zanieczyszczenia, miejsce wystapienia skazenia, rodzaj
gleby (zawarto$¢ prochnicy, pojemnos¢ sorpcyjna gleby), koszty implementacji wybranej
metody oraz jej czasochtonnos¢ [25]. W przypadku ,swiezych” zanieczyszczen stosowane sa
najczesciej metody majace na celu zahamowanie rozprzestrzeniania si¢ skazenia oraz jego
usuniecie, natomiast w przypadku zanieczyszczen diugotrwatych i powstatych wiele lat
wczesniej wykorzystuje sie techniki majace na celu ich trwate i efektywne usuniegcie.
Rysunek 1. 3. przedstawia schemat doboru metody wusuwania zanieczyszczen

z uwzglednieniem wymienionych parametrow.

?

in situ H ex situ

* Rodzaj terenu * Koszty @

* Potozenie * Zaawansowanie
 Forma uzytkowania * Rodzaj gleby technologiczne metody o Czas
« Zabudowania * Zawarto$¢ prochnicy * Kosztochtonnos¢ prac « Koniecznos¢ szybkiego
iwegla usuniecia zanieczyszczen
* Wiasciwosci * Motliwos¢ diugiego

fizykochemiczne prowadzenia procesu
-— L

lekkie e
‘ kie ciezkie
Metody biologiczne

Metody fizyczne
i chemiczne

Rysunek 1. 3. Czynniki wptywajace na wybdér optymalnej metody usuwania zanieczyszczen na danym terenie
(na podstawie [16,25,26])
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Rodzaj gleby, jej pojemnos¢ sorpcyjna oraz zawartosci prochnicy sa parametrami, ktore
istotnie wptywaja na site wigzania zanieczyszczen ze sktadnikami préchniczymi podtoza, co
ma bezposrednie przetozenie na efektywnos¢ ich usuwania. Parametry przedstawione na
Rysunku I. 3 sg kluczowymi przy doborze optymalnej metody usuwania zanieczyszczen
weglowodorowych. Jak wspomniano powyzej, techniki remediacyjne mozna podzieli¢ na trzy
gtowne grupy. Pierwsze z nich to metody fizyczne polegajace na zastosowaniu sorbentéw
naturalnych i syntetycznych, skiweroéw i separatorow, plukaniu, wentylacji, ogrzewaniu parag
wodng a takze wykorzystaniu metod termicznych (odparowanie, spalanie, zastosowanie
promieni mikrofalowych lub podczerwonych). Kolejna grupe stanowia metody chemiczne,
wsrdd nich wyrdzniamy techniki takie jak dehalogenacja, utlenianie i redukgja, inertyzacja
oraz elektrochemiczne wymuszanie migracji zanieczyszczen. Ostatnia grupe stanowiag
metody biologiczne, wsréd ktorych wyrdézni¢ mozna bioaugmentacje, biowentylacje,
biostymulacje, fitoremediacje czy landfarming [16,25]. Sposréd wymienionych metod
oczyszczania gruntow stale rosngcym zainteresowaniem ciesza sie techniki biologiczne. Ich
zastosowanie niesie ze sobg szereg korzysci, wérod ktorych nalezy wymieni¢ niskie koszty
prowadzenia procesu, mozliwo$¢ dzialania w miejscu wystapienia skazenia (in situ),
degradacje zwiazkéw prowadzaca do uzyskania nietoksycznych produktéow koricowych,
niewielka ingerencje w $rodowisko naturalne oraz wykorzystanie proceséw naturalnie
zachodzacych w glebie. Czynnikami limitujacymi biologiczne usuwanie zanieczyszczen
ropopochodnych sg natomiast: warunki srodowiskowe wystepujace w miejscu skazenia
(odczyn pH gleby, wilgotnos¢, dostepnos¢ tlenu, zasolenie, dostepnos¢ innych substancji
odzywczych), czas potrzebny na oczyszczenie terenu oraz wystepowanie mikroflory zdolnej
do degradacji zanieczyszczen [26]. Jednak dzieki postepowi technologicznemu mozliwe jest
zastosowanie odpowiednich czynnikéw modyfikujacych czynniki limitujace, co pozwala na

szersze wykorzystanie oraz poprawe efektywnosci proceséw biologicznych.

2. Mikroorganizmy w usuwaniu zanieczyszczen

Kluczowym czynnikiem pozwalajacym na biologiczny rozklad zanieczyszczen jest
obecnos¢ mikroorganizmow (miedzy innymi bakterii lub grzybdéw), zdolnych do pobierania
zwigzkéw ropopochodnych i przeksztalcania ich na drodze przemian metabolicznych

w nietoksyczne produkty. Bakterie zdolne do rozkladu zanieczyszczenn weglowodorowych sa
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izolowane zaréwno ze $rodowiska wodnego, jak i ladowego, i naleza do jednego
z 25 rodzajow, wsrdd ktérych najwazniejszymi sa mikroorganizmy z rodzajow: Achromobacter,
Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia oraz Pseudomonas.
Mikroorganizmy te charakteryzuja sie specyficznymi wlasciwosciami
zewnatrzkomorkowymi oraz posiadaja odpowiedni aparat enzymatyczny pozwalajacy im na

rozklad zwiazkow ropopochodnych [27].

2.1. Budowa i wlasciwosci mikroorganizmow

Bakterie stanowig osobnga domene jednokomorkowych organizméw o budowie
prokariotycznej. Charakteryzuja si¢ one prostg struktura, brakiem otoczki blonowej wokot
organelli komorkowych oraz naturalnymi, wysokorozwinietymi zdolno$ciami adaptacyjnymi
do warunkow Srodowiskowych [28]. Barierami oddzielajacymi komoérke od srodowiska sa
sciana komorkowa oraz blona komoérkowa, zapewniajace selektywny transport i wymiane
substancji pomiedzy komérka a otoczeniem. Sciana komérkowa zbudowana
z peptydoglikanu i polisacharydéw potaczonych peptydami peini funkcje ochronna
i zwigksza odpornos¢ bakterii na czynniki srodowiskowe. Z kolei znajdujaca si¢ pod nia btona
komodrkowa skltada sie z dwuwarstwy lipidowej oraz biatkowych struktur transportowych.
Wewnatrz komorki, w cytoplazmie zanurzone jest DNA i plazmidy, rybosomy i kompleksy
biatkowe oraz struktury stuzace do magazynowania wybranych sktadnikow odzywczych
(np. inkluzje, wakuole, karboksysomy) [29].

Jak wspomniano, cecha charakterystyczng bakterii jest ich wysoka zdolno$¢ do
dostosowywania si¢ do zmiennych warunkéw otoczenia. Modyfikacje zachodzace
w komorkach moga mie¢ efekt trwaly lub tymczasowy (znika¢ po ustapieniu czynnika
wywolujacego modyfikacje) i polegaja gtéwnie na przeksztalceniu funkcji biochemicznych
i biofizycznych komorek. Mechanizmami sterujacymi tymi adaptacjami sa zazwyczaj mutacje
zachodzace w materiale genetycznym bakterii, horyzontalny transfer genéw czy amplifikacja
odcinkéw kodujacych wybrane funkcje. Procesy te skutkuja zmianami wlasciwosci
powierzchniowych komorek, aktywnosci aparatu enzymatycznego, modyfikacjami biatek
btonowych czy wydzielaniem  okre$lonych  substancji  zewnatrzkomorkowych

np. egzopolisacharydéw (EPS — ang. exopolymeric substances) [30].
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2.2. Cechy warunkujace efektywny transport i metabolizm
zanieczyszczen weglowodorowych
Najwazniejszymi procesami w cyklu zyciowym bakterii sa wzrost i namnazanie sig.
Pierwsza z tych cech warunkowana jest zdolnosciami komorki do efektywnego transportu
i utylizowania skladnikéw odzywczych. Transport zwigzkow, bedacych substratami
w procesach metabolicznych przez btone komdrkowa odbywa si¢ z wykorzystaniem biatek
transportowych i moze by¢ pierwszym czynnikiem limitujacym wzrost mikroorganizmow.
W przypadku weglowodorow, gtownym ograniczeniem biologicznej dostepnosci tych
zwigzkow dla bakterii (biodostepnosci) jest ich hydrofobowy charakter oraz niewielka
rozpuszczalnos¢ w wodzie. Jednoczesnie biodostepnos¢ to parametr krytyczny
w odniesieniu do podatnosci zanieczyszczen na rozktad i zmniejszenie ich szkodliwosci dla
zdrowia i zycia ludzi oraz negatywnego wpltywu na jakos$¢ srodowiska. W celu pokonania
trudnosci zwigzanych z dostepnoscia weglowodorowych substratéw, mikroorganizmy
zdolne do degradaci weglowodoréw najczesciej charakteryzuja sie hydrofobowym
charakterem powierzchni, zwiekszonym potencjalem elektrokinetycznym oraz zdolnoscia
wydzielania substancji zewnatrzkomorkowych (np. EPS, czy biosurfaktanty)
wspomagajacych emulgacje zanieczyszczen i utatwiajacych ich transport do komorki [31].
Na biodostepnos$¢ zanieczyszczenn weglowodorowych skladaja sie¢ dwa gléwne
czynniki: biologiczna dostepno$¢ dla mikroorganizméw degradujacych dany zwigzek
(zdolnos$¢ zwiazku do przechodzenia do roztworu glebowego, skad jest pobierany przez
mikroorganizmy) oraz aktywnos$¢ chemiczna zanieczyszczeni, wplywajaca na ich zdolnosc¢
migracji oraz rodzaj i site wigzania z matrycami statymi; jak rdwniez wspotczynnik podziatu
(wspdtczynnik  réwnowagowy zwiazku zaadsorbowanego na czastkach statych
i rozpuszczonego w roztworze glebowym). Decyduja one o spontanicznym podleganiu
zwiazku procesom fizykochemicznym. Biodostepnos¢ weglowodoréw jest kluczowym
parametrem pozwalajacym na ocene zagrozen, ustalanie priorytetéw oraz zarzadzanie
skazeniami w srodowisku [32].
W ocenie biodostepnosci ropopochodnych zwiazkéw hydrofobowych dla
mikroorganizmoéw oraz cech bakterii warunkujacych ich zwigkszone powinowactwo do tego
typu substangji aktywnos¢ chemiczna zanieczyszczen jest najczesciej pomijana, poniewaz ze

wzgledu na uwarunkowania fizykochemiczne tego parametru nie maja one duzego znaczenia
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w odniesieniu do biodegradacji zwiazkow. Biorac pod uwage zdolnos¢ bakterii do pobierania
zwigzkow odzywczych gldwnie z roztworéw wodnych, najistotniejsza cecha zanieczyszczen
hydrofobowych z punktu widzenia ich biologicznej dostepnosci, jest ich zdolnos¢ do
przechodzenia do roztworu glebowego, a nastepnie modyfikacja parametréw komorki
pozwalajaca na zwigkszenie powinowactwa i adsorpcje substratow ropopochodnych [32,33]
(Rysunek I. 4).

Wytwarzane przez komdrki substancje zewnatrzkomorkowe, takie jak
egzopolisacharydy (EPS) oraz biosurfaktanty wykazuja wielokierunkowe dziatanie
zwigkszajace powinowactwo komorek do hydrofobowych substratéw. Te drugie, dzieki
wlasciwosciom emulgujacym, ulatwiaja desorpcje zanieczyszczen z czastek statych do
roztworow (1) oraz wspomagaja procesy ich transportu do komdrek poprzez zamykanie
zanieczyszczen w micelach (2). Z kolei EPS uczestnicza w procesach adhezji komorek
i warunkuja tworzenie biofilmu (3). Ponadto, wydzielane przez komorki zwigzki moga
osadzac¢ si¢ na ich powierzchni peligc zaréwno funkcje ochronng przed szkodliwymi
czynnikami $rodowiskowymi, jak i zwigksza¢ hydrofobowos¢ powierzchni komorek (4)

[33,34].

%, Biosurfaktanty

Rysunek . 4. Biodostepnos¢ zanieczyszczen dla mikroorganizméw (na podstawie [33-35])
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Hydrofobowos$¢ powierzchni komdrek (CSH - ang. cell surfce hydrophobicity)
definiowana jest najczesciej jako powinowactwo danej czastki do rozpuszczalnikow
polarnych (w tym przypadku wody). Hydrofobowos¢ jest sila napedowa procesu adhezji
komdrek do substratow lub powierzchni czastek statych, gdy odlegtos¢ od danej powierzchni
jest duza, a takze sprzyja autoagregacji mikroorganizmdéw. Parametr ten jest réwniez
niezwykle istotny, gdy w $rodowisku brak jest tatwo dostepnych zrodet wegla,
a komorki musza przyswaja¢ zwiazki hydrofobowe, takie jak zanieczyszczenia
weglowodorowe. Zaobserwowano, ze komorki posiadajace wysoka hydrofobowos¢
powierzchni fatwiej wchodzg w interakcje z czastkami hydrofobowymi w srodowisku, dazac
do usunigcia czastek wody znajdujacych sie pomiedzy nimi [35]. Wzrost hydrofobowosci
powierzchni jest tez obserwowany jako element mechanizmu obronnego bakterii przed
niekorzystnymi czynnikami srodowiskowymi, takimi jak ciSnienie osmotyczne, szok cieplny,
czy denaturujace warunki srodowiskowe (obecnos¢ dlugotaricuchowych alkoholi czy EDTA)
[36]. Doniesienia literaturowe wskazuja takze, ze hydrofobowo$¢ powierzchni bakterii
eksponowanych na weglowodory zwigksza sie, wptywajac korzystnie na powinowactwo do
hydrofobowych substratow oraz zwigkszajac ich dyfuzje do komorek. Dzieje sie tak poniewaz
rozpuszczone w roztworze glebowym substancje hydrofobowe wykazuja wigksze
powinowactwo do mikroorganizmoéw o zblizonym charakterze powierzchni [37].

Kolejnym istotnym czynnikiem, majacym wplyw na oddzialywania komorka-
substancje hydrofobowe jest potencjat elektrokinetyczny (potencjal dzeta), warunkujacy
przylaczanie zanieczyszczen do powierzchni komorek. Jest to parametr opisujacy
oddzialywania elektrokinetyczne zachodzace w zewnatrzkomorkowej podwdjnej warstwie
elektrycznej. Warto pokresli¢, ze niewielka bariera elektrokinetyczna ulatwia przylaczanie
zanieczyszczen do komorek, a mikroorganizmy charakteryzujace si¢ potencjalem
elektrokinetycznym bliskim neutralnego wykazuja najwigksza adhezje do weglowodorow
[38].

Zmiany warto$ci ladunku powierzchniowego komoérek i ich potencjalu
elektrokinetycznego odzwierciedlaja réwniez czesto zmiany w przepuszczalnosci btony
komdrkowej [39]. W kontakcie z trudno dostepnymi zwiazkami hydrofobowymi blona
komodrkowa ulega rozluznieniu i uplynnieniu (poprzez zmiane stosunku kwaséw

tluszczowych cis i trans oraz proporcji kwaséw nasyconych i nienasyconych), co wptywa na
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jej zwiekszong przepuszczalno$¢ w stosunku do transportowanych zanieczyszczen [40,41].
Zewnetrzna warstwa oddzielajaca komorki od srodowiska sklada sie ze sciany komdrkowej
oraz blony komoérkowej, ktora w zaleznosci od rodzaju mikroorganizmdw jest jedno- (bakterie
gram-dodatnie) lub dwuwarstwowa (bakterie gram-ujemne). Zewnetrzna btona komorkowa
bakterii gram-ujemnych zbudowana z fosfolipidéw i lipopolisacharydéw petni funkcje
wybiorczej membrany, ktéra uniemozliwia wnikanie do wnetrza komorki czastek
o masie wigkszej niz 1000 Da [40]. Zwiazki hydrofobowe obecne w Srodowisku moga
przenika¢ do komorek na drodze dyfuzji lub poprzez transport aktywny. Weglowodory
o duzej masie czasteczkowej sa pobierane przez komorki gtownie na drodze transportu
aktywnego, a za ich transport przez btone odpowiedzialne sa specyficzne biatka nalezace do
rodziny TodX lub FadL. Biatka FadL sa najlepiej scharakteryzowanymi transporterami
btonowymi substancji hydrofobowych zidentyfikowanymi u bakterii Escherichia coli. Druga
grupa biatek bioracych udziat w aktywnym transporcie zanieczyszczen, takich jak toluen czy
mieszanina BTEX sa biatka z rodziny TodX zidentyfikowane u Pseudomonas putida F1 (TodX);
Ralstonia pickettii PKO1 (TbuX), Pseudomonas putida (XyIN) czy Pseudomonas mendocina (TmoX)
[41]. Z kolei niewielkie, polarne weglowodory cykliczne sa transportowane przez membrane
na drodze dyfuzji, a gtownym czynnikiem wptywajacym na efektywnos$¢ tego transportu jest
przepuszczalnos¢ membrany. Zwiazki hydrofobowe wnikajace w strukture membrany moga
zaburzac jej gospodarke energetyczng oraz akumulowac si¢ wewnatrz, niszczac jej strukture
[40]. Szybkos¢ wnikania weglowodorow ropopochodnych do komorek zalezy od ich
wspolczynnika podziatu oraz kinetyki nasycenia danym zwiazkiem, co potwierdzity badania
prowadzone dla takich substratow jak: fenantren [42], naftalen [43], fenol [44] i benzo(a)piren
[45] w obecnosci azydku sodu, ktory jest inhibitorem ATP. Wzrost plynnosci bakteryjnej btony
komdrkowej obserwowany podczas biodegradacji zanieczyszczen oraz zmiany stosunku
budujacych ja kwaséw trans i cis, sa mechanizmami wspomagajacymi transport
zanieczyszczen hydrofobowych do wnetrza komorek. Jednak zbyt duze zmiany w strukturze
membrany maja efekt toksyczny dla mikroorganizmoéow. Nalezy roéwniez podkresli¢, ze
doktadny mechanizm oddziatywania zanieczyszczen hydrofobowych na membrany

biologiczne nie zostat jeszcze do korica przebadany i wymaga zaawansowanych badan [46].
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2.3. Bioaugmentacja i jej wykorzystanie w remediacji zanieczyszczen

Cechy warunkujace efektywny transport i metabolizm zanieczyszczen
weglowodorowych oraz mozliwo$¢ modyfikacji wlasciwosci powierzchniowych komorek
zwiekszajacych biodostepnos¢ zwiazkéw hydrofobowych sa unikalnymi wtasciwosciami
niewielkiej grupy bakterii, nalezacych do 25 rodzajéw mikroorganizmow [27]. Ograniczenie
korzystnych atrybutow i odpornosci na toksyczne dzialanie ksenobiotykow do
wyspecjalizowanych mikroorganizmdéw powoduje, ze ich obecnos¢ i dziatanie sa preferowane
w miejscu wystapienia zanieczyszczenia poddawanego remediacji z udziatem bakterii.
Technika usuwania zanieczyszczen poprzez wprowadzenie do  srodowiska
wyselekcjonowanych mikroorganizmow o potwierdzonych zdolnosciach degradacyjnych to
bioaugmentacja. Jest ona jedna z metod biologicznej remediacji gruntow z zanieczyszczen
(bioremediacji). Zastosowanie bioaugmentacji pozwala na uzyskanie wysokiej efektywnosci
usuwania zanieczyszczen badz przeksztalcania ich do form nietoksycznych, przy
jednoczesnym utrzymaniu niewielkiej inwazyjnosci i znikomego wptywu na autochtoniczng
flore. Dodatkowo, technika ta nie wymaga wykorzystania skomplikowanej aparatury i jest
procesem relatywnie tanim [47]. W Tabeli I. 2 przedstawiono przykiady wykorzystania tej
techniki do rekultywagji terenéw skazonych.

Przedstawione w Tabeli I. 2 przyklady wskazuja na szerokie i efektywne
wykorzystanie bioaugmentacji w technologiach oczyszczania woéd i gruntow
z zanieczyszczen weglowodorowych. Bioaugmentacja moze by¢ wykorzystywana zaréwno
do degradacji zanieczyszczen w glebie [48,50,52-55], jak i srodowisku wodnym -
oczyszczalniach $ciekow [49] czy wodzie morskiej [51]. Ponadto, istnieje mozliwosc¢
efektywnego zastosowania tej techniki nawet w bardzo zanieczyszczonych $rodowiskach,
jak w przypadku osaddéw z oczyszczalni sciekow przy rafinerii, gdzie stezenie weglowodorow
w pobranych probkach wynosito ponad 143 mg na kilogram osadu [49]. Dodatkowo, badania
przeprowadzone przez Poi i wsp. [50], wskazuja na mozliwos¢ catkowitej degradacji
weglowodoréw juz w czasie 21 dni, przy zastosowaniu konsorcjum o szerokim spektrum
mikroorganizméw. Przedstawione wyniki dowodza, ze wigkszg efektywnos$cia usuwania
zanieczyszczen ropopochodnych charakteryzuja sie¢ wieloskladnikowe konsorcja
mikroorganizmdéw, a dodatkowe czynniki biostymulujace takie jak napowietrzanie, czy

dodatek azotu Ilub fosforu wplywaja korzystnie na dzialalnos¢ degradacyjna
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mikroorganizmoéw [49-51,54]. Nalezy réwniez zauwazy¢, ze wydajnosci procesu degradacji
weglowodoréw ropopochodnych w glebie przez pojedyncze szczepy nie przekraczaty 40%
nawet po 180 dniach prowadzenia procesu, niezaleznie od rodzaju wprowadzanych
mikroorganizmow, co moze wskazywac na niewystarczajaca aktywnos¢ metaboliczng lub
zbyt mata biodostepnos¢ zwiazkéw ropopochodnych dla pojedynczych bakterii [48,53].
Jednoczesnie, bardzo wysoka wydajnosciag usuwania wybranych weglowodoréow z grupy
WWA w wodzie stonej charakteryzowat si¢ szczep R. erythropolis T902.1, ktory w ciagu 35 dni
usunal catlkowicie antracen, fenantren i fluoranten z badanych probek osadow
namorzynowych. Autorzy wskazuja w tym przypadku na korzystne dziatanie optymalnych
warunkow temperatury, pH oraz obecno$¢ dodatkowych sktadnikéw odzywczych
i znajdujacych si¢ w miejscu prowadzenia badan korzeni drzew jako czynnikéw
wspomagajacych procesy degradacyjne [51].

Jednoczesnie, autorzy przedstawionych w Tabeli 2 badann zwracaja uwage na
wystepowanie fazy plateau podczas mikrobiologicznej degradacji zanieczyszczen
weglowodorowych, ktéra moze by¢ wynikiem wyczerpania si¢ biodostepnych substratow lub
sktadnikéw nieorganicznych takich jak azot i fosfor, skutkujac pozostaniem pewnej ilosci

szkodliwych zwiazkéw w srodowisku [51,53,55].
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Tabela I. 2. Przyktady wykorzystania bioaugmentacji do usuwania zanieczyszczen weglowodorowych z réznych srodowisk

Zwiazek Inokulowana Mikroorganizm Inne czynniki  Czas trwania Efektywnos¢ degradacji Metoda oznaczenia Lit.
m & y o
atryca [%]
Rhodococcus
erythropolis 29,83 + 3,84
CD 130
Gleba Rhodococcus
Weglowodory . . GC (norma
(weglowodory erythropolis - 182 dni 38,40 + 2,61 ) [48]
ropopochodne 12,0 g/kg) CD 167 1SO16703:2011)
Rhodococcus
erythropolis 29,72 +1,69
CD 1301167
Osad mieszanina o$miu - 41£2,05
, 0C2y22czalni SZCZQpéW: Bacillus dodatek azotu 63,3 +3,17
XEEE;ZES;;}Q Sciekéw przy rafinerii Spég?ééozlfﬁlléoz' C;odfatek 120 dni 57,3 +2,87 GC (no;l;laao;JS EPA [49]
-Uo, -19, osIoru
(weglowodory GR1-14, Gr1-15 dodatek azof
143,8 g/kg) ¢ , odatek azotu
GR1-21, GR1-E1 i fosforu 75375
Konsorcjum 22
Gleba szczepow
Weglowodory (weglowodory (z rodzajow . napowietrzanie 21 dni 100 GC (norma USEPA [50]
ropopochodne Pseudomonas, Bacillus, 8015a)
268 g/kg) Acinetobacter
i Brevibacillus)
97,3 £2,7(Ant)
100 £ 0,1 (Phe)
Mieszanina Osad denny 66,3 £1,2 (Pyr)
antracenu (Ant), . .
t \4Y R 100 0,1 (Flt
fenantrenu (Phe), - ‘ES “aimm N ;"m . thZOdOICiOC;gB . 35 dni (Elt) HPLC [51]
pyrenu (Pyr) wes OWE’( ory erytiropotis 1902. 100 +0,1 (Ant)
i fluorantenu (Flt) 10,0 g/kg) dodatek MSM 100+ 0,1 (Phe)

59,5 1,4 (Pyr)
100 +0,1 (FIt)
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Tabela I. 2. Przyktady wykorzystania bioaugmentacji do usuwania zanieczyszczen weglowodorowych z réznych srodowisk

Zwiazek Inokulowana Mikroorganizm Inne czynniki  Czas trwania Efektywnos¢ degradacji Metoda oznaczenia Lit.
matryca [%]
Konsorcjum 8
szczepoéw
Gleba (z rodzajow:
RP-HPLC
WWA (weglowodory Pseudomonas, Bacillus, - 120 dni 72,9 + 4,6 (norma [52]
. US EPA 610)
7,4 g/kg) Acinetobacter,
Psychrobacter
i Arthrobacter)
Gleba . -
Weglowodory (weglowodory Acinetobacter SZ-1 - 180 dni 34+27 Anéhzator zawart'osc.1 [53]
ropopochodne oleju w podczerwieni
44,6 g/kg)
Gleba Pseudomonas - 65,3+0,5
1 ) = Yy
E/Zei OJZ}(::S;}(; (weglowodory aeruginosa 60 dni GC [54]
PoP 20,0 g/kg) i Bacillus subtilis ~ dodatek MSM 91,5+0,5
Pseudomonas 59
o Gleba putida TPHK-1 '
Olegj silnikowy (weglowodory - 90 dni GC [55]
39,0-41,0 g/kg) Pseudomonas 63

aeruginosa TPHK-4
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3. Wplyw weglowodorow alifatycznych i aromatycznych na

komorki mikroorganizmow

Jak juz wspomniano, zanieczyszczenia weglowodorowe wykazuja szerokie,
wielokierunkowe spektrum oddziatywania na komorki mikroorganizméw. Ze wzgledunaich
zroznicowana biodostepnos¢, najczesciej jako najbardziej podatne na rozkiad biologiczny
wymieniane sg prostotaricuchowe alkany, nastepnie rozgatezione alkany, matoczasteczkowe
zwiazki aromatyczne, alkany cykliczne, konczac na zwigzkach wielkoczasteczkowych oraz
weglowodorach polarnych [27]. Obecnos¢ w srodowisku trudnodostepnych substancji
odzywczych moze zmniejsza¢ dostepnos¢ tatwo przyswajalnych Zrodel wegla,
a w przypadku obecnosci jedynie weglowodordéw, powodowac stres metaboliczny zwigzany

z niedoborem skladnikéw pokarmowych [56].

3.1. Stres metaboliczny i odpowiedz komorkowa

Mikroorganizmy narazone na dziatanie niekorzystnych czynnikéw podlegaja
dziataniu stresu metabolicznego. Jest to stan, opisywany tez jako VBNC (zywe, ale nie
namnazajace sie, ang. viable but nonculturable), w ktory bakterie przechodza spontanicznie, na
drodze uruchamiania pewnych mechanizméw obronnych. Komodrki w tym stanie
charakteryzuja si¢ m. in. obnizona aktywnoscia fizjologiczna i metaboliczng, synteza
specyficznych biatek zwiekszajacych odpornos¢ na czynnik stresowy, modyfikacjami blony
komorkowej czy zmiang ksztattu komorek [57]. Stres metaboliczny moze by¢ wywolywany
przez rdézne czynniki, takie jak cisnienie osmotyczne, temperatura, pH, obecnos¢
zanieczyszczen oraz dostepnos¢ skladnikdw odzywczych (wegla, azotu i fosforu)

(Rysunek I. 5).
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Sktadniki

Zanieczyszczenia odzywcze
pH

Temperatura

Cisnienie
osmotyczne

Rysunek I. 5. Czynniki mogace wywotywac stres u mikroorganizméw

Pomimo wielu negatywnych skutkdéw, stres metaboliczny jest rowniez jednym
z gtéwnych czynnikow napedzajacych mechanizmy ewolugji organizmoéow. Wyjscie komorek
poza stan komfortowej homeostazy i uruchomienie mechanizméw obronnych wywoluje
wieloaspektowe zmiany w ich funkcjonowaniu, a utrwalenie modyfikacji w kolejnych
pokoleniach moze skutkowa¢ powstaniem organizmdéw o nowym znaczeniu ewolucyjnym
[58].

Czynniki stresowe oddziatujace na mikroorganizmy moga wywotywaé¢ odpowiedz
komdrkowa na réznych poziomach funkcjonowania organizmu. W zalezno$ci od rodzaju
i natezenia czynnika stresowego odpowiedz komodrki moze obejmowad procesy od
uruchomienia specyficznych szlakoéw odpowiedzi na warunki stresowe, az do indukowanej
$mierci komorki. Dotychczas zidentyfikowano kilka gtéwnych szlakow odpowiedzi komdrki
na warunki stresowe: aktywacja biatek szoku cieplnego (ang. heat shock proteins), reakcja
(odpowiedz) komorki na akumulacje niesfaldowanych biatek (ang. unfolded proteins response),
reakcja (odpowiedz) na uszkodzenia DNA czy stres oksydacyjny. W przypadku
dltugotrwalego, intensywnego oddziatywania czynnika stresowego indukowana zostaje
$mier¢ komorki na drodze apoptozy, autofagii lub nekrozy [59]. Nalezy rowniez podkresli¢,
ze mechanizmy odpowiedzi na stres oparte na specyficznych biatkach sa wysoce
konserwatywne ewolucyjnie, a biorace w nich udzial proteiny zostaly zidentyfikowane
zardwno w komorkach bakterii, jak i u ssakow [60].

Pierwszy ze wspomnianych mechanizmdéw obronnych, aktywacja biatek szoku

cieplnego (chaperondw, bialek opiekunczych) wystepuje na skutek akumulacji w komorce
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uszkodzonych lub cze$ciowo zdenaturowanych biatek. Pierwotnie mechanizm ten zostat
opisany jako odpowiedz biochemiczna komorki na podwyzszenie temperatury otoczenia.
Pdzniejsze badania pozwolily stwierdzi¢, Ze jest on réwniez aktywowany np. w przypadku
stresu oksydacyjnego, czy ekspozycji na jony metali. Polega on na ekspresji biatek
opiekunczych, ktore poprzez odwracalne zwigzanie si¢ z laricuchem polipeptydowym
wspomagaja prawidtowe fatldowanie tanicuchéw [61].

Kolejny system odpowiedzi komdrkowej jest indukowany przez akumulacje
niesfaldowanych biatek (UPR) w retikulum endoplazmatycznym (ER). Czynnikami
wywolujacymi tego typu reakce moga byc¢: zmniejszenie dostepnosci skladnikéw
odzywczych, zhamowanie glikozylacji biatek, zaburzenie homeostazy jonéw Ca?, czy
niedobdr tlenu. Aktywowane w wyniku ich dziatania réznorodne biatka z grupy kinaz
i czynnikow transkrypcyjnych pomagaja zbilansowac ilos¢ syntezowanych tancuchow
proteinowych z pojemnoscig retikulum endoplazmatycznego, zapewniajac jego wieksza
wydajnos¢. Jednymi z glownych peptydéw bedacych wynikiem odpowiedzi UPR jest
ekspresja biatek opiekunczych regulowanych przez glukoze (GRP), pelnigcych funkcje
ochronng w warunkach stresu metabolicznego [62].

Mechanizm odpowiedzi na uszkodzenia DNA zostaje aktywowany w przypadku
wykrycia peknie¢ DNA, ktére moga by¢ wywolane np. przez chemioterapeutyki,
promieniowanie podczerwone czy ekspozycje na wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne. Procesy naprawcze indukowane peknieciami nici DNA obejmuja eliminacje
uszkodzonego nukleotydu i naprawe podwdjnej helisy, a nastepnie zatrzymanie dalszych
podziatow komorki ze wzgledu na wieksze ryzyko uszkodzen zachodzace podczas proceséw
replikacji [59].

Ostatni z opisanych w literaturze mechanizméw odpowiedzi komdrkowej obejmuje
indukcje specyficznych przemian pod wplywem stresu oksydacyjnego wywotywanego przez
wolne rodniki tlenu i azotu. Czynniki stresowe moga w tym przypadku pochodzi¢ zaréwno z
przemian metabolicznych zachodzacych w komorce, jak i ze srodowiska zewnetrznego.
Komorkowe system antyoksydacyjne maja za zadanie inaktywacje wolnych rodnikéw, jednak
w przypadku wzrostu potencjatu utleniajacego w komorce zagrazajacego stabilnosci jej

struktur, moze dojs¢ do jej apoptozy lub nekrozy [63].
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Przedstawione powyzej mechanizmy odpowiedzi komoérkowej na czynniki stresowe
maja na celu zapobieganie uszkodzeniom komdrek i przetrwanie w niesprzyjajacych
warunkach srodowiska. W zwiazku z tematyka przedstawionej pracy, szczegdlng uwage
nalezy zwrdci¢ na oddzialywanie weglowodoréw na komorki bakterii, ktore moga

wywolywac m. in. stres metaboliczny.

3.2. Szlaki degradacji weglowodoréw aromatycznych i alifatycznych

Transportowane do wnetrza komorki zanieczyszczenia podlegaja szeregowi przemian
biochemicznych, majacych na celu zmniejszenie ich toksycznosci i pozyskanie substratéw
energetycznych niezbednych do przezycia bakterii. Przeprowadzane przez komorki procesy
mikrobiologicznej biodegradacji zanieczyszczen zachodza zaréwno w srodowisku wodnym,
jak i ladowym, a dostepnos¢ tlenu w poszczegoélnych przypadkach jest zrdéznicowana.
W wyniku dostosowywania metabolizmu do wymogdéw tlenowych srodowiska bytowania,
mikroorganizmy postuguja si¢ réznymi strategiami biodegradacji zanieczyszczen
weglowodorowych. W literaturze wyroézniane sa dwa gltéwne typy procesow biodegradagji:
tlenowa i beztlenowa, jednak nalezy podkresli¢, ze ze wzgledu na wysoka reaktywnos¢
chemiczng tlenu, procesy enzymatyczne przebiegajace w jego obecnosci sa bardziej wydajne
[64].

Mechanizm aerobowej biodegradacji zanieczyszczen weglowodorowych zalezy od
typu wykorzystywanego substratu, jednak przebieg procesu mozna podzieli¢ na trzy gtéwne
etapy: (I) poczatkowa aktywacje substratu; (II) dalsze przemiany metaboliczne oraz
(I) wilaczenie produktéow degradacji weglowodorow w centralny szlak metaboliczny
komdrki. Schematyczny przebieg szlakow tlenowej degradacji weglowodoréw alifatycznych
i aromatycznych zostat przedstawiony na Rysunku I. 6 [64,65].

Prostotanicuchowe alkany sa zwigzkami fatwo degradowanymi przez mikroorganizmy
z r6znych  rodzajow, wsréd  ktérych  najczesciej  wymienia sie  bakterie
z rodzaju: Pseudomonas, Rhodococcus, Mycobacterium, Acinetobacter czy Sphingomonas.
Produkowane przez te komoérki oksygenazy odpowiadaja za przylaczenie atomu tlenu do
faricucha weglowodorowego. W zaleznosci od Sciezki degradacji, wbudowanie atomu tlenu
moze zachodzi¢ na jednym koncu taricucha alkilowego (oksydacja terminalna), na obu jego

konicach (oksydacja diterminalna) lub w wewnetrzna grupe metylenowa (suboksydacja).
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Oksydacja terminalna [Rysunek I 6. (1)] skutkuje utworzeniem alkoholu, aldehydu,

a nastepnie kwasu karboksylowego i acetylo-CoA.

weglowodory alifatyczne weglowodory aromatyczne

dicksydacja diokcsydac

Poczglkowe reak|e
aksydacy

B przemiany

metaboliczne

Dals

Centralny szlak
metahallczny

Rysunek I. 6. Gtowne szlaki degradacji weglowodoréw alifatycznych i aromatycznych w komérkach mikroorganizmow
(na podstawie [66])

Z kolei przylaczenie atomdw tlenu na obu koncach taricucha alkilowego, katalizowane
przez dioksygenazy, prowadzi do powstania formy nadtlenkowej, a w p6zniejszych etapach
kwasu karboksylowego i acetylo-CoA [Rysunek I. 6. (2)]. Produkty obydwu wspomnianych
sciezek degradacji weglowodorow podlegaja [-oksydacji i trafiajg do cyklu kwasu
cytrynowego (TCA). Trzecia mozliwa Sciezka degradacji weglowodorow alifatycznych to
przeprowadzana z udzialem monooksygenaz oksydacja subterminalna [Rysunek I. 6. (3)]
polegajaca na przeprowadzeniu alkanu do alkoholu, ketonu, a nastepnie estru, ktéry moze

trafi¢ bezposrednio do TCA [65].
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Weglowodory aromatyczne rdwniez moga podlega¢ degradacji mikrobiologicznej,
jednak spektrum mikroorganizméw zdolnych do rozktadu tych zwigzkéw jest mniejsze niz
w przypadku weglowodoréw alifatycznych, sa to gléwnie bakterie nalezace do typow
Proteobacteria i Actinobacteria [67]. Ze wzgledu na wysoka hydrofobowos¢ i stabilnosc¢
chemiczng weglowodoréw aromatycznych ich degradacja wymaga destabilizacji pierscienia
aromatycznego na pierwszym etapie przemian. Aktywacja pierscienia aromatycznego na
drodze hydroksylacji zachodzi z udziatem wielosktadnikowych systeméw enzymatycznych
zbudowanych z bialek Zelazowo-siarkowych, o wysoce konserwatywnej sekwencji [65].
Powstate produkty zostaja utlenione z udzialem dehydrogenaz do katecholu i kwasu
protokatechwego. W kolejnym etapie pierscien katecholowy zostaje rozerwany na drodze
rozszczepienia intra- (orto) lub ekstradiolowego (meta), zachodzacego z udzialem,
odpowiednio: 1,2- dioksygenazy katecholowej (EC 1.13.11.1) lub 2,3-dioksygenazy
katecholowej (EC 1.13.11.2). Biatka te naleza do dwoch, niespokrewnionych filogenetycznie
rodzin, zawierajg w centrum aktywnym atom zelaza, a prowadzone przez nie reakcje nie
wymagaja obecnosci kofaktorow. Ponadto, dioksygenazy intradiolowe kodowane sa
chromosomalnie, natomiast dioksygenazy ekstradiolowe - plazmidowo [65,67].
Rozszczepienie typu orto zachodzi najczesciej przy udziale 1,2- dioksygenazy katecholowej
w pozycji C1/C2 pierscienia katecholowego (lub kwasu protokatechowego/ hydroksychinolu),
prowadzac do powstania kwasu cis, cis-mukonowego (lub jego pochodnych). Natomiast
rozpad typu meta odbywa sie najczesciej z wykorzystaniem 2,3-dioksygenazy katecholowej
i polega na rozszczepienia pierscienia katecholowego w pozycjach C2/C3 lub pierscienia
protokatechinianu w pozycji C2/C4 lub C4/C5, w wyniku ktérych powstaja odpowiednio:
semialdehyd 2-hydroksymukonowy lub semialdehyd karboksy-2-hydroksymukonowy.
Finalnymi produktami proceséw biotransformacji weglowodoréw aromatycznych sg acetylo-
CoA, szczwiooctan, aldehyd octowy, kwas pirogronowy, lub bursztynylo-CoA, ktére
w dalszych etapach procesu sa wykorzystywane w cyklu Krebsa [64,65,67,68]. Warto
podkresli¢, ze wpltyw na biodegradowalnos$¢ weglowodoréw aromatycznych ma obecnos¢
podstawnikéw, przy czym zwiazki z podstawnikami sa tatwiej degradowane niz
niepodstawione weglowodory aromatyczne [65].

