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Wpltyw stresu metabolicznego na biodegradacje
chloropochodnych toluenu i modyfikacje witasciwosci
powierzchniowych komérek szczepu Raoultella planticola SA2

Obecnos¢ toksycznych zanieczyszczen w ekosyste-
mach wymaga podejmowania roznorakich dziatan, przede
wszystkim w zakresie gospodarki odpadami oraz kon-
troli stanu zanieczyszczenia wody, gleby i powietrza [1].
W zwiazku z szerokim wykorzystywaniem izomeréw
chlorotoluenu (rozpuszczalniki, produkty posrednie wielu
syntez chemicznych), ryzyko zanieczyszczenia nimi $ro-
dowiska naturalnego jest wysokie. W 2000 r. $wiatowa
produkcja izomerow chlorotoluenu wyniosta 130 tys. ton,
z ktorych 55+65 tys. ton stanowita mieszanina izomerow,
a reszt¢ czysty 2-chlorotoluen [2]. [zomer o najwickszym
znaczeniu przemystowym — 2-chlorotoluen — jest stosowa-
ny miedzy innymi jako §rodek zmniejszajacy palno$¢ lub
rozcienczalnik do farb, a takze w produkcji barwnikow,
lakieréw, pigmentow, substancji klejacych, zywic i poli-
merow, odswiezaczy powietrza, preparatow do udrazniania
rur, rozjasniaczy optycznych czy smaréw przewodzacych
ciepto [2,3].

Wprowadzenie atomu halogenu do czasteczki zwigzku
aromatycznego istotnic wplywa na zmian¢ jego wiasci-
wosci fizykochemicznych, prowadzac migdzy inymi do
zmniejszenia lotno$ci 1 podwyzszenia temperatury wrze-
nia, a takze wzrostu polarno$ci czasteczki w stosunku do jej
analogu niezawierajacego halogenu [4]. Trzy izomery chlo-
rotoluenu (2-chlorotoluen, 3-chlorotoluen oraz 4-chloroto-
luen) sa zwigzkami o masie czasteczkowej 126,59 g/mol.
To bezbarwne ciecze o charakterystycznym aromatycz-
nym zapachu. W szeregu 2-, 3-, 4-chlorotoluen nieznacznie
wzrastaja temperatura wrzenia, punkt zaptonu i punkt top-
nienia tych zwigzkéw, maleje natomiast ich gestosé. 1zo-
mery chlorotoluenu charakteryzuja si¢ mala rozpuszczal-
noscia w wodzie, ktora wynosi 47 mg/dm> w przypadku
2-chlorotoluenu oraz 40 mg/dm? w przypadku 3- i 4-chlo-
rotoluenu. Dane te pokazuja, ze polozenie atomu chloru
w czasteczce zwigzku aromatycznego ma wplyw na jego
wlasciwosci fizykochemiczne.

Wysoka toksyczno$¢ chloropochodnych benzenu,
w tym izomerow chlorotoluenu, w stosunku do organi-
zmdw zywych [5] sprawia, ze konieczne jest ich wydaj-
ne i szybkie usuwanie z zanieczyszczonych gleb i wod
gruntowych. Wérdd metod fizykochemicznych usuwania
zanieczyszczen organicznych z roztworéw wodnych obec-
nie najcze¢sciej wykorzystuje si¢ metody adsorpcyjne [6].
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Do likwidacji skazen wykorzystywane sg takze techniki
membranowe, ktore moga by¢ taczone z innymi metodami,
takimi jak koagulacja, utlenianie lub adsorpcja [7,8]. Czg-
sto stosowane sg tez takie zabiegi, jak plukanie gruntu [1],
desorpcja termiczna [9,10], wytracanie elektrostatyczne,
ozonowanie, fotokataliza [1] lub utlenianie termokatali-
tyczne [11]. Podstawowa wadg fizykochemicznych metod
usuwania zanieczyszczen jest ich wysoki koszt, a takze
pozniejsze zagospodarowanie odpadow. Pod tym wzgle-
dem przewage maja metody biologiczne, ktore opieraja si¢
na wykorzystaniu zdolnosci mikroorganizméow do degra-
dacji zwigzkow organicznych. Podczas biodegradacji drob-
noustroje wykorzystuja zanieczyszczenia obecne w §rodo-
wisku jako zrodto wegla i energii [12]. Bioremediacja ma
szereg istotnych zalet, ktore czynig ja jedna z najbardziej
atrakcyjnych metod oczyszczania srodowiska naturalnego.
Do najwazniejszych z nich naleza prostota procesu, niski
koszt i wysoka skuteczno$¢ oraz brak wtérnych strumieni
odpadowych [13]. Metoda ta umozliwia usunigciec wigk-
szoS$ci ksenobiotykow organicznych ze Srodowiska poprzez
wykorzystanie naturalnych szlakow degradacji [14], ktore
zarazem sg wysoce specyficzne — czgsto tylko jeden z izo-
merow ulega degradacji przez dany szczep bakterii [3, 13].

