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WPLYW WYBRANYCH NIEJONOWYCH ZWIAZKOW
POWIERZCHNIOWO—-CZYNNYCH NA NIEKTORE WLASNOSCI
FIZJOLOGICZNE SZCZEPU PSEUDOMONAS PUTIDA MT-2

W pracy okreélono wplyw zwiqzkéw powierzchniowo-czynnych. typu pluroni-
kow i tetronikéw na intensywnos$é poboru tlenu i metabolizm cukréw u szcze-
pu Pseudomonas putida mt-2. Badane preparaty zwiqzkéw powierzchniowo-
czynnych obnizaty intensywno$é poboru tlenu przez komérki bakteryine.
Adaptacja tych komoérek do pluroniku lub tetroniku zwiekszyld intensywno$é
poboru tlenu w procesie oddychania. Obecno$é badanych zwigzkéw powierz-
chniowo-czynnych w podlozu nie wplywata na sposéb metabolizmu glukozy,
laktozy, maltozy © sacharozy natomiast przyspieszatg rozkiad skrobi.

Zwiqzki chemiczne mogg wywolaé zmiany cech
u mikroorganizméw narazonych na ich ekspozy-
cje [1, 2, 3, 4, 5]. Zmiany te mogg mieé charakter
okresowy i wyksztalcone sq na czas oddzialywania
preparatu, bqgdz tez trwale pozostajg nawet po
jego usunieciu. Efekty ~oddziatywania zwigzane
sq scisle z rodzajem zwigzku oraz dawkq i czasem
ekspozycji [6, 7]. Niektére substancje mogg staé sie
czynnikami modyfikujgcymi cechy komérki dopiero
po dluiszym czasie ich dzialania. Bezposredni
kontakt réinych zwiqzkéw chemicznych i drobno-
ustrojow zdarza sie bardzo czesto w $rodowisku
naturalnym zwtaszcza w wodach powierzchnio-
wych, zanieczyszczonych $ciekami. Zanieczyszcze-
nia chemiczne mogq wywolywaé réine skutki. Do
najczesciej sygnalizowanych nalezq zmiany jakos-
ciowe dokonujgce sie w biocenozie. Polegaja one
gléwnie na selekcji i eliminacji gatunkéw wraz-
liwych oraz preferowaniu rozwoju gatunkéw opor-
nych, zaadaptowanych do wykorzystania okreslo-
nych zanieczyszczen joko zrodet wegla i energii.
Ostatnio zwraca sie uwage na dziatanie zwigzkéw
chemicznych inicjujgce zmiennosé cech komérki.
W54réd szeregu substancji wprowadzanych do éro-
dowiska dos¢ znaczng czeié stanowig zwigzki
powierzchniowo-czynne. Réinorodnoéé wystepo-
wania tych zwigzkéw oraz oddzialywanie na orga-
nizmy wodne skionily autora do podjecia’ badan
nad wplywem niejonowych zwigzkéw powierzchnio-
wo-czynnych na Pseudomonas putida mt. 2.

Metodyka badan

Szczep ten otrzymano z Department of Biochemi-
stry and Soil Science University College of North
Wales. Bakterie z rodzaju Pseudomonas stanowig
mikroflore wéd powierzchniowych.

W badaniach stosowano podloze mineralne we-
diug Siskinej i Trocenko [8], o skladzie: KH,PO, —
— 1,56 g; Na;HPO, — 2,13 g; (NH,),SO: — 0,5 g;
MgSO,4-7H,0 — 0,2 g; CaCly-2H:0 — 0,01 g;
HyO destylowana — 1000 ml; pH 7 — 7,2, Pod-

loze to wzbogacono mikroelementami wedlug
Norris i Ribbons [9]. W zaleinosci od wymagach
eksperymentu do tak przvgotowaneao podlioia
wprowadzono dodatkowe zwigzki chemiczne jak
glukoza, laktoza, maltoza, sacharoza, skrobia, ba-
dane surfaktanty lub tez substraty dla analizowa-
nych reakcji enzymatycznych.