Beztlenowe procesy degradacji weglowodordéw rozpoczynaja si¢ rowniez od aktywagji

pierwotnego substratu, najczesciej poprzez przylaczenie fumaranu, karboksylacje lub
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hydroksylacje. Na terenach dlugotrwale zanieczyszczonych obserwowano réwniez
degradacje zwigzkow aromatycznych poprzez redukcje metanogeniczng. Nalezy jednak
podkresli¢, ze zachodzaca w warunkach anaerobowych biotransformacja substratow jest

wolniejsza i mniej efektywna [64,65].

3.3. Modyfikacje wlasciwosci komorek pod wplywem weglowodorow

Zaprogramowane ewolucyjnie mechanizmy obronne i adaptacyjne umozliwiaja
komdrkom bakterii dostosowywanie si¢ do zmiennych warunkéw sSrodowiska, celem
utrzymania cigglosci populacji. W Tabeli 1. 3. przedstawiono najwazniejsze cechy komoérek
mikroorganizmow, ktorych modyfikacje podczas ekspozycjii na zanieczyszczenia
weglowodorowe byty opisywane w literaturze. Obejmuja one gtdwnie zmiany morfologii
powierzchni komorek obserwowane za pomoca technik mikroskopowych, modyfikacje
hydrofobowosci powierzchni komérek (CSH) i ich potencjatu elektrokinetycznego, a takze
agregacje bakterii, bedace najczesciej wynikiem dzialania substancji wydzielanych
zewnatrzkomorkowo.

Pojawiajace si¢ w literaturze doniesienia na temat zmian morfologii powierzchni
komdrek dotycza najczesciej czterech gtownych modyfikacji obserwowanych przy pomocy
skaningowej lub transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Wsréd nich wyrdznia sie
zwiekszenie ilosci fimbrii, flagelli i pilii, odpowiadajacych za mobilnos¢ komorek
mikroorganizméw oraz wzmozong produkcje wydzielanych zewnatrzkomdrkowo
egzopolisacharydéw. Obecnos$¢ tych zwiazkéw odnotowano zarowno dla komorek
wzrastajacych na podtozu zawierajacym weglowodory alifatyczne, jak i aromatyczne [69,70].
Uwalniane przez komorki substancje moga rowniez wptywaé na zwigkszenie adhezji
i sklejanie komodrek eksponowanych na zanieczyszczenia weglowodorowe, jednak tego typu
zmiany byly najczesciej obserwowane w przypadku komorek izolowanych z miejsc
charakteryzujacych sie¢ duza réznorodnoscia zanieczyszczen, jak woda z odwiertéw czy woda
zezowa [71,72]. Wielu badaczy obserwowato réwniez obecno$¢ uwalnianych przez komorki
cialek inkluzyjnych zawierajacych zanieczyszczenia weglowodorowe. Pecherzyki te
rejestrowano gltéwnie dla bakterii z rodzaju Pseudomonas [73-76], jednak pojawiaja sie rowniez
doniesienia $wiadczace o ich obecnosci w komorkach Rhodococcus [77], czy bakteriach
glebowych [78].

Ostatnia z obserwowanych zmian morfologii bakterii polega na zmianie wielkosci

komorek, jednak doniesienia literaturowe w tym zakresie nie sa jednoznaczne. Hua i Wang
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[79] oraz Neumann i in. [80] obserwowali zmniejszenie komoérek mikroorganizmow oraz
wygladzenie ich powierzchni podczas ekspozycji na oktadekan, fenol i 4-chlorotoluen.
Z drugiej strony, Michael i in. [81] zauwazyli wydtuzenie komodrek mikroorganizmow
w wyniku ich kontaktu z toluenem.

Prace opisujace modyfikacje hydrofobowosci powierzchni komdrek dosy¢ zgodnie
potwierdzaja dazenie mikroorganizméw do zwigkszenia wartosci CSH w obecnosci
weglowodordw, jednak jak zauwazyli Prabhu i Phale [82] fluktuacje wartosci tego parametru
sa zalezne od rodzaju zastosowanego podioza. Wzrost wartosci hydrofobowosci powierzchni
komorek bakterii obserwowany byl wraz ze wzrostem stezenia ksenobiotykéw w podtozu
[83-85], wyzsze wartosci obserwowano rowniez dla komodrek wzrastajacych na podtozu
z dodatkiem lekkich frakcji weglowodordw [86] oraz dlugotaricuchowych alkanéw [87-89].
Obuekwe i in. [37,90] udowadniali, ze wyzsza wartoscia CSH charakteryzujq sie komorki
o wyzszym potencjale degradacyjnym, a Baumgarten i in. [36] wskazuja, Ze zmiany te moga
by¢ wynikiem wydzielania przez komorki substancji zewnatrzkomoérkowych
i uwalniania pecherzykéw btonowych.

Pod wpltywem kontaktu mikroorganizméw z weglowodorami zmianom ulegaja
rowniez wartosci potencjatu elektrokinetycznego powierzchni komorek. Podobnie jak
w przypadku CSH, badacze odnotowujg fluktuacje tego parametru, w zaleznosci od
dostepnego dla komdrek Zrodla wegla oraz sily jonowej buforu w ktdrym zawieszone sa
komdrki podczas pomiardw [38,98,100]. Jak zauwazyli Gérnaiin. [97], potencjat dzeta bakterii
zwykle obniza si¢ w wyniku kontaktu z zanieczyszczeniami hydrofobowymi. Nalezy réwniez
zwrdci¢ uwage, ze réznice wystepujace pomiedzy warto$ciami tego parametru sg niewielkie
dla mikroorganizmoéw hodowanych na podiozach zawierajacym weglowodory z tej samej
grupy (np. alifatyczne, aromatyczne lub PAH) [101], ale moga by¢ znaczace, gdy np. komorki
eksponowane na olej napedowy przeniesie si¢ na podloze z dodatkiem weglowodorow
alifatycznych [100]. Watro takze podkresli¢ istotny wptyw dodatku surfaktantéw na obnizenie
potencjatu elektrokinetycznego bakterii [98].

Wsrdd czesto obserwowanych modyfikacji wiasciwosci komoérek pod wplywem
ekspozydji na zanieczyszczenia weglowodorowe nalezy wymieni¢ réwniez zmiany zdolnosci
komorek do agregacji, bedace wynikiem produkcji bioflokulantéw, ktéra wptywa korzystnie

na zdolnoséci degradacyjne mikroorganizmow [102-105].
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Tabela I. 3. Zmiany wybranych wtasciwosci mikroorganizméw pod wptywem kontaktu z weglowodorami

Cecha Funkcja Modyfikacje cechy Zrédto wegla Szczep bakteryjny Lit.
Komorki gesto pokryte fimbriami, duza
liczba ' 'struktur przypominajqcyc,}} heksadekan P. aeruginosa [69]
flagelle/pilie, obecnos¢
egzopolisacharydéw
Adhezja i sklejanie si¢ komorek tworzacych wody ztozowe Pseudomonas aeruginosa
b?ofilm, proc%ukcja zewnatrzkomérkowych 2 odwiertéw LASST201 (71]
bioflokulantéw
Wykorzystanie technik Obecnos¢ ciatek inkluzyjnych
mikroskopii elektronowej i przylaczanie bakterii do powierzchni
(skaningowej kropli weglowodordw, krople
i transmisyjnej) pozwala na heksadekanu pokryte warstwa heksadekan Pseudomonas aeruginosa SSC2 [73]
b . . . o zwiekszonej gestosci elektronowej,
ezposrednig obsrewacje o
) fologii przechodzaca na przylaczone komorki
Morfologia .Zman 1T10r olost mikrooganizméw, obecnos¢ kropli
powierzchni komorek oraz weglowodoréw wewnatrz komdrek
niektdrych struktur
i substancji wydzielanych [70]
przez komorki podczas Produkdja egzopolisacharydéw toluen Rhodococcus
kontaktu
z weglowodorami
Obserwacja adhezji komoérek w obecnosci woda zezowa ze P. putida PA1 and
1 ‘ i [72]
weg o.wod.orow na .skutEfk zwigkszonego statkéw Alcanivorax sp. PA2
wydzielania egzopoliemréw
kanamycyna,
Obecno$¢  pecherzykdw  blonowych, ampicylina, E. coli [91]
zwierajacych w srodku weglowodory
chloramfenikol
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Tabela I. 3. Zmiany wybranych wtasciwosci mikroorganizméw pod wptywem kontaktu z weglowodorami

Cecha

Funkcja

Modyfikacje cechy

Zrédto wegla

Szczep bakteryjny

Lit.

Eliminacja czasteczek toluenu przez
wydzielanie pecherzykow
membranowych,  zmniejszenie  ilosci
czastek  toluenu  przylaczonych  do
powierzchni komdrek

Obecno$¢ watrswy o podwyzszonej
gestosci  elektronowej na powierzchni
komorek, emulsyfikacja czastek
zanieczyszczen z udziatem biosurfaktantu,
zwigkszenie powierzchni kontaktu
komoérek z zanieczyszczeniami

Komorki krotsze, 0 wygladzonej
powierzchni, przy stezeniu oktadecanu
400 mg/l obserwowano przerwanie
ciagglosci btony komorkowej, warstwa
o podwyzszonej gestosci elektronowej na
powierzchni komorek, utrzymanie
zywotnosci komorek pomimo zmian
morfologicznych

Akumulacja  ksenobiotykéw  wewnatrz

komoérek, w cialkach inkluzyjnych

w hodowlach z:

o oktadekanem

o heksadekanem

o heksadekanem, oktadekanem
i pristanem

toluen

zuzyty olej

silnikowy

oktadekan

oktadekan

heksadekan

P. putida TH-2000

Bakterie glebowe

Pseudomonas sp. DG17

Pseudomonas sp. DG17

Pseudomonas synxantha

LSH-7

[79]

[76]
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Tabela I. 3. Zmiany wybranych wtasciwosci mikroorganizméw pod wptywem kontaktu z weglowodorami

Cecha Funkcja Modyfikacje cechy Zrédto wegla Szczep bakteryjny Lit.
heksadekan, Rhodococcus erythropolis
[77]
oktadekan, pristan S+14He
Komorki w hodowli z toluenem byly toluen Pseudomonas stutzeri ST-9 [81]
0 8,5% dtuzsze niz w probie kontrolnej
Redukgcja wspdtczynnika wielkosci fenol, Pseudomonas putida P8,
powierzchni do  objetosci  komorek, (80]
. . i , 4-chlorofenol Enterobacter sp. VKGH12
wygladzenie powierzchni komdrek
Wzrost wartosci CSH po dodaniu weglowodory
weglowo'dorow, na]vt/ugkszy dla p odiorza alifatyczne i Stenotrophomonas maltophilia [87]
z dodatkiem dtugotaricuchowych alkanow
i weglowodordo aromatycznych aromatyczne
Hydrofobowos¢
. ce olej napedowy,
powierzchni ]est. jedna Wzrost wartosci CSH na podtozu z olejem
Hydrofobowoé¢ z cech warunkujacych napedowym i weglowodorami weglowodory Aeromonas hydrophila [92]
powierzchni bezposredni kontakt aromatycznymi aromatyczne
komorek
komorek . L
z zanieczyszczeniami i ich Wzrost wartosci CSH wraz z wydtuzaniem
. . . . L weglowodory
przytaczenie do faricucha aliklowego, wyzsze wartosci
powierzchni bakterii hydrofobowosci dla komoérek na podtozu alifatyczne,
z mieszaning dtugotaricuchowych Paenibacillus sp. D9 [88]

weglowodordéw, niewielka hydrofobowos¢
komérek na podlozu z dodatkiem
weglowodoréw aromatycznych

aromatyczne i ich

mieszaniny
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Tabela I. 3. Zmiany wybranych wtasciwosci mikroorganizméw pod wptywem kontaktu z weglowodorami

Cecha Funkcja Modyfikacje cechy Zrédto wegla Szczep bakteryjny Lit.

e Wyzsze wartosci CSH dla komdrek
o wiekszym potencjale biodegradacyjnym

(Bacillus licheniformis, Bacillus cereus), ale 46 izolatéw bakteryjnych z

dobre efekty osiagane rdwniez przez ropa naftowa lebv i wod Kuwettu (37]
komérki o umiarkowanie hydrofobowej ey ]
powierzchni  (Pseudomonas —amylolitycus,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus simplex)

e  Wzrost warto$ci CSH w czasie hodowli na alkany Rhodococcus erthropolis (93]
podiozu z alkanami P

e  Wzrost wartosci CSH wraz ze wzrostem p-nitrofenol Rhodococcus sp. CN6 [85]
stezenia p-nitrofthenolu P

e Wyzsze wartosci CSH dla komorek
wzrastajacych na podlozu z dodatkiem ropa naftowa Rhodococcus ruber UKMP- (86]
lekkiej frakcji weglowodoréw niz ciezkiej 10M2

frakgji

e Wzrost wartoSci CSH do wartosc heksadekan, olej Exiguobacterium aurantiacum

i hoi ich w hodowl; o4
umiarkowanyc .1 wysokich w hodowli napedowy Burkholderia cepacia [94]
z weglowodorami
e  Wzrost wartosci CSH w bioreaktorach olej silikonowy, P. acruginosa, [95]
z dodatkiem oleju silikonowego lub HMN HMN P. putida

e Wzrost wartosci CSH az do obecnosci
toksycznego stezenia chinoliny i pirydyny
w podlozu, wartosci CSH najwyzsze na chinolina, pirydyna Chryseobacterium sp [84]
podiozu z dodatkiem chinoliny i pirydyny
w stezeniu 500 i 1000 mg/1
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Tabela I. 3. Zmiany wybranych wtasciwosci mikroorganizméw pod wptywem kontaktu z weglowodorami

Cecha

Funkcja

Modyfikacje cechy

Zrédto wegla

Szczep bakteryjny

Lit.

Wyzsze wartosci CSH dla komdrek
o wyzszym potencjale degradacyjnym

Fluktuacje warto$ci CSH w zalezno$ci od
fazy ~ wzrostu komoérek i podloza
hodowlanego

Wzrost wartosci CSH az do obecnosci
toksycznego stezenia  heksadekanu,
dodekanu, heksanu i metylobenzenu,
najwyzsze wartosci CSH uzyskano dla
hodowli z dodatkiem dilugotanicuchowych
weglowodordéw alifatycznych

Umiarkowany wzrost wartosci CSH
podczas degradagji pirenu

Wzrost wartosci CSH wraz ze wzrostem
stezenia asfaltanow

Réznice w wartosci  hydrofobowosci
powierzchni komérek w zaleznosci od tego,
z ktdérego pasazu byly pobierane do analiz

Wartos¢ hydrofobowosci powierzchni jest
zwigzana z wydzielaniem
zewnatrzkomdérkowym

btonowych, EPS i biosurfaktantéw

perzechykow

ropa naftowa,
heksadekan,

fenetren

fenetren

heksadekan,
dodekan, heksan

i metylobenzen

piren

asfaltany

heksadekan

dtugotancuchowe
alkohole, stres
osmotyczny,
dodatek EDTA,

stres cieplny

P. aeruginosa

Pseudomonas sp. PP2

Pesudomonas sp. SWP-4

A. denitrificans ASU-035

Enterobacter cloacae,

P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas putida DOT-T1E

(82]

(89]

[36]
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Tabela I. 3. Zmiany wybranych wtasciwosci mikroorganizméw pod wptywem kontaktu z weglowodorami

Cecha Funkcja Modyfikacje cechy Zrodio wegla Szczep bakteryjny Lit.
Burkholderia cepacia-ES1,
Potencjat heksadekan,
Fluktuacje wartosci potencjatu Burkholderia multivorans-
elektrokinetyczny warstwy w zaleznodci od Zrédla wegla w hodowli naftalen, fenantren [38]
C o . HNT1, Burkholderia
elektronowej na granicy i sity jonowej buforu piren
multivorans-NG1
poslizgu komorki
zawieszonej w roztworze, mieszanina P. aeruginosa Pa 10 TK, P.
bedacy wynikiem Obm/zenle potengjatu elektrokmetycznego dodekanu aeruginosa Pa 2 KM, P.
komérek  hodowanych na  podlozu ' [97]
ekspozycji na powierzchni z mieszaning dodekanu i heksadekanu oraz i heksadekanu, olej aeruginosa Pa 3
bakterii grup z dodatkiem oleju napedowego napedowy M
fosforylowych
. . Zalezno$é wartosci potengjatu butviob
Potencjat i karboksylanowych elektrokinetycznego od utylobenzen,
elektrokinetyczny (w bakteriach gram- wykorzystywanego zrédta wegla, najnizsze ~ sec-butylobenzen, ‘
. . warto$ci  odnotowano dla  komorek sert-butviob Pseudomonas stutzeri [98]
(potengjat C) ujemnych rosnacych na podiozu ert-butylobenzen,
reprezentowanych gtéwnie z izobutylobenzenem i ramnolipidami oraz izobutylobenzen
butylobenzenem i ramnolipidami
przez sktadniki LPS)
. . Potencjal  elelktrokinetyczny — komorek heksadekan
zapewnia utrzymanie w hodowli z dodatkiem heksadekanu, ! Pseudomonas sp. RW-II [99]
prawidtowego antracenu i naftalenu obnizyl si¢ znaczaco  antracen, naftalen
po dodaniu CTAB
funkcjonowania komérek
_ Niewielkie fluktuacje potencjalu dzeta
oraz pozwala okresli¢ stan komoérek z  proby  kontrolnej  po
blony komérkowej oraz przeniesieniu na podtoze z heksadekanem heksadekan, olej
lub olejem napedowym, znaczace zmiany Achromobacter sp. 4(2010) (100]
zdolnosci czastek do napedowy

agregacji

w przypadku komdrek przeniesionych
z podloza z olejem napedowym na
heksadekan

40



WPLYW ZANIECZYSZCZEN WEGLOWODOROWYCH NA ZDOLNOSCI ADAPTACYJNE MIKROORGANIZMOW DO BIODEGRADAC]I ZWIAZKOW ALIFATYCZNYCH I

AROMATYCZNYCH

Tabela I. 3. Zmiany wybranych wtasciwosci mikroorganizméw pod wptywem kontaktu z weglowodorami

Cecha Funkcja Modyfikacje cechy Zrodio wegla Szczep bakteryjny Lit.
Niewielkie r6znice potencjatu dzeta miedzy
komoérkami h i toz
omorkami odowar?yml na pod o/zu. z Pseudomonas putida ATCC
dodatkiem fenetrenu i fluorenu, komorki o fluoren, fenantren [101]
zdecydowanie nizszym potengjale 17514
elektrokinetycznym niz
w proébie kontrolnej
tugotancuch R 1
Produkcja bioflokulantu wspiera proces diugolaricuchowe hodococcus erythropolis [102]
Bioflokuladja i agregacja degradacji dtugotancuchowych alkanow alkany NTU-1
komorek oraz Flokulacja bakterii podczas wzrostu na
) ) podiozu z dodatkiem weglowodoréw, heksadekan i pristin Rhodococcus NTU-1 [103]
Agregacja weglowodoréw przez . ) ;
wsparcie proceséw degradacyjnych
komérek wydzielane )
. . . Pseudomonas aeruginosa
, Produkcja bioflokulantu przez bakterie ropa naftowa [104]
zewnatrzkomorkowo . . p
wzrastajace na podiozu z ropa naftowa IASST201
bioflokulanty
Produkcja  bioflokulantu  zapobiegata WWA Pseudomonas marginalis [105]

flokulacji i emulsyfikacji WWA
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CEL I ZAKRES PRACY

Dokonany przeglad literatury wskazat na znaczng toksycznos¢ weglowodorow
ropopochodnych oraz ich negatywny wpltyw na srodowisko naturalne, wskazujac takze na
wysoki potencjat mikroorganizméw w usuwaniu tego rodzaju zanieczyszczen. Jednoczesnie
stwierdzono, ze mechanizmy przemian zachodzacych w komorkach eksponowanych na
szkodliwe dzialanie ksenobiotykéw i zdolnych do ich rozkladu nie sa dobrze poznane.
Przeprowadzenie badart w tym zakresie pozwoli na znaczace wzbogacenie wiedzy
o wlasciwosciach mikroorganizméw degradujacych weglowodory oraz mozliwosci
indukowania przemian komorkowych w celu zwigkszenia efektywnos$ci biodegradacji
zwiazkéw aromatycznych i alifatycznych. Celem podjetych badan bylo okreslenie wplywu
zanieczyszczen  weglowodorowych  (mieszaniny  weglowodoréw  aromatycznych:
butylobenzenu, propylobenzenu, fert-butylobenzenu, sec-butylobenzenu i ksylenu;
mieszaniny weglowodoréw alifatycznych: izooktanu, nonanu, dodekanu, tridekanu
i heksadekanu; lub oleju napedowego) na modyfikacje komdrek zwigzane z adaptacja
mikroorganizmoéw do biodegradacji zwigzkow aromatycznych i alifatycznych w warunkach
tlenowych. Cel pracy obejmowal réwniez analize zmian zdolnosci degradacyjnych
testowanych mikroorganizméw oraz mozliwosci ich wykorzystania w bioremiediacji
zanieczyszczen olejem napedowym w srodowisku. Badania realizowano z wykorzystaniem
wyizolowanych z probek srodowiskowych szczepdw bakteryjnych, a takze z wykorzystaniem
konsorcjum mikroorganizméw autochtonicznych zawartych w wodzie jeziornej. Cel badan
realizowano poprzez wykonanie czterech gtéwnych zadan badawczych:

1. Izolacje z probek srodowiskowych oraz charakterystyke mikroorganizmow zdolnych do
wzrostu na podtozu zawierajagcym olej napedowy.

2. Ekspozycje komodrek przez 12 miesiecy na: mieszanine weglowodordéw aromatycznych,
mieszanine weglowodorow alifatycznych lub olej napedowy, i okreslenie wplywu tej
ekspozycji na wlasciwosci powierzchniowe wyizolowanych szczepow bakteryjnych.

3. Analize zmian zdolnosci biodegradacyjnych komorek bakteryjnych zachodzacych
w wyniku ekspozycji na weglowodory.

4. Ocene mozliwosci wykorzystania testowanych szczepéw w usuwaniu zanieczyszczen

weglowodorowych z probek wodnych.
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CZESC EKSPERYMENTALNA

1. Odczynniki i aparatura

Spis odczynnikdw oraz aparatury wykorzystywanych podczas badan zostat

zaprezentowany w Tabelach II. 1 oraz II. 2.

Tabela Il. 1. Spis odczynnikéw wykorzystywanych do badan

Odczynnik Producent
2-nitrofenylo-3-D-galaktopiranozyd Sigma Aldrich, Niemcy
agar — agar BTL sp. z 0.0., Polska
agar wzbogacony BTL sp. z 0.0., Polska
azotan(V) wapnia(Il) 7 hydrat cz.d.a. POCH, Polska
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone
bromek 3,8-diamino-N-etylo-6-fenylo-fenantrydyny Sigma Aldrich, Niemcy
bulion odzywczy BTL sp. z 0.0., Polska
bursztynian sodu(I) 7 hydrat cz.d.a. Sigma Aldrich, Niemcy
butylobenzen Sigma Aldrich, Niemcy
chlorek kobaltu(Il) 6 hydrat cz.d.a. POCH, Polska
chlorek manganu(Il) 4 hydrat cz.d.a. POCH, Polska
chlorek miedzi(Il) 2 hydrat cz.d.a. POCH, Polska
chlorek niklu(Il) 2 hydrat cz.d.a. Chempur, Polska
chlorek sodu(l) cz.d.a. Chempur, Polska
cytrynian amonu zelaza(III) cz.d.a. Sigma Aldrich, Niemcy
diwodorofosforan(V) potasu(l) cz.d.a. Sigma Aldrich, Niemcy
diwodorofosforan(V) sodu(I) cz.d.a. Sigma Aldrich, Niemcy
ditiotreitol 299.0% Sigma Aldrich, Niemcy
dodekan cz.d.a. Sigma Aldrich, Niemcy
eter tert-butylowo-metylowy POCH, Polska
etylobenzen Sigma Aldrich, Niemcy
fiolet krystaliczny POCH, Polska
GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit Sigma Aldrich, Niemcy
Glutathione-S-Transferase (GST) Assay Kit Sigma Aldrich, Niemcy
glukoza cz.d.a. POCH, Polska
heksan cz.d.a. POCH, Polska
heksadekan cz.d.a. Sigma Aldrich, Niemcy
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Tabela Il. 1. Spis odczynnikéw wykorzystywanych do badan

Odczynnik Producent
izooktan cz. d. a. Sigma Aldrich, Niemcy
jodoacetamid Sigma Aldrich, Niemcy
kwas borowy cz.d.a. POCH, Polska
kwas chlorowodorowy 35-38%, cz.d.a. POCH, Polska
kwas siarkowy(VI) 98% POCH, Polska
ksyleny (mieszania izomeréw 298,5%) cz. d. a. Sigma Aldrich, Niemcy
nonan cz. d. a. Sigma Aldrich, Niemcy
metanol cz. d. a. POCH, Polska
molibdenian(VI) sodu(I) 2 hydrat cz.d.a. POCH, Polska

Pierce® BCA Protein Assay Kit
pirokatechol cz. d. a.

propylobenzen cz. d. a.

QIAamp DNA Mini Kit
sec-butylobenzen cz. d. a.

siarczan(VI) amonu cz.d.a.
siarczan(VI) cynku(Il) 7 hydrat cz. d. a.
siarczan(VI) magnezu(Il) cz.d.a. hydrat
Taq Buffer without detergents

Taq DNA Polymerase (recombinant)
tert-butylobenzen cz. d. a.

tetradekan cz. d. a.

trypsyna z trzustki wieprzowej cz. d. a.
wodorofosforan(V) di-sodu(I) cz.d.a.
wodorotlenek sodu(l) cz.d.a.
wodoroweglan amonu cz. d. a.

Vitek®ID cards

Thermo Fischer Scientific, Stany Zjednoczone
Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy

Qiagen, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy

POCH, Polska

POCH, Polska

Thermo Fischer Scientific, Stany Zjednoczone
Thermo Fischer Scientific, Stany Zjednoczone
Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy

Chempur, Polska

POCH, Polska

Biomerieux, Polska
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Tabela Il. 2. Spis aparatury i sprzetu wykorzystywanych do badan

Nazwa

Model/Typ

Producent

analizator genetyczny

analizator potencjatu dzeta

automatyczny system do
identyfikacji (ID) i okreslania
lekowrazliwosci (AST)
drobnoustrojow

aparat do otrzymywania wody
ultraczystej

autoklaw elektryczno — parowy

chromatograf gazowy sprzezony ze
spektrometrem mas

chromatograf gazowy z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym

chromatograf cieczowy
homogenizator ultradzwiekowy
inkubator z wytrzasaniem

komora laminarna
taznia wodna

pH-metr laboratoryjny
piec komorowy
spektrofotometr UV-Vis
system do wizualizacji zeli

termocykler

transmisyjny
elektronowy

mikroskop

wiréwka z chtodzeniem

AbiPrism® 3100

Zetasizer Nano ZS

Vitek 2

Arium® pro ASTM Typ 1
typ A6
Pegasus 4D GCxGC-TOF MS
HP6890

Dionex Ultimate 3000

Sonopuls HD 3100
KS 4000 ic control
Labculture Class II Type A2
MultiTemp III
1000 L, pHenomenal®
AWF 15/5
V-650
GelDoc ItImaging System

Mastercycler ep. Gradient 5341

JEM-1200EXII Electrone
Microscopy

3-18K

Applied Biosystem, Stany
Zjednoczone

Malvern Instruments Ltd., Wielka
Brytania

Biomerieux, Polska

Sartorius Stedim Biotech SA, Polska

SMS Spoétdzielnia Pracy
Mechanikéw, Polska

Leco, Stany Zjednoczone

Hewlett-Packard, Stany
Zjednoczone

Thermo Fisher Scientific, Stany
Zjednoczone

Bandelin, Niemcy
IKA Werke GmbH, Niemcy

ESCO Micro Pte. Ltd., Singapur

Amersham Biosiences GE
Healthcare, Stany Zjednoczone

VWR, Polska

Lenton, Wielka Brytania
Jasco Inc, Japonia

UVP, Stany Zjednoczone
Eppendorf, Niemcy

JEOL, Stany Zjednoczone

Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Niemcy

wytrzasarka laboratoryjna typu Infrared Vortex Mixer — e
Vortex WIZARD VELP Scientifica, Wtochy
wysokorozdzielczy spektrometr Q-Exactive Orbitrap Thermo Fisher Scientific, Stany
masowy Zjednoczone

2.  Przygotowanie szkla i roztworow do badan

2.1.  Sterylizacja

Szklo laboratoryjne oraz materialy trwate, odporne na wysoka temperature

sterylizowano w sterylizatorze suchym, goracym powietrzem, w temperaturze 180°C przez

40 min. Materialy zuzywalne, przybory oraz inne elementy wyposazenia nieodporne na

wysoka temperature jalowiono w autoklawie parag wodna, w temperaturze 121°C, przez
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15 min, przy nadci$nieniu 1 atm. Po zakoniczeniu pracy z mikroorganizmami powierzchnie

blatéw dezynfekowano srodkami dezynfekcyjnymi na bazie alkoholu.

2.2.  Przygotowanie wody
Wszystkie roztwory wodne, o ile nie wskazano inaczej, przygotowywano na bazie

wody ultra czystej, o opornosci 18 MQ/cm, oczyszczanej z wykorzystaniem aparatu Sartorius

Arium Pro ASTM typ L.

2.3. Medium hodowlane i suplementy do powadzenia hodowli
Medium mineralne (MSM) wykorzystywane do prowadzenia hodowli przygotowano
zgodnie z danymi literaturowymi [106]. Sktad medium oraz roztworu mikroelementéw zostat

przedstawiony w Tabelach II. 3 oraz II. 4.

Tabela Il. 3. Sktad medium hodowlanego

Odczynnik Stezenie [g/1]
wodorofosforan(V) disodu(I) 2,79
diwodorofosforan(V) potasu(I) 1,00
siarczan(VI) amonu 1,00
siarczan(VI) magnezu(Il) 1 hydrat 0,20
azotan(V) wapnia(Il) 7 hydrat 0,01
cytrynian amonu zelaza(III) 0,01

roztwor mikroelementow 1,00 ml

Tabela Il. 4. Sktad roztworu mikroelementéw

Odczynnik Stezenie [g/1]
kwas borowy 0,30
chlorek kobaltu(Il) 6 hydrat 0,20
siarczan(VI) cynku(ll) 7 hydrat 0,10
molibdenian(VI) sodu(l) 2 hydrat 0,03
chlorek manganu(Il) 4 hydrat 0,03
chlorek niklu(Il) 2 hydrat 0,02
chlorek miedzi(Il) 2 hydrat 0,01

Medium sterylizowano w autoklawie, para wodna, w temperaturze 121°C, przez

15 min, przy nadci$nieniu 1 atm. Przedstawione medium wykorzystywano do prowadzenia
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hodowli ptynnych w celu analiz wlasciwosci powierzchniowych komorek oraz prob
biodegradacyjnych w uktadach modelowych.

Wykorzystywane jako zrddlo wegla 20% roztwory bursztynianu sodu i glukozy
przygotowano poprzez rozpuszczenie w wodzie dejonizowanej 20 g nawazki odpowiedniego
zwiazku. Bulion wzbogacony oraz agar wzbogacony wykorzystywane do namnozenia
mikroorganizmow przed zatozeniem hodowli sporzadzono zgodnie z zaleceniami
producenta (30 g na 1000 ml roztworu), natomiast podloze agar-agar przygotowywano
poprzez rozpuszczenie 15 g proszku w 1000 ml roztworu.

Badania prowadzono wykorzystujac jako gléwne zZrédlo wegla w hodowlach
mieszanine weglowodoréw aromatycznych (oznaczenie AR) lub alifatycznych (oznaczenie
AL) o zdefiniowanym skladzie, lub olej napedowy (oznaczenie ON). Do przygotowania
mieszanin weglowodoréw uzyto odpowiednio (w proporcjach 1:1:1:1:1):

AR: butylobenzenu, propylo-benzenu, tert-butylobenzenu, sec-butylobenzenu

i ksylenu;

AL: izooktanu, nonanu, dodekanu, tridekanu i heksadekanu
Przed uzyciem wszystkie roztwory przefiltrowano przez jalowy filtr 0,2 pm.

Podloze agar-agar wykorzystywane do przechowywania mikroorganizmoéw
przygotowano poprzez rozpuszczenie 7,5 g proszku w 500 ml medium MSM. Nastepnie
podtoze sterylizowano na mokro w autoklawie (121°C, 15 min, 1 atm) i rozlewano na goraco
na plytki Petriego w komorze z przeplywem laminarnym. Po zestaleniu podioza na jego
powierzchni za pomoca glaszczki na kazdej ptytce rozprowadzano po 100 pl mieszaniny
weglowodoréw lub oleju napedowego. Tak przygotowane podioza zaszczepiano
mikroorganizmami z hodowli ptynnej, inkubowano 14 dni w temp. 22°C, a nastgpnie
pasazowano na swieze podloze.

Rownolegle do komorek poddawanych ekspozycji na weglowodory, na podlozu
stalym skladajacym sie¢ z agaru wzbogaconego utrzymywane i pasazowane w tych samych
odstepach czasowych byly odpowiadajace im szczepy kontrolne.

Bufor fosforanowo-sodowy przygotowano zgodnie z zaleceniami producenta,
rozpuszczajac odwazona ilos¢ proszku w wodzie destylowanej. Po rozpuszczeniu,

skontrolowano pH roztworu i w razie potrzeby uregulowano do wartosci 7,4.
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3. Izolacja i charakterystyka szczepow bakteryjnych

3.1. Izolacja mikroorganizmow
Mikroorganizmy do badan pozyskiwano z prébek srodowiskowych (gleba pobrana
z roéznych terendéw). Probki gleby pobierane byly z powierzchni oraz z glebokosci 30 cm,
pakowane w sterylne pojemniki transportowe, a nastepnie transportowane do laboratorium
w warunkach chiodniczych w ciaggu 6 h od pobrania. Wykaz pobranych prob wraz

z miejscem ich pochodzenia zostat przedstawiony w Tabeli II. 4.

Tabela Il. 4. Wykaz pobranych prébek srodowiskowych z uwzglednieniem miejsca ich pobrania oraz liczby wyizolowanych
mikroorganizméw

) Wspotrzedne GPS Symbole
Zrédto Liczba wyizolowanych
miejsca poboru wyizolowanych
mikroorganizméw mikroorganizmow*
probek SZCzepoOw
Gleba z terenu stacji 52°46.6849" N, MO01, M02-1,
4
benzynowej 16°67.2419" E MO03-1, M03

52°34.2932" N,
Gleba przy drodze 2 MO01-2, M02-2
16°99.9969" E

Gleba z parku 53°12.3656" N,
1 M1D
krajobrazowego 15°98.9707" E
Gleba na brzegu 52°43.2128" N,
2 M1B, M2B
jeziora 16°68.9646" E

* liczba mikroorganizméw zdolnych do wzrostu na podtozu selektywnym z dodatkiem oleju napedowego

Po przewiezieniu probek do laboratorium nawazke z kazdej z nich o masie 10 g
zawieszano w 100 ml jatowego bulionu wzbogaconego. Po 24h inkubacji w temp. 22°C
zawiesinge odwirowywano przy predkosci 4500 g, przemywano dwukrotnie jalowym medium
hodowlanym i zawieszano w 50 ml sterylnego medium z dodatkiem 1 ml 20% roztworu
bursztynianu sodu oraz 100 pl mieszaniny weglowodoréw aromatycznych, alifatycznych lub
oleju napedowego (przygotowanych zgodnie z opisem w rozdziale 2.3, czes$¢ III)

(Rysunek II. 1).
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\
*Pobdr préobek gleby i wody z réznych miejsc (przy drogach, w okolicy stacji
benzynowych, w parku krajobrazowym, ze zbiornikéw wodnych
1 200duss| w okolicach Poznania) J
\
*Hodowla mikroorganizmdéw z pobranych prébek na podiozu zawierajacym
agar wzbogacony i olej napedowy przez 7 dni
selektywna y,
\
*Izolacja mikroorganizmdéw zdolnych do wzrostu na podtozu selektywnym
1zolhcja z dodatkiem oleju napedowego, posiewy redukcyjne
bakterii y.

/ eIdentyfikacja biochemiczna i genetycnza wyizolowanych bakterii
Identyfikacja

biochemiczna

Rysunek Il. 1. Schemat procesu izolacji i charakterystyki mikroorganizmoéw z prébek srodowiskowych

Hodowle pasazowano na swieze podioza co 7 dni, stopniowo zmniejszajac ilos¢
dodawanego roztworu bursztynianu sodu na rzecz weglowodoréow. W wyniku
prowadzonych hodowli selektywnych, po 9 tygodniach jedynym zrodiem wegla byly
odpowiednio weglowodory aromatyczne, alifatyczne lub olej napedowy w stezeniu 20 ml/I.
Mikroorganizmy utrzymywano na tym podiozu plynnym przez kolejne 2 tygodnie,
a nastepnie przeniesiono je na podioze stale, przygotowane zgodnie z opisem w rozdziale 2.3
(cze$¢ II). Réwnolegle, wyselekcjonowane bakterie przeniesiono na 24 h na podloze
z agarem wzbogaconym, a nastepnie wykonano posiewy redukcyjne w celu wyizolowania
pojedynczych kolonii.