Wzrost liczby atomoéw halogenu oraz ich potozenie
w czasteczce naleza do istotnych parametrow wplywa-
jacych na toksyczno$¢ zwiazku, a takze na przebieg jego
biodegradacji [15]. W badaniach [16], prowadzonych nad
biodegradacja halogenowanych fenoli, ich podatnos¢ na
biologiczny rozktad wzrastata w kolejnosci: 4-bromofe-
nol, 4-chlorofenol, 4-fluorofenol. Potwierdzili to rowniez
autorzy prac [17,18], opisujac rozne szlaki metabolicz-
ne mineralizacji 4-chlorotoluenu prowadzonej przez mi-
kroorganizmy z rodzaju Pseudomonas. Z kolei badania
nad biodegradacja halogenowanych fenoli przez bakterie
nalezace do rodzaju Arthrobacter wykazaty wystgpowanie
ro6znych produktow posrednich w zaleznos$ci od rodzaju ha-
logenu [19,20].

Poza budowa chemiczna, szczegdlng role w procesie
biodegradacji zanieczyszczen mozna przypisa¢ biorézno-
rodno$ci mikroorganizmow, jak réwniez specyficznosci
substratowej enzymow produkowanych przez szczepy bak-
teryjne zdolne do degradacji ksenobiotykow. Ponadto czyn-
niki biologiczne, takie jak wlasciwosci powierzchniowe
mikroorganizmow, rowniez wplywajg istotnie na przebieg
procesu biodegradacji weglowodordw. W pracach [21-24]
zaobserwowano, ze wysoka hydrofobowo$¢é powierzch-
ni komoérek drobnoustrojow wigzata si¢ z ich zwigkszong
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adhezja do weglowodoréw, co miato bezposredni wptyw
na przebieg biodegradacji tych zwiazkow — drobnoustro-
je charakteryzujace si¢ hydrofobowa powierzchnig miaty
wigksze powinowactwo do weglowodordow, a zatem pro-
wadzity caty proces szybciej i bardziej skutecznie niz te
o powierzchni hydrofilowe;j.

Rozwazajac mozliwie szeroko procesy biodegradacji
ksenobiotykdéw w Srodowisku naturalnym nalezy réwniez
odnie$¢ si¢ do stresu metabolicznego, spowodowanego
dlugotrwatym kontaktem komoérek z zanieczyszczeniami
srodowiskowymi i wykorzystywaniem ich przez komorki
jako zrodta wegla i energii. Zachodzace zmiany w fizjolo-
gii komoérek moga silnie wplywaé na metabolizm kseno-
biotykow przez drobnoustroje. Ponadto zlozone procesy
adaptacyjne mikroorganizmow przyczyniajg si¢ do istot-
nych zmian w budowie komorek, w tym ich wiasciwosci
powierzchniowych [25,26].

Cel i zakres badan

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wply-
wu dlugotrwalego kontaktu szczepu Raoultella plantico-
la SA2 z izomerami chlorotoluenu na biodegradacje tych
zwigzkow oraz towarzyszace temu zmiany w strukturach
powierzchniowych komorek. Zakres badan obejmowat:

—oceng biodegradacji izomerdéw chlorotoluenu przez
drobnoustroje niepoddane stresowi metabolicznemu oraz
po dlugotrwatym kontakcie z izomerami chlorotoluenu,

—analiz¢ zmian wiasciwos$ci powierzchniowych ko-
morek, przez pomiar hydrofobowosci ich powierzchni,
warto$ci potencjatu dzeta ({) oraz przepuszczalnosci bton
komérkowych, jakie zachodza podczas biodegradacji izo-
mer6éw chlorotoluenu.

Materiaty i metody
Materiaty

Materiat badawczy stanowil szczep srodowiskowy Ra-
oultella planticola SA2 (numer akcesyjny w bazie Gen-
Bank NCBI: KP096517), ktory pochodzit z gleby zanie-
czyszczonej pochodnymi toluenu. Wyizolowany szczep
poddano identyfikacji genetycznej i biochemicznej. Bada-
nia przeprowadzano ze szczepem przechowywanym przez
12 miesigcy na podlozu agarowym z dodatkiem mieszani-
ny izomerow chlorotoluenu, ktora stanowita jedyne Zrodto
wegla (szczep oznaczany jako stresowany) oraz ze szcze-
pem przechowywanym na wzbogaconym podtozu agaro-
wym (szczep niestresowany). Bakterie przechowywane na
ptytkach agarowych pasazowano co 21d na §wieze pod-
loze zawierajace nowg porcje mieszaniny chlorotoluenow
(linia komérek poddanych stresowi metabolicznemu) lub
pasazonano na $wieze podtoze — wzbogacony agar (linia
komorek niepoddanych stresowi metabolicznemu). W celu
oceny skutecznosci biodegradacji oraz zmian wlasciwosci
powierzchniowych komorek prowadzono hodowle plynne,
ktore zawieraly zrodto wegla (jeden z izomerow chloroto-
luenu w iloci 40 mg/dm? lub glukoze), ekstrakt drozdzowy
oraz medium hodowlane z mikroelementami (Na,HPO, —
2,79 g/dm?, KH,PO, — 1,0 g/dm3, (NH,4),SO4 — 1,0 g/dm?>,
MgSO,4-H,0 — 0,2 g/dm?, Ca(NO3),-7H,0 — 10 mg/dm?,
cytrynian zelazowo-amonowy — 10mg/dm3, H;PO; —
0,3mg/dm3, CoCl,-6H,0 — 0,2mg/dm3, ZnSO,4 7H,0
— 0,1mg/dm?, Na;MoO,4-2H,0 — 0,03 mg/dm?, MnCl,-
-4H,0 — 0,03 mg/dm?, NiCl,-6H,O — 0,02mg/dm? oraz

CuCl,-2H,0 — 0,1 mg/dm?). Medium hodowlane przygo-
towano zgodnie z procedura opisang w pracy [2]. Sktadniki
medium hodowlanego oraz pozostate zwigzki chemiczne
zostaty zakupione w firmie Merck Millipore.

Metody badawcze

Biodegradacje 2-chlorotoluenu, 3-chlorotoluenu oraz
4-chlorotoluenu prowadzono w wyjatowionych, szczel-
nie zakrgconych, szklanych butelkach laboratoryjnych
o pojemnosci 100cm? zawierajacych 18 cm® medium ho-
dowlanego, 0,1cm? ekstraktu drozdzowego oraz odpo-
wiednie zrodto wegla (2-chlorotoluen, 3-chlorotoluen Iub
4-chlorotoluen) wprowadzone w takiej ilosci, aby jego
zawarto$¢ w hodowli wynosita 40mg/dm3. Hodowle za-
szczepiono 2cm’ inokulum bakteryjnego zawierajacego
szczep R. planticola SA2 (okoto 10%jtk/cm®) o gestosci
optycznej (OD) réwnej 1,0 (A=600nm). Kontrolg stano-
wity probki biotyczne — pozbawione izomeréw chloroto-
luenu oraz abiotyczne — niezawierajgce mikroorganizmow.
Przygotowane hodowle oraz probki kontrolne inkubowano
w temperaturze 30°C przez 7d, 14d lub 21d. W tym celu
probki zamrozono, a nastgpnie pozostatos¢ izomerow chlo-
rotoluenu w hodowlach ekstrahowano dichlorometanem.
Jako wzorzec wewnetrzny zastosowano etylobenzen. Ana-
liz¢ ilosciowg degradowanych zwigzkéw przeprowadzono
z wykorzystaniem chromatografu gazowego sprzezone-
go ze spektrometrem mas Pegasus 4D GCxGC-TOFMS
(LECO, USA) w trybie pracy z jedng kolumng BPX-5
(28m, 250 um, 0,25 um). Jako gaz no$ny wykorzystano hel
— 1 cm’/min przez 13,5 min w warunkach programowanego
wzrostu temperatury (50°C przez 3 min, nast¢pnie narost
temperatury 12°C/min do 140°C, koncowa temperatura
przez 3 min). Schemat procedury badawczej przedstawio-
no na rysunku 1.
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Rys. 1. Schemat procedury pomiaru biodegradacji
izomeroéw chlorotoluenu
Fig. 1. Schematic diagram of measuring procedure
for chlorotoluene isomers biodegradation
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Kolejny etap badan obejmowat oceng zmian wlasciwo-
$ci powierzchniowych komorek, wywotanych kontaktem
badanego szczepu bakteryjnego z izomerami chlorotoluenu
oraz tatwiej przyswajalnym zrodtem wegla — glukoza. Ba-
dania przeprowadzono z wykorzystaniem szczepow przed
i po ich dlugotrwatym kontakcie z izomerami chlorotolu-
enu. Pomiarom poddawano hodowle komorek, ktorych ge-
sto$¢ optyczna wynosita 1,0.

Hydrofobowos¢ powierzchni komorek oznaczono me-
todg mikrobiologicznej adhezji do we¢glowodorow (micro-
bial adhesion to hydrocarbons — MATH), ktora pozwala na
oceng, jaka cze$¢ populacji komoérek w hodowli wykazu-
je zwickszong adhezje do weglowodoréw. Przepuszczal-
no$¢ bton komoérkowych oznaczono stosujac test z orto-
nitrofenylo-p-galaktozydem. Zwigzek ten, podczas reakcji
hydrolizy katalizowanej przez -galaktozydaze (zewnatrz-
komorkowy enzym syntetyzowany przez komorki mikro-
organizmow), daje barwny produkt, ktérego ilo$¢ mozna
zmierzy¢ spektrofotometrycznie i jest ona proporcjonalna
do przepuszczalno$ci blony badanych komorek. Z kolei
pomiar potencjatu dzeta mikroorganizméw, okreslajacy
stabilno$¢ zawiesiny komorek podczas biodegradacji izo-
meréw chlorotoluenu, przeprowadzono z wykorzystaniem
analizatora Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.,
Wielka Brytania). Badania dotyczace zmian wilasciwosci
powierzchniowych komorek, ich hydrofobowosci oraz
potencjatu dzeta wykonano zgodnie z procedurg opisa-
ng w pracy [27]. Dane uzyskane w trakcie badan podda-
no analizie statystycznej za pomocg programu Statistica
wersja 10.0.

Wyniki badan

Biodegradacja izomerow chlorotoluenu

Biodegradacj¢ 2-, 3- i 4-chlorotoluenu w hodowlach
szczepu R. planticola SA2 sp. (poddana oraz niepoddana
stresowi metabolicznemu zwigzkami biodegradowanymi)
mierzono po 7d, 14d oraz 21 d. Maksymalng i jednocze$nie
najszybsza biodegradacje¢ 3-chlorotoluenu i 2-chlorotolu-
enu obserwowano w hodowlach niepoddanych stresowi me-
tabolicznemu (rys. 2 — gorny wykres). Po 7d biodegradacji
stwierdzono 70% i 73% ubytek odpowiednich pochodnych
weglowodordw, przy czym wartosci te po 21d prowadze-
nia hodowli zwickszyty si¢ odpowiednio do 98% i 91%.
Najmniejszg skuteczno$é biologicznego rozktadu stwier-
dzono natomiast w przypadku 4-chlorotoluenu — po 7d ho-
dowli wyniosta 36%, a po 21d zwigkszyta si¢ do 58%. Na
dolnym wykresie przedstawiono natomiast wyniki pomia-
row uzyskane w hodowli komorek Raoutella sp. poddanej
stresowi metabolicznemu. Stwierdzono, ze w tym przypad-
ku najskuteczniej przebiegata biodegradacja 2-chlorotolu-
enu i 4-chlorotoluenu — po 21d zanotowano odpowiednio
99% 1 98% ubytek badanych weglowodorow, przy czym
po 7d prowadzenia procesu najmniej skutecznie byty roz-
ktadane 3-chlorotoluen i 4-chlorotoluen (55%). Poréwnu-
jac wyniki przedstawione na rysunku 2 mozna zauwazyc,
ze zastosowanie komorek bakterii poddanych dlugotrwa-
femu kontaktowi z izomerami chlorotoluenu znacznie
zwigkszylto biodegradacj¢ 4-chlorotoluenu, prowadzac do
catkowitego usunigcia tego zwiazku z hodowli. Po 7d pro-
wadzenia procesu zaobserwowano wzrost skutecznosci
biodegradacji o 20 punktéw procentowych przez szczep
poddany stresowi metabolicznemu, natomiast po 14di21d
roznica ta wyniosta okoto 40 punktéw procentowych.
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Rys. 2. Skutecznos$¢ biodegradacji izomerdw chlorotoluenu
przez szczep Raoutella planticola SA2 niepoddany
oraz poddany stresowi metabolicznemu
(rozne litery oznaczajg wartosci réznigce sie statystycznie)
Fig. 2. Effectiveness of chlorotoluene isomers biodegradation
by Raoutella planticola SA2 strain not exposed
and exposed to metabolic stress
(different letters correspond to statistically different values)

Wiasciwosci powierzchniowe
komorek bakteryjnych

Jednym z czynnikéw decydujacych o przyswajaniu
przez komorki hydrofobowych zrodet wegla jest ich biodo-
stepnos¢. Zanieczyszczenia hydrofobowe, do ktorych nale-
73 izomery chlorotoluenu, s3 tylko w nieznacznym stopniu
rozpuszczalne w wodzie i w zwigzku z tym ich biodostep-
no$¢ jest ograniczona. Stad istotnym uzupetnieniem badan
biodegradacji izomeréw chlorotoluenu byta analiza wia-
sciwosci powierzchniowych komorek bakterii zaangazo-
wanych w proces biologicznego rozktadu [28,29]. Ich mo-
dyfikacje moga by¢ zwigzane ze zmianami biodostepnosci
weglowodordéw dla komoérek mikroorganizmoéow. Moze to
w istotny sposob decydowacé o skutecznos$ci procesu bio-
degradacji hydrofobowych zrédet wegla. Jednocze$nie
zmiany w metabolizmie i budowie komorek bakteryjnych
stanowig istotny element adaptacji mikroorganizmoéow do
przezycia w obecnosci niespecyficznych, toksycznych i hy-
drofobowych zrodet wegla. Dhugotrwaty kontakt szczepow



26 A. Pacholak, W. Smutek, E. Kaczorek

bakterii z weglowodorami moze prowadzi¢ do znaczacych
zmian przepuszczalno$ci btony komoérkowej, hydrofobo-
wosci powierzchni komorek oraz ich potencjatu elektroki-
netycznego [30].

Analiza wynikow badan przedstawionych w tabeli 1
wykazata, ze kazde z zastosowanych zrodet wegla w od-
mienny sposob wptywalo na przepuszczalnos¢ btony ko-
moérkowej testowanych dwodch linii szczepu. Z jednej strony
zmniejszenie przepuszczalnosci blony moze by¢ odpowie-
dzia obronng komorki na pojawienie si¢ w jej otoczeniu
toksycznego zanieczyszczenia. Z drugiej zas weglowodory
moga penetrowa¢ fosfolipidowe warstwy blony, prowa-
dzac do zmian jej wlasciwos$ci. Ponadto btona odpowiada
za transport czasteczek asymilowanego zrddla wegla do
wnetrza komorki, gdzie jest ono metabolizowane. Pomiar
przepuszczalnosci btony moze da¢ odpowiedz na to, ktory
z tych proceséw dominuje w komoérkach badanego szczepu
biodegradujacego zwiazki aromatyczne. Wyrazny wzrost
przepuszczalnosci btony komoérek niepoddanych stresowi
metabolicznemu, w poréwnaniu do hodowli na glukozie,
stwierdzono wowczas, gdy zrodtem wegla byt 3-chloroto-
luen (wzrost z okoto 0,3 pM/min do 0,6 pM/min). W przy-
padku komorek poddanych stresowi metabolicznemu war-
tos¢ przepuszczalnosci btony komorkowej byla najwigksza
(0,96 uM/min), gdy jako zrédto wegla dla bakterii zastoso-
wano 4-chlorotoluen. Poréwnujac wartosci przepuszczal-
nos$ci blony komodrek poddanych i niepoddanych stresowi
stwierdzono istotny wzrost ptynnosci bton komorek diugo-
trwale przechowywanych w obecnosci mieszaniny izome-
réw chlorotoluenu jako jedynego zrodta wegla i energii. Naj-
wigksze roznice zanotowano w przypadku hodowli bakterii
zawierajgcej 2-chlorotoluen, gdzie zaobserwowano wzrost
przepuszczalnosci z okoto 0,1 uM/min do 0,7 uM/min.
Wynikato stad, ze transport izomeréw chlorotoluenu przez
btong wymagal zwigkszenia jej ptynnosci. Jednak porow-
nujac warto$ci biodegradacji przez szczep poddany i nie-
poddany stresowi metabolicznemu mozna przypuszczaé, ze
zmiana ptynnos$ci nie byla gtéwnym parametrem do oceny
zmian skutecznosci procesu biodegradacji.

Hydrofobowos¢ powierzchni komorek, nazywana row-
niez mikrobiologiczng adhezja do weglowodorow, pozwala
oceni¢, w jakim stopniu komorki wykazuja powinowactwo
do weglowodoréw hydrofobowych. Zmiany wartosci tego
parametru odzwierciedlajg tym samym modyfikacje po-
wierzchni komorek, ktore pozwalajg komoérce na regula-
cje stopnia asymilacji przez nig rozproszonych kropel nie-
rozpuszczalnego zrodla wegla. Badania hydrofobowosci

powierzchni komorek bakteryjnych wykonano réwniez,
aby stwierdzi¢, czy warto$¢ tego parametru zalezata w istot-
ny sposéb od potozenia atomu chloru w czasteczce analizo-
wanego zwigzku. W przypadku szczepu niestresowanego
warto$¢ hydrofobowosci powierzchni komorek wykazy-
wata znaczne réznice w kazdej hodowli, w zaleznosci od
zastosowanego zrodta wegla (tab. 1). Poréwnujac hydrofo-
bowos¢ komorek hodowanych na glukozie (13%) z hodo-
wanymi na chlorowanych pochodnych toluenu, najwigksza
warto$¢ odnotowano podczas biodegradacji 2-chlorotolu-
enu (48%), natomiast hydrofobowos¢ powierzchni komo-
rek szczepu stresowanego wyniosta 1%, gdy drobnoustroje
hodowano na glukozie oraz 2- i 4-chlorotoluenie. Duzo
wigkszg warto$¢ stwierdzono wowczas, gdy jedynym zro-
dtem wegla byt 3-chlorotoluen (63%). Ponadto w wigkszo-
sci przypadkéw komorki — zarowno hodowli stresowanej,
jak 1 niestresowanej — miaty cechy hydrofilowe. Cechami
hydrofobowymi charakteryzowaly si¢ jedynie bakterie
w hodowli niepoddanej stresowi, hodowane wczesniej na
2-chlorotoluenie oraz komoérki w hodowli poddanej stre-
sowi, hodowane na 3-chlorotoluenie. Ich hydrofobowos¢
wynosita odpowiednio 48% oraz 63%. Pomimo hydrofilo-
wego charakteru powierzchni wigkszosci komorek, wyniki
wskazatly na istotne rdznice w wartosciach hydrofobowosci
pomigdzy tymi hodowlami, co w niektorych przypadkach
korelowato z wynikami badan dotyczacymi przepuszczal-
nos$ci btony komoérkowej. W wyniku stresu metabolicznego
przepuszczalno$é bton komorek hodowanych wezesniej na
2-chlorotoluenie istotnie wzrosta, natomiast hydrofobo-
wos¢ powierzchni ulegla znaczacemu obnizeniu. W przy-
padku hodowli zawierajacej 3-chlorotoluen zaobserwo-
wano wzrost przepuszczalnosci btony i towarzyszacy mu
znaczny wzrost hydrofobowos$ci powierzchni spowodowa-
ny stresem metabolicznym. W tym uktadzie zaobserwowa-
no réwniez znaczny wzrost skutecznosci procesu biodegra-
dacji, co pozwala przypuszczac, ze bardziej hydrofobowa
powierzchnia komorek wykazywata wieksze powinowac-
two do weglowodoréw, skutkujace rownoczesnym wzro-
stem przepuszczalnosci btony komdrkowej oraz szybkosci
biodegradacji wegglowodorow.

Kolejny z analizowanych parametrow, potencjal dzeta,
byt zwigzany z tworzeniem si¢ gradientu st¢zenia jonow
wokol komorki mikroorganizmu znajdujacej si¢ w roz-
tworze elektrolitu — medium hodowlanego. Gromadzenie
si¢ jonow wokot komorki byto skorelowane z iloscig i ro-
dzajem grup funkcyjnych zwigzkéw chemicznych tworza-
cych jej zewnetrzne warstwy. Analiza wynikow pomiarow

Tabela 1. Wiasciwosci powierzchniowe komorek szczepu Raoutella planticola SA2
Table 1. Cell surface characteristics of Raoutella planticola SA2 strain

Raoutel SZICﬁ?P a SA? Parametr, jednostka 2rdlo wegla
aoutella planticola glukoza 2-chlorotoluen 3-chlorotoluen 4-chlorotoluen

przepuszczalnos¢ btony
kombrkowej, uM/min 0,26 10,02 0,14 0,01 0,57 10,03 0,24 10,02

Poddany stresowi . . )

metabolicznemu hydrofobowos¢ powierzehni 48+3 62 1142
komorki, %
potencjat dzeta (¢), mV -23,310,4 -18,040,6 —-20,8%0,5 -19,810,6
przepuszczalnosc biony 0,610,05 0,71£0,05 0,7840,08 0,9640,06
komorkowej, pM/min ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

Niepoddany stresowi o . .

metabolicznemu hydrgfo_t)oowosc powierzchni 1+1 6314 1+1
komorki, %
potencjat dzeta (¢), mV -1,7+0,2 -1,740,5 -1,8+0,4 -1,940,3
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potencjalu dzeta przedstawionych w tabeli | wykazata,
ze komorki w hodowli niepoddane;j stresowi metabolicz-
nemu charakteryzowaty si¢ wzglednie wysoka wartoScig
bezwzgledna potencjatu dzeta, w poréwnaniu do komoérek
poddanych stresowi. Warto$ci potencjatu dzeta miescity si¢
w przedziale od 23 mV do —18 mV w przypadku komorek
niestresowanych hodowanych na izomerach chlorotoluenu,
natomiast w przypadku komorek poddanych stresowi war-
tos¢ potencjatu wzrosta do ok. —2 mV. Nie zaobserwowano
wptywu rodzaju zrédta wegla na warto$é tego parametru.
Odpowiedz komorek na kontakt z biodegradowanymi we-
glowodorami, mierzona warto$cig parametru dzeta, byta
wiec ztozona i nie wykazywata prostej korelacji ze sku-
tecznoscig procesu biodegradacji. Majac na wzgledzie
bardzo znaczace zmiany wartosci mierzonych parametrow,
charakteryzujacych wiasciwosci powierzchniowe komo-
rek, nalezy jednak stwierdzi¢, ze mogly one mie¢ istotny
wplyw na skuteczno$¢ biodegradacji, nawet jesli nie byly
z nig bezposrednio skorelowane.

Dyskusja wynikow

Wyniki badan wykazaty istotny wptyw potozenia ato-
mu chloru w czasteczce chlorotoluenu na przebieg procesu
jego biodegradacji. Potwierdzily to rowniez badania opisa-
ne w pracy [2], dotyczace biodegradacji izomeroéw chloroto-
luenu oraz ksylenu przez szczep Rhodococcus sp. OCT 10.
Wsrdd chloropochodnych toluenu najbardziej intensywny
wzrost komorek obserwowano wowczas, gdy zrodtem we-
gla byt 2-chlorotoluen, przy czym nie obserwowano tego
wzrostu w hodowlach prowadzonych z 3- 1 4-chlorotolu-
enem. Podobne wyniki uzyskano stosujac izomery ksylenu
— gdy zrédlem wegla w hodowlach badanego szczepu byt
o-ksylen, miat miejsce znaczacy wzrost populacji komoérek
szczepu Rhodococcus sp. OCT 10, w przypadku p-ksylenu
wzrost ten byl nieznaczny, natomiast nie zaobserwowa-
no go, gdy szczep hodowano na m-ksylenie [2]. Rowniez
dlugotrwate oddziatywanie zanieczyszczen na komorki
bakteryjne moze przyczyni¢ si¢ do istotnych zmian w ich
mozliwosciach biodegradacyjnych, co wykazali autorzy
pracy [30]. Po 12-miesigcznym stresie metabolicznym bio-
degradacja weglowodorow oleju napedowego przez szczep
Achromobacter sp. 4(2010) byta dwukrotnie bardziej sku-
teczna niz biodegradacja tego samego zrodla wegla przez
komorki niepoddane stresowi metabolicznemu. Réwniez
badania nad biodegradacja chlorowych pochodnych ben-
zenu przez szczep Pseudomonas sp. JS21 wykazaly jego
zdolno$¢ do rozktadu szeregu zwiazkow aromatycznych,
miedzy innymi 1,4-dichlorobenzenu, chlorobenzenu, ben-
zenu, toluenu, fenolu i etylobenzenu, w tym takze wszyst-
kich trzech izomeréw chlorotoluenu [17]. Biodegrada-
cji izomeréw chlorotoluenu poswiecono kilka innych
prac [31-34], ktérych autorzy zajeli si¢ analiza szlakéw
metabolicznych oraz genéw kodujacych enzymy uczestni-
czace w biodegradacji jego izomerdéw, natomiast skutecz-
no$¢ biodegradacji tych zwigzkéw i modyfikacje wihasci-
wosci powierzchniowych komorek, zachodzace w wyniku
ich kontaktu z tg grupa zwigzkéw, nie byty przedmiotem
zainteresowan autorow tych publikacji.

Analizujagc zmiany zachodzace w obrebie powierzch-
ni komoérek nalezy uwzgledni¢ miedzy innymi strukture
zewngetrznych warstw Sciany komoérkowej. Stad komorki
bakterii Gram-dodatnich charakteryzuja si¢ wigksza hy-
drofobowoscig niz komorki Gram-ujemne, ze wzgledu na
obecnos$¢ na ich powierzchni wigkszej ilosci ugrupowan

o charakterze hydrofobowym [35]. Hydrofobowos$¢ po-
wierzchni komorek zalezy rowniez od zrodla wegla wy-
korzystywanego w hodowlach bakterii. Wskazuja na to
badania wlasne oraz wyniki przedstawione w pracy [36],
podczas ktorych oceniono wartosci hydrofobowosci komo-
rek, dla ktorych zrodlem wegla byly odpowiednio — glu-
koza, olej napedowy, mieszanina dodekanu i heksadekanu,
toluen, kumen lub tert-butylobenzen. W przypadku kazde-
go z zastosowanych zrodet wegla otrzymano inne wyniki
hydrofobowosci powierzchni komorek, ktore przyjmowaty
warto$ci od 4% do 61% [36]. Z kolei autorzy pracy [35] ba-
dali hydrofobowos¢ komorek Rhodococcus sp. CN6 pod-
czas biodegradacji 4-nitrofenolu, ktorej warto$¢ wzrastata
wraz ze stezeniem w hodowli biodegradowanej pochodnej
fenolu. Hydrofobowo$¢ moze takze ulec zmianie na sku-
tek wprowadzenia do hodowli zwigzkow powierzchniowo
czynnych, przy czym zmiany te zaleza przede wszystkim
od stezenia surfaktantu oraz jego rodzaju. Potwierdzaja to
badania opisane w pracy [37], w ktorej okreslono zmiany
hydrofobowosci komorek Bacillus subtilis WU-3 hodowa-
nych w obecno$ci r6znych surfaktantéw wprowadzanych
do hodowli w réznych ilo$ciach.

Analogiczne, jak w prezentowanej pracy, wyniki po-
miar6w potencjatu elektrokinetycznego uzyskano takze
w badaniach wlasnych [26], okreslajac wplyw naturalnych
zwiazkow powierzchniowo czynnych, ramnolipidow i sa-
ponin na biodegradacj¢ oleju napgdowego 1 wlasciwosci
powierzchniowe mikroorganizméw prowadzacych ten
proces. Rowniez podczas badan opisanych w pracy [36]
zaobserwowano, ze wartosci potencjatu elektrokinetycz-
nego komorek trzech szczepdéw Pseudomonas aeruginosa,
hodowanych na oleju napgdowym badz mieszaninie do-
dekanu i heksadekanu, miescity si¢ w zakresie od -6 mV
do —11mV. Wartosci te nieznacznie réznity od wartosci
potencjatu dzeta prezentowanych w tabeli 1, ktore dotycza
szczepu niepoddanego stresowi [36].

Dhugotrwate  przechowywanie = mikroorganizmow
w obecnosci weglowodorow, jako jedynego zrodla wegla
i energii, jest tylko jednym z czynnikow, ktore moga by¢
przyczyna zmian w przepuszczalnosci bton komorek bak-
teryjnych. Autorzy pracy [38] badali wptyw organicznych
pestycydow i antybiotykdéw na przepuszczalno$é blon ko-
morek Escherichia coli ML35. W zaleznos$ci od zastoso-
wanego zrodla wegla, przepuszezalno$é blon komorek tego
szczepu ulegata istotnej zmianie. Wyniki uzyskane przez
autorow publikacji [38], podobnie jak zaprezentowane
W niniejszej pracy wskazuja, ze zastosowane zrodto wegla
w rézny sposob wptywato na przepuszczalnosé¢ btony ko-
moérkowej. Ponadto moze ona ulega¢ modyfikacji w obec-
noscizwiazkow powierzchniowo czynnych, co potwierdzaja
doswiadczenia przeprowadzone przez autorow pracy [39],
ktorzy stwierdzili, ze przepuszczalno$¢ bton komorek Pseu-
domonas aeruginosa wzrastata w hodowlach zawieraja-
cych soforolipidy. W trakcie badan opisanych w pracy [40]
udowodniono réwniez, ze surfaktanty moga zwigkszaé
przepuszczalno$¢ bton komoérkowych, natomiast w pra-
cy [41] wykazano wzrost przepuszczalnosci komorek
Escherichia coli DH50 spowodowany obecnoscia cieczy
jonowej — chlorku 1-oktylo-3-metyloimidazoliowego. Jak-
kolwiek w cytowanych pozycjach literaturowych podejmo-
wana byla tematyka zmian wtasciwosci powierzchniowych
komérek w obecnosci réznych zrodet wegla, to nie sposob
jednak wykazac bezposredniej zaleznosci migdzy tymi pa-
rametrami a skutecznos$cig procesu biodegradacji, co po-
twierdzaja takze wyniki prezentowanych badan.
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Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykazaty, ze potozenie atomu
chloru w czasteczce chloropochodnych toluenu miato istot-
ny wptyw na biodegradacj¢ tych zwigzkow. Rowniez hy-
drofobowos¢ oraz przepuszczalnos$é blony komorek szcze-
pu Raoultella planticola SA2 zalezaly od polozenia atomu
chloru w czasteczce chlorotoluenu, co nie mialo jednak
wplywu na potencjat dzeta hodowli komorek, ktorego war-
tos¢ byta porownywalna w obrebie danej hodowli. Stwier-
dzono, ze po dlugotrwalym stresie metabolicznym wiasci-
wosci powierzchniowe komorek bakterii ulegly istotnym
zmianom, zmieniata si¢ rowniez skuteczno$¢ biodegradacji
chloropochodnych toluenu.

Obserwowane roznice mi¢dzy biodegradacja poszcze-
golnych izomeréw chlorotoluenu wykazaty, ze zwiazki te
— mimo podobnych wiasciwosci fizycznych — w roznym
stopniu ulegaly biodegradacji oraz bardzo réznie oddzia-
lywaly na komorki mikroorganizmoéow. Oddzialywanie tych
zwigzkoéw dotyczyto nie tylko aktywacji czy inhibicji od-
powiednich szlakow metabolicznych, ale rowniez budowy
komoérkowych struktur powierzchniowych, powigzanych
z modyfikacja biodost¢pnosci degradowanych izomerdéw
chlorotoluenu, co wskazuje na ztozony wplyw tej gru-
py zwiazkow aromatycznych na mikroorganizmy obecne
w $rodowisku gruntowo-wodnym.

Badania zostaly sfinansowane ze srodkéw Narodowego
Centrum Nauki, przyznanych na podstawie decyzji numer
DEC-2015/19/N/NZ9/02423.
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Abstract: Chlorotoluene isomers are used in a number of
industries and their wide application results in the uncontrolled
release of these compounds to the environment. Therefore,
their removal is required primarily from the soil-water environ-
ment. Numerous physicochemical methods are in use to re-
move organic compounds from the ecosystem. However, their
primary disadvantage is a question of further utilization of sub-
stances removed. Therefore, biological methods that employ
microbial ability to degrade toxic organic compounds become
increasingly popular. In the study, effect of a long-term contact
between the Raoultella planticola SA2 strain and chlorotoluene
isomers on biodegradation of these compounds was deter-
mined. Impact evaluation of each isomer on surface character-
istics of microorganisms involved in the biodegradation process
was another significant component of the research. Therefore,

changes in the membrane permeability, zeta potential and bac-
terial cell surface hydrophobicity were measured. Further, ef-
fect of prolonged contact with the microorganisms (so-called
metabolic stress) on susceptibility of selected isomers to bio-
degradation was examined. The observed differences between
biodegradation of individual chlorotoluene isomers demonstrat-
ed that despite similar physical characteristics, a degree of their
biodegradation varied as well as their effects on the microbial
cells. The long-term contact of chloroaromatic compounds with
the microorganisms was an important factor during their bio-
degradation. Moreover, the results indicated that the chlorine
atom position had a strong impact on the chlorotoluene isomer
biodegradation and the bacterial surface properties. Bacteria
under the long-term stress conditions were able to degrade the
chlorotoluene isomers faster and more effectively. Their sur-
face characteristics changed as well.

Keywords: Soil-water environment, toxic organic com-
pounds, chlorotoluene isomers, biodegradation, Raoultella
planticola SA2 strain, zeta potential, membrane permeability,
cell surface hydrophobicity, metabolic stress.





