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Alicja Szymkiewicz', Joanna Wilk>, Ewa Adamek’, Wojciech Baran*

Badanie biodegradacji tylozyny
w probkach srodowiskowych

1. Wstep

Szacuje si¢, ze od czasu wprowadzenia pierwszych antybiotykow do terapii do
chwili obecnej czyli w przeciggu ostatnich osiemdziesigciu lat, ilos¢ wyproduko-
wanych antybiotykéw wyniosta ponad 1 milion ton. Obecnie, roczna produkcja tych
lekéw jest na poziomie 100-200 tysigey ton [1].

Dane z krajow Unii Europejskiej oraz z krajow niezrzeszonych z lat 2010-2014
wskazujg na znaczgca tendencje wzrostowg w catkowitej konsumpcji antybiotykow
stosowanych w lecznictwie otwartym oraz w lecznictwie zamknigtym a wyrazona
w dawkach dobowych definiowanych (DDD) na 1000 mieszkancow na dzien.
Szczegoblnie niepokojacy jest wzrost przecigtnego zuzycia karbapenemow, tzw.
lekow ostatniej szansy, stosowanych w leczeniu zakazen wieloopornymi bakteriami.
W kilku krajach (w Danii, na We¢grzech oraz we Wtloszech) wzrosto zuzycie
polimyksyn, w tym kolistyny stosowanej do leczenia zakazen bakteriami opornymi
na karbapenemy [2]. Negatywnym efektem terapii antybiotykowych, czyli eliminacji
mikroorganizméw wrazliwych na ich dzialanie, jest pozostawienie tzw. bakterii
antybiotykoopornych. Sg one zdolne do przekazywania gendéw warunkujacych te
opornos¢ nie tylko na drodze pionowego, ale takze horyzontalnego transferu genow,
pomigdzy komorkami tego samego lub réznych gatunkéw. Intensywne prace nad
projektowaniem nowych, skutecznych lekow przeciwdrobnoustrojowych sa tylko
tymczasowym rozwigzaniem problemu. Po pewnym czasie, wskutek stosowania
w terapii nowych lekéw, mikroorganizmy patogenne zaadaptuja si¢ i — w efekcie
— nowe antybiotyki rowniez beda nieskuteczne. Juz w 1997 roku, Swiatowa
Organizacja Zdrowia uznata antybiotykoopornos¢ za jedno z wazniejszych zagrozen
w dziedzinie zdrowia publicznego [3].

Dane statystyczne sprzed 2006 roku wykazaty, ze nawet 90% sprzedawanych
antybiotykOw weterynaryjnych stosowano w hodowli zwierzat jako stymulatory
wzrostu a tylko 10% w leczeniu zwierzat.

Powszechne zastosowanie antybiotykdéw w weterynarii miato miejsce po
zakonczeniu 11 Wojny Swiatowej. Okazalo sie, ze oprocz dziatania przeciwdrobno-
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ustrojowego wplywaja one na wspotczynnik wzrostu. Zaczeto stosowaé niewielkie
dawki antybiotykow wraz z pasza aby zwigkszy¢ dzienny przyrost masy ciat oraz
lepiej wykorzystaé dostepng ilo$¢ paszy. Jako pierwszy antybiotykowy stymulator
wzrostu zastosowano penicyling a od 1961 roku — tylozyne. Z powodu rosngcej
lekoopornosci drobnoustrojow chorobotwdrczych znacznie ograniczono zastoso-
wanie antybiotykow jako stymulatorow wzrostu. Poczatkowo zostaty one wycofane
w krajach skandynawskich, a nastgpnie w Europie. Istniejg jednak kraje, w ktorych
stosowanie antybiotykowych stymulatorow wzrostu jest nadal dozwolone, np.
w Australii, Stanach Zjednoczonych oraz w Chinach [4]. Pomimo obowigzujacego
zakazu, che¢¢ zysku u niektorych hodowcoéw wplynela na powstanie i rozwdj
,czarnego rynku”. Potwierdzajg to liczne doniesienia prasowe, informujgce
o mozliwosci nielegalnego kupna tych lekow.

Pod koniec lat 90-tych XX wieku pojawily si¢ pierwsze badania dotyczace
obecno$ci farmaceutykoéw i1 produkty higieny osobistej w Srodowisku [5]. Obecnie,
substancje lecznicze mozna znalez¢ w kazdym elemencie geosfery, jednak najwigkszy
ich odsetek wystgpuje w glebie pol uprawnych oraz wodach powierzchniowych. Do
tych ostatnich, pozostatosci lekow trafiaja z:

e odpadoéw poprodukcyjnych;
sciekow komunalnych zawierajacymi wydaliny ludzkie i zwierzece;
wysypisk odpadow;
obornika, trafiajgcego na pola w postaci nawozu;
niewlasciwy sposob przechowywania oraz utylizacji preparatow farmaceutycz-
nych znajdujgcych si¢ w gospodarstwach domowych;
e Sciekow pochodzenia szpitalnego [6, 7].

Schemat przedstawiajacy obieg farmaceutykéw w Srodowisku umieszczono na

rysunku 1.
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Rys. 1. Zarys zrodet i dystrybucji farmaceutykéw w srodowisku [6].
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Do srodowiska przedostajg si¢ w postaci niezmienionej lub jako metabolity. Do
gleby, pozostatosci antybiotykow trafiajg najczesciej wraz ze Sciekami oraz nawo-
zami naturalnymi pochodzacymi z farm hodowlanych [8]. Wysokie stezenie lekéw
w tych odpadach powoduje, ze rowniez w glebie te stezenia sg znaczne. Moze to
negatywnie wplyngé zaréwno na struktur¢ populacji mikroorganizméw glebowych
jak tez iich liczbe. Obserwuje si¢ np. wzrost liczby grzybow w poréwnaniu do liczby
bakterii. Niektére antybiotyki silnie wigzg si¢ z czgstkami gleby co powoduje ich
wolniejszg degradacje. W wodach plyngcych stezenie antybiotykow jest mniejsze niz
w glebie a jedng z przyczyn jest ich stale rozcienczanie. Obecno$¢ pozostalosci
antybiotykow stwierdza si¢ w ponad 50% badanych probek wody [9]. W wodach
powierzchniowych ich st¢zenia siggajg kilkuset ng/l. Na podobnym poziomie sg
metabolity lekow przeciwdrobnoustrojowych [10, 11]. Wodach podziemnych
ptynacych w poblizu farm hodowlanych, stezenie makrolitow siggato 2000 ng/1 [12].
Tetracykliny i sulfonamidy wystepowaly w licznych probkach pobranych z wod
powierzchniowych i gleby, a ich stezenie siggato, odpowiednio, 250 mg/l1 wody i 170
mg/kg gleby [13]. Jednak stala obecno$¢ pozostalosci antybiotykow w wodach
powierzchniowych jak i w glebie wplywa jednak nie tylko na struktur¢ populacji
mikroorganizméw w danym ekosystemie ale takze na selekcje opornych szczepodw
organizmow patogennych.

Usuwanie ze srodowiska naturalnego ksenobiotykow nosi nazwe biodegradacii.
Wystepuje ona powszechnie we wszystkich ekosystemach. Zwigzki organiczne sa
rozktadane najczg$ciej przez saprobionty, np. bakterie, grzyby. Biodegradacja ma na
celu przeksztalcenie zlozonych zwigzkow organicznych w prostsze, latwiej
przyswajalne przez rosliny. Substancje pochodzenia naturalnego sg znacznie latwiej
rozktadane niz syntetyzowane sztucznie, ktorych degradacja moze zachodzi¢ nawet
setki lat [14].

Proces biodegradacji wspomagajg czynniki takie jak:

Swiatlo stoneczne;

obecno$¢ mikroorganizmow wspomagajacych;

dostepno$¢ tlenu 1 materii nieorganicznej;

temperatura (proces ten jest spowolniony w niskich temperaturach);

sktad i struktura gleby, jej pH, wilgotno$¢ oraz obecno$¢ kwasow humusowych.
Istotny problem zwigzany z oczyszczaniem odpadoéw (Sciekéw) zawierajacych
antybiotyki wigze si¢ z ich wlasciwosciami fizyko-chemicznymi. Sg to zwigzki
o wysokiej aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej i znacznej trwatosci. Tymczasem
konwencjonalne oczyszczalnie $ciekéw (mechaniczno-biologiczne) nie sg przysto-
sowane do utylizacji tego typu zwigzkow, poniewaz nie wszystkie mikroorganizmy
wchodzace w sktad osadu czynnego mogg wykorzystywaé antybiotyki jako zrddto
energii. Ponadto, niektére farmaceutyki sg jedynie adsorbowane na koloidach,
zwigzkach humusowych i czastkach gruntu (np. glinach) stanowigcych jadra ktacz-
kéw osadu czynnego i — tym samym — nie podlegaja dalszym procesom
degradacyjnym.

Do czynnikow wptywajacych na adsorpcj¢ farmaceutykow naleza:

lipofilowos¢ (im wigksza tym substancja lepiej si¢ adsorbuje);

kwasowos$¢ (leki o charakterze kwasowym sg stabiej adsorbowane) oraz
oddzialywania elektrostatyczne z czgsteczkami stalymi (w tym przypadku
z mulem dennym) [15, 16].
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Zuzyty osad czynny bywa wykorzystywany do nawozenia po6l uprawnych
a obecne w nich pozostatoSci antybiotykéw i1 mikroorganizmy trafiaja — wraz
z opadami atmosferycznymi — do wod powierzchniowych. Wyniki wielu prac
badawczych wskazujg, ze oczyszczalnie §cieckow mozna traktowaé jako rezerwuar
gendw oporno$ci a tym samym jako jedno ze zrodel rozprzestrzeniania sie
antybiotykoodpornosci [17]. Obserwowano istotny wzrost liczby opornych mikro-
organizmOw oraz genow opornosci w miejscach ponizej zrzutu $ciekow
z oczyszczalni [18]. Przyczyng tego jest fakt, ze w reaktorach biologicznych istnieja
bardzo korzystne warunki do rozmnazania si¢ mikroorganizméw, w tym réwniez
bakterii posiadajacych geny opornoSci. Szczegodlnie niepojgca jest obecno$é
mikroorganizméw posiadajagcych oporno$¢ wielolekowg wobec powszechnie
stosowanych antybiotykow [17].

2. Budowa i mechanizm dzialania makrolidow

Zwigzki nalezgce do grupy makrolidéw sktadaja si¢ z czeSci aglikonowej oraz
sacharydowej potaczonych wigzaniem glikozydowym.

Czegs¢ aglikonowag stanowi bezazotowy pierScien laktonowy, skladajacy sig
z najczgsciej parzyste] liczby atomdéw wegla. Makrolidy naturalne posiadaja
pier§cienie 12-24 cztonowe, cho¢ zdarza sig, ze ich liczba dochodzi do 60. Dziatanie
terapeutyczne wykazujg zwiazki posiadajace 14 lub 16 atomoéw wegla w pierscieniu
czgéci aglikonowej. Pier§cien moze posiada¢ podstawniki najczesciej metylowe
i hydroksylowe co warunkuje powstanic wegli asymetrycznych. Mozliwe jest
réwniez powstanie wigzan podwojnych miedzy atomami wegla; takie zwigzki naleza
do grupy makrolidéw polienowych.

W skiad czeSci sacharydowej wchodza metylopentozy potgczone wigzaniem
o-glikozydowym z cze$cig laktonowa. Jedna z nich posiada ugrupowanie dimetylo-
aminowe, wplywajace na dziatanie farmakologiczne [19].

H;;C!
HO
(o]
TRy e
2 GH
*ﬂ‘“-—-q_v_‘-"“\_CHJ
Mykaroza Al r—_\ OH
[ T
tylazyna A tyiozyna B 'tyinzynaC iyiozyna 0 dihydrodezozamina
R; -CHO -CHO -CHO -CH.OH -CH.OH
R2 -GH, -GHy -H -GHy -GHy
R3 -Mykaroza -H -Mykaraza  -Mykaroza -H

grupa wykorzystywana do wigzania antybiotyku z podjednostkg rybosomu 508

Rys 2.Budowa strukturalna réznych form tylozyny [20].
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Makrolidy wykazuja dziatanie bakteriostatycznie. Wptywaja hamujgco na synteze
biatek przez blokowanie podjednostki 50S rybosomu. Uniemozliwiajg translokacje
nowo tworzonego tancucha peptydowego z miejsca A do P. Przypuszcza sig, ze
moga laczy¢ si¢ z prekursorami podjednostki 50S rybosomu, przez co uniemoz-
liwiajg powstawanie nowego rybosomu [21, 22].

Miejsce dziatania
makrolidow

Pojedynczy
aminokwas

MRNA

Rys 3 Schemat przedstawiajacy mechanizm dziatania makrolidow. (Opracowanie wiasne)

Rybosom bakteryjny sktada si¢ z dwoch podjednostek 30S oraz 50S. Podjed-
nostka 30S wigze ni¢ mRNA i odpowiada za odpowiednie dekodowanie naste-
pujacych po sobie kodondéw tancucha mRNA, co wplywa na doktadnos¢ translacji.
W podjednostce 50S znajdujg si¢ miejsca: A — aminoacylowe, P — peptydowe
i E — wyjécie. W miejscu A przylacza si¢ tRNA komplementarne do tripletu
znajdujacego si¢ na mRNA, niosgcy odpowiedni aminokwas. Miedzy aminokwasem
znajdujacym si¢ w miejscu A i tancuchem amininokwasowym powstajgcym na
miejscu P tworzy si¢ wigzanie peptydowe. Lancuch przesuwa si¢ na migjsce A,
a nastepnie przeskakuje wraz z nowo dotgczonym aminokwasem na miejsce P czemu
towarzyszy rownoczesne przemieszczenie nici mRNA o jeden kodon. Taka sytuacja
powtarza si¢ do momentu pojawienia si¢ tripletu terminujgcego (UAA, UAG, UGA),
co warunkuje zakonczenie tworzenia biatka [23].

2.1. Makrolidy w lecznictwie i w weterynarii

Makrolidy dziatajg na wybrane bakterie:
e Gram-dodatnie (G(+)) z rodzajow: Streptococcusi Staphylococcus;
e Gram-ujemne (G(-)) z rodzajow: Neisseria, Moraxella, Bordetella,
Haemophilus,
e patogeny atypowe: Chlamydia trachomatis, Chlamydophila pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae 1 Legionella pneumophila.
W terapii ludzi, makrolidy stosowane sg najczesciej w:
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1. Chorobach infekcyjnych goérnych drég oddechowych (zapalenie gardta,
migdatkow, uszu, ostre i przewlekle zapalenie blony $luzowej nosa i zatok
przynosowych).

2. Chorobach infekcyjnych dolnych drog oddechowych (zapalenie oskrzeli
i tchawicy, zapalenia ptuc (wewnatrzszpitalne i pozaszpitalne).

3. Mukowiscydozie.

. Astmie.

5. Innych przewlektych chorobach drog oddechowych (przewlekle bakteryjne
zapalenie oskrzeli, pierwotna dyskineza rzesek).

6. Zakazeniach drog oddechowych wywolanych przez mykobakterie niegruzlicze
[24].

W przypadku lekéw przeciwbakteryjnych stosowanych w weterynarii, procen-
towa konsumpcja poszczegélnych grup lekéw wyglada nieco inaczej: pierwsze
miejsce zajmujg tetracykliny, penicyliny znajduja si¢ na drugim miejscu a makrolidy
— na trzecim miejscu. Inne rodzaje antybiotykéw sa przepisywane w znacznie
mniejszej ilosci [25]. W Polsce, w ciggu ostatnich lat konsumpcja makrolidow
praktycznie nie zmienia si¢ [Rys. 4].

2014 2015 2016

= 1. Makrolidy
m 2. Pozostate antybiotyki

Rys. 4 Procentowy udzialmakrolidow w stosunku do pozostalych lekow przeciwbakteryjnych.
[Na podstawie [25]]

2.2. Tylozyna

2.2.1. Wihasciwosci fizykochemiczne

W srodowisku obojetnym i alkalicznym tylozyna A ulega rozktadowi a produk-
tami s3 m.in. tylozyna B i tylozyna aldolowa. W $rodowisku kwasnym glownym
produktem degradacji jest tylozyna B. Pod dzialaniem $wiatta dziennego, tylozyna
ulega fotoizomeryzacji tworzac izotylozyne A (izoTA) [26, 27].

2.2.2. Wihasciwosci farmakologiczne

W Polsce, tylozyna jest stosowana wylacznie w weterynarii. W naturalnym
srodowisku jest produkowana przez szczep Streptomycesfradiae i wystgpuje jako
mieszanina sktadajaca si¢ z czterech form: tylozyny A, tylozyny B, tylozyny C

12
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i tylozyny D. Gléwnym sktadnikiem mieszaniny jest tylozyna A (>80%). Wzgledna
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa pochodnych tylozyny jest nastepujaca: tylozyna
A=1,0, tylozyna B=0,83, tylozyna C=0,75 natomiast tylozyna D=0,35 [28].

Jej aktywnos¢ jest skierowana przeciwko, bakteriom G(+), niektorym bakteriom
G(-) oraz mykoplazmie. Znalazta zastosowanie w leczeniu zakazen u bydla, owiec,
kéz, $win oraz drobiu [29].

Do zakazen wywotywanych przez mikroorganizmy wrazliwe na dzialanie
tylozyny naleza:

e u bydla — infekcje uktadu oddechowego i zapalenie macicy powodowane przez
bakterie G(+), zapalenie wymion wywolane przez Streptococcusspp., Staphylo-
coccus spp. lub Mycoplazma, ropowica skory szpary migdzyracicznej, zastrzat
lub zanokcica;
cielgta — infekcje drog oddechowych i nekrobacylozy;
trzoda chlewna — enzootyczne zapalenie ptuc, krwotoczne zapalenie jelit, rozyca
1 zapalenie macicy, zapalenie stawdw wywolane przez Mycoplazme i Staphy-
lococcus,

e u owiec i koz — infekcje uktadu oddechowego oraz zapalenie macicy wywotane
przez bakterie G(+) i zapalenie wymienia powodowane przez bakterie G(+) lub
Mycoplazme;

e drob — schorzenia uktadu oddechowego i zapalenie zatok. (antybiotyk stosuje
si¢ wylacznie w postaci proszku dodawanego do paszy, iniekcje domig$niowe
mogg skonczy¢ si¢ zgonem) [29].

U zwierzagt monogastrycznych a takze u drobiu, tylozyna szybko wchiania si¢
z przewodu pokarmowego. Po podaniu doustnym maksymalne st¢zenie tylozyny
w osoczu wystepuje po 1-4 godzinach. doustna biodostepno$¢ tylozyny jest
umiarkowana i wynosi okoto 22% u $win i 30-34% u kurczat). Tylozyna jest staba
zasadg organiczng (pKa 7,73) o dobrej rozpuszczalno$ci w thuszczach, dzigki czemu
jest dobrze rozprowadzana do narzadoéw i tkanek zwierzat [30]. Glowny metabolizm
tylozyny zachodzi w watrobie. W watrobie $wini wyizolowano co najmnigj
4 metabolity tylozyny, w tym tylozyng C natomiast w watrobie indykow wykryto
tylozyng D [31]. U szczuréw i $win wigkszos¢ metabolicznej pozostalosci
tylozyny(99%) jest wydalana z katem, a tylko 1% z moczem. Produkty metabolizmu
tylozyny dostajg si¢ wraz z odchodami do naturalnych nawozow a nastgpnie
przenikajg do wod powierzchniowych [15, 25].

2.2.3. Pozostalosci tylozyny w Srodowisku

Pozostatosci tylozyny wykryto w 82% analizowanych probek wod powierzch-
niowych, przy czym maksymalne stezenie wynosito 0,06ug/l [9]. W trwajacych 3
lata (2013-2015) badaniach dotyczacych obecnosci farmaceutykow w rzece lowa
(USA), stwierdzono, ze tylozyna byta obecna w 37 — 100% probek, w stezeniu 0,30
ng/l. Rowniez bardzo niskie stezenia tego leku wystepowaly w probkach wody
pobranych z dorzecza rzeki Ebro (Hiszpania) natomiast w probkach osadu
— przeciwnie- bylty wysokie (71 ng/g). Wskazuje to, ze tylozyna jest prawdopodobne
mocno zaabsorbowana w osadach dennych i nie jest przenoszona w wodach
ptynacych na wigksze odlegltosci W $winskiej gnojowicy, stezenie tylozyny A
miescito si¢ w granicach 0,4-4,9 ug/l [32]. Z kolei, w lagunach dla $win stezenia
tylozyny B 1 D bylo na poziomie od 50 do 1700 mg/l i od 15 do 270 mg/1 [33].
Zmierzone stezenia antybiotykow w glebie sg czesto znacznie mniejsze, jesli
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wystepujg w ogole, niz w oborniku. [34-36] Stezenie tylozyny A w glebie nawozonej
gnojowicg wynosito od 25 do 50 mg/g (w Danii) [34].

Sorpcja tylozyny na koloidach gleby silnie zalezy od jej pH, zawarto$ci w niej
gliny oraz zdolnosci kationowymiennej gliny. Tylozyna jest zwigzkiem rozpusz-
czalnym w wodzie o dos¢ wysokiej masie czasteczkowej (916 g/mol). Z tych
powodow praktycznie nie zachodzi jej sorpcja na drodze np. penetracji mikroporéw
gleby. W zakwaszonej glebie, znaczna ilo$¢ tylozyny wystepuje w postaci czgstek
o fadunku dodatnim co wplywa na ich silne wigzanie z ujemnie natadowang
powierzchnig osadow [37]. Tylozyna ma wysokie powinowactwo dla czastek osadu,
z czasem aktywnego przebywania wynoszacym 100 dni. Tak dlugie wystgpowanie
tego leku w swej aktywnej formie moze negatywnie wptyna¢ na populacje bento-
niczne. Dane literaturowe wskazuja, ze sorpcja tylozyny zmniejsza si¢ ze wzrostem
sity jonowej z powodu — wynikajgcej z niej — zmiany pH oraz w wyniku konkurencji
pomiedzy kationami obecnymi w roztworze gleby (np. Ca**, Na’) i dodatnio
natadowanymi czgstkami tylozyny o ujemnie naladowane czgstki gleby [38].

3. Test MARA®

Do oceny aktywno$ci biologicznej produktow powstatych w wyniku biode-
gradacji tylozyny mogg shuzy¢ testy ekotoksykologiczne. Ich dziatanie opiera si¢ na
zatozeniu, ze odpowiedZz wybranych organizméw testowych, ktore sa narazone na
dziatanie szkodliwych zwigzkow jest podobna do reakcji jaka moze wystgpi¢
u innych organizmow zasiedlajacych dany ekosystem. Przyktadem takiego testu jest
wielogatunkowy test MARA®™ (Microbial Assay for Risk Assessment). Wykorzystuje
si¢ w nim 10 szczepoéw bakterii 1 1 szczep drozdzy. Zastosowanie w jednym tescie
roznej pod wzgledem taksonomicznym grupy mikroorganizmow zwigksza jego
czuto$¢ poniewaz wzrasta prawdopodobienstwo, ze cho¢ jeden badanych szczepow
bedzie wrazliwy na dziatanie probki srodowiskowej. Szczegdtowy opis wykonania
testu znajduje si¢ m.in. w pracy [39].

4. Cel pracy

Celem badan bylo okreslenie kinetyki aerobowej biodegradacji tylozyny
w odcieku z gleby z pola uprawnego 1 w osadzie czynnym z oczyszczalni Sciekow
a takze identyfikacja produktéw powstalych w tym procesie oraz ocena ekotok-
sycznosci powstatych produktéw wobec mikroorganizméw (test MARA®).

5. Materialy i metody

Odczynniki:
acetonitryl (AcCN ) do HPLC, POCh Gliwice;
kwas mréwkowy (HCOOH) do HPLC, >98%, Sigma-Aldrich;
winian tylozyny, potencjat ?800 jednostek/mg, Sigma-Aldrich;
1% roztwor chlorku 2,3,5-trifenylotetrazolowego (chlorek tetrazoliny), cz.d.a.,
POCh Gliwice;
pepton sojowy (peptone from soybean meal), FlukaAnalytical;
nadmanganian potasu (KMnO4), cz.d.a., POCh Gliwice;
woda redestylowana;
wegiel aktywny, Polfarma;
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Materiaty:
osad czynny z komory tlenowej z oczyszczalni Sciekow ,,Radocha” w Sosnowcu;
gleba bielicowa z terenow rolniczych w Jastrzebiu Zdroju, wspotrzedne miejsca
poboru probki: 49°57'19"N, 18°34"29"E.

Aparatura i sprzet laboratoryjny:

e chromatograf HPLC YL 9100 (Vacuum Degasser YL9101, Binary Pump
YLI111, Column Compartment YL 9130, UV/Vis Detector YL9120), Young
Lin Instrument Co., Ltd., Korea;

e kolumna HypersilC-18, 150 x 2,1 mm; faza ruchoma CH3CN — 70% i H3PO4
o pH 2,7-30%; przeptyw 1 cm’/min;

o spektrometr masowy MS-TOF ES+ (zestaw UPLC/DAD i Xevo G2-XS-QTOF,
Waters);

e kolumna Acquity UPLC BEH C18 (100 x 2,1 mm, przeptyw 0,35 cm’/min)

e waga analityczna (AS60/C/2, max. 60 g, RADWAG, Warszawa);

e wirdwka laboratoryjna, Centrifuge MPW-223e, Zaklady WPW Med.
Instruments;

e loza laminarna ALPINA KI1600 (pionowy, laminarny przepltyw powietrza,

2 filtry HEPA o wydajnosci 99,999% dla czastek o srednicy >3 pum, lampa UV)

pipeta automatyczna wielokanalowa Transferpette® -12, Brand;

inkubator (cieplarka) ZI1U1207, TIGRET;

filtry strzykawkowe 0,2 um z membrang RC, sterylne;

kompresor bezolejowy B110 ARIOSTO, Gentilin;

skaner fotograficzny Skanjet G4050, HP;

zestaw naczyn ze szkla oranzowego o pojemnosci 2,5 L do przeprowadzania

procesu biodegradacji;

e plytki titracyjne MARA® z liofilizowanymi kulturami mikroorganizméw.

5.1. Przygotowanie prébek do badan

W przeprowadzonym badaniu jako substancj¢ czynng wykorzystano winian
tylozyny. Jako matryce srodowiskowe zastosowano odciek z gleby oraz osad czynny
z komory tlenowej oczyszczalni Sciekow.

Na poczatku przygotowano odciek gleby po przez zmieszanie rGwnych objgtosci
gleby oraz wody destylowanej. Mieszaning doktadnie wymieszano i odstawiono do
sedymentacji na ok. 12 godzin. Po opadnigciu gleby, roztwor znad osadu zdekan-
towano. Zaréwno do osadu czynnego jak i do odcieku glebowego dodano roztwor
tylozyny o stezeniu 200 mg/ml. Zastosowane st¢zenie leku ustalono na podstawie
wczesniejszych badan. Probki osadu i odcieku glebowego (ok. 2 1) umieszczono
w 2,5 litrowych butlach wykonanych ze szkla oranzowego. Schemat zestawu do
prowadzenia biodegradacji przedstawiono ponize;j.
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Rys. 5 Wyposazenie wykorzystywane do biodegradacji:
a) filtr HEPA, b) kompresor bezolejowy, c) zbiornik, d) zawor redukcyjny, €) manometr, f) zbiornik
bezpieczenstwa, g) phuczka z roztworem KMnO4, h) separator, 1) absorber z weglem aktywnym, j) zawor,
k) butle ze szkta oranzowego

Parametry przeprowadzanego procesu:
e (Czas eksperymentu: 53 dni;
e Temperatura: 23°C;
e  Warunki procesu: aerobowe;

5.2. Cze$¢ 1 Analiza HPLC

Zmiany stezenia tylozyny w czasie w wyniku biodegradacji rejestrowano za
pomocg chromatografu HPLC. W analizie chromatograméw wykorzystano program
YL Clarity v3.0. Kazdy chromatogram poréwnywano z chromatogramem wzorcowego
roztworu tylozyny.

Sktad fazy ruchomej podano w ponizszej tabeli:

Tabela I Sktad fazy ruchomej
Sktad 0,1% 0,1%

(%) HCOOH HCOOH
Czas w wodzie | w AcCN,
(min) (%) (%)
0 80 20
3 50 50
4 50 50
4,5 80 20
8 80 20
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5.3. Czes¢ 11 Analiza MS-TOF ES+

Identyfikacje produktow biodegradacji tylozyny dokonano za pomoca spektro-
metru masowego MS-TOF ES+: przeptyw 0,35 ml/min, temperatura 30 °C. Analiz
widm byta przeprowadzona za pomocg programu MassLynx V4.1.

5.4. Cze$¢ 11T Test MARA®

Miarg toksyczno$ci probek srodowiskowych wobec mikroorganizmow testowych
w tecie MARA® jest zahamowanie ich metabolizmu po 24 godzinnej inkubacji. Do
jednego z rzedow (A) wprowadza si¢ wylgcznie pozywke 1 bakterie, bez dodatku
probki srodowiskowej. Ten rzad traktuje si¢ jako tzw. kontrole. W pozostalych
rzgdach wykonywano szereg rozcienczen badanej probki S$rodowiskowe;.
Maksymalne stezenie jest w rzedzie G a minimalne w rzedzie B (Rys.9). Plytki sa
skanowanie a ich obraz poddaje si¢ analizie za pomoca programu MARA®. Do
pozywki mikroorganizméw z probka Srodowiskowg dodawany jest barwnik
(czerwien tetrazolinowa). Jest on redukowany przez zywe mikroorganizmy
(w dotkach na plytce pojawia si¢ czerwona barwa a na skanie — ciemnoszara), a w ich
nieobecnos$ci probka pozostaje bezbarwna. (jasne plamki na ptytce).

Procedure przygotowania jalowych roztworow (barwnika, peptonu sojowego),
,»wzbudzenia” 1 ,szczepienia” pltytek oraz ich inkubacje, wykonano zgodnie
z instrukcja dolaczong do testu i zamieszczong rowniez w publikacji [39]. Analize
ilo§ciowa przeprowadzono z uzyciem oprogramowania MARA®.