Ekspozycje wyselekcjonowanych mikroorganizméw na weglowodory aromatyczne,
alifatyczne lub olej napedowy prowadzono przez kolejnych 12 miesigcy, przenoszac bakterie
na swieze podloze co 14 dni. Dodatkowo, co miesigc przenoszono mikroorganizmy na
7 dni do hodowli plynnej skiadajacej sie z 50 ml medium hodowlanego, 150 ul roztworu

mikroelementow, 1 ml mieszaniny odpowiednich weglowodordw lub oleju napedowego oraz
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100 pl 20% roztworu bursztynianu sodu w celu ich namnozenia i pozyskania biomasy do

dalszych analiz.

3.2.  Charakterystyka wody jeziornej

Probki wody jeziornej pobrano z dwoch zbiornikéw stodkowodnych: jezioro na terenie
Drawieniskiego Parku Narodowego, przy Rezerwacie Wydrowe tegi (W1, lokalizacja GPS:
53°15.5603" N, 16°04.1650" E) oraz Jeziora Kierskiego (W2, lokalizacja GPS: 52°42.3307" N,
16°88.7421" E). Zbiorniki te zostaly wybrane ze wzgledu na ich duze zréznicowanie pod
wzgledem odlegtosci od terendw miejskich, sposobu zagospodarowania terenow wokot
zbiornikéw oraz sposobu uzytkowania jezior. Pobrane probki wody scharakteryzowano pod
katem zawartosci masy organicznej, suchej masy, suchej masy organicznej, pH
(z wykorzystaniem pH-metru) oraz ilo$ci wystepujacych mikroorganizmow.

Aby okresli¢ ilos¢ masy organicznej obecnej w badanych préobkach wody, do probéwek
wirowkowych odmierzono 20 ml badanej wody (W1 lub W2), prébki zwazono,
anastepnie odwirowano przy predkosci 4500 g przez 15 min. Po zlaniu supernatantu zwazono
pozostata po odwirowaniu mase organiczna.

Pomiary suchej masy (SM) oraz suchej masy organicznej (SMO) w probkach
przeprowadzono w wyprazonych wczesniej tyglach porcelanowych. Tygle z prébkami
umieszczono w piecu w temperaturze 350°C na 1 h (w celu odparowania wody i uzyskania
suchej masy). Po wystygnieciu tygle wazono, a nastepnie przenoszono powtornie do pieca,
gdzie wyprazano je w temperaturze 600°C przez 2 h. Po uplywie wyznaczonego czasu
i wystygnieciu tygle wazono i okreslano zawarto$¢ suchej masy (W1) i suchej masy
organicznej (W2) w probce zgodnie ze wzorem:

Zawartosc¢ suchej masy (W1):

0pSM = Desec”Me (W1)

M, x100
gdzie: %SM - zawarto$¢ suchej masy w probce [%]; mzsgo¢c — masa tygli porcelanowych
z nawazka po suszeniu [g]; m, — masa tygli porcelanowych [g]; m,, — masa nawazki [g]
Zawarto$¢ suchej masy organicznej (W2):

% SMO = M350°Cc ~Me00 (W2)

My X100
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gdzie: % SMO — zawarto$¢ suchej masy organicznej [%]; m3sgo¢c — masa tygli porcelanowych
z nawazka po suszeniu [g]; mgg9 — masa tygli porcelanowych z nawazka po prazeniu [g];
m, — masa nawazki [g].

W celu okreslenia miana hodowli wykorzystano metode seryjnych rozcieniczen. Do
jatowych, ponumerowanych probéwek szklanych o pojemnosci 10 ml rozlano po 9 ml
roztworu soli fizjologicznej (0,85% NaCl), dodano 1 ml odpowiedniej wody pobranej
zjeziora (W1 lub W2), a nastepnie doktadnie wymieszano. Do kolejnej probowki przeniesiono
1 ml rozciennczonej wody =z probowki 1 i ponownie dokladnie wymieszano.
W ten sposéb dla kazdej badanej wody otrzymano rozcienczenia 1:1, 1:10, 1:100 i 1:1000.
Z kazdego uzyskanego rozcienczenia pobierano 0,1 ml zawiesiny bakterii, przenoszono na
podloze agarowe, a nastepnie inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 22°C. Po
uplywie doby dokonywano obserwacji oraz liczono pojedyncze kolonie w celu okreslenia

ilosci mikroorganizmow w prébkach wody wedtug wzoru (W3):

_ n

~ (10RxV) (W3)
gdzie: N - miano hodowli bakteryjnej (liczba bakterii w 1 ml) [I/ml]; n — liczba kolonii, ktore
wyrosly na plytce przy danym rozcieniczeniu; 10% — rozciericzenie hodowli; V - objetos¢

wysianej préby [ml].

3.3.  Okreslenie profilu biochemicznego mikroorganizmow

Analizy  profili ~ biochemicznych  wyselekcjonowanych  mikroorganizmoéw
przeprowadzono z wykorzystaniem systemy Vitek®2. Zawiesing komorek kazdego
z wyizolowanych szczepdw wprowadzano do karty Vitek®2 ID card, wktadano do komory
napelniajacej a po napelnieniu przenoszono do komory inkubacyjnej, gdzie odbywala sie
inkubacja i odczyt wynikow. Karty Vitek®2 ID card sktadaja sie z 47 studzienek reakcyjnych
zawierajacych substraty wymagane do identyfikacji biochemicznej mikroorganizmow.
Wyniki analizy kolorymetrycznej sa opracowywane w oparciu o dedykowana baze danych
pozwalajac na uzyskanie profilu biochemicznego oraz identyfikacje bakterii na poziomie
gatunkowym. Opisane analizy wykonano w Pracowni Mikrobiologii Wielkopolskiego

Centrum Onkologii pod kierunkiem dr hab. n.med. Zefiryna Cybulskiego.
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3.4. Identyfikacja genetyczna mikroorganizméw

Wyselekcjonowane szczepy mikroorganizmow poddano analizie genetycznej w celu
ich doktadnejidentyfikacji i okreslenia pokrewienstwa filogenetycznego. W pierwszym etapie
przeprowadzono izolacje materiatu genetycznego z uzyciem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Niemcy), a  nastgpnie  amplifikacje = bakteryjnego  regionu 165  rRNA
z wykorzystaniem starterow 8F (5% AGTTTGATCATCGCTCAG 3) i 1492R
(5" GGTTACCTTGTTACGACTT 3'). Amplifikacje przeprowadzono w nastepujacych
warunkach: 94°C przez 300 s, 3 cykle: 94°C (45 s), 57°C (30 s), 72°C (120 s); 3 cykle: 94°C
(45 s), 56°C (30 s), 72°C (120 s); 3 cykle: 94°C (45 s), 55°C (30 s), 72°C (120 s); 26 cykli: 94°C
(45 s), 53°C (30 s), 72°C (120 s) na koncu utrzymujac temperature 72°C przez 300s.
Sekwencjonowanie nukleotyddéw przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu: Big Dye®
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem, Stany Zjednoczone) i analizatora
AbiPrism® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem, Stany Zjednoczone). Homologi
uzyskanych sekwencji wyszukiwano w programie MegaBLAST ze standardowymi
ustawieniami, a drzewo pokrewienstwa filogenetycznego sporzadzono na bazie
wielokrotnego przyporzadkowania sekwencji w programie CLC Free Workbench 4.5.1
(QIAGEN Bioinformatics, Niemcy) [107]. Sekwencje genu 16S rRNA poszczegolnych
szczepow oraz ich nazwy gatunkowe zostaly zgloszone do bazy GenBank NCBI (National
Center for Biotechnology Information, Stany Zjednoczone), a badania zostaly
przeprowadzone w Katedrze Biochemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach pod

kierunkiem dr hab. Urszuli Guzik.

3.5. Ekspozycja komodrek na weglowodory aromatyczne, alifatyczne lub
olej napedowy
W celu okreslenia wplywu zanieczyszczen weglowodorowych na komorki
wyizolowanych szczepéw w kolejnych etapach prac wykorzytsywano dwie linie komoérkowe
dla kazdego z badanych szczepéw — komorki nieeksponowane (NE) oraz eksponowane (E)
(Rysunek II. 2):
e komorki nieeksponowane (NE) — utrzymywane byty przez 12 miesiecy na podiozu
stalym (agar wzbogacony) i pasazowane na $wieze podloze co 2 tygodnie
e komorki eksponowane (E) — utrzymywane byty przez 12 miesiecy na podtozu stalym

(agar-agar) z dodatkiem odpowiednich weglowodoréw: mieszaniny weglowodoréw
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aromatycznych (AR), mieszaniny weglwoodréw alifatycznych (AL.) lub oleju

napedowego (ON). Mikroorganizmy poddawane 12-miesiecznej ekspozycji na

weglowodory byly pasazowane na swieze podloze co 2 tygodnie. Okresowo,

w czasie 12-miesiecznej ekspozycji na weglowodory, z hodowli pobierane byty probki

do analiz hydrofobowosci powierzchni komorek oraz potencjatu elektrokinetycznego
Po kazdym pasazu na swieze podloze mikoorganizmy byly inkubowane przez 48-72h
w temperaturze 22°C, sprawdzano ich czystos¢ mikrobiologiczng, a nastepnie
przechowywane w loddwce do nastepnego pasazu.

Po zakoniczeniu 12-miesiecznego okresu ekspozycji na weglowodory bakterie byty

przechowywane w stanie zamrozenia (-80°C) oraz w formie liofilizowanej.

Hodowla na podiozu z dodatkiem weglowodordw
aromatycznych, alifatycznych lub oleju
napedowego

Hodowla mikroorganizméw na podiazu
selektywnym

Analizy wiasciwosci Wiasciwosci powierzchniowe,
[Enrene s przepuszczalnosc bton komaérkowych oraz
pomiar aktywnosci enzymatycznej

Analiza profli bfonowych kwasow tluszczowych,
biatek oraz zmian ekspresji genow

Testy biodegradacji weglowodordw

aromatycznych, alifatycznych i oleju Biodegradacja
napedowego

Bioaugmentacja badanymi szczepami probek
wody jeziomej zanieczyszczonej ON

Bioaugmentacja

Rysunek Il. 2. Schemat przeprowadzonych analiz w celu identyfikacji wywotanych ekspozycjag na weglowodory zmian
wiasciwosci komorek, gdzie: ON - olej napedowy
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4.  Analiza wlasciwosci powierzchniowych mikroorganizmow

41. Przygotowanie komorek do analiz
W celu otrzymania biomasy do badant odpowiednie linie komoérkowe byly namnazane
w hodowli ptynnej zawierajacej: 50 ml medium hodowlanego (MSM), 150 pl roztworu
mikroelementéw, bakterie pobrane z odpoiwedniej hodowli na podtozu statym oraz:
e 1 ml20% roztworu glukozy — komorki nieeksponowane
e 100 ul odpowiedniej mieszaniny weglowodow aromatycznych (AR),
alifatycznych (AL.) lub oleju napedowego (ON) — komorki eksponowane
Komorki w fazie wzrostu logarytmicznego (po okoto 24-72 h hodowli) odwirowywano
przy predkosci 4500 ¢ przez 10 min, w temp. 22°C i przemywano dwukrotnie sterylnym
medium hodowlanym. Nastepnie komdrki zawieszano w $wiezym medium, w objetosci

pozwalajacej na uzyskanie zawiesiny komdrek o gestosci optycznej ODeoo=1,0.

42. Transmisyjna mikroskopia elektronowa
Zawiesina komorek poddawanych analizom z wykorzystaniem transmisyjnego
mikroskopu elektronowego byta nakraplana na miedziang siatke pokryta Formvarem/ filmem
weglowym. Nastepnie komodrki kontrastowano =z zastosowaniem 2% roztworu
fosfowolframianu sodu i suszono w temperaturze pokojowej. Analize mikoroskopowa
wykonywano na aparacie JEOL JEM-1200EX II Electron Microscope (JEOL, USA) przy
napieciu przyspieszajacym 80 kV w Wydzialowej Pracowni Mikroskopii Elektronowej

i Konfokalnej Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu.

43. Mikrobiologiczna adhezja do weglowodorow

W celu okreslenia zmian hydrofobowosci powierzchni komoérek w wyniku ich
ekspozycji na weglowodory przeprowadzono analizy mikrobiologicznej adhezji do
weglowodoréw komorek nieeksponowanych (NE) oraz eksponowanych na weglowodory
przez 12 miesigcy, bazujac na metodzie opisanej przez Rosenberga [108]. Do zawiesiny
komorek (patrz sekcja 4.1, czes$¢ III) dodawano po 100 pl stezonego HCI w celu usuniecia
emulsji, wymieszano na worteksie i ponownie zmierzono ich gestos¢ optyczna (ODo).
Nastepnie do probowek o objetosci 10 ml przenoszono po 5 ml zawiesiny komdrek

i dodawano 500 ul heksadekanu, wytrzasano intensywnie i pozostawiano na 24 h do
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calkowitego rozdziatu faz. Po uplywie zadanego czasu gestos¢ optyczna fazy wodnej
mierzono spektrofotometrycznie przy dilugosci fali A=600 nm (ODx). Wartosci

mikrobiologicznej adhezji do weglowodoréw byly obliczane na podstawie wzoru (W4).

0Dy—0Dy,
0D,

MADW = | | > 100 (W4)

gdzie: ODo — gestos¢ optyczna zawiesiny komorek mierzona przy dtugosci fali 600 nm przed
dodaniem heksadekanu [-]; OD2s - gestos¢ optyczna fazy wodnej mierzona przy dtugosci fali
600 nm po dodaniu heksadekanu i rozdzieleniu si¢ faz [-]; MADW — mikrobiologiczna adhezja

do weglowodoréw [%]

44. Potencjal elektrokinetyczny i rozklad wielkosci czastek

Pomiary wartos$ci potencjatu elektrokinetycznego oraz rozktadu wielkosci czastek byty
wykonywane na aparacie Zetasizer Nano ZS. W celu okreslenia potencjatu dzeta komorek,
zawiesing mikroorganizmdéw wprowadzano do kuwety pomiarowej z dwoma elektrodami,
ktora umieszczano nastepnie w aparacie Zetasizer. Potencjal elektrokinetyczny prébek
mierzony byt przy statym pH i obliczany na podstawie réwnania Smoluchowskiego [109].

Pomiar rozkladu wielkosci czastek zdyspergowanych w cieczy byl wykonywany
poprzez umieszczenie kuwety spektrofotometrycznej zawierajaca 1 ml zawiesiny komorek
w aparacie Zetasizer. Rozklad wielkosci czastek tworzacych zawiesing bakteryjna byt
mierzony w oparciu o metode dynamicznego rozpraszania swiatlta, a nastgpnie obliczany na

podstawie réwnania Stokesa-Einsteina [109].

45.  Przepuszczalnos¢ blon komérkowych

Catkowita przepuszczalnos¢ oraz przepuszczalno$¢ wewnetrznej blony komdrkowej
mikroorganizmow eksponowanych oraz nieeksponowanych na weglowodory byta
wyznaczana z wykorzystaniem fioletu krystalicznego (catkowita przepuszczalnos¢ btony
komdrkowej) [110] lub orto-nitrofenylo-f-D-galaktopiranozydu — ONPG (przepuszczalnosc
wewnetrznej blony komdrkowej) [111].

Fiolet krystaliczny (FK) wykazuje niewielka zdolno$¢ do penetracji nienearuszonych
bton komodrkowych, jednak w przypadku uszkodzenia zewnetrznej blony komoérkowe jego
zdolnos¢ do przenikania do wnetrz komorek znaczaco wzrasta. Stad moze byc¢ on
wykorzystywany do spektrofotometrycznej oceny stanu zewnetrznej blony komorek

mikroorganizmdw, zgodnie ze wzorem (W5) [39]:
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Asgo prébkl

% FK = (W5)

Asoo roztworu FK
gdzie: % FK - ilos¢ fioletu krystalicznego przenikajacego do wnetrza komorek [%]
Asgg probki — absorbancja probki zmierzona przy diugosci fali A=590 nm; Aggq roztworu FK —
absorbancja roztworu fioletu krystalicznego o stezeniu 0,1 mg/ml zmierzona przy dtugosci fali
A=590 nm

Test z wykorzystaniem orto-nitrofenylo-f-D-galaktopiranozydu (ONPG) pozwala na
kolorymetryczna ocene zmian przepuszczalnosci wewnetrznej blony komorkowej.
W wyniku uszkodzen dwuwarstwy fosfolipidowej na skutek dziatania czynnikdw stresowych
zachodzi translokacja wewnatrzkomodrkowego enzymu p-galaktozydazy
i uwolnienie go do medium hodowlanego. Do pomiaréw ilosci uwolnionej f-galaktozydazy
wykorzystywany jest odczynnik ONPG, ulegajacy hydrolizie zachodzacej do barwnego
produktu (orto-nitrofenol — ONP) (Rysunek II. 3).

B-galaktozydaza

HO HO
HO H,0 HO
A—) Y
HO” Y~ Yo HO” Y~ YOH HO
OH NO, OH NO,

ONPG B-D-galaktoza o-nitrofenol

Rysunek II. 3. Schemat reakgji f-galaktozydazy z ONPG

Zmierzona przy dtugosci fali A=415 nm absorbancja ONP jest wykorzystywana do
obliczenia stezenia uwolnionej przez komorke p-galaktozydazy, w oparciu o prawo Lamberta-
Beera. Przepuszczalnos¢ wewnetrznej btony komdrkowej jest nastepnie obliczana zgodnie ze

wzorem (W6):

c
Ponee = gp—7 (W6)
gdzie:
Ponee  — przepuszczalno$¢ blony komorkowej wyrazona jako uwolniona p-galaktozydaza

[uM  ONP/min/ml]; C - stgzenie uwolnionej przez komorki f-galaktozydazy [mol/l];
ODsoo — poczatkowa absorbancja probki przy dtugosci fali A = 600nm [-]; T — czas inkubacji probki
z odczynnikiem ONPG [min]
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4.6. Aktywnos¢ enzymatyczna

Pomiary aktywnosci enzymatycznej wybranych biatek katalitycznych prowadzono dla
mikroorganizméw  eksponowanych na zanieczyszczenia weglowodorowe przez
12 miesiecy. Jako prébe kontrolng wykorzystano mikroorganizmy wzrastajace na podtozu
z dodatkiem glukozy. Hodowle na podlozach zawierajacych wybrane weglowodory, olej
napedowy lub glukoze przygotowano zgodnie z opisem w pkt. 4.1. Uzyskang biomase
zawieszono w 5 ml sterylnego medium hodowlanego, przeniesiono do szklanych probowek
i przeprowadzano dezintegracje komorek poprzez sonikacje (Bandelin SONOPLUS HD 2070),
na lodzie, w 5 seriach 30-sekundowych z przerwa 30 s miedzy seriami. Frakcje biatkowa
oddzielono przez wirowanie (10 000 g, 50 min, temp. 4°C). Nastepnie przeprowadzono pomiar
aktywnosci 1,2-dioksygenzay katecholowej, 2,3-dioksygenazy katecholowej oraz transferazy
glutationowej (GST).

Pomiar aktywnosci oksygenaz prowadzono zgodnie z metoda opisang przez
Wojcieszynska i in. [112]. Do probdéwek zawierajacych 20 ul wyizolowanej frakcji biatkowej
dodawano 20 pl 0.1 pmol/ml roztworu pirokatecholu oraz 960 ul 10 mM buforu
fosforanowego. Aktywnos$¢ oksygenaz (OA) mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci
fali A=260 nm (powstawanie cis,cis-mukonianu w wyniku dziatania 1,2-dioksygenazy
katecholowej) lub A=375 nm (powstawanie semialdehydu 2-mukonowego w wyniku dziatania
2,3-dioksygenazy katecholowej) w czasie 3 min. Aktywnos$¢ oksygenaz obliczono na
podstawie wzoru (W7):

SAE =22 (W7)
gdzie: SEA - specyficzna aktywno$¢ enzymatyczna [U na mg biatka] 1,2-DO lub 2,3-DO;
OA - aktywno$c¢ badanej oksygenazy obliczona na podstawie absorbancji badanej probki przy
dltugosci fali A=260 nm (cis,cis-mukonian) lub A=375 nm (semialdehyd 2-mukonowy),
w oparciu o prawo Lamberta-Beera [mol/l]; PC — stezenie biatka w probce [mg/1]

Do pomiaru aktywnosci transferazy glutationowej wykorzystano zestaw dostepny
komercyjnie (Glutatione S-Transferaze Assay Kit, Sigma-Aldrich) zgodnie z zaleceniami
producenta. Absorbancje prébek mierzono przy diugosci fali A=340 nm bezposrednio po
dodaniu odczynnikéw, co 1 min, w czasie 6 min, a uzyskane wyniki wykorzystano do

obliczenia zmiany absorbangji z czasie (AAs«w/min), zgodnie ze wzorem (W8):

Azq0 — Azq0FR—A3z40IR
min T

(W8)
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gdzie: A% — zmiana absorbancji badanej probki w czasie [1/min]; A349FR - absorbancja
probki zmierzona przy dlugosci fali A=340 nm po 6 min [-]; A349I/R — absorbancja probki
zmierzona przy dtugosci fali A=340 nm na poczatki pomiaréw [-]; T — czas [min]

Aktywnos¢ GST w probkach wyznaczono na podstawie wzoru (W9):

4340,y p

GST = —min (W9)

EXVE
gdzie: GST — specyficzna aktywno$¢ transferazy glutationowej [umol/ml/min]; V — objetos¢
badanej probki [ml]; D - rozcieniczenie badanej probki [-]; € — wspdtczynnik ekstynkcji
1-chloro-2,4-dinitrobenzenu (CDNB) [1/mM/cm]; Vg — objetos¢ wyizolowanej frakcji biatkowej

dodawanej do badanej probki [ml]

5. Szczegolowa analiza zZmian wlasciwosci komodrek

eksponowanych na weglowodory aromatyczne

5.1.  Profil blonowych kwasow tluszczowych
Do przeprowadzenia analiz btonowych kwaséw tluszczowych mikroorganizmoéw
wykorzystano metode opisana przez Sassera [113]. Do derywatyzacji badanych zwigzkow

wykorzystano nastepujace roztwory (Tabela IL 5.):

Tabela Il. 5. Sktad roztworow wykorzystywanych do derywatyzacji bakteryjnych kwaséw ttuszczowych

Symbol roztworu Skladnik 1 Masa/ Objetos¢ Skladnik 2 Objetos¢
R1 NaOH 45g H:0 150 ml
R2 CH:OH 275 ml HCI (6M) 325 ml
R3 CeHu 200 ml CsHiO 200 ml
R4 NaOH 108¢g H:0 900 ml
R5 NaCl 180,27 g H:0 500 ml

Biomase z hodowli plynnych, przygotowana zgodnie z wczesniejszym opisem
(pkt. 4.1) przenoszono do probdowek typu Pyrex® z wkiadka PTFE (Scilabware, Wielka
Brytania) i dodawano 1 ml roztworu R1 w celu uwolnienia kwasow ttuszczowych z komoérek
i przeprowadzenia ich w sole sodowe. Po wymieszaniu na worteksie przez ok. 20 s probki
ogrzewano we wrzacej tazni wodnej przez 30 min. Nastepnie, do probéwek dodawano po

2 ml roztworu R2, metylujacego uwolnione kwasy ttuszczowe, mieszano na worteksie (20 s)
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i inkubowano w tazni wodnej o temperaturze 80°C przez 15 min. Po schtodzeniu
przeprowadzano ekstrakcje uzyskanych estréw metylowych kwaséw tluszczowych poprzez
dodanie 1 ml roztworu R3. Probki delikatnie mieszano, a po rozdzieleniu si¢ faz, faze
organiczng zbierano i dodawano do niej 3 ml roztworu R4, w celu usunigecia wolnych,
niezestryfikowanych kwasoéw ttuszczowych. Emulsyfikacje probek niwelowano poprzez
dodanie 0,2 ml roztworu R5. Nastepnie do probéwek chromatorgaficznych przenoszono po
0,5 ml probek i poddawano je analizie chromatograficznej.

Probki analizowano na chromatografie gazowym HP6890 z detektorem plomieniowo-
jonizacyjnym. Rozdzial chromatograficzny prowadzono na kolumnie kapilarnej Ultra-2
(25 m x 0,22 mm x 0,33 nm; 5% fenylo — 95% dimetylopolisiloksan), jako faza stacjonarng oraz
wodorem jako gazem nosnym (natezenie przeptywu 1 ml/min). Identyfikacje estrow
metylowych kwaséw tluszczowych prowadzono z wykorzystaniem programu Sherlock 6.1
Microbial Identification System (MIDI Inc., Stany Zjednoczone) i biblioteki TSBA 6.0 [219].
Badania wykonano w Katedrze Biochemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach pod

kierunkiem dr Agnieszki Nowak.

5.2.  Profile bialkowe mikroorganizmow

Hodowle mikroorganizméw nieeksponowanych oraz eksponowanych na
weglowodory aromatyczne prowadzono w butelkach o objetosci 1000 ml, w celu uzyskania
wiekszej ilosci biomasy. Do inokulacji hodowli wykorzystano inokulum mikroorganizmow
z hodowli na bulionie wzbogaconym przygotowane odpowiednio z mikroorganizmoéw
wzrastajacych na podiozu stalym z dodatkiem weglowodoréw aromatycznych lub agarze
wzbogaconym. Przed dodaniem do hodowli mikroorganizmy z inokulum zostaly
odwirowane (4500 g, 10 min, temp. 22°C) oraz przemyte 2-krotnie $wiezym medium
hodowlanym i zawieszone w odpowiedniej ilosci sterylnego medium hodowlanego. Hodowla
zawierata: 190 ml medium hodowlanego z dodatkiem roztworu mikroelementéw
(2 ml/1), 10 ml inokulum bakteryjnego oraz 3 ml mieszaniny odpowiednich weglowodoréw
lub oleju napedowego. Schemat przeprowadzonych doswiadczen zostal przedstawiony na

Rysunku II. 4.
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R. planticola M01,
Izolacja mikroorganizmow R. ornithinelytica M03,
A.calcoaceticus M1B
|
. ) g A
Hodowla mikroorganizméw
g

7 dni 12 miesiecy 12 miesiecy 7 dni

Szczeg6towa analiza wtasciwosci komarek

Rysunek Il. 4. Schemat hodowli bakteryjnych i szczegétowych analiz modyfikacji komérek eksponowanych na
weglowodory aromatyczne

W probach zawierajacych mikroorganizmy nieeksponowane (probach kontrolnych)
jako zrodto wegla w hodowli wykorzystywano 20% roztwor glukozy, dodajac do hodowli
3 ml tego odczynnika. Hodowle inkubowano przez 7 dni w temperaturze 22°C, na wytrzasarce
orbitalnej (120 rpm), nastepnie zwirowano (4500 g, 10 min, temp. 22°C)
i przemywano $wiezym medium hodowlanym. Uzyskang biomase zawieszono w 5 ml
sterylnego medium hodowlanego, przeniesiono do szklanych probéwek i przeprowadzano
dezintegracje komodrek poprzez sonikacje (Bandelin SONOPLUS HD 2070), na lodzie,
w 5 seriach 30-sekundowych z przerwa 30 migedzy seriami. Frakcje biatkowa oddzielono przez
wirowanie (10 000 g, 50 min, temp. 4°C). Supernatant zawierajacy frakcje biatkowa
rozpipetowano do probéwek typu Eppendorf i przechowywano do dalszych analiz
zamrozony (-80°C).

Przed kolejnymi analizami prébki rozmrozono i zageszczono w koncentratorze do
objetosci ok. 50 ul przez odparowanie rozpuszczalnika przy obnizonym cisnieniu. Nastepnie
przeprowadzono pomiar stezenia wyizolowanych biatek za pomoca testu z kwasem
bis-cynchoninowym (BCA). Do probowek typu Eppendorf o objetosci 2 ml przenoszono po
2 ul wyizolowanych biatek i zawieszano w 98 ul wody destylowanej. Nastepnie do kazdej
probéwki dodawano po 2 ml Pierce™ BCA Protein Assay Kit, mieszano i inkubowano przez
30 min w termomikserze (700 rpm, 60°C). W kolejnym etapie na ptytke 96-dotkowa
przenoszono po 200 pl probek po inkubagji i mierzono spektrofotormetrycznie ich absorbancje

przy dlugosci fali A=562 nm. Stezenie wyizolowanych biatek w prdébkach obliczano na
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podstawie krzywej wzorcowej. Do przygotowania krzywej wzorcowej wykorzystano
roztwory biatka BSA o stezeniach: 250, 125, 50, 25, 5 pg/ml.

Ostatnim etapem przygotowania frakgji biatkowej do analiz proteomicznych byto ich
trawienie z wykorzystaniem trypsyny. Trawieniu poddawano probki zawierajace po 10 pg
biatka przenoszono do probdéwek o objetosci 500 ul, a objetos¢ frakgji biatkowej dodawanej do
probéwek obliczono na podstawie wynikéw pomiaréw z testu BCA. Nastepnie probki
uzupelniono woda dejonizowana do 10 ul, dodawano po 15 ul 50 mM wodoroweglanu amonu
i 1,5 pl ditiotreitolu (DTT) i inkubowano 5 min w temp. 95°C w celu zredukowania mostkow
dwusiarczkowych wystepujacych miedzy grupami tiolowymi aminokwasdéw cysteiny. Po
inkubacji przeprowadzano alkilacje grup tiolowych, uniemozliwiajaca odtworzenie mostkéw
siarczkowych poprzez dodanie 3 ul jodoacetamidu (IAA) i inkubacje 20 min w temperaturze
pokojowej w ciemnosci. Trawienie biatek zrealizowano poprzez dodanie do prébek po 2 ul
trypsyny o stezeniu 0,1 pg/ul i inkubacje w tazni wodnej w temp. 37°C przez noc. Powstajace
w wyniku trawienia trypsyna fragmenty peptydowe o rdznej dilugosci analizowano
z wykorzystaniem chromatografii cieczowej ze spektrometria mas pod kierunkiem
dr hab. Magdaleny tuczak, prof. IChB PAN w Europejskim Centrum Bioinformatyki
i Genomiki w Poznaniu.

Do analiz proteomicznych wykorzystano chromatograf cieczowy sprzezony
z tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS). Analizy dla nieznakowanych probek
(metoda label-free) prowadzono zgodnie z podejsciem proteomicznym dla probek
zawierajacych 1,5 pg zawiesiny strawionych biatek. Prébki nastrzykiwane byly automatycznie
na uklad chromatograficzny Dionex UltiMate 3000 wyposazony w przedkolumne (RP C18)
oraz kolumne analityczna (RP C18 Acclaim PepMap, o $rednicy 75 pm x 25 cm, ziarnach 2 pm
i érednicy porow 100 A). Analize kazdej probki prowadzono w dwodch powtdrzeniach.
Z uzyciem dwdch faz A: 0,1% kwas mréwkowy w wodzie destylowanej; oraz B: 0,1% kwas
mréwkowy w 90% acetonitrylu. Elucje prowadzono ze statym przeptywem 300 nl/min
w gradiencie od 5% do 65% fazy B w czasie 230 min, a eluent poddawano analizie
z wykorzystaniem wysokorozdzielczego spektrometru masowego Q-Exactive Orbitrap ze
zrodtem typu electrospray. Analizy przeprowadzano w rozdzielczosci 70 000 w trybie MS
oraz 17 500 w trybie MS/MS. Zakres skanéw w trybie MS ustawiony byt na peptydy o masach
od 350 do 2 000 m/z.
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Do identyfikacji oraz analiz statystycznych uzyskanych wynikéw wykorzystano
oprogramowania MaxQuant (wersja 1.5.1.2) oraz Perseus (wersja 1.4.1.3) oraz bazy danych
SwissProt/Uniprot. Analizy ilosciowe wykonano na podstawie intensywnosci i powierzchni
pikow z widma MS (LFQ, label-free quantification), wyznaczajac $rednig intensywnosc i jej
odchylenie standardowe dla wszystkich grup eksperymentalnych. Poprzez pordwnanie
srednich intensywnosci LFQ wyznaczonych dla dwoch grup eksperymentalnych wyliczano
krotnos¢ zmian (fold change), a biatka byly uznawane za rdznicujace jesli krotno$¢ zmian
pomiedzy grupami wynosila co najmniej +/-2 ze statystyczna istotnoscia p < (0.01), oraz zostaty

zidentyfikowane z uzyciem co najmniej 2 peptydow.

5.3.  Analiza losowych amplifikacji polimorficznego DNA (PCR-RAPD)
Do izolacji materiatu genetycznego z hodowli komorek przeprowadzonych zgodnie ze
wczesniejszym opisem (pkt. 4.1) wykorzystano zestaw GenElute™ Bacterial Genomic DNA
Kit (Sigma-Aldrich). Izolacje przeprowadzono zgodnie z procedura zalecang przez
producenta, a stezenie wyizolowanego DNA zmierzono spektrofotometrycznie. Nastepnie
przeprowadzono reakcje losowej amplifikacji polimorficznych fragmentéw DNA
(PCR-RAPD) z wykorzystaniem 80 réznych starteréow, sekwencje wybranych z nich zostaty

przedstawione w tabeli (Tabela II. 6).

Tabela 1l. 6. Sekwencje wybranych starterow wykorzystanych w reakcji losowej amplifikacji polimorficznych
fragmentow DNA

Symbol startera Sekwencja nukleotydowa
A2 5 TGCCGAGCTG 3’
A3 5 AGTCAGCCAC 3
A4 5" AATCGGGCTG ¥
A9 5 GGGTAACGCC ¥

Mieszaning reakcyjna przygotowano na plytkach 96 dotkowych, a w jej skiad
wchodzito: 1 pg wyizolowanego DNA; 0,2 mM dNTP; 2,5 ul buforu reakcyjnego; 1,5 mM
MgClz; 0,2 pl startera; 1 U polimerazy Taq DNA oraz 18 ul wody dejonizowanej. Reakcje
prowadzono w termocyklerze (Mastercycler ep Gradient5341, Eppendorf) zgodnie
z programem (40 cykli): 30 s denaturacji (92°C), 30 s aniling 31°C; 1 min polimeryzacja (72°C).

Zamplifikowane fragmenty rozdzielano elektroforetycznie w 2% zZelu agarozowym
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z dodatkiem 500 ng/ml bromku etydyny i wizualizowano pod lampa UV (GelDoc-ItImaging
System, UVP).

6.  Analizy chromatograficzne

6.1. Hodowle do testow biodegradacji

Hodowle do testéw biodegradacji odpowiednich weglowodoréw, do analizy
porownawczej zdolnosci  degradacyjnych ~ mikroorganizméw  eksponowanych
i nieeksponowanych na weglowodory, przygotowano w butelkach o pojemnosci 100 ml. Do
kazdej butelki wprowadzono 19 ml medium MSM, 1 ml odpowiedniego inokulum
bakteryjnego (przygotowane z odpowiedniej linii komoérek testowanych bakterii, ODesoo= 1,0),
150 pl roztworu mikroelementdéw oraz 50 pl odpowiedniej mieszaniny weglowodoréw, oleju
napedowego lub 10% roztworu bursztynianu sodu. Kontrole abiotyczng prowadzono
w ukfadach identycznych jak proby badawcze, jednak zamiast inokulum bakteryjnego
dodawano 1 ml medium MSM. Szczelnie zamkniete butelki inkubowano na wytrzasarce
(120 rpm) w temp. 22°C przez 7 lub 14 dni. Kazda hodowle wykonano w trzech powtérzeniach
dla kazdego z analizowanych okreséow inkubacji. Po uplywie 7 lub 14 dni hodowle
przenoszono do zamrazarki w celu zatrzymania proceséw degradacyjnych i przechowania
prob do dalszych analiz.

Hodowle biodegradacyjne do oceny mozliwosci wykorzystania uzyskanych szczepéw
W usuwaniu zanieczyszczen weglowodorowych z probek wodnych prowadzono analogiczne
jak przedstawione powyzej préby, jednak zamiast medium w badaniach wykorzystano
Swieze probki wody pobranej z zbiornikow W1 i W2. Inokulum bakteryjne stanowit uklad
skladajacy sie¢ z trzech testowanych bakterii (R. planticola MO1, R. ornithinolytica MO3,
A. calcoaceticus M1B, w stosunku 1:1:1, sumaryczne ODeo = 1,0) nieeksponowanych na
weglowodory lub eksponowanych na weglowodory aromatyczne, alifatyczne lub olej
napedowy przez 12 miesiecy w rownych stosunkach, dla ktérych sumaryczna gestosc
optyczna wynosita jeden. Jako prébe odniesienia wykorzystano hodowle sktadajace sie
z $wiezych probek odpowiedniej wody (zawierajacych tylko mikroorganizmy
autochtoniczne) oraz oleju napedowego, natomaist jako kontrole abiotyczne wykorzystano

hodowle przygotowane w oparciu o odpowiednia wode wyjalowiona w autoklawie.
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Wszystkie probki inkubowano 7 lub 14 dni, a nastepnie przechowywano zamrozone do

dalszych analiz.

6.2.  Przygotowanie prob chromatograficznych
W celu przeanalizowania pozostatosci weglowodoréw z badanych probek,
przeprowadzano ekstrakcje heksanem. Do zamrozonych préobek dodawano po 10 ml heksanu
i 10 pl etylobenzenu jako standardu wewnetrznego, inkubowano w temperaturze pokojowej
do rozmarzniecia pozostalosci hodowli, doktadnie wytrzasano, a po rozdzieleniu si¢ faz do

fiolek chromatograficznych pobierano 1 ml probki z kazdej hodowli.

6.3.  Analiza chromatograficzna

Analize chromatorgraficzng prowadzono na chromatografie Pegasus 4D GCxGC-
TOFMS (Leco), wyposazonym w autosampler (Gerstel). Rozdzial prowadzono na kolumnie
BPX-5 (28 m, 250 um, 0.25 pum). Jako gaz nosny zastosowano hel w przeptywie 1 ml/min,
temperature dozownika ustawiono na 250°C. Nastrzykiwano 1 ul probki. Przez pierwsze
2 min analizy na piecu utrzymywana byla temperatura 40°C, nastepnie narost temperatury
wynosit 15°C/min do osiggniecia 300°C. Koncowa temperatura utrzymywana byla przez
3 min. Chromatograf sprzezony byt ze spektrometrem mas, ktéry prowadzit analizy eluentu
z kolumny z wykorzystaniem zrddia jondw pracujacego w trybie jonéw dodatnich.
Temperatura zrddta jondw wynosita 250°C, a energia 70 eV. Analizy ilosciowe prowadzone
byty dla jonéw o masie 57 (weglowodory alifatyczne), 91 (weglowodory aromatyczne) lub dla
catego widma (analizy degradacji ON). Do analizy danych wykorzystano program Chroma

TOF-GC v4.51.6.0.