W badaniach stosowano dwa niejonowe zwiqzki
powierzchniowo-czynne: jeden typu pluronikéw
i drugi typu tetronikdéw stosowane w produkcji
srodkéw piorgeych i myjgcych. Badany zwigzek
z grupy pluronikéw okreslany jako 400/80 posiadat
srednig mase czgsteczkowg wynoszgeq 2180. Sred-
nia. masa czgsteczkowa ugrupowania hydrofobo-
wego odpowiadata 400. Zawartosé procentowa
tlenku etylenu 80,8%. :

Przyjety do badan tetronik okreslany symbolem
2300/20 posiadal nastepujacq charakterystyke:
$rednia masa czgsteczkowa kopolimeru wynosita
2900 z czego 2300 stanowilo mase ugrupowania
hydrofobowego.

Tlenek etylenu stanowit 20%, masy czgsteczkowe;j.
Zaréwno preparat z grupy pluronikéw jak i tetro-
nikéw syntetyzowano w Instytucie Technologii Or-
ganicznej i Tworzyw Sztucznych Politechniki Wroc-
tawskiej.

Wplyw badanych zwiqzkéw powierzchniowo-
czynnych na funkcje zyciowe

Intensywnosé oddychania okreslano technikg ma-
nometrycznq w aparacie Warburga wedlug me-
todyki podanej przez Umbreit i innych [10]. Wy-
razano jg poprzez ilo$¢ pobranego tlenu w ciqgu
120 minut przez komérki szczepu Pseudomonas
putida mt—2 w obecnosci badanych zwigzkéw
powierzchniowo-czynnych. Zwiqzki 2300/20 i 400/
80 stanowily jedyny substrat oddychania lub to-
warzyszyta im glukoza.

Metabolizm glukozy, laktozy, maltozy i sacharozy
sprawdzano na plynnym podiozu mineralnym we-
dlug Siskinej i Trocenko [8] wzbogaconym .mikro-
elementami wedtug Norris i Ribbons [9]. Do przy-
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gotowanego podloza dodawano sterylne roztwo-
ry cukréw tak aby ich stezenie w podiozu wynosito
5 g/l, zwigzki powierzchniowo-czynne w ilosci 3
i 10 g/l oraz blekit bromotymolowy jako wskainik.
Kontrole stanowilo podioze mineralne z badanym
cukrem bez zwiqzku powierzchniowo-czynnego.
Préby zaszczepione w trzech powtdrzeniach inku-
bowano w termostacie o temperaturze 30°C przez
72 godz, Kontrole procesu metabolizowania pro-
wadzono poprzez obserwacje wzrostu, zmiany
barwy podtoza (wylwarzanie kwasu) oraz obecno-
$ci gazu w rurkach fermentacyjnych.

Metabolizm wielocukrdw sprawdzano na podiozu
mineralnym ze skrobiq. W tym celu do podloia
podstawowego wg Siskinej i Trocenko dodawano
skrobie tak, by otrzymac jej stezenie 0,5 g/i. Po-
dobnie jak poprzednio do podioza dodawano
jeden z badanych zwiqzkéw powierzchniowo-czyn-
nych w steieniach 3 i 10 g/l. Préby kontrolne
zawieraly skrobie jako jedyne zrédlo wegla i ener-
gii. Zaszczepione proby inkubowano przez 12 dni
w termostacie o temperaturze 30°C w warunkach
hodowli stacjonarnej. Kontrolg procesu biodegra-
dacji skrobi prowadzono oznaczajqc jej ilosé co
drugi dzien wedlug metodyki podanej przez Szcze-
klika [11]. Réwnoczesnie dokonywano pomiaru
aktywnosci amylazowej komérek inkubowanych
w powyzszych warunkach.

Ze stacjonarnych hodowli szczepu Pseudomonas
putida mt-—2 w obecnosci badanych zwiqzkow
powierzchniowo-czynnych odbierano co drugi
dzien przez dwa tygodnie po 20 ml hodowli i odwi-
rowywano zawiesine bakterii przy szybkosci 8000
obrotéw/minute. Otrzymany osad trzykrotnie prze-
mywano 0,99, roztworem NaCl i rozcieficzano by
otrzymaé dla dziesigciokrotnego rozcieficzenia
ekstynkcje Ess=0,6. Tak przygotowana zawiesina
komérek bakteryjnych postuzyla nastepnie do oz-
naczenia aktywnosci amylazowe;j.

W tym celu do 1 ml zawiesiny bakterii dodawano
1 mi roztworu substratu (skrobia — 1 g/l) i inku-
bowano w lazni wodnej o temperaturze 30°C
przez 10—12 minut. Nastepnie dodano 1 ml 0,01
N Js i uzupetniano wodg destylowanq do 10 ml.
Natychmiast odczytywano ekstynkcje przy dtugo-
$ci fali 1=660 nm wobec préby zawierajgcej
0,01 N J: z wodq destylowang Otrzymane wyniki
odnoszono do krzywej standardowej i odczytywa-
no zawarto$é skrobi. Jako aktywno$é¢ jednostkowq
przyjeto takq aktywnosé, ktéra powodowata w wa-
runkach testu rozloienie 1 g skrobi do produktéow
nie dajgcych barwy z jodem.

Wyniki badan

Pomiary intensywnosci oddychania Pseudomonas
putida mt—2 przeprowadzono metodq manome-
tryczng Warburga. W tym celu zaloiono hodowle
szczepu, zawierajgcego w podloiu przy obecnosci
lub braku glukozy badane zwigzki powierzchniowo-
czynne typu pluronikéw 400/80 i tetronikéw 2300/
20 w stezeniach 5 i 10 g/l. Kontrole procesu sta-
nowily hodowle z glukozg jako jedynym irédtem
wegla. Hodowle prowadzono w kolbach o pojem-
nosci 500 ml zachowujqc ciggle natlenianie po-
wietrzem przechodzqcym - priez pluczki z 109,
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ZUZYCIE TLENU ui Gylg sm

roztiworem KOH. Zestawy hodowlane umieszczone
byly w termostacie o temperaturze 30°C. Kazdy
z wariantow hodowli prowadzono w trzech po-
wtérzeniach. Co drugi dziei dokonywano pomiaru
zmetnienia hodowli z uzyciem spektrofotometru
Specol, a po uplywie pigciu dni dokonywano po-
miaru intensywnosci poboru tlenu przez bakterie.
llo$é pobranego tlenu w ciggu 120 minut okresta-
no technikg manometryczng w aparacie Warburga
wedtug metodyki podanej przez Umbreit [10]. Ba-
dania te prowadzono dla nieadaptowanych i ada-
ptowanych komérek szczepu Psedomonas putida
mt—2. Adaptacje prowadzono inkubujgc bakterie
przez okres pieciu.dni na plynnym podioiu mine-
ralnym zawierajgcym badane zwiqzki powierz-
chniowo-czynne. Intensywnosé¢ poboru tlenu przez
adaptowane i nieadaptowane komérki szczepu
Pseudomonas putida mt—2 inkubowane w réznych
warunkach ilustrujg rys. 1i 2.
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Stwierdzono, iz komérki bakteryjne inkubowane
na podiozach zawierajacych badane preparaty
pobieraly mniejsze ilosci tlenu anizeli inkubowa-
ne w warunkach kontrolnych. Przy zastosowaniu
wyzszego stezenia zwiqzkdw powierzchniowo-czyn-
nych efekt ten byl bardziej wyrainy. Zaobserwo-
wano, Zze najmniejszg aktywnos$é oddechowqg wy-
kazaly hodowle zawieraigce pluronik czy tetronik
jako jedyne zrédlo wegla i energii. Mnigjsze ilosci
tlenu pobieraty komdrki inkubowane na podiozu
zawierajgeym pluronik 400/80. Po adaptowaniu
komorek bakterii cbserwowano wzrost intensyw-
nosci procesu oddechowego we wszystkich pro-
bach zawierajgcych w podloiu zwigzek powierz-
chniowy-czynny i to zardwno przy obecnosci jak
i bez glukozy.

Na podstawie otrzymanych wynikéw nalezy stwier-
dzié, iz badane preparaty obnizaly intensywnosé
poboru tlenu przez komérki szczepu Pseudomonas
putida mt—2. Adaptacja komérek do zwigzkéow
powierzchniowo-czynnych podwyzszala intensy-
wnosé¢ procesu oddychania. We wszystkich pro-
bach, zawierajgcych zwigzki powierzchniowo-
czynne, stwierdzono wzrost intensywnosci poboru
tlenu.

Podczas analizowania wpiywu badanych zwuq7kow
powierzchniowo-czynnych przetestowano 100 ko-
lonii szczepu Psedomonas putida mt—2 wywodzqg-
cych sie 7 jednej macierzystej. Przygotowane
podloza zaszczepicno zawiesinami z poszczegdl-
nych kolonii. Inkubowano nastepnie w termostacie
o temperaturze 30°C prrez okres siedmiu dni. Po
upfywie tego czasu ckreslano rdinice w sposobie
metabelizowania cukrow.

Whyniki przedstawiajace metabolizm glukozy, lak-
tozy, maltozy i sacharozy u Psedomonas putida
mt—2 przy obecnosci badanych zwigzkéw po-
wierzchniowo-czynnych w podiozu ilustruje tabe-
la 1. Obecnosé zwiaqzkdw powierzchniowo-czynnych
w podioiu nie wywolywala zasadniczo zmian
w sposobie metabolizowania czterech wybranych.
cukréw. Przediuienie czasu oddziatywania do 12
dni nie wplynelo roéwniez na widoczne zmiany.

Odmienne wyniki otrzymano podczas okredlania
wpiywu badanych zwiqzkdw  powierzchniowo-
czynnych na metobolizm skrobi. [lodé skrobi stwier-
dzang w supernatancie hodowli szczepu Pseudo-
monas putida mt—2 w obecnosci badanych zwig-
zkdw  powierzchniowo-czynnych  przedstawicno
w tabeli 2. Obserwowano zwiekszenie sie tempa

biodegradacji skrobi woéwczas, gdy do podioza

dodawano tetronik 2300/20. Efekt ten byl wy-
rainiejszy przy zoetosowcnlu wyzszego stmamo
Lasuanego pre epri’t VOossimtnier et g

mentu, w procie’ zawie fOJQLEJ tetronik coOO/QO
w stezeniu 3 g/l cbniienie sig ilosci skrebi w sto-
sunku do proby kentrolnej o 225 mg a przy 2a-
stosowaniu steienia 10 g/l o 165 mg. W prdbach
z dodatkiem pluroniku 400/80 nie stwierdzono
zwigxszonego tempa bicdegradacji skrobi.

Jok wykazaly dalsze badania zwiekszone tempo
tlodegradacii skrebi zwigzane  bylo  réwniez
© poawyiszeniem sie aktywnodci amviazowej ko-
morek szczepu Pseudomonas putida mt—2 (tabela
3). Hodowia Lakterving nkubowaiia w obecnodci
tetroniku 2000/20 wykazywala wyiszg aktywnosé

Tabela 1
METABOLIZM CZTERECH CUKROW U SZCZEPU PSEUDOMONAS
PUTIDA MT-2 INKUBOWANEGO W OBECNOSCI ZWIAZKOW
POWIERZCHNIOWO- CZYNNYCH

\ D
SE
PR oz v .y .
Redzaj podloia = : llo$é noamno llosé kolonii HNodé kolonii
oy ", zakwaszajq- twarzajgcych
hodowlanego 5 ¢:,’ Zonych kolonii  ¢yepy podlé‘ile wy guz]qcy
=3 o

Pcdioie mineralne 99 99 0

1 glukozq

Podlote mineralne 98 98 0

z glukozq i pluroni- <

kiem 400/8¢ 3 g/ N

Podloie mineralne o [ 96 0

z glukoxq i pluroni-

kiem 400/80 10 g/l X

Podioie mineralne = 98 98 0

z glukozq i tetroni- =

kiem 2200/20 3 g/t ©

Podloze mineraine 99 99 0

z glukozq i tetroni-

kiem 2300/20 10 g/l

Podloze mmernlne 97 97 [

z sacharoiq

Podloie mineraine 100 - 100 0

z sacharozq i pluro-

nikiem 400/80 3 g/l

Podloie mineralne 100 100 0
z sacharozq i pluro-
nikiem 400/80 3 g/
Podloze mineralne

z sacharozq i tetro-
kiem 2300/20 3 g/l <«
Podloie mineralne W
z sacharozq i tetro-
nikiem 2300/20 10 g/1

100 100 0

100 100 [

Podloie mmeruhe 100 0 0
1 laktozg

Podtofe mineralne 100 0 0
z Ixktcso; i pluroni-

Liem 400/80 3 g/l <

7 dloie minercine N 100 [’} 0
7 laktozq i pluroni- O

kiem £00/80 10 g/l =

b 100 0 0

Podisie mineialne
2 lakiszG i w@uwoni-
kiem 2300/20 3 g/l =
Podloie mineraine '
7 laktozq i tetroni-

kiem 2300/20 10 g/l

Podloze mmerulne 100 0 0

z maltozg ]

Podloie mineralne 100 0 0

z maltezg i pluroni-

kiem 400/80 3 g/l N

Podinie miieralne 109 0 0

z maltozg i pluroni-

kiem 400/80 10 g/t ¥+
-l

Podicie mineralne 10 0 0
z maltoxq i tetroni-
kiem 2200/20 3 o/l
Podiofe mineralne 100 o 0
z maltozq i tetroni-
kiem 2200/20 10 g/l
Tabela 2

ROZKLAD SKROB! STWIERDZANY W SUPERNATANCIE HODOWLI
SZCZEPU PSEUDOMONAS PUTIDA MH-2 W OBECNOSCI ZWIAZKOW
POWIERZCHNIOWO CZYNNYCH

Ilofé skrobl mgll

Czas Pod!oie Podioie Pod!oxe Podloie

inku- Podlos . mineralne mineralne mineralne mineralne
kacii octaze.m:- ze skro-  ze skrobig ze skrobig ze skrobig
{dni} "e"»""b? 22 higiplu-  iplusoni- | tetroni- i tetroni-
skickiq ronikiem kiem kiem kiem
290/80 3g/1 2400/80 10 g/l 2300/20 2300/20
3gft 10 g/l
¢ ‘4,5i2,5x’ 510+ 5’10%0 45¢+0 4555
2 245 +5 29010 500410 455+5% 440--0
4 445 +5 470+0 480110 435+5 280+0
[ 438 15 480-+-10 490+0 270-+10 200+10
] #85 +5 290-+9 480+10 230+20 180+0
10 435 —5% 490+10 480-+-10 205+5 177+7,5
12 430 +o0 490+10 475115 205+15 17515

x wyniki jako srodma sze&clu oznuczeﬁ t uwrglednieniem srodmoyn
odchylenia od fredniej



Tabela 3

AKTYWNOSC AMYLAZOWA SZCZEPU PSEUDOMONAS PUTIDA MT-2
PO INKUBACJ! NA PODLOZU ZAWIERAJACYM ZWIAZKI
POWIERZCHNIOWO-CZYNNE

Podloie Podioie Podtoie Podtoze
mineralne mineralne mineralne mineralne

Czas Polozenie ze skrobiq ze skrobig ze skrobiq ze skrobiq
inku- mineralne ze i pluroni- ipluroni- | tetroni- 1 tetroni-
bacji skrobiq kiem kiem kiem -kiem
400/80 400/80 2300/20 2300/20
3 gjl 10 g/l 3 g/l 10 g/l
. - jedn. akt. jedn. okt. jedn.akt jedn. akt
dn. aktxx ¢
doba oy w108 /g x10%/g x10%)g x10*/g
x 10°4 /g suchej suchej suchej suchej
suchej masy masy masy masy masy
0 3,640,3%) 43103  3,6+0,3 .3,6+07 43103
2 3,0+0,3 3,0+0,2 3,610,3 6,01+0,7 6,310
4 3,611,0 3,610,3 3,6+1,6 5,611,0 6,3+1,0
6 5,0+0,3 5,611,0 5,6-10,7 6,6+1,3 6,0+0,7
] 3,6+0,3 3,610,3 4,3+0,3 6,01-0,7 7,0+0,3
12 4,0+0,7 6,0+0 6,6+0.7 6,340

3,6+0,3

x ~- frednie odchylenie od sredniej
xx — Jednostka aktywnosci przypadejgca na 1 g suche] masy

omylazowa w czasie calego okresu trwania eks-
perymentu w poréwnaniu z préba kontrolng. Roz-
nice w oddziatywaniu badanych stezen tego pre-
paratu bvly nieznaczne. Zwigzek powierrchniowo-
czynny typu pluronikdéw nie wywolywal istotnego
stymulujagcego dziatania na aktywnosé¢ amylazowaq.
Na podstawie otrzymanych wynikow moina stwier-
dzié, ze badane preparaty w roiny sposob wply-
waly na metabolizm cukréw, Nie zmienialy one
zasadniczo sposobu metabolizowania glukozy,
maltozy i sacharozy natomiast modulowaly me-
tabolizm skrobi przyspieszajac jej rozktad.

Podsumowanie

Obecnoéé plureniku 400/80 lub tetroniku 2300/20
powodowatla silne obnizenie respiracji mierzonej
iloscig pobranego tlenu w procesie oddychania.
Efekt ten zmniejszala wczesniejsza adaptacja ko-
morek bakterii do badanych zwigzkéw powierz-
chniowo-czynnych.

Wplyw adaptacji bakterii do zwigzkéw powierz-
chniowo-czynnych na zwigkszenie aktywnosci dy-
symilacyjnej stwierdzila réwniez w swoich bada-
niach Rzechowska [12]. Potwierdzeniem oddzia-
lywania zwiqzkéw powierzchniowo-czynnych typu
pluronikéw lub tetronikéw na komdrki bakterii sq
badania nad zmiennosiciq metabolizowania skrobi.
Przyspieszony jej rozklad powodowany byl miedzy
innymi zwigkszong aktywnosciq amylazy w obec-
nosci badanych preparatéow. Jak wynika z otrzyma-
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nych danych dostajgc sie do zbiornika wodnego
badane rwigzki powierzchiniowo-czynne mogqg wy-
wolaé zmiany cech mikroorganizméw go zamiesz-
kujacych. Zjawisko to jest niepozgdane albowiem
prowadzié moie do zachwiania rownowagi biolo-
giczne]j ekosysiemu. Zmiennos¢ cech mikroorgani-
zmoéw moie mieé rowniez pozytywne skutki jesli
kedzie sie kierowaé tym procesem. Mozna bowiem
indukowaé preparatami cnemicznymi powstawanie
komorek o poszukiwanych cechach. Znalaztoby to
zastosowanie w procesie oczyszczania sciekow.
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