6. Omowienie wynikow

Pierwszym ectapem badan byla ocena trwalosci roztworu tylozyny w wodzie
redestylowanej w warunkach septycznych. Doswiadczenie trwato 28 dni i wykazato,
ze stezenie tego zwiazku praktycznie nie zmienito si¢. W dalszej cze$ci badan
wykonano doswiadczenie nad biodegradacja tylozyny (w warunkach tlenowych)
w obecnosci osadu czynnego z oczyszczalni $ciekow. Juz po 24 godzinach, na

chromatogramach zaobserwowano pojawienie si¢ dwoch pikow o czasach retencji
(tr) r6znych od czasu retencji piku wzorcowego roztworu tylozyny (Rys. 6).

140

120 4 | —oztWOr WZorcowy tylozymy
produkty rozpadu tylozyy
100 1 produkt 1 s = 0,69 min
= produkt 2 £g =118 min
E gp- i
]
o
[
§ o]
40 4
2{) 4
L R R o o o R i R R Frrrrr e Frrrrrrrrr T
2 3 4 5 G

Czas retency [min]

Rys 6 Porownanie chromatografow roztworu tylozyny w osadzie czynnym w warunkach tlenowych
po 24 godzinach oraz wzorcowego roztworu tego leku
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Wskazuje to, ze tylozyna ulegla biodegradacji w osadzie czynnym i powstaty
przynajmniej dwa produkty. Oba produkty charakteryzowaty si¢ znaczna trwatoscia,
poniewaz byly rejestrowane na chromatogramach przez ponad 28 dni a ich stezenie
praktycznie nie zmienito si¢ w ciggu pierwszych 20 dni (dane nie pokazane na
rysunkach).

Kolejnym etapem badan byto przeprowadzenie doswiadczen w ktorych do odcie-
kéw z pola uprawnego oraz osadu czynnego dodano roztwor tylozyny o stezeniu 200
mg/dm’. Celem tych do$wiadczen bylto zidentyfikowanie produktéw biodegradacji
leku powstajacych w roéznych typach probek srodowiskowych. Eksperyment
prowadzono przez 53 dni. Zmiany stezenia tylozyny w obu rodzajach probek
przedstawiono na rysunku Rys 7.
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Rys 7. Wykres przedstawiajacy zaleznoé¢ stezenia tylozyny (Co =200 mg/dm®) w pobieranych probkach
od czasu eksperymentu

Z uwagi na uzycie w doswiadczeniu wysokiego stezenia leku, w probkach osadu
czynnego biodegradacja rozpoczeta si¢ po wstepnym okresie adaptacji trwajacym
okoto 5 dni. Calkowity rozktad tylozyny miat miejsce po 49 dniach.

W probkach odcieku z pola, juz po pierwszym dniu zaobserwowano okoto 90%
zmniejszenie stezenia tylozyny. Najbardziej prawdopodobng przyczyng byta sorpcja
leku na czgstkach gleby (wstgp, rozdzial 1 niniejszej monografii) a nie jego
biodegradacja. Rozklad pozostalych 10% tylozyny mial miejsce po 43 dniach
eksperymentu.

Na rysunku 8 przedstawiono chromatogram i widmo masowe probki odcieku
z pola uprawnego (z dodang tylozyng) po 53 dniach eksperymentu.
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Rys 8. Chromatogram i widmo MS-TOF (w gornej czgsci rysunku) napowietrzanego odcieku glebowego
z dodatkiem tylozyny

W tabeli 1 umieszczono zidentyfikowane (wzory sumaryczne i nazwy) zwigzki,
ktore wystgpowaly w probee odcieku z pola (z dodatkiem tylozyny) po 53 dniach
biodegradacji.

Sposrdd czterech form tylozyny, zidentyfikowano tylko tylozyne B (Tabela II,
Ip.2) natomiast nie stwierdzono obecnosci pozostatych dwoch form czyli tylozyny C
i tylozyny D. Zidentyfikowano rowniez laktenocyne, mycynoze i 2-deoksy-2-(dime-
tylamino)heksopiranoze¢ czyli zwigzki opisane w literaturze jaki produkty biodegra-
dacji tylozyny. Pozostale zidentyfikowane zwigzki sg najprawdopodobniej produktami
utlenienia laktenocyny lub pierscienia laktonowego. Na podstawie produktow bio-
degradacji tylozyny wymienionych powyze] mozna przypuszczaé ze proces ten
przebiega poprzez eliminacje czasteczek cukrow. Analogiczne wnioski przedstawili
takze inni badacze [33].

Test MARA® umozliwit ocene dziatania produktéw biodegradacji tylozyny na
poszczegblne szczepy mikroorganizméw. Na rysunku 9 przedstawiono skany przy-
ktadowych ptytek MARA® dla prébek osadu czynnego (a) i odcieku z pola upraw-
nego (b), do ktérych dodano tylozyng i prowadzono biodegradacje przez 53 dni.
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Tabela Il Zwiazki zidentyfikowane po biodegradacji tylozyny w probee zawierajacej odciek glebowy

Oznaczona Teoretyczna
Czas e > Prawdopodobna nazwa
.. |warto$¢ Prawdopodobny wartos¢ . .
Lp. |retencji , zidentyfikowanej
[min] m/z Wzor m/z substancjil
[M+H+] [M+H+] L
1 6,14 916,5256 C46H77NO1; 916,5270 tylozyna A
2 15,26 772,4496 C39HgsNO 4 772,4483 tylozyna B
Pochodna
3 |5,38 758,4290 C3gHgzsNO 4 758,4327 tylozyny B
4 14,52 628,3333 C;3,H4NO, 628,3333 pochodna laktenocyny
5 14,49 614,3549 C;,H5:NOy; 614,3540 pochodna laktenocyny
6 (4,29 614,3549 C;,Hs5NOy; 614,3540 pochodna laktenocyny
7 15,00 612,3070 C;3,H4704, 612,3146 pochodna laktenocyny
8 16,26 598,3597 C;3;H5;NOyq 598,3591 laktenocyna
pochodna
9 5,57 437,2049 Cy3H3,04 437,2175 makrocyklicznego
pierscienia laktonowego
2-deoksy-2-
10 10,72 208,1190 CgH;7NOs 208,1185 (dimetylamino)heksopi-
ranoza
11 16,92 193,1007 CsH;605 193,1076 mycynoza
Ptytka a Ptytka b
e — ___.I'_' —— “/I-_ — : X = _\\\1
10984000000 sesRnI08 <A
ARG RARRE00Y | 80N ees < B
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Rys. 9. Phytki MARA® przedstawiajace wrazliwosé mikroorganizmow na badane zwiazki
(a) —osad czynny, (b) — odciek z gleby

Uzyte w tescie MARA® mikroorganizmy w rozny sposob reagowaty na obecno$é

produktow biodegradacji tylozyny. W przypadku probek osadu czynnego,
praktycznie nie stwierdzono zahamowania wzrostu zadnego z 11 badanych szczepow
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(Rys. 9a, ciemne plamki w kazdej kolumnie). Z kolei, w przypadku produktow
biodegradacji tylozyny w odcieku z pola uprawnego, najbardziej wrazliwymi na ich
dziatanie bylty Microbacterium spp, Staphylococcus warneri 1 Kurthia gibsonii
(Rys. 9b, jasne plamki w kolumnach 1,7 i 8). Wzrost pozostatych szczepow
praktycznie nie byt zahamowany.

W celu lepszego poréwnania dzialania produktow biodegradacji tylozyny na
szczepy testowych mikroorganizmow, wartosci tzw. Microbial Toxic Concentration
(wyliczane za pomoca programu MARA®) przeliczano w ten sposéb, ze aktywno$é

mikroorganizméw w probkach kontrolnych (bez dodatku leku) przyjmowano za
100%.

Wzrost wzgledem kontroli [%)

Microbacterium Kurthia Staphylococcus
spp, gibsonii warneri

Rys. 10. Toksycznos¢ tylozyny i jej metabolitow powstatych w procesie biodegradacji wobec 3 najbardziej
wrazliwych mikroorganizméw testowych)dla probek z odcieku z pola uprawnego.

Przeciwdrobnoustrojowe dzialanie produktow biodegradacji tylozyny wobec
Kurthia gibsonii 1 Staphylococcus warneri obserwowano nawet po 43 dniach trwania
eksperymentu. Przejawiato si¢ to zahamowaniem wzrostu tych szczepdéw bakteria
wzrost mierzony wzgledem probek kontrolnych siggat 20%. Po tym okresie adapta-
cyjnym, aktywno$¢ metaboliczna mikroorganizméw zwigkszylta si¢ do wartosci
takiej jak w probkach kontrolnych.

7. Wnioski

Roztwory tylozyny o stezeniu 200 mg/l dodane do probek osadu czynnego
z oczyszczalni §ciekow powodowaty — poczatkowo — zahamowanie wzrostu mikro-
organizmow $rodowiskowych. Po 5 dniach adaptacji miato miejsce powolne zmniej-
szanie st¢zenia leku co swiadczyto o zachodzacym procesie biodegradacji. Calkowity
rozktad leku zarejestrowano po 49 dniach. Niektore produkty biodegradacji tylozyny
w osadzie czynnym charakteryzowaly si¢ znaczna trwatoscia (ich stezenie nie zmieniato
si¢ w ciggu pierwszych 20 dni). W probkach odcieku z pola zachodzita silna sorpcja
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leku na czastkach gleby (na poziomie 90%), natomiast biodegradacja pozostatej
frakcji leku trwata 20 dni. W pelni zidentyfikowano sze$¢ sposrod jedenastu
zarejestrowanych produktow biodegradacji tylozyny. W ekotoksykologicznym tescie
MARA, trzy sposrdd jedenastu szczepow byly wrazliwe na dziatanie produktow
biodegradacji tylozyny w odcieku z pola uprawnego.
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Badanie biodegradacji tylozyny w prébkach srodowiskowych

Streszczenie

Tylozyna to antybiotyk z grupy makrolidow stosowany wylacznie u zwierzat hodowlanych. Jej
aktywnos$¢ skierowana jest przeciwko szeregu drobnoustrojow: Gram (-), Gram (+) oraz mykoplazmie.
Celem badania bylto okreslenie efektywnosci procesu biodegradacji tylozyny, okreslenie kinetyki tego
procesu oraz proba identyfikacji jego produktéw. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem matryc
srodowiskowych, pozyskanych z gruntdw uprawnych oraz osadu czynnego pochodzacego komory
aerobowej oczyszczalni Sciekow. W napowietrzanych bioreaktorach umieszczono w/w probki srodowis-
kowe oraz wzorcowy roztwor tylozyny o znanym stezeniu. W zalozonych odstgpach czasu pobierano
probki, ktore analizowano metoda UPLC-MS z wykorzystaniem detektora Q-TOF. Na podstawie zmian
stezenia tylozyny wyznaczono kinetyke badanego procesu. Ponadto na podstawie monoizotopowych
mas czasteczkowych zidentyfikowano kilka produktow biodegradacji antybiotyku. Za pomoca testu
MARA® dokonano oceny toksyczno$ci chronicznej produktéow biodegradacji tylozyny w probkach
srodowiskowych.

Stowa kluczowe: tylozyna, biodegradacja, gleba.

Study on the tylosin biodegradation in environmental samples

Abstract

Tylosin is an antibiotic from macrolide group which is used to breeding animals only. Its activity is
directed against many microorganisms, for example Gram (-) bacteria, Gram (+) bacteria and
mycoplasma. The aim of this study was to evaluate the efficiency of tylosin biodegradation process, to
the kinetics of this process and to identify its products. The study was conducted using environmental
matrices obtained from cultivated soil and active sludge from the aerobic chamber of the wastewater
treatment plant. Those environmental samples and standard solutions of tylosin with a known
concentration were placed in aerated bioreactors. Aliquots were collected 3 times per week and were
analyze during HPLC method and UPLC-MS method with a Q-TOF detector. The kinetics of
biodegradation process was determined based on the changes of tylosin concentration. Moreover, some
products of antibiotic biodegradation in cultivated soil were identified based on monoisotopic molecular
masses. The chronic toxicity of tylosin biodegradation products in environmental samples was evaluated
using the MARA® bioassay.

Keywords: tylosin, biodegradation, soil.
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Biologiczne przetwarzanie odpadow komunalnych
w warunkach tlenowych i beztlenowych

1. Wprowadzenie

W Polsce od kilku lat mozna zaobserwowaé radykalne zmiany zachodzace
w gospodarce odpadami. Zmiany te podyktowane sg m. in. wytycznymi zawartymi
w Dyrektywie Parlamentu Europejskiego i Rady 2008/98/WE z dnia 19 listopada
2008 r. w sprawie odpadow oraz uchylajacej niektore dyrektywy (Dz. Urz. UE L 312
z 22.11.2008, str. 3, z pdzn. zm.) [1]. Dyrektywa ta zostala transponowana do prawa
polskiego w postaci ustawy o odpadach [2], a ta z kolei stanowi podstawe prawng
Krajowego planu gospodarki odpadami 2022 (KPGO 2022) [3]. Zgodnie
z wytycznymi KPGO 2022 Polska zobowigzana jest do ograniczenia ilosci odpadow
ulegajacych biodegradacji kierowanych na sktadowiska do 35 % do roku 2020
w odniesieniu do masy tych odpadéw wytworzonych w 1995 r. [3, 4].

Odpady, ktére ulegajg biodegradacji mogg by¢ przetwarzane przy wykorzystaniu
zardbwno metod biologicznych, jak réwniez termicznych. Ze wzgledu jednak na
wysoki poziom wilgotno$ci frakcji odpadow, najkorzystniejsze jest zastosowanie
procesow biologicznych [5]. Biologiczne przetwarzanie odpadéw komunalnych
moze odbywac si¢ w warunkach tlenowych (stabilizacja tlenowa/kompostowanie)
badZ beztlenowych (fermentacja metanowa). W obu przypadkach wykorzystuje si¢
procesy przemiany materii o charakterze mikrobiologicznym w celu rozkladu
substancji organicznych zawartych w przetwarzanych odpadach w produkty, ktoére
z kolei mogg zosta¢ zawrocone do naturalnego obiegu materii.

2. Stabilizacja tlenowa oraz kompostowanie

Pojecie kompostowania odnosi si¢ zaréwno do przetwarzania odpadoéw ulega-
jacych biodegradacji zebranych selektywnie, jak rowniez tych, wydzielonych jako
frakcja podsitowa ze strumienia odpadoéw zmieszanych. W drugim przypadku mamy
do czynienia jednak ze stabilizacja odpadow. W dalszej czeSci rozdzialu, dla
uproszczenia, biologiczne przetwarzanie w warunkach tlenowych obu rodzajow
odpadoéw okreslane bedzie mianem kompostowania.

Celem kompostowania odpadow jest uzyskanie ustabilizowanego produktu
bezpiecznego dla srodowiska pod wzgledem sanitarnym poprzez destrukcje organi-
zméw uznawanych za patogenne dla ludzi, ale takze dla zwierzat oraz roslin, do
poziomu mozliwie jak najmniejszego ryzyka wystapienia chordb, ktdre moga by¢
zwigzane z zagospodarowaniem przetworzonych odpadéw w przysziosci. Proces
powinien by¢ prowadzony w taki sposob, aby osiggna¢ jak najwigkszy stopien
rozktadu zwigzkow organicznych, ktore zawarte sg w odpadach [6].

! marta.wisniewska.89@wp.pl, Katedra Ochrony i Ksztaltowania Srodowiska, Wydziat Instalacji
Budowlanych, Hydrotechniki i Inzynierii Srodowiska, Politechnika Warszawska.
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Przetwarzajac frakcje odpadow ulegajacych biodegradacji pochodzaca ze stru-
mienia odpadow zmieszanych otrzymuje si¢ produkt koncowy procesu w postaci
stabilizatu. W przypadku kompostowania odpadoéw ulegajacych biodegradacji, ale
wylgcznie selektywnie zebranych, teoretycznie otrzymuje si¢ w wyniku zacho-
dzacego procesu biologicznego kompost, ktory nie stanowi odpadu. W zwigzku
z tym przetwarzane w ten sposob odpady poddawane sg procesowi odzysku, a nie jak
w przypadku obrobki biologicznej frakcji podsitowej, procesowi unieszkodliwiania.
Niestety nie zawsze w wyniku kompostowania otrzymuje si¢ kompost niestanowigcy
odpadu. Jezeli przetwarzane odpady nie byly zbierane lub magazynowane we wlasciwy
sposob badz proces nie zachodzit w odpowiednich warunkach, uwzgledniajac
gtownie takie parametry jak temperatura oraz wilgotnosé, produktem moze by¢
kompost nieodpowiadajacy wymaganiom, ktory jest odpadem mozliwym do wyko-
rzystania np. do rekultywacji sktadowisk, a nie jak w przypadku kompostu jako
nawo6z organiczny.

W trakcie trwania procesu kompostowania nastgpuje rozklad zwigzkow
organicznych na skutek czego uwalniany jest ditlenek wegla, woda oraz ciepto,
a zatem jest to proces egzotermiczny. Szybko$¢ oraz efektywnos$¢ procesu zalezg od
takich parametrow jak:

e rodzaj przetwarzanych odpadow;

obecno$¢ odpowiednich mikroorganizmow (bakterie, grzyby, promieniowce);

ilos¢ tlenu (>15%);

odczyn pH (7,5-8,5);

porowato$¢ oraz wolna przestrzen powietrzna (min. 30%);

rozmiar czgstek wsadu (1,5-7,5 cm);

stosunek wegla do azotu (25:1-35:1);

poziom wilgotnos$ci (50-55%);

temperatura (45-55°C).
Podane zakresy warto$ci wskazanych parametrow sa wartoSciami optymalnymi
1 zaleza od materiatu wsadowego.

Caly proces kompostowania mozna podzieli¢ na nastepujace fazy:

o faze wstgpnego kompostowania (faza mezofilowa badz faza wzrostu temperatury)
— czas trwania: do kilku dni,

o faze intensywnego kompostowania (faza termofilowa badz wysokotempe-
raturowa) — czas trwania: od kilku do kilkunastu tygodni,

W trakcie trwania tej fazy rozkladane sg zwiazki, ktore tatwo ulegaja
biodegradacji.

o faze przemian (kompostowanie wlasciwe) — czas trwania: od trzech do pigciu
tygodni.

Podczas fazy przemian, ktéra rozpoczyna si¢ w trzecim bgdz maksymalnie
w pigtym tygodniu od momentu zainicjowania procesu, nast¢puje spadek tempe-
ratury, jak rowniez przeksztalcanie trudno rozkladajacych si¢ zwigzkoéw przez
bakterie mezofilne oraz grzyby, a takze wyrazna redukcja objetosci przetwarzanych
odpadow [5].
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2.1. Metody kompostowania

W zaleznosci od przyjetego kryterium mozna przyjac roznoraki podziat systemow
kompostowania odpadow. W zaleznosci od zastosowanej technologii mozemy
wyréznic:

kompostowanie w pryzmach;

kompostowanie metodg mat;

kompostowanie komorowe oraz kontenerowe;

kompostowanie rzedowe oraz tunelowe;

kompostowanie prowadzone w bebnach kompostowniczych;

kompostowanie wiezowe;

technologia Brikollare [5, 7].
Dostarczane do zaktadéw odpady zanim poddane zostang procesowi kompos-
towania musza zosta¢ do tego odpowiednio przygotowane. W przypadku frakcji
podsitowej proces przygotowawczy jest znacznie dluzszy niz ma to miejsce
w przypadku odpadow ulegajacych biodegradacji zebranych selektywnie. Rozpa-
trujac odpady zmieszane w pierwszej kolejno$ci powinny zosta¢ wydzielone odpady
surowcowe, czemu shuzg urzadzenia w postaci separatorOw oraz segregacja
i doczyszczanie reczne. Frakcja podsitowa, ktora w wigkszosci sklada si¢ z odpadow
ulegajacych biodegradacji uzyskiwana jest poprzez przesianie przez sito o wielkosci
oczek najczesciej 0-60 mm badz 0-80 mm.

Obrobka mechaniczna odpadéw ulegajacych biodegradacji polega gltdéwnie na
wydzieleniu czgsto wystepujacych workow oraz toreb, jak rdéwniez innych
zanieczyszczen widocznych podczas kontroli wizualnej. Jezeli wystepuja odpady
o duzych gabarytach, jak np. gatezie, czy todygi roslin, powinny zosta¢ rozdrobnione,
np. za pomocg rebaka. Schematy technologiczne obrobki mechanicznej sg bardzo
rozne, tak jak i samych systemoéw kompostowania.

3. Fermentacja metanowa

Fermentacja metanowa, tak jak kompostowanie, jest procesem mikrobie-
logicznym, ze wzgledu na udziatl bakterii i prowadzi do rozkladu organicznych
polimeréw thuszczy, biatek oraz weglowodanow. Caly proces fermentacji zachodzi
w warunkach beztlenowych, a zatem inne rodzaje bakterii biora w nim udzial
(bakterie anaerobowe) niz podczas procesu kompostowania (bakterie aerobowe) [5, 8].

Caly proces fermentacji metanowej mozna podzieli¢ na cztery fazy, tj.:

e hydroliza,

W trakcie trwania tej fazy nastgpuje hydroliza bialek, weglowodandéw, w tym
celulozy, do dwucukréw oraz monocukrow, a takze hydroliza thuszczy do alkoholi
1 matoczgsteczkowych lotnych kwaséw thuszczowych 1 wielowodorotlenowych
kwasow tluszczowych.

e kwasogeneza,

Faza ta nazywana jest takze faza zakwaszania. Ok. 76% produktow hydrolizy jest
zamieniana w kwasy organiczne krotkotancuchowe, ale takze w alkohole (metanol,
etanol), aldehydy, ditlenek wegla, woddér oraz siarkowodor. Niektore powstate
zwigzki majg charakter metanogenny i wykorzystywane sg przez bakterie metanowe.
Produkty kwasogenezy identyfikuja si¢ ztowonnym charakterem.
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e octanogeneza,

Faza acetogenezy zachodzi przy udziale bakterii, ktore zamieniajg lotne kwasy
thuszczowe oraz etanol w kwas octowy, ditlenek wegla oraz wodor. Czas generacji
bakterii acetogennych wynosi ok. 84 godziny.

® metanogeneza.

Podczas metanogenezy nastgpuje produkcja metanu za poSrednictwem bakterii
metanogennych. Metan powstaje z kwasu octowego (ok. 70%), wodoru oraz
metanolu (lub metyloaminy lub siarczku di metylowego).

Kazdy z poszczegolnych etapdw zachodzi w odpowiednich dla danej grupy
bakterii warunkach. Intensywno$¢ oraz czas trwania procesu zalezy od wielu
czynnikéw Srodowiskowych, a tylko stworzenie optymalnych warunkow pozwala na
uzyskanie oczekiwanych efektow. Do czynnikdéw tych zaliczamy:

e obecno$¢ odpowiednich mikroorganizmow;

temperaturg (25-45°C — dla warunkdéw mezofilowych);

odczyn pH (6,9-7,4);

obcigzenie komory fermentacyjnej substancjg organiczng (5 kg suchej substancji

organicznej w 1 m’ w ciagu doby);

stosunek zawarto$ci wegla do zawartosci azotu 9 (od 10:1 do 25:1);

zawarto$¢ suchej masy (22-40%);

wielko$¢ czastek wsadu;

homogenizacj¢ materiatu.
Podane wartos$ci dla wskazanych parametrow sg warto$ciami optymalnymi dla
prawidlowego prowadzenia procesu [5, 8].

Ze wzgledu na temperature, w ktorej prowadzony jest proces fermentacji wyroz-
niamy fermentacj¢: psychrofilowa prowadzong przez bakterie psychrofilowe (aktyw-
nos¢ bakterii w temperaturze 5-25°C), mezofilowg z udziatem bakterii mezofilo-
wych (aktywnos$¢ bakterii w temperaturze 25-45°C) oraz termofilowg inicjowang
przez bakterie termofilowe (aktywnos$¢ bakterii w temperaturze 45-60°C). W celu
przetwarzania odpadéow komunalnych z reguly stosuje si¢ fermentacje mezofilowa,
gdyz plynie z niej najwigcej korzysci, rozpatrujac efektywnos$¢ procesu, tatwosé
obstugi procesu oraz mozliwo$¢ utrzymania optymalnych warunkow fermentacji.
Innego podzialu mozna dokonaé¢ na podstawie zawarto$ci suchej masy w materiale
wsadowym. Jezeli zawarto§¢ suchej masy w substracie wynosi 6-15%, wowczas
méwimy o fermentacji mokrej, zas w przypadku zawarto$ci suchej masy w granicach
20£2%, mowimy o fermentacji polsuchej. Najczesciej stosowana w celu obrobki
biologicznej odpadéw komunalnych jest jednak fermentacja sucha, do przepro-
wadzenia ktorej wymagana zawarto$¢ suchej masy we wsadzie wynosi 22-40%.

Produktami koncowymi procesu fermentacji jest biogaz, sktadajacy si¢ gtownie
zmetanu 1 ditlenku wegla oraz tzw. poferment, ktéry najczesciej poddawany jest
procesowi dojrzewania, tak jak w przypadku kompostowania. Zawarto$¢ metanu
w biogazie jest dobrym identyfikatorem stabilnoSci przebiegu calego procesu.
Prawidlowo metan powinien stanowi¢ 50-60% mieszaniny biogazu. Jezeli nastepuje
spadek zawarto$ci metanu w gazie, fakt ten moze $wiadczy¢ o mniejszej aktywnosci
bakterii metanogennych oraz o zakldceniu rownowagi w uktadzie. Z biogazu moze
by¢ produkowana energia elektryczna, a dojrzaty poferment w przypadku wsadu

28



Biologiczne przetwarzanie odpadow komunalnych w warunkach tlenowych i beztlenowych

sktadajacego si¢ z odpaddw ulegajacych biodegradacji zebranych selektywnie, moze
by¢ wykorzystywany jako nawo6z badz §rodek wspomagajacy uprawe roslin. Sytuacja
zmienia si¢, jezeli materialem wsadowym jest frakcja podsitowa pochodzaca ze
strumienia odpadéw zmieszanych. Wowczas dojrzaly poferment moze zostac
wykorzystany do rekultywacji terenow zdegradowanych lub zosta¢ przekazany na
sktadowisko [5, 8].

4. Przeglad istniejacych zakladow przetwarzania odpadow komunalnych
w Polsce

Zaklady przetwarzajace odpady komunalne, posiadajace instalacje do obrobki
biologicznej odpaddéw, w wigkszosSci pracuja w oparciu o technologi¢ tlenowa.
Zaledwie kilka z nich wykorzystuje proces fermentacji metanowej w celu ustabili-
zowania frakcji odpadow ulegajacych biodegradacii.

Analizie poréwnawczej poddano dwa zaklady wyposazone w instalacje
mechaniczno-biologicznego przetwarzania odpadéw komunalnych, tj.:

e Zaklad Zagospodarowania Odpadéw w Poswigtnem,;
e Zaktad Zagospodarowania Odpadéw w Trzebani.

W pracy poréwnane zostaly rozwigzania technologiczne czg$ci biologicznej
instalacji w oparciu, o ktore powyzsze zakltady pracujg. Przedstawione zostaty takze
bilanse mas odpadow, ktore stanowily material wsadowy do procesdéw biologicznych
oraz ktore powstalty w wyniku tych procesow. Na tej podstawie obliczono ubytek
masy, tzw. straty procesowe, a wyniki porownano.

4.1. Zaklad Zagospodarowania Odpadow w Poswietnem

Zaktad Zagospodarowania Odpadéw w miejscowosci Pos§wietne stanowi instalacje
regionalng do obstugi ptockiego regionu gospodarki odpadami. Zaktad posiada
instalacj¢ do mechaniczno-biologicznego przetwarzania. Cz¢$¢ mechaniczna
zlokalizowana jest w hali sortowni i tworza ja m. in. kabiny sortownicze, separatory
(optyczne, metali Zelaznych), system przeno$nikéw oraz sito trzyfrakcyjne (rozdziat
na frakcje: 0-80 mm, 80-300 mm, >300 mm), na ktéorym wydzielana frakcja pod-
sitowa (0-80 mm), stanowigca docelowo material wsadowy do czgsci biologiczne;j.

Obrobka biologiczna frakcji podsitowej pochodzgcej ze strumienia odpadow
zmieszanych oraz doczyszczania frakcji surowcowych zebranych selektywnie
przeprowadzana jest dwuetapowo:

e faza intensywna procesu w komorach kompostowniczych w systemie
BIODEGMA;
e dojrzewanie na otwartym placu.

Czes¢ biologiczna odbywa si¢ w szesciu bioreaktorach. Kazdy z nich posiada
uchylne zadaszenie, a takze wrota. Od wewnatrz zaréwno wrota, jak i skrzydla
dachu, pokryte s membrang polprzepuszczalng. Zadaniem membrany jest zabez-
pieczenie przed przedostaniem si¢ do atmosfery nieoczyszczonego powietrza
powstajacego podczas procesu obrobki biologicznej odpadow. Wszystkie moduty
wyposazone sg takze w system napowietrzania (jeden wentylator na jeden modut),
system ujmowania odciekoOw oraz zraszania w przypadku spadku wilgotnosci
materiatu. Odebrane odcieki oraz woda poprocesowa kierowane sg do wewnetrznego
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systemu kanalizacji, a nast¢pnie poddawane sg oczyszczaniu w oczyszczalni $ciekow
znajdujacej si¢ na terenie Zaktadu. Caty proces jest monitorowany z pomieszczenia
sterowni. Odpady pozostajag w komorach przez okres co najmniej dwoch tygodni az
do uzyskania parametru AT, (aktywno$¢ oddychania) ponizej 20 mg O./g suchej
masy. Po osiggnigciu wymaganej wartosci parametru, stabilizat (w przypadku
przetwarzania frakcji podsitowej o wielko$ci 0-80 mm) badz kompost (w przypadku
odpadow ulegajacych biodegradacji zebranych selektywnie) przewozony jest na plac
dojrzewania, gdzie zostaje przez okres co najmniej 6 tygodni do uzyskania parametru
AT, ponizej 10 mg O,/g suchej masy. W trakcie tego czasu materiat jest przerzucany
w celu zabezpieczenia przed powstawaniem stref beztlenowych (stref stagnacji). Do
konca 2015 r. dojrzaly stabilizat przesiewany byl nastgpnie na sicie mobilnym
o wielkosci oczek 20 mm. Frakcja powyzej 20 mm kierowana byta na sktadowisko
w celu dalszego zagospodarowania, a frakcja o uziarnieniu ponizej 20 mm wyko-
rzystywana byla do rekultywacji zamknigtej kwatery sktadowiska nalezacego do
Przedsigbiorstwa Gospodarki Komunalnej w Ptonsku.

W tabeli nr 1 przedstawiony zostal bilans odpadoéw poddanych obrobce
biologicznej w 2014 r. oraz odpaddw, ktore powstaty w wyniku procesu [9, 10].

Tabela 1. Bilans odpadéw czgsci biologicznej Zaktadu Zagospodarowania Odpadow w Poswigtnem za 2014 1.

Przed procesem Po procesie

Rodzaj i kod odpadow | Masa Udziat Rodzaj i kod Masa Udziat
Mgl | [%] odpadéw Mgl | [%]

Frakcja 0-80 mm Frakcja 0-20

(podsitowa) ex 19 12 12 | 27 2426 | 98,3 mm 190503 | 10 5/0:8 | 48,8

Odpady ulegajace Frakcja po-

biodegradacji 20 02 01 482,4 L7 wyzej 20 mm > 89711 20,7

Zrodto: Opracowanie whasne na podstawie [9]

Z powyzszego bilansu masowego wynika, iz w 2014 r. tlenowemu biologicznemu
przetwarzaniu poddane zostaty gtdéwnie odpady pochodzace ze strumienia odpaddéw
zmieszanych. Odpady ulegajace biodegradacji we wskazanym okresie stanowily
jedynie ok. 2%. Znaczenie dla takiego rozktadu procentowego dla poszczegolnych
frakcji ma system zbiorki odpadéw w rejonie obstugi. W analizowanym okresie obie
frakcje odpaddéw przetwarzane byly tacznie, a produktem powstaltym w wyniku tego
procesu byt stabilizat, przesiewany w dalszej kolejnos$ci na sicie mobilnym. Z tabeli
nr 1 wynika réwniez, iz na skutek przeprowadzonego procesu uzyskano ubytek masy
odpadéw na poziomie rownym 30,5%.

4.2. Zaklad Zagospodarowania Odpadéw w Trzebani

Zaklad Zagospodarowania Odpadéw w Trzebani posiada status instalacji
regionalnej dla dwudziestu gmin wojewodztwa wielkopolskiego. Zaktad ten, tak jak
w przypadku Zakladu w Po$wigtnem, wyposazony jest w instalacje mechaniczno-
biologicznego przetwarzania odpadéw komunalnych. Na cz¢$¢ mechaniczng sktadaja
si¢ m. in. takie urzadzenia jak sito trzyfrakcyjne (rozdziat na frakcje: 0-40 mm, 40-80
mm, >80 mm), separatory (metali zelaznych oraz balistyczny), kabina sortownicza
1 system przeno$nikow. Frakcja o granulacji 40-80 mm (frakcja $rednia, biofrakcja)
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po odpowiednim przygotowaniu kierowana jest do beztlenowego procesu biolo-
gicznego, tj. do fermentacji metanowej suchej termofilowe;.

Biologiczne przetwarzanie biofrakcji przebiega dwuetapowo:

e faza intensywna procesu prowadzona w instalacji przeznaczonej do fermentacji
biofrakcji w technologii Dranco przez okres trzech tygodni;

e dojrzewanie pofermentatu w przerzucanych prymach na placu dojrzewania
przez okres trzech tygodni.

Hala technologiczna przeznaczona do procesu fermentacji podzielona jest na dwie
czgéci: czeS¢ buforowa stuzgca gromadzeniu materialu wsadowego oraz czeS¢
technologiczna, w ktérej zlokalizowana jest instalacja do fermentacji biofrakcji oraz
do odwadniania osaddéw poprocesowych. Czegs¢ pofermentatu w postaci zawiesiny
wykorzystuje si¢ jako materiatl zaszczepiajacy $wiezy material wsadowy. Nadmiar
za$ transportowany jest do ukladu odwadniania osadow, a nastgpnie na plac
dojrzewania.

Biogaz, ktory powstaje w trakcie procesu zbiera si¢ ponad fermentowang frakcja,
skad jest ujmowany, a nastgpnie przenoszony do instalacji oczyszczania oraz
wykorzystania biogazu.

W tabeli nr 2 przedstawiony zostala bilans masowy odpadow w czesci
biologicznej za 2014 r.

Tabela 2. Bilans odpaddw czgsci biologicznej Zaktadu Zagospodarowania Odpadow w Trzebani za 2014 r.

Przed procesem Po procesie

Rodzaj i Masa Udziat | Rodzaj i Masa Udziat
kod [Me] [%] | kod Mgl | [%]
odpadow odpadow

Frakcja Frakcja 0-

podsitowa | 22 435,27 | 100 20 mm 18 620,0 | 86,9
191212 19 0503

Zréodto: Opracowanie whasne na podstawie [9]

Z zamieszczonego bilansu wynika, iz material wsadowy do procesu fermentacji
stanowita tylko frakcja wydzielona ze strumienia odpadéw zmieszanych. W wyniku
przeprowadzonego procesu uzyskano ubytek masy na poziomie rownym 13,1%.
Warto zaznaczy¢, ze produktem fermentacji, oprocz wskazanego stabilizatu, jest
rowniez biogaz powstajacy w ilosci 90-100 Nm’/Mg odpadéw przy podanych
warunkach procesowych, z ktoérego nastepnie produkowana jest energia elektryczna
(odnawialne zrodto energii).

5. Podsumowanie i wnioski

Odpady ulegajace biodegradacji zaréwno te zebrane selektywnie jak rowniez
pochodzace ze strumienia odpadow zmieszanych mogg zosta¢ poddane procesom
biologicznym w warunkach tlenowych (kompostowanie, stabilizacja) badz beztle-
nowych (fermentacja metanowa). Efektywnos$¢ procesow jest Scisle zalezna m. in. od
rodzaju wsadu, ktory zwigzany jest z systemem gromadzenia odpadéw w danym
rejonie obstugi. We wskazanych zakladach odpady ulegajace biodegradacji zebrane
selektywnie wystepowaty w znikomej ilosci lub wcale.
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Ubytek masy odnotowany zostat w 2014 r. na poziomie ok. 30% w Zakladzie
Zagospodarowania Odpadow w Poswigtnem oraz ok. 13% w Zaktadzie Zagospoda-
rowania Odpadoéw w Trzebani. Dane literaturowe [5] wskazuja na straty procesowe
w wyniku proces6w biologicznych na poziomie réwnym ok. 30%. Jest to jednak
warto$¢ usredniona, ktorej wielko$¢ jest zwigzana z rzeczywistg iloscig zwigzkow
organicznych wystepujacych w materiale wsadowym. Wigkszy ubytek masy
w Zakladzie w Po§wigtnem moze by¢ w pewnym stopniu zwigzany z poddaniem
obrobce biologicznej réwniez odpadow ulegajacych biodegradacji selektywnie
zebranych (ok. 2% wszystkich odpadéw skierowanych do cze$ci biologicznej).

Warto zauwazy¢, iz w przypadku metody beztlenowej w wyniku procesu
biologicznego uzyskujemy dodatkowa korzy$¢ w postaci biogazu, ktéry stanowi
zrodlo energii i tak tez jest wykorzystywany w Zakladzie w Trzebani.

Bardzo wazne z punktu widzenia biologicznego przetwarzania odpadow
komunalnych jest Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 29 grudnia 2016 r.
w sprawie szczegdlowego sposobu zbierania wybranych frakcji odpadow [11]
wprowadzajace obowigzek selektywnego zbierania frakcji odpaddéw ulegajacych
biodegradacji. Dalsze badania powinny by¢ prowadzone pod katem realizacji tego
Rozporzadzenia oraz jego wplywu na efektywno$¢ proceséw biologicznych, jakim
poddawane sa odpady.
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Biologiczne przetwarzanie odpadéw komunalnych w warunkach tlenowych
i beztlenowych

Streszczenie

Celem pracy jest porownanie dwdoch metod przetwarzania odpadow ulegajacych biodegradacji, zarobwno
tych zbieranych selektywnie, jak réwniez frakcji podsitowej pochodzacej ze strumienia odpadow
zmieszanych. W pracy przedstawiono przyktadowe rozwigzania instalacji na terenie Polski, w ktorych
elementem ciggu technologicznego jest proces fermentacji metanowej oraz tych, ktore bazuja na proce-
sie stabilizacji tlenowej. Na podstawie bilansu odpadoéw przetwarzanych w wybranych zaktadach pokazano
produkty poszczegolnych proceséw biologicznych, a takze ubytek wyjSciowej masy odpadéw. Biolo-
giczne przetwarzanie odpadow ma szczegodlne znaczenie dla wymogoéw Krajowego planu gospodarki
odpadami 2022 (KPGO 2022), ktory zaktada m.in. zmniejszenie ilosci odpadow ulegajacych biode-
gradacji przekazywanych do sktadowania oraz ogoélnej ilosci sktadowanych odpadow.

Stowa kluczowe: fermentacja, kompostowanie, odpady komunalne.

The biological treatment of municipal waste in aerobic and anaerobic conditions

Abstract

The work is the comparison of the two processing methods of biodegradable waste, both these collected
separately, as well as fraction originating from the waste stream. At work, gives examples of
arrangements of Poland, in which part of the technological process is a methane fermentation and those
which are based on the stability which is the aerobic process. On the basis of the balance of waste
processed in selected plants shown the products of the processes and the loss in weight. The biological
waste treatment has got a particular importance for the requirement of National waste management plan
2022, which provide the reduction of biodegradable waste transferred to storage and the total quantities
of stored waste.

Keywords: composting, fermentation, waste.
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Oczyszczanie Sciekow przemyslowych
w reaktorach typu SBR

1. Wprowadzenie

Wsrdd skutkdéw dziatalnosci cztowieka wyrdznia si¢ m.in. zanieczyszczenia wod,
ktére mozna klasyfikowaé¢ np. ze wzgledu na sposéb ich powstawania zgodnie
z rysunkiem 1.1.

punktowe
- $§cieki komunalne,
zanieczyszczenia przemystowe

obszarowe
zanieczyszczenia wod - wody sptywajace do rzek
i jezior z terendw rolniczych

liniowe
— - zanieczyszczenia pochodzace
z systemow komunikacyjnych

Rysunek 1. Podzial zanieczyszczen wod wedtug sposobu ich powstawania [1]

Odprowadzanie odpaddéw — zaréwno statych jak i plynnych do wod byto dla
cztowicka bardzo wygodnym rozwiazaniem. Scieki odprowadzane do rzeki
rynsztokami ulegaly rozcienczeniu i samooczyszczeniu, natomiast rzeka w pewnej
odleglosci w dot swego biegu od miejsca zrzutu zanieczyszczen odzyskiwata
wlasciwg jakos$¢. Teraz jest to jednak niemozliwe, cho¢by z uwagi na fakt, ze m.in.
w zwigzku z rozwojem przemyshu, stale dokonuje si¢ syntezy nowych zwigzkow
chemicznych, ktore trafiajg do cyklu obiegu wody w przyrodzie i moga niekorzystnie
oddzialywaé na $§rodowisko, w tym réwniez na zdrowie czlowieka [1].

Ogodlny rozwdj przemystu, czy tez zmiany w profilu produkcji wigzg si¢ ze
zmianami w skladzie $ciekow. Coraz bardziej rygorystyczne wymagania co do
jakosci $ciekow oczyszczonych, roéwniez skutkujg koniecznoscig poszukiwania
bardziej skutecznych metod oczyszczania powstajgcego medium. Co wazne
w ostatnich latach nastgpil wyrazny postep w technologii umozliwiajacej redukcje

! sylwia.m.duda@gmail.com, SKN FOR&AGAINST, Katedra Zaopatrzenia w Wodg i Usuwania Sciekow,
Wydziat InZynierii Srodowiska, Politechnika Lubelska, www.pollub.pl.
2 W.Cel@wis.pol.lublin.pl, Wydziat Inzynierii Srodowiska, Politechnika Lubelska, www.pollub.pl.
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poziomu zanieczyszczen ze Sciekow bytowo-gospodarczych. Klasyczne procesami
oczyszczania Sciekdw ze zwigzkow biogennych to amonifikacja, nitryfikacja, deni-
tryfikacja dysymilacyjna. Jednak obecnie realizuje si¢ wiele procesow alternatywnych
(umozliwiajacych gltéwnie usuwanie zwigzkéw azotu): asymilacyjna redukcja
azotanow, anaerobowe utlenianiec amoniaku (ANAMMOX), tlenowa denitryfikacja,
tlenowa demonifikacja, symultaniczna nitryfikacja i denitryfikacja [2-5]. Temat
oczyszczania $ciekow przemystowych byt przez dhlugi okres niewystarczajaco
eksponowany. Obecnie jednak stanowi istotne zagadnienie zar6wno w obrebie badan
naukowych i prac rozwojowych jak i wdrozen na skale przemystows.

Wedlug danych GUS, w gléwnej mierze to wody chlodnicze nie wymagajace
oczyszczania klasyfikowane sg jako $cieki przemystowe. Jednak wedlug danych
gromadzonych w latach 1990-2015 $cieki wymagajace oczyszczenia stanowig
25-30% ogolnej ilosci Sciekow przemystowych. Co wazne, ogolny wzrost $wiadomosci
i dbatosci o srodowisko, a takze coraz bardziej rygorystyczne wymagania stawiane
jakosci sciekow oczyszczonych przyczynity si¢ do wyraznego wzrostu ilosci Sciekow
poddawanych oczyszczaniu z podwyzszonym usuwaniem biogenow, przy jedno-
czesnym spadku iloSci Sciekéw nieoczyszczanych (wedlug danych z 2015 roku,
stanowily one okolo 5% objetosci Sciekow przemystowych wymagajacych
oczyszczenia) [6]. Obecne wymagania wysokoefektywnego oczyszczania Sciekow
przy mozliwie jak najnizszych kosztach eksploatacyjnych, przyczynity si¢ do
znacznej popularyzacji sekwencyjnych reaktoréw porcjowych [7-9].

Reaktory typu SBR czyli sekwencyjne reaktory porcjowe (z ang. Sequencing-
Batch-Reactor), stuzg czesto do oczyszczania $ciekow metodg osadu czynnego.
Urzadzenia te pracujg w systemie potprzeptywowym, gdzie w jednym urzadzeniu
z pelnym wymieszaniem, cyklicznie nastepuja kolejne fazy cyklu pracy reaktora
[10-12].

Celem niniejszego rozdzialu jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy z zakresu
oczyszczania $ciekow przemystowych w sekwencyjnych reaktorach porcjowych.

2. Technologia reaktoréw SBR

Pod koniec lat sze$¢dziesigtych ubiegltego wicku w USA, zostal uruchomiony
pierwszy reaktor typu SBR, a w 1970r. Irvine wprowadzit skrot SBR czyli
Sequencing Batch Reactor. Jednak dopiero w 1982 r, w Stanach Zjednoczonych
powstat pierwszy duzy obiekt wykorzystujacy takie reaktory. Tymczasem dopiero po
analizie wynikow wielu badan, w roku 2000 zdefiniowano klasyczne reaktor typu
SBR w sensie hydraulicznym [13, 14]. Pierwsza polska wzmianka na temat
sekwencyjnych reaktoréw porcjowych pojawila si¢ w 1990 r., w czasopismie ,,Gaz,
Woda i Technika Sanitarna” [14].

W sekwencyjnych reaktorach porcjowych mozliwe jest prowadzenie procesow
potaczonego usuwania wegla, azotu i1 fosforu [11, 12, 15]. Analizowana literatura
wskazuje, ze efektywnos$¢ oczyszczania Sciekow w sekwencyjnych reaktorach
porcjowych jest bardzo wysoka. Jest to szczegélnie istotne w kontekScie ciggle
zaostrzanych wymogow usuwania zwigzkoéw biogennych ze $ciekow [7, 17-19].

Oczyszczanie $cieckow w opisywanych reaktorach odbywa si¢ podczas cyklicznie
prowadzonego procesu, w kolejnych fazach [10, 11, 16, 17]:
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FAZA 1 — NAPELNIANIE — w urzadzeniu znajduje si¢ pewna ilo$¢ czynnika
procesowego i doprowadzane sg do niego $cieki surowe (nieoczyszczone). W trakcie
tej fazy bakterie obecne w osadzie czynnym rozkladaja tatwo przyswajalne
substancje organiczne.

Jesli w Sciekach surowych wystepujg duze stezenia substancji toksycznych stosuje
si¢ napelnianie z jednoczesnym napowietrzaniem. Jesli natomiast w oczyszczanych
sciekach wystepujg azotany stosuje si¢ napelnianie z réwnoleglym mieszaniem
(denitryfikacja zachodzi juz na poczatku cyklu). Mieszanie w pierwszej fazie moze
tez przyczynic si¢ do uwalniania fosforanow [15, 20-21].

FAZA 11 — MIESZANIE - $cieki zostaja wymieszane z osadem czynnym, za
pomocg mieszadet. Proces ten prowadzony jest w warunkach niedotleniono-
beztlenowych, aby mozliwa byta denitryfikacja.

FAZA III - NAPOWIETRZANIE — proces ten jest realizowany przez dyfuzory,
ktére napowietrzajg mieszaning znajdujacg si¢ w komorze reaktora. Zachodzi wtedy
mineralizacja zwigzkow organicznych, nitryfikacja oraz biologiczna defosfatacja.
Wewnatrz klaczkéw osadu czynnego (strefy beztlenowe) moze zachodzi¢ roéwniez
denitryfikacja.

FAZA 1V — SEDYMENTACJA - nastepuje wtedy grawitacyjne opadanie
zawiesin (oddzielenie osadu czynnego od oczyszczonych $ciekow).

FAZA V — DEKANTACJA (faza V) — stluzy odprowadzeniu z uktadu
sklarowanych $ciekow oczyszczonych.

FAZA VI — FAZA MARTWA (faza oczekiwania) — w czasie trwania tej fazy
usuniety zostaje z urzadzenia osad nadmierny.

Wedlug literatury [17, 22] czas trwania faz zalezy glownie od rodzaju $cieku,
natezenia ich przeplywu, wlasciwos$ci sedymentacyjnych osadu czynnego, a takze
sposobu doprowadzenia i1 odprowadzenia Scickéw. Harmonogram pracy reaktora
(dlugo$¢ poszczegdlnych faz) ma duze znaczenie dla uzyskiwanym rezultatow
oczyszczania Sciekdw. W praktyce najczesciej spotyka sie cykle trwajace 12 godzin [22].

Sekwencyjnych reaktory porcjowe nie wymagaja stosowania osadnikow
wstepnych i nigdy nie wspdlpracujg z osadnikami wtornymi, poniewaz reaktory typu
SBR pelnig rownoczesnie rolg komory osadu czynnego i osadnika [23-25].
Omawiane urzgdzenia nie wymagajg stosowania urzadzen do recyrkulacji, jednak
moga wystepowac wydzielone selektory [26-28].

Podsumowujac, do podstawowych cech urzadzen tego typu zalicza si¢ [14, 29]:
caly proces prowadzony jest w jednym zbiorniku;
oczyszczanie §ciekow prowadzone jest zwykle metodg osadu czynnego;
poziom $ciekéw zmienia si¢ w trakcie cyklu pracy;
poszczegdlne fazy nastepuja w ustalonej kolejnosci, z mozliwo$cig regulowania
czasu ich trwania;

e oczyszczone S$cieki sg odprowadzane z uktadu, a osad nadmierny zostaje

usuniety.
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3. Scieki przemyslowe

Ogodlnie, Scieki przemystowe ulegajg zmieszaniu ze S$ciekami bytowo-gospo-
darczymi w systemach kanalizacyjnych i mieszanina ta, kierowana jest dalej do
obiektow technologicznych shuzacych oczyszczaniu $ciekow. Jezeli Scieki przemy-
stowe stanowig maksymalnie 20% ogoélnej ilosci, nazywamy je komunalnymi. Gdy
mieszanina zawiera 20-50% $ciekéw przemystowych mowa o $ciekach mieszanych,
natomiast $cieki przemystowe kwalifikujemy jesli ponad 50% Sciekéw pochodzi
wlasnie z przemystu [30]. W rzeczywistosci takze wiele zaktadow oczyszcza lub
podczyszcza Scieki przemystowe na wiasnym terenie.

Wedlug niemieckich wytycznych ATV 118 ilo§¢ $ciekow z zaktaddw nisko
wodochtonnych wyznacza si¢ 0,2-0,5 1/s, ha, natomiast z przemystu wysoko
wodochtonnego 0,5-1,0 /s, sg to jednak wartosci orientacyjne. Ze wzgledu na duze
zroznicowanie zakladow przemystowych nawet o podobnym profilu produkcji
(ciagly rozwoj i modyfikacje technologii), ilo§¢ Sciekow przemystowych powinno
ustala¢ si¢ indywidualnie, uwzgledniajac czynniki tj. [31]:

e przewidziany rodzaj produkcji;
o wielkos$¢ zaktadu przemystowego;
e wodochtonno$¢ planowanych proceséw produkcyjnych.

Poza zmienno$cig wielko$ci odptywu Sciekow z zakladoéw, utrudnienie dla
procesu oczyszczania $ciekOw przemystowych stanowi takze problem szczegodto-
wego rozpoznania jakosci tego rodzaju medium w zaleznosci od gal¢zi przemystu,
a takze ich wysokie obcigzenie zanieczyszczeniami (wystgpowanie np. zwigzkow
toksycznych) [31, 32].

3.1. Oczyszczanie Sciekow przemyslowych w sekwencyjnych reaktorach
porcjowych

Nierownomierny sktad jako$ciowy i ilosciowy $ciekdw przemystowych przema-
wia za stosowaniem sekwencyjnych reaktoréw porcjowych do ich oczyszczania.
Ogromng zaletg reaktorow SBR jest duza elastyczno$¢ ich pracy i dobre efekty
oczyszczania medium.

Analizowana literatura wskazuje dodatkowo, ze mikroorganizmy w reaktorze
porcjowym w poréwnaniu do klasycznej metodzie osadu czynnego (uktady przepty-
wowe) szybciej si¢ adaptujg oraz charakteryzuja si¢ wigksza odpornoscig na
niekorzystne warunki $rodowiska — co rowniez jest zjawiskiem Kkorzystnym
w technologii oczyszczania $ciekdw przemystowych.

3.1.1. Scieki z przemystu wlékienniczego

W niniejszej czesci rozdzialu omowione zostang koncentraty ponanofiltracyjne
sciekow wiokienniczych w kontekscie ich oczyszczania w reaktorach typu SBR. Ten
rodzaj medium charakteryzuje si¢ obecno$cig barwy, jest obcigzony tadunkiem
zanieczyszczen zarowno organicznych jak i1 nieorganicznych, a ponadto charak-
teryzuje si¢ znaczng zmiennos$cig sktadu w czasie [33-36].

Podczas oczyszczania $ciekow z przemystu tekstylnego, szczegdlnie problema-
tyczna okazuje si¢ biodegradacja barwnikow azowych. Proces ich usuwania wymaga
utrzymania najpierw warunkow beztlenowych, umozliwiajacych rozpad wigzan
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azowych, a nastegpnie warunkéw tlenowych celem mineralizacji amin powstajacych
podczas rozpadu wigzan azowych. Reaktory typu SBR umozliwiajg utrzymanie
procesu w wyzej opisanych warunkach [35, 36].

Zespot badawczy Pazdzior i in. [35] prowadzit badania w zakresie zastosowani
reaktorow SBR jedno- i dwustopniowych do oczyszczania §ciekow przemystowych.
Przeprowadzone badania dowiodty, ze lepsze efekty biodegradacji zanieczyszczen
mozna uzyskaé stosujgc dwustopniowy uktad reaktoréw z rozdzielonym osadem niz
uktad jednostopniowy. Uzyskano podobny stopien redukcji barwy w obu ukladach,
jednak pojedynczy reaktor typu SBR nie zapewnial pelnej mineralizacji amin.
Wartosci ChZT w odplywie z reaktora SBR z ukladu beztlenowo-tlenowego
spelnialy wymagania, natomiast w ukladzie jednostopniowym wymagania dla
odprowadzania $ciekow do wod powierzchniowych nie byly spetniane.

Z kolei zesp6t prowadzacy badania w 2010 r. proponowal oczyszczanie tego
rodzaju $ciekoOw w reaktorach typu SBR w 20 godzinnym cyklu pracy w polgczeniu
z nanofiltracjg (NF). Reaktor zasilany byt Sciekami syntetycznymi odpowiadajgcymi
sktadem $ciekom wildkienniczym lub retentatem NF zmieszanym ze $ciekami
syntetycznymi. Jako$¢ procesu oczyszczania oceniano na podstawie efektywnosci
usuwania ChZT i barwy. Stwierdzono, ze proces przebiegal lepiej przy zasilaniu
reaktora tylko $ciekami syntetycznymi (nawet 90% usuniecia barwy) [36].

3.1.2. Scieki z przemystu papierniczego

Scieki z przemystu papierniczego ogélnie scharakteryzowaé mozna jako medium
wysoko obcigzone tadunkiem zwigzkow organicznych, zawierajgce substancje
trudno rozktadalne i toksyczne [32].

Jako $cieki z gatezi przemystu papierniczego rozwazono odpltyw z produkcji ptyt
pilsniowych. Analizowane prace omawiajg wspotoczyszczanie Sciekdw przemy-
stowych i syntetycznych, odpowiadajacych sktadem $ciekom bytowo-gospodarczym
[37-38]. Stwierdzono, ze zwigkszanie procentowego udzialu Sciekow przemy-
stowych w mieszaninie wptywa na obnizenie efektywno$ci procesu oczyszczania.
Réwniez podwyzszenie wartosci obcigzenia reaktorow, czy tez obnizenie czasu
zatrzymania powodowato spadek stopnia usunigcia zanieczyszczen organicznych
[38]. Analiza wskaznikéw zanieczyszczen wskazywata na prace uktadow jako nisko
obcigzonych. Przeprowadzone badania wskazujg takze, ze istnieje mozliwo$¢
zastosowania pola ultradzwickowego do wspomagania procesu wspotoczyszczania
sciekow z produkcji plyt pilsniowych. Na efektywnos$¢ oczyszczania miaty wplyw
parametry pola ultradzwickowego. Korzystniejsze byto kondycjonowanie $ciekow
przemystowych w polu ultradzwigckowym o amplitudzie 22,4 um (zamiast 48,8 pm)
— odnotowano poprawe jakosci SciekOw oczyszczonych oraz obnizenie warto$ci
wskaznika ChZT s$ciekow surowych [37].

3.1.3. Scieki mleczarskie

Obecnie $cieki mleczarskie stanowig gtownie wody z mycia i ptukania aparatury,
urzadzen do transportu mleka np. cysterny i rurociggéw do transportu mleka na
terenie zakladow mleczarskich. Zanieczyszczenie stanowi w tym przypadku mleko
oraz $rodki czyszczace. W ostatnich latach, nie stosuje si¢ juz kwasu azotowego oraz
higu sodowego jako srodki myjace. Zastgpiono je skuteczniejszymi detergentami
syntetycznymi. Mechaniczny stopien oczyszczani tego rodzaju $ciekow powinno by¢
nastawione na usuwanie thuszczow, a nie zawiesin [32].

Stezenia zanieczyszczen w Sciekach mleczarskich zestawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Zakres stgzen zanieczyszczen w $ciekach mleczarskich

Zanieczyszczenie | Jednostka | Warto$é
BZT; mg O,/1 500-2000
ChZT mg O,/1 700-2800
Azot ogolny g/m’ 30-150
Fosfor Ogolny g/m’ 20-100
pH - 9-10,5

Zrodto: [32]

Zgromadzona literatura omawia gtownie wspotoczyszczanie Sciekdw mleczarskich
z odciekami sktadowiskowymi w reaktorach membranowych MSBR [39]. Zauwa-
zono, ze wprowadzenie $Sciekdw mleczarskich wplynelo na poprawe skutecznosci
usuwania azotu azotanowego z mieszaniny. Problematyczne okazato si¢ usuwanie
fosforu do akceptowalnego poziomu. Z kolei analiza mikroskopowa osadu czynnego
wskazywala na szybki przyrost orzeskow i wrotkow. Regularny ksztatt ktaczkow, ich
srednia wielko$¢ 1 luzna struktura swiadczyly o pracy uktadu w srednim obcigzeniu
[40].

Kolejna analizowana praca, omawiata wplyw stalego pola magnetycznego (SPM)
na proces usuwania zwigzkéw biogennych ze $ciekow mleczarskich w reaktorach
SBR. Badania nad zastosowaniem SPM dowiodly, ze sprzyjato ono procesowi
usuwania zwigzkow biogennych, cho¢ znaczenie tego czynnika w wigkszo$ci wariantow
nie bylo istotne. Natomiast podobnie jak w przytaczanych wcze$niej przyktadach
($cieki widkiennicze i z przemystu papierniczego), istotny wplyw na prace reaktora
ma obcigzenie tfadunkiem zwigzkow organicznych [41].

3.1.4. Modyfikacje cyklu pracy bioreaktoréw podczas oczyszczania
sciekéw przemystowych

Jak wczeSniej wspominano, podczas oczyszczania $ciekow mleczarskich i odciekow
sktadowiskowych, trudne byto zmniejszenie st¢zenia fosforu [39, 40]. Podj¢to wigc
rozwazania, czy zmiana czasu trwania poszczegoélnych faz w cyklu pracy reaktora
SBR wptynie na poprawg skuteczno$ci usuwania fosforu fosforanowego i innych
zanieczyszczen normowanych przez Rozporzadzenie Ministra Srodowiska. Zauwa-
zono, ze modyfikacje cyklu pracy reaktora MSBR nie wplyngly na obnizenie stezenie
zwigzkow organicznych, azotu amonowego i1 azotanowego w S$ciekach oczysz-
czonych. Natomiast efektywnos¢ usuwania azotu catkowitego i fosforu fosfora-
nowego wzrosta [42].

4. Podsumowanie

Zgodnie z tematem niniejszej pracy stwierdzono, ze sekwencyjne reaktory
porcjowe znalazly zastosowanie w oczyszczaniu §ciekéw przemystowych. Omoéwiono
przyktady z przemystu widkienniczego, mleczarskiego, papierniczego. Badania
prowadzono na wielu plaszczyznach np. wspotoczyszczanie $ciekow mleczarskich
z odcieckami ze sktadowisk, wptyw statego pola magnetycznego i ultradzwigkowego
na proces oczyszczania, stosowanie reaktoréw jedno- i dwustopniowych, a takze
rozwazano modyfikacje cyklu pracy reaktorow [32-37].

Reaktory SBR znalazly szerokie zastosowanie w technologii oczyszczania $ciekow
przemystowych, gtdéwnie dzigki mozliwosci dostosowania parametrow procesowych
do zmiennego sktadu iloSciowego i1 jako$ciowego oczyszczanego medium oraz
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mozliwo$ci symultanicznego usuwania zwigzkow biogennych i utleniania substancji
organicznych [36].

Czynnikiem majgcym decydujagcy wptyw na efektywno$¢ oczyszczania $ciekow
bylo obcigzenie reaktorow. Najczesciej dtugos¢ catego cyklu pracy reaktora wynosita
12 godzin (2 cykle w ciggu doby).
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Oczyszczanie $ciekéw przemystowych w reaktorach typu SBR

Streszczenie

Rozwoj przemystu, a co za tym idzie zmiany w sktadzie $ciekow oraz coraz bardziej rygorystyczne
wymagania odnosnie jakosci $ciekow oczyszczonych, skutkujg konieczno$cia poszukiwania bardziej
skutecznych metod oczyszczania powstajacego medium. Reaktory typu SBR (SBR z ang. Sequencing
— Batch — Reactor) sa to cyklicznie pracujace, porcjowe uklady m.in. z osadem czynnym, stuzace do
zintegrowanego usuwania zwigzkéw biogennych z oczyszczanych $ciekéw. Urzadzenie ta znalazly
szerokie zastosowanie w procesach oczyszczania $ciekow przemystowych, glownie dzieki mozliwosci
dostosowania cyklu pracy reaktora do zmiennego sktadu oczyszczanego medium.

Na podstawie aktualnej literatury krajowej i zagranicznej przeanalizowano problem duzej zmienno$ci
wielkosci odptywu oraz jakosci $ciekéw przemystowych z réznych galezi produkcji, a takze ich
negatywne oddzialywanie na srodowisko. Ponadto w opracowaniu przedstawiono wyniki prowadzonych
na $wiecie badan z zakresu stosowania bioreaktoréw do oczyszczania $ciekdw m.in. z przemystu
wilokienniczego, mleczarskiego, papierniczego. Udokumentowano, ze badania prowadzono na wielu
ptaszczyznach np. wspotoczyszcezanie Sciekow mleczarskich z odciekami ze sktadowisk, wptyw statego
pola magnetycznego i ultradzwigkowego na proces oczyszczania, stosowanie reaktorow jedno-
i dwustopniowych, a takze liczne modyfikacje cyklu pracy reaktorow. Wykonanie pracy pozwolito na
wyciagniecie wnioskow zarowno dotyczacych samej technologii omawianych bioreaktoréw jak i co
wazne oczyszczania sciekoOw przemystowych.

Stowa kluczowe: reaktory SBR, sekwencyjne reaktory porcjowe, $cieki przemystowe, oczyszczanie
sciekow

Purification of industrial wastewater in SBRs

Abstract

The development of industry, and hence changes in the composition of sewage, and increasingly
stringent requirements for the quality of treated wastewater, result in the need to search for more
effective methods of cleaning the resulting medium. SBRs (Sequencing — Batch — Reactors) are cyclic
working batch systems including, i.a. the activated sludge, used for integrated removal of nutrients from
the treated wastewater. This device has been widely used in the industrial wastewater treatment
processes, mainly due to the possibility of adapting the reactor's operating cycle to the variable
composition of the treated medium.

On the basis of the current national and international literature, the problem of high variability of
outflow and quality of industrial wastewater from various production branches as well as their negative
impact on the environment, have been analyzed. In addition, the study presents the results of a global
research on the use of bioreactors for wastewater treatment, including the wastewater from the textile,
dairy and paper industries. It has been documented that the research was carried out on many levels, e.g.
co-purification of dairy sewage with leachate from landfills, the influence of constant magnetic and
ultrasonic field on the treatment process, use of one- and two-stage reactors, and numerous
modifications of the reactor operation cycle. Conducting the work allowed to draw conclusions
regarding both the technology of the discussed bioreactors and, what is important, the treatment of
industrial wastewater.

Keywords: SBRs, sequential batch reactors, industrial wastewater, wastewater treatment
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Wplyw fotoaktywnych, zwigzanych z powierzchnia,
nanoczastek ZnO na wybrane szczepy bakterii

1. Wprowadzenie

Wraz z dynamicznym rozwojem nanotechnologii wzrasta Swiatowa produkcja
nanoczgstek metali i tlenkow metali, a nanomateriaty znajdujg coraz wigcej zasto-
sowan w przemysle [1, 2]. Szczegoélnie wysoki potencjat aplikacyjny posiadaja
nanoczgstki tlenkéw metali, odznaczajace si¢ silnym tadunkiem elektrycznym
1 wysokg fotoaktywnosciag [3, 4].

ZnO jest stosowany jako skladnik kosmetykow, polprzewodnikow, detektorow
UV i Kkatalizatoréw spalin [5]. Szeroki wachlarz zastosowan ZnO wynika z jego
odporno$ci na obrobke termiczng i zdolnosci do absorpcji promieniowania UV
[6-8]. Wazna cecha nanoczgstek ZnO jest ich zdolno$¢ do hamowania wzrostu
mikroorganizméw. Udowodniono, ze nanoZnO wykazuja dzialanie antybakteryjne
nawet wobec przetrwalnikow [9, 10].

Sita bakteriostatycznego oddzialywania nanoczastek zalezy od ich stezenia
i powierzchni wilasciwej [11]. Dowiedziono, ze nanoczgstki ZnO, pod wplywem
swiatla, indukujg wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT) w komoérkach bakterii
zaburzajac ich homeostaze. Wzrost st¢zenia RFT prowadzi do powstania stresu
oksydacyjnego powodujgcego destabilizacje¢ btony komorkowej, zahamowanie
transportu komérkowego, denaturacj¢ biatek i uszkodzenie DNA, a w konsekwencji
$mier¢ komorki [4, 12, 13].

Antybakteryjne wlasciwosci zawiesin nanoczastek sa dobrze zbadane [4, 14-16],
jednak ich zastosowanie jest ograniczone. O wiele wigkszy potencjat aplikacyjny
posiadajg nanoczgstki zwigzane z powierzchniag w postaci powtok [17]. Powtoki
antybakteryjne sg szczeg6lnie wazne w szpitalach, kuchniach, instalacjach sanitarnych
1 systemach wentylacyjnych. Dotychczas uzywane powtoki wytwarzane sg gtdownie
ze srebra i stopow miedzi [18], a ich dziatanie bakteriostatyczne opiera si¢ o uwal-
niane z nich jony metali [19]. Wytwarzanie takich powlok jest drogie, a ich wiasci-
wosci, w wyniku oksydacji, z czasem stabng [20]. W zwigzku z powyzszym koniecz-
ne sg badania majace na celu stworzenie tanich, wydajnych i trwalych powierzchni
antybakteryjnych.

Celem badan bylo zbadanie wptywu zwigzanych z powierzchnig, fotoaktywnych,
nanoczastek ZnO na Escherichia coli i Bacillus subtilis.

! arkadiusz.gruca@up.krakow.pl, Instytut Biologii, Wydziat Geograficzno-Biologiczny, Uniwersytet
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2. Materialy i metody

2.1. Materialy

Do eksperymentu uzyto bakterii Bacillus subtilis (ATCC 6633) i Escherichia coli
(ATCC 35218). Szczepy pozyskano od firmy American Type Culture Collection
(ATCC). Hodowle prowadzono w bulionie lizogennym firmy A&A Biotechnology
zawierajacym 0,5% ekstraktu drozdzowego, 1% tryptonu i 1% NaCl, pH bulionu
skorygowano do 7,0.

Zrédtem nanoczastek byt octan cynku (II), pozyskany z firmy Chempur. Za
powierzchnie pokrywang warstwa nanoZnO postuzyly szklane szkielka podstawowe
wymiarach 25x45x1 mm.

W celu zbadania wptywu warstwy fotoaktywnych nanoczastek ZnO na bakterie
przygotowano 120 szkietek podstawowych. 60 szkielek pokrytych nanowarstwg ZnO
postuzyto za grupe doswiadczalng, pozostate 60 stanowito grupe kontrolna.

2.2. Wytwarzanie nanowarstwy ZnO na podlozu szklanym metoda zol-zel

Cienkie warstwy tlenku cynku na podtozu szklanym wytworzono stosujac metode
zol-zel wraz z technikg zanurzeniows. Jako prekursora jonéw cynku podczas syntez
uzyto octan cynku(Il), rozpuszczalnikiem byt 2-metoksyetanol natomiast czynnikiem
kompleksujacym byla etanoloamina. Proces wytwarzania cienkich warstw ZnO
sktadat si¢ z trzech etapéw. W pierwszym wytworzono roztwor zolu o stezeniu
jonéw cynku wynoszacym 0,25 mol/dm’, kolejnym etapem byto naniesienie wytwo-
rzonego zolu na odpowiednio przygotowane podioze szklane o wymiarach
25x45x1 mm stosujgc technike dip-coating. Proces naktadania zolu polegal na
zanurzeniu szklanej ptytki w roztworze zolu na 30 sekund, w celu uzyskania
roOwnomiernego pokrycia, a nastgpnie wynurzaniu jej z roztworu, w tempie (1 mm/s).
W celu otrzymania cienkich warstw krystalicznego ZnO wytworzone filmy poddano
dwuetapowej obrdobce termicznej. Pierwszym etapem obrobki cieplnej bylo suszenie,
w wyniku ktérego nastgpowato odparowanie pozostatosci rozpuszczalnika. Proces
suszenia prowadzono przez 20 minut w temperaturze 200°C, w atmosferze powiet-
rza. Kolejnym etapem obrobki cieplnej byta kalcynacja, w wyniku ktorej nastepowat
rozktad zwigzkow kompleksowych oraz tworzenie si¢ krystalicznej fazy ZnO.
Kalcynacje prowadzono w temperaturze 500°C przez 60 minut. Uzyskana warstwa
posiadata grubo$¢ okoto 40 nanometrow.

2.3. Badanie wplywu zwigzanych z powierzchnig nanoczgstek ZnO na
bakterie

Dla badanych szczepow bakterii przeprowadzono do$wiadczenia w $wietle
1 w ciemno$ci, w 15 powtoérzeniach (15 plytek doswiadczalnych i 15 kontrolnych).

Na sterylne szkietka podstawowe roéwnomiernie naniesiono po 20ul 1000x
rozcienczonej zawiesiny bakterii z 24h hodowli bulionowych. Nastepnie szkietka
przeznaczone do do$wiadczen w $wietle przez 40 minut poddawano dziataniu Swiatla
widzialnego o natezeniu 50 pmolxm™xs”. Szkielka przeznaczone do do$wiadczen
w ciemno$ci trzymane byty pod warstwg folii aluminiowej w celu zminimalizowania
dostepu $wiatla. Kolejny etap stanowilo nalozenie cienkiej (25ul/cm®) warstwy,
schtodzonego do 45°C, agaru wzbogaconego. Tak przygotowane szkietka inkubo-
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wano przez 24h w temperaturze 37°C, w zaleznosci od grupy, w ciemnosci lub
w $wietle widzialnym o natezeniu 50 pmolxm™xs”' (rys. 1.). Po zakonczeniu
inkubacji zliczano kolonie bakteryjne wyroste na ptytkach.

Etap 4: 24 godzinna inkubacja

1

prz

Rysunek 1. Schemat do§wiadczenia [opracowanie wiasne]

2.4. Analiza statystyczna

Dla zebranych danych wyliczono $rednie arytmetyczne i odchylenia standardowe,
sprawdzono takze normalno$¢ ich rozktadu. Po potwierdzeniu normalno$ci rozktadu,
za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) sprawdzono roznice
mi¢dzy badanymi grupami. Przeanalizowano takze korelacje mi¢dzy dzialaniem
swiatla 1 nanoczastek ZnO.

3. Analiza wynikow

Uzyta metoda badania antybakteryjnych wlasciwos$ci nanoczastek ZnO zwigzanych
z powierzchnig byla modyfikacja metody bezposredniej. Zastosowanie 1000x
rozcienczenia hodowli uzytych do badan mialo na celu uzyskanie wzrostu bakterii
w formie kolonii.

Zdj. 1. pokazuje wzrost Bacillus subtilis na szkielkach podstawowych kontrol-
nych i pokrytych warstwa nanoZnO inkubowanych w $wietle i w ciemnos$ci. Wzrost
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bakterii zostal wyraznie zahamowany w obu grupach do$wiadczalnych, natomiast
mie¢dzy grupami kontrolnymi nie zaobserwowano istotnych roznic (wyk. 1).

Ogodlna liczba kolonii B. subtilis, na ptytkach pokrytych nanoZnO inkubowanych
w $wietle, wyniosta 0. Swiadczy to o catkowitym zahamowaniu przez nanoczastki
ZnO wzbudzane $wiattem wzrostu bakterii. Na szkietkach z warstwa nanoZnO
inkubowanych w ciemnos$ci srednia liczba kolonii B. subtilis wynosita 1,3. Wynik
ten pokazuje spadek bakteriobojczych wiasciwos$ci nanoZnO w ciemno$ci. Przepro-
wadzona analiza statystyczna potwierdzita wysoce istotny dodatni wptyw $wiatla na
antybakteryjne wlasciwosci zwigzanych z powierzchnig nanoczgstek ZnO wobec B.
subtilis.

B. subtilis

40 EnZnO w Swietle
Kontrola w swietle
B nZn0 W ciemnosci

B Kontrola w ciemnosci

Liczba kolonii

Wykres 1. Srednia liczba kolonii Bacillus subtilis w badanych grupach; warto$ci rézniace sie od siebie
statystycznie oznaczono roéznymi literami [opracowanie wiasne]

Zdj. 2. obrazuje wzrost Escherichia coli na plytkach szklanych kontrolnych
i pokrytych nanowarstwa ZnO, inkubowanych w $wietle 1 w ciemno$ci. Rozwdj
kolonii bakteryjnych zostal wyraznie zahamowany w obu grupach do§wiadczalnych.
Réznice miedzy grupami kontrolnymi nie zostaly zaobserwowane (wyk. 2).

Podobnie jak w przypadku B. subtilis liczba kolonii E. coli na szkietkach
powleczonych nanoZnO inkubowanych w $wietle wyniosta 0. Swiadczy to o catko-
witym zahamowaniu ich wzrostu przez wzbudzane $wiatlem nanoczastki ZnO.
Srednia liczba kolonii E. coli na szkietkach z nanoZnO inkubowanych w ciemnosci
wyniosta 1,8. Obrazuje to spadek bakteriobojczych wiasciwosci nanoczgstek ZnO
zwigzanych z powierzchnig wobec E. coli, w ciemnosci. Przeprowadzona analiza
statystyczna wykazala wysoce istotny dodatni wplyw $wiatta na antybakteryjne
wlasciwosci zwigzanych z powierzchnig nanoczgstek ZnO wobec E. coli.
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Zdjecie 1. Wzrost Bacillus subtilis na plytkach inkubowanych w §wietle i w ciemnosci; a — ptytka z nanoZno
inkubowana w §wietle, b — ptytka kontrolna inkubowana w $wietle, ¢ — ptytka z nanoZnO inkubowana
w ciemnosci, d — plytka kontrolna inkubowana w ciemnosci, e — powigkszenie zaznaczonego fragmentu
[opracowanie wtasne]
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Wykres 2. Srednia liczba kolonii Bacillus subtilis w badanych grupach; wartosci rozniace sie od siebie
statystycznie oznaczono roéznymi literami [opracowanie wiasne]
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Zdjecie 2. Wzrost Escherichia coli na plytkach inkubowanych w $wietle i w ciemnosci; a — ptytka z nanoZno
inkubowana w §wietle, b — ptytka kontrolna inkubowana w $wietle, ¢ — ptytka z nanoZnO inkubowana
w ciemnosci, d — plytka kontrolna inkubowana w ciemnosci, e — powigkszenie zaznaczonego fragmentu
[opracowanie whasne]

4. Dyskusja

Glownymi mechanizmami toksyczno$ci nanoczastek ZnO sa indukcja wytwa-
rzania reaktywnych form tlenu i zdolno$¢ uwalniania jonow metali [21]. Nanoczastki
ZnO sa fotoaktywne 1 posiadaja zdolno$¢ uwalniania RFT pod wplywem
promieniowania $wietlnego. Dane literaturowe pokazuja, ze bakterie gram-ujemne sg
bardziej podatne na dziatanie nanoczastek ZnO od bakterii gram-dodatnich [21].
Takowe roznice nie wystapity w zastosowanym przez autoréw uktadzie doswiad-
czenia. Toksyczno§¢ nanoZnO zalezna jest takze od ich stabilno$ci chemicznej
ipoziomu agregacji czastek [22, 23]. Nanoczastki zwigzane z powierzchnig
charakteryzuja si¢ duza stabilno$cig chemiczng [24] a przytwierdzenie do podloza
zabezpiecza je przed agregacja. Uzyte w doSwiadczeniu $wiatto o natgzeniu 50
pmolxm™xs™ zapewnito efektywne wzbudzenie nanoczastek, pozytywnie wptywajac
na ich toksyczno$¢ wobec badanych szczepow bakterii. ANOVA wykazata wysoce
istotna korelacj¢ pomiedzy nanoZnO i $wiatlem widzialnym w hamowaniu wzrostu
Bacillus subtilis i Escherichia coli. Indukcja wytwarzania RFT 1 powodowanie stresu
oksydacyjnego nie tlumaczy jednak bakteriobojczych wlasciwosci nanoZnO
wykazanych w warunkach zaciemnienia.

llos¢ RFT wytwarzanych w komorkach bakteryjnych pod wptywem nanoczgstek
ZnO jest znikoma przy braku naswietlania [4]. Dziatanie antybakteryjne nanoZnO
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w ciemnosci, do tej pory przypisywane byto gldwnie wydzielaniu przez nanoczgstki
jonow metalu [25]. Ostatnie badania dowiodty jednak, ze w przypadku nanoczgstek
zwigzanych z powierzchnig rola jonow metalu w indukcji toksycznosci jest znikoma.
Wykazano takze, ze ilo$¢ uwalnianych jonéw spada znaczgco w ciemnosci [17].
Swiadczy to, ze uwalnianie jonéw z nanoczastek zwiazane jest z fotokorozja [26].

Autorzy sugeruja, ze silne pole elektryczne wytwarzane przez nanoczastki ZnO
wplywa na ich toksyczno$¢ w ciemnosci. NanoZnO sg silnymi dipolami i posiadaja
zdolnos¢ do wytwarzania miejscowego, jednorodnego pola elektrycznego [27, 28],
ktore moze destabilizowac¢ komorki bakteryjne powodujgc ich $mier¢. Potwierdzenie
tego mechanizmu wymaga jednak dalszych badan.

5. Whnioski

Zwigzane z powierzchnig nanoczastki ZnO wykazywaly silne wlasciwosci
bakteriobojcze. Nasilenie si¢ bakteriobdjczego dziatania nanoczgstek pod wplywem
swiatla $wiadczy o ich fotoaktywnosci. Zarowno Escherichia coli jak 1 Bacillus
subtilis odznaczaja si¢ wysoka podatno$cig na dzialanie zwigzanych z powierzchnig
nanoczgstek ZnO, zard6wno w ciemnosci jak i1 w $wietle. Potwierdzono, zwigzany
z indukcjg wytwarzania RFT pod wplywem $wiatla, mechanizm toksycznego oddzia-
tywania nanoZnO na bakterie. W celu potwierdzenia mechanizmu toksycznosci
nienaswietlanych nanoczastek ZnO wobec bakterii konieczne jest wykonanie
dalszych badan. Planowane sg takze dalsze badania majace na celu sprawdzenie
wplywu grubosci warstwy zwigzanych z powierzchnig nanoczgstek na jej
wlasciwosci antybakteryjne.
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Wplyw fotoaktywnych, zwigzanych z powierzchnia, nanoczastek ZnO
na wybrane szczepy bakterii

Streszczenie

Nanoczastki, z uwagi na duza powierzchni¢ w stosunku do objetosci, cechuja si¢ wysoka aktywnoscia
w tym aktywnoscia biologiczng. W pracy zbadano wptyw zwigzanych z powierzchnia, fotoaktywnych
nanoZnO na wybrane szczepy bakterii. Badano wplyw warstwy uzyskanej z zastosowaniem metody
zol-zel nanoZnO na szkle, na szczepy bakterii z gatunkow Bacillus subtilis (ATCC 6633) i Escherichia
coli (ATCC 35218) pozyskanych z 24h hodowli bulionowych. Wyodrebniono 2 grupy do§wiadczalne:
bakterie inkubowane w $wietle widzialnym (grupa I) i w ciemnos$ci (grupa II). Grupe kontrolna
stanowity hodowle na szkietkach niepowleczonych warstwa. Na szkietka z warstwag i bez warstwy
natozono bakterie, ktore nastgpnie pokryto cienka warstwa agaru. Grupy do§wiadczalne 11 II oraz grupe
kontrolng poddano 24h inkubacji w 37°C, grupe I i czgs¢ probek kontrolnych w ciemnosci, a grupe 11
i pozostatle probki kontrolne w $wietle widzialnym. Po inkubacji przeliczono wyroste kolonie,
a nastepnie dokonano analizy statystycznej. Wyniki przeprowadzonej analizy statystycznej jednoznacznie
wskazaly na wysoce istotne antybakteryjne dziatanie nanoZnO. Ponadto dos§wiadczenie pozwolito udo-
wodni¢ zwigkszong biobdjcza aktywnos¢ nanoczastek podczas naswietlania $wiatlem widzialnym.
Przeprowadzony eksperyment wskazuje na potencjal aplikacyjny nanoZnO pod katem zastosowan
w powlokach antybakteryjnych. Planowane sa dalsze badania majace na celu sprawdzenie, czy i jak
grubos¢ warstwy nZnO wplywa na jej wlasciwosci.

Stowa kluczowe: nanoczastki, bakterie, zol-zel, powierzchnia, fotoaktywnos¢.

An effect of bound to surface, photoactive, ZnO nanoparticles on chosen
bacteria strains

Abstract

Nanoparticles, due to their large specific surface area, are highly reactive and display bioactivity. In this
study, an influence of photoactive ZnO nanoparticles on chosen bacteria strains is examined. The ZnO
particles were deposited onto a glass substrate by sol-gel method. The bacteria strains from species
Bacillus subtilis (ATCC 6633) and Escherichia coli (ATCC 35218) acquired from 24h old broth
colonies were used in the experiment. Two experimental groups were studied: I containing bacteria
incubated in visible light, II incubated in the dark. The colonies on glass without layer were used as
controls. Bacteria were spread on the glass and glass with layer surfaces, and later covered with thin
agar layer. Incubations were carried out for 24 hours at temperature 37°C, respectively in the visible
light (group I) and in the darkness (group II). Later the colonies were counted and statistical analysis
was made. The results show good antibacterial properties of ZnO nanoparticles. It is also shown that
bactericide properties increase when visible light is applied. The results are prospective in view of
possible future applications of nano-ZnO as antibacterial medium. Further studies, in which an influence
of a thickness of nano-ZnO layer on antibacterial properties are planned.

Keywords: nanoparticles, bacteria, sol-gel, surface, photoactivity.
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Wplyw dyspersji nanoczastek Fe;O4 na wybrane
parametry hodowli L. plantarum 299v

1. Wstep

1.1. Zastosowanie bakterii mlekowych

Bakterie mlekowe (bakterie kwasu mlekowego, LAB, ang. lactic acid bacteria)
stosowane sg jako kultury starterowe lub jako mikroflora naturalnie rozwijajaca si¢
do produkcji fermentowanych produktéw mlecznych, serow dojrzewajacych [1, 2].
LAB kontrolujg wartosci pH dojrzewajgcego mleka oraz kolejnych produktow
mlecznych przez przemiang laktozy naturalnie wystepujacej w mleku, do kwasu
mlekowego w procesie fermentacji mlekowej. Redukcja wartosci pH ponizej 5,3
w serze albo ponizej 4,6 w fermentowanych produktach mlecznych pozwala kontro-
lowa¢ mikroflorg, poniewaz w tych warunkach przetrwa¢ moga tylko bakterie
tolerujgce kwasy [3].

Bakterie mlekowe wykorzystywane sg roéwniez do produkcji ikonserwacji
zywnos$ci pochodzenia roslinnego, np. kiszona kapusta kiszone ogorki, itp. Bakterie
te biorg tez udzial w produkcji pasz dla zwierzat tzw. kiszonek.

Zastosowanie w produkcji zywnosci bakterii kwasu mlekowego eliminuje lub
hamuje rozwoj drobnoustrojow patogennych, toksynotwoérczych 1 powodujgcych
psucie zywnosci. Kwas mlekowy stosowany jest do konserwacji zywnosci [4]. Jest on
takze uzywany jako emulgator do gotowych ciast w przemysle piekarniczym [5, 6].

Bakterie kwasu mlekowego wplywaja rowniez na smak produktow spozywczych.
Glownymi czynnikami doprowadzajgcymi do rozwoju smaku przez szlaki bioche-
miczne takie jak glikoliza, lipoliza i1 proteoliza sa enzymy wewngtrzkomoérkowe
uwalniane przez bakterie. Smak sera poltwardego i twardego wynika z dziatalnosci
LAB, zwlaszcza poprzez wytworzenie wolnych aminokwaséow 1 matoczgstecz-
kowych peptydow, ktore nastepnie mogg by¢ przeksztalcane do alkoholi, aldehydow,
kwasow 1 estrow. Produkty mleczne wytwarzane dzigki fermentacji przeprowadzanej
przez bakterie kwasu mlekowego to m.in. sery, jogurty [3].

Bakterie mlekowe, w tym Lactobacillus plantarum 299v, stosowane sg rowniez
jako probiotyki [5]. Probiotyki polepszajg warto$¢ odzywcza zywno$ci, w odpo-
wiednich ilosciach zapewniajg korzys$ci zdrowotne osobie je przyjmujacej. Dzigki
bakteriom probiotycznym dochodzi w organizmie do zmnigjszenia nietolerancji na
laktozg, obnizenia cholesterolu we krwi, zwigkszenia odpowiedzi immunologiczne;j
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1 zapobieganiu nowotworom [3]. Przeprowadzano badania, w ktorych L. plantarum
wykorzystywano jako nosnik zwigzkow terapeutycznych w organizmie, wsrod nich
szczepionek, a wszystko dzigki mozliwo$¢ przetrwania w ludzkim przewodzie
pokarmowym [5].

Bakterie kwasu mlekowego m.in. L. plantarum oraz L. fermentum dzialaja
hamujgco wobec grzybow powodujgcych psucie zywnosci. Wlasciwosci przeciw-
drobnoustrojowe sa zwigzane z wytwarzanymi przez bakterie mlekowe aktywnymi
antagonistycznymi metabolitami, obejmujagcymi kwasy takie jak mlekowy octowy,
mrowkowy, propionowy, mastowy, hydroksylowy i ftalowy oraz innym zwigzkom
takim jak dwutlenek wegla, nadtlenek wodoru, etanol, kwasy tluszczowe,
bakteriocyny lub substancje hamujace bakteriocyny [7].

Kwas mlekowy stosuje si¢ rowniez do produkcji biopolimerow. Maja one zasto-
sowanie w medycynie jako rozktadalne i biokompatybilne implanty w osteosyntezie.
Biopolimery na bazie kwasu mlekowego stosowane sg takze w branzy opakowa-
niowej jako opakowania do napojow i produktow spozywczych, artykulow biuro-
wych 1 gospodarstwa domowego. W przemys$le widkienniczym stosuje si¢ kwas
mlekowy do produkcji odziezy, dywanow i wiokien. Dodatek tych biopolimerow
poprawia wlasciwo$ci materiatu tj. odporno$¢ na zgniecenia, podatnos¢ na uktadanie,
elastyczno$¢ 1 wytrzymatosé [6].

Kwas mlekowy stosowany jest w przemysle tekstylnym oraz garbarskim
w procesie barwienia i do odwapniania skor zwierzecych oraz do produkcji rozpusz-
czalnikdéw [6]. Kwas mlekowy zastosowanie znajduje rowniez w przemys$le kosme-
tycznym i farmaceutycznym [6, 8]. Dzigki dziataniu przeciwprochniczym kwas ten
stosowany jest takze w pastach do zebow. Kolejnym zastosowaniem kwasu mleko-
wego jest rowniez produkcja herbicydow oraz produkcja polimeréw biodegra-
dowalnych np. polilaktydu (PLA) [6, 9].

1.2. Produkcja kwasu mlekowego

Kwas mlekowy moze by¢ otrzymywany metodami chemicznymi oraz bioche-
micznymi. Roczna §wiatowa produkcja kwasu mlekowego szacowana jest na 80 tys.
ton, z czego 90% kwasu mlekowego jest wytwarzane w procesie fermentacji, a jedynie
10% w procesie hydrolizy nitrylu kwasu mlekowego [6]. Syntetyczna metoda
produkcji kwasu mlekowego polega na hydrolizie laktonitrylu, uprzednio otrzyma-
nego z cyjanowodoru i aldehydu octowego [10], oraz na surowcach petrochemicz-
nych [8]. Czysty produkt moze by¢ otrzymany w procesie fermentacji (pod warun-
kiem zastosowania odpowiedniego szczepu LAB), natomiast w syntezie chemicznej
otrzymywana jest mieszanina racemiczna, ktéra moze zosta¢ rozdzielona na
enancjomery. Czysto$¢ produktu zalezy od uzytego substratu [6, 10], oraz wybra-
nego do syntezy mikroorganizmu oraz warunkéw wzrostu. W syntezie kwasu mleko-
wego w procesie fermentacji mozna wykorzystywaé tanie surowce bogate w weglo-
wodany. Fermentacja jest uznawana za najskuteczniejszy sposdb wytwarzania tego
kwasu [10].

Najwyzsza czysto$¢ kwasu mlekowego otrzymuje si¢ przy uzyciu sacharydow.
Wysoka cena sachrydoéw sktania do poszukiwan tanszych substratow. Dlatego tez
duze zastosowanie w procesie fermentacji znalazta skrobia (jako mieszanina
polisacharydow) — dzigki jej dostepnosci w duzych iloSciach i niskiej cenie. Jest ona
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rowniez odnawialnym substratem, ktory nie obcigza Srodowiska emisjg zanieczysz-
czen. Mimo tych zalet najczesciej stosowanym substratem w fermentacji mlekowe;j
jest glukoza [6].
Surowce do produkcji kwasu mlekowego metoda fermentacji mikrobiologiczne;j
mozna uzyskac z zasobow odnawialnych [8]. Wykorzystywane sg takie surowce jak:
e odpady przemystowe: serwatka i melasa;
e materialy skrobiowe: pszenica, ziemniaki, kukurydza, ryz, maniok, sorgo,
owies, jeczmien, zyto;
produkty celulozowe: stoma pszenna, kukurydziana i ryzowa, makulatura,
drewno odpadowe [11].
Proces otrzymywania kwasu mlekowego obejmuje:
obrobke wstepng substratu (opcjonalnie hydroliza do cukrow prostych),
fermentacj¢ cukrow do kwasu mlekowego,
rozdziat bakterii i substancji statych od pltynnego produktu fermentacji,
oddzielenie kwasu mlekowego [6].

1.3. Lactobacillus plantarum 299v

L. plantarum to gatunek nalezgcy do heterofermentacyjnych fakultatywnych
bakterii kwasu mlekowego. Genom koduje wszystkie enzymy szlaku glikolizy oraz
fosfoketolazy pentozowej, odpowiadajacej za przemiany kwasu pirogronowego do
produktow koncowych fermentacji mlekowej [5].

L. plantarum naturalnie zasiedla przewod pokarmowy czlowieka [5] iinnych
ssakow [12]. Ich liczebno$¢ w organizmie ludzi i zwierzgt moze by¢ rozna
w zalezno$ci od gatunku, lokalizacji w jelitach oraz wieku gospodarza [12]. Znajduje
si¢ rowniez w zywnosci sfermentowanej pochodzenia roslinnego [13].

L. plantarum jest gatunkiem spotykanym w réznych niszach $rodowiska, ponie-
waz posiada zdolnos$¢ tatwego przystosowywania si¢ [5].

L. plantarum przyswaja cholesterol, ale rowniez dekoniuguje sole zolciowe,
posiada niewrazliwo$¢ na z6t¢ [14; 15].

L. plantarum 299v (DSM 9843) [16] jest szczepem probiotycznym, dajgcym
korzystne skutki dla zdrowia konsumenta [5, 16]. Szczep bytuje na blonie Sluzowej
jelita grubego u cztowieka in vivo dzigki biatkom posiadajgcym zdolnos¢ taczenia si¢
z komoérkami gospodarza poprzez wigzanie mannozy [13, 16]. Zwicksza réwniez
ilos¢ kwasu karboksylowego, a szczeg6lnie kwasu octowego i kwasu propionowego
w kale zdrowych osobnikow, co wptywa korzystnie dla btony Sluzowej jelit [13, 16].

L. plantarum 299v wykazuje dzialanie przeciwbakteryjne przeciw kilku czyn-
nikom chorobotworczym, takimi jak Yersinia enterolytica, Enterococcus faecalis,
Enterobacter cloacae, Listeria monocytogenes i Escherischia coli [13, 16]. Przy
zwigkszonej syntezie oraz selekcji interleukiny 10 w limfocytach T i1 makrofagach
podczas zapalenia okreznicy wykazuje korzystng aktywno$¢ immunomodulacyjng
[16]. Obniza st¢zenie fibrynogenu we krwi. Zmniejsza translokacje bakterii jelito-
wych czyli przejscie przez nabtonek zywych kultur bakterii do blaszki wlasciwej i do
wezlow chlonnych krezkowych oraz do innych tkanek. Przy uszkodzeniu watroby
zmnigjsza stan zapalny blony Sluzowej 1 poprawia jej stan immunologiczny [13].
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Badania wykazaly, iz szczep ten wykazuje korzysci w leczeniu zespotu jelita
drazliwego w tagodzeniu objawow, szczegdlnie bolu brzucha i wzdeé [13, 16].

2. Cel pracy

Celem przeprowadzonych badan bylo stwierdzenic w jaki sposob stopien
dyspersji nanoczgstek telenku zelaza(Il) dizelaza(IIl) wptywa na wybrane parametry
w tym produktywno$¢ hodowli okresowej Lactobacillus plantarum 299v.

3. Material i metody

3.1. Bakterie probiotyczne

W badaniach wykorzystywano bakterie probiotyczne L. plantarum 299v (DSM
9843) pochodzace z Niemieckiej Kolekcji Mikroorganizméw.

3.2. Hodowle okresowe

Hodowle okresowe L. plantarum 299v prowadzono w kolbach 300 ml w tazni
wodnej z wytrzgsaniem w temp. 37°C. Jako medium hodowlane stosowano mleko
odttuszczone (BTL sp. z 0.0.). W kazdej kolbie do 290 ml mleka dodano 10 ml 24
godzinnej hodowli L. plantarum 299v w bulionie MRS (MerckMillipore). W celu
zbadania wptywu stopnia dyspersji nanoczastek na parametry hodowli stosowano
nanoczgstki Fe;04 o stopniu dyspersji 15-20 nm oraz 20-30 nm (US Research
Nanomaterials, Inc., USA). Badania prowadzono dla dwoch stezen nanoczastek:
2 mg/ml i 4 mg/ml. Dla kazdej badanej proby wykonano takze probe kontrolng nie
zawierajaca nanoczastek. Hodowle wykonano w trzech powtorzeniach.

3.3. Pomiary wybranych parametrow hodowli

Pomiary wartosci pH oraz stezenia kwasu mlekowego byly prowadzone
w réwnych odstepach czasowych: 0, 24, 48 i 72h od rozpoczecia hodowli. Wartosci
pH mierzono przy uzyciu pH-metru MULTIFUNCTION METER Cx-501 firmy
ELMETRON. Stezenia kwasu mlekowego mierzono za pomocg reflektometru
RQflex plus (MerckMillipore).

4. Analiza wynikow

4.1. Wartos¢ pH pozywki hodowlanej.

Wartosci pH pozywki w trakcie hodowli z nanoczastkami tlenku zelaza(Il)
dizelaza(IIl) o stezeniu 2mg/ml zostaly zestawione w tabeli 1. Natomiast dla hodowli
z Fe;04 o stezeniu 4mg/ml zostaly zamieszczone w tabeli 2. Wyniki poddano
analizom statystycznym testem t-Studenta. Dla hodowli z nanoczgstkami o st¢zeniu 2
mg/ml i o dyspersji 15-20 nm po 48h i 72h hodowli zachodzito istotne statystycznie
obnizenie pH pozywki. Natomiast dla nanoczastek o tym samym st¢zeniu ale
o dyspersji 20-30 nm istotne statystycznie obnizenie pH otrzymano po 72h hodowli.

Natomiast w hodowli o stezeniu nanoczastek 4 mg/ml i dyspersji 15-20 nm i 20-
30 nm rowniez obnizajg warto$¢ pH pozywki po 72 h hodowli.
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Tabela 1. Wartosci pH pozywki hodowlanej w trakcie hodowli dla uzytego stezenia nanoczastek 2 mg/ml

= = N g = 3 g
g ZC o z2Co
< g B E < B 2 <
3§ M T N~ ‘&E:; T N ‘&E)
& ] =
<= 8 = g = i g .8 2
¢ |8 |2%F |% %% |z |% %% |z
9 & Bz & Bz = & BE .| =
0 7,141 |0 7,123 |0 - 7,141 0 -
24 5,489 | 0,255 5,387 | 0,206 0,162 5,258 | 0,248 0,233
48 4,779 | 0,065 4,716 | 0,052 0,014* | 4,679 | 0,048 0,131
72 4,575 | 0,038 4,487 | 0,046 0,004** | 4,483 0,016 0,041*
* p<0,05
*# 5<0,01

Zrédto: Opracowanie wlasne

Tabela 2. Wartosci pH pozywki hodowlanej w trakcie hodowli dla uzytego stezenia nanoczastek 4 mg/ml

5 = L E s g
g 20 o 20 o
= B O q =z O™
= £ SRR s 2N ] s
— o (=}
B3 Q Q
2 < <
st 2 2
2 e ERR |2 g |2
@) 7 d % 7 d % ~ 7 d % ~
0 7,005 | 0 7,26 0 - 7,172 0 -
24 4995 | 0,115 4971 0,081 0,488 4,877 0,079 0,137
48 4,589 | 0,027 4,527 0,020 0,055 4,530 0,008 0,064
72 4,471 0,032 4,391 0,037 0,015* | 4,388 0,017 0,022%
* p< 0,05
% p<0,01

Zrédo: Opracowanie wlasne

4.2. Stezenie kwasu mlekowego

W trakcie hodowli mierzono stezenie kwasu mlekowego w pozywce hodowlanej
metoda reflektometryczng przy uzyciu reflektometru Reflectoquant Q 10 plus (za
pomocg paskow testowych, zakres pomiaru 3,0-60 mg/l). Wyniki przedstawiono
odpowiednio na wykresach 1 1 2. Wyniki poddano analizom statystycznym testem
t-Studenta. Z analizy statystycznej wynika, Ze zastosowanie nanoczastek Fe;Oy
o stezeniu 2 mg/ml powoduje wzrost produktywnosci bakterii L. plantarum 299v
w hodowlach po 72h hodowli przy uzyciu nanoczastek o dyspersji 15-20 nm.
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Wykres 1. Stezenie kwasu mlekowego [mg/ml] dla stgZenia nanoczastek 2 mg/ml [opracowanie wiasne]

W hodowlach o stezeniu nanoczastek 4 mg/ml uzyskiwano wyzsze stezenia
kwasu mlekowego w poczatkowych etapach hodowli (24 i 48h), zaréwno dla
nanoczastek o dyspersji 15-20 nm jak i 20-30 nm. Jednakze istotne statystycznie
roznice otrzymano tylko dla pomiaréw po 48 h (dla obu wariantow dyspersji). Po 72
h zaobserwowano spadek stezenia kwasu mlekowego w pozywce hodowlanej
w stosunku do kontroli. Jednakze nie sg to réznice istotne statystycznie.
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Wykres 2. Stezenie kwasu mlekowego [mg/ml] dla stezenia nanoczastek 4 mg/ml [opracowanie whasne)]
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5. Whnioski

Praca stanowi kontynuacj¢ przeprowadzonych wcze$niej badan, ktore wykazaty
pozytywny wplyw nanoczastek tlenku zelaza(Il) dizelaza(Ill) o dyspersji 20 nm na
przezywalno$¢ bakterii probiotycznych Lactobacillus acidophilus [17] oraz wpltyw
na produktywno$¢ L. rhamnosus GG [18].

W badaniach wybranych parametrow hodowli okresowej Lactobacillus plantarum
299v wykazano, ze:

o wielko$¢ nanoczastek tlenku zelaza(ll) dizelaza(Ill) stosowanych w prowadzo-
nych hodowlach okresowych L. plantarum 299v nie wplywa znaczaco na
zmiang wartosci pH pozywki hodowlanej;

e zastosowanie nanoczastek Fe;O, w stezeniu 2 mg/ml 1 o dyspersji 15-20 nm
powoduje wzrost produktywnosci kwasu mlekowego bakterii po 72h;

e zastosowanie nanoczastek tlenku zelaza(Il) dizelaza(Ill) w st¢zeniu 4 mg/ml
powoduje wzrost produktywnosci kwasu mlekowego 48 h. Natomiast po 72 h
brak istotnych réznic w produktywnos$ci kwasu mlekowego bakterii w stosunku
do kontroli.

Otrzymane wyniki dajag mozliwo$¢ praktycznego wykorzystania nanoczastek
Fe;04 w przemystowej produkcji kwasu mlekowego, oczywiscie po wezesniejszym
przeprowadzeniu optymalizacji warunkéw przy przej$ciu od skali laboratoryjnej do
przemystowe;.

Podzi¢kowania

Praca powstala w wyniku realizacji projektu badawczego MINIATURA1 (DEC-
2017/01/X/NZ3/00715) finansowanego ze Srodkéw Narodowego Centrum Nauki.
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Wplyw dyspersji nanoczgstek Fe;O4 na wybrane parametry hodowli
L. plantarum 299v

Streszczenie

Bakterie mlekowe stosowane sg powszechnie jako kultury starterowe w produkcji fermentowanej zyw-
nosci jak rowniez jako preparaty probiotyczne. Bakterie mlekowe stosowane sg takze w przemyslowe;j
produkcji kwasu mlekowego Kwas mlekowy jest obecnie powszechnie wykorzystywany w wielu
galeziach przemystu. Stosowany jest w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, kosmetycznym,
chemicznym, tekstylnym i w produkcji biodegradowalnych tworzyw sztucznych.

Optymalizacja mikrobiologicznego procesu produkcji kwasu mlekowego jest wciaz aktualnym tematem
badan naukowych. Jednym ze sposobow proponowanych przez badaczy jest zastosowanie nanoczastek
FC}O4.

W pracy zastosowano nanoczastki tlenku zelaza(Il) dizelaza(Ill) w celu wykazania wptywu na wybrane
parametry hodowli (m. in. na produktywnosc¢) bakterii mlekowych L. plantarum 299v.
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Uzyskane wyniki sugerujg mozliwo$¢ praktycznego wykorzystania nanoczastek Fe;O4 w przemystowej
produkcji kwasu mlekowego, oczywiscie po wczesniejszym przeprowadzeniu optymalizacji warunkow
przy przejsciu od skali laboratoryjnej do przemystowe;.

Stowa kluczowe: bakterie mlekowe, hodowla okresowa, kwas mlekowy, L. plantarum, nanoczastki
FC}O4.

Effect of Fe;O, nanoparticles dispersion on selected culture parameters of
L. plantarum 299v

Abstract

Lactic acid bacteria are commonly used as starter cultures in the production of feremented foods as well
as probiotics. Lactic acid bacteria are also used in the industrial production of lactic acid. Lactic acid is
now widely used in many industries. It is used in the food, pharmaceutical, cosmetics, chemical, textile
industry and in the production of biodegradable plastics.

The optimization of the microbiological process of lactic acid production is still an ongoing topic of
scientific research. One of the methods proposed by researchers is the use of Fe;04nanoparticles.

Iron oxide (II, III) nanoparticles were used in the work to demonstrate the effect on selected culture
parameters (including productivity) of lactic acid bacteria L. plantarum 299v.

Obtained results suggest the possibility of practical use of Fe;O4 nanoparticles in the industrial
production of lactic acid, of course after prior optimization of conditions at scale from laboratory to
industrial scale.

Keywords: nanoparticle Fe;0,, lactic acid, lactic acid bacteria, L. plantarum, bath culture.
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Dzialanie pelargoniowego olejku eterycznego
na Bacillus spp.

1. Wprowadzenie

Olejki eteryczne sg produktami metabolizmu wtérnego ro$lin, a chemicznie to
mieszaniny zwigzkow aromatycznych pozyskanych z réznych ich cze¢$ci: lisci, skorki
owocow, kwiatow, pagkdéw czy nasion [1, 2]. Mogg by¢ otrzymywane z surowca
wyjsciowego za pomocg réznych metod, z ktorych najczesciej stosowang jest desty-
lacja z parg wodng. Sktad opisywanych mieszanin jest bardzo roézny, a liczba ich
komponentéw moze sigga¢ nawet kilkuset pojedynczych zwigzkéw chemicznych.
Jednak w wigkszosci, w kazdym olejku eterycznym obecne sg terpeny (monoterpeny
i seskwiterpeny), aldehydy, alkohole, fenole, terpenoidy i inne [1]. Liczne testy
potwierdzaja bakteriobdjcze 1 bakteriostatyczne wiasciwosci olejkow. Jako sub-
stancje o wysokiej lipofilnosci, z tatwoscig przenikajg przez $cian¢ i btong komor-
kowa mikroorganizmow, doprowadzajac do zaburzen czynnosciowych w obrgbie
komorki, a w konsekwencji jej $mierci [2]. Rozne olejki eteryczne majg biologiczne
wlasciwosci, ktoére mogg by¢, i sg uzywane prewencyjnie jak rowniez do leczenia
powstatych juz choréb, wywotanych migdzy innymi przez zakazenia drobno-
ustrojami patogennymi. Wiele olejkéw jest wysoce aktywnych wobec bakterii
zaré6wno Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych, grzyboéw i wirusow. Coraz wigcej
w medycynie spotyka si¢ przypadkoéw lekoopornosci patogendéw na dostepne $rodki
farmakologiczne, dlatego bada si¢ dziatanie destylatow ro§linnych na drobnoustroje,
aby méc wprowadzi¢ je jako element terapii leczniczej lub czynnik wzmacniajgcy
antymikrobowe dziatanie dost¢gpnych farmaceutykow [3]. W chwili obecnej
naukowcy duzo czasu po$wigcajg poznaniu zdolnosci olejkow eterycznych do zwal-
czania szczepOw bakteryjnych i grzybiczych w produktach rolnych czy preparatach
kosmetycznych. Badane sg rowniez wlasciwosci antyoksydacyjne destylatow, ktore
to odpowiadajg za konserwacj¢ produktow spozywczych, zaréwno pochodzenia
zwierzecego jak 1 roslinnego. Dodatkowym atutem jest rowniez wzmacnianie
zapachu i smaku wytworoéw zawierajacych olejki eteryczne [4].

2. Olejek eteryczny z Pelargonium graveolens

Rodzaj Pelargonium nalezy do rodziny Geraniaceae, do ktoérej zaliczane sa
rowniez: Geranium, Erodium, Monsonia, Hypseocharis, Rhynchotheca 1 Sarco-
caulon. W obrebie rodzaju Pelargonium wyroznia si¢ ponad 250 gatunkdw, ktore
ro6znig si¢ migdzy sobg cechami morfologicznymi oraz wygladem zewngtrznym [5].

! a.pacia@o2.pl, Samodzielna Katedra Biotechnologii i Biologii Molekularnej, Wydziat Przyrodniczo-
Techniczny, Uniwersytet Opolski, www.uni.opole.pl.

2 mnabrdalik@uni.opole.pl, Samodzielna Katedra Biotechnologii i Biologii Molekularnej, Wydziat
Przyrodniczo-Techniczny, Uniwersytet Opolski, www.uni.opole.pl.

? agna@uni.opole.pl, Samodzielna Katedra Biotechnologii i Biologii Molekularnej, Wydziat Przyrodniczo-
Techniczny, Uniwersytet Opolski, www.uni.opole.pl.
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Olejek eteryczny pozyskiwany jest z lisci, kwiatow oraz todyg pelargonii [3].
Najwigkszym producentem olejku z omawianej rosliny sg Chiny, a zaraz za nimi
Egipt, Algieria, Maroko i Wyspa Reunion [6]. Olejek pelargoniowy jest bardzo
ceniony w wielu gateziach przemyshu, m.in. w perfumerii, kosmetyce, farmaceutyce,
a takze w przemysle spozywczym [7].

Charakterystyczna dla pelargoniowego olejeku eterycznego jest duza zawartosé
cytronelolu, geraniolu, linalolu, izomentonu, w polgczeniu z estrami, takimi jak np.
mrowczan cytronelolu. W zaleznosci od stosunku poszczegolnych zwigzkow
chemicznych, olejki roznig si¢ kolorem. Mogg przyjmowac posta¢ od jasno zoéttych,
przez zo6tto-zielone, jasnozielone, az po substancje o glebokiej zielonej barwie. Sktad
olejku eterycznego wptywa réwniez na jego zapach. I tak nuty zapachowe wahajg si¢
od stodkich rézanych przez delikatne rézano-owocowe, az po intensywnie kwiatowe,
r6zane wonie. [6]. Pelargoniowy olejek znalazt zastosowanie w leczeniu: czerniaka,
biegunki, wrzodéw zotadka, cukrzycy, nowotworow i choréb skornych [3]. Uzywany
jest rowniez w celach kosmetycznych, chociazby do walki z cellulitem [8] czy
pielegnacji cery tlustej [9].

Warunki srodowiska, zarowno biotyczne i abiotyczne moduluja ostateczny sklad
chemiczny olejku eterycznego. Do czynnikow biotycznych zaliczamy uwarunko-
wania, takie jak: obecno$¢ chwastow czy niepozgdanych mikroorganizméw w glebie
lub tez infekujacych rosling. Obecnos¢ chwastow w miejscach uprawy pelargonii
moze powodowac utrate ich biomasy az o 50%, a takze utrate wydajnosci
w produkcji olejku eterycznego az do 60%. Zmniejszeniu ulega zawarto$§¢ dwoch
kluczowych zwigzkoéw chemicznych — cytronelolu oraz geraniolu [6]. Do abio-
tycznych czynnikow wpltywajacych na jako$¢ pozyskanego olejku zaliczamy:
warunki srodowiskowe panujace na obszarze geograficznym, na ktorym wzrastaty
ro$liny, takie jak natezenie §wiatla, temperatura, wilgotnos¢, jakos¢ podtoza, czegsé
ro$liny, ktéra zostata uzyta, jej wiek, pora roku, w ktorej zostal zebrany materiat
ro§linny, czas jego suszenia po zbiorze, warunki przechowywania suszu, rodzaj
uzytej metody destylacji surowca oraz czas jej trwania [6,7,10].

3. Bacillus spp.

Rodzaj Bacillus liczy obecnie ponad 200 gatunkow [11] i nalezy do rodziny
Bacillaceae obejmujacej, zgodnie z aktualnym podzialem taksonomicznym, 17
rodzajow [12].

Bakterie z rodzaju Bacillus stanowig Gram-dodatnie, cylindryczne, zwykle
ruchliwe, urzesione komorki. Wyjatkiem jest gatunek B. anthracis, ktory nie
wykazuje zdolno$ci ruchu. Do wzrostu mikroorganizmy te potrzebuja warunkdéw
tlenowych badz wzglednie beztlenowych. Charakteryzujg si¢ wysokim stopniem
zroznicowania fizjologicznego oraz metabolicznego uwarunkowanego roznorod-
noscig genetyczng. Okresla je rdwniez duza szybko$¢ wzrostu. Bakterie te bytuja
w srodowiskach o duzej rozpigto$ci temperatur, pH oraz zasolenia. W obrebie
rodzaju wyrdzni¢ mozna zaréwno organizmy termofilne, izolowane z gorgcych
zroédet wulkanicznych, gejzerow jak 1 psychrofilne, rosngce w temperaturze 0°C.
Bakterie z rodzaju Bacillus sa szeroko rozpowszechnione w naturze. Izoluje si¢ je ze
srodowiska zewngtrznego: gleby, wod stodkich oraz stonych, a takze z przewodu
pokarmowego zwierzat oraz z psujacej si¢ zywnosci. Bakterie te zdolne sg do
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tworzenia endospor, co pozwala im przezy¢ w tak roznych srodowiskach, takze tych
0 niesprzyjajacych parametrach fizykochemicznych [13]. Formy przetrwalne, ze
wzgledu na odmienng budowe niz formy wegetatywne — wysokie odwodnienie
komorki, uszczelnienie $ciany komorkowej, wytworzenie duzej iloSci ciepto-
opornych biatek, sprawiaja ogromne problemy z ich dekontaminacjg [14].

Co wigcej, wigkszos¢ z nich stanowig gatunki bezpieczne dla ludzi i zwierzat
— posiadajg status GRAS (ang. Generally Recognized As Safe) przyznawany przez
Swiatowa Komisje Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration),
wyjatek stanowi patogenny gatunek B. anthracis oraz blisko z nim spokrewniony B.
cereus. Cechy te sprawiaja, ze bakterie Bacillus spp. sa czesto wykorzystywane do
produkcji preparatow komercyjnych, w tym enzyméw, antybiotykow, insektycydow,
witamin, a takze innych metabolitow (kwas hialuronowy, poligalakturonowy). Duza
ich zaletg jest to, ze sg zdolne do wydzielania wiclu biatek na zewnatrz komorki.
Szacuje si¢, ze potowa powstajacych preparatow enzymatycznych otrzymywana jest
z udziatem wiasnie bakterii z rodzaju Bacillus. Zalicza si¢ do nich proteazy, amylazy
(o-amylazy stanowig 25% i produkowane sg gtoéwnie przez bakterie B. amyloliquefa-
ciens, B. stearothermophilus, B. licheniformis, a takze B. subtilis), pullulanazy czy
izomerazy. Enzymy te stosowane sg obecnie w przemysle spozywczym, chemicz-
nym, tekstylnym, papierniczym, a takze farmaceutycznym [13].

Obecnos¢ B. cereus w produktach spozywczych wiaze si¢ z duzym zagrozeniem
dla zdrowia konsumentéw. Wytwory zbozowe, makarony, ryz, platki, a takze migso,
mleko, sosy czy desery to Srodowiska, ktore sg zrodtami odnotowanych przypadkow
zachorowan zwigzanych z Gram-dodatnig B. cereus (laseczka woskowa). Duze
podobienstwo fenotypowe to tego gatunku wykazuja B. thuringiensis, B. anthracis
(laseczka waglika) oraz B. mycoides. B. mycoides tworzy charakterystyczne,
rizoidalne (rozgat¢zione jak mroz na szybie) kolonie [11].

Bacillus subtilis (laseczka sienna) posiada duzg zdolno$¢ do wytwarzania
antybiotykow polipeptydowych, enzymow zewngtrzkomérkowych, toksyn oraz innych
metabolitéw. Charakteryzuje ja ogromna zdolno$¢ adaptacyjna do zmieniajacych sie
warunkow $rodowiska moze rosngé w temperaturze siegajacej nawet 60-70°C, stad
zwana jest laseczka termotolerancyjng. Zgodnie z klasyfikacja mikroorganizmow
bedaca zatgcznikiem do Rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 22 kwietnia 2005 r.
w sprawie szkodliwych czynnikéw biologicznych, bakterie B. subtilis zostaty
zaliczone do 2. grupy ryzyka czyli uwazane sg za bezpieczne, natomiast mogace
wywola¢ zatrucia pokarmowe u 0s6b z obnizong odpornos$cig [12].

Celem przeprowadzonych badan bylo okreSlenie aktywno$ci olejku pelargo-
niowego wobec Bacillus spp.

4. Material i metody

Z wlasnej uprawy Pelargonium graveolens zebrano liScie, z wylgczeniem
ogonkow (wczesniejsze badania dowiodly, ze ogonki liSciowe sg niewydajne pod
wzgledem pozyskania olejku), ktore nastepnie rozdrobniono i przeniesiono do
aparatu Clevengera, gdzie poddane zostaly 3-godzinnej hydrodestylacji. Swiezo
otrzymany olejek eteryczny charakteryzowal si¢ jasnozielonym kolorem oraz
intensywnym 1 niezbyt przyjemnym zapachem. Nastepnie cze¢$S¢ pozyskanej sub-
stancji przeznaczono do badan mikrobiologicznych, a reszt¢ przestano do
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Centralnego Laboratorium Agroekologicznego Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie, gdzie poddana zostala analizie jakoSciowej i potilosciowej za pomoca
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas (GC-MS). Do momentu
wystania do tego laboratorium, probe przechowywano w chtodnym miejscu bez
dostepu swiatta stonecznego.

Chromatografia gazowa jest powszechnie uzywang technikg do analizy zwigzkow
aromatycznych, w tym olejkow eterycznych. Stuzy do oddzielenia poszczegoélnych
sktadnikéw za pomoca odpowiedniego ci$nienia [15].

Material mikrobiologiczny do badan stanowily wyizolowane z gleby i psujacej
si¢ zywnosci nastepujace szczepy: Bacillus subtilis, B.megaterium, B.mycoides,
B. pumilus oraz B. amyloliquefaciens.

W badaniach uzyto dwie metody: seryjnych rozcienczen w agarze oraz seryjnych
rozcienczen w bulionie. Mialy one na celu okres$lenie wartoSci MIC (ang. Minimal
Inhibitory Concentration) oraz MBC (ang. Minimal Bactericidal Concentration) dla
wykorzystanego olejku eterycznego.

Wszystkie badane szczepy Bacillus hodowano przez 24 h na podtozu agarowym,
a nastgpnie przygotowano z nich inokulum o gegstosci 0,5 w skali McFarlanda
poprzez zawieszenie kolonii w plynie fizjologicznym z dodatkiem Tweenu 80.
Sporzadzono 10% wyjsciowy roztwor olejku w etanolu.

4.1. Metoda seryjnych rozcienczen w agarze

Do uptynnionego poditoza Mueller-Hinton (45°C) wprowadzono alkoholowe
roztwory olejku w ilo$ci odpowiadajacej stgzeniom: 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 oraz 10,0
ul/ml, a nastgpnie dodano po 100 pul inokulum bakterii, tak ze calo$¢ mieszaniny
wynosita w kazdej probie 10 ml. Material wymieszano i wylano na sterylne szalki
Petriego, pozostawiono do wystygnigcia i inkubowano 24 godziny w temperaturze
37°C. Po tym czasie okreslono wzrost mikroorganizmow na podtozu oraz wyzna-
czono wartosci MIC. Najnizsze stezenie roztworu pelargoniowego olejku
eterycznego, przy ktorym nie rozwija si¢ wigcej niz jedna kolonia, wyznaczata jego
warto§¢ MIC.

4.2. Metoda seryjnych rozcienczen w bulionie

W szklanych probdéwkach z bulionem wykonano sze$¢ stezen alkoholowych
roztworow olejku pelargoniowego: 0,025% (0,25 pl/ml), 0,05% (0,5 pl/ml), 0,1%
(1,0 pl/ml), 0,25% (2,5 pl/ml), 0,5% (5 pl/ml) oraz 1,0% (10 pl/ml). Kazda proba
zawierata oprocz podtoza r-r alkoholowy olejku 100 pl zawiesiny bakterii, a cata
mieszanina réwna byta 10 ml. Kontrola (K) skladata si¢ z podloza i zawiesiny
bakterii, natomiast kontrola dodatnia (K+) zawierala podloze, zawiesing bakterii oraz
100 ul czystego alkoholu. Tak przygotowane proby inkubowano przez 24 godzin
w temperaturze 37°C. Po inkubacji, dla kazdej z nich wykonano szereg 10-krotnych
rozcienczen. Nastepnie na sterylne podtoze Mueller-Hinton agar naniesiono po 100
ul z wybranych rozcienczen. Ptytki inkubowano 24 godzin w temperaturze 37°C. Po
tym czasie obliczono ilo§¢ wyrostych kolonii, a wynik podano w jtk/ml (jtk-
jednostkach tworzgcych kolonie). Metoda ta pozwala na okre$lenie warto$ci MBC,
za ktdrag przyjeto stezenie olejku, przy ktorym nastepuje zmniejszenie liczby zywych
komorek drobnoustroju 0 99,9% w stosunku do proby kontrolnej K+.
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5. Analiza wynikéw

Analiza chromatograficzna sprz¢zona ze spektrometrig mas (GC/MS) wykazala,
ze badany pelargoniowy olejek eteryczny wykazuje duza zawartos¢ dwoch
najwazniejszych zwigzkow — cytronelolu i geraniolu. Ilo$¢ zaréwno jednej jak
i drugiej substancji siegala 24% sumy wszystkich sktadnikow. Wykryto rowniez
obecnos¢ linalolu i izomentonu, ktore stanowit odpowiednio 6% oraz 4%. Oznaczo-
nych zostalo wiele estrow, m.in. mrowczan cytronelolu zajmujacy $ladowa ilosé
w olejku (<0,05%), a takze mrowczan geranylu czy octan geranylu. Obecnych bylo
rowniez wiele monoterpendw, jak nerol, jak i seskwiterpenow.

Analizujac aktywno$¢ przeciwbakteryjng olejku, stwierdzono ze warto$¢ mini-
malnego stezenia hamujgcego — MIC dla wigkszosci badanych szczepdéw wyniosta
0,5 ul/ml, natomiast najbardziej wrazliwy na dziatanie uzytego roztworu pelargo-
niowego olejku eterycznego okazat si¢ szczep B. megaterum, dla ktérego minimalne
stezenie hamujgce, w badanym zakresie, osiggnigto przy wartosci 0,25 pl/ml.

Tabela 1. Metoda seryjnych rozcienczen w agarze — warto$ci minimalnego stezenia hamujacego rozwoj
bakterii MIC

Szczep/ B. subtilis | B. B. B. pumilus | B. amylolique-
badana proba megaterium | mycoides faciens
K + + + + +

K+ + + + + +

0,25 pl/ml + - + + +

0,5 ul/ml - - - - -

1,0 pl/ml - - - - -

2,5 ul/ml - - - - -

5,0 pl/ml - - - - -

10,0 pl/ml - - - - -

- wzrost: ,,-”’- brak wzrostu

Zrédto: Opracowanie wlasne

Dla wykorzystanych stezen etanolowych roztworéow pelargoniowego olejku
eterycznego nie udato si¢ okresli¢c minimalnego st¢zenia bakteriobdjczego (MBC),
natomiast jak pokazuja dane, przy najwyzszym stezeniu badanej substancji 10,0
ul/ml doszto do znacznego zmniejszenia liczby mikroorganizmow — w przypadku
B. subtilis, B. mycoides oraz B. pumilus redukcja z 10’do 10* [jtk/ml], a dla
B. megaterium i B. amyloliquefaciens — odpowiednio z 10° oraz 10" az do 10? [jtk/ml].
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Tabela 2. Metoda seryjnych rozcieniczen w bulionie — ilo$¢ jednostek tworzacych kolonie w 1 ml hodowli
[jtk/ml]

Szczep/ B. subtilis | B. B. B. pumilus | B.
Badana proba megaterium | mycoides amylolique-
faciens
K 1,7-10° | 1,0-10° 7,9-10 8,0-10 1,7-10
K+ 1,510% | 3,5:10° 9,0-107 2,3-107 4,7-10°
0,25 pl/ml 6,1:10" | 2,3-10° 7,9-10 6,1-10’ 7,1-10°
0,5 pl/ml 3,6:10° | 2,5:10° 3,0-10 5,7-10 3,1-10°
1,0 pl/ml 8,0:10° |9,2-10° 7,1-10° 1,9-107 2,9-10°
2,5 pl/ml 2,8-10° | 1,7-10° 6,9-10° 2,6:10° 3,6:10°
5,0 pl/ml 2,0-10° | 4,5-10* 2,1-10° 1,5-10° 3,6:10°
10,0 pl/ml 1,3-10° | 6,4-10 6,9-10 3,0-10* 2,610

Zrédto: Opracowanie wlasne

Na ponizszym wykresie mozna zaobserwowac, ze po zetknigciu si¢ badanych
Gram-dodatnich bakterii z nizszymi stezeniami roztwordéw olejku, w wyniku reakcji
obronnych i intensywnego namnazania si¢ mikroorganizméw, ich liczba wzrosta.
Natomiast w wyzszych stezeniach nie obserwowano juz tego procesu. Biorgc pod
uwage najwickszg redukcj¢ w liczbie bakterii, najbardziej wrazliwe na dzialanie
pelargoniowego olejku eterycznego byly szczepy: B. pumilus, B. subtilis oraz B.
amyloliquefaciens — zaobserwowano tutaj najwigksza redukcje w liczbie badanych
mikroorganizméw.
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Whykres 1. Redukgja mikroorganizméw w kolejnych stgzeniach alkoholowego roztworu pelargoniowego
olejku eterycznego, Zrodto: Opracowanie wlasne
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6. Whnioski

Wszystkie badane szczepy Bacillus byly wrazliwe na hamujace dziatanie uzytego
olejku, juz przy wprowadzeniu niskich stezen roztwordw olejku osiggnigto warto$¢
MIC.

Dla wykorzystanych stezen etanolowych roztworéw pelargoniowego olejku
eterycznego nie udato si¢ okresli¢ minimalnego st¢zenia bakteriobdjczego (MBC),
natomiast doprowadzono do znacznego zmniegjszenia liczby jednostek tworzacych
kolonie, dlatego przypuszcza si¢, ze niewielkie zwigkszenie st¢zenia roztworu olejku
pozwoli na osiggni¢cie dziatania bojczego na wszystkie badane szczepy Bacillus. Ta
dosy¢ wysoka opornos$¢ jest najprawdopodobniej zwigzana z wytwarzaniem przez te
Gram-dodatnie bakterie przetrwalnikow, przez co sg w stanie w pewnym stopniu
przeciwstawié si¢ antybakteryjnym wlasciwos$ciom uzytego olejku. Endospory sg dla
nich ,kapsutami ratunkowymi,” gdy w S$rodowisku brak jest pokarmu Iub gdy
w otoczeniu pojawia si¢ czynnik toksyczny, jak np. badany destylat. Najbardziej
wrazliwe na dzialanie pelargoniowego olejku eterycznego byly szczepy: B. pumilus,
B. subtilis oraz B. amyloliquefaciens — doszto tutaj do najwigkszej redukcji liczby
badanych mikroorganizmow. Przypuszcza sig, ze wysoka zawarto$¢ cytronelolu
i geraniolu w najwigkszej mierze przyczynila si¢ do wykazanych antybakteryjnych
wlasciwosci badanego destylatu z Pelargonium graveolens.
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Dzialanie pelargoniowego olejku eterycznego na Bacillus spp.

Streszczenie

Pelargonia pachnaca (Pelargonium graveolens) jest aromatycznym krzewem posiadajacym jasno-
zielone, owlosione, migkkie w dotyku, karbowane liscie i male, rozowe kwiaty. Nalezy do rodzaju
Pelargonium (Geraniaceae) i liczy ponad 250 gatunkow. Olejek eteryczny pozyskiwany z pelargonii
jest bardzo ceniony nie tylko przez przemyst perfumeryjny czy aromaterapie, ale takze przez przemyst
spozywczy, kosmetyczny jak i farmacje. Roczng produkcje olejku szacuje si¢ na 300 ton. Liczne
badania wskazuja na jego silne wlasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwbolowe czy
przeciwzapalne. Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie aktywnosci olejku pelargoniowego
wobec Bacillus spp. Zebrano jednoroczne liScie pelargonii, a nastgpnie $wiezy material umieszczono
w aparacie Clevengera i poddano 3-godzinnej hydrodestylacji. Gotowym olejkiem dziatano na pigé
szczepOw Bacillus wyizolowanych ze S$rodowiska oraz z psujacej si¢ zywnosci: B. subtilis,
B. megaterium, B. mycoides, B. pumilus oraz B. amyloliquefaciens. Dla wykorzystanych stezen olejkow
nie udato si¢ okresli¢ minimalnego st¢zenia bakteriobdjcze (MBC), natomiast poznano wartos$ci
minimalnego stezenia olejku hamujacego wzrost ww. szczepow (MIC).

Wyniki potwierdzity aktywno$¢ olejku wobec badanych szczepdw Bacillus spp., co stanowi przestanke,
jakoby substancja ta mogtaby by¢ stosowana jako konserwant naturalny w zywnosci.

Stowa kluczowe: pelargoniowy olejek eteryczny, Pelargonium graveolens, Bacillus spp.

Antimicrobial activity of pelargonium essential oil on Bacillus spp.

Abstract

Pelargonium graveolens is an aromatic shrub with soft to the touch, carved leaves, and small, pink
flowers. Genus Pelargonium belongs to Geraniaceae family and cointains more than 250 species.
Essential oil from P. graveolens is very valuable not only for perfumery, aromatherapy, food and
beverages industry, but also for pharmaceutical industry. The annual production of pelargonium
essential oil is up to 300 tons. Numerous researches show antibacterial, antiviral, analgesic and anti-
inflammatory properties of the essential oil.

The aim of this study was to confirm the antimicrobial properties of essential oil that was freshly
hydrodestilled from indoor cultivation of Pelargonium graveolen on Bacillus: B. subtilis,
B. megaterium, B. mycoides, B. pumilus and B. amyloliquefaciens. Bacterial strains were obtained from
the soil and spoiled food. The concentrations of pelargonium oil dissolved in ethanol was not enough to
established minimum bactericidal concentration (MBC), but a minimum inhibitory concentration (MIC)
of pelargonium essential oil was calculated.

The outcomes of this research confirmed antimicrobial properties of studied essential oil and showed
that it could be use as a natural preservative in food.

Keywords: pelargonium essential oil, Pelargonium graveolens, Bacillus spp.
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Przeglad metod produkcji piwa
0 obnizonej zawartosci alkoholu

1. Wstep

Piwo jest napojem alkoholowym znanym ludzkos$ci od czaséw starozytnych.
Najstarsze znaleziska archeologiczne potwierdzajace produkcje piwa datuje si¢ na
blisko 4000 lat p.n.e. i pochodza one z kultury Sumerdéw. Poza wspomnianymi
Sumerami piwowarstwem trudnili si¢ rowniez Egipcjanie i Babilonczycy, z czego ci
ostatni jako pierwsi zastosowali chmiel w procesie produkcji. W czasach rozkwitu
kultury starozytnej Grecji i Rzymu piwo bylo nie cieszylo si¢ duzym zaintere-
sowaniem, lecz nie zostalo zapomniane. Swoja najwigksza popularnos¢, w tamtych
czasach, omawiany trunek miat gldéwnie na potnoc od basenu Morza Srodziemnego.
Dopiero w Sredniowieczu za sprawa klasztorow, a pozniej réwniez miejskich
browardw, piwo wrocito do task. Natomiast od XVIII wieku browarnictwo zacze¢to
si¢ szybko rozwija¢, gtownie za sprawa naukowcow, ktorzy zaczeli blizej przygladac
si¢ tej znanej od wiekow, cho¢ stabo zbadanej, galezi przemystu spozywczego [1].
Rozwdj ten trwa do dnia dzisiejszego, co wynika z coraz to bardziej wyrafinowanych
potrzeb konsumentow. Jedng z nich bylo stworzenie piwa bezalkoholowego, ktore
Iaczytoby w sobie smak swoich alkoholowych odpowiednikéw jednocze$nie posia-
dajac zmniejszony poziom etanolu w swoim sktadzie. Aby to osiggna¢ opracowano
szereg metod zarowno fizycznych jak i biologicznych majgcych na celu dostarczenie
produktu o obnizonej zawarto$ci alkoholu. Celem niniejszej pracy jest scharak-
teryzowanie i omoOwienie wspomnianych sposobow produkcji piwa o obnizonej
zawartosci alkoholu oraz proba wskazania metody pozwalajacej najskuteczniej
zmniejszy¢ zawarto$¢ etanolu w gotowym produkcie.

2. Piwo bezalkoholowe i wymagania mu stawiane

Piwo bezalkoholowe, a dokltadniej piwo o obnizonej zawarto$ci alkoholu, to
nap6j produkowany na bazie piwa, w ktérym wskutek proceséw technologicznych
zmniegjszono zawarto$¢ etanolu do akceptowalnych przez konsumenta granic.
Prawodawstwo poszczegolnych krajow nie jest jednolite w sprawie zawartoSci
alkoholu w piwach bezalkoholowych. Nawet w krajach Unii Europejskiej rozpigtosc
zakresu piw bezalkoholowych jest catkiem spora. Przyktadowo, w Polsce piwo
bezalkoholowe nie moze mie¢ wigeej niz 0,5% obj. alkoholu [2]. Takie same kryteria
obowiazuja w Niemczech i Wielkiej Brytanii. Natomiast w Norwegii dopuszczalna
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warto$¢ to 0,7%, za to w Hiszpanii wspomniana warto$§¢ wynosi juz 1%, za§ we
Francji 1,2% obj. alkoholu [3].

Piwo to nie tylko alkohol. W omawianym trunku znajduje si¢ szereg substancji
wykazujacych dziatanie przeciwbakteryjne, antyoksydacyjne oraz hamujace rozwoj
osteoporozy, jak i niektorych chordéb neurodegeneracyjnych. Dodatkowo w piwie
zawarte sg witaminy z grupy B w przypadku, ktorych napoj ten pokrywa znaczng
cz¢$¢ dziennego zapotrzebowania na te zwigzki. Przyktadowo, litr piwa zapewnia ok.
50% dziennego zapotrzebowania na niacyn¢, czyli witaming B; [3, 4].

Duza cze$¢ ze sktadnikow piwa decydujgcych o jego wlasciwosciach organo-
leptycznych i1 prozdrowotnych pochodzi z chmielu. To wlasnie chmiel odpowiada za
goryczke piwa, charakterystyczny aromat, ma wplyw na tworzenie si¢ i stabilno$é¢
piany. Ponadto wspomnianej roslinie z rodziny konopiowatych zawdzigczamy bakte-
riostatyczne wlasciwosci piwa [5]. Najwiekszym wyzwaniem podczas produkcji piw
bezalkoholowych jest pozbawienie napoju alkoholu bez utraty zwigzkow odpo-
wiedzialnych za charakterystyczne cechy organoleptyczne piwa, w szczegdlnosci sg
to wlasnie zwigzki pochodzace z chmielu.

3. Fizyczne metody produkcji piwa bezalkoholowego

Opisane ponizej metody dotycza sytuacji, w ktérej piwo produkowane jest
klasyczng metodg, a po procesie etanol jest usuwany w wybranych procesach
membranowych czy termicznych.

3.1. Dializa

Dializa polega na rozdziale rozpuszczonych w piwie czasteczek ze wzgledu na
ich rozmiar. Separacja odbywa si¢ na polprzepuszczalnej membranie za$ sitg nape-
dowa procesu jest gradient stezen rozpuszczonych sktadnikow w poprzek wspomnia-
nej membrany. Pomimo, ze w dializie standardowo nie stosuje si¢ podwyzszonego
ci$nienia, to w przypadku piwa stosuje si¢ drobne odstepstwo od tej zasady.
A mianowicie wprowadza si¢ pod ci$nieniem dwutlenek wegla, ktory ma zapobiec
wydzielaniu si¢ tego zwiazku zawartego w przerabianym piwie, co z kolei mogloby
niekorzystnie wptyngé na proces dyfuzji sktadnikow rozpuszczonych w piwie przez
membraneg. Najwickszg zaletg dializy jest mozliwo$¢ stosowania niskiej temperatury
w tej metodzie, co zapobiega rozkladowi termicznemu zwigzkéw m.in. tych
odpowiadajacych za cechy organoleptyczne piwa. Jak pokazaly badania [3] niestety
w toku procesu poza etanolem usuwane sg rowniez wyzsze alkohole i estry majace
wplyw na aromat piwa. Natomiast wigkszo$¢ zwigzkow pochodzgcych z chmielu,
w tym te odpowiedzialne za goryczke i cze$¢ aromatu pozostaje w piwie 1 nie
dyfunduje przez membrane ze wzgledu na ich duzg masg¢ czgsteczkows. Stopien
dealkoholizacji mozna zmienia¢ regulujgc tempo odbioru dializatu. Niestety mimo
to, bardzo cigzko jest usunaé 90% etanolu z piwa, aby uzyska¢ napoj o zawartosci
alkoholu nieprzekraczajacej 0,5% obj. [3, 6, 7].

3.2. Odwrocona osmoza

Odwrécona osmoza jest procesem, w ktorym wymuszamy przeptyw rozpusz-
czalnika ze Srodowiska mniej stezonego do bardziej stezonego. Wspomniane $rodo-
wiska rozdzielone sg selektywng membrang o porach srednicy kilku mikrometrow.
Przeptyw wymusza si¢ poprzez przylozenie podwyzszonego cis$nienia si¢gajacego
nawet 60 barow od strony bardziej stgzonego roztworu, czyli w omawianym
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przypadku piwa, za§ przeplyw odbywa si¢ w kierunku Srodowiska wodnego, czyli
tego 0 mniejszym stezeniu etanolu Stosowane membrany powinny by¢ wysoce
przepuszczalne dla etanolu i wody jednocze$nie bedac nieprzepuszczalne dla reszty
zwigzkow decydujacych o cechach organoleptycznych piwa. Ponadto materiaty,
z ktorych wykonuje si¢ polprzepuszczalne bariery powinny cechowaé si¢ dobra
wytrzymaloscig mechaniczng, by¢ odporne na zatykanie oraz na $rodki stosowane do
dezynfekcji sprzetdw stosowanych w przemysle spozywezym.

Jak pokazaty badania w procesie odwroconej osmozy z piwa usuwany jest etanol,
woda oraz niektére niekorzystne zwigzki chemiczne takie jak siarczek dimetylu,
ktory w zbyt duzych stezeniach odpowiada za aromat gotowanych warzyw w niekto-
rych wadliwie uwarzonych piwach. Niestety poza wspomnianymi zwigzkami
w procesie odwrdconej osmozy usunigciu ulegaja rowniez niektdre estry i wyzsze
alkohole. Po zakonczonym procesie do retentatu trzeba doda¢ wode, aby uzupehic
straty wynikajace z mechanizmu odwroconej osmozy. Jedng z interesujacych metod
jest wykorzystanie do tego celu permeatu po odparowaniu etanolu. Wskutek tego
zabiegu do retentatu wraca nie tylko woda ale rowniez cze$¢ zwigzkow, ktore zostaly
usunigte w toku trwania procesu. Niestety, jak do tej pory, proces odwroconej
osmozy jest niekorzystny z ekonomicznego punktu widzenia i najprawdopodobnie;j
w najblizszym czasie nie bedzie stosowany na skale przemystows [3, 7, 8].

3.3. Perwaporacja

Perwaporacja jest to technika, ktére wigze ze sobg trzy mechanizmy separacji:
adsorpcji separowanego sktadnika na membranie, jego dyfuzje przez materiat
membrany oraz desorpcj¢. Ostatni etap wigze si¢ z pracg pod obnizonym ciSnieniem
a tym samym odbiorem permeatu w formie gazowej. Zdolnos¢ danego sktadnika
(w tym przypadku etanolu) do przechodzenia przez membran¢ perwaporacyjng jest
Scisle zwigzana z jego ci$nieniem czgstkowym oraz selektywnoscig membrany [1].

Z racji faktu, ze jest to proces wykorzystujacy wlasciwosci lotne separowanych
sktadnikow, poza samym alkoholem do permeatu mogag przechodzi¢ inne, czgsto
wyplywajace na odpowiednig jako$¢ piwa aromaty. Badania prowadzone do tej pory
nie byly satysfakcjonujace, co wynikato przede wszystkim z faktu braku odpo-
wiedniej selektywnosci membrany. W przypadku gdy stezenie alkoholu zostaje
zredukowane o ponad potowe (z 5% do 2,6%) niemal 88% wyzszych alkoholi oraz
estrow znajduje si¢ wraz z alkoholem w permeacie, a dalsza redukcja stezenia
alkoholu (do 0,6%) powoduje, ze w piwie zostaje jedynie 3,4% wszystkich
wspomnianych aromatéw [2, 3]. Z tego tez powodu, proces ten moze by¢ réwniez
wykorzystywany do odzysku cennych aromatow i poézniejszego kontrolowanego
wzbogacania o nie piwa bezalkoholowego [4].

3.4. Odparowanie alkoholu i rektyfikacja

Zupeie odmiennymi technikami usuwania alkoholu z piwa sg metody termiczne
polegajace na podgrzaniu ukladu do temperatury, ktora spowoduje odparowanie
danych sktadnikéw. Rozdziat bazuje na roznicach w lotno$ci sktadnikow uktadu.

Odparowanie prowadzone jest w wyparkach z tzw. spadajagcym filmem. Najpopu-
larniejszym wykorzystaniem tego typu wyparek jest zaggszczanie produktéw spo-
zywezych: sokdéw, napojow mlecznych czy syropoéw, jednak po doborze odpo-
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wiedniej temperatury procesowej, moga poshuzy¢ do odparowania alkoholu w piwie.
Im wyzsza temperatura tym wigkszy stopien redukcji alkoholu, ale jednoczeSnie
wigksza strata cennych zwigzkow aromatycznych, np. przy redukcji zawartosci
etanolu z poziomu 5,0% do 0,5% v/v stezenie wyzszych alifatycznych alkoholi
stanowi jedyne 6% w stosunku do poczatkowej ilosci, natomiast zwigzki ogdlnie
niekorzystnie wptywajace na smak produktu takie jak: siarczek dimetylu czy diacetyl
po procesie sg praktycznie nicobecne w piwie [1].

Bardziej kontrolowane odparowanie piwa, prowadzace do pewnego rodzaju
rozfrakcjonowania alkoholu i aromatow ma miejsce na kolumnach rektyfikacyjnych
(na ktérych dochodzi do wielkokrotnego odparowania i skraplania). Niewatpliwa
zaletg tego procesu jest mozliwos¢ odebrania jedynie frakcji alkoholowej oraz frakcji
zawierajacej tylko pewng grupe skladnikow. Nalezy jednak pamigta, ze przed
rektyfikacja nalezy od piwa odseparowa¢ CO,, co powoduje juz wstepne usunigcie
cennych aromatow [2].

4. Biologiczne metody produkcji piwa bezalkoholowego

Ponizsze metody dotyczg zmiany przy wytwarzaniu piwa zarowno od strony
samych procedur, jak i doboru szczepow fermentujacych.

4.1. Zmiana sposobu zacierania

Zacieranie to najwazniejszy etap w procesie produkcji piwa, gdyz wlasnie wtedy
alfa 1 beta amylazy zawarte w stodzie rozkladajg skrobi¢ zawartg w ziarnach. W ten
sposob powstaja cukry proste bedgce surowcem dla drozdzy do przeprowadzenia
fermentacji alkoholowej. Podczas zacierania dokonuje si¢ zmian temperatury
zacieru, aby zapewni¢ odpowiednie warunki dla pracy poszczegoélnych enzyméw
amylolitycznych. Przykladowo dla beta amylaz optymalna temperatura wynos
62-65°C, za$ dla alfa amylaz 72-75°C.

Jedng z metod obnizania poziomu alkoholu jest zacieranie w wysokiej
temperaturze 75-80°C. Wtedy beta amylazy ulegaja dezaktywacji, za$ alfa amylazy
nadal wykazujg cze$¢ swojej aktywnosci. Dzigki takiemu zabiegowi ilo$¢ cukrow
fermentowalnych przez drozdze spada do okoto 25% w poréwnaniu do tradycyjnego
zacierania.

Drugie podejscie do zmniejszenia ilosci cukru w brzeczce wynika takze
z obnizenia aktywnos$ci enzymatycznej, ale z kolei poprzez obnizenie temperatury
ponizej 60°C. Nizsza aktywno$¢ enzyméw skutkuje niewielkg zawarto$cig
fermentowalnych cukrow w brzeczce.

Kolejng metoda polegajaca na zmianach w procesie zacierania jest ponowne
zacieranie wystodzin nierzadko poprzedzone kwasng hydroliza w celu uwolnienia
pozostatych cukrow, gldéwnie niefermentowalnych pentoz.

Powyzsze metody mogg skutkowaé powstaniem wad organoleptycznych piwa.
W przypadku zacierania w nizszej temperaturze lub zacierania wystodzin mogg to
by¢ problemy z uzyskaniem odpowiedniej barwy. Natomiast w przypadku zacierania
W nizszej oraz wyzszej temperaturze od optymalnej nalezy liczy¢ si¢ ze stodkawym
smakiem gotowego produktu [15, 16].
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4.2. Zatrzymana fermentacja

Zatrzymana fermentacja to obecnie najczg¢$ciej wykorzystywana metoda
produkcji piwa bezalkoholowego. Idea tego procesu polega na tym, zeby zatrzymacé
proces fermentacji alkoholowej zanim drozdze piwowarskie zaczng produkowaé
etanol. W tym celu fermentujace piwo mozna poddac pasteryzacji, mozna je rowniez
szybko ochtodzi¢ do temperatury 0°C albo odwirowaé drozdze. Niestety przez to, ze
cz¢$¢ cukréw nie ulegla fermentacji w tak otrzymanym produkcie mozna wyczué
charakterystyczny stodowy smak. Cz¢Sciowo mozna poprawi¢ walory smakowe tak
uzyskanego produktu poprzez lezakowanie w kadzi przez okoto 10 dni.

Drugim podobnym podejéciem do problemu jest stworzenie takich warunkow,
w ktérych drozdze bedg wytwarzaly etanol w mniejszych iloSciach. Najpopular-
niejszg metodg na stworzenie takich warunkow jest tak zwany proces zimnego
kontaktu (cold contact process — proces zwany w skrocie jako CCP). CCP polega na
tym, ze fermentacje prowadzi si¢ w temperaturze 1°C przy zakwaszeniu brzeczki do
pH 4 za pomocg kwasu mlekowego. W takich warunkach fermentacja alkoholowa
zachodzi wolniej, za$ proces tworzenia wyzszych alkoholi jak i estrow ulega
znacznie mniejszemu spowolnieniu niz wytwarzanie etanolu. Mimo wytwarzania
wigkszej ilosci zwigzkow aromatycznych piwo uzyskane w procesie zimnego
kontaktu posiada analogiczny slodowy smak jak piwo wytworzone przez zatrzy-
manie fermentacji.

Istnieje kilka sposobow polepszania walorow smakowych takiego produktu.
Jednym z nich jest zwigkszenie udziatu ciemnych stodow w zasypie, ktére maskuja
stodowy smak. Podobny efekt w postaci maskowania niepozadanego smaku daje
uzycie okoto 5% stodu zakwaszajacego (obnizajacego pH brzeczki) w zasypie
podczas zacierania. Kolejnym sposobem jest rozcienczenie brzeczki po procesie
gotowania zamiast przed gotowaniem, jak to robi si¢ tradycyjnie. Skutkuje to
uzyskaniem bogatszego bukietu estrow 1 wyzszych alkoholi. Zaleta obydwu
omawianych metod jest to, ze mozna je stosowaé¢ w tradycyjnych browarach i nie
trzeba rozbudowywac juz istniejacych instalacji o dodatkowe komponenty [7, 15, 17].

4.3. Ciagla fermentacja

Ciagla fermentacja to proces polegajacy na przeptywie brzeczki przez ztoze
z immobilizowanymi drozdzami. Immobilizacji najczgséciej dokonuje si¢ na DEAE-
celulozie, wiorach drzewnych jak i na wystodzinach przede wszystkim ze wzgledu
na ich niskg cen¢. Sam proces niesie ze sobg pewne trudnosci, gdyz trzeba dobraé
nosnik do immobilizacji, jak i dobra¢ parametry przeptywu brzeczki. Zazwyczaj
zakladajg one kontakt brzeczki z immobilizowanym ztozem w przedziale od 1 do 12
godzin. Ponadto w celu wlasciwego tworzenia si¢ estrow i wyzszych alkoholi nalezy
zadbac¢ o delikatne napowietrzanie ztoza. Dodatkowo pozytywnie na proces wptywa
immobilizowanie bakterii kwasu mlekowego przed immobilizowanymi drozdzami,
co zapewnia delikatne zakwaszenie brzeczki, co z kolei powoduje zwigkszone
tworzenie wyzszych alkoholi i estrow odpowiadajgcych za aromat gotowego piwa
bezalkoholowego. Badania wykazaly, ze piwo bezalkoholowe uzyskiwane metoda
cigglej fermentacji nie odstaje pod wzgledem walorow smakowych od komercyjnie
produkowanych piw bezalkoholowych. Na chwile obecng nie funkcjonujg zadne
przemystowe instalacje wykorzystujace metode cigglej fermentacji, gdyz wyma-
gatoby to budowy nowej linii produkcyjnej, ktéra niostaby znaczne trudnosci
w kontrolowaniu parametréw wplywajacych na proces [18, 19].
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4.4. Specjalne szczepy drozdzy

W przedstawionych wcze$niej metodach prébowano podejs¢ do zagadnienia
produkcji piw bezalkoholowych poprzez usunigcie alkoholu lub poprzez ograni-
czenie mozliwosci fermentacji cukréw przez drozdze. Ostatnim sposobem jest inge-
rencja w sam biokatalizator. Proces taki jest prosty do wykonania, gdyz wszystkie
procedury sg takie same jak w przypadku tradycyjnego piwa z tym, ze do fermentora
wprowadza si¢ inny typ mikroorganizméw produkujacych mniejsze ilosci etanolu.
Niestety ze wzgledu na tg wlasciwos¢ w tak prowadzonym procesie moze latwiej
doj$¢ do zakazenia mikrobiologicznego fermentujacego piwa dlatego tez trzeba
zachowa¢ bardziej restrykcyjne normy sanitarne.

Jednym ze stosowanych gatunkow drozdzy sa Saccharomycodes ludwigii, ktore
nie potrafig fermentowaé maltozy ani maltotrioz. Jednym z mankamentéw piwa
o obnizonej zawarto$ci alkoholu otrzymywanego przy uzyciu wspomnianego
szczepu jest stodkawy smak otrzymanego produktu wynikajacy z nieprzefermento-
wanych cukréw obecnych w piwie. Kolejnym rozpatrywanym szczepem pod katem
produkcji piw bezalkoholowych jest Saccharomyces rouxii. Ten mikroorganizm ma
interesujacg ceche polegajaca na rozkladaniu etanolu w warunkach tlenowych.
Niestety napowietrzanie moze negatywnie wplyng¢ na pozostate substancje
odpowiadajgce na cechy organoleptyczne piwa.

W 2005 roku zostata opatentowana metoda produkcji napoju podobnego do piwa
wykorzystujaca grzyby z rodzaju Monascus. Wedlug autorow w toku procesu
powstaje czerwony, orzezwiajacy napdj o niewielkiej zawartosci alkoholu. Niemniej
nie wiadomo czy ten produkt mozna klasyfikowaé jako piwo czy tez jako inny typ
napoju.

Poza naturalnie wystepujgcymi mikroorganizmami uwaga piwowarow skierowata
si¢ w kierunku organizméw modyfikowanych genetycznie. Najczesciej drozdze
Saccharomyces cerevisiae poddaje si¢ ekspozycji na Swiatlo ultrafioletowe
a nastepnie selekcjonuje si¢ mutanty z nieaktywnymi genami kodujagcymi dehydro-
genaze¢ 2-ketoglutaranu oraz fumarazg¢. Enzymy te wchodzace w sktad cyklu Krebsa
majg posredni wptyw na tworzenie etanolu w toku fermentacji. Mutacje w drozdzach
mozna tez wprowadzi¢ metodami inzynierii genetycznej niemniej mimo podobnych
efektow do promieniowania UV tego typu sposob jest mniej akceptowany przez
potencjalnego konsumenta [15, 20-23].

5. Podsumowanie

Piwo to nap6j towarzyszacy ludzkosci od tysiacleci. W toku rozwoju cywilizacji
ten produkt spozywczy przeszedtl swoista ewolucj¢ od prostych napojow powsta-
jacych na drodze spontanicznej fermentacji az do najbardziej wyszukanych piw
dostepnych obecnie na rynku. Obecnie w krajach rozwinigtych mozna zauwazy¢
tendencje do ograniczania spozywanego alkoholu. Piwo bezalkoholowe jest
alternatywa dla osob stosujacych farmakoterapi¢ niepozwalajacg na picie napojow
alkoholowych oraz dla sportowcoéOw traktujagcych piwo jako naturalny ptyn
izotoniczny.
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Wigkszo$¢ duzych browaréw ma w swojej ofercie juz bezalkoholowe odpo-
wiedniki tradycyjnych piw, ktére tylko po czesci jako$ciowo odpowiadajg klasycz-
nym piwom.

Przedstawione powyzej metody na pozyskanie dobrego jakoSciowo piwa
bezalkoholowego nie daja jednoznacznej metody. Wydaje si¢, ze rozwigzaniem jest
zastosowanie zaréwno odpowiedniego szczepu fermentujgcego, dobranie dla niego
warunkow procesowych na poziomie fermentacji, skierowanie zacieru tylko
czg¢$ciowo zhydrolizowanego a po zakonczonym procesie odbidr alkoholu np.
poprzez odparowanie.
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Przeglad metod produkcji piwa o obniZonej zawartosci alkoholu

Streszczenie

Celem prezentowanej pracy jest omowienie i poréwnanie metod produkcji piwa o obnizonej zawartosci
alkoholu zaréwno obecnie stosowanymi metodami jak i nowymi sposobami podejscia do tego problemu.
W szczegdlnosci omowieniu poddano najpopularniejszg i zarazem najczesciej stosowang w przemysle
metod¢ zmniejszania zawarto$ci etanolu w gotowym produkcie polegajaca na zatrzymaniu fermentacji
przed wytworzeniem wspomnianego alkoholu przez drozdze piwowarskie. Niemniej przyblizono rowniez
szerokie spektrum metod zaréwno fizycznych jak i biologicznych. Do tych pierwszych zaliczono procesy
termiczne oraz membranowe takie jak odwrdcona osmoza, dializa, destylacja i rektyfikacja. Natomiast do
drugiej grupy przyporzadkowano takie procesy jak ciggla fermentacja, zmiana sposobu zacierania oraz
stosowanie specjalnych szczepow drozdzy. W pordwnaniu najwicksza wage przywigzano do wpltywu
omawianych metod produkcji piwa na zawarto$¢ poszczegdlnych zwigzkéw chemicznych odpowia-
dajacych za cechy organoleptyczne produktu, w szczegdlno$ci za smak i zapach.

Stowa kluczowe: piwo bezalkoholowe, usuwanie etanolu; optymalizacja fermentacji; kontrola zacierania.

Non-alcoholic beer production — an overview

Abstract

The target of the paper is to compare different methods of non-alcoholic beer production including
ubiquitous ones and new approaches to this problem. The main focus is concentrated on the most widely
applied method of non-alcoholic beer production called limited fermentation. The target of this method
is to stop fermentation before brewing yeasts start to produce ethanol. Furthermore a wide overview on
biological and physical methods was presented. Physical approaches include thermal and membrane
processes like reverse osmosis, dialysis, distillation and rectification. Presented biological methods are
continuous fermentation, special yeast types selection and changed mashing regime. In this comparison
the main target is to determine how presented methods corelate with the concentration of compounds
responsible for characteristic taste and flavour of a beer.

Keywords: non-alcoholic beer, ethanol separation; fermentation optimizing; mashing control.
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Aktywnos¢ przeciwgrzybicza
2-(4-fluorofenyloamino)-5-(2,4-dihydroksyfenylo)
-1,3,4-tiadiazolu (FABT)

1. Wstep

Liczne artykuly naukowe donosza, ze zachorowalno$¢ i $miertelno$¢ wywotana
infekcjami grzybiczymi w ostatnich latach znaczgco wzrasta. Zjawisko to spowodo-
wane jest przede wszystkim stale zwigkszajacg si¢ liczbg pacjentow leczonych
immunosupresyjnic po przeszczepach narzadow lub szpiku kostnego oraz
w chorobach autoimmunologicznych [1, 2]. Czynnikiem sprzyjajacym pojawieniu si¢
inwazyjnej grzybicy ukladowej jest takze ostabienie ukladu odpornoSciowego
spowodowane chemioterapig, intensywng antybiotykoterapig oraz pierwotnym lub
wtornym niedoborem odpornosci [3].

Czestym problemem, sg takze grzybice powierzchniowe obejmujgce skore,
paznokcie i1 blony §luzowe, wystepujace szczegdlnie u dzieci i chorych na astme
przyjmujagcych wziewne sterydy. Badania pacjentow po przeszczepach narzaddéw
wykazaly, ze zagrazajgce zyciu grzybice ukladowe sg najczeSciej] wywolane przez
szczepy z rodzaju Candida (53%), Aspergillus (19%), Cryptococcus (8%), a takze
plesnie inne niz Aspergillus (8%) i grzyby endemiczne (5%) [4]. Niepokojacym
zjawiskiem jest coraz czestsze wystgpowanie inwazyjnych aspergilloz, w przypadku
ktorych rokowania sg gorsze niz w przypadku kandydoz oraz infekcji spowodo-
wanych szczepami Candida innymi niz albicans, ktére czgsto wykazujg zmniejszong
wrazliwo$¢ na polieny i oporno$¢ na azole [5, 6]. Do listy oportunistycznych
patogenow grzybowych wcigz dodawane sg nowe organizmy, takie jak np.
Basidiomycetes (rodzaje Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon), Zygomycetes
(Mucor spp., Rhizopus spp., Cunninghamella spp.), Sordariomycetes (Fusarium
spp.), czy grzyby melanizujace [6, 7]. Grzyby sa organizmami wszechobecnymi
w srodowisku, szacuje si¢, ze wraz z kazdym oddechem do organizmu czlowicka
dostaje si¢ az do 10 spor grzybowych [8]. Coraz cze¢$ciej organizmy grzybowe sa
uznawane za istotny sktadnik ludzkiego mikrobiomu, a ich dysbioza prowadzi do
szeregu groznych chorob [9, 10]. Obecnie medycyna dysponuje kilkoma klasami
lekow przeciwgrzybiczych, takich jak polieny (oddzialujace z zawartym w blonie
komodrkowej ergosterolem), azole (blokujace szlak syntezy ergosterolu), echino-
kandyny (hamujgce synteze skladnikéw Sciany komorkowej), oraz pochodne
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flucytozyny (bedace toksycznymi analogami pirymidyny). Sposrdd lekéw z grupy
polienéw, najdluzej stosowanym i najskuteczniejszym antybiotykiem jest amfo-
terycyna B (AmB) uzywana jako pierwsza linia obrony w cigzkich, zagrazajacych
zyciu mykozach systemowych [11]. Pomimo dlugiego okresu stosowania AmB,
rzadko pojawiajg si¢ szczepy z nabytg opornoscig na ten antybiotyk. Jednak leczenie
obecnie dostgpnymi preparatami na bazie AmB, zwigzane jest z powaznymi
skutkami ubocznymi, a zwlaszcza z nefrotoksycznoscig i hepatotoksycznoscia.
Z kolei najczesciej stosowane leki z grupy azoli, takie jak flukonazol, itrakonazol,
worykonazol czy posakonazol, wykazujg dziatanie grzybostatyczne, indukujgc dos¢
czgsto oporno$¢ 1 wykazuja wybidrczg aktywnosci w stosunku do patogenow
grzybowych [12]. Leki takie jak, 5-fluorocytozyna czy flucytozyna, ktére ostabiaja
syntez¢ kwaséw nukleinowych, powoduja szybkie narastanie opornosci i powinny
by¢ stosowane w skojarzeniu z innymi lekami przeciwgrzybiczymi. Z uwagi na to, ze
zwigzki te jako antymetabolity powoduja supresj¢ szpiku, sg stosowane tylko
w ciezkich zakazeniach, zazwyczaj w skojarzeniu z amfoteryczng B. Grupa lekow
okreslanych jako echinocandyny dziala na synteze Sciany komorkowej wrazliwych
patogenow z rodzaju Candida i1 Aspergillus, lecz jest nieskuteczne w zwalczaniu
innych rodzajow grzybow. Problematyczne jest takze pojawianie si¢ szczepow
0 zmniejszonej wrazliwosci na te zwigzki [13]. Podstawowa trudno$cig w poszu-
kiwaniu 1 projektowaniu nowych grup lekow przeciwgrzybiczych, jest fakt, ze
grzyby jako organizmy ecukariotyczne majg niewiele szlakow metabolicznych
odmiennych od komoérek ludzkich. Podstawowym ograniczeniem stosowanych
obecnie w praktyce klinicznej lekéw przeciwgrzybiczych jest ich niska selektywno$¢
1 zwigzana z tym wysoka toksycznos$¢ oraz stale rosngca liczba opornych patogenow.
Z przytoczonych powyzej danych wynika, Ze istnieje, zauwazana przez wielu
autoréw, pilna potrzeba poszukiwania nowych zwigzkow przydatnych do leczenia
infekcji grzybiczych [3, 14].

Duze nadzieje budza badania ukierunkowane na synteze pochodnych 1,3,4-
tiadiazolu o aktywnos$ci przeciwgrzybiczej. Syntetyczne zwigzki z grupy pochodnych
1,3,4-tiadiazolu wykazujg szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, takie jak np.
przeciwgrzybicze, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe czy
przeciwzapalne, opisane w przyktadowych publikacjach przeglagdowych [15, 16].
Pochodne nalezagce do grupy S-podstawionych 2-(2,4-dihydroksyfenylo)-1,3,4-
tiadiazoli sg slabo poznane pod katem ich aktywno$ci przeciwgrzybicznej.
W obecnej pracy do badan wybrano zwigzek o nazwie 2-(4-fluorofenyloamino)-5-
(2,4-dihydroksyfenylo)-1,3,4-tiadiazol (FABT). Zwigzek FABT zostal zsyntetyzo-
wany w katedrze chemii Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie i opatentowany
jako substancja o aktywnosci przeciwnowotworowej [17]. Liczne publikacje wykazuja,
ze FABT znacznie hamuje proliferacje komorek nowotworowych w ukladzie
nerwowym (migsak prazkowano komoérkowy/rdzeniowy, nerwiak niedojrzaty
i glejak) 1 innych narzgdach (gruczolakorak okreznicy i ptuc). Wykazano, ze in vitro
FABT w dawkach wykazujacych dziatanie przeciwnowotworowe nie mial wplywu
na zywotno$¢ komorek prawidlowych (hepatocytow, astrocytow, fibroblastow
skory), wykazywat natomiast dziatanie troficzne oraz neuroprotekcyjne w neuronach
narazonych na dzialanie neurotoksycznych srodkéw takich jak deprywacja surowicy
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lub obecno$¢ glutaminianu [18]. W literaturze zostaly rowniez szeroko opisane
bromo- [19], chloro- [20] i fluoro- [21] izomery FABT, gdzie zostalo udokumento-
wane ich dziatanie przeciwnowotworowe. Pochodna 4BrABT ujawnila znaczgca
neurotrofi¢ i dziatanie neuroprotekcyjne w osrodkowym uktadzie nerwowym oraz
dziatanie przeciwnowotworowe, dzigki czemu moze znalez¢ zastosowanie jako zwig-
zek zmniejszajacy neurotoksycznos¢ i stosowanych cytostatykow [22]. Wazna aktyw-
nos¢ 4CIABT, opisana takze dla bromo- i fluoro-izomerow [19, 21], to hamowanie
ruchliwo$ci komorek zwigzanym z procesem przerzutowania raka, co czyni go takze
potencjalnym $rodkiem przeciwnowotworowym. Ponadto wykazano niska
cytotoksyczno$¢ wobec ludzkich fibroblastow skory, hepatocytow i astrocytow [23].
Aktywno$¢ przeciwgrzybicza FABT zostata dotychczas okreslona tylko wobec
szczepow Candida jako $rednia warto$¢ MIC (minimal inhibitory concentration),
metodg rozcienczen na ptytkach agarowych [24]. Dotychczas zwigzek ten nie byt
przebadany pod katem aktywno$ci przeciwko innym niz Candida patogenom
grzybowym. Nie znane sg mechanizmy przeciwgrzybiczego dziatania pochodnych 2-
(2,4-dihydroksyfenylo)-1,3,4-tiadiazolu, ani ich interakcje z innymi lekami
przeciwgrzybiczymi. W obecnej pracy okreslono dla zwigzku FABT minimalne
stezenie hamujace namnazanie komorek grzybowych (MIC) oraz wartos¢ mini-
malnego stezenia grzybobodjczego (MFC) wobec szczepow Candida albicans,
Candida parapsilosis, Aspergillus niger, Rhodotorula mucilaginosa 1 Trichophyton
rubrum oraz jego aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec prawidtowych komorek ssaczych.

2. Materialy i metody

2.1. Struktura chemiczna FABT

2-(4-fluorofenyloamino)-5-(2,4-dihydroksyfenylo)-1,3,4-tiadiazol (FABT) zostal
zsyntetyzowany w procesie endocyklizacji z sulfinylbis-(2,4-dihydroksytiobenzoylu)
1 4-(4- fluorofenylo)-3-tiosemicarbazydu [18] w zespole prof. Andrzeja Niewiadomego.
Wzér strukturalny zostat przedstawiony na rys.1.

OH
N—N I|{
HO / )—N F
S
Rys.1. Struktura chemiczna 2- (4-fluorofenyloamino) -5- (2,4-dihydroksyfenylo) -1,3,4-tiadiazolu
(FABT) [18].

2.2. Badanie aktywnosci przeciwgrzybiczej

Wrazliwo$¢ patogendéw grzybowych na FABT badano in vitro z wykorzystaniem
standardowych szczepéw Candida albicans NCPF 3153, Candida parapsilosis
ATCC 20246, Rhodotorula mucilaginosa, Aspergillus niger 1 Trichophyton rubrum
ATCC 28188, metodg mikrorozcienczen na plytce 96 doltkowej, przez wyznaczenie
warto$§ci minimalnych dawek inhibicyjnych — MIC (minimal inhibitory con-
centration). Stosowano standardowe przepisy metodyczne zalecane przez Clinical

79



Katarzyna Bonio, Barbara Chudzik, Andrzej Niewiadomy, Mariusz Gagos

and Laboratory Standards Institute (CLSI), dokument M27-A3 [25] i M38-A2 [26],
odpowiednio dla testowania wrazliwo$ci drozdzy i grzybow plesniowych. Wprowa-
dzono modyfikacje metody polegajaca na dodatku 2 % glukozy do podioza RPMI
1640, w celu zapewnienia optymalnych warunkow wzrostu dla grzybow. Szczepy
przechowywano w Viabank™ cryogenic storage vials (Medical Wire&Equipment Co
Ltd), w temp. -70°C. Przed rozpoczeciem eksperymentdéw, komoérki drozdzakow
inokulowano do ptynnego podtoza YPD (1% ekstrakt drozdzowy, 2% baktopepton, 2
% glukoza w 0,01 M buforze fosforanowym o pH 7) i hodowano przez 24 h w temp.
35°C, na wytrzasarce, w celu uzyskania hodowli w fazie logarytmicznego wzrostu.
Zarodniki 4. Niger i T. rubrum inokulowano na podloze YPD zestalone agarem
ihodowano w temp. 27°C, az do uzyskania zarodnikow. W celu wyznaczenia
wartosci MIC przygotowywano inokulum o koncowej gestosci 0,5x10°2,5x10°
komoérek/ml dla drozdzakow i 0.4x10*-5x10*ml dla zarodnikéw grzybow plesnio-
wych, rozcienczone w pozywce (zawierajacej L-glutaming, bez dwuweglanow),
zbuforowanej do pH 7,0 przy uzyciu 0,165 mol/L 3-(N-morpholino) propane-
sulfonicacid (MOPS). W celu przygotowania roztworu wyjsciowego FABT,
odwazono 0,625 mg tego zwigzku i rozpuszczono w 200 ul DMSO, a po uzyskaniu
klarownego roztworu pobrano z niego 143,36 ul i dodano do 500 ul glikolu
propylenowego i 3 ml pozywki RPMI z dodatkiem 2% glukozy, otrzymujgc w ten
sposob roztwdr wyjsciowy o stezeniu 128 pg/ml. Roztwor ten stuzyt do uzyskania
koncowych stezen FABT (od 64 pug/ml do 0,5 pug/ml) na ptytce 96 dotkowej, metoda
serii dwukrotnych rozcienczen. Po dodaniu inokulum mikroorganizmow, ptytki
inkubowano przez 48 godz., w temp. 35°C lub 27°C, odpowiednio dla drozdzakow
1 grzyboéw plesniowych. W przypadku T. rubrum, ze wzgledu na powolny wzrost
tego patogenu, hodowle prowadzono przez 96 godz. Gesto$¢ optyczng mierzono przy
dhugosci fali 600 nm w czytniku mikroptytek Infinite® 200 PRO (TECAN,
Szwajcaria), po 24h i 48h hodowli. Jako wartosci MIC przyjeto st¢zenia substancji
catkowicie hamujagce wzrost mikroorganizméw (brak widocznego wzrostu
1 zmetnienia optycznego).

W celu wyznaczenia wartosci MFC (minimal fungicidal concentration), z dotkow
ptytki, na ktorej oznaczano MIC pobierano po 20 ul zawiesiny i wysiewano na ptytki
Petriego z pozywka YPD zestalong agarem. Po 48 godz. inkubacji w temp. odpo-
wiedniej dla danego szczepu, liczono wyroste kolonie. Jako wartos¢ MFC Przyjmo-
wano stezenie substancji, po zadzialaniu ktdrej nie obserwowano wzrostu kolonii.

2.3. Badanie cytotoksycznosci wobec komorek ssaczych

Badanie cytotoksyczno$ci FABT przeprowadzono z wykorzystaniem ludzkich
prawidtowych fibroblastow skoéry linii NHDF (adult skin, Lonza CC-2511), komoérek
typu nabtonkowego z jajnika chomika chinskiego Cricetulus griseus linii CHO-K1
(ATCC, CCL-61) oraz fibroblastow pochodzacych z nerki afrykanskiej malpy
zielonej Cercopithecus aethiops linii COS-7 (ATCC, CRL-1651).

Komorki przechowywano w cieklym azocie, rozmrazano w temp. 37°C, nastgpnie
przelewano do butelek hodowlanych (Nunclon®) zawierajacych odpowiednie
podioze, po czym namnazano w inkubatorze w temp. 37°C, w atmosferze z 5% CO,.
Komoérki COS-7 i NHDF hodowano na podtozu DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium nutrient mixture z L-glutaming, 1000 mg/l1 glukozy i NaHCOs;,
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Sigma D6046), natomiast komorki CHO-K1 na podtozu DME/F-12 z L-glutaming
ibuforem HEPES (F12, HyClone, SH30023.01). Do ptynéw hodowlanych
dodawano 10% inaktywowanej termicznie bydlecej surowicy ptodowej (FBS, Gibco
10270) oraz roztwoér antybiotykow zawierajacy penicyling, streptomcyne i neomy-
cyne (Sigma, P4083) w ilosci 10ul/ml. Po uzyskaniu monowarstwy (ok. 80%
konfluencji), komorki przeptukiwano buforem DPBS bez jonow wapnia i magnezu
(Gibco), a nastgpnie odklejano od dna naczynia uzywajac roztworu 0,25 % trypsyny
z dodatkiem EDTA i rozcienczano podlozem hodowlanym do gestosci 2x10°
komorek/ml. Otrzymang zawiesing komorek, rozlewano do ptytek 96 dotkowych
(Nunclon®), hodowano przez 24 godz., a po uzyskaniu monowarstwy, delikatnie
sciggano ptyn hodowlany i dodawano roztwor FABT o stgzeniu od 0,5 do 128 pug/ml,
w pozywce hodowlanej uzupetnionej 10% surowica bydleca. Hodowle prowadzono
przez 48 godz., w inkubatorze w wilgotnej atmosferze zawierajacej 5% CO; i temp.
37°C.

2.4. Analiza zywotnoS$ci komorek z wykorzystaniem testu MTT

Zywotno$¢ komérek okreslano przy pomocy testu MTT, w ktorym rozpuszczalny
w wodzie zwigzek o barwie zoltej, okreslany jako sél tetrazoliowa MTT (bromek 3-
(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) jest przeksztatcany przez enzymy
obecne w aktywnych metabolicznie komorkach do formy zredukowanej — nierozpusz-
czalnego w wodzie formazanu, o barwie intensywnie fioletowej. Ilos¢ powstatego
formazanu jest wprost proporcjonalna do liczby komorek oraz ich aktywno$ci
metabolicznej. W przypadku martwych lub uszkodzonych komorek ilos¢ barwnego,
zredukowanego formazanu jest mniejsza, badz nie powstaje. Do przeprowadzenia
tego testu uzywano zestawu odczynnikéw In Vitro Toxicology Assay Kit, MTT
based (Sigma, TOX 1), postgpujac wedtug instrukcji producenta. Roztwor MTT
w PBS o stezeniu 5 mg/ml dodawano po 15 pl do dotkéw na ptytce hodowlanej
i inkubowano przez 3 godz., a nast¢gpnie dodawano po 100 ul buforu rozpuszcza-
jacego krysztatki formazanu, ktory réwnocze$nie rozbija blong komorkowa. Ilosé
powstatego barwnika okreslano spektrofotometrycznie przy uzyciu czytnika
mikroptytek Infinite® 200PRO (TECAN, Szwajcaria), przy dtugosci fali 570 nm. Na
podstawie uzyskanych wynikdéw ustalono warto$¢ st¢zenia hamujacego zywotnosé
komorek w 50 % (ICsp).

2.5. Obserwacje mikroskopowe

Prowadzone hodowle poddano rowniez oglagdowi pod mikroskopem kontrastowo-
fazowym Leica DM 4000 B. W tym celu 10 ul probki zawiesiny hodowlanej
nanoszono na szkietko podstawowe, przykrywano szkietkiem nakrywkowym
i obserwowano przy powickszeniu 600x. Dokumentacje fotograficzng wykonano
przy uzyciu kamery Leica DFC 500 i programu Leica Application Suite.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Aktywnos$¢ przeciwgrzybicza FABT

Pochodna 1,3,4-tiadiazolu — FABT wykazata wobec wszystkich badanych
patogenow grzybowych aktywnos$¢ hamujgca namnazanie komorek (wyrazong jako
warto$¢ MIC — Minimal Inhibitory Concentration) oraz aktywno$¢ grzybobojcza
(wyrazong jako wartos¢ MFC — Minimal Fungicidal Concentration) (tab. 1). Warto$ci
MIC i MFC wyznaczano metodg serii dwukrotnych rozcienczen, przyjmujac za
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wynik takie st¢zenie FABT, przy ktorym nie obserwowano zadnego widocznego
wzrostu patogenu. Ze wzgledu na to, ze badano dwukrotne rozcienczenia substancji,
uzyskiwane dla danego szczepu wyniki bylty w 100 % powtarzalne (dlatego przy
warto$ciach MIC i MFC nie podano odchylenia standardowego). Badane szczepy
roznity si¢ miedzy sobg wrazliwos$cig na badany zwigzek. Najbardziej wrazliwe
okazaly si¢ szczepy T. rubrum, dla ktorego wartos¢ MIC po 96 godz. wynosita
8 ng/ml (oznaczanie przeprowadzono po 96 godz. ze wzgledu na powolny wzrost
tego patogenu) oraz R. mucilaginosa, dla ktérego warto$¢ MIC po 48 godz. byla na
poziomie 16 pg/ml. Szczepy C. albicans i C. parapsilosis byly $rednio wrazliwe na
badany zwiazek (wartos¢ MIC po 48 godz. wyniosta 32 pg/ml), natomiast szczep
A. niger, dla ktorego warto§¢ MIC,s ustalono na poziomie 64 ug/ml okazal sie
najmniej wrazliwy. FABT wykazywal rowniez dzialanie grzybobojcze, o czym
swiadczyt brak wzrostu kolonii na pozywce zestalonej agarem, po zastosowaniu
minimalnego stezenia FABT pokazanego w tabeli 1 jako warto§¢ MFC. Wartos¢
indeksu MFC/MICy,s w zadnym z przypadkow nie przekroczyla wartosci 4, co
dowodzi ze FABT w zaleznosci od st¢zenia ma zarowno aktywno$¢ grzybostatyczng
jak i grzybobojcza (tabela 1).

Pomiar gestosci optycznej na ptytkach 96 dotkowych po 24 i 48 godz. hodowli
wykazal, ze znaczace zahamowanie wzrostu patogenéw grzybowych miato miejsce
juz przy dawkach FABT znacznie nizszych niz wyznaczone wartosci MIC (Rys. 1
12). Okoto 50 % zahamowanie wzrostu obserwowano juz przy dawce FABT 2 pg/ml
w przypadku T. rubrum i R. mucilaginosa, oraz przy stezeniu 8 ug/ml dla
C. parapsilosis i przy 16 pg/ml dla C. albicans 1 A. niger.

Tabela 1. Aktywnosc¢ przeciwgrzybowa FABT wobec Candida albicans, Candida parapsilosis, Rhodotorula
mucilaginosa, Aspergillus niger i Trichophyton rubrum wyrazona wartoscia MIC (minimalne ste¢Zenie
hamujace, 100% zahamowanie wzrostu) badana po 24 i 48 godzinach oraz MFC (minimalne stgzenie
grzybobdjcze).

FABT [ug/ml]

MIC,4 MIC.g MEC MEC/MICy5
Candida albicans 32 32 64 2
Candida parapsilosis 16 32 32 1
Erhodotorula mubrum 4 16 32 2
Aspergillus niger 32 64 06 1.5
Trihophyton rubrum - 8 16 2

(MICqs)

Zrédto: opracowanie wlasne
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Rys. 1. Procentowe zahamowanie wzrostu komorek C. albicans, C. parapsilosis, R. mucilaginosa i A. Niger
(wzglgdem kontroli) przez zwiazek FABT, w zakresie stezen 0,5-64 pg/ml, po 24 148 godz. hodowli. Podano
wartos$ci $rednie wraz z odchyleniem standardowym
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Rys.3. Procentowe zahamowanie wzrostu komoérek Trihophyton rubrum (wzgledem kontroli)
przez zwiazek FABT, w zakresie stezen 0,5-64 pg/ml, po 96 godz. hodowli.
Podano warto$ci $rednie wraz z odchyleniem standardowym

W literaturze aktywno$¢ przeciwgrzybicza zwigzku FABT dotychczas zostala
przedstawiona tylko na podstawie badan przesiewowych szerokiej grupy pochodnych
S-podstawionych 2-(2,4-dihydroksyfenylo)-1,3,4-tiadiazoli [24]. W cytowanej pracy,
dla pochodnej FABT wyznaczono $rednig wartos¢ MIC dla 10 szczepdéw Candida
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albicans na poziomie 70,3 £ 25,8 pg/ml oraz dla szczepow Candida innych niz
albicans na poziomie 41,7 + 12.9 pg/ml, metoda rozcienczen agarowych. Uzyskane
przez nas wyniki potwierdzaja, ze szczepy drozdzakéw inne niz albicans sg bardziej
wrazliwe na dziatanie FABT niz szczepy Candida albicans. Jest to szczegdlnie
warto$ciowa cecha tego zwigzku jako potencjalnego leku przeciwgrzybicznego,
poniewaz szczepy Candida inne niz albicans czgsto cechuja si¢ zmniejszong
wrazliwo$cig na dostgpne antybiotyki, szczeg6lnie z grupy poliendw i opornoscia na
azole [5, 6]. Ponadto, w obecnej pracy po raz pierwszy wykazano wysoka aktywno$é
grzybobodjcza FABT wobec szczepu Trichophyton rubrum, nalezacego do grupy
dermatofitow wywotujacych grzybice skory 1 paznokei.

W obserwacjach mikroskopowych widoczne byly znaczne réznice w morfologii
komoérek poddanych dziataniu FABT w porownaniu z komérkami kontrolnymi. Pod
wplywem tego zwigzku nastegpowata wyrazna tendencja do spadku liczebnosci
komorek, zmiana ksztattu, oraz tworzenie si¢ nienaturalnych agregatow. Efekt ten
nasilal si¢ wraz ze wzrostem dawki FABT. Zaréwno w przypadku C. albicans (Fot.
1) jak i R. mucilaginosa (Fot. 2) zaobserwowano wyrazne zmniejszenie komorek,
oraz zmiang ksztattu z eliptycznego na kulisty. W wyniku zaburzenia podziatow
komoérkowych tworzyly si¢ agregaty ztozone z kilkudziesieciu komorek. Obserwo-
wano dezintegracj¢ wickszosci komorek zamiast pojedynczych paczkujacych
drozdzakow.

#  16ug/ml FABT
wifin

Fot. 2. Rhodotorula mucilaginosa

Obserwacja komorek C. parapsilosis (Fot. 3) wykazala, ze sg bardziej wrazliwe
niz komorki C. albicans. Stopniowo zwickszane stezenie FABT powodowalo coraz
wicksze tworzenie si¢ agregatdow komorkowych, co rowniez moze S$wiadczy¢
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o zaburzonych podziatach komérkowych. Komorki zmienity swoj ksztalt, stawaty sig
znacznie mniejsze, z zageszczona cytoplazma. Tracily tez zdolno$¢ do tworzenia
pseudostrzepek, ktore uwazane sg za formy inwazyjne Candida.

Fot. 3. Candida parapsilosis

W kontrolnej hodowli Aspergillus niger obserwowano duza ilo$¢ zarodnikoéw
oraz liczne regularne, nierozgatezione strzepki. Po zastosowaniu FABT obserwo-
wano zahamowanie tworzenia zarodnikoéw oraz zmiany w morfologii strzgpek,
polegajace na zahamowaniu ich wzrostu i tworzeniu licznych krotkich rozgatezien
w szczytowych fragmentach (Fot.4). Podobne zmiany obserwowano w hodowli
T. rubrum (Fot. 5).

Fot. 5. Trihophyton rubrum

3.2. Aktywnos¢ cytotoksyczna FABT wobec komorek ssaczych

Cytotoksycznos¢ FABT badano wobec Iudzkich prawidlowych fibroblastow
skory (linia NHDF), komorek typu nabtonkowego z jajnika chomika chinskiego
(linia CHO-K1) oraz fibroblastéw pochodzacych z nerki afrykanskiej malpy zielonej
(linia COS-7) in vitro. Wszystkie linie komoérkowe poddano dziataniu FABT przez
48 godz. w zakresie stgzen od 0,5 do 96 pg/ml, a nastepnie wykonano test MTT
pozwalajacy na okreslenie aktywnosci metabolicznej komérek. Zywotno$é komorek
dla poszczegblnych stgzen badanego zwiazku przedstawiono w przeliczeniu na
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procent kontroli. Analiza otrzymanych wynikéw pokazuje, ze FABT w st¢zeniach
hamujgcych namnazanie komorek grzybowych nie wykazuje wlasciwo$ci toksycz-
nych wobec badanych prawidtowych komérek ssaczych (Rys. 4). Jednak wyzsze
stezenia tego zwigzku okazaly si¢ toksyczne dla badanych linii komérkowych, przy
czym poszczegolne typy komorek rdznity si¢ znacznie wrazliwoscig. Stezenie FABT
hamujgce zywotno$¢ komorek o 50% (ICsy) wyznaczono na poziomie 96 pg/ml dla
NHDF, 64 pg/ml dla komérek COS-7 oraz 24 ug/ml dla komorek CHO-KI.
Najmniej wrazliwe okazaly si¢ ludzkie prawidtowe fibroblasty skoéry. Obliczony
indeks terapeutyczny, czyli stosunek stezenia substancji hamujacej zywotno$¢
komorek ssaczych o 50% do minimalnego stezenia hamujacego namnazanie komo-
rek patogendéw grzybowych okazat si¢ najkorzystniejszy dla patogenu Trichophyton
rubrum 1 ludzkich prawidtowych fibroblastow skory (Tab. 2). Biorac pod uwage, ze
T. rubrum jest dermatofitem powodujagcym zakazenia skory i paznokei u ludzi,
mozna rozwaza¢ zastosowanie zwigzku FABT jako czynnika leczniczego w przy-
padku grzybic powierzchniowych. W kolejnym etapie badan nalezatoby sprawdzi¢
aktywnos¢ tego zwigzku wobec szerszego zakresu patogendéw grzybowych nalezg-
cych do grupy dermatofitow. Powierzchniowe zastosowanie FABT powinno rowniez
przynies¢ pozadane efekty w przypadku zakazen bton sluzowych grzybami z rodzaju
Candida oraz Rhodotorula.
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Rys. 4. Zywotno$¢ fibroblastéw pochodzacych z ludzkich prawidtowych fibroblastow skéry (A — linia

NHDF, B — linia COS 7, C —linia CHO) po 72h hodowli w obecnosci FABT, mierzona przy pomocy testu

MTT; podano wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym.

Tab. 2. Indeks terapeutyczny (CC50 /MICA48) zwigzku, obliczony na podstawie MIC48 dla patogenow
grzybowych i wartosci IC50 dla komorek ssaczych. MIC48 — minimalne stezenie substancji hamujace
namnazanie komorek grzybowych; IC50 — stezenie substancji przy ktorym zywotnos¢ komorek ssaczych
w hodowli in vitro zmniejsza si¢ 0 50%.

Indeks terapeutyvezny (I1Cp/MIC45)

NHDF COS-7 CHO-K1
C. albicans 3 2 0.75
C. parapsilosis 3 2 0,75
C.rhodotorula 6 4 1.5
A _niger 1.5 1 0373
T. rubrum* 12 8 3

*W przypadku 7. rubrum MIC wyznaczono po 96 godz.

4. Whnioski

1.

Otrzymane wyniki pokazuja, ze FABT posiada wlasciwosci hamujgce namna-
zanie patogenow grzybowych, takich jak: Candida albicans, Candida para-
psilosis, Rhodotorula mucilaginosa, Aspergillus niger 1 Trichophyton rubrum,
przy wartosciach MIC4 na poziomie od 8 do 64 ug/ml oraz wiasciwosci
grzybobojcze, przy warto§ciach MFC na poziomie od 16 do 96 pg/ml,
w zalezno$ci od badanego szczepu.

FABT w stezeniach hamujacych namnazanie komoérek grzybowych nie jest
toksyczny wobec badanych prawidlowych komorek ssaczych. Jednak wyzsze
stezenia tego zwigzku hamowaty aktywnos$¢ metaboliczng badanych komorek,
przy warto$ciach ICsy na poziomie od 24 do 96 ug/ml, w zaleznosci od typu
komorek.

Najmniej wrazliwe na dziatanie badanego zwigzku okazaly si¢ komorki linii
NHDF (ludzkie prawidtowe fibroblasty skory).
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4,

Najkorzystniejszy indeks terapeutyczny (stosunek ICso/MICy), na poziomie 12,
uzyskano w przypadku komoérek NHDF 1 patogenu Trichophyton rubrum
wywolujacego grzybice skory i paznokci.

Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwos¢ zastosowania zwigzku FABT jako
czynnika terapeutycznego w leczeniu grzybic powierzchniowych wywolanych
patogenami z rodzaju Trichophyton, a takze Candida 1 Rhodotorula.
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Aktywno$¢ przeciwgrzybicza 2-(4-fluorofenyloamino)-5-(2,4-dihydroksyfenylo)-
1,3,4-tiadiazolu (FABT)

Streszczenie

Zwiazki nalezace do grupy 1,3,4-tiadiazoli wykazuja liczne korzystne wiasciwosci biologiczne, do ktérych
zaliczy¢ mozna aktywno$¢ przeciwwirusowa, przeciwbakteryjna, przeciwgrzybicza, przeciwgruzlicza
i przeciwnowotworowa. Cechuja si¢ przy tym niska cytotoksycznoscia wobec komoérek ludzkich.
W prezentowanej pracy badano aktywno$¢ przeciwgrzybicza 2-(4-fluorofenyloamino)-5-(2,4-dihydro-
ksyfenylo)-1,3,4-tiadiazolu (FABT) wobec patogenéw grzybowych, takich jak: Candida albicans,
Candida parapsilosis, Rhodotorula mucilaginosa, Aspergillus niger i Trichophyton rubrum, w wrunkach
hodowli in vitro, metoda mikrorozcienczen na plytce 96 dotkowej, przez wyznaczenie wartoSci
minimalnych dawek inhibicyjnych — MIC (minimal inhibitory concentration). Stosowano standardowe
przepisy metodyczne zalecane przez Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Otrzymane
wyniki pokazuja, ze badana pochodna 1,3,4-tiadiazolu posiada wlasciwosci hamujace namnazanie
patogendéw grzybowych, przy wartosciach MIC4; na poziomie od 8 do 64 pg/ml oraz wlasciwosci
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grzybobojcze, przy wartosciach MFC (Minimal Fungicidal Concentration) na poziomie od 16 do 96
png/ml, w zaleznosci od badanego szczepu.

Aktywnos$¢ cytotoksyczng FABT okreslano wobec prawidtowych komorek ssaczych linii NHDF, CHO-
K1 i COS-7, przy uzyciu testu MTT. Stwierdzono, ze FABT w st¢zeniach hamujacych namnazanie
komorek grzybowych nie jest toksyczny wobec badanych prawidtowych komérek ssaczych. Jednak
wyzsze stezenia tego zwigzku hamowaly aktywno$¢ metaboliczng badanych komoérek, przy wartosciach
ICs (stgzenie hamujace Zywotno$¢ komoérek o 50 %) na poziomie od 24 do 96 pg/ml, w zaleznosci od
typu komorek. Najmniej wrazliwe na dziatanie badanego zwiazku okazaty si¢ komorki linii NHDF
(ludzkie prawidlowe fibroblasty skory). Najkorzystniejszy indeks terapeutyczny (stosunek 1Cso/MICyy),
na poziomie 12, uzyskano w przypadku komérek NHDF i patogenu Trichophyton rubrum wywotu-
jacego grzybice skory i paznokci. Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwos¢ zastosowania zwigzku
FABT jako czynnika terapeutycznego w leczeniu grzybic powierzchniowych wywotanych patogenami
z rodzaju Trichophyton, a takze Candida 1 Rhodotorula.

Stowa kluczowe: 1,3,4-tiadiazole, aktywnos¢ przeciwgrzybicza, Candida albicans, Candida parapsilosis,
Rhodotorula mucilaginosa, Aspergillus niger, Trichophyton rubrum.

Antifungal activity 2- (4-fluorophenylamino) -5- (2,4-dihydroxyphenyl)
-1,3,4-thiadiazole (FABT)

Abstract

The compounds belonging to the group of 1,3,4-thiadiazole derivatives have numerous beneficial
biological properties, including antiviral, antibacterial, antifungal, antitubercular and antineoplastic
activity. They are also characterized by the low cytotoxicity against human cells. In the present work the
antifungal activity of 2-(4-fluorophenylamino)-5-(2,4-dihydroxyphenyl)-1,3,4-thiadiazole (FABT)
against fungal pathogens such as Candida albicans, Candida parapsilosis, Rhodotorula mucilaginosa,
Aspergillus niger and Trichophyton rubrum was investigated in in vitro conditions, by microdilution
method on a 96 well plate, by determining the minimal inhibitory concentration (MIC). The standard
methodology recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) was used. The
obtained results show that the tested 1,3,4-thiadiazole derivative has the inhibitory effect on the
proliferation of fungal pathogens, with the MIC,z values between 8 and 64 pg/ml, and the fungicidal
properties, with minimal fungicidal concentrations (MFC) values at a level of 16-96 pg/ml, depending
on the tested strain. The cytotoxic activity of FABT was determined in vitro against normal mammalian
cells of cell lines such as such NHDF, CHO-K1 and COS-7, using the MTT test. It was found that
FABT at concentrations inhibiting fungal cell proliferation is not cytotoxic to the tested normal
mammalian cells. However, higher concentrations of this compound inhibited the metabolic activity of
the cells. The concentrations inhibiting cell viability by 50% (ICs) were at the level of 24-96 ng/ml,
depending on the type of cells. The least sensitive to FABT compound turned out to be the normal
human skin fibroblasts (NHDF cell line). The most beneficial therapeutic index (ICs¢/MICyq ratio), at
the level of 12, was obtained in the case of NHDF cells and the pathogen Trichophyton rubrum, causing
skin and nail mycosis. The obtained results indicate the possibility of using the FABT compound as
a therapeutic agent in the treatment of superficial fungal infections caused by pathogens from the genus
Trichophyton, as well as Candida and Rhodotorula.

Keywords: 1,3,4-thiadiazoles, antifungal activity, Candida albicans, Candida parapsilosis, Rhodotorula
mucilaginosa, Aspergillus niger, Trichophyton rubrum.
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Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktu
roslinnego z Dionaea muscipula

1. Wstep

Rosliny owadozerne sg grupg obejmujacg ponad 600 gatunkdw, ktore staly sie
obiektem zainteresowania hodowcow i naukowcow na calym $wiecie nie tylko ze
wzgledu na charakterystyczny dla nich sposob pobierania pokarmu z otoczenia, ale
rowniez na zawarte w nich sktadniki aktywne takie jak naftochinony czy flawonoidy.
Liczne doniesienia naukowe wskazuja, ze rosliny te moga oddzialtywaé bakterio-
bbjczo, grzybobojczo, cytostatycznie, przeciwzapalnie, przeciwalergicznie czy
przeciwzakrzepowo. Ro$liny owadozerne wykorzystywano w medycynie ludowej
jako lek na kaszel czy astme. Ziele muchotowki polecano w leczeniu grypy, krztusca,
anginy, gruzlicy i zapalenia zatok [1-3].

Najbardziej popularnymi gatunkami roslin owadozernych sg Drosera aliciae oraz
Dionaea muscipula, ktore czgsto ze sobg mylone [1-5].

2. Pochodzenie Dionaea muscipula

Dionaea muscipula (Solander ex Ellis 1768), znana jako muchotowka amery-
kanska, nalezy do rodziny Droseraceae (rosiczkowate) z rodzaju Dionaea [6].
W naturalny $rodowisku wystepuje jedynie w Karolinie Péinocnej i Karolinie
Potudniowej Standéw Zjednoczonych Ameryki sgsiadujac tam z innymi przedsta-
wicielami ro$lin owadozernych. Dionaea muscipula jest rosling chroniong, zagro-
zong wyginieciem. Znajduje si¢ na liscie CITES — Convention on International Trade
In Endangered Species od Wild Fauna and Flora. W naturze Dionaea muscipula
rosng blisko siebie tworzgc skupiska liczgce tysigce osobnikow. Jest to mozliwe
poniewaz rosliny opanowaly do perfekcji rozmnazanie poprzez podzial. Dzigki
czemu z jednego osobnika w krotkim czasie powstajg kolejne. Niestety, ale kolonie
tych ro$lin sg coraz mniej liczne, ze wzgledu na zmieniajgce si¢ warunki srodowiska
oraz rozrost innych organizméw, ograniczajgcych dostgp do $wiatta niewielkim
muchotowkom. W 1992 roku wdrozono w zycie zakaz pobierania organizmow ze
srodowiska naturalnego, w ten sposéb Dionaea muscipula zyskata wigksze szanse na
utrzymanie si¢ w naturze, a ro$liny zaczeto hodowa¢ na skale przemystows
w kulturach in vitro [6-9].

Dionaea muscipula jest jedynym gatunkiem rodzaju Dionaea, jednak wiclu
hodowcow nieustannie dgzy do powstawania nowych odmian. Dzigki czemu gatunek
ten jest bardzo urozmaicony.
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2.1. Charakterystyka Dionaea muscipula

Mucholowka amerykanska jest rosling wieloletnig, u ktorej bulwiaste kigcze
(bulwa), zakonczone wigzkowym systemem korzeniowym znajduje si¢ okoto 10cm
pod ziemig. Wyrastaja z niej liScie sktadajace si¢ z czesci asymilacyjnej, czesto
delikatnie sercowatego ksztaltu oraz czesci przeksztatconej w putapke. Pulapka to
najbardziej charakterystyczna czes¢ mucholowki, w zaleznosci od stopnia nasto-
necznienia jej wewngtrzna czg¢$¢ jest mniej lub bardziej wybarwiona na czerwono.
Putapka sktada si¢ z dwoch blaszek zakonczonych kilkumilimetrowymi ,,zebami”,
a na kazdej z nich znajduje si¢ okoto 6 wloskow czuciowych [6, 10, 11]. Odpowiedni
rozstaw ,,zebow” na brzegach blaszek, umozliwia ucieczk¢ zbyt matej zdobyczy,
dzieki czemu roslina nie traci energii. Zeby jednak doszto do zamkniecia sie putapki,
wloski czuciowe muszg zosta¢ stymulowane przynajmniej dwukrotnie. Kiedy owad
jest juz w pulapce, blaszki zatrzaskujg si¢, a gdy ofiara probuje si¢ uwolni¢, putapka
zaciska si¢ coraz mocniej i rozpoczyna si¢ proces trawienia. Pulapki zazwyczaj
zamykajg si¢ i ponownie otwieraja okolo 3-4 razy, ale po strawieniu owada czesto
tracg zdolnos$¢ do zamykania. Roslina posiada rowniez biate kwiaty, ktére pojawiaja
si¢ zwykle na przetomie wiosny i lata. Kwiaty sg umiejscowione na szczycie pedu
o dlugosci do 30 cm. Tak dtugi ped chroni owady zapylajace kwiaty przed schwy-
taniem przez pulapki [6,11].

2.2. Hodowla Dionaea muscipula

Metod hodowli Muchotowki amerykanskiej jest wiele: z liscia z lodygi, czy
nasion. W $rodowisku naturalnym ro$liny te namnazajg si¢ poprzez nasiona oraz
podzial klacza tworzgc liczne kolonie. Najczes$ciej wykorzystywang na skale
przemystowa jest hodowla in vitro [13, 14].

Hodowla Dionaea muscipula wykorzystywana w badaniach wymaga stalej
opieki, odpowiedniego podioza w postaci mieszaniny torfu z gruboziarnistym
piaskiem w stosunku 1:1 lub 2:1 oraz podlewania poprzez podsigkanie, bo bardzo
istotnym jest utrzymywanie odpowiedniej wilgotnosci [6, 14, 15].

2.3. Wiasciwosci Dionaea muscipula

Pierwsze doniesienia na temat leczniczego dzialania roslin z rodziny Droseraceae
pojawity si¢ juz w medycynie ludowej okoto XII wieku. Rosliny owadozerne byly
stosowane jako lek m.in. na kaszel, astmg, bronhit, koklusz, czy zapalenie oskrzeli.
Doniesienia naukowe moéwiag o ich oddziatywaniu: przeciwalergicznym, przeciwza-
krzepowym, poprawiajgcym odporno$¢ organizmu, przeciwskurczowym, przeciwno-
wotworowym, przeciwutleniajgcym, przeciwzapalnym oraz bakteriobdjczym i grzy-
bobojczym. Funkcje te zawdzieczajg metabolitom wtérnym w postaci naftochinonow
oraz flawonoidéw. Naftochinony stuza roslinie do obrony przed mikroorganizmami,
pasozytami oraz owadami ros$linozernymi. To one sg odpowiedzialne za dzialanie
bojcze wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych oraz wla§ciwosci przeciw-
kancerogenne. Pozostale wymienione oddzialywania to glownie zastluga flawo-
noidow [1, 5, 12].

Celem przeprowadzonych badan byta ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j
wyciagow z Dionaea muscipula wobec wybranych szczepéw mikroorganizméow.
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3. Materialy i metody

Material do badan pozyskano z hodowli wilasnej Dionaea muscipula, ktora
obejmowata dwie odmiany: Regular Form (Ryc. 1) oraz Red Green (Ryc. 2).
Odmiany te zostaly wybrane ze wzgledu na swoje masywne putapki.

Regular Form jest wyjsciowa odmiang Dionaea muscipula, ktéra charakteryzuje
delikatnie wybarwiona pulapka i jasno-zielona czg¢§¢ asymilacyjna liScia. Natomiast
forma Red Green posiada intensywnie wybarwiong pultapke, koloru czerwono-
bordowego oraz ciemno-zielong cze$¢ asymilacyjng liscia. Odmiany te cechuje
stosunkowo duza odporno$¢ na niekorzystne warunki.

Rycina 2. Dojrzata odmiana Red Green [opracowanie wiasne]
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Ekstrakty roslinne powstaly z dwdch hodowli prowadzonych w podobnych
warunkach przez trzy miesigce. Pierwsza z nich zostala poddawana oddziatywaniu
swiatla niebieskiego przez 19 godzin na dobe, natomiast druga miala dostep do
$wiatla slonecznego. Swiatlo niebieskie spowodowato znaczny przyrost masy roslin
w pordéwnaniu do tych eksponowanych na $wiatto stoneczne. Hodowla wymagata
systematycznego podlewania §rednio co drugi dzien, poprzez podsigkanie. Wlewano
okoto 1 cm wody demineralizowanej do podstawki. Na biezgco usuwano obumarte
czgscei rosliny w celu zmniejszenia ryzyka powstania plesni na podlozu. Podloze
zostato skomponowane z mieszaniny torfu z gruboziarnistym piaskiem w stosunku
2:1.

3.1. Przygotowanie ekstraktu roslinnego

Po przeprowadzeniu 3-miesigcznej hodowli odmian Regular Form oraz Red
Green, w okre$lonych warunkach uprawy, przygotowano cztery ekstrakty roslinne.

W tym celu pobrano putapki, ktore nastepnie suszono w suszarce w temperaturze
50°C przez 24 godziny. Podczas suszenia pufapki stracity od 95% do 98% swojej
masy. Nastepnie zostaly zmiazdzone i doktadnie roztarte do postaci proszku
w mozdzierzu. Tak przygotowany proszek zostal zwazony (masa 0,05 g), umiesz-
czony w zlewce do ktorej dodano 15 ml metanolu. Material zostat poddany sonifikac;ji,
a nastgpnie przesaczony.

Kolejnym etapem byto odparowanie alkoholu przy pomocy wyparki wodnej
w temperaturze 60°C. Do pozostaloSci w kolbie dodano 3 ml 1 M HCI i po
zmieszaniu ogrzano substancje w temperaturze 100°C przez 30 min pod chlodnicg
zwrotng. Po ostudzeniu preparat zostal ekstrahowany eterem dietylowym. Trzy-
krotnie ptukano kolby 5 ml eteru dietylowego. Po rozwarstwieniu si¢ substancji,
odlano zbedny materiat. Pozostalg cz¢s¢ ponownie poddano odparowaniu w wyparce
w temperaturze 60°C. Suchy material potraktowano 1 ml rozpuszczalnika, ktorym
byta mieszanina heksanu oraz tetrahydrofuranu (1:1 v/v) [4].

Otrzymane ekstrakty oznaczono jako:

e RF SN — hodowla odmiany Regular Form prowadzona przy $wietle niebieskim;
e RG SN — hodowla odmiany Red Green prowadzona przy $wietle niebieskim;

e RF P —hodowla odmiany Regular Form prowadzona przy swietle stonecznym,;
e RG P —hodowla odmiany Red Green prowadzona przy swietle stonecznym.

3.2. Oznaczanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa badanego ekstraktu okre§lono wobec
referencyjnych szczepow bakterii: Escherichia coli (ATCC 10536), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) oraz grzybow
Candida albicans (ATCC 10231). Przygotowano inokulum badanych szczepow
o gestosci 0,5 w skali McFarlanda poprzez zawieszenie kolonii w plynie fizjolo-
gicznym z dodatkiem Tweenu 80.

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano metode dyfuzyjno-krgzkowa
w celu wyznaczenia wartosci minimalnego stezenia hamujgcego MIC (ang. Minimal
Inhibitory Concentration).

Na state podtoze Mueller-Hinton (BioMaxima) oraz YPD — Yeast extract Peptone
Dextrose (BioMaxima) naniesiono i rozprowadzono po 100 ul zawiesiny badanych
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bakterii i grzybdw. Nastgpnie utozono sterylne krazki bibutowe (Srednica @ 5,0 mm),
ktore nasgczono 20 ul ekstraktu roslinnego, sterylnej wody jak kontroli negatywnej.
Kontrole pozytywna stanowity gotowe krazki z antybiotykiem ampicyling i kolistyna
w przypadku wszystkich bakterii i nystatyng dla drozdzy. Oznaczenia przepro-
wadzono w czterech powtorzeniach. Inkubacj¢ bakterii prowadzono w temperaturze
37°C/24 h, a drozdzy w 30°C/48 h. Nastgpnie zmierzono strefy zahamowania
wzrostu mikroorganizméw [mmy].

4. Wyniki

W prezentowanej pracy przebadano cztery rozne ekstrakty z Dionaea muscipula
w kierunku ich wykorzystania w zwalczaniu patogennych bakterii i grzybow.

W Tabeli 1 podsumowano aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowsa ekstraktow
z muchotéwki amerykanskiej. Uwzgledniono odmian¢ muchotowki oraz rodzaj
uzytego Swiatla. W oparciu o uzyskane strefy zahamowania wzrostu testowane
mikroorganizmy podzielono na: oporne przy strefie <10 mm, $rednio wrazliwe przy
strefie mieszczacej si¢ w granicach >10 ~ < 27 mm oraz wrazliwe, gdy strefa byla
>27 mm [5] w porownaniu do kontroli antybiotykowych. Na tej podstawie
stwierdzono iz oporne na dzialanie analizowanych ekstraktow byly bakterie Gram-
ujemne: Escherichia coli oraz Pseudomonas aeruginosa. Natomiast najbardziej
wrazliwe okazaly si¢ drozdze: szczep C. albicans. W tym wypadku wysoka
skutecznoscig wykazat si¢ ekstrakt pozyskany z odmiany Regular Form hodowane;j
w $wietle niebieskim (RF SN).

Tabela 1. Wyniki badan wrazliwoscia ekstraktu z Dionaea muscipula dla wybranych szczepow.

Strefa zahamowania wzrostu
Proba Escherichia coli Staphylococcus Pseudgmonas Cai?dida
aureus aeruginosa albicans
RF SN 0 SW SW W
RG SN SW SW 0 SW
RF P 0 SW 0 SW
RG P 0 0 0 SW

(O) —szczep oporny, (SW) — szczep $rednio wrazliwy, (W) — szczep wrazliwy
[Zrodto: opracowanie wiasne]

W Tabeli 2 zestawiono $rednie wartosci stref zahamowania wzrostu uzyskane dla
poszczegdlnych ekstraktow (z 4 powtdrzen). Ekstrakt z odmiany Regular Form
hodowanej w $wietle niebieskim (RF SN) najlepiej sprawdzil sic w przypadku
C. albicans 1 S. aureus, a nieco gorzej wobec E. coli i P. aeruginosa. W przypadku
ekstraktu uzyskanego z odmiany Red Green (RG SN), réwniez najsilniejsze
oddziatywanie odnotowano wobec C. albicans. Natomiast nie zaobserwowano stref
zahamowania wzrostu dla szczepu P. aeruginosa. Prowadzenie hodowli w $wietle
stonecznym skutkowalo uzyskaniem ekstraktow o znacznie nizszej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, niezaleznie od odmiany muchotowki. Najstabsze
oddzialtywanie ekstraktow wykazano wobec P. aeruginosa oraz E. coli. Strefy
zahamowania wzrostu nie przekraczalty w tym przypadku 10 mm. Najwigksze strefy
zahamowania wzrostu wynoszace 19,25 oraz 17,25 mm uzyskano dla grzybow oraz
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gronkowca ztocistego po zastosowaniu ekstraktu z odmiany Regular Form (RF P).
Ekstrakty z odmiany Red Green hodowanej w warunkach §wiatla stonecznego nie
daty zadnych obiecujacych wynikéw. Reasumujgc najbardziej wrazliwym szczepem
byly drozdze (19,06 mm), $rednio wrazliwym gronkowiec (14,69 mm), a opornymi
pateczka ropy blekitnej (4,69 mm) i pateczka okre¢znicy (9,31 mm).

Tabela 2. Wyniki stref zahamowania wzrostu [mm] (mediana z 4 powtorzen) badanych patogenow wobec
przygotowanych ekstraktow z Dionaea muscipula.

Strefa zahamowania wzrostu [mm]

Proba Escherichia coli Staphylococcus Pseudgmonas Cai?dida
aureus aeruginosa albicans

RF SN 8,00 18,50 10,75 28,00

RG SN 13,25 13,00 5,00 18,50

RF P 8,25 17,25 8,00 19,25

RG P 7,75 10,00 5,00 10,50

Srednia 9,31 14,69 7,19 19,06

[Zrodto: opracowanie wiasne]

Poréwnano réwniez uzyskane najkorzystniejsze strefy zahamowania wzrostu
analizowanych ekstraktow ze strefami uzyskanymi dla antybiotykow (Tabela 3).
Jedynie w przypadku C. albicans ekstrakt (RG SN) okazat sie skuteczniejszy od
zastosowanego antybiotyku o 40%. Ekstrakt ten byl jedynie o okoto 5% mniej
aktywny wobec E. coli w poréwnaniu do antybiotyku.

Tabela 3. Wyniki stref zahamowania wzrostu [mediana z 4 powtdrzen]: najlepszy ekstrakt wzgledem
badanego antybiotyku.

Strefa zahamowania wzrostu [mm]
Patogen  [Escherichia colif) /7210t Poendonenas - |Cnd
Antybiotyk (14,00 24,00 15,00 20,00
Bkt |5 (RESN) Ridn) |wrsy

[Zrodto: Opracowanie wiasne]

5. Dyskusja

W dobie rosngcej lekkoporno$ci i poszukiwaniu alternatywnych metod leczenia,
nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych, badacze coraz wigksza uwage sku-
piajg si¢ na srodkach pochodzenia roslinnego. Rosliny owadozerne jak muchotdéwka
amerykanska zyskujg na znaczeniu bo sg zrodtem substancji, ktére by¢é moze
w przyszto$ci pomogg w zwalczaniu niektorych patogenow. Kluczowym w dziataniu
ekstraktu roslinnego jest nie tylko odmiana rosliny, ale sposob jej hodowli i sposéb
pozyskania samej substancji.
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Analiza metodyki i wynikow badan wilasnych pokazuje, Ze stoja one w opozycji
do wynikow otrzymanych przez Ogihara i wsp. [5], ktorzy analizowali ekstrakty
z Dionaea muscipula przygotowane na bazie rdéznego rodzaju rozpuszczalnikow:
metanolu, etanolu, propanolu, acetonu, octanu etylu, metyloetyloketonu chloroformu
oraz heksanu. Autorzy na przykladzie szczepdw S. aureus i1 E. coli stwierdzili, ze
bakterie Gram-dodatnie sg bardziej wrazliwe na dziatanie wyciggow roslinnych
w poréwnaniu do bakterii Gram-ujemnych. Najbardziej efektywne byly wyciagi
przygotowane z wykorzystaniem etanolu, octanu etylu oraz chloroformu [5].

Zblizone strefy zahamowania wzrostu w swoich badaniach wykazali Ogihara
i wsp.. Niezaleznie od uzytego ