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Wplyw wielosciennych nanorurek weglowych na wzrost bakterii
z rodzaju Bacillus i produkcje biosurfaktantow

Nanomateriaty, ztozone z czastek o wielkosci mniej-
szej niz 100 nm 1 wyjatkowych wlasciwosciach fizyczno-
chemicznych (mata gesto$é, duza powierzchnia wlasciwa,
duza gigtkos¢, wyjatkowa elastycznosé i sprezystosc, silna
i dlugotrwata emisja polowa), zyskujg obecnie coraz wigk-
sze znaczenie. Obserwuje si¢ ich rozliczne zastosowania
w wielu dziedzinach nauki, techniki i zycia codziennego.
Przewiduje si¢, ze w wyniku szybkiego wzrostu zapotrze-
bowania na nanomateriaty wartos¢ nowych produktéw wy-
tworzonych na ich bazie wzrosnie pod koniec biezacego
dziesigciolecia do kilkunastu miliardéw dolaréw (w 2007 r.
wartos¢ ta wyniosta ponad 1 mld dol.). Niezwykle interesu-
jacymi materiatami sa nanomateriaty weglowe, do ktérych
zalicza si¢ fulereny, nanorurki, nanowldkna, nanopianki,
czy cebulki.

Rozwdj nanotechnologii — mimo zwigzanych z nig na-
dziei jako zrodta tanszych i lepszych materiatow — nie jest
jednak wolny od ryzyka, zarowno zdrowotnego, jak i eko-
logicznego. Na obecnym etapie badan niewiele jest prac
oceniajacych oddziatywanie nanomaterialdw na organizmy
zywe, w tym mikroorganizmy. Wsrdd mikroorganizméw
szczegolne znaczenie maja bakterie produkujace biosur-
faktanty oraz ich ewentualne wykorzystanie w dyspersji
nanomateriatéw. Udowodniono, ze surfaktanty powoduja
dyspersj¢ nanomateriatow [1,2], natomiast rola biosurfak-
tantow i/lub mikroorganizméw produkujacych biosurfak-
tanty w tym procesie jest nieznana.

Celem badan oméwionych w niniejszej pracy byta oce-
na wzrostu bakterii z rodzaju Bacillus w obecnosci wie-
los$ciennych nanorurek weglowych i ich zdolnosci do pro-
dukcji biosurfaktantow.
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Materialy i metody

Izolacja i identyfikacja bakterii produkujacych
biosurfaktanty

Szczepy bakteryjne wykorzystane w badaniach wy-
izolowano z gruntéw zanieczyszczonych weglowodora-
mi ropopochodnymi z terenu rafinerii w Czechowicach-
Dziedzicach [3] oraz oceniono ich zdolno$¢ do produkcji
biosurfaktantéw i rozktadu weglowodorow alifatycznych
i aromatycznych [4]. Wyizolowane szczepy bakterii prze-
chowywano na skosach agarowych (SMA, bioMerieux)
w temperaturze 4 °C.

Ekstrakcje DNA bakterii wykonano wg metody opisa-
nej w pracy [5]. Czystos¢ wyizolowanego DNA sprawdzo-
no na 1% zelu agarozowym. Nastepnie oczyszczony DNA
wykorzystano w tancuchowej reakcji polimerazy (PCR —
polymerase chain reaction) [6]. Do tego celu zastosowa-
no zestaw do namnazania firmy Amersham Biosciences
(puReTag™ Ready-To-Go™). Przeprowadzono 30 cykli
namnazania fragmentu 16S rDNA w nastepujacych warun-
kach: denaturacja w temp. 94 °C przez 5 min, reasocjacja
w temp. 72 °C przez 2 min, elongacja w temp. 61 °C przez
1 min. Reakcje przeprowadzano w aparacie Mastercycles®
Gradient Machine firmy Eppendorf. Zastosowano nastgpu-
jace startery: 27f (5’-TTCCGGTTGATCCYGCCGGA-3’)
i 1492 universal (5’-ACGGGCGGTGTGTRC-3") [5]. Po-
wielone fragmenty DNA oczyszczono wykorzystujac ze-
staw Qiagen-PCR wedhug instrukcji producenta, a nastgp-
nie zsekwencjonowano. Otrzymane sekwencje genu 16S
rRNA analizowano wykorzystujac program CLUSTALW
vl. 83. Bakterie zidentyfikowano do gatunku/szczepu na
podstawie podobienstwa sekwencji genu 16S rRNA, wyko-
rzystujac baz¢ danych RDP. Charakterystyke morfologicz-
na i biochemiczna wybranych szczepow bakterii wykonano
wedtug tradycyjnych metod mikrobiologicznych.