7. Analiza metagenomowa

Izolacje materiatu genetycznego z probek prowadzono zgodnie z opisem w sekgji 5.3.
Wyizolowane DNA przebadano pod katem ilosciowym i jako$ciowym z wykorzystaniem
spektrofotometru. Probki zabezpieczono parafilmem i przekazano do dalszych analiz do
firmy Genomed. Zgodnie z dostarczonym przez firme¢ Genomed raportem sekwencjonowania
genomowego, analiza metagenomiczna genu kodujacego 16S rRNA zostata przeprowadzona

na bazie hiperzmiennego regionu V3-V4 genu 16S rRNA.
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Do amplifikacji wybranego regionu i przygotowania biblioteki zostaly uzyte
specyficzne sekwencje primerdw 341F oraz 785R. Reakcje PCR przeprowadzono z uzyciem Q5
Hotstart High-Fidelity DNA Polymerase (NEBNext), w warunkach zgodnymi z zaleceniami
producenta. Sekwencjonowanie odbyto si¢ na sekwenatorze MiSeq, w technologii paired-end
(PE), 2x250nt, z wuzyciem zestawu odczynnikéw MiSeq Reagent Kit v2, zgodnie
z zaleceniami producenta (Illumina). Automatyczna analiza danych zostata przeprowadzona
na aparacie MiSeq z uzyciem oprogramowania MiSeq Reporter (MSR) v2.6, protokot 16S
Metagenomics. Analiza skladata si¢ z trzech etapow:

1) automatyczne demultipleksowanie probek,

2) generowanie plikow fastq, zawierajacych surowe odczyty,

3) klasyfikacja odczytow typu paired-end, w poszczegolnych kategoriach

taksonomicznych

Protokot 16S Metagenomics zapewnia klasyfikacje odczytow do poziomu gatunku,
opierajac si¢ na bazie danych sekwengji referencyjnych Greengenes v13_5, zmodyfikowanej
przez Illumine. Przygotowanie referencyjnej bazy danych sekwencji referencyjnych
obejmowato:

» odfiltrowanie sekwengji o dtugosci krotszej niz 1250 par zasad (pz);

» odfiltrowanie sekwencji zawierajacych wiecej niz 50 zasad zdegenerowanych

M, R, W,S,Y,K,V,H, D, B, N);
» odfiltrowanie sekwencji niepenie sklasyfikowanych (brak klasyfikacji do poziomu

rodzaju lub gatunku).

8.  Analiza statystyczna wynikow

Wszystkie pomiary byly wykonywane w trzech powtdrzeniach, dla ktérych wyliczano
srednig arytmetyczna oraz wariangje i odchylenie standardowe. W kolejnym etapie wykonano
analize wariancji i sprawdzono istotno$¢ réznic miedzy seriami pomiaréw za pomoca testu
t-Studenta. W przypadkach, kiedy wariancje poréwnywanych serii pomiarowych nie byly
rowne stosowano poprawke Cochrana-Coxa [114]. Obliczenia oraz wykresy wykonano za

pomoca oprogramowania SigmaPlot 11.0 (Systat Software).
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WYNIKI BADAN, ICH ANALIZA I DYSKUSJA

1. Izolacja i selekcja mikroorganizmow

Pierwszym etapem prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej badan byto
pozyskanie szczepéw mikroorganizmoéw zdolnych do degradacji weglowodorow
ropopochodnych. Pobrane z okolic stacji benzynowych, parku narodowego oraz brzegu
jeziora probki gleby oraz wody po przetransportowaniu do laboratorium zostaly poddane
czynno$ciom analitycznym.

Przeprowadzone hodowle selektywne pozwolily na wyizolowanie dziewieciu
szczepoéw bakteryjnych zdolnych do wzrostu na podlozu zawierajacym olej napedowy. Na
podstawie rezultatow badan biochemicznych, z wykorzystaniem bazy danych aparatu
Vitek® 2, przeprowadzono wstepna identyfikacje wyizolowanych mikroorganizmoéw na
poziomie gatunkowym i przyporzadkowano wyizolowane bakterie do nastepujacych
gatunkow: Pseudomonas fluorescens M01-1; Pseudomonas putida M01-2; Pseudomonas alcaligenes
MO02-1; Pseudomonas putida M02-2; Pseudomonas putida M03-1; Pseudomonas mendocina M03-3;
Acinetobacter genomospecies M1B; Ochrobactrum anthropi M1D; Ochrobactrum anthropi M2B.
Wyniki przeprowadzonych prob biochemicznych zostaty zebrane w Tabeli S1.

Sposrdd 47 przebadanych substratow reakcyjnych, wyizolowane bakterie nie byty
zdolne do wykorzystania 23 zwigzkéw, a jedynym substratem metabolizowanym przez
wszystkie badane szczepy byla arylamidaza tyrozynowa (TyrA). Analizujac roznice
pomiedzy poszczegdlnymi szczepami, nalezy zauwazy¢, ze w obrebie rodzaju Pseudomonas
moza wyroznic trzy gtéwne grupy biochemiczne. Do pierwszej grupy nalezy zaliczy¢ szczep
P. fluorescens MO01, charakteryzujacy sie jako jedyny z wizolowanych mikroorganizméw
z rodzaju Pseudomonas do metabolizowania arylamidazy glicynowej (GlyA) oraz malonianéw
(MNT). Ponadto, w odroznieniu od innych szczepdéw z rodzaju Pseudomonas, szczep
P. fluorescens MO1 nie posiadal zdolnosci do asymilacji kwaséw jabtkowego
i mlekowego (ILATa; IMLTa). Do drugiej wyrdzniajacej si¢ grupy mikroorganizméw
w obrebie rodzaju Pseudomonas nalezy zaliczy¢ szczepy P. putida M01-2, P. putida M02-2 oraz
P. putida M03-1. Wyrdzniaja si¢ one zdolnoscia do asymilacji histydyny. Dodatkowo, szczep
P. putida M01-2 jako jedyny sposrod analizowanych posiadat zdolnos¢ do metabolizowania

sacharozy. Ostatnia, trzecia grupa szczepéw w obrebie rodzaju Pseudomonas wyrozniata sie
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brakiem zdolno$ci do alkalizacji mleczanu, odpornosci na pochodne pterydyny, nie posiadaty
tez y-glutamylo transferazy i nie rozkltadaly mannozy (dAMNE) i kumaranéw (CMT). Szczepy
P. alcaligenes M02-1 i P. mendocina M03-3, ktore nalezy zaliczy¢ do tej grupy wykazywaty
rowniez niewielkie rdéznice pomiedzy soba, ~poniewaz bakterie z gatunku
P. alcaligenes M02-1 nie rozkladaty glukozy (dGLU) i cytrynianu sodu oraz nie alkalizowaty
bursztynianu (SUCT). Z kolei mikroorganizmy P. mendocina M03-3 rozkladaty malonian
(MNT) oraz wytwarzaty arylamidaze p-alaniny pNA (BAlap). Pozostale wyizolowane
bakterie naleza do rodzajow Acinetobacter oraz Ochrobactrum. Jedyny wyizolowany z rodzaju
Acinetobacter szczep Acinetobacter genomospecies M1B charakteryzowatl sie zdolnosciag do
metabolizowania celobiozy (dCEL). Dwa szczepy zaklasyfikowane jako przedstawiciele
gatunku Ochrobactrum anthropi, M1D i M2B, wyrodznialy si¢ sposrod innych szczepow
zdolnoscig do wytwarzania ureazy i arylamidazy pirolidonylowej, metabolizowania tagatozy
i rozkladu odczynnika Ellman’a. Ponadto, szczep O. anthropi M1D jako jedyny sposrod
wyizolowanych szczepéw byt zdolny do rozktadu rybitolu (ADO).

W drugim etapie procesu selekcji mikroorganizmow wyizolowane poczatkowo
mikroorganizmy przeniesiono na podloze minimalne agar-agar zawierajace olej napedowy
jako jedyne zrodio wegla. Po czterech tygodniach hodowli, trzy sposréd wyizolowanych
szczepow, zdolne do wzrostu na tym podtozu selektywnym, zostaly poddane szczegotowym
analizom genetycznym. Przeprowadzone sekwencjonowanie regionu 16S rRNA oraz analiza
uzyskanych wynikow w oparciu o program MegaBlast (NCBI), pozwolily na
zidentyfikowanie badanych szczepéw mikroorganizmdéw na poziomie molekularnym. Dla
kazdego z badanych szczepéw wykonano drzewo podobienstwa filogenetycznego,
a sekwengje zidentyfikowanych mikroorganizméw zostaty zgloszone do bazy GenBank,
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Rysunek III. 1).

Zestawienie wynikéw identyfikacji genetycznej przedstawiono w Tabeli III. 1,
z uwzglednieniem numeréw w bazie GenBank przypisanych poszczegdlnym szczepom oraz
zrodla pochodzenia bakterii, a w dalszej czesci pracy do opisu mikroorganizméw uzywane

beda nazwy zgodne z wynikami identyfikacji genetycznej bakterii.
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@ Raoultella planticola ATCC 33531 (NR_024996)

Klebsiella planticola 7444 (Y17663)
—ft Raoultella p IL11 (KT361501)
Kiebsiella planticola (AF181574)
Raoultella omithinolytica PSB18 (HQ242731)
_:o Raoultella omithinolytica 121 (KT767970)

Raoultella ornithinolytica CD42 (KJ5421120

Raoultella omnithinolytica ZJ18 (KP405224)
Raoultella ornithinolytica C8 (JF418157)

Kiebsiella planticola DR3 (X93216)

Klebsiella trevisanii ATCC 33558T (AF129444)

Raoultella planticola 232-2 (AB683254)

Raoultella planticola ATCC 33531 (NR_119279)
Raouitelia planticola DSM 3069 (NR_119214)
Raoultella planticola NBRC 14939 (NR_113701)

Numer GenBank: KX.667738.1

B * omithinolytica TM2-1 (KX237937)

Citrobacter gillenii KAR8 (KR054970)
¥XB (KT075214)

BF2 (GU227426)

MO3
Raoultella ornithinolytica PA544 (KT248053)

p jae QLR-1 (KM096433)
[ Raoultella omithinolytica PSB17 (HQ242730)
L . ica PSB19 (HQ242732)
| @ Raoultella planticola L45 (KU179368)
L Raoultella planticola IL11 (KT361501)
Raoultella orni tica A-BT (KJBOB430)

® Raoultella ornithinolytica 121 (KT767970)
[—.Raauhelfa ornithinolytica LAMA 1134 (KM2727986)
L Raoultell hinolytica B6 (NR_102983)

Numer GenBank: KX.667739.1

C ® Acinetobacter sp. SD1 (JN256940.1)

Acinetobacter oleivorans A-X5C (KJ806442.1)
_L_l—< Acinetobacter oleivorans S11806 (KF956612.1)
Acinetobacter sp. KL1(2010) (GU566317.1)
h‘ Acinetobacter calcoaceticus EU99 (JF681294.1)
" Acinetobacter sp. MSG8 (FJ848381.2)

szczep_M18B

_1 : Acinetobacter calcoaceticus H3 (KJ149815.1)
Acinetobacter pittii LMG 1035 (NR_117930.1)

Acinetobacter pittii NBRC 110510 (LC014144.1)
Acinetobacter baumannii Ab8 (AY847284.1)
Acinetobacter sp. SKDLU (AB774229.1)

Acinetobacter sp. GSN20 (KF815699.1)

Acinetobacter genomosp. 3 LUH 6175 (FJ860875.1)

Numer GenBank: KU.563543.1

Rysunek Ill. 1. Drzewa pokrewienstwa filogenetycznego skonstruowane dla wyizolowanych mikroorganizméw na podstawie

bazy NCBI: R. planticola M01 (A); R. ornithinolytica M03 (B); A. calcoaceticus M1B (C)

Ki g pr iae QLR
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Tabela Ill. 1. Wyniki identyfikacji genetycznej, numery w bazie GenBank oraz pochodzenie prébek, z ktérych wyizolowano
mikroorganizmy

Wynik identyfikacji Numer w bazie GenBank

Oznaczenie (skrot) ] Pochodzenie probki
genetycznej NCBI

Gleba na terenie stacji
MO1 Raoultella planticola M01 KX.667738.1

benzynowej

Gleba na terenie stacji
MO03 Raoultella ornithinolytica M03 KX.667739.1

benzynowej

Gleba przy brzegu
M1B Acinetobacter calcoaceticus M1B KU.563543.1

jeziora

Mikroorganizmy z rodzaju Raoultella zostaly wydzielone na podstawie testow
genetycznych z rodzaju Klebsiella w 2001 r., naleza do rodziny Enterobacteriaceae, rzedu
Enterobacteriales, klasy Gammaproteobacteria, typu Proteobacteria. Te gram-ujemne pateczki sa
bakteriami tlenowymi, zdolnymi do wzrostu réwniez w warunkach beztlenowych,
fermentujac glukoze do 2,3-butanediolu jako gtéwnego produktu proceséw anaerobowych.
W testach biochemicznych charakteryzuja si¢ negatywnym wynikiem badania na obecnos¢
oksydazy i pozytywnym wynikiem dla katalazy. Wyrdzniaja si¢ takze zdolnoscia do wzrostu
w temperaturze 10°C, a izolowane sa z probek srodowiskowych pochodzacych
z wody, gleby i roslin [115].

Z kolei bakterie Acinetobacter, naleza réwniez do typu Proteobacteria, klasy
Gammaproteobacteria, natomiast na poziomie rzedu klasyfikowane sg jako Pseudomonadales,
rodzina Moraxellaceae i zostaly wydzielone jako osobny rodzaj w 1954 r. Bakterie te
powszechnie zasiedlaja wode stodka, glebe i Scieki, stanowiac znaczaca grupe organizméw
tlenowych w tych srodowiskach. Mikroorganizmy z rodzaju Acinetobacter sa scisle tlenowymi
pateczkami, uzyskujacymi negatywny wynik w testach biochemicznych na obecnos¢
oksydazy i pozytywny w stosunku do katalazy. Sa zdolne do wykorzystywania szerokiej
gamy zwigzkéw organicznych jako zrédla wegla, rowniez weglowodorow alifatycznych
i aromatycznych. Ich cechg charakterystyczna jest brak zdolnosci do wbudowywania zawartej
w podlozu tyminy lub tymidyny w fanicuch DNA oraz produkcja heteropolisacharydowego

emulsanu podczas wzrostu na hydrofobowych substratach [116].
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Wyizolowane szczepy roznily sie od siebie w znaczacym stopniu w testach
biochemicznych, a gtéwne réznice biochemiczne pomiedzy trzema wybranymi do dalszych

badan szczepami zostaly zaprezentowane w Tabeli III. 2.

Tabela Ill. 2. Gtéwne réznice biochemiczne pomiedzy szczepami R. planticola M01, R. ornithinolytica M03 i A. calcoaceticus
M1B

Odczynnik MO01 MO03 MiB Odczynnik MO01 MO03 MiB
L-prolino-arylamidaza + + - cytrynian sodu - + +
L-kwas mlekowy (alkalizacja) + - + L-histydyna (asymilacja) - - +
arylamidaza glicynowa + - - D-cellobioza - - +

2,4-diamino-6,7-

+ - + Y-glutamilo transferaza + - -
diizopropylopteridyna (opornosc)
maltoza - + - kwas hydroksycynamonowy + - +
kwas bursztynowy (alkalizacja) + + - kwas mlekowy (asymilacja) - + -
L-kwas jatbkowy (asymilacja) - + - [-alanino-arylamidaza-pNA + + -
mannoza - - +

Kazdy z badanych szczepdéw posiadat unikalng zdolnos¢ do metabolizowania
charakterystycznego substratu. W przypadku szczepu R. planticola M01 nalezy zwrdci¢ uwage
na produkcje arylamidazy glicynowej, umozliwiajacej hydrolize wigzait w biatkach oraz
v-glutamilo transferazy. Szczep R. ornithinolytica MO3 charakteryzowat sie¢ zdolnoscia
do metabolizowania maltozy oraz asymilacji kwasu jabtkowego i mlekowego. Z kolei szczep
A. calcoaceticus M1B wyrozniat sie metabolizowaniem mannozy i D-cellobiozy oraz asymilacja
L-histydyny.

Wyizolowane z probek srodowiskowych mikroorganizmy zdolne do wzrostu na
podtozu zawierajacym weglowodory jako jedyne zrodto wegla zostalty wybrane do dalszych
analiz umozliwiajacych ocene wptywu dtugotrwalej ekspozycji na weglowodory alifatyczne,
aromatyczne lub olej napedowy na zdolnosci degradacyjne oraz wybrane wlasciwosci

bakterii.
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2. Ekspozycja na weglowodory i jej wplyw na wlasciwosci komorek

Charakteryzujace sie duzymi zdolnosciami adaptacyjnymi bakterie zdolne sa do
przetrwania w niesprzyjajacych warunkach srodowiska oraz modyfikacji wlasciwosci
powierzchniowych komdrek w celu ewolucyjnego przystosowania do nowych warunkow
bytowania [117]. W niniejszej pracy podjeto préobe wywolania zmian adaptacyjnych
w komorkach eksponowanych przez okres 12 miesiecy na weglowodory alifatyczne,
aromatyczne lub olej napedowy. Komdrki eksponowane na wybrane zanieczyszczenia
weglowodorowe zostaty nastepnie poddane wieloaspektowym analizom majacym na celu
precyzyjne zdefiniowanie zmian zachodzacych pod wplywem czynnika stresowego. W tym
celu zbadano morfologie powierzchni komoérek z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM), hydrofobowos¢ powierzchni oraz potencjat elektrokinetyczny bakterii,
a takze rozklad wielko$ci czastek, przepuszczalno$¢ catkowita oraz wewnetrzng btony
komodrkowej i aktywnos¢ wybranych enzymow. Uzyskane wyniki poréwnywano
z wartosciami otrzymanymi dla komodrek nieeksponowanych na weglowodory,
utrzymywanych na podiozu statym (agar wzbogacony), dla ktédrych w hodowlach ptynnych
zrodtem wegla byta glukoza.

2.1.  Transmisyjna mikroskopia elektronowa

Do poréwnania zmian morfologii komorek trzech badanych szczepéw pod wplywem
dtugotrwalej ekspozycji na weglowodory alifatyczne, aromatyczne lub olej napedowy
wykorzystano mikroskop JEOL JEM-1200EX II przy napieciu przyspieszajacym 80 kV.
Analizy zmian morfologii komdrek bakterii prowadzono przy powigkszeniu 10 000 razy,
a komorki kontrastowano z zastosowaniem 2% roztworu fosfowolframianu sodu. Zdjecia
przedstawiajace mikroorganizmy nieeksponowane i eksponowane na zanieczyszczenia
weglowodorowe zostaly przedstawione na Rysunku IIL. 2.

Zaprezentowane zdjecia pozwalaja na obserwacje znaczacych réznic w wygladzie

wszystkich badanych komoérek w wyniku przeprowadzonej ekspozycji.
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Komarki Komoreki eksponowane

nieeksponowane

w. aromatyczne w. alifatyczne olej napedowy

D.

Rysunek Ill. 2. Zdjecia komoérek nieeksponowanych i eksponowanych na zanieczyszczenia weglowodorowe szczepow
R. planticola M01 (A-D); R. ornithinolytica M03 (E-H) oraz A. calcoaceticus M1B (I-L)
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W poréwnaniu do komdrek z préby kontrolnej (nieeksponowanych), ekspozycja na
zanieczyszczenia weglowodorowe we wszystkich badanych przypadkach skutkowata
,oplaszczeniem” badanych mikroorganizmoéw, uniemozliwiajacym dokladng analize
powierzchni po wybarwieniu oraz skroceniem i ,napuchnigeciem” komorek.

Najistotniejsze zmiany wystapity w wyniku ekspozycji na weglowodory aromatyczne,
gdyz komorki eksponowane na zwiagzki monopierscieniowe sa znacznie krotsze od
odpowiadajacych im w probie kontrolnej. Ponadto, intensywna produkcja substancji
zewnatrzkomdrkowych uniemozliwia prawidtowe przylaczanie barwnika kontrastujacego,
wiec powierzchnia komorek sprawia wrazenie jednolitej. Bakterie w probach odniesienia
posiadajq wyraznie pofatdowana, mozaikowq strukture powierzchni. Natomiast wydzielane
przez mikroorganizmy w  niekorzystnych  warunkach srodowiska substancje
zewnatrzkomdrkowe petnia funkcje ochronng, tworzac trudno przepuszczalng bariere,
a takze wspomagaja emulgacje zanieczyszczen i ich aktywny transport do wnetrza komorek.
Przyklad takich substancji wydzielanych intensywnie przez komorke i , optaszczajacych” ja
widoczny jest w przypadku komodrek szczepu A. calcoaceticus M1B eksponowanych na
weglowodory alifatyczne (Rys. III. 2. K). Substancje wydzielane przez komorki wspomagaja
takze procesy laczenia si¢ i agregacji mikroorganizméw [103,104] (Rys. IIL. 2. F). Dziatanie
emulgujace wydzielanych przez komorki zwiazkéw mozna zaobserwowac na Rysunku III. 2.
B, G, H, ], K, L; gdzie widoczne sa krople zdyspergowanych zanieczyszczen, a takze
przyczepione do powierzchni komorek niewielkie, okragle struktury, ktére moga by¢
identyfikowane jako pecherzyki blonowe (OMYV). Roéwniez mikroorganizmy eksponowane na
mieszanine zwiazkow jaka jest olej napedowy (Rysunek III. 2. D, H, L) wykazywaty podobna
tendencje do zwiekszenia objetosci i zmniejszenia dtugosci komorek, jednak wystepujaca na
ich powierzchni warstwa substancji zewnatrzkomorkowych nie byta tak gruba i jednorodna
jak w przypadku bakterii eksponowanych na weglowodory alifatyczne oraz aromatyczne, co
umozliwito cze$ciowe wybarwienie powierzchni badanych komorek. Warte uwagi sa rowniez
obecne w komdrkach eksponowanych szczepu R. planticola MO1 (Rysunek III. 2. C) jasniejsze
plamy, ktére mozna zidentyfikowac jako ciatka inkluzyjne, stuzace do magazynowania
trudno-degradowalnych i toksycznych substancji w postaci niezmienionej, wewnatrz

cytoplazmy. Widoczne na niektorych zdjeciach podziaty komérkowe, $wiadcza o zachowaniu
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przez bakterie zdolnosci do namnazania si¢ i braku przejscia w faze VBNC wystepujaca

w wyniku dziatania ekstremalnych warunkéw stresowych.

2.2.  Mikrobiologiczna adhezja do weglowodorow

Jednym z czynnikéw mogacych limitowac¢ przylaczenie sie i efektywny transport
zanieczyszczen weglowodorowych do komdrek jest ich hydrofobowy charakter.
Mikroorganizmy wzrastajace na podiozach zawierajacych hydrofobowe Zrodlta wegla sa
zdolne do modyfikacji charakteru swojej powierzchni w kierunku cech umozliwiajacych
lepsza adhezje i zwiekszajacych biodostepnos¢ zanieczyszczen. Pomiary zmian
hydrofobowosci ~ powierzchni ~ komdrek  badanych  szczepéw  przeprowadzono
z wykorzystaniem metody mikrobiologicznej adhezji do weglowodorow (MATH), a wyniki
przeprowadzonych analiz przedstawione sa na Rysunku III. 3 i w Tabeli III. 3.

Poczatkowe wartosci hydrofobowosci powierzchni komdrek wszystkich badanych
szczepéw miescity si¢ w zakresie przypisywanym charakterowi hydrofilowemu, i nie
przekraczaty 14%. W przypadku wszystkich badanych mikroorganizmdéw istotne zmiany
wartosci hydrofobowosci powierzchni komorek nastepowaly w ciagu pierwszego miesigca
i pomimo niewielkich fluktuagcji utrzymywaly sie na poréwnywalnym poziomie przez caty
okres prowadzenia ekspozycji (Rysunek III. 3). Analizujac wartosci w Tabeli III. 3 mozna
stwierdzi¢ znaczaca modyfikacje charakteru powierzchni komoérek w kierunku cech
hydrofobowych w wyniku ich ekspozycji na zanieczyszczenia weglowodorowe po
12 miesigcach ekspozydji.

Najwiekszy wzrost mikrobiologicznej adhezji do weglowodoréw dla trzech
testowanych szczepow miat miejsce w przypadku ekspozycji na weglowodory aromatyczne.
Szczep R. planticola MO1 charakteryzowat si¢ 6-krotnym wzrostem wartosci CSH (z 6,72% do
36,8%) komorek poddanych ekspozycji tymi zwigzkami. Natomiast szczepy R. ornithinolytica
MO03 i A. calcoaceticus M1B zwigkszyly hydrofobowos¢ powierzchni komdérek odpowiednio do
44,95% oraz 37,15% po 12 miesigcach kontaktu z mieszanig zwigzkéw aromatycznych.
Dodatkowo, hydrofobowos¢ powierzchni szczepu A. calcoaceticus M1B byla najwyzsza po
pierwszym miesigcu ekspozycji na weglowodory aromatyczne, lecz w kolejnych miesigcach
prowadzenia analiz nastapilo obnizenie warto$ci CSH, ktore utrzymywato si¢ na statym

poziomie (Rysunek III. 3 C).
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Caas [miesiace] Czas [miesigce]

Tabela Ill. 3. Wartosci hydrofobowosci powierzchni komérek

60, C. w probie kontrolnej oraz po 12 miesigcach hodowli na
podtozach selektywnych

50|
F ¢ Hydrofobowos¢ powierzchni komérek [%]
o 40|
z Q*z ’*'::ét s PK AR AL ON
S zcze
5w, ‘ @ 3 ¢ ‘ ® ¥ ® ¥ ¢ P
k=S ¢ @
* R. planticola
P 6,72 +0,24 36,80+1,33 30,74 +1,11 33,94 +1,22
20 | MO1
@ w. aromatyezne
® @ w. alifatyczne R.
W olej napedowy L. .
10 ornithinolytica 11,71 + 0,43 44,98 + 1,66 43,94 + 1,53 43,47 + 1,61
kontrola 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
MO03
Czas [miesigce]
A. calcoaceticus
PP . . . . 13,99 + 0,51 37,15+ 1,34 27,29 +0,98 31,21 + 1,12
Rysunek Ill. 3. Wartosci mikrobiologicznej adhezji M1B

komoérek do weglowodoréow szczepéw: R. planticola

MO01 (A); R. ornithinolytica MO03 (B) oraz . . .
A. calcoaceticus M1B (C) AL - weglowodory alifatyczne; ON — olej napedowy

PK - préba kontrola; AR - weglowodory aromatyczne;

Komorki eksponowane na olej napedowy réwniez zwigkszyly hydrofobowos¢ swojej
powierzchni, osiagajac po 12 miesigcach wartosci 33,94%; 43,47 % oraz 31,21%, odpowiedni dla
szczepOow R. planticola MO1, R. ornithinolytica MO3 i A. calcoaceticus M1B (Tabela III. 3).

Uzyskane wartosci hydrofobowosci powierzchni komoérek wzrastajacych na podiozu
z dodatkiem mieszaniny weglowodordw alifatycznych byly nizsze niz w przypadku bakterii
eksponowanych na weglowodory aromatyczne i olej napedowy. W tym przypadku tylko
szczep R. ornithinolytica M03 charakteryzowal sie przekraczajaca 40% mikrobiologiczna
adhezja do weglowodorow po 12 miesiacach ekspozycji na zwiazki alifatyczne (Tabela III. 3).
Wartosci CSH zmierzone dla pozostatych szczepéw oscylowaly w granicach 30%.

Nalezy podkresli¢, ze wartosci CSH szczepu R. ornithinolytica M03 byly bardzo
podobne, niezaleznie od zrdédla wegla wykorzystywanego podczas ekspozycji komorek.

Z kolei powierzchnia komérek szczepu A. calcoaceticus M1B w najmniejszym stopniu ulegta
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modyfikacjom w kierunku cech hydrofobowych w stosunku do wartosci zmierzonych dla

komorek nieeksponowanych (PK).

2.3.  Potencjal elektrokinetyczny komorek
Cecha mogaca rowniez istotnie wptywac¢ na zdolnosci komodrek do przyswajania
zwigzkéw hydrofobowych jest ich potencjat elektrokinetyczny. Potencjat elektrokinetyczny
(potencjat dzeta) charakteryzuje podwojna warstwe elektryczna znajdujaca si¢ na powierzchni
komorek, ktéra wplywa na mobilnos$¢ elektroforetyczng bakterii oraz ich tendencje do
agregacji. W niniejszej pracy pomiary potencjalu dzeta komodrek prowadzono
w miesiecznych odstepach czasu przez caly okres ekspozycji komodrek na weglowodory,

a wyniki pomiaréw przedstawiono na Rysunku III. 4 i w Tabeli III. 4.
A. B.

°
-20 -20 ] E [ I

o e
Kb @

el
I<H

oIH 1ol
lei-oH

-30 A §

-40 { -40

Potencjat elektrokinetyczny [mV]
8
-
—eo—i
e
Potencjat elektrokinetyczny [mV]
L}

@ AR @ AR
@ AL ® AL
wv ON ¥ ON

T T T T T T T T T T T T -50 T T T T T T T T T T T T T
kontrola 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 kontrola 1 2 3 4 5 6 7 8 e 10 11 12

-50

Czas [miesigce] Czas [miesigce]

C Tabela lll. 4. Wartosci potencjatu elektrokinetycznego komorek
10 - - w probie kontrolnej oraz po 12 miesigcach hodowli na
podtozach selektywnych

o Hed

-20 1 ‘§§.§§§§n ‘ ‘
b X Potencjal elektrokinetyczny [mV]

230 4
Szczep PK AR AL ON

Potencjal elektrokinetyczny [mV]

404 } R. planticola

Mo1 -10,30 + 0,10 -14,35 + 0,07 -20,15 + 0,21 -18,77 + 0,06

® AR
e AL
v ON

R. ornithinolytica

kontola 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 11 MO03

-12,27 +0,12 -27,50 +£ 0,27 -21,93 + 0,97 -17,47 £ 0,35
Czas [miesiace] i
A. calcoaceticus
Rysunek lIl. 4. Wartosci potencjatu elektrokinetycznego MI1B
powierzchni komérek szczepéw: R. planticola M01 (A);
R. ornithinolytica M03 (B) oraz A. calcoaceticus M1B (C)

-18,50 + 0,17 -14,65 + 1,06 -17,25 + 0,07 -22,27 + 0,78

PK - proéba kontrola; AR - weglowodory aromatyczne;
AL - weglowodory alifatyczne; ON — olej napedowy
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Ekspozycja komorek bakterii szczepow R. planticola M01, R. ornithinolytica M03 oraz
A. calcoaceticus M1B na weglowodory alifatyczne i aromatyczne spowodowata obnizenie
wartosci  bezwzglednej potencjalu elektrokinetycznego we wszystkich badanych
przypadkach. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze modyfikacje potencjatu dzeta po
12-miesigcznej ekspozydji znaczaco sie roznily i zalezaly od zastosowanego w hodowli Zrédta
wegla, jak i szczepu bakteryjnego. Szczepy bakterii R. planticola M01 i A. calcoaceticus M1B
eksponowane na weglowodory aromatyczne charakteryzowaty si¢ najmniejszymi zmianami
wartosci potencjalu elektrokinetycznego w stosunku do szczepdéw nieeksponowanych
(odpowiednio zmiana: z -10,30 mV do -14,35 mV oraz z -18,50 mV do -14,65 mV). Odwrotna
zaleznos¢ wystepowata w przypadku szczepu R. ornithinolytica MO03, gdzie komorki
eksponowane na weglowodory aromatyczne posiadaly najnizsza wartos¢ potencjatu dzeta
(-27,50 mV). Warto réwniez zwroci¢ uwage na znaczace fluktuacje wartosci potencjatu
elektrokinetycznego mierzone w czasie, niezalezne od rodzaju zastosowanego czynnika
stresowego (Rysunek III. 4). Przedstawione wyniki wskazuja rowniez, ze konicowa warto$¢
potencjatu dzeta (po 12 miesiacach ekspozycji) nie odbiegata znaczaco od wartosci

wyjsciowych, w przeciwienstwie do zmian hydrofobowosci powierzchni komorek.

2.4. Rozklad wielkosci czastek

Narzedziem pozwalajacym przeanalizowac predyspozycje komdrek do agragacji jest
badanie rozktadu wielkosci czastek. W niniejszej pracy do analizy rozkladu wielkosci czastek
po 12 miesigcach ekspozycji na wybrane weglowodory wykorzystano metode dynamicznego
rozpraszania swiatta (Rysunek III. 5.).

Przedstawione wyniki badann wskazuja na wystepowanie niewielkich roéznic
w wielko$ci czastek w uktadach zawierajacych komdrki eksponowane na weglowodory oraz
w probie kontrolnej (komorki nieeksponowane). W przypadku szczepu R. planticola MO1
najwieksze rdznice obliczonej $rednicy czastek odnotowano dla ukladu zawierajacego
komdrki utrzymywane na podlozu zawierajacym weglowodory aromatyczne. W ukladzie
zawierajacym komorki nie poddane ekspozycjii na weglowodory dominowaly czastki
o wielkosci 0,96-1,28 um (74% czastek w probce), natomiast w uktadzie z komdrkami po
12-miesiecznej ekspozycji ich udziat zmniejszyt si¢ do 57% (Rysunek III. 5). W tych uktadach
ok. 10% stanowity czastki o Srednicy powyzej 1.5 um. Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage na duzy

wzrost polidyspersyjnosci zawiesiny komorek R. planticola M01 eksponowanych przez
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12 miesiecy na weglowodory aromatyczne, wskazujacy na wigksza zdolnos¢ uktadu do
tworzenia agregatow (Tabela III. 5). Przesunigcia na wykresie w strone ukladéw wigkszych
i bardziej polidyspersyjnych obserwowane sa rdwniez w probkach zawierajacych komorki
eksponowane na weglowodory alifatyczne, natomiast bakterie wzrastajace w obecnosci oleju
napedowego utrzymaty wielkos¢ ok. 1 um. W prébach kontrolnych (nieeksponowanych)
szczepow R. ornithinolytica M03 i A. calcoaceticus M1B sygnal o najwigkszej intensywnosci
odpowiadat komoérkom o wielkosci ok. 1,2 um, z kolei ekspozycja tych szczepdw na wszystkie
badane weglowodory przyczyniata sie do znacznego zwigkszenia polidyspersyjnosci
ukladéw oraz pojawienia si¢ dodatkowej frakgji stosunkowo duzych czastek w probkach

(o wielkosci od ok. 3 do 6 pm) Rysunek III. 5B i C, Tabela IIL. 5).

— MO1 K —_— MO03 K

— MOTA —_— M3 A

0 — M01B i — M03 B
Mo1C M03 C

25 25

20

Intensywnos¢ (%]
Intensywnosé %)
o

04 4 0-
0 Eéﬂ 1U‘UU |S‘UU QDIDU ZE‘UD EU‘UU SS‘UU ADIDU AE‘UD EU‘UU 55‘(!(! EUIDD GS‘UU 7000 0 Eéﬂ 10‘00 15‘00 20‘00 25hﬂ Sﬂlﬂﬂ SEhﬂ dﬂlﬂﬂ 45‘00 Eﬂ‘ﬂﬂ EE‘ﬂﬂ Eﬂ‘ﬂﬂ EEIDD 7000
Srednica czastek [nm] Srednica czastek [nm]
Tabela Ill. 5. Wartosci indeksu polidyspersyjnosci
badanych prébek (préba kontrolna oraz po 12-miesiecznej
35 . .
— Bk hodowli na podtozach selektywnych)
: —u
MiBC
= Indeks polidyspersyjnosci [-]
E 20
£ Szczep PK AR AL ON
e R. planticol
. planticola
; | MO1 0,127 0,339 0,264 0,109
0 - - R.
ornithinolytica 0,020 0,263 0,244 0,267
0 Eéﬂ 10‘00 15‘00 20‘00 25hﬂ Sﬂlﬂﬂ 35‘00 40‘00 45‘00 Eﬂ‘ﬂﬂ EEIDD Gﬂ‘ﬂﬂ EEIDD 7000 M03
Srednica czastek [nm] s
A. calcoaceticus
! 0,162 0,381 0,196 0,229
Rysunek lll. 5. Wykresy przedstawiajgce wyniki pomiaréw Mi1B

$rednicy czastek w prébkach szczepéw R. planticola M01, PK - préba kontrola; AR — weglowodory aromatyczne;

R. ornithinolytica MO3 i A. calcoaceticus M1B w zaleznosci AL - Weglowodory alifatyczne; ON - Olej napedowy
od intensywnosci rozpraszanego Swiatta
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2.5.  Przepuszczalnos¢ blon komorkowych

Po przylaczeniu degradowanego zwigzku do komdrki niezbedny jest jego transport do
jej wnetrza, gdzie bedzie on podlegat dalszym przemianom metabolicznym. Sciana
komoérkowa, oddzielajaca bakterie od srodowiska zewnetrznego stanowi selektywnaq bariere
dla zwiazkéw wnikajacych do mikroorganizmow, a przepuszczalnosé bton komérkowych jest
jednym z czynnikéw mogacych warunkowac transport weglowodorowych substratéw.
W celu oceny rdéznic w przepuszczalnosci blon komdrkowych pomiedzy bakteriami
eksponowanymi i  nieeksponowanymi na  weglowodory przeprowadzono
spektrofotometryczne testy przepuszczalnosci membrany komorkowej: catkowitej
(z fioletem krystalicznym) oraz wewnetrznej (z ONPG). Wyniki badan przedstawiono na

Rysunku IIL. 6).

0.25

0.20 A

0.15 -

0.10 -

0.05

Catkowita przepuszczalnosc¢ btony [%]

0.00 T T T |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Przepuszczalnos¢ btony wewnetrznej [uM uwolnionego ONP/min/ml]

Rysunek Ill. 6. Wykres przedstawiajagcy wyniki pomiarow wewnetrznej oraz catkowitej przepuszczalnosci btony
komoérkowej dla badanych szczepéw R. planticola (M01), R. ornithinolytica (M03) oraz A. calcoaceticus (M1B), hodowanych
na podtozach z dodatkiem: glukozy (K), weglowodoréw aromatycznych (AR), weglowodoréw alifatycznych (AL) lub oleju
napedowego (ON)
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Zebrane na wykresie dane pozwalaja pogrupowaé uzyskane wyniki
w zaleznosci od podloza na jakim wzrastaly mikroorganizmy danego szczepu.
We wszystkich badanych uktadach wzrost bakterii na podiozu zawierajacym weglowodory
aromatyczne, alifatyczne i olej napedowy powodowal wzrost przepuszczalnosci blony
komodrkowej. Najwigeksze zmiany przepuszczalnosci obserwowano w przypadku szczepu
R. planticola M01, gdzie wartos¢ catkowitej przepuszczalnosci blony komdrkowej zwiekszyta
si¢ 4-krotnie (wzrost z 0,059% do 0,20%) lub nawet 8-krotnie (wzrost z 0,07 do 0,85 uM
uwolnionego ONP/ml/min), poréwnujac wyniki przepuszczalnosci wewnetrznej blony
komodrkowej dla bakterii wzrastajacych odpowiednio, na podiozu z olejem napedowym lub
dodatkiem weglowodorow alifatycznych, w poréwnaniu do proby kontrolnej. Najnizsza
sposrod badanych préb przepuszczalnosé bton komdérkowych zaobserwowano dla szczepu
R. planticola M01 nie poddanego ekspozycji na weglowodory, ktéry byt hodowany
w ukladzie, gdzie zrédlem wegla byla glukoza (0,0763% TMP oraz 0,0594 uM uwolnionego
ONP/min/ml). Szczepy R. ornithinolytica M03 i A. calcoaceticus M1B nie poddane ekspozycji na
weglowodory posiadaly warto$ci przepuszczalnosci bton komorkowych w  zakresie
0,25-0,35 uM uwolnionego ONP/min/ml oraz 0,06-0,1%. Komorki tych szczpeéw poddane
ekspozycji na weglowodory charakteryzowaly si¢ maksymalnie dwukrotnym wzrostem

wartosci przepuszczalnosci bton komoérkowych.

2.6.  Aktywnos¢ wybranych bialek enzymatycznych

Aparat enzymatyczny komorki jest odpowiedzialny za degradacje dostepnych
substratow w celu pozyskania energii. W niniejszej pracy porownano aktywnos¢ wybranych
enzymow  bioracych  udzial w  mikrobiologicznej degradacji = weglowodorow
(1,2-dioksygenazy oraz 2,3-dioksygenazy) a takze transferazy glutationowej, odpowiedzialnej
za ochrone komorki przed szkodliwym dziataniem ksenobiotykéw poprzez ich koniugacje
z grupami tiolowymi glutationu (Rysunki III. 7 i III. 8). Badania wykonano dla komorek
nieeksponowanych lub eksponowanych przez 12 miesiecy na zanieczyszczenia
weglowodorowe.

Wyniki pomiaru aktywnosci dioksygenaz, enzymdéw mogacych bra¢ udzial
w rozpadzie pierScienia aromatycznego podczas mikrobiologicznej degradacji

weglowodoréw przedstawiaja znaczace réznice w aktywnosci badanych enzymow.
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Rysunek Ill. 7. Aktywnos¢ dioksygenaz katecholowych Rysunek Ill. 8. Aktywnos¢ transferazy glutationowej
w komoérkach szczepéw wzrastajgych na podiozu (GST) w komdrkach szczepoéw wzrastajgych na podtozu
zawierajagcym glukoze (G) Ilub eksponowanych na zawierajacym glukoze (G) lub eksponowanych na
weglowodory aromatyczne (AR), alifatyczne (AL) lub olej weglowodory aromatyczne (AR), alifatyczne (AL) lub olej
napedowy (ON): R. plancticola (MO01), R. ornithinolytica napedowy (ON): R. plancticola (MO01), R. ornithinolytica
(MO03) oraz A. calcoaceticus (M1B) (MO03) oraz A. calcoaceticus (M1B)

Tabela Ill. 6. Wartosci stezen catkowitej wyizolowanej frakcji biatkowej z komérek badanych szczepéw hodowanych na
réznych podtozach, szczepdw R. planticola (M01), R. ornithinolytica (M03) oraz A. calcoaceticus (M1B)

Stezenie wyizolowanego biatka [pg/ml]

Linia komérkowa Zrédto wegla w hodowli Sczep bakterii
Mo1 Mo03 M1B
_ e
280
g § § 20% roztwor glukozy 0,42 + 0,02 0,46 + 0,02 0,63 +0,03
Z ¢
g

Mieszanina weglowodoréw

) 0,13+0,01 0,55+ 0,03 0,53 +0,02
o £ aromatycznych
% oz ) . .
g2 Mieszanina weglowodorow 0,35+ 0,01 0,04 + 0,001 0,64 + 0,03
8 9 alifatycznych

o Olej napedowy 0,52 0,02 0,50 + 0,02 0,52 +0,02

Modyfikacje aktywnosci katalitycznej tych enzymoéw obserwowane sa wsrod
wszystkich badanych szczepdw i roznia si¢ w zaleznosci od enzymu (1,2- lub 2,3-DO)
i rodzaju podloza, na ktérym hodowane byty bakterie. Wszystkie badane mikroorganizmy
wykazywaly nizsza  aktywnos$¢  2,3-dioksygenzay  katecholowej (2,3-DO) niz
1,2-dioksygenazy katecholowej (1,2-DO). Najwieksza roznice w aktywnosci tych enzymow
odnotowano dla szczepu R. ornithinolytica M03 wzrastajacego na podiozu z olejem
napedowym. Nalezy zwroci¢ uwage, ze 2,3-dioksygenaza katecholowa wykazywata

najwieksza aktywnos$¢ dla komorkek szczepu R. planticola M01 eksponowanego na
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weglowodory aromatyczne oraz R. ornithinolytica M03 eksponowanego na weglowodory
alifatyczne. W pozostatych przypadkach jej aktywnos¢ nie przekraczata 100 U/mg.

Znacznie wigksze fluktuacje aktywnosci obserwowano w  przypadku
1,2-dioksygenazy katecholowej. Najwigksza aktywnos¢ enzym ten wykazywat w komorkach
szczepOw R. planticola MO1 oraz A. calcoaceticus M03, jednak zaobserwowano znaczace rdznice
aktywnosci w zaleznosci od podloza, na ktéorym wzrastaty bakterie. W przypadku szczepu
R. planticola MO1 najwieksza aktywnos¢ katalityczng 1,2-DO  zaobserwowano
w komorkach wzrastajacych na podtozu z dodatkiem glukozy (komorki nieeksponowane)
i warto$¢ ta malata dla komodrek eksponowanych na weglowodory. Odwrotng zaleznosc¢
zaobserwowano w przypadku szczepu R. ornithinolytica M03, gdzie wartosci aktywnosci
katalitycznej byly najmniejsze dla komdrek nieeksponowanych, i wzrastaly dla
mikroorganizméw eksponowanych na weglowodory, osiagajac najwyzsza wartosc
dla komorek wzrastajacych na podozu zawierajacym olej napedowy (110,05 U/mg).

Analizujac  pomiary aktywnosci transferazy S-glutationowej (GST), mozna
zaobserwowaé¢ podobne =zaleznosci, jak w przypadku enzymoéw bioracych udziat
W rozszczepieniu pierscienia aromatycznego. Najwyzsze wartosci aktywnosci tego enzymu
odnotowano dla komorek szczepéw R. planticola MO1 (wzrastajacych na glukozie)
i R. ornithinolytica M03 (eksponowanych na weglowodory alifatyczne), nalezy jednak réwniez
podkresdli¢c wysoka aktywnos¢ 1,2-DO w komdrkach szczepu A. calcoaceticus MI1B
wzrastajacych na glukozie lub eksponowanych na weglowodory alifatyczne.

Interesujace sq rowniez przedstawione w Tabeli I1I. 6. rezultaty pomiaréw ilosciowych
catkowitego wyizolowanego z komorek biatka. Obliczone na podstawie krzywej wzorcowej
stezenia biatka wyizolowanego z komorek réznia si¢ znaczaco w zaleznosci od rodzaju
podtoza. Najmniejsza ilos¢ biatka, swiadczacg rowniez o niewielkim przyroscie biomasy,
pozyskano ze szczepéw R. planticola MO1 (wzrastajacych na podlozu z dodatkiem
weglowodoréw aromatycznych) oraz R. ornithinolytica MO3 (wzrastajacych na podlozu

z dodatkiem weglowodordéw alifatycznych).

2.7.  Dyskusja wynikéw
Mikroorganizmy narazone na dziatanie niekorzystnych warunkéw srodowiskowych
podejmuja dziatania majace na celu modyfikacje wtasciwosci komorek pozwalajacych im na

dostosowanie si¢ i przetrwanie w nowym srodowisku [28]. Przedstawione w niniejszej pracy
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wyniki analiz wlasciwosci powierzchniowych komorek eksponowanych na rézne grupy
zanieczyszczen weglowodorowych udowadniajg, Ze obserwowane modyfikacje sa wynikiem
wieloplaszczyznowych zmian, zachodzacych z r6zng intensywnos$cia w zaleznosci od rodzaju
dziatajacego czynnika stresowego czy analizowanego szczepu.

Mikroskopia skaningowa jest jedna z technik pozwalajacych na obserwacje zmian
morfologii komorek. Wykorzystana w niniejszych badaniach technika transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM) umozliwia obserwacje morfologii komorek [118]. Zblizone
do obserwowanych dla szczepdw R. planticola MO1, R. ornithinolytica M03 i A. calcoaceticus M1B
zmiany wielkosci komorek, zostaty rowniez udokumentowane przez Michael i in. [81], ktorzy
analizowali zmiany morfologii komorek szczepu Pseudomonas stutzeri ST-9 w hodowli
z dodatkiem toluenu. Przeprowadzone przez nich pomiary na podstawie zdje¢ SEM wykazaty
$redni wzrost dtugosci bakterii w hodowli z toluenem o 8,5% w poréwnaniu do proby
kontrolnej hodowanej na glukozie, natomiast wyniki cytometrii przeptywowej sugeruja
zwigkszenie  catkowitej wielkosci komdrek eksponowanych na  weglowodory
0 17%. Doniesienia literaturowe wskazuja rowniez na spadek wspodtczynnika proporcji
powierzchni komorek do ich wielkosci oraz ,, wygladzenie” powierzchni komoérek w wyniku
ekspozycji na zanieczyszczenia organiczne, co pozwala na zredukowanie negatywnego
wpltywu weglowodoréw poprzez zmniejszenie powierzchni kontaktu z nimi [80,119].
Podobne zmiany zostaly rowniez zaobserwowane w przypadku szczepdw R. planticola M01,
R. ornithinolytica MO3 i A. calcoaceticus M1B, testowanych w niniejszej pracy, w wyniku ich
ekspozycji na zanieczyszczenia organiczne. Na wygtadzenie powierzchni badanych komorek
obserwowane, m. in. w przypadku komorek szczepu A. calcoaceticus M1B eksponowanych na
zwiazki alifatyczne, moze mie¢ wplyw roéwniez obecno$¢ w otoczeniu komorek
zewnatrzkomdrkowych substancji polimerowych (EPS) oraz biosurfaktantéw wydzielanych
przez niektére szczepy. Wystepowanie substancjii zewnatrzkomdrkowych zwigksza
odporno$¢ bakterii na szkodliwe warunki srodowiska, a ilos¢ oraz sktad wydzielanych EPS
jest zalezna m. in. od rodzaju mikroorganizmow, warunkéw hodowli oraz dostepnego dla
mikroorganizméw  zZrodla wegla [120,121]. Widoczne na powierzchni komorek
eksponowanych na zanieczyszczenia weglowodorowe pecherzyki btonowe (OMV) to
struktury zewnatrzkomoérkowe wydzielane przez bakterie gram-ujemne o szerokim spektrum

zastosowania dla komdrek. Moga one peti¢ funkcje transportowa, komunikacyjna, czy
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obronna [118]. W komodrkach eksponowanych na zanieczyszczenia weglowodorowe
zaobserwowano wydzielanie pecherzykéw blonowych zawierajacych zwiazki toksyczne
dostajace si¢ do komodrek ze srodowiska [91]. Kobayashi i in. [74] odnotowali eliminacje
czasteczek toluenu przylaczajacych sie do btony komorek szczepu P. putida IH-2000 poprzez
wytwarzanie OMV o srednicy 80-100 nm i zawartosci toluenu od 0,625 mol/mol lipidow do
0,160 mol/mol lipidow w ciggu 2 godzin od momentu dodania rozpuszczalnika organicznego
do hodowli. Jednoczesnie ilos¢ czastek toluenu przylaczonych do powierzchni komorek
spadta z 0,077 mol/mol lipidow do 0,026 mol/mol lipidéw w ciggu 3 h od dodania
rozpuszczalnika i utrzymywata sie na stalym poziomie przez reszte czasu trwania
eksperymentu. Jak sugerujag McBroom i Kuehn [91], produkcja OMYV jest cze$cig odpowiedzi
komdrkowej na dziatanie czynnikow stresowych i zalezy od natezenia ich dzialania oraz
stopnia akumulacji nieprawidlowo sfatdowanych biatek odpowiedzi komdrkowej. Ponadto,
obecne np. w komorkach szczepu R. planticola M01 ciatka inkluzyjne widoczne na zdjeciach
TEM jako obszary o zmniejszonej gestosci elektronowej odpowiadaja za magazynowanie
szkodliwych substancji wewnatrz komorki i byty obserwowane réwniez w przypadku innych
szczepoOw eksponowanych na weglowodory alifatyczne: Hua i Wang [76] zaobserwowali
akumulacje oktadeknolu w ciatkach inkluzyjnych Pseudomonas sp. DG17 eksponowanych na
ten zwiazek, Meng i in. [75] w komorkach Pseudomonas synxantha LSH-7" hodowanych
w obecnosci heksadekanu, a Kim i in. [77] w bakteriach Rhodococcus erythropolis S+14He
eksponowanych na heksadekan, oktadekan i pristan. Zmiany morfologii komorek
obserwowane m. in. z wykorzystaniem technik mikroskopowych wystepuja w komorkach
charakteryzujacych sie zwiekszona odpornoscia na szkodliwag dziatalnoscia zwiazkow
organicznych i zwiazane sa bezposrednio ze zwigkszona przezywalnoscia komorek,
u ktorych wystepuja [119].

Przeprowadzone analizy hydrofobowosci powierzchni komorek, z wykorzystaniem
metody mikrobiologicznej adhezji do weglowodoréw pozwalaja na szybka ocene zmian
charakteru powierzchni komoérek mikroorganizméw. Hydrofobowos¢ powierzchni (CSH) jest
jednym z gtéwnych czynnikow warunkujacych adhezje weglowodoréw do komorek oraz
pozwalajacych na deemulsyfikacje zanieczyszczen [122]. Parametr ten jest zwigzany silnie
z budowa i integralnoscia btony komodrkowej, a zmienne takie jak aktywnos¢

mikrobiologiczna bakterii, warunki wzrostu, pH, temperatura, wydzielanie substangji
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zewnatrzkomdrkowych, czy czas moga na niego silnie oddziatywac [95,122]. Zaprezentowane
przez Prabhu i Phale [82] wyniki pomiaréw hydrofobowosci powierzchni komodrek w czasie
12-godzinnych pomiaréw wskazuja rowniez na znaczace roznice w wartosci mierzonego CSH
w zaleznosci od fazy wzrostu komorek. Wiele doniesien literaturowych wskazuje na wzrost
hydrofobowosci  powierzchni komodrek mikroorganizméw w  wyniku kontaktu
z weglowodorami, pozwalajacy na bezposrednie interakcje miedzy hydrofobowa
powierzchnia komorki i zanieczyszczeniami [37,88,123]. Jimoh i Lin [88] wykazali zwiazek
wartosci CSH z rodzajem weglowodorow, na ktorych wzrastaly komorki. Badany przez nich
szczep Paenibacillus sp. D9 charakteryzowat si¢ wzrostem hydrofobowosci powierzchni wraz
ze wzrostem dilugosci tancucha weglowodorow alifatycznych w medium hodowlanym
(z 49,1% dla heksanu, przez 63,2% dla dodekanu do 65,5% dla heksadekanu). Posiadat on
takze wysoka, ok 70% hydrofobowos$¢ w hodowlach z dodatkiem cyklicznego nienasyconego
weglowodoru alifatycznego (nonenu) oraz mieszanin weglowodoréw takich jak olej
silnikowy, olej napedowy. Autorzy zwrdcili réwniez uwage na stosunkowo niewielki wzrost
CSH komorek w obecnosci weglowodorow aromatycznych takich jak toluen czy fenol
(odpowiednio 42,2% i 41,6%). Z kolei Obuekwe i in. [37] badali zwiazek hydrofobowosci
powierzchni komorek z ich zdolno$ciami do biodegradacji weglowodoréw. Stwierdzili oni
najwyzszy potencjal degradacyjny u mikroorganizméw o silnie hydrofobowej powierzchni
(ponad 80% zdegradowanej ropy naftowej przez szczepy Bacillus licheniformis i Bacillus cereus
o CSH powyzej 60%), jednak niewiele mniejszymi zdolnosciami degradacyjnymi
charakteryzowaly sie szczepy o hydrofilowej lub umiarkowanie hydrofobowej powierzchni,
takie jak Pseudomonas amylolitycus (biodegradacja 67%, CSH 6%), Pseudomonas aeruginosa
(biodegradacja 70%, CSH 39%) czy Bacillus simplex (biodegradacja 66%, CSH 20%). Rowniez
Mawad i in. [96] odnotowali wzrost hydrofobowosci powierzchni komodrek do
umiarkowanych warto$ci podczas degradacji pirenu przez szczep Achromobacter denitrificans
ASU-035. Jak wskazuje Bouchez Naitali [124], komdrki charakteryzujace si¢ umiarkowana
wartoscia CSH preferuja mechanizm bezposredniego lub wspomaganego przez
biosurfaktanty poboru zwigzkow hydrofobowych z podtoza. Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage
na znaczna dywersyfikacje wartosci hydrofobowosci powierzchni komoérek odnotowywana
pomiedzy réznymi gatunkami [125,126], jak i w obrebie izolatéw jednego szczepu

pobieranych z kolejnych pasazy [69]. Ponadto, badania nad zwigzkiem hydrofobowosci

85



WPLYW ZANIECZYSZCZEN WEGLOWODOROWYCH NA ZDOLNOSCI ADAPTACYJNE MIKROORGANIZMOW
DO BIODEGRADAC]I ZWIAZKOW ALIFATYCZNYCH I AROMATYCZNYCH

powierzchni komorek i ich wtasciwosci emulsyfikacyjnych prowadzone przez Fernandes
iin. [127] dowodza, ze korelacja pomiedzy hydrofobowoscig komorek a ich zdolnosciami do
emulsyfikacji zanieczyszczen zalezy od rodzaju wykorzystywanego szczepu oraz jego
wczesniejszych warunkow hodowli. Modyfikacje hydrofobowosci powierzchni komorek
bakteryjnych moga by¢ réwniez zwigzane z wydzielaniem przez komorki pecherzykow
btonowych (OMV), jak dowodzili Baumgarten i in. [36] w badaniach poswieconych reakgji
bakterii szczepu Pseudomonas putida DOT-T1E na obecnos¢ 1,25 mM 1-oktanolu; 2 M NaCl;
10 mM EDTA, szok cieplny, czy produkcja przez bakterie biosurfaktantéw lub EPS. Wyniki
badann CSH prowadzone dla produkujacego biosurfaktanty szczepu Pseudomonas sp KZ1,
wskazuja na spadek hydrofobowosci powierzchni komoérek hodowanych w obecnosci oleju
napedowego, w poréwnaniu do proby kontrolnej prowadzonej na glukozie. Nalezy jednak
podkresli¢, ze komorki te ,, rekompensowaly” sobie niewielka hydrofobowosé powierzchni
niska wartoscia potencjatu elektrokinetycznego [128]. Dodatkowo, van der Mei i in. [129]
podkreslaja, ze pomiary hydrofobowosci powierzchni komdrek prowadzone
z wykorzystaniem metody mikrobiologicznej adhezji do weglowodoréw pozwalajg okresli¢
nie tylko oddziatywania hydrofobowe ale réwniez elektrostatyczne pomiedzy sktadnikami
probki, sugerujac, ze podzial komoérek na hydrofobowe i hydrofilowe na podstawie testu
MATH wskazuje raczej na niewielkie powinowactwo ,,hydrofobowych” bakterii do wody, niz
ich podwyzszone powinowactwo do heksadekanu.

W zwiazku z silnym powigzaniem oddziatywan hydrofobowych i elektrostatycznych
wystepujacych na powierzchni mikroorganizmdéw, uzupelnieniem prowadzonych analiz
hydrofobowosci powierzchni komorek byty badania potencjatu elektrokinetycznego bakterii
eksponowanych i nieeksponowanych na weglowodory aromatyczne, alifatyczne lub olej
napedowy. Wystepujacy na powierzchni komodrek negatywny tadunek elektrostatyczny jest
wynikiem ekspozycji na powierzchni komorek grup fosforylowych i karboksylanowych,
a w przypadku bakterii gram-ujemnych najistotniejszymi sktadnikami btony wptywajacymi
na warto$¢ tego tadunku sa wlasnie grupy fosforylowe i karboksylanowe zwigzane
z lipopolisacharydami blonowymi [130]. Przedstawione w niniejszej pracy wyniki pomiaréow
potencjatu dzeta komdrek wskazuja na wzrost potencjalu elektrokinetycznego badanych
bakterii w wyniku ekspozycji na weglowodory. Oberoi i Philip [84] zaobserwowali korelacje

pomiedzy zmianami hydrofobowosci powierzchni komorek, a ich potencjalem
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elektrokinetycznym. Badany przez nich szczep Chryseobactrium sp. charakteryzowat najnizsza
wartoscig bezwzgledna fadunku powierzchniowego na podiozach zawierajacych chinolan
i pirydyne w stezeniu, odpowiednio 500 i 1000 mg/l. Jednoczesnie, towarzyszyt im najwyzszy
wzrost wartosci CSH. Jednak Abbasnehzad i in. [131] analizujac wplyw kationowego
surfaktantu  (chlorku cetylopirydyny), poli-L-lizyny, glukoniany chlorheksydyny,
1-dodekanolu i farnezolu na adhezje bakterii szczepu P. fluorescens LP6a do fazy organicznej
stwierdzili wystepowanie dwoch réznych mechanizmoéw adhezji. Podczas gdy alkohole
powodowaly silny wzrost hydrofobowosci komorek, zwigkszajac ich adhezje do fazy
organicznej; dodatek kationowych surfaktantéw wywolywat taki sam efekt poprzez
zmniejszenie potencjatu dzeta komdrek. Przedstawione w Tabeli III. 5 (Rozdziat 2.3 Potencjat
elektrokinetyczny) roéznice w uzyskiwanych wartosciach potencjatu elektrokinetycznego dla
mikroorganizmoéw hodowanych na podtozach z dodatkiem réznych weglowodoréw koreluja
z rezultatami badan prowadzonych przez Chakraborty i in. [38] dla szczepdw Burkholderia
cepacia-ES1, Burkholderia multivorans-HN1 oraz Burkholderia multivorans-NG1. Autorzy
zaobserwowali intensywne fluktuacje tego parametru w obrebie badanych probek
w zaleznosci od zrédia wegla dostepnego w podiozu, jak i sity jonowej buforu, w ktérym
zawieszone byly komdrki podczas pomiaréw oraz pH zawiesiny. W przeciwienstwie do
Oberoi i in. [84], zaobserwowali oni réwniez odwrotna korelacje pomiedzy fadunkiem
powierzchniowym komorek a zdolnoscia do adhezji do heksadekanu [38]. Mozna zatem
wnioskowaé, ze modyfikacje hydrofobowosci powierzchni komérek i ich potencjatu
elektrokinetycznego sa zalezne od wielu czynnikéw wystepujacych w badanym srodowisku
i nie mozna jednoznacznie skorelowad¢ uzyskiwanych wartosci z przewidywanymi
wlasciwosciami mikroorganizmow. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi podwyzszona
elektroujemnos$¢ moze predysponowac komorki do przytaczania zwiazkdéw hydrofobowych
[84], jednak zbyt duzy negatywny tadunek wystepujacy pomiedzy komorka i substratem
moze uniemozliwiac takie potaczenie [38].

Zmiany hydrofobowosci powierzchni komorek oraz ich potencjalu dzeta sa réwniez
zwiazane z wydzielaniem przez nie substancji zewnatrzkomdrkowych, takich jak EPS.
Zwiazki to wplywaja na zdolno$¢ komorek do bioflokulacji zanieczyszczen. Wzrost
hydrofobowosci powierzchni komdrek oraz ich potencjatu elektrokinetycznego wptywa

pozytywnie na zdolnos¢ komorek do flokulacji [132]. Zjawisko flokulacji bakterii
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w obecnosci hydrofobowych zanieczyszczenn moze mie¢ pozytywny wpltyw na zdolnosci
biodegradacyjne mikroorganizmdw, jednak jest ono zalezne od wielu czynnikéw, takich jak
gradient stezenia substratu, wystepowanie stresu fizlojogicznego, czy oddzialywania
zachodzace miedzy komorkami [133-135]. Sayavedrs-Soto i in. [103] potwierdzili flokulacje
bakterii Rhodococcus NTU-1 podczas hodowli z dodatkiem heksadekanu i pristanu. Stwierdzili
oni, ze pozytywne oddziatywanie flokulacji na zdolnosci degradacyjne mikroorganizmow
moze by¢ zwigzane 2z promowaniem bezposredniego oddziatywania bakterii
Z zanieczyszczeniami oraz unieruchamianiem zanieczyszczen poprzez ich flokulacje.
Obecnos¢ czynnikéw wspomagajacych flokulacje komoérek podczas hodowli z dodatkiem
zwigzkéw hydrofobowych potwierdzili réwniez Chang i in. [102] (komorki Rhodococcus
erythropolis NTU-1 na podiozu z dodatkiem diugotancuchowych alkanéw), Pathak i in. [104]
(komorki Pseudomonas aeruginosa IASST201 na podiozu z dodatkiem ropy naftowej).
Klodziniska i in. [136] odnotowali rowniez, ze wraz ze spadkiem potencjatu
elektrokinetycznego komorek zwigksza si¢ liczba agregatow bakteryjnych w probkach, co
powoduje podwyzszenie indeksu polidyspersyjnosci (PdIl), obserwowane rdwniez
w przypadku badanych mikroorganizméw eksponowanych na weglowodory aromatyczne,
alifatyczne i olej napedowy. Jak wskazuja dane literaturowe, zwigkszenie Srednicy czastek
oraz indeksu ich polidyspersyjnosci w wyniku kontaktu =z zanieczyszczeniami
hydrofobowymi moze by¢ wynikiem flokulacji komodrek, z ktora koreluja pozytywnie
uzyskane wyniki pomiaréw CSH oraz potencjatu dzeta [102-104].

Wyniki pomiarow zmian przepuszczalnosci calkowitej oraz wewnetrznej btony
komodrkowej sugeruja wzrost przepuszczalnosci membrany w wyniku ekspozycji komorek na
badane weglowodory. Niewielka rozpuszczalno$¢ i dyfuzja zwiazkéw hydrofobowych
w wodzie oraz ograniczenia w ich transporcie przez blone komodrkowa wskazuja na
rozluznianie struktury i wzrost przepuszczalnosci zewnetrznych bton komdrek w wyniku
kontaktu z zanieczyszczeniami weglowodorowymi. Modyfikacje struktury btony bedace
przyczyna obserwowanych zmian przepuszczalnosci obejmujg zmiany: sktadu lipidowego
wewnetrznej btony komdrkowej, stosunku ilosci lipidéw i biatek btonowych, wzrost
aktywnosci enzyméw btonowych bioracych udzial w poczatkowych etapach degradacji
weglowodoréw oraz przekazywania energii w komorce, a takze modyfikacje skladu

lipopolisacharydéw btonowych (LPS) [40,137]. Zmiany te znajduja potwierdzenie
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w doniesieniach literaturowych: Michael i in. [81] zaobserwowali wzrost przepuszczalnosci
btony komorek Pseudomonas stutzeri ST-9 w hodowli z toluenem, Nunes i in. [46] odnotowali
wzrost plynnosci membrany komorek narazonych na kontakt z pochodnymi fenolu. Hearn
iin. [41] zaobserwowali wspomaganie transportu zanieczyszczen aromatycznych przez btone
przez biatka TodX i TbuX (nalezace do rodziny FadL) w komdrkach Pseudomonas putida
i Ralstonia pickettii, a udzial biatek z tej rodziny w aktywnym transporcie zanieczyszczen
odnotowali takze inni badacze [31,137]. Z kolei Hong i in. [138] oraz Neher
i Lueking [139] zaobserwowali udziat biatek z rodziny OmpW w transporcie czastek
hydrofobowych przez blone komdrek E. coli i Pseudomonas fluorescens. Matoczasteczkowe
weglowodory moga réwniez przenika¢ do wnetrza komorek na zasadzie transportu
pasywnego, jak wykazali Miyata i in. [42]. Warte podkreslenia jest, ze przepuszczalnosc¢
wewnetrznej blony komdrkowej dla tych zwigzkow hydrofobowych jest skorelowana z ich
wspotczynnikiem podziatu miedzy olej i wode (Kow) [140], jednak ilos¢ weglowodoréw
aromatycznych ktéra moze by¢ przetransportowana do komorki zalezy réwniez od ich
toksycznosci, ktéra moze powodowaé nieodwracalne uszkodzenia membrany i $mierd
komorki [40].

Ostatnim z analizowanych parametrow byla aktywno$¢ wybranych enzymow
bioracych udzial w metabolizowaniu i neutralizowaniu szkodliwych zwiazkéw. Badane
dioksygenazy katecholowe moga bra¢ udzial w poczatkowych etapach degradacji zwigzkow
aromatycznych, katalizujac rozszczepienie pierscienia aromatycznego [112], jednak nie sg one
uniwersalnymi enzymami, ktérych podwyzszona aktywnos¢ wykrywa sie podczas degradacji
ksenobiotykow [8]. W literaturze opisywane sa rézne enzymy biorace udziat w degradacji
weglowodoréw przez mikroorganizmy. Badane w niniejszej pracy 1,2- i 2,3-dioksygenazy
katecholowe naleza do dioksygenaz ekstradiolowych typu I, jednak rozklad pierscienia
aromatycznego moze zachodzi¢ rowniez z udzialem enzymow nalezacych do dioksygenaz
ekstradiolowych typu II oraz typu III [67,141]. Wyniki badann prowadzonych przez
Wojcieszynska i in. [112] dla szczepu Stenotrophomonas maltophilia wskazuja na zréznicowana
odpowiedz enzymatyczna komodrki w zaleznosci od dostepnych substratéw. W badanych
uktadach kometabolicznych najwyzsza aktywnos¢ 3,4-dioksygenazy protokatecholowej
zostata odnotowana w hodowlach z nitrofenolem i 3,4-dihydroksy kwasem benzoesowym,

przy jednoczesnym braku aktywnosci 1,2-dioksygenazy katecholowej i 4,5-dioksygenazy
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protokatecholowej. Natomiast 2,3-dioksygenaza katecholowa byta aktywna tylko w ukladach
zawierajacych 4-nitrofenol. Réwniez Guzik i in. [107] badajac szczep S. maltophilia KB2
podczas degradacji zwiazkéw monoaromatycznych stwierdzili aktywnos¢ trzech réznych
dioksygenaz, w zaleznosci od substratu wykorzystanego do indukgji aktywnosci enzymoéw.
Mozna zatem przypuszczad, Zze roznice w aktywnosci badanych enzymoéw w przypadku
szczepow R. planticola MO1, R. ornithinolityca MO3 i A. calcoaceticus M1B eksponowanych na
rozne weglowodory mogly by¢ zwigzane ze zrdznicowana aktywnoscia aparatu
enzymatycznego poszczegdlnych szczepow w zaleznosci od dostarczonych substratow.
Ponadto, bardzo niska aktywnos¢ badanych dioksygenaz, szczegolnie w przypadku szczepu
A. calcoaceticus M1B, moze by¢ zwiazana z aktywacja szlakow degradacji weglowodorow
dziatajacych w oparciu o enzymy z grupy monooksygenaz lub wchodzace w sklad
cytochromu P450 [142,143]. Badania prowadzone przez Lal i Khanna [144] wykazaly
aktywnos$¢ hydroksylazy w poczatkowym etapie degradacji alkandw przez szczep
Acinetobacter calcoaceticus (degradacja terminalna), natomiast szczep Rhodococcus byt rowniez
zdolny do prowadzenia degradacji subterminalnej, z udziatem monooksygenazy alkanowej
[145]. Ponadto, Mishra i Singh [146] analizujac degradacje heksadekanu przez komorki
szczepow Pseudomonas aeruginosa PSA5, Rhodococcus sp. NJ2 oraz Ochrobactrum intermedium P2
zaobserwowali zréznicowang aktywnos¢ zaréwno hydroksylazy alkanowej, dehydrogenazy
alkoholowej oraz lipazy w zaleznosci od czasu, a maksimum aktywnosci badanych enzymow
wystepowato w 2, 4, 6 lub 8 dniu degradacji heksadeanu. Biorac to pod uwage, nalezy
uwzgledni¢, ze znaczace roznice w aktywnosci badanych w niniejszej pracy enzymow
wystepujace pomiedzy poszczegdlnymi szczepami moga by¢ wiec zwigzane réwniez
z pobieraniem prob do analiza aktywnosci badanych enzyméw w jednym terminie, przez co

maksimum aktywnosci badanych biokatalizatréw mogto zosta¢ pominiete.

3. Szczegolowa analiza zmian wlasciwosci komodrek

eksponowanych na weglowodory aromatyczne

Zaobserwowane zmiany wlasciwosci powierzchniowych komorek,
a takze przepuszczalnosci bton i aktywnosci wybranych biatek enzymatycznych
spowodowaly podjecie bardziej szczegdtowych analiz pozwalajacych na okre$lenie

modyfikacji zachodzacych na poziomie blony komdrkowej, profilu biatkowego oraz zmian
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w materiale genetycznym badanych mikroorganizmow. Poniewaz najwigksze modyfikacje
komorek zachodzity pod wplywem ekspozycji na weglowodory aromatyczne szczepy
eksponowane na te zwiazki zostaly poddane wnikliwym analizom z wykorzystaniem metod

biologii molekularnej.

3.1.  Analiza porownawcza profili blonowych kwaséw tluszczowych

Blona komoérkowa komorek bakteryjnych zbudowana jest z dwuwartswy lipidowej,
w ktorej zakotwiczone sa biatka blonowe i inne struktury komdérkowe. Dwuwarstwe lipidowa
tworza  gltownie fosfolipidy, pochodne kwasu fosfatydylowego, zbudowane
z glicerolowego rdzenia zestryfikowanego dwoma czasteczkami dlugotaricuchowych
kwasow tluszczowych i kwasem fosforowym [147]. Struktura btonowych kwasow
tluszczowych determinuje plynnos¢ membrany, oddziatujac na jej przepuszczalnosc,
transport aktywny przez btone oraz interakcje miedzybiatkowe [148]. W przeprowadzonych
testach zbadano zmiany profilu blonowych kwaséw tluszczowych, w zaleznosci od
substratow wzrostowych dostarczanych mikroorganizmom. Wyniki badan udziatu
poszczegdlnych kwasdéw tluszczowych w  strukturze membrany komorek bakterii
hodowanych na glukozie lub eksponowanych na weglowodory aromatyczne zaprezentowano
w Tabeli III. 7.

Do opisu poszczegdlnych kwasow ttuszczowych wykorzystano czesto stosowany
w literaturze zapis skrocony (np. 14:0 izo, 16:1 w7c). Liczba przed dwukropkiem oznacza ilos¢
atomow wegla w czasteczce kwasu ttuszczowego. Natomiast cyfra po dwukropku okresla
liczbe wigzan podwdjnych w faricuchu. W izomerach izo grupa metylowa podstawiona jest
przy drugim od konca metylowego weglu taricucha acylowego, a w postaci anteizo — przy
trzecim. Kwasy zawierajace grupe cyklopropanowa oznaczone sa skrétem cyklo. Okreslenie
aldehyd oznacza aldehyd odpowiedniego kwasu tluszczowego. Polozenie wigzania
podwdjnego oznaczane jest przez podanie numeru wegla (liczonego od korica metylowego)
przy ktorym sie znajduje wraz z konformacjq cis lub trans. Hydroksykwasy ttuszczowe
oznaczone sa symbolami 20H i 30H, reprezentujace kwasy posiadajace grupe hydroksylowa

przy odpowiednio drugim i trzecim atomie wegla liczac od grupy karbonylowe;.
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Tabela lll. 7. Procentowy udziat wyszczegdlnionych kwasow ttuszczowych po 12 miesigcach ekspozycji w strukturze btony
komadrkowej bakterii z proby kontrolnej (hodowanych na glukozie) oraz eksponowanych na weglowodory aromatyczne
szczepow R. planticola (M01), R. ornithinolytica (M03) oraz A. calcoaceticus (M1B)

% catkowitej ilosci kwasow ttuszczowych

Kuwas thiszczowy proéba weglowodory proba weglowodory proba weglowodory
kontrolna aromatyczne kontrolna aromatyczne kontrolna aromatyczne
Mo1 MO03 M1B
Nasycone
10:0 30OH 1,57 +0,41 3,76 0,08 1,79+0,52 3,69 0,06 2,27 +0,49 3,76 0,01
12:0 1,81+0,20 3,16 0,03 1,54 +0,27 2,84 +0,26 1,87 0,17 3,00+ 0,02
12:0 aldehyd - - 2,20+1,26 - 2,02+0,83 -
12:0 20H 2,37 £0,21 4,34+0,18 2,70+0,16 4,32 +0,02 2,91 +0,05 4,45+0,01
12:0 30H 1,18+0,12 2,52+0,37 1,15+0,53 2,48 +0,04 1,72+0,23 2,63 +0,06
14:0 2,35+0,55 0,62 +0,34 2,29+1,18 0,53 +0,27 1,93 0,51 0,44 +0,01
15:0 izo 0,53 +0,26 - 0,33 +0,04 - - -
15:0 anteizo 1,11+0,75 - - 0,31 0,01 - 0,26 0,02
16:0 29,54 +2,02 27,63 +0,10 27,43 +3,89 27,66 +0,10 26,86 + 2,47 26,85 + 0,09
17:0 anteizo 0,88 +0,57 0,61 +0,42 0,48+£0,17 0,43 £0,21 - -
17:0 cyklo 8,98 +2,56 2,53 +0,05 8,46 +2,18 2,26 +0,20 7,62+2,48 2,01+0,03
18:0 3,14+1,82 1,79 +0,54 1,90+ 0,36 0,92+0,13 1,91+0,51 -
19:0 cyklo w8c 2,50 1,15 - 2,29+1,39 - 2,26 + 0,66 -
Nienasycone
16:1 iz0/14:0 30H 1,63 +0,68 - 2,05 +1,40 - 1,75+ 0,64 -
16:1 w6c/16:1 w7c 13,00 + 6,25 29,65 + 0,80 8,22+0,34 30,83 £ 0,74 13,44 + 3,41 31,28 0,06
17:1 izo w9c 1,69+1,35 - - - - -
18:1 w6c/18:1 w7c 27,37 +4,94 15,74 £0,22 28,90 +2,08 23,37 +0,37 33,96 2,77 24,01+0,15
Stosunek kwasow
nasyconych do 1,30 0,07 0,90 0,04 1,11+ 0,06 0,84 +0,04 1,05+ 0,05 0,80 +0,04
nienasyconych

Zaprezentowane wyniki wskazuja na wyrazne roznice w skladzie oraz stosunku
nasyconych i nienasyconych btonowych kwaséw ttuszczowych bakterii wzrastajacych na
podtozu zawierajacym glukoze lub weglowodory aromatyczne. Rezultaty przeprowadzonych
badann wskazuja na duzy wzrost zawartosci kwasdéw nienasyconych w btonie komdrek
eksponowanych na zwiazki hydrofobowe (np. dla badanych szczepéw R. planticola MO1,
R. ornithinolytica MO3 i A. calcoaceticus M1B byly to wzrosty udzialéw procentowych kwasu
16:1 w6c/16:1 w7c: z 13,0 do 29,7%; z 8,2 do 30,8% oraz z 13,4 do 31,3%) (Tabela III. 7).
Wplywalo to w sposdb znaczacy na wiasciwosci i ptynnos¢ btony komoérek badanych
szczepow. Tendencja ta jest widoczna wsrédd wszystkich badanych mikroorganizmow,

niezaleznie od gatunku.
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Wszystkie bakterie wzrastajace na podiozu zawierajacym glukoze posiadaty
w strukturze swojej btony komorkowej kwas 3-hydroksypentadekanowy (C15:0 anteizo),
cis-10,11-metyleno-oktadekanowy (C19:0 cyklo w8c) oraz 14-metylo-pentadekanowy lub
3-hydroksytetradekanowy (16:1 izo/14:0 30OH). Ponadto, wzrastajace na podiozu
zawierajacym glukoze bakterie szczepdéw R. planticola MO1 i R. ornithinolytica MO3
charakteryzowaly si¢ obecnoscia niewielkiej ilosci kwasu 13 metylo-tetradekanowego
(okoto 13 %), natomiast szczepy R. ornithinolytica M03 i A. calcoaceticus posiadaly w swojej
strukturze dodekanal (12:0 aldehyd, odpowiednio 2,2 i 2,0%). Bakterie szczepu R. platicola M01
jako jedyne wykazywaty obecno$¢ w btonie komoérek hodowanych na podiozu z dodatkiem
glukozy kwasu 15-metylo-9-heksadekanowego (17:1 izo w9c, niespetna 2%), z kolei komorki
szczepu A. calcoaceticus MI1B nie produkowaty kwasu 14-metylo-heksadekanowego
(17:0 anteizo). Mikroorganizmy eksponowane na zwiazki hydrofobowe zwigkszaly udziat
hydroksykwaséw oraz zmniejszaly zawartos¢ izo- i anteizo- rozgalezionych kwaséw
ttuszczowych. W blonie tych komodrek zmniejszata sie¢ rdwniez zawartos¢ kwasu
tetradekanowego (14:0 z okoto 2% do okoto 0,5% dla wszystkich badanych komorek),
cis-9,10-metyleno-heksadekanowego (17:0 cyklo) i oktadekanowego (18:0). Obserwowane jest
réowniez zmniejszenie ilosci kwasow 18:1 w6c/18:1 w7c. Najistotniejszy spadek odnotowano
dla komorek szczepu R. planticola M01, gdzie ilo$¢ 18:1 w6c/18:1 w7c zmniejszyla sie z 27,4%
do 15,7%. Dla pozostatych badanych szczepéw zmniejszenie ilosci kwasu 18:1 w6c/18:1 w7c
w wyniku ekspozycji komorek na weglowodory aromatyczne nie przekraczato 10 pkt. %
(z 28,9% do 23,4% dla szczepu R. ornithinolytica M03 oraz z 34,0% do 24,0% dla szczepu

A. calcoaceticus M1B).

3.2. Modyfikacje profilu biatkowego komadrek

W  kolejnym etapie badan przeprowadzono wnikliwe analizy poréwnawcze
modyfikagji profilu biatkowego komdérek hodowanych na podtozu zwierajacym glukoze lub
mieszaning weglowodoréw aromatycznych. W badaniach analizowano komorki
nieeksponowane (z hodowli z dodatkiem glukozy jako zrédta wegla, oznaczone na wykresach
heat map numerem 4) oraz eksponowane przez 12 miesiegcy na wybrane weglowodory
aromatyczne (oznaczone na wykresach heat map numerem 1). Przeanalizowano réwniez
szybkos$¢ odpowiedzi komdrkowej na dodatek weglowodoréw aromatycznych w hodowli

(ekspozycja komdrek na weglowodory przez 7 dni, oznaczone na wykresach heat map
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numerem 2) oraz trwalo$¢ zmian indukowanych indukowanych ekspozycja na badane
weglowodory aromatyczne (transfer komorek po 12-miesiecznej ekspozycji na podioze
z glukoza i hodowla przez 7 dni, oznaczone na wykresach heat map numerem 3). Wyizolowane
biatka poddano identyfikacji z wykorzystaniem nanochromatografii cieczowej ze
spektrometriag mas, a uzyskane dane analizowano w programie MaxQuant (wersja 1.5.1.2.)

(Rysunki IIL. 9-11).

Szczep Raoultella planticola M01
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Rysunek Ill. 9. Wykres typu heat map, przedstawiajacy wyniki hierarchicznego klasteringu biatek wyizolowanych
z komoérek szczepu R. planticola M01. Oznaczenie probek: (1) bakterie hodowane na podtozu z dodatkiem
weglowodoréw aromatycznych; (2), bakterie hodowlane przez 12 miesiecy na podtozu z dodatkiem glukozy
i przeniesione na podtoze z dodatkiem weglowodoréw aromatycznych na 7 dni; (3) bakterie hodowane przez 12
miesiecy na podtozu z dodatkiem weglowodoréw aromatycznych i przeniesione na 7 dni na podtoze dodatkiem glukozy;
(4) bakterie hodowlane na podtozu z dodatkiem glukozy

Szczep Raoultella ornithinolytica M03

I S R N N e

Rysunek Ill. 10. Wykres typu heat map, przedstawiajacy wyniki hierarchicznego klasteringu biatek wyizolowanych
z komérek szczepu R. ornithinolytica M03. Oznaczenie probek: (1) bakterie hodowane na podiozu z dodatkiem
weglowodoréw aromatycznych (2) bakterie hodowlane przez 12 miesiecy na podtozu z dodatkiem glukozy
i przeniesione na podtoze z dodatkiem weglowodoréw aromatycznych na 7 dni; (3) bakterie hodowane przez 12
miesiecy na podtozu z dodatkiem weglowodoréw aromatycznych i przeniesione na 7 dni na podtoze dodatkiem glukozy;
(4) bakterie hodowlane na podtozu z dodatkiem glukozy
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Szczep Acinetobacter calcoaceticus M1B
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Rysunek lll. 11. Wykres typu heat map, przedstawiajacy wyniki hierarchicznego klasteringu biatek wyizolowanych
z komodrek szczepu A. calcoaceticus M1B. Oznaczenie probek: (1) bakterie hodowane na poditozu z dodatkiem
weglowodoréw aromatycznych (2) bakterie hodowlane przez 12 miesiecy na podtozu z dodatkiem glukozy
i przeniesione na podtoze z dodatkiem weglowodoréw aromatycznych na 7 dni; (3) bakterie hodowane przez 12
miesiecy na podtozu z dodatkiem weglowodoréw aromatycznych i przeniesione na 7 dni na podtoze dodatkiem glukozy;
(4) bakterie hodowlane na podtozu z dodatkiem glukozy

NONON R R R W W W R s

Wyniki hierarchicznego klasteringu bialek wyizolowanych z bakterii eksponowanych
na weglowodory aromatyczne wskazuja na znaczace réznice w poziomie ekspresji biatek
w komorkach szczepdw wzrastajacych na podiozu z dodatkiem zwigzkéw aromatycznych
w poréwnaniu do préb nieeksponowanych. Najwigksze zmiany poziomu ekspresji biatek
odnotowano dla komoérek eksponowanych prze 12 miesiecy na weglowodory aromatyczne.
Ponadto, mikroorganizmy szczepdw R. planticola MO1 i R. ornithinolytica M03 nieeksponowane
i przeniesione na podloze zawierajace weglowodory aromatyczne na 7 dni (krotkotrwata
ekspozycja) wykazywaty zblizony profil ekspresji bialek do komodrek poddanych dtugotrwatej
ekspozydji. Dodatkowo, wyniki uzyskane dla uktadéw poddanych 12-miesiecznej ekspozycji
na weglowodory aromatyczne a nastgpnie przeniesionych na podtoza z dodatkiem glukozy
(oznaczone numerem 3 na Rysunkach III. 9-11) pozwolily stwierdzi¢ stosunkowo niewielka
trwatos¢ modyfikacji wywotanych 12-miesieczna ekspozycja na weglowodory aromatyczne.

Przyktady biatek o zmodyfikowanej ekspresji odnotowane w poszczegolnych
probkach zostaly zaprezentowane na Rysunkach III. 12-14. Przedstawione na wykresach
biatka (syntetaza ATP, biatko nr 32 poryny membrany zewnetrznej, liaza arginio-

bursztynianowa oraz dehydrogenaza malonianowa) sa zaangazowane w roznorodne procesy
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w komorkach bakterii, reprezentujac szeroki przekrdj zmian w mikroorganizmach pod

wplywem dziatania czynnikéw stresowych. Proteiny te biora udziat w procesach transkrypdji,
translacji i faldowania biatek, biorg udziat w metabolizmie energetycznym komorki oraz

przeksztatcaniu aminokwaséw i czastek o matych masach.

Na Rysunku III. 12 zaprezentowano wyniki pomiaréw pozioméw akumulagji

wybranych biatek wyizolowanych z komdrek szczepu R. planticola M01 nieeksponowanych
(G->G), poddanych 12-miesigcznej ekspozycji na weglowodory aromatyczne (A->A);

przeniesionych po 12-miesigcznej ekspozycji na podtoze z dodatkiem glukozy (A->G) oraz

poddanych 7-dniowej ekspozycji na weglowodory aromatyczne (G->A).

1e+9

ek []

8et8

6e+8

4e+8

poziom akumulacii biat

Syntaza ATP podjednostka beta

Liaza arginino-bursztynianowa

Biatko nr 32 poryny membrany zewnetrznej

Dehydrogenaza malonianowa

Rysunek Ill. 12. Poziomy akumulacji wybranych biatek, wyizolowanych z komérek szczepu R. planticola M01, gdzie:
G->G - komorki utrzymywane stale na podiozu z glukozy; A->A — komorki utrzymywane stale na podtozu
z weglowodorami aromatycznymi; A->G — komorki eksponowane przez 12 miesiecy na weglowodory aromatycnze

i przeniesione na podtoze z glukoza na 7 dni; G->A — komérki utrzymywane na podtozu z glukoza przez 12 miesiecy
i przeniesione na podtoze z dodoatkiem weglowodoréw aromatycznych na 7 dni

Wyniki badan wskazuja na spadek aktywnosci syntetazy ATP oraz liazy arginino-
bursztynianowej w komdrkach szczepu R. planticola M01 poddanych 7-dniowej ekspozycji
w poréownaniu do komorek poddanych 12-miesiecznej ekspozycji na weglowodory

aromatyczne. Ponadto, w komorkach eksponowanych przez 12 miesiecy na weglowodory
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aromatyczne uwage zwraca rowniez znacznie podwyzszona aktywnos$¢ biatka 32 poryny
membranowej, zaangazowanego w procesy aktywnego transportu substancji ze srodowiska
zewnetrznego do wnetrza komorki. Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage, ze najwyzszy poziom
dehydrogenazy malonianowej odnotowano w prébkach poddanych 7-dniowej ekspozycji na
weglowodory aromatyczne. Moze to by¢ zwigzane z procesami metabolizowania
zanieczyszczen weglowodorowych przez te komorki.
Przedsatwione na Rysunku III. 13 wyniki pomiaréw poziomdéw akumulacji biatek
wyizolowanych z mikroorganizmdéw szczepu R. ornithinolytica MO3 charakteryzowaly sie
bardzo wysokim poziomem akumulacji bialek zwigzanych z aktywnym transportem

zanieczyszczen w komorkach poddanych krotkotrwalej ekspozycji na zanieczyszczenia
weglowodorowe.
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Biatko nr 32 poryny membrany zewnetrznej

Dehydrogenaza malonianowa

Rysunek lll. 13. Poziomy akumulacji wybranych biatek, wyizolowanych z komérek szczepu R. ornithinolytica M03, gdzie:
G->G — komorki utrzymywane stale na podtozu z glukozg; A->A — komdrki utrzymywane stale na podtozu
z weglowodorami aromatycznymi; A->G — komarki eksponowane przez 12 miesiecy na weglowodory aromatycnze

i przeniesione na podtoze z glukoza na 7 dni; G->A — komérki utrzymywane na podtozu z glukozg przez 12 miesiecy
i przeniesione na podtoze z dodoatkiem weglowodoréw aromatycznych na 7 dni
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Warto jednak zwrdci¢c uwage, ze intensywna transkrypcja i translacja biatek
transportowych byla potaczona z nieznacznie zwigkszonym poziomem akumulacji biatka

syntetazy ATP. Zwigkszenie akumulacji biatka poryny membranowej w stosunku do komoérek

nieeksponowanych odnotowano takze w przypadku bakterii szczepu R. ornithinolytica M03
poddanych 12-miesigcznej ekspozycji na weglowodory aromatyczne. Bylo ono powigzane
z porownywalnym poziomem akumulagji bialek syntetazy ATP. Nalezy rowniez zauwazy¢,
ze bakterie przeniesione po 12-miesiecznej ekspozycji na weglowodory na podioze
z dodatkiem glukozy przeprowadzaja , powrotne” modyfikacje profilu biatkowego w strone
profilu komorek wzrastajacych stale na glukozie, ktory charakteryzuje sie mniejszym
zapotrzebowaniem energetycznym. Warto réwniez zwrdci¢ uwage na zwiekszong ilos¢

dehydrogenazy malonianowej, enzymu zwigzanego z komdrkowymi procesami
metabolicznymi, w bakteriach poddanych 7-dniowej ekspozycji na zanieczyszczenia

weglowodorowe.
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Rysunek lll. 14. Poziomy akumulacji wybranych biatek, wyizolowanych z komérek szczepu A. calcoaceticus M1B, gdzie:
G->G — komorki utrzymywane stale na podtozu z glukoza; A->A — komdrki utrzymywane stale na podiozu
z weglowodorami aromatycznymi; A->G — komérki eksponowane przez 12 miesiecy na weglowodory aromatycnze

i przeniesione na podtoze z glukoza na 7 dni; G->A — komérki utrzymywane na podtozu z glukozg przez 12 miesiecy
i przeniesione na podtoze z dodoatkiem weglowodoréw aromatycznych na 7 dni
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Rowniez komorki szczepu A. calcoaceticus M1B poddane 7-dniowej ekspozycji na
zanieczyszczenia weglowodorowe wykazywaly wyraznie zwigkszony poziom akumulacji
biatek poryny membranowej (Rysunek III. 14). Bakterie te charakteryzowaty si¢ réwniez
podwyzszonym poziomem akumulagji biatek zwigzanych z degradowaniem zanieczyszczen
oraz metabolizmem energetycznym komorek.

Bakterie A. calcoaceticus M1B poddane 12-miesiecznej ekspozycji na weglowodory
aromatyczne, a takze komorki przeniesione po 12-miesieczenj ekspozycji na zwiagzki
aromatyczne do hodowli z dodatkiem glukozy rowniez wykazywaty zwigekszone poziomy
akumulacji biatek zwigzanych z komodrkowymi procesami metabolicznymi oraz
energetycznymi. Jednak rdéznice w poziomach akumulacji tych protein w komdrkach
eksponowanych nie byly az tak duze w poréwnaniu do komorek nieeksponowanych
i wynosily okoto 20 pkt.%. Badany szczep hodowany na podlozu z dodatkiem glukozy
wykazywaly wysoki poziom akumulacji biatek zwigzanych z metabolizmem energetycznym
komorek, przy jednoczesnym znaczaco nizszym poziomie akumulacji innych bialek,
zwiazanych z procesami transportowymi, degradacyjnymi czy syntezy i faldowania nowych

biatek.

3.3.  Analiza losowych amplifikacji polimorficznego DNA (PCR-RAPD)

Zakres prowadzonych prac obejmowat takze przeprowadzenie analiz molekularnych
probek, w celu zbadania poziomu odpowiedzi komodrkowej, ktdry zostaje aktywowany
w wyniku odpowiedzi komorek na ekspozycje na weglowodory aromatyczne. Ze wzgledu na
ograniczone dane literaturowe prezentowane przez zespoly badajace podtoze molekularne
tego typu zmian oraz brak zdefiniowanych specyficznych sekwencji celowych
i primeréw dla badanych szczepdéw, zdecydowano si¢ na wykorzystanie techniki losowych
amplifikacji polimorficznego DNA. Pozwala ona na wstepne zaobserwowanie zmian
zachodzacych w ekspresji poszczegdlnych fragmentow sekwencji nukleotydowej dzieki
stosunkowo niewielkiej specyficznosci wykorzystywanych starteréw. Badania te prowadzono
dla komoérek hodowanych na podiozu z dodatkiem glukozy oraz eksponowanych na
weglowodory aromatyczne przez 12 miesiecy, ze wzgledu na zaobserwowana na podstawie
profilu biatkowego nieutrwalong modyfikacje bakterii poddanych krotkotrwatej ekspozycji na
weglowodory aromatyczne lub przenoszonych po ekspozycji na podioze z dodatkiem

glukozy. Wyniki przeprowadzonych analiz przedstawiono na Rysunku III. 15.
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Rysunek I11. 15. Zdjecie zelu po rozdziale elektroforetycznym produktow reakcji PCR uzyskanych w wyniku amplifikacji DNA
wyizolowanego ze szczepéw: R. planticola M01, R. ornithinolytica M03 oraz A. calcoaceticus M1B, ze starterami A2, A3,
A4, A9, gdzie: M — marker wielkosci DNA; M01, M03, M1B - odpowiednie szczepy mikroorganizméw; NE - linia
utrzymywana na podifoiu z dodatkiem glukozy; E — linia utrzymywana na podiozu z dodatkiem weglowodoréw
aromatycznych

Zdjecia zelu po rozdziale elektroforetycznym produktow reakcji PCR-RAPD
uwidaczniaja znaczace modyfikacje w aktywnosci ekspresji fragmentéw materialu
genetycznego bakterii w wyniku ekspozycji komorek na weglowodory aromatyczne. Na
Rysunku III. 15 przedstawiono wyniki uzyskane dla 4 sposréd 80 testowanych starteréw,
gdzie réznice w ekspresji byly najbardziej widoczne. Na podstawie przedstawionych
wynikow mozna stwierdzi¢, Zze aktywnos¢ transkrypcyjna materialu genetycznego
wszystkich badanych szczepéw zmienila si¢ pod wpltywem diugotrwatej ekspozycji na
weglowodory aromatyczne, jednak kazdy z badanych szczepdéw wykazywat inny profil zmian
genetycznych. Najbardziej r6znicujacy sposrod badanych byt starter A9, dla ktorego réznice
w ekspresji obserwowano dla wszystkich badanych szczepdw, natomiast najmniej réznic
obserwowano w reakcjach przeprowadzonych z wykorzystaniem startera A3. Warto rowniez
podkresli¢ znaczace roznice w uzyskanych wynikach zaobserwowane dla szczepow

R. planticola MO1 i R. ornithinolytica M03, nalezacych do tego samego rodzaju.
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3.4. Dyskusja wynikéw

Dtugotrwata ekspozycja na zanieczyszczenia weglowodorowe w znaczacym stopniu
wplywa nie tylko na modyfikacje wtasciwosci powierzchniowych mikroorganizmoéw, ale
powoduje réwniez indukcje zaawansowanych mechanizmow przystosowawczych
i obronnych. Poglebiona analiza wlasciwosci komdrek eksponowanych na weglowodory
aromatyczne wskazuje na znaczace zmiany zachodzace w budowie btony komodrkowej,
proteomie oraz aktywnosci transkrypcyjnej bakteryjnego genomu.

Analizujac wplyw zanieczyszczen weglowodorowych na komorki nalezy zwrocic
uwage, na wptyw tych zwigzkow na strukture blony komoérkowej. Membrana ta, jako gtéwna
bariera oddzielajagca komorke od srodowiska zewnetrznego petni niezwykle wazng funkcje
w utrzymaniu homeostazy organizmoéw jednokomdrkowych, wiec utrzymanie jej
prawidltowych parametréw jest czynnikiem krytycznym dla bakterii [148]. Jak zauwazyli
Sikkema i in. [40], toksycznos¢ substancji hydrofobowych w stosunku do komorek wzrasta
wraz ze wzrostem ich lotnosci i spadkiem lepkosci tych czastek. Powoduje to, ze frakcje ropy
naftowej o niskiej temperaturze wrzenia, zawierajace np. benzen, toluen i ksylen, sa bardziej
szkodliwe dla komdrek bakterii niz zwiazki wielkoczasteczkowe. Ksenobiotyki interkalujace
btone komoérkowa moga oddzialywa¢ z taruchami acylowymi kwaséw tluszczowych lub
umiejscawia¢ si¢ pomiedzy przeciwleglymi powierzchniami dwuwarstwy, zaburzajac jej
strukture. Obecno$¢ takich interkalacji powoduje zwiekszenie ptynnosci membrany, ktorej
niekorzystnym skutkom mikroorganizmy starajq sie przeciwdziata¢ poprzez synteze de novo
kwasoéw ttuszczowych; zmiane proporcji izomerdw cis/trans, izo/anteizo oraz ilosci cyklicznych
i nienasyconych kwasoéw tluszczowych; modyfikacje dtugosci fanicucha kwaséw
ttuszczowych czy wreszcie zmiane struktury membranowych biatek i fosfolipidow [149-152].

W literaturze opisywane sa obserwacje zmniejszania dlugosci tancucha kwaséw
tluszczowych w komdrkach eksponowanych na niekorzystne warunki srodowiska [153], czy
zanieczyszczenia organiczne [154,155]. Jako jeden =z najlepiej przeanalizowanych
mechanizmdéw obronnych komorek przeciwko niekorzystnemu zwigkszaniu ptynnosci btony
komdrkowej opisywana jest izomeryzacja cis/trans blonowych kwasow ttuszczowych [40].
Dzigki zmianie konfiguracji sterycznej czasteczki w wyniku izomeryzadji cis/trans, mozliwe
jest gestsze upakowanie tancuchow lipidowych w btonie komdrkowej, co wptywa korzystnie

na zmniejszenie ptynnosci membrany. Ponadto, trans kwasy tluszczowe charakteryzujq si¢
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wyzsza temperatura topnienia, wplywajac tym samym na podniesienie temperatury przejcia
fazowego. Aktywacja izomeraz cis/trans zostata zaobserwowana m. in. przez Heipieper i in.
[156] badajacych odpowiedz komorek Pseudomonas putida S12 na dodatek 3-nitrotoluenu
w roznych stezeniach. Nalezy podkresli¢, Ze jest to szybka odpowiedZ komorki na warunki
stresowe, pozwalajaca na zmniejszenie plynnosci blony w krotkim czasie i zabezpieczenie
komorki przed niekorzystnymi czynnikami [157,158]. Synteza trans nienasyconych kwaséw
tluszczowych na drodze izomeryzacji ich cis odpowiednikow moze by¢ rozpoczeta w ciggu
5 min od wystapienia czynnika stresowego, a zakoniczona juz 30 min pdzniej, podczas gdy
saturacja tancuchéw kwaséw ttluszczowych rozpoczynata sie dopiero 15 min po ekspozycji
komorek na ksenobiotyki [157,159]. Mozna zatem wnioskowac, ze przedstawiony w niniejszej
pracy znaczacy udziat nienasyconych kwaséw tluszczowych cis w profilu bfonowym moze
by¢ wynikiem dziatania mechanizmu obronnego komoérek w oparciu o desaturacje kwasow
tluszczowych, pod wptywem diugotrwatej, 12-miesiecznej ekspozydji na czynnik stresowy.

Wzrost udziatu nienasyconych kwasow tluszczowych w profilu membran komorek
narazanych na kontakt z zanieczyszczeniami weglowodorowymi zostat odnotowany przez
wielu badaczy i, w przeciwienstwie do izomeryzacji cis/trans, jest uznawany za dtugofalowa
odpowiedz komorki na obecnoscé rozpuszczalnikdw organicznych w srodowisku [40,154,160].
Zmiany tego parametru w komorkach E. coli odnotowat Ingram [161], podczas ich ekspozycji
na dilugotancuchowe alkohole i weglowodory aromatyczne oraz Zhila i in. [160] badajac
zmiany profilu kwaséw ttuszczowych komérek Cupriavidus eutrophus B-10646 rosnacego na
podtozu z dodatkiem glukozy, kwasu oleinowego lub oleju z nasion stonecznika. Przebadane
w ramach niniejszej pracy mikroorganizmy rowniez charakteryzowaly sie¢ wzrostem liczby
nienasyconych btonowych kwaséw tluszczowych o okoto 5-10%. Najwigksze zmiany
zaobserwowano w przypadku szczepu R. planticola M01, gdzie ilos¢ nienasyconych kwasow
tluszczowych wzrosta z 43,69% do 52,65% catkowitej ilosci wyizolowanych kwaséw
ttuszczowych. Mechanizm tych przemian moze polega¢ na syntezie kwaséw ttuszczowych
de novo [154] lub ich desaturacji z udziatem specyficznych desaturaz (w warunkach tlenowych)
[153,162].

Ponadto, podobnie jak w przypadku szczepu Cupriavidus eutrophus B-10646 badanego
przez Zhila i in. [160], badane w niniejszej pracy mikroorganizmy charakteryzowaly sie

ograniczong roznorodnoscia kwasoéw tluszczowych, ktéra obejmowala kwasy nasycone,
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hydroksykwasy, cykliczne kwasy i kwasy mononienasycone o dlugosci tanicucha C:10-C:18.
We wszystkich badanych prébkach widoczny byt réwniez wzrost ilosci hydroksykwasow,
osiagajac wartos¢ ponad 10% catkowitej ilosci wyizolowanych kwasow ttuszczowych,
w pordéwnaniu do poczatkowych wartosci oscylujacych w granicach 6%. Modyfikacja ta jest
rowniez przypisywana dziataniom komorki w kierunku obnizenia ptynnosci membrany [163].

Szeroko komentowane s réwniez modyfikacje polegajace na zmniejszeniu zawartosci
kwasow tluszczowych zmetylowanych w pozycji anteizo, ze wzgledu na wigksza
powierzchnie zajmowang przez te czasteczki. Zmiana pozycji grupy metylowej pozwala na
gestsze upakowanie fosfolipidéw w membranie i zmniejszenie jej ptynnosci. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze zmetylowane kwasy tluszczowe wystepuja gldwnie w bakteriach
gram-dodatnich oraz beztlenowych [164-166]. Niemniej jednak, moga by¢ takze
identyfikowane w komodrkach szczepéw gram-ujemnych, jak np. Pseudomonas sp. ORAs5,
P. putida czy P. stutzeri [150,165]. W przeprowadzonych badaniach zidentyfikowano niewielka
ilos¢ zmetylowanych blonowych kwaséw tluszczowych w probkach szczepéw
R. ornithinolytica MO3 oraz A. calcoaceticus M1B, jednak ich ilos¢ malata w wyniku ekspozydji
na weglowodory aromatyczne. Dla badanych mikroorganizmdow zaobserwowano réwniez
zmniejszenie ilosci cyklopropanowych kwasow ttuszczowych (17:0 cyklo i 19:0 cyklo)
w porodwnaniu do proby kontrolnej. Rola kwasow cyklopropanowych w strukturze btony
komodrkowej nie zostala jeszcze dobrze poznana, jednak niektérzy badacze sugeruja, ze
obecnos¢ tych zwiazkdéw zmniejsza przepuszczalno$é membrany w stosunku do protondw,
co moze by¢ szczegdlnie korzystne w przypadku ekspozycji bakterii na WWA, fenol, czy
polichlorowane bifenole [167-170]. Mrozik i in. [149,150] wykazali znaczacy spadek ilosci
cyklopropanowanych kwasow w strukturze bton komorek P. putida i P. stutzeri w hodowli
z naftalenem. Moze by¢ to zwiazane z duzym wptywem cyklopropanowanych kwaséw na
mobilnos¢ blony komorkowej oraz utozenie faricuchéw acylowych, powodujac znaczaca
zmiane wlasciwosci chemicznych membrany [171]. Nalezy réwniez wspomnied, ze
zwigkszanie ptynnosci btony komodrkowej jest w niektorych przypadkach pozadanym
mechanizmem reakcji komodrek bakterii na obecno$¢ niekorzystnych warunkow
w srodowisku i byto ono obserwowane w przypadku mikroorganizméw charakteryzujacych
rownoczesnym si¢ wzrostem hydrofobowosci powierzchni komdrek. Zmiany tego typu

zostaty odnotowane w komorkach Listeria innocua przechowywanych w niskiej temperaturze
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(10°C) i skutkowaty zwiekszeniem ilosci nienasyconych kwasow C18:1 oraz wzrostem
proporcji kwaséw krotkotaricuchowych do dtugotancuchowych (C15:0-C17:0), powodujac
obnizenie temperatury topnienia i przejscia fazowego btony komorkowej [172].

Istotnymi elementami mechanizmow przystosowawczych komdrek bakterii sa zmiany
aktywnosci odpowiednich genow, przemodelowanie profilu biatkowego i modyfikacje
proteolizy, pozwalajace utrzyma¢ komdrkom bakterii przewage nad innymi
mikroorganizmami. Kompetycja zachodzaca w zmieniajacym si¢ srodowisku miedzy
réoznymi grupami mikroorganizmow wymusza na bakteriach indukowanie szybkiej oraz
efektywnej pod wzgledem energetycznym i metabolicznym reakgji na dziatanie czynnikéw
stresowych. [173]. W literaturze opisywane sa rdéznorodne zmiany proteomiczne
w bakteriach eksponowanych na czynniki stresowe, jednak gtowne szlaki odpowiedzi
komdrkowej skupiaja sie na utrzymaniu odpowiedniej homeostazy btony komdrkowej oraz
zwigkszeniu aktywnosci czynnikdw transkrypcyjnych i odpowiedzialnych za faldowanie
bialek (gtownie chaperondéw i biatek szoku cieplnego), przy jednoczesnym dostarczeniu
odpowiedniej ilosci energii do przeprowadzenia niezbednych przemian [173,174]. Bakterie
gram-ujemne posiadaja wyspecjalizowane biatka, aktywujace odpowiednie szlaki
odpowiedzi komodrkowej w wyniku dziatania czynnika stresowego, a badania
przeprowadzone przez Dominguez-Cuevas i in. [175] wskazuja na zbiezno$¢ reakcji komorki
na akumulacje niesfatdowanych biatek w wyniku ekspozycji na weglowodory z odpowiedzig
mikroorganizmdéw na szok cieplny.

Do biatek odpowiedzi komdrkowej nalezy =zaliczy¢ proteiny zwigzane
z monitorowaniem stanu zewnetrznej blony komorkowej [176,177]. Poniewaz jest to jedyna
bariera oddzielajaca komdrke od srodowiska zewnetrznego, utrzymanie jej prawidtowego
funkcjonowania jest kwestia krytyczna dla bakterii, a zmiany zachodzace w ptynnosci
membrany, wywotuja nie tylko modyfikacje btonowych kwasow tluszczowych [148], ale
rowniez indukuja ekspresje gendéw szlaku odpowiedzi komdrkowej of [173]. Szlak ten zostal
opisany jako jedna z odpowiedzi komorek bakterii Escherichia coli na stres wywotany szokiem
temperaturowym [176], a jego aktywno$¢ zostata pdzniej potwierdzona réwniez m. in.
w komodrkach Salmonella typhimurium eksponowanych na stres oksydacyjny [178], czy
u bakterii Pseudomonas putida K12440 eksponowanych na toluen [175]. Aktywacja odpowiedzi

komorkowej nastepuje w wyniku reakcjii komodrki na spadek poziomu biatka RseA,
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zwiazanego z monitorowaniem stanu sfatldowania bialek btonowych (reakcja komdrki na
akumulacje niesfaldowanych biatek blonowych) lub wzrost ilosci LPS, rozbijajacych kompleks
RseA/RseB [173]. Nalezy zauwazy¢, ze zmiany aktywnosci biatek zewnetrznej membrany
komdrkowej (ang. outer membraneg proteins, Omp) wykryto w komorkach badanych w niniejszej
pracy szczepdw eksponowanych zaréwno na krotkotrwaly, jak i dlugotrwaty stres. Warto
rowniez podkresli¢, Zze podjednostki sigma, do ktorych zaliczana jest rowniez of wchodza
w sklad bakteryjnej polimerazy RNA, odpowiedzialnej za specyficzna inicjacje i kontrole
syntezy RNA w komorkach bakteryjnych [179]. Podjednostka of wchodzi w sktad kompleksu
kontrolujacego ekspresje genéw kodujacych biatka katalizujace fatdowanie protein, ekspresje
proteaz czy enzymoéw odpowiedzialnych za biosynteze lipidu A (wchodzacego w sktad
lipopolisacharydoéw i LPS) [180].

Modyfikacjom na skutek ekspozycji na ksenobiotyki ulegaja roéwniez zwiazane
z btong komoérkowa i pasywnym transportem niektorych zanieczyszczen weglowodorowych
poryny btonowe. Najlepiej opisanymi w literaturze proteinami z tej rodziny sa biatka
zewnetrznej blony komorkowej ToX (P. putida) i TbuX (Ralstonia pickettii), XyIN (P. putida) oraz
TmoX (Pseudomonas mendocina), ktérych udzial w transporcie weglowodorow aromatycznych
przez btone komorkowa zostal wykazany w licznych pracach naukowych [41,181-185].
Réwniez w testowanych w niniejszej pracy mikroorganizmach zaobserwowano intensywny
wzrost aktywnosci biatek budujacych poryny membranowe w komoérkach poddanych
zarowno dlugotrwalej, jak i krotkotrwatej ekspozycji na weglowodory. Ponadto, we
wszystkich badanych ukladach aktywno$¢ tych biatek zmniejszata si¢ po przeniesieniu
komorek na podloze z dodatkiem glukozy. Moze to swiadczy¢ o znaczacym udziale tych
bialek w transporcie badanych weglowodoréw aromatycznych do wnetrza komorek bakterii.

Kolejna grupa protein ulegajacych modyfikacji pod wptywem dziatania czynnikéow
stresowych s enzymy zwigzane z wytwarzaniem energii w komdrce (np. syntaza ATP) lub
ktorych  dziatalno$¢ jest bezposrednio skorelowana =z iloscia dostepnego ATP
(np. ATP-zalezna Clp proteaza — biorgca udziat w usuwaniu nieprawidtowo sfaldowanych
biatek) [186]. Bakterie gram-ujemne wykorzystuja ATP do transportu aktywnego
zanieczyszczen o duzej masie czasteczkowej, przez kompleks membranowy
TonB-ExbB-ExbD, wykorzystywany najczesciej do pobierania ze srodowiska alkanow [187].

Modyfikacja aktywnosci biatek zwigzanych z synteza ATP, $wiadczy¢ moze o zmianie
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zapotrzebowania komorek na energie potrzebna we wszystkich procesach komoérkowych
[188]. Wei i in. [189] zaobserwowali podwyzszenie aktywnosci syntazy ATP oraz helikazy
RNA zaleznej od ATP w komodrkach Brevibacillus brevis eksponowanych na piren. Enzymy te
moga pelni¢ istotng funkcje podczas transportu zwigzkow hydrofobowych do komodrek,
o czym moze swiadczy¢ wzrost efektywnosci biodegradacji pirenu w czasie. Zaobserwowali
oni takze rdGwnoczesny wzrost ilosci blonowych kwaséw nienasyconych, powodujacy zmiany
plynnosci tej struktuy komorkowej. Z drugiej strony, Efremenko i in. [190] odnotowali spadek
ilosci ATP w komorkach Rhodococcus ruber i Pseudomonas putida wraz ze wzrostem stezenia
zanieczyszczen weglowodorowych.

Analizowane zmiany profili biatkowych bakterii eksponowanych na zanieczyszczenia
weglowodorowe sa zwiazane z indukcja ekspresji specyficznych biatek, ktérych aktywnosc¢
jest znacznie nizsza w komdrkach nie poddawanych dzialaniu czynnika stresowego. Jak
zauwazyli Ramos i in. [191], bakterie szczepu P. putida w obecnosci weglowodoréw
aromatycznych aktywuja zlozony mechanizm odpowiedzi komorkowej, obejmujacy
uszczelnienie btony komdrkowej, indukcje biatlek odpowiedzi na stres oraz podwyzszona
produkcje energii. Badania zmian genomu i proteomu réznych mikroorganizmow wykazaty
zmiany ekspresji genéw kodujacych biatka zwigzane z metabolizmem kwasoéw tluszczowych,
mobilnoscia bakterii, odpowiedzia na stres cieplny (komorki C. acetobutylicum 824 w obecnosci
rozpuszczalnikow organicznych [192]), antyoksydacja i detoksyfikacja (komorki E. coli
i C. acetobutylicum podczas ekspozycji na butanol [193]), odpowiedzia na stres oksydacyjny
oraz transportem i biosynteza metabolitow (komorki E. coli eksponowane na butanol
iizobutanol [194]).

Molina-Santiago i in. [195] wykazali, ze szczep P. putida DOT-T1E (o zwigkszonej
odpornosci na ekspozycje na toluen) posiada tylko 30% gendw zgodnych z podstawowym
genomem rodzaju Pseudomonas (ang. core — genome). Odpowiedz na poziomie genetycznym
komorek szczepow P. putida DOT-T1E (odpornego na toluen) oraz P. putida KT2440
(wrazliwego na toluen) byta badana po poddaniu ich diugotrwatej (kilka godzin, do
osiagniecia przez komorki poznej fazy ekspotencjalnej) lub krotkotrwatej ekspozycji (jedna
godzina). Zaobserwowali oni, ze w komdrkach szczepu wrazliwego na toluen modyfikacji
pod wplywem ekspozycji na badany rozpuszczalnik organiczny ulegala ekspresja innych

bialek niz w przypadku szczepu charakteryzujacego sie¢ wysoka odpornoscia na badany
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zwiazek. Zmiany zachodzace w komdrkach P. putida KT2440 byly najbardziej widoczne
w przypadku genéw zwigzanych z prawidlowym funkcjonowaniem blony komoérkowej
(ekspresja genow biatek blonowych, komplekséw tanicuchdéw oddechowych, transporteréw
oraz kwasow tluszczowych i lipidoéw), dazac do zmniejszenia ptynnosci blony komdrkowej
i zabezpieczenia bakterii przez niekorzystnym dzialaniem toluenu. Natomiast komorki
szczepu P. putida DOT-T1E wykazywaly nadekspresje genow zwigzanych z metabolizmem
wewnatrzkomorkowym, obejmujacych hydrolazy, rybonukleazy, chaperony, proteinazy
i geny zwigzane z synteza rybosomow [195]. Podobng charakterystyke zmian, zwigzanych
z aktywnoscig biatek kodowanych przez geny odpowiadajace za poszczegolne funkcje
metaboliczne, zaobserwowano w komorkach szczepéw R. planticola MO1, R. ornithinolytica
MO3 oraz A. calcoaceticus M1B, analizowanych w niniejszej pracy. Badane szczepy
charakteryzowaty si¢ réwniez wigkszym nasileniem zmian ekspresji bialek zwigzanych
z funkgjonowaniem btony komérkowej w wyniku krétkotrwatej ekspozycji na weglowodory
aromatyczne. Modyfikacje proteomu obserwowane w komodrkach poddanych dtugotrwatej
ekspozycji na zanieczyszczenia nie byly tak znaczace, jednak wyniki hierarchicznego
klasteringu biatek sugeruja, ze skutkowaly one znaczacymi zmianami funkcjonowania catego
proteomu szczepéw hodowlanych na pozywce z dodatkiem weglowodoréw aromatycznych

przez 12 miesiecy.

4.  Poréwnanie zmian wlasciwosci biodegradacyjnych komorek

eksponowanych i nieeksponowanych na weglowodory

Waznym elementem pracy byla analiza poréwnawcza zdolnosci biodegradacyjnych
wybranych zanieczyszczen weglowodorowych przez komorki eksponowane przez
12 miesiecy na weglowodory aromatyczne, alifatyczne lub olej napedowy oraz komorki
nieeksponowane. W tym celu przeprowadzono szereg prob biodegradacyjnych z udziatem
wybranych szczepdw w ukiadach zawierajacych rézne substraty weglowodorowe:
mieszaning weglowodorow aromatycznych lub alifatycznych oraz olej napedowy.
Poréwnano zaréwno zdolnosci degradacyjne komorek eksponowanych na weglowodory,
jak i nieeksponowanych na badane zwiazki. Oceniono réwniez wptyw ekspozycji komorki na

wybrana grupe weglowodoréw (aromatycznych, alifatycznych lub olej napedowy)
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w metabolizowaniu innych grup zanieczyszczen. Wyniki przeprowadzonych eksperymentow

zostaly przedstawione w kolejnych podrozdziatach.

41. Biodegradacja weglowoddroéw przez bakterie nieeksponowane

Jako probe odniesienia w dalszych analizach wykorzystano wyniki biodegradacji
poszczegdlnych weglowodoréw przez mikroorganizmy nieeksponowane, czyli utrzymywane
na agarze wzbogaconym i namnazane przed pomiarami w hodowlach ptynnych z dodatkiem
glukozy jako Zrodla wegla i energii. Na Rysunku III. 16 przedstawiono wyniki testow
biodegradacyjnych prowadzonych dla bakterii nieeksponowanych w uktadach zawierajacych
jako biodegradowany substrat odpowiednio: weglowodory aromatyczne, weglowodory
alifatyczne lub olej napedowy.

Przedstawione na wykresach dane potwierdzaja, ze wszystkie badane szczepy
wyizolowane z probek srodowiskowych posiadaly zdolnos¢ do metabolizowania
testowanych weglowodordow, jednak efektywnos¢ prowadzonych przez nie proceséw
biodegradacji zalezata od szczepu oraz dostepnego substratu weglowodorowego. Wyniki
przeprowadzonych badan mikrobiologicznego rozkladu weglowodorow aromatycznych
pozwalaja stwierdzi¢, ze szczep R. planticola M01 charakteryzowat si¢ sredenia efektywnos$cia
biodegradacji badanych weglowodoréw aromatycznych na poziomie okoto 30% po 7 dniach
prowadzenia eksperymentu.

Wartym odnotowania jest znaczny wzrost efektywnosci usuwania butylobenzenu
przez ten szczep po 14 dniach prowadzenia procesu, z 33% do 81%. Zaobserwowano réwniez
nieznaczng, w stosunku do wynikow uzyskanych po 7 dniach, poprawe usuwania
tert-butylobenzenu (z 23% do 28%) oraz sec-butylobenzenu (z 25% do 27%). Procesy
degradacji weglowodorow alifatycznych prowadzone przez nieeksponowany na
weglowoodry szczep R. planticola MO1 charakteryzowaly sie¢ srodnig biodegradacja na
poziomie ok 20% po 7 dniach. Warto réwniez zwrdci¢ uwage, ze weglowodory o diuzszych
faricuchach alifatycznych byly gorzej degradowane (biodegradacja nonanu wynosita 34%,
a heksadekanu 15% po 7 dniach). Jednak po 14 dniach prowadzenia procesu biodegradacji
weglowodoréw alifatycznych réznice w usuwaniu poszczegélnych zwiazkow alifatycznych

nie przekraczaty 8%.
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Rysunek lll. 16. Biodegradacja weglowodoréw aromatycznych, alifatycznych lub oleju napedowego przez badane
szczepy po 7 oraz 14 dniach. Litery na wykresach oznaczajg poszczegélne weglowodory: ksylen (XY), propylobenzen
(PB), tert-butylobenzen (TB), sec-butylobenzen (SB), butylobenzen (BB), nonan (NN), dodekan (DD), tridekan (TD),

heksadekan (HD)
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W przypadku szczepu R. ornithinolytica M03 wydtuzenie procesu biodegradacji do
14 dni spowodowato wzrost mikrobiologicznego rozkladu dla ksylenu, propylobenzenu,
sec-butylobenzenu oraz butylobenzenu. Najwiekszy wzrost biodegradacji zaobserwowano dla
ksylenu (z 4% do 36% po 14 dniach) oraz propylobenzenu (z 14% do 36% po 14 dniach).
W uktadach z dodatkiem weglowodrdéw alifatycznych, najgorzej degradaowany po 7 dniach
przez ten szczep byl dodekan, ktory zostat zmetabolizowany jedynie w 6%. Podobnie jak
w przypadku degradacji weglowodorow aromatycznych, nieeksponowany szczep
R. ornithinolytica M03 charakteryzowat si¢ znaczacym wzrostem biodegradacji analizowanych
weglowodrow alifatycznych po wydtuzeniu procesu degradacji do 14 dni, metabolizujac 55%
nonanu, 64% dodekanu, 71% tridekanu oraz 70% heksadekanu .

Bakterie A. calcoaceticus M1B odznaczaly si¢ okoto 30% zdolnoscia biodegradacji
weglowodrow aromatycznych w ciagu 7 dni, a wydluzenie procesu degradacji do 14 dni nie
wplyneto znaczaco na efektynos¢ procesu. Ponadto, w przypadku komorek szczepu
A. calcoaceticus M1B odnotowano najnizsza efektywno$¢ biodegradacji nonanu (29%),
dodekanu (22%), tridekanu (19%) i heksadekanu (6%) po 14 dniach prowadzenia hodowli.
Uzyskane wyniki byly 2-4 razy gorsze niz wartosci biodegradacji uzyskane w tym samym
czasie przez pozostate dwa szczepy, degradujace te same zwiazki. Warto rdwniez zwrdcié
uwage na spadek efektywnosci biodegradacji weglowodoréw alifatycznych przez bakterie
A. calcoaceticus M1B wraz ze wzrostem dtugosci faricucha alkilowego.

Rowniez eksperymenty majace na celu okreslenie zdolnosci biodegradacyjnych
badanych szczepow w stosunku do oleju napedowego jako Zrodta wegla w hodowli ujawnity
bardzo mate zdolnosci szczepu A. calcoaceticus M1B do rozkltadu weglowoddéw wchodzacych
w sklad oleju napedowego (biodegradacja 7% po 14 dniach). Z kolei bakterie R. planticola MO1
oraz R. ornithinolytica M03 wykazywaly wigksza efektywnos¢ prowadzonych proceséow
degradacyjnych wynoszaca odpowiednio 35% i 23%. Jednak zaden z badanych szczepdéw nie

byt zdolny do usunigcia 40% oleju napedowego po 14 dniach prowadzenia procesu.

4.2. Biodegradacja weglowodorow przez bakterie eksponowane na
weglowodory aromatyczne

Jak wykazano w poprzednich rozdziatach niniejszej pracy, ekspozycja komorek

szczepow R. planticola MO1, R. ornithinolytica MO3 i A. calcoaceticus M1B na weglowodory

wywotlata modyfikacje ich wtasciwo$ci powierzchniowych, strukturalnych i metabolicznych,
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a przedstawione na Rysunku III.17 wyniki $wiadczg o znaczacym, korzystnym wptywie tych
zmian na wlasciwosci biodegradacyjne badanych szczepow.

Wartosci biodegradacji testowanych weglowodoréw aromatycznych po 7 dniach nie
przekraczaty 20% dla szczepow R. planticola MO1 i A. calcoaceticus M1B oraz 40% dla bakterii
R. ornithinolytica MO3. Warto jednak zauwazy¢, Ze po kolejnych 7 dniach prowadzenia procesu
odnotowano znaczacy, przekraczajacy 90% wzrost efektywnosci usuwania ksylenu,
propylobenzenu, tert-butylobenzenu, sec-butylobenzenu i butylobenzenu w przypadku
mikroorganizmow R. planticola MO1 i R. ornithinolytica M03. Tego typu pozytywnego efektu
nie odnotowano dla szczepu A. calcoaceticus M1B, dla ktoérego biodegradacja weglowodorow
aromatycznych po 14 dniach prowadzenia procesu nie ulegta istotnym zmianom w stosunku
do wynikéw uzyskanych po 7 dniach. Nalezy jednak podkresli¢, ze bakterie tego szczepu
poddane ekspozycji na weglowodory aromatyczne znacznie lepiej radzily sobie z degradacja
weglowodoréw alifatycznych, osiagajac wydajnos¢ 89% usuwania dodekanu po 7 dniach.
Zaobserwowano roéwniez poprawe efektywnosci mikrobiologicznego usuwania
zanieczyszczen alifatycznych przez szczep A. calcoaceticus M1B po 14 dniach prowadzenia
procesu skutkujacy degradacja 58% nonanu, 89% dodekanu, 87% tridekanu oraz 82%
heksadekanu.

Znaczacy wzrost biodegradacji weglowodorw alifatycznych obserwowany byt
rowniez w przypadku szczepu R. planticola M01 poddanego ekspozycji na weglowodory
aromatyczne (z 7% do 94% nonanu oraz z 3% do 95% heksadekanu po
14 dniach). Najgorzej rozkladanym przez ten szczep po 14 dniach zwiazkiem byt dodekan,
ktorego degradacja wyniosta 37%. Szczep R. ornithinolytica M03 poddany 12-miesiecznej
ekspozycji na weglowodory aromatyczne posiadal najnizsza sposrdd badanych szczpedéw
zdolnos¢ do usuwani zwiazkéw alifatycznych, ktdra nie przekraczala srednio 40% po

14 dniach prowadzenia procesu (Rysunek III. 17).
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Rysunek III. 17. Biodegradacja weglowodoréw aromatycznych, alifatycznych lub oleju napedowego przez
badane szczepy eksponowane na weglowoodry aromatyczne po 7 oraz 14 dniach. Litery na wykresach
oznaczaja poszczegolne weglowodory: ksylen (XY), propylobenzen (PB), tert-butylobenzen (TB),
sec-butylobenzen (SB), butylobenzen (BB), nonan (NN), dodekan (DD), tridekan (TD), heksadekan (HD)
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Komoreki badanych szczepow po 12-miesiecznej ekspozycji na weglowodory
aromatyczne posiadaty zréznicowana zdolnos¢ do biodegradacji weglowod6rw wchodzacych
w sklad oleju napedowego. Szczepy R. planticola MO1 i A. calcoaceticus M1B zdegradowaly
odpowiednio 15% oraz 7% oleju napedowego po 14 dniach i byly to warto$ci nizsze niz wyniki
uzyskane dla nieeksponowanych komorek tych szczepow. Jednak eksponowane na
weglowodory aromatyczne mikroorganizmy szczepu R. ornithinolytica M03 zwigkszyty
biodegradacje oleju napedowego (z 23% do 33%) w stosunku do nieeksponowanych komorek

tego samego szczepu.

43. Biodegradacja weglowodorow przez bakterie eksponowane na
weglowodory alifatyczne

Komorki badanych szczepdw R. planticola MO1, R. ornithinolytica MO3 oraz
A. calcoaceticus M1B poddano rowniez 12-miesiecznej ekspozycji na weglowodory alifatyczne,
a wpltyw tej ekspozycji na ich zdolnosci do usuwania weglowodoréw z réznych grup
przebadano w odpowiednich prébach degradacyjnych (Rysunek III. 18).

Uzyskane wyniki pokazuja, ze komorki mikroorganizmdéw eksponowanych na
weglowodory alifatyczne biodegradowaly weglowodory aromatyczne po 7 dniach
w mniejszym stopniu niz bakterie nie poddane ekspozycji. Jednak wydtuzenie procesu
degradacji do 14 dni spowodowato okolo dwukrotny wzrost efektywnosci rozkladu
zwiazkéw aromatycznych przez te bakterie, a najefektywniej usuwanym weglowodorem byt
propylobenzen.

Najwieksze roznice po 14 dniach procesu degradacji obserwowano w przypadku
usuwani ksylenu przez bakterie R. ornithinolytica M03 eksponowane na zwiazki alifatyczne
(wzrost z 3% do 49%) oraz butylobenzenu przez bakterie R. planticola M0O1 eksponowane na

zwiazki alifatyczne (wzrost z 2% do 45%).
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Rysunek III. 18. Biodegradacja weglowodoréw aromatycznych, alifatycznych lub oleju napedowego przez
badane szczepy eksponowane na weglowodory alifatyczne po 7 oraz 14 dniach. Litery na wykresach
oznaczaja poszczegolne weglowodory: ksylen (XY), propylobenzen (PB), tfert-butylobenzen (TB),
sec-butylobenzen (SB), butylobenzen (BB), nonan (NN), dodekan (DD), tridekan (TD), heksadekan (HD)
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Przeprowadzona ekspozycja komdrek na zwiazki alifatyczne skutkowata znaczacym
wzrostem ich zdolnosci do usuwania weglowodoréw alifatycznych *rysunek III. 18). Tak jak
w przypadku komodrek eksponowanych na zwiazki aromatyczne, najlepsze rezultaty po
7 dniach uzyskano dla hodowli prowadzonych dla szczepu A. calcoaceticus M1B, ktory
degradowat 48% nonanu, 76% dodekanu, 56% tridekanu oraz 33% heksadekanu. Wyniki
efektywnosci procesu biodegradacji badanych zwiazkéw alifatycznych przez szczep
R. planticola MO1 po 14 dniach przekraczaly 80% w przypadku usuwania nonanu i dodekanu
oraz 90% dla tridekanu i heksadekanu. 12-miesieczna ekspozycja komdrek R. ornithinolytica
MO03 na weglowodory nie poprawila efektywnosci degradacji zwigzkow alifatycznych przez
ten szczep, w porownaniu do bakterii nieeksponowanych. Jednak komorki tego szczepu
eksponowane na weglowodory alifatyczne posiadaly najwieksza sposréd badanych
mikroorganizmoéw zdolnosé do degradacji oleju napedowego zaréwno po 7, jak i 14 dniach,

wynoszaca odpowiednio 32% i 39%.

44. Biodegradacja weglowodorow przez bakterie eksponowane na olej
napedowy

Ostatnie z badanych ukladow biodegradacyjnych zawieraty komorki poddane
12-miesiecznej ekspozydji na olej napedowy (Rysunek II1.19).

Przedstawione na wykresach dane wskazuja na poprawe efektywnosci usuwania
badanych weglowodoréw przez analizowane szczepy R. planticola MO01, R. ornithinolytica M03
oraz A. calcoaceticus MI1B. Mikroorganizmy eksponowane na olej napedowy po
14 dniach prowadzenia procesu osiggaly $rednio okolo 50-60% efektywnos¢ usuwania
zwiazkéw aromatycznych. Najwieksze réznice w degradacji poszczegdlnych weglowodorow
aromatycznych obserwowane byly dla szczepu R. planticola M01, ktéry usuwat 32%
tert-butylobenzenu, 37% sec-butylobenzenu, 43% ksylenu, 46% butylobenzenu oraz 68%

propylobenzenu.
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Rysunek III. 19. Biodegradacja weglowodoréw aromatycznych, alifatycznych lub oleju napedowego przez
badane szczepy eksponowane na olej nagdowy po 7 oraz 14 dniach. Litery na wykresach oznaczaja
poszczegdlne weglowodory: ksylen (XY), propylobenzen (PB), tert-butylobenzen (TB), sec-butylobenzen
(SB), butylobenzen (BB), nonan (NN), dodekan (DD), tridekan (TD), heksadekan (HD)
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Dla pozostatych badanych szczepdw eksponowanych na olej napedowy rdznice
w biodegradacji poszczegolnych sktadnikéw analizowanej mieszaniy nie przekraczaty 10%.

Wyniki przeprowadzonych pomiardw wskazuja rowniez na korzystny wplyw
12-miesigecznej ekspozydji na olej napedowy na biodegradacje weglowodorow alifatycznych
przez badane mikroorganizmy. W przypadku szczepu R. ornithinolytica MO03 mozna
zaobserwowa¢, ze w ciggu 7 dni procesu degradacji zwiazkéw alifatycznych lepiej
degradowane byly weglowodory o dlugosci fancucha do 10 atoméw wegla. Wydtuzenie
procesu degradacji do 14 dni zaowocowalo znaczacym wzrostem biodegradacji tridekanu
i heksadekanu, odpowiednio z 18% do 72% dla tridekanu oraz z 23% do 72% dla heksadekanu.
Przekraczajace 60% wartosci biodegraqdacji zwiazkéw alifatycznych odnotowano réwniez
dla komorek szczepu R. planticola MO1 eksponowanych na olej napedowy, po 14 dniach
degradacji.

Najistotniejsze zmiany zdolnosci degradacyjnych przez komorki eksponowane przez
12 miesiecy na olej napedowy mozna zaobserwowa¢ w probach bioderadacynych z olejem
napedowym. Eksponowane komorki szczepdw A. calcoaceticus M1B i R. ornithinolytica M03
posiadaty zdolnos¢ do degradacji odpowiednio 8% oraz 42% weglowodoréw wchodzacych
w sklad mieszaniny, podczas gdy komorki tych samych szczepdéw nie poddane ekspozycji

byly zdolne do rozktadu 7% i 23% oleju napedowego.

45. Dyskusja wynikow

Usuwanie zanieczyszczen weglowodorowych jest jednym z problemdéw wspdtczesne;j
gospodarki, a znalezienie efektywnego rozwiazania tej kwestii pozwoli na poprawe
warunkéw zycia oraz jakosci Srodowiska, w ktorym zyjemy. Metody biologiczne, bedace
interesujaca alternatywa dla fizyko-chemicznych technik usuwania zanieczyszczen sa
intensywnie badane ze wzgledu na stosunkowo niski koszt ich implementacji, a takze
niewielki wplyw na $rodowisko. Jednym z ograniczen wystepujacych jednak przy
zastosowaniu bioremiediacji jest ograniczona biodostepnos¢ ksenobiotykow dla
mikroorganizmoéw. Podjete w niniejszej pracy badania nad wptywem diugotrwalego kontaktu
mikroorganizmdéw z zanieczyszczeniami na ich zdolnosci degradacyjne pozwolity zauwazy¢
znaczace zmiany wlasciwosci bakterii w kierunku zwigkszenia biodostepnosci

zanieczyszczen. Jak wykazaly przeprowadzone analizy zdolnosci biodegradacyjnych

117



WPLYW ZANIECZYSZCZEN WEGLOWODOROWYCH NA ZDOLNOSCI ADAPTACYJNE MIKROORGANIZMOW
DO BIODEGRADAC]I ZWIAZKOW ALIFATYCZNYCH I AROMATYCZNYCH

mikroorganizméw eksponowanych na zanieczyszczenia weglowodorowe, posiadaja one
wyzszy potencjat degradacyjny niz komorki z proby kontrolnej.

Zdolnos$¢ mikroorganizmow do rozkladu weglowodoréw z roznych grup zostata
potwierdzona przez wielu badaczy [27], nalezy jednak podkresli¢ fundamentalna role
ekspozycji mikroorganizmoéw na zanieczyszczenia, na ich zdolnosci degradacyjne. Dane
literaturowe wskazuja, ze najwigksza efektywnoscia usuwania roéznego rodzaju
zanieczyszczen weglowodorowych posiadaja mikroorganizmy, ktore mialy wczesniej kontakt
ze zwiazkami podobnymi do degradowanych: Song i in. [196] zaobserwowali
ok. 90% degradacje kerozyny po 120 dniach przez bakterie wyizolowane z gleby
zanieczyszczonej weglowodorami, Mishra i in. [146] odnotowali usuniecie ponad 90%
heskadekanu po 10 dniach przez komdrki szczepdw Pseudomonas aeruginosa PSAS5,
Rhodococcus sp. NJ2 i Ochrobactrum intermedium P2 wyizolowane z osadu czynnego
oczyszczalni przy rafinerii, a Hernandez i Torre [95] stwierdzili, ze dlugotrwata ekspozycja
bakterii na olej silikonowy (50200) oraz 2, 2, 4, 4, 6, 8, 8-heptametylononan (HMN) skutkuje
nawet 3-krotnym wzrostem efektywnosci degradacji heksanu. Wyniki uzyskane przez innych
badaczy znajduja réwniez potwierdzenie w rezultatach testow biodegradacji
przeprowadzonych w niniejszej pracy, gdzie zaobserwowano okoto 50% wzrost zdolnosci
degradacji weglowodorow alifatycznych przez bakterie szczepu R. planticola M01 oraz ponad
3-krotny wzrost efektywnosci usuwania tych zwiazkoéw przez komorki szczepu A. calcoacticus
M1B, w poréwnaniu do wynikdéw uzyskiwanych przez szczepy z proby kontrolnej (bakterie
nieeksponowane). Ponadto, obserwowany na poczatku prowadzenia procesu biodegradacji
spadek efektywnosci usuwania zanieczyszczen przez komorki eksponowane, w porownaniu
do komorek nieeksponowanych moze by¢ spowodowany przejsciowym wprowadzeniem
komodrek w stan VBNC na skutek wprowadzenia bakterii do nowego srodowiska [197].

Rowniez w przypadku degradacji weglowodorow aromatycznych znaczaca
efektywnoscia usuwania tego typu zwiazkow charakteryzuja sie szczepy bakteryjne
izolowane z $rodowisk zanieczyszczonych weglowodorami ropopochodnymi. W literaturze
odnotowywane sa przypadki catkowitego usuwania weglowodoréw wchodzacych w skltad
mieszaniny BTEX (benzen, etylobenzen, toluen, ksylen) w uktadach kometabolicznych [198].
Odnalez¢ mozna rowniez przykiady degradacji prawie 80% weglowodorowej frakcji

aromatycznej z oleju napedowego [199], czy bioremiediacji aliklopodstawionych
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weglowodoréw aromatycznych przez szczep P. stutzeri 9 eksponowany wczesniej na olej
napedowy [98]. Zhang i in. [200] zaobserwowali réwniez ponad 90% efektywnos¢ usuwania
weglowodoréw z mieszaniny BTEX przez komdrki Mycobacterium cosmeticum byf-4,
wyizolowane z osadu czynnego oczyszczalni przy rafinerii. Podobng zalezno$¢ mozna
zauwazy¢ u mikroorganizmow testowanych w niniejszej pracy doktorskiej. Zaobserwowany
wysoki wzrost efektywnosci degradacji weglowodoréw  aromatycznych przez
mikroorganizmy szczepow R. planticola M01 oraz R. ornithinolytica MO03 (ponad 90%
efektywnos¢ po 14 w poréwnaniu do srednio ok. 40% efektywnosci osiaganej przez szczep
nieeksponowany) $wiadczy o zwigkszeniu biodostepnosci tych substratéw dla komorek oraz
ich efektywnym metabolizowaniu. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze pozytywny wplyw
ekspozycji na weglowodory aromatyczne na zdolnos¢ do ich degradacji przez komorki
zaobserwowali rowniez Mamma i in. [201] w przypadku komorek P. putida
,aklimatyzowanych” w hodowli z fenolem, czy szczepu Rhodococcus wratislaviensis strain
9 hodowanego weczesniej na podiozu z fenantrenem, pirenem i benzo-a-pirenem
analizowanego przez Subashchandrabose i in. [202]. Wyniki te wskazuja, Ze u bakterii, ktore
posiadaja zdolno$¢ rozkladu wybranych zanieczyszczen mozna indukowaé zmiany
strukturalne i metaboliczne pozwalajace im osigga¢ wysoka efektywnos¢ biodegradacji

zwigzkow.

5. Ocena mozliwosci wykorzystania uzyskanych szczepow

W usuwaniu zanieczyszczen weglowodorowych z prébek wodnych

5.1. Biodegradacja oleju napedowego

Potencjat aplikacyjny mikroorganizméw o wlasciwosciach zmodyfikowanych
w wyniku dlugotrwatej ekspozydji na zanieczyszczenia weglowodorowe zostal przebadany
poprzez przeprowadzenie prob biodegradacyjnych z wykorzystaniem wody jeziornej
pobranej z dwoch rdéznych zbiornikow stodkowodnych: jeziora przy Rezerwaci Wydrowe
Legi zlokalizowanego w Drawienskim Parku Narodowym (W1) oraz z Jeziora Kierskiego
(W2). Wyniki charakterystyki bichemicznej i mikrobiologicznej pobranych probek wody
wskazuja, na wigksza zawartos¢ suchej masyw zbiorniku W1, co sugeruje bodatszy sktad
mineralny niz w przypadku zbiornika W2. Poréwnujac zawartos¢ suchej masy organizcznej

nalezy zauwazy¢, ze zbiornik W2 charakteryzowat sie¢ wyzsza zawartoscia tego sktadnika, co

119



WPLYW ZANIECZYSZCZEN WEGLOWODOROWYCH NA ZDOLNOSCI ADAPTACYJNE MIKROORGANIZMOW
DO BIODEGRADAC]I ZWIAZKOW ALIFATYCZNYCH I AROMATYCZNYCH

moze wskazywac na wigksza ilos¢ substancji organicznych znajdujacych si¢ w tym jeziorze.
Pomiary pH obu prdbek nie wykazaly znaczacych réznic wartosci analizowanego parametru

(Tabela III. 8).

Tabela lll. 8. Oznaczenie, lokalizacja miejsca poboru probek oraz parametry charakteryzujace wykorzystane w badaniach
probki wody jeziornej

Rozcienczenie 1:100

Liczb.
Woda SM [%] SMO [%] pH Lo Miano hodowli
mikroorganizmoéow
(N) [1/ml]
na plytce [-]
W1 0,346 + 0,03 0,00087 + 0,00 7,89 40+2 0,4+0,03
w2 0,319 +0,04 0,00100 + 0,00 7,88 33+1 0,33 +0,01

SM - sucha masa; SMO - sucha masa organiczna

Obliczone miana hodowli bakteryjnych wskazuja, ze ilos¢ mikroorganizméw w 1 ml
pobranej wody byla zblizona, a obliczone miano hodowlin wynosito 0,4 oraz 0,33
odpowiednio dla probek ze zbiornikéw W1 i W2.

Hodowle biodegradacyjne prowadzono w oparciu o wode ze zbiornika W1 lub W2,
zawierajace naturalne konsorcjum mikroorganizméw. Probki wzbogacono poprzez
bioaugmentacje, wprowadzajac po jednym z dwdch rodzajow konsorcjum bakteryjnego:

e konsorcjum ztozone z trzech badanych szczepdéw nieeksponowanych na weglowodory

e konsorcjum zlozone z trzech badanych szczepéw eksponowanych na weglowodory
aromatyczne, alifatyczne lub olej napedowy.

Nastepnie dodano do nich olej napedowy jako jedyne zrodto wegla i energii w ukiadzie. Proby

biodegradacyjne prowadzono przez 7 i 14 dni, a pozostatosci niezdegradowanych sktadnikéw

oleju napedowego ekstrachowano heksanem i analizowano z wykorzystaniem chromatografii

gazowej ze spektrometria mas. Wyniki przeprowadzonych badan zaprezentowano na

Rysunku III. 20.
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Rysunek lll. 20. Wyniki pomiaréw ilosciowych niezdegradowanej frakcji oleju napedowego w prébach biodegradacyjnych
prowadzonych przez 7 lub 14 dni w uktadach zawierajacych: wode jeziorng 1 (W1) lub wode jeziorng 2 (W2), wode
bioaugmentowang szczepami nieeksponowanymi (+NE) lub szczepami eksponowanymi na wybrane weglowodory
aromatyczne alifatyczne i olej napedowy (+E)

Analizy wplywu bioaugmentacji wody jeziornej pobranej z dwoch rdéznych
zbiornikow (W1 lub W2) z wykorzystaniem konsorcjum mikroorganizméw R. planticola M01,
R. ornithinolytica M03 i A. calcoaceticus M1B poddanych 12-miesiecznej ekspozycji na wybrane
weglowodory (+E) lub hodowanych na podiozu z dodatkiem glukozy (+NE) pozwolity oceni¢
wplyw procesu bioaugmnentacji na zdolnosci degradacyjne konsorcjum ze zbiornikéw
stodkowodnych. Przedstawione wyniki dowodza, ze bioaugmentacja moze by¢ skuteczna
metoda wspomagajaca biodegradacje zanieczyszczenn ropopochodnych w naturalnych
zbiornikach stodkowodnych.

Nalezy podkresli¢, ze zarowno uklady bioaugmentowane bakteriami eksponowanymi
na zanieczyszczenia, jak i nieeksponowanymi, charakteryzowaly sie wigksza zdolnoscia do
degradacji skladnikéow oleju napedowego po 14 dniach prowadzenia procesu. Najmniejsze
roznice w efektywnosci usuwania zanieczyszczen weglowodorowych wystepuja pomiedzy

uktadami zawierajacymi sama wodg jeziorna 2 (W2) oraz wode bioaugmentowana bakteriami
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z proby kontrolnej (W2+NE), w ktérych bioodegradacja wynosita odpowiednio 46% oraz 47%.
Podobna wydajnoscia charakteryzowat sie réwniez uktad zawierajacy sama wode jeziorna 1
(W1), gdzie biodegradacja oleju napedowego po 14 dniach wynosita 44%. Sposréd wszystkich
badanych préb, niezaleznie od miejsca pochodzenia wody jeziornej, najwigksza efektywnosc¢
usuwania skfadnikow oleju napedowego posiadaly hodowle bicaugmentowane szczepami
eksponowanymi na weglowodory aromatyczne i alifatyczne. Zaréwno w przypadku uktadow
tworzonych w oparciu o wodg jeziorng 1 (WI+E), jak i wode jeziorna 2 (W2+E), hodowle
wzbogacone dodatkiem szczepdw eksponowanych wykazywaty odpowiednio: 68% i 66%

biodegradagji oleju napedowego po 14 dniach.

5.2. Analiza metagenomu

W celu oceny wplywu bioaugmentowanych mikroorganizméw na naturalng
mikroflore badanych uktadéw wodnych, przeprowadzono analizy zmian puli genetycznej
bakterii zamieszkujacych badane habitaty. Wykorzystano do tego zaawansowane metody
sekwencjonowania metagenomu prébek wodnych przed wprowadzeniem mikroorganizmow
eksponowanych na weglowodory (E) lub nieeksponowanych (wzrastajacych na podiozu
z glukoza — NE) oraz w wybranych odstepach czasu po bioaugmentacji.

Wyniki przedstawione na Rysunku II1.21 wskazuj na dominujacy udzial bakterii
w metagenomie ze wszystkich wyizolowanych préobek. Najmniejsza rdéznorodnoscia
charakteryzowaly si¢ mikroorganizmy pobrane z probek wody jeziornej W1 (po 1 dniu
inkubacji z olejem napedowym), gdzie dominowal typ Proteobacteria, Kklasa
Gammaproteobacteria 1 mikroorganizmy z gatunku Pseudomonas (Pseudomonas moraviensis
57,11% oraz Pseudomonas miguale 20,68%) a pozostate sklasyfikowane mikroorganizmy
stanowily tacznie 4,33%.

W  wyniku bioaugmentacji probek wody jeziornej mikroorganizmami
nieeksponowanymi oraz eksponowanymi na weglowodory mozna zauwazy¢ znaczacy
wzrost bioréznorodnosci na wszystkich poziomach taksonomicznych. Nalezy réwniez
zwrdci¢ uwage, ze roznorodnos$¢ w wyziolowanych prébkach zmieniata si¢ w czasie o czym
$waidcza badania przeprowadzane dla probek pobieranych po 14 i 60 dniach prowadzenia
procesu degradaji oleju napedowego przez uklady zawierajace wode jeziorna

i bioaugmentowane mikrooganizmy (Rysunki III. 21 oraz S1).
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AROMATYCZNYCH

Naturalne konsorcjum, woda W1

Naturalne konsorcjum wody W1
bioaugmentowane
konsorcjum mikroorganizméw
nieeksponowanych na

weglowodory

Naturalne konsorcjum wody W1
bioaugmentowane
konsorcjum mikroorganizméw

eksponowanych na weglowodory

—— Acidobacteria
= Firmicutes
= Cyanobacteria
—— Proteobacteria
= \errumicrobiota

— | ONE

Klasa

=== Alphaproteobacteria
m== Gammaprotecbacteria
= Betaproteobacteria
=== Verrimicrobiae

= Synechococcophysideas
m— Clostridia

—— Opitutae

= Inne

Rzad

= Alteromonadales

= Burkholderiales

Pseudanabaenales
Pseudomonadales
Verrucomicrobiales
Caulobacterales
Rhodospirillales
Rhizobiales

Xanthomonadales

= Sphingomonadales

= Inne

Rodzina

= \ferrucomicrobiaceae

= Pseudanabaenaceae
m— Opitutaceae

== Bradyrhizobiaceae
=== Sinobacteraceae
=== Alcaligenaceae
= Rhodospirillaceae
= Sphingomonadaceae
= Caulobacteraceae
= Comamonadaceae
= Pseudomonadaceae

=== |nne

Rodzaj

mm= Janthinobacterium
= Rheinheimera

m— Comamonas

wes Caulobacter

=== Pseudomonas
e \ariovorax

m— Achromobacter
e Prosthecobacter
== |nne

m— Hydrocarboniphaga
m— Sphingopyxis

Rysunek Ill. 21. Wzgledna liczebnos¢ mikroorganizmoéw okresloanna podstawie analizy metgenomu prébek srodowiskowych pobranych ze zbiornika stodkowodnego w Drawskim Parku
Narodowym przed bioaugmentacja, 60 dni po bioiaugmentacji konsorcjum mikroorganizméw nieeksponowanych lub 60 dni po bioaugmentacji konsorcjum mikroorganizméw poddanych

12 miesiecznej ekspozycji na weglowodory aromatyczne, alifatyczne lub olej napedowy

123



WPLYW ZANIECZYSZCZEN WEGLOWODOROWYCH NA ZDOLNOSCI ADAPTACYJNE MIKROORGANIZMOW
DO BIODEGRADAC]I ZWIAZKOW ALIFATYCZNYCH I AROMATYCZNYCH

Mikroorganizmy z rodzaju P. moraviensis dominowaly tylko w probkach wody W1
biougmentowanych bakteriami nieeksponowanymi po 14 dniach (16,58%), lecz ich liczba byta
znacznie mniejsza niz w probie kontrolnej. Poza nimi w probkach W1+NE zidentyfikowano
jeszcze bakterie Achromobacter insolitus (15,45%), Pseudomonas miguale (9,68%) i Pseudomonas
pseudoalcaligenes (4,71%) (Rysunek S1). Liczebnos¢ wszystkich pozostatych sklasyfikowanych
bakterii wynosita 17,99% calego wyizolowanego genomu, natomiast 35,6% DNA
wyizolowanych bakterii nie zostato sklasyfikowane na poziomie gatunkowym (Rysunek S1).
W prébkach pobranych z tych samych ukladéw po 60 dniach prowadzenia procesu
biodegradacji nastapito znaczace przebudowanie konsorcjum, gdyz znaczna czes¢
wyizolowanego DNA nie zostala przypisana do zZadnego gatunku (43,94%),
a sposrdd zidentyfikowanych szczepow dominowaty mikrooganizmy z gatunkéw Caulobacter
crescentus (8,63%), Azospirillum rugosum (5,67%), Phaeospirillum fulvum (5,44%) oraz Variovorax
paradoxus (4,92%). Sposrdd prawie 500 pozostatych zidentyfikowanych bakterii, udziat
zadnego z nich nie przekroczyt 5% (Rysunek IIL.21).

W przypadku bioaugmentacji wody W1 bakteriami poddanymi 12-miesiecznej
ekspozycji na weglowodory najwigeksze zréznicowanie mikrobiologiczne zaobserwowano
réowniez w probkach pobranych z badanych uktadéw po 60 dniach (Rysunek IIL. 21). Po tym
czasie na poziomie gatunkowym zidentyfikowano bakterie nalezace do 476 gatunkow, co
stanowi istotny wzrost bior6znorodnosci w poréwnaniu do 390 bakterii przyporzadkowanych
na tym poziomie taksonomicznym w probkach pobranych po 14 dniach. Po 2 tygodniach
prowadzenia procesu bioremediacji w prédbakch W1+E dominowaly bakterie z rodzaju
Pseudomonas (P. plecoglossicida 22,82%), zauwazalny byt réwniez udziat szczepow
P. moraviensis (4,98%), P. miguale (1,99%), dominujacych w prébkach wody nie poddawanej
bioaugmentacji (Rysunek SI1). Skiad konsorcjum zostal jednak znaczaco przebudowany
w czasie trwania procesu rozkladu zanieczyszczen, gdyz w probkach pobranych po 60 dniach
bakterie P. plecoglossicida stanowily juz zaledwie 3,35% calego wyizolwanego metagenomu.
Dominowaly zasmikroorganizmy Hydrocarboniphaga effusa (10,8%), Sphingophyxis ginsengisoli
(9,85%) oraz Prosthecobacter dejongeli (5,38%). Zwigkszyl sie réwniez udzial procentowy
mikrooganizmdéw, ktore nie zostaly sklasyfikowane na poziomie gatunkowym z 28,51% po
14 dniach do 41,23% po 60 dniach, co réwniez swiadczy o duzej bioréznorodnosci badanych

probek (Rysunek III. 21).
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Probki pobrane z Jeziora Kierskiego (W2) przed bioaugmentacja charakteryzowaty sie
wieksza réznorodnoscig mikrobiologiczng niz prébki pobrane ze zbiornika w Drawieriskim
Parku Narodowym po 1 dniu inkubagji z olejem napedowym (Rysunek III.22). W pobranych
ze zbiormika W2 probkach zdecydowanie dominowaly mikroorganizmy z rodzaju
Pseudomonas, stanowigc ponad 70% calego wyizolowanego genomu (P. mendocina 23,24%,
P. tremae 19,9%, P. putida 11,26%, P. alcaligenes 3,25%, P. xanthomarina 1,55% oraz P. lundensis
1,05%). Poza nimi zauwazalny byl réwniez udzial gatunku Stenotrophomonas retroflexus
(11,26%).

Po bioaugmentacji wody W2 mikroorganizmami nieeksponowanymi udzial bakterii
z rodzaju Pseudomonas systematycznie si¢ zmniejszal stanowiac 53,62% bakterii po 14 dniach
oraz 29,61% po 60 dniach procesu biodegradacji (Rysunek III.22 oraz S2). W obu prébkach
pobranych po wskazanych odstepach czasu dominowat gatunek P. aeruginosa (odpowiednio
34,34% po 14 dniach i 17,54% po 60 dniach). W prébkach pobranych po 60 dniach zmniejszat
si¢ takze udziat bakterii Stenotrophomonas retroflexus (z 13,53% do 1,91%) oraz P. ottidis
(z 357% do 2,89%). Zaobserwowano roéwniez wzrost w czasie liczby bakterii
niesklasyfikowanych na poziomie gatunkowym, z 28,58% do 41,50% oraz bakterii Azospirillum
palatum (z 1,51% do 7,53%) (Rysunek II1.22).

W  porownaniu do  prébek  bioaugmentowanych  mikroorganizmami
nieeksponowanymi, w ukladach zawierajacych wode W2 i bakterie poddane wczesniejszej
ekspozycji na weglowodory (W2+E) w stosunkowo niewielkim stopniu zmienit si¢ udziat
mikroorganizméw z rodzaju Pseudomonas (68,79% po 14 dniach i 70,65% po 60 dniach
w poréwnaniu do 71,16% w wyjsciowym mikrobiomie) (Rysunki III. 22 oraz S2). Niewielki
jest tez, w poréwnaniu do innych probek pobieranych po 60 dniach udziat bakterii, ktére nie
zostaly sklasyfikowane na poziomie gatunkowym (23%). Pomimo mniejszego zréznicowania
gatunkowego probek, catkowita bioréznorodnos¢ ukltadow 14 i 60 dni po bicaugmentacji
zmieniala si¢ w stosunku do ukladu wyjSciowego, na co wskazuja wzrastajace ilosci
wszystkich mikroorganizméw zidentyfikowanych na poziomie gatunku, ktére wynosity,
odpowiednio, 279 dla mikrobiomu wody W2 przez bioaugmantacja; 314 dla mikrobiomu

14 dni po bioaugmentacji oraz 397 dla probek pobranych 60 dni po bioaugmentcji.
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Typ Klasa Rzad Rodzina Rodzaj

Naturalne konsorcjum, woda W2

Naturalne konsorcjum wody W2
bioaugmentowane
konsorcjum mikroorganizmow
nieeksponowanych na

weglowodory

Naturalne konsorcjum wody W2
bioaugmentowane
konsorcjum mikroorganizméw

eksponowanych na weglowodory

=== Proteobacteria m— Gammaproteobacteria == Pseudomonadales — Pseudomonadaceae — Pseudomonas
— Actinobacteria —— Betaproteobacteria == Burkholderiales m— Alcaligenaceae — Achromobacter
—— Bacteroidetes = Aiphaproteobacteria - Rhizobiales = Bruceilaceae == QOchrobactrtm
— Firmicutes = Actinobacteria = Xanthomonadales — Xafrthomonadaceae e AzOSPIriNUIM
== Verrucomicrobia —— Sphingobacteriia = Sphingobacteriales === Rhizobiaceae === Azomonas
= Cyanobacteria v CloSTriCl == Caulobacterales === Caulobacteraceae === Agrobacterium
—— Planctomycetes —— Nostocophycideae = Opifutales —— Chromatiaceas —— Brevundimonas
— — i —— Rhodospirillales === Sphingobacteriaceas = Caulobacter
e Opitutae - Comamonadaceae — Rheinheimera
— NNe - Alferomonadales
—_— Inne = Inne —nne

Rysunek lll. 22. Wzgledna liczebnos¢ mikroorganizméw okreslona na podstawie analizy metagenomu prébek srodowiskowych z uwzglednieniem réznych pozioméw taksonomicznych. Woda
pobrana z Jeziora Kierskiego (W2) przed bioaugmentacjg, 60 dni po bioaugmentacji konsorcjum mikroorganizméw poddanych 12-miesiecznej ekspozycji na weglowodory aromatyczne,
alifatyczne lub olej napedowy
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Uzyskane dla wszystkich badanych metagenoméw wyniki wskazujgq na znaczacy,
korzystny wplyw bioaugmentowanych mikroorganizméw na réznorodnos¢ biologiczna
probek wody jeziornej. Nalezy podkresli¢, ze wprowadzone mikroorganizmy nie
zdominowaty naturalnej flory mikrobiologicznej badanych srodowisk, a jedynie wzbogacity
ja, a dzieki swoim zdolnosciom degradacyjnym pozwolily rozwing¢ si¢ rowniez innym
grupom mikroorganizmoéw, zdolnym do degradacji produktow proceséw prowadzonych
przez bioaugmentowane szczepy. Zaobserwowano rowniez wiekszg rdéznorodnosc
biologiczng po 60 dniach w probkach z dodatkiem mikroorganizméw eksponowanych
wczesniej na zanieczyszczenia weglowodorowe, w poréwnaniu do probek z dodatkiem
bakterii wzrastajacych na podiozu z dodatkiem bursztynianu sodu. Moze to wskazywac na
bardziej kompleksowy rozktad substratéw lub przeprowadzenie proceséw degradacyjnych
w krétszym czasie przez bakterie poddane wczesniejszej ekspozycji na zanieczyszczenia, co
umozliwia szybszy i intensywniejszy rozwdj pozostatych mikroorganizméw w danym

habitacie.

5.3.  Dyskusja wynikéw

Mozliwo$¢ wykorzystania badanych mikroorganizmow jest jednym z waznych
elementéw badan nad opracowywaniem nowych rozwigzan dla proceséw bioremediacji
$rodowiska. Przedstawione wyniki analiz efektywnos$ci biodegradacji oleju napedowego
przez uklady bioaugmentowane mikroorganizmami wskazuja na korzystny wplyw tego
zabiegu na usuwanie zanieczyszczen weglowodorowych. Ponadto, odnotowana najwigksza
sposrod badanych efektywnos$¢ uktadéow z dodatkiem mikroorganizméw poddanych
12-miesiecznej ekspozycji na weglowodory wskazuje na zasadno$¢ przeprowadzonego
procesu ekspozycji mikroorganizmdw. Jak wykazano w poprzednich sekcjach (Wyniki badan,
rodziaty 2-4), zaréwno doniesienia literaturowe, jak i wyniki przedstawione
w niniejszej pracy doktorskiej potwierdzaja lepsze przystosowanie oraz wigksza aktywnos¢
metaboliczng komorek, ktore mialty wczesniej kontakt z weglowodorami, co bezposrednio
wplywa na efektywnos¢ procesu degradacji zanieczyszczen.

Opisywane w publikacjach przyktady wykorzystania bioaugmentacji do usuwania
zanieczyszczen weglowodorowych skupiaja sie gtéwnie na aplikacji odpowiednio dobranych
bakterii do probek zanieczyszczonej gleby. Nalezy podkresli¢, ze najlepsze wyniki

uzyskiwane sa dla mikroorganizméw wyizolowanych z silnie zanieczyszczonych srodowisk,
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sugerujac ze ekspozycja komdrek na wysokie stezenie weglowodorow pozwala komorkom
wyksztalci¢ efektywne mechanizmy przystosowujace je do degradacji szkodliwych
zwiazkéw. Pacwa-Plociniczak i in. [48] wykorzystali bakterie Rhodococcus CD130 i CD167
wyizolowane =z terenu bylej rafinerii w Czechowicach-Dziedzicach do usuwania
weglowodoréw z gleby pobranej z tego terenu, osiagajac efektywnos¢ okoto 30% w ciagu
182 dni. Jeszcze wyzsza, nawet 70% efektywnos¢ procesu bioremiediacji udato si¢ uzyskac
Roy

i in. [49], wykorzystujacym do bioremediacji gleby z terenu rafinerii mikroorganizmy
wyizolowane z oczyszczalni Sciekdw przy rafinerii. Rowniez Poi i in. [50] wykorzystali osad
czynny z oczyszczalni Sciekow na terenie rafinerii jako zrodlo mikroorganizmow
aplikowanych w bioaugmentacji gleby. Safdari i in. [54] oraz Innemanova i in. [52]
wyizolowali bakterie z gleby dtugotrwale skazonej weglowodorami i réwniez wykorzystali je
w bioaugmentadji tego terenu, natomiast Wu i in. [53] oraz Ramadass i in. [55] wykazali
skutecznos¢ bioaugmentacji zanieczyszczonej gleby mikroorganizmami wyizolwoanymi
z terenow innych niz gleba poddawana bioremediacji. Nalezy jednak podkresli¢, ze zaréwno
szczep Acinetobacter SZ-1 zastosowany przez Wu i in. [53], jak i bakterie z gatunkow
P. aeruginosa TPHK-4 i P. putida TPHK-1 wykorzystane przez Ramdass i in. [55] pochodzity
z terendw zanieczyszczonych weglowodorami i zostaly wczesniej przeanalizowane pod
katem ich wtasciwosci bioremediacyjnych.

Szkodliwe substancje wystepujace w srodowisku, takie jak weglowodory, wymuszajq
przemiany strukturalne konsorcjow bakteryjnych, eliminujac najstabsze gatunki i promujac
powstawanie konsorcjow wyspedjalizowanych mikroorganizméw [203]. Obserwowane
zmiany struktury profilu bakteryjnego podczas degradacji ksenobiotykéw sa wynikiem
dostosowywania szlakéw metabolicznych i ewolucji genetycznej bakterii majacych na celu
kompleksowe usuwanie zanieczyszczen [204]. Analiza metagenomu populacji zajmujacej
dany habitat moze dostarczy¢ waznych informacji na temat filogenetycznych oraz
taksonomicznych powigzan miedzy poszczegdlnymi gatunkami i utatwi¢ ocene ich zdolnosci
do degradacji wybranych zwiazkéw. Devpura i in. [205] przeprowadzili analize genetyczna
i taksonomiczna mikroorganizmdow wyizolowanych z terenéw industrialnych w Sachinie
(Indie), stwierdzajac dominacje bakterii z rodzajow Streptomyces, Escherichia, Candidatus,

Solibacter, ~ Conexibacter, — Planctomyces, —Geobacter, —Candidatus Koribacter, —Sorangium,
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Mycobacterium, Anaeromyxobacter, Burkholderia, Bradyrhizobium i innych, zaznaczajac
jednoczesnie, ze juz na poziomie typu prawie 5% puli wyizolowanego DNA nie zostato
sklasyfikowanego taksonomicznie. Rowniez Lenchi i in. [206] zaobserwowali znaczacy udziat
niesklasyfikowanych bakterii w materiale genetycznym wyizolowanym z probek wody
wpompowywanej do z16z ropy naftowej (ang. water injection). Ponadto, w badanych przez
nich prébkach dominowaly klasy a-, p- i y- Proteobakterie [206]. Sutton i in. [207] po
przebadaniu 26 probek gleby z terenéw zanieczyszczonych olejem napedowym stwierdzili
znaczace zmiany struktury konsorcjum bakteryjnego, identyfikujac we wszystkich badanych
probkach bakterie z typdéw Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Acidobacteria oraz
Chloroflexi jako dominujace. Z kolei Wang i in. [208] zaobserwowali dominacje domeny Archea
w fazie wodnej oraz domeny Bacteria (gldwnie z rodzajéw Pseudomonas oraz Sphingomonas)
w fazie organicznej wody uzytej do zalania miejsc po wydobyciu ropy naftowej. Jak wskazuja
Abbai i Pillay [209] dominacja - Proteobakterii i obecnos¢ produktéw genow odpornosci na
stres metaboliczny sa jednymi z markeréw przystosowania danej populacji do degradacji
weglowodoréw. Przedstawione w niniejszej pracy wyniki analiz puli DNA bakterii
wyizolowanych ze zbiornikéw stodkowodnych sugeruja duze zrdznicowanie mozliwosci
dostosowawczych mikroorganizmow z réznych srodowisk do degradacji oleju napedowego.
Niemniej jednak, nalezy podkresli¢ zaobserwowany korzystny wptyw bioaugmentacji na
bioréznorodnos¢ bakterii zajmujacych dany habitat w przypadku zanieczyszczenia go

weglowodorami ropopochodnymi.
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PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania pozwolity na zrealizowanie zatozonego celu pracy, jakim
byto okreslenie wplywu ekspozyci wybranych mikroorganizméw na weglowodory
aromatyczne (butylobenzenu, propylobenzenu, tert-butylobenzenu, sec-butylobenzenu
i ksylenu), alifatyczne (izooktanu, nonanu, dodekanu, tridekanu i heksadekanu) oraz olej
napedowy, na zdolnosci bakterii do mikrobiologicznego rozktadu badanych zanieczyszczen.
Zebrane w Tabeli IV. 1 wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na zréznicowany wptyw
dtugotrwatej ekspozycji komoérek na weglowodory na efektywnos¢ przeprowadzanych przez
nie procesdw biodegradacji zanieczyszczen. W przypadku kazdego z testowanych szczepoéw
zaobserwowano zaréwno pozytywny, jak i negatywny wplyw wczesniejszego kontaktu
z weglowodorami, a poszczegdlne szczepy w rozny sposdb reagowaly na kontakt
z poszczegllnymi zwigzkami.

W przypadku szczepu R. planticola M0l zaobserwowano pozytywny wplyw
dtugotrwalej ekspozycji komdrek zaréwno na weglowodory aromatyczne, jak i alifatyczne.
Bakterie R. planticola M01 eksponowane na te zwiazki byly zdolne do usuwania srednio ponad
90% zwiazkow alifatycznych i aromatycznych w testach biodegradacyjnych. Komorki tego
szczepu charakteryzowaty si¢ wzrostem hydrofobowosci powierzchni oraz obnizeniem
potengjalu elektrokinetycznego. Zaobserwowano rowniez wzrost przepuszczalnosci bton
komdrkowych oraz polidyspersyjnosci badanych ukladow. W przypadku komorek
eksponowanych na weglowodory aromatyczne najistotniejsza zaobserwowana zmiang jest
duzy wzrost aktywnosci 2,3-dioksygenazy katecholowej i rownoczesny spadek aktywnosci
transferazy glutationowej, co moze wskazywac¢ na zaangazowanie 2,3-DO w degradacje
zwigzkOow aromatycznych przez bakterie szczepu R. planticola MO1. Biorace pod uwage
podwyzszong aktywnos¢ tej oksygenazy oraz wysoka biodegradacje weglowodoréw
aromatycznych mozna réwniez przypuszczaé, ze efektywne metabolizowanie tych
weglowodoréw przez komorki wpltywa na zmniejszenie ich toksycznosci w stosunku do
badanych mikroorganizmoéw, o czym moze swiadczy¢ spadek aktywnosci GST. Zmniejszenie
aktywnosci tego enzymu mozna takze zaobserwowac w przypadku komorek R. planticola MO1
eksponowanych na weglowodory alifatyczne, Ponadto, znacznie zwigkszona catkowita
przepuszczalnos¢ blony tych komoérek wraz z innymi odnotowanymi modyfikacjami
powierzchniowymi moze sugerowac zmiany w kierunku fatwiejszego przylaczania zwiazkow

alifatycznych i transportowania ich do wnetrza komorek.
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Tabela IV. 1. Gtéwne wtasciwosci komadrek analizowanych szczepéw oraz efektywnos¢ przeprowadzanych przez nie proceséw biodegradacji weglowodoréow

Witasciwosci powierzchniowe

Bioderagacja [%]

Przepuszczalnosé bton

Aktywnos¢ enzymatyczna

sxczep  Elspozycja Cle ¢imv] pdi2  TMP? Pt 1,2-D0°  2,3-DO®  GST’ AR® ALS ON®

> (%] - [U/mg] [U/mg]  [U/ml]

ONP/min/ml]

- 6,72 -10,30 0,13 0,08 0,06 1903,98 1,65 0,20 43,31 65,96 35,33
. AR 36,80 -1435 0,34 064 0,14 654,30 12,48 0,13 98,85 71,98 14,99
S AL 30,74  -20,15 0,26 0,85 0,13 814,46 5,15 0,12 45,16 90,68 20,76
ON 33,94 -18,77 0,11 0,59 0,20 208,45 4,57 0,12 45,26 68,76 16,85
- 11,71 -12,27 0,02 0,31 0,06 110,05 1,97 0,11 37,31 65,32 23,36
- AR 44,98  -27,50 026 0,32 0,10 322,31 1,15 0,11 98,55 37,28 32,63
s AL 43,94  -21,93 024 0,40 0,07 2258,01 4,29 0,16 55,88 43,93 39,17
ON 43,47  -17,47 027 051 0,10 2346,21 5,60 0,12 59,07 62,98 41,87
- 13,99 -1850 0,16 0,30 0,07 233,82 2,94 0,16 27,59 19,28 6,94
o AR 37,15  -1465 0,38 0,37 0,10 182,90 2,92 0,12 18,93 79,26 6,57
s AL 27,29 17,25 0,20 0,59 0,10 43,60 0,83 0,20 36,40 66,08 7,30
ON 31,21 -22,27 0,23 051 0,08 215,19 1,39 0,13 40,89 8,17

MO1 - R. planticola Mo1; MO3 — R. ornithinolytica M03; M1B — A. calcoaceticus M1B; AR — weglowoodry aromatyczne; AL. — weglowodory alifatyczne; ON — olej napedowy; * zmierzone po 12 miesigcach ekspozyciji; 2

indeks polidyspersyjnosci; 3 catkowita przepuszczalno$é btony komdrkowej; * przepuszczalno$¢ wewnetrznej btony komérkowej; > 1,2-dioksygenaza katecholowa; ? 2,3-dioksygenaza katecholowa, 7 transferaza

glutationowa; & $rednia biodegradacja dla poszczegdlnych weglowodoréw z mieszaniny zmierzona po 14 dniach; ° biodegradacja zmierzona po 14 dniach; kolorami oznaczono:

czerwonym - spadek biodegradacji; czarnym — brak istotnych zmian

— wzrost biodegradacji;
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Szczep R. ornithinolytica MO03 eksponowany na weglowodory aromatyczne
charakteryzowat sie rowniez wysoka zdolnoscia do biodegradadji tej grupy zwiazkoéw, jednak
w tym przypadku jedna z gtéwnych rdél w ich efektywnym metabolizowaniu odgrywaja
1,2-dioksygenzay katecholowe, ktorych aktywnos¢ wzrosta 3-krotnie w poréwnaniu do proby
kontrolnej. Komorki szczepu R. ornithinolytica M03 poddane ekspozycji na weglowodory
aromatyczne charakteryzowaly sie réwniez najwyzszymi sposrdd badanych warto$ciami
bezwzglednymi hydrofobowosci powierzchni komoérek oraz potencjatu elektrokinetycznego.
Wywotane w wyniku ekspozycji na weglowodory aromatyczne zmiany wlasciwosci tych
komorek skutkowaly prawie 3-krotnym wzrostem efektywnosci biodegradacji zwigzkéw
aromatycznych przez te komdrki w poréwnaniu do komorek nieeksponowanych.
Poréwnywalnie duze zmiany wartosci CHS i potencjalu elektrokinetycznego komorek
eksponowanych na weglowodory alifatyczne nie przyniosly oczekiwanych efektow
w przypadku biodegradacji tych zwiagzkow, a komorki eksponowane na zwiazki alifatyczne
byty mniej efektywne w ich metabolizowaniu niz komdrki nieeksponowane. Uwage zwraca
rowniez bardzo duzy wzrost aktywnosci 1,2-dioksygenazy katecholowej, zardéwno
w komorkach szczepu R. ornithinolytica M03 eksponowanych na weglowodory alifatyczne,
jak i olej napedowy. W przypadku biodegradacji weglowodoréw alifatycznych
zaobserwowano réwniez wzrost aktywnosci transferazy glutationowej, odpowiedzialnej za
ochrone komorek przed szkodliwym dziataniem ksenobiotykéw, co moze wskazywacd, ze
obecne w podiozu zwiazki alifatyczne byly dla nich szkodliwe. Bakterie R. ornithinolytica M03
poddane dtugotrwatej ekspozycji na olej napedowy charakteryzowaty sie najwieksza sposréd
wszystkich badanych szczepdw zdolnoscia do jego biodegradacji, co wskazuje na korzystny
wplyw przeprowadzonego procesu ekspozycji na efektywnos¢ komdrek w usuwaniu tego
typu zanieczyszczen. Przeprowadzone przez komorki eksponowane na olej napedowy
modyfikacje wlasciwosci powierzchniowych oraz wzrost aktywnosci enzymatycznej
skutkowaly roéwniez wzrostem biodegradacji weglowodoréw aromatycznych oraz
utrzymaniem na zblizonym do proby kontrolnej poziomie degradacji zwigzkéow
alifatycznych. Nalezy tutaj podkresli¢, ze gldéwna réznica wystepujaca miedzy komodrkami
eksponowanymi na zwiazki alifatyczne i olej napedowy jest zmiana potencjatu
elektrokientycznego komorek. Zaobserwowane znaczace roznice w  zdolno$ciach

degradacyjnych moga wskazywa¢, ze zmiana potencjalu elektrokinetycznego jest jedna
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z waznych modyfikacji podejmowanych przez komorki podczas kontaktu ze zwigzkami
alifatycznymi, jednak zbyt duZe obnizenie wartosci tego parametru skutkuje spadkiem
biodegradacji weglowodordw alifatycznych. Na podstawie przeprowadzonych analiz mozna
wnioskowac, ze optymalne wartosci potencjatu elektrokinetycznego komorek efektywnie
degradujacych zwiazki alifatyczne nie powinny przekraczac -21 mV.

Bakterie szczepu A. calcoaceticus M1B eksponowane na badane zanieczyszczenia
weglowodorowe charakteryzowaty sie¢ wzrostem efektywnosci usuwania weglowodorow
aromatycznych, alifatycznych oraz oleju napedowego. Wyjatkiem sa w tym przypadku
uklady zawierajace komorki poddane ekspozycji na weglowodory aromatyczne, w ktdrych
biodegradacja zwigzkow aromatycznych byta o 30% nizsza niz w hodowli z komorkami
nieeksponowanymi. U mikroorganizmoéw szczepu A. calcoaceticus M1B poddanych ekspozycji
na weglowodory aromatyczne zaobserwowano réwniez spadek bezwzglednej wartosci
potencjalu elektrokinetycznego komorek, ich aktywnosci enzymatycznej oraz wzrost
przepuszczalnosci bton komoérkowych. Ponadto, komodrki wzrastajgce na podiozu
z dodatkiem weglowodordéw aromatycznych charakteryzowaly si¢ malq liczebnoscia, co moze
wskazywa¢ na negatywne oddzialywanie diugotrwalej ekspozycji na weglowodory
aromatyczne na bakterie A. calcoaceticus MI1B. Z kolei w komorkach tego szczepu
eksponowanych na weglowodory alifatyczne odnotowano réwniez modyfikacje wlasciwosci
powierzchniowych, wsrdd ktorych uwage zwraca niewielki spadek potencjatu dzeta oraz
znacznie obnizona aktywno$¢ dioksygenaz katecholowych. Obserwowany wzrost
efektywnosci biodegradacji weglowodoréw alifatycznych przez te komorki wskazuje, ze
enzymy te nie sg zaangazowane z usuwanie zanieczyszczen z tej grupy. Ponadto, znaczacy
wzrost catkowitej przepuszczalnosci btony komorkowej mégt by¢ pozytywnie skorelowany
z obserwowanym wzrostem biodegradacji weglowodorow alifatycznych. Mikroorganizmy
A. calcoaceticus M1B poddane ekspozycji na olej napedowy charakteryzowaly si¢ réwniez
modyfikacjami wtasciwosci powierzchniowych w kierunku cech bardziej hydrofobowych,
wzrostem przepuszczalnosci blony komorkowej oraz zwigkszonym usuwaniem badanych
substangji.

Analizujac wszystkie badane mikroorganizmy poddane ekspozycji na olej napedowy,
a nastepnie degradujace ten substrat, nie mozna wyrdzni¢ gldwnych wiasciwosci

predysponujacych komorki do efektywnej degradacji ON. Roznice wystepujace pomiedzy
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wlasciwosciami poszczegdlnych szczepdéw nie pozwalaja na jednoznaczne skorelowanie
ktorej$ z badanych cech ze zwigkszona lub zmniejszong biodegradacja. Mozna zatem
wnioskowac¢, ze metabolizm oleju napedowego wymaga zaangazowania wielu procesow
w komorkach roznych szczepow, a ztozonos¢ tej mieszaniny wymusza ich indywidualne
przystosowanie do prowadzenia proceséw biodegradacji oleju napedowego. Cecha wspolna
komorek predysponujacych je do efektywnego usuwania oleju napedowego jest
podwyzszona polidyspersyjnos¢ badanych ukiadéw. Najlepsze wyniki biodegradacji
uzyskano dla uktadéw w ktdrych wartos¢ tego parametru byta w zakresie 0,3-0,5; a wyzsza
polidyspersyjnos¢ obnizata zdolnosci biodegradacyjne komorek.

Ponadto, przeprowadzone szczegdtowe analizy wlasciwosci komorek eksponowanych
na weglowodory aromatyczne udowadniaja duze znaczenie zmian plynnosci btony
komdrkowej w efektywnym transporcie i metabolizowaniu tych zanieczyszczen oraz
znaczace roznice w poziomach akumulacji bialek oraz aktywnosci transkrypcyjnej genéw
pomiedzy komodrkami. Nalezy zwroci¢ uwage, ze nawet szczepy R. planticola MO1 oraz
R. ornithinolytica M03 nalezace do tego samego rodzaju charakteryzowatly si¢ réznymi
profilami proteomicznymi. Komorki analizowanych szczepéw R. planticola MO1,
R. ornithinolytica M03 oraz A. calcoaceticus M1B poddane 12-miesigecznej ekspozycji na
weglowodory aromatyczne charakteryzowaly si¢ znaczaco podwyzszonym poziomem
akumulacji biatek zwigzanych z aktywnym transportem zanieczyszczerni do komorek.
Potwierdzono rdéwniez niewielka trwatos¢ modyfikacji profilu biatkowego komorek
wywolanego 12-miesieczng ekspozycja na weglowodory aromatyczne. Dowodem tego sa
zaobserwowan zmiany ,, powrotne” profilu biatkowego mikroorganizméw przeniesionych po
12-miesiecznej ekspozycji na weglowodory do hodowli z glukoza jako zrodlem wegla. Ze
wzgledu na duze zaangazowanie wielu proceséw metabolicznych oraz ekspresje i akumulacje
znaczacej liczby bialek w wyniku ekspozycji na zanieczyszczenia weglowodorowe, zmiany
profilu biatkowego w kierunku profilu komdrek nieeksponowanych sa przez bakterie
predysponowane po ustaniu dziatania czynnika stresowego.

Aby podsumowac¢ wyniki przeprowadzonych analiz, ponizej zebrano najwazniejsze

obserwacje i wnioski sformutowane po ich przeanalizowaniu.
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D

2)

3)

4)

5)

6)

Z probek gleb z roznych srodowisk wyizolowano trzy szczepy zdolne do
wzrostu na podlozu zawierajacym olej napedowy jako jedyne zrédlo wegla
i energii, a na podstawie analiz molekularnych zidentyfikowano je jako
Raoultella platicola MO1, Raoultella ornithinolytica MO3 oraz Acinetobater
calcoaceticus M1B.

Analizy zmian wlasciwosci powierzchniowych komdrek poddanych
ekspozycji na weglowodory pozwolily stwierdzié, ze wrazliwos¢ komdrek na
badane weglowodory uleglta zmniejszeniu, poprzez wywotanie modyfikacji
strukturalnych i metabolicznych.

Ze wzgledu na znaczace rdéznice przeprowadzanych przez bakterie
eksponowane na weglowodory modyfikacji wlasciwosci nie mozna
jednoznacznie wyrézni¢ ich najwazniejszych cech predysponujacych je do
degradacji weglowodoréw, jednak zaobserwowano istnienie wartosci
granicznych (potencjatu elektrokinetycznego czy polidyspersyjnosci badanych
ukltadéw)  warunkujacych  zwigkszenie  efektywnosci  biodegradacji
ksenobiotykéw przez mikroorganizmy.

Zmiany aktywnosci proteomu bakterii poddanych  krotkotrwalej
i dlugotrwatej ekspozydji na zanieczyszczenia weglowodorowe charakteryzuja
sie réznym przebiegiem. Krotkotrwala ekspozycja wywotywata gléwnie
modyfikacje struktury btony komodrkowej, natomiast dlugotrwata
powodowata zmiany majace na celu przystosowanie metaboliczne bakterii.
Uzyskana w wyniku dlugotrwalej ekspozycji zmniejszona wrazliwo$¢ bakterii
na badane weglowodory aromatyczne, alifatyczne i olej napedowy oraz ich
podwyzszona aktywnos¢ metaboliczna skutkuje wzrostem efektywnosci
procesdbw biodegradacji zanieczyszczenn prowadzonych przez badane
mikroorganizmy poddane dlugotrwatej ekspozycji na weglowodory.
Mikroorganizmy  poddane  wczesniejszej ekspozycji na  zwiazki
weglowodorowe zastosowane do bioaugmentacji préobek wodnych moga miec¢
korzystny wplyw na efektywno$¢ procesdbw usuwania zanieczyszczen
weglowodorowych w $rodowisku naturalnym oraz promowac zwiekszenie ich

bioréznorodnosci.
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2017, 2018, 2019,

Zaangazowanie w organizacj¢ Drzwi Otwartych i Dnia dla Dziewczyn na Politechnice
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STRESZCZENIE

Bakterie posiadajace zdolnos¢ rozkltadu zanieczyszczen weglwodorowych sa cennym
narzedziem w usuwaniu ksenobiotykéw ze Srodowiska naturalnego. Dane literaturowe
sugeruja, ze komorki mikroorganizméw posiadajace te zdolnos¢ charakteryzuja sie
zmodyfikowanymi, w  stosunku do innych mikroorganizmdéw, parametrami
powierzchniowymi, takimi jak podwyzszona hydrofobowos¢ powierzchni komorki,
zwigszona przepuszczalnos¢ blon komoérkowych «czy niska wartos¢ potengalu
elektrokinetycznego. Obserwowane s takze zmiany aktywnosci specyficznych enzymoéw
bioracych udziat w metabolizowaniu szkodliwych zwigzkow.

Biorac pod uwage powyzsze informaje, celem niniejszej pracy byta analiza mozliwosci
indukgji zmian wlasciwosci powierzchniowych i podwyzszenia zdolnosci biodegradacyjnych
komorek mikroorganizmoéw wyizolowanych ze srodowiska naturalnego. Wyziolowane z
probek gleby mikroorganizmy szczepdw Raoultella planticola MO1, Raoultella ornithinolytica
MO3 oraz Acinetobacter  calcoaceticus MIB zdolne do wzrostu na podiozu
z dodatkiem oleju napedowego poddano 12-miesiecznej ekspozycji na mieszaning
weglowodoréw aromatycznych, alifatycznych lub olej napedowy. W tym czasie
monitorowano warto$ci poszczegolnych parametrow powierzchniowych komorek, takich jak
hydrofobowos$¢ powierzchni, potencjat elektrokinetyczny czy rozklad wielkos$ci czastek. Po
zakoniczeniu okresu 12-miesieczenej ekspozycji na weglowodory przperowadzono szereg
prob majacych okresli¢ zmiany przepuszczalnosci blon komorkowych, aktywnosci enzymow,
profile btonowych kwasoéw ttuszczowych, a takze proteomu oraz genomu badanych
mikroorganizméw w porownaniu do komoérek nieeksponowanych na zanieczyszczenia
weglowodorowe. Potencjal aplikacyjny mikroorganizméw o zmienionych w wyniku
ekspozycji na weglowodory wlasciwosciach przebadano wykonujac szereg testow
biodegradacyjnych w ukiadach modelowych oraz z wykorzystaniem wody pobranej
z dwéch zbiornikow stodkowowdnych.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan wskauja, ze mikroorganizmy
eksponowane na zanieszyczczenia weglowodorowe charakteryzowaly sie¢ zmiang
wlasciwosci powierzchniowych w kierunku cech bardziej hydrofobowych i utatwiajacych im
przylaczenie oraz transport zwiazkéw weglowodorowych do wnetrza komorek.

Zaobserwowane zmiany aktywnosci metabolicznej 1,2-dioksygenazy katecholowej oraz
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2,3-dioksygenazy katecholowej bioracych udziat w rozkladzie zwiazkéw aromatycznych
wskazuja rowniez na zréznicowane szlaki degradacji weglowodoréw w zaleznosci od szczepu
bakteryjnego. Zaobserwowano rowniez, ze ze wzgledu na duze zapotrzebowanie
energetyczne oraz skomplikowane zmiany metaboliczne majace na celu zwiekszenie
plynnosci blony oraz aktywacje wybranych gendéw i zwigkszong akumulacje bialek,
obserwowane modyfikacje wlasciwosci charakteryzuja si¢ niewielka trwatoscig po usunieciu
ze $rodowiska czynnika stresowego, jakim byly weglwoodory. Nalezy réwniez doda¢, ze
przeprowadzone testy biodegradacji zwiazkdéw aromatycznych, alifatycznych i oleju
napedowego przez badane szczepy R. planticola MO1, R. ornithinolytica MO3 i A. calcoaceticus
MI1B wykazaty zréznicowany wplyw ditugotrwatej ekspozycji komorek na weglwodoory na
ich efektywno$¢ w procesach bioremiediacji. Niemniej jednak, bioaugmentacja badanymi
mikroorganizmami prébek wody jeziornej zanieczyszczonej olejem napedowym przyniosta
pozytywne rezultaty, a uktady z dodatkiem komdrek poddanych wczesniejszej ekspozycji na
weglwodory charakteryzowaty si¢ wysokimi wydajnosciami biodegradacji oleju napeowego.

Nalezy podkreslic, ze pozytywny wplyw ekspozycji komorek na zwigzki
weglwoodorowe stanowi obiecujacy materiat do dalszych badan nad indukcja zmian w
komorkach mikroorganizmoéw, a opracowane i zaprezentowane w ramach przedkladanej
rozprawy doktroskiej wyniki pozwolity lepiej zrozumie¢ mechanizmy rzadzace procesem
adaptacji  komoérek  do  biodegradacji = weglowodordw. Testy  aplikacyjne
z wykorzystaniem wody jeziornej dostrczyly cennych informacji na temat wpltywu
bioaugmentacji na autochtoniczne mikrobiomy zbiornikéw stodkowodnych, a takze
potwierdzily potencjalne zastosowanie aplikacyjne uzyskanych bakterii o zmienionych

wlasciwosciach.
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ABSTRACT

Bacteria with the ability to break down hydrocarbon impurities are a valuable tool in
removing xenobiotics from the environment. Literature data suggest that microbial cells
possessing this ability are characterized by modified surface parameters, such as increased
hydrophobicity of the cell surface, increased permeability of cell membranes or low value of
electrokinetic potential, compared to other microorganisms. Also, changes in the activity of
specific enzymes involved in the metabolism of harmful compounds are observed.

Considering the above, the purpose of this work was to analyze the possibilities of
changes induction in surface properties and increase the biodegradability of microorganism
cells isolated from the natural environment. Microorganisms of Raoultella planticola MO1,
Raoultella ornithinolytica M03 and Acinetobacter calcoaceticus M1B strains isolated from soil
samples capable of growing on the medium with the addition of diesel oil were subjected to
a 12-month exposure to a mixture of aromatic hydrocarbons, aliphatic hydrocarbons or diesel
oil. During this time, the values of cell surface parameters, such as surface hydrophobicity,
electrokinetic potential, and particle size distribution were monitored. At the end of the
12-month hydrocarbon exposure period, a number of tests were performed to determine
changes in cell membrane permeability, enzyme activity, membrane fatty acid profiles, as well
as the proteome and genome of the microorganisms tested. Obtained results were compared
to those obtained for the non-exposed cells. The application potential of microorganisms with
properties changed as a result of exposure to hydrocarbons was tested by performing a series
of biodegradation tests in model systems and using water collected from two freshwater tanks.

The research results presented in this paper indicate that microorganisms exposed to
hydrocarbons were characterized by a change in cell surface properties towards more
hydrophobic features, thus facilitating their attachment and transport of hydrocarbon
compounds into the cells. Observed changes in metabolic activity of catechol 1,2-dioxygenase
and catechol 2,3-dioxygenase involved in the decomposition of aromatic compounds also
indicate different hydrocarbon degradation pathways depending on the bacterial strain. It was
also observed that due to the high energy demand and complicated metabolic changes aimed
at: increasing membrane fluidity, activation of selected genes and increased protein
accumulation, the observed property modifications were characterized by low stability after

removal of the stress factor from the environment, which was hydrocarbons. It should also be
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added that the biodegradation tests of aromatic, aliphatic and diesel compounds carried out
by the tested strains of R. planticola MO01, R. ornithinolytica M03 and A. calcoaceticus M1B showed
a diverse effect of long-term exposure of cells to hydrocarbons on their effectiveness in
bioremediation processes. Nevertheless, bioaugmentation with tested microorganisms of lake
water contaminated with diesel oil samples gave positive results, and systems with the
addition of cells subjected to previous exposure to hydrocarbons were characterized by high
biodiesel oil yields.

It should be emphasized that the positive effect of cell exposure to hydrocarbons is
a promising material for further research on the induction of changes in cells of
microorganisms, and the results developed and presented in the framework of the presented
doctoral dissertation results have allowed to better understand the mechanisms governing the
process of cell adaptation to the biodegradation of hydrocarbons. Application tests using lake
water, they provided valuable information on the impact of bioaugmentation on the
autochthonous microbiome of freshwater reservoirs, and also confirmed the potential

application of obtained bacteria with changed properties.
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ANEKS

Tabela S. 1. Wyniki testow biochemicznych wyizolowanych szczepoéw uzyskane
z wykorzystaniem aparatu Vitek®2.

Tabela S. 2. Opis oznaczen substratow wykorzystywanych w testach biochemicznych na
aparacie Vitek® 2. Jesli nie podano inaczej, oznaczenie literowe oznacza test na
wykorzystanie podanego zwiazku jako zZrddta wegla

Tabela S. 2. Wyniki identyfikacji genetycznej i biochemicznej z uwzglednieniem stopnia
dopasowania do bazy biochemicznej oraz pochodzenia probki.

Rysunek S. 2. Relatywny udzial procentowy poszczegolnych mikroorganizmoéw na réznych
poziomach taksonomicznych w prébkach wody jeziornej 1 na poziomie
gatunku 14 i 60 dni po bioaugmentacji mikroorganizmami z proby kontrolnej
(W1+NE) lub eksponowanymi (W1+E)

Rysunek S. 3. Relatywny udzial procentowy poszczegolnych mikroorganizmoéw na réznych
poziomach taksonomicznych w prébkach wody jeziornej 2 na poziomie
gatunku 14 i 60 dni po bioaugmentacji mikroorganizmami z proby kontrolnej

(W1+NE) lub eksponowanymi (W1+E)
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