Synteza wieloSciennych nanorurek weglowych

Nanorurki wieloscienne zsyntezowano metoda termicz-
ng (CVD — chemical vapor deposition) opisang w pracy [7].
Jako zrodto wegla uzyto ksylen (CgHjg), za$ jako prekur-
sor katalizatora zastosowano ferrocen (Fe(CsHs),). Proces
CVD prowadzono w poziomym rurowym reaktorze kwar-
cowym, umieszczonym w piecu elektrycznym o dwoch
strefach grzania, stosujac 10% roztwor ferrocenu w ksylenie
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i argon jako gaz nos$ny. Roztwor byl wstrzykiwany do re-
aktora kwarcowego z szybkoscia 0,1 cm’/min. W pierw-
szej strefie pieca (200 °C) roztwor odparowywat, nastgpnie
jego pary byly przenoszone przez argon do drugiej strefy
(680°C), w ktorej dochodzito do rozktadu par roztworu.
W wyniku rozktadu na $ciankach reaktora osadzat si¢ pro-
dukt weglowy.

Wzrost bakterii z rodzaju Bacillus na podlozach stalym
i plynnym w obecnos$ci nanorurek weglowych

Bakterie z rodzaju Bacillus hodowano na podlozach
statym 1 ptynnym [8] wraz z nanorurkami weglowymi
w zakresie dawek od 0,001 g do 0,01 g. Hodowle bakterii
inkubowano w temperaturze 45°C. W przypadku hodowli
statych odczyty wzrostu bakterii robiono po 24 h i 48 h.
W przypadku hodowli ptynnych pobrano po 1 cm? hodowli
w czasie od 0 do 144 h, a nastepnie metoda ptytek lanych
obliczono liczbe wyrostych kolonii bakterii (jtk/cm?) i wy-
znaczono krzywe wzrostu, ktore poréwnano z hodowla
kontrolng (bez nanorurek weglowych).

Wilasciwosci biosurfaktantéw produkowanych
przez bakterie z rodzaju Bacillus
w obecnos$ci nanorurek weglowych

Hodowle ptynne poszczegdlnych szczepdw Bacillus
inkubowano w 45°C przez 7 d, a nastgpnie odwirowano
w czasie 10 min przy predkosci obrotowej 10000/min.
Otrzymany plyn nadosadowy wykorzystano do oceny
wlasciwosci powierzchniowych biosurfaktantow produ-
kowanych przez dane szczepy bakterii. Pomiary napigcia
powierzchniowego wykonano metoda pierscieniowa (du
Nouy’a) na tensytometrze K12 firmy Kruss w temperaturze
25°C, przy odchyleniu 0,09 mN/m. Zdolno$¢ emulgowania
badano wg metody opisanej w pracach [9,10]. Do 5 cm?
cieczy nadosadowej dodano 2 cm? réznych substancji hy-
drofobowych. Po 24 h oceniono wysokos$¢é warstwy emul-
gujacej i obliczono wskaznik emulgacji EI24 wg [9]. Jezeli
wskaznik E124 byt wigkszy niz 40%, to oceniono emulsj¢
jako stabilng. Wspdtczynnik pienienia (FV — foam volume)
oceniono wg metody opisanej w pracy [11]. Do cylindra
szklanego wlano 25 cm? cieczy nadosadowej, przez ktora
nastgpnie przepuszczano strumien powietrza (50 cm’/min)
przez 5 min. Wspdtczynnik pienienia obliczono na podsta-
wie roznicy pomigdzy objgtoscia warstwy pienigcej a po-
zostato$cig cieczy nadosadowe;j.

Wyniki badan

W badaniach wykorzystano trzy szczepy bakterii zi-
dentyfikowane jako Bacillus subtilis (I’-1a), Bacillus sp.
(T-1) oraz Bacillus sp. (T’-1). Analiza sekwencyjna genu
16S rRNA wykazata, ze w przypadku dwodch szczepdw, tj.
T-1 1 T’-1 trudno bylo jednoznacznie okresli¢ przynalez-
nos¢ taksonomiczna do gatunku. Zaréwno szczep ozna-
czony jako T-1, jak i T’-1 wykazaly >99% podobienstwa
sekwencyjnego do dwdch réznych gatunkdw; w przypadku
T-1 do B. subtilis i B. licheniformis, a w przypadku T°-1 do
B. subtilis 1 B. amyloliquefaciens. Wyizolowane szczepy
Bacillus nalezaty do grupy halofilnych i termotolerancyjnych

bakterii o ksztalcie pateczek, czasami tworzacych formy tan-
cuszkowe. Rosty w temperaturach od 37°C do 70°C, przy
czym optimum ich wzrostu wynosito 45°C oraz tolerowaty
rozne stezenia NaCl (2+12%).

Wieloscienne nanorurki weglowe otrzymane metodg
CVD mialy dlugos¢ okoto kilku mikrometréw i zewngtrzne
$rednice w zakresie 20+80 nm (rys. 1). W badaniach wy-
korzystano nanorurki, ktére nie byly wstgpnie oczyszczone
i zawieraly czastki katalizatora.

Na rysunku 2 przedstawiono krzywe wzrostu bakterii
wyznaczone przy réznych dawkach nanorurek weglowych,
przy czym roznice migdzy tymi krzywymi nie byly staty-
stycznie istotne. Zastosowane dawki nanorurek nie wplyne-
ly na szybko$¢ wzrostu bakterii, nie spowodowaty réwniez
zmian morfologicznych, natomiast stymulowaly powsta-
wanie przetrwalnikéw. W hodowlach z nanorurkami udziat
komérek bakteryjnych tworzacych endospory miescit si¢
w zakresie 93+97%, podczas gdy w hodowlach kontrol-
nych (bez nanorurek) udziat ten wynosit 28%.

Biosurfaktanty syntetyzowane przez bakterie powodo-
waly dyspersje nanorurek weglowych oraz miaty wilasci-
wosci powierzchniowe, poréwnywalne z hodowla kontro-
Ing (bez nanorurek weglowych), tj. zmniejszaty napigcie
powierzchniowe (tab. 1), charakteryzowaly si¢ silnymi
zdolno$ciami emulgujacymi w stosunku do zastosowanych
substancji/mieszanin hydrofobowych (tab. 2) oraz zdolno-
$cia do pienienia.
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Rys. 1. Obraz mikroskopowy (SEM) zsyntezowanych
wielosciennych nanorurek weglowych
Fig 1. SEM micrograph of the synthesized multiwalled
carbon nanotubes
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Tabela 1. Napiecie powierzchniowe szczepdw Bacillus
hodowanych w obecnosci i bez wielosciennych
nanorurek weglowych
Table 1. Surface tension of the Bacillus strains cultured
with and without carbon nanotubes

Napiecie powierzchniowe, Nm/m
Szczep
Bacillus hodowla hodowla
z nanorurkami kontrolna
T-1 30,5 £0,08 30,44 0,15
T-1 36,55 +0,16 33,42 +0,25
I'-1a 50,47 +0,27 45,88 +0,06

Woda — 72,2 +£0,4 mN/m, pozywka — 68 £0,08+2,31 mN/m

Tabela 2. ZdoIno$¢ emulgujgca biosurfaktantéw produkowanych
przez szczepy Bacillus w obecnosci wielosciennych
nanorurek weglowych
Table 2. Emulsifying properties of the biosurfactants produced
by the Bacillus strains in the presence of carbon nanotubes

Substancja/
/Mieszanina
hydrofobowa | T-1/N | T-1/K | T-1/N | T-1/K | I-1a/N | I-1a/K

Wskaznik emulgacji (E124), %

Heksadekan 76 9 2 2 4 11

Olej mineralny 100 100 100 100 100 100

Izooktan 13 12 5 2 16 28
Toluen 72 69 70 69 93 94
Ksylen 74 72 7 72 89 90
Squalen 100 94 21 16 18 16

Olej napedowy 71 67 71 70 70 72

Benzyna 72 71 7 69 71 69

Frakcja
destylacji ropy 42 29 35 27 28 28
naftowej A3

Frakcja
destylacji ropy 100 100 24 29 30 37
naftowej A5

Frakcja
destylacji ropy 100 100 100 100 100 100
naftowej P1

Frakcja
destylacji ropy 100 100 31 30 100 100
naftowej P2

Zuzyty olej
(ze smazenia 100 100 100 100 100 100
frytek)
N — hodowla w obecnos$ci nanorurek weglowych

K — hodowla kontrolna (bez nanorurek weglowych), odch. stand. 0,5+5%

Podsumowanie

Ocena wzrostu trzech szczepow bakterii z rodzaju Ba-
cillus 1 produkcji przez nie biosurfaktantow wykazata, ze
nanorurki weglowe nie spowodowaly zahamowania wzro-
stu bakterii oraz zmian morfologicznych, natomiast stymu-
lowaty produkcj¢ endospor. Produkowane przez badane
szczepy biosurfaktanty spowodowaty dyspersj¢ nanorurek
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Rys. 2. Wzrost szczepoéw Bacillus w pozywce ptynnej
z roznymi dawkami wielo$ciennych nanorurek weglowych
Fig. 2. Growth of the Bacillus strains in the liquid culture medium,
at varying doses of carbon nanotubes
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weglowych w roztworach wodnych, zmniejszyly napigcie
powierzchniowe oraz charakteryzowaty si¢ silnymi zdol-
nosciami emulgowania wybranych substancji/mieszanin
hydrofobowych. Z praktycznego punktu widzenia istotne
byto wykazanie w pracy, ze zarowno biosurfaktanty, jak
i mikroorganizmy produkujace biosurfaktanty powodowa-
ty dyspersj¢ wielosciennych nanorurek weglowych.

LITERATURA

1. C.G. SALZMANN, B.T.T. CHU, G. TOBIAS, S.A. LLEWELLYN,
M.L.H. GREEN: Quantitative assessment of carbon nanotube disper-
sions by Raman spectroscopy. Carbon 2007, 45, pp. 907-912.

2. L. VAISMAN, H.D. WAGNER, G. MAROM: The role of surfactants
in dispersion of carbon nanotubes. Ad. Coll. Interface Science 2006,
128-130, pp. 37-46.

3. C.J. BERRY, S. STORY, D.J. ALTMAN, R. UPCHURCH, W. WHIT-
MAN, D. SINGLETON, G. PLAZA, R.L. BRIGMON: Biological
treatment of petroleum in radiologically contaminated soil. In: Re-
mediation of Hazardous Waste in the Subsurface. Bridging Flask and
Field [Eds. C.J. CLARK II, A.S. LINDNER], American Chemical So-
ciety, Washington DC 2006, pp. 87-93.

4.G. PLAZA, 1. ZJAWIONY, .M. BANAT: Use of different methods
for detection of thermophilic biosurfactant-producing bacteria from
hydrocarbon-contaminated and bioremediated soils. J. Petrol. Sc. Eng.
2006, 50, pp. 71-77.

5. M.A.FURLONG, D.R. SINGLETON, D.C. COLEMAN, W.B. WHIT-
MAN: Molecular and culture-based analyses of prokaryotic com-
munities from an agricultural soil and the burrows and casts of the
earthworm Lumbricus rubellus. Appl. Environ. Microbiol. 2002, 68,
1265-1274.

6. R.J. STEFAN, R.M. ATLAS: Polymerase chain reaction: Applica-
tions in environmental microbiology. Annu. Rev. Microbiol. 1991, 45,
pp. 137-152.

7. E. KOWALSKA, J. RADOMSKA, P. BYSZEWSKI, P. KOWAL-
CZYK, K. ANTONOVA, R. DIDUSZKO, H. LANGE, P. DLUZEW-
SKI: Morphology and electronic properties of carbon nanotubes grown
with Fe catalyst. J. Mater. Res. 2003, 18, pp. 2451-2458.

8. A.S. ABU-RUWAIDA, .M. BANAT, S. HADITIRTO, A. SALEM,
M. KADRI: Isolation of biosurfactant-producing bacteria. Product char-
acterization and evaluation. Acta Biotechnol. 1991, 11, pp. 315-324.

9.M.P. BOSCH, M. ROBERT, M.E. MERCADE, M.J. ESPUNY,
J.L. PARRA, J. GUINEA: Surface-active compounds on microbial
cultures. Tenside Surf. Deterg. 1988, 25, pp. 208-212.

10. P.A. WILLLUMSEN, U. KARLSON: Screening of bacteria isolated
from PAH-contaminated soils for production of biosurfactants and
bioemulsifiers. Biodegradation 1997, 7, pp. 415-423.

11. M. DAS, S.K. DAS, R.K. MUKHERIJEE: Surface active properties of
the culture filtrates of a Micrococcus species grown on n-alkanes and
sugars. Biores. Technol. 1998, 63, pp. 231-235.



24 G. Ptaza, E. Kowalska, J. Radomska, E. Czerwosz, K.Jangid, K. Gawior, K. Ulfig, K. Janda-Ulfig

Plaza, G., Kowalska, E., Radomska, J., Czerwosz, E.,
Jangid, K., Gawior, K., Ulfig, K., Janda-Ulfig, K. Effect of
Multiwalled Carbon Nanotubes on the Growth of Bacteria
of the Genus Bacillus and on the Production of Biosurfac-
tants. Ochrona Srodowiska 2009, Vol. 31, No. 1, pp. 21-24.

Abstract: Three bacterial strains of the genus Bacil-
lus were tested in order to ascertain how the presence of
nanotubes in the culture medium influenced their growth,
as well as their ability to produce biosurfactants. It was
found that the bacteria grew very well in the presence of
the nanotubes, and that they were capable of producing bio-
surfactants. The biosurfactants synthesized by the bacteria
accounted for the dispersion of the carbon nanotubes in li-
quid cultures. Although the multiwalled carbon nanotubes

did not affect the morphology or the growth of the bac-
teria, they were found to stimulate endospore production.
The objective of the study was also to assess the properties
of the biosurfactants produced by the bacteria growing in
the presence of the carbon nanotubes, i.e. surface tension,
emulsification and foamability. The nanotubes examined
were found to exert no influence on the surface activity
of the biosurfactants produced by the bacteria. The bio-
surfactants reduced surface tension, showed emulsifying
properties towards some hydrophobic substances/mixtu-
res, and displayed foamabilities comparable to those of the
control.

Keywords: Nanotechnology, carbon nanotubes, bio-
surfactant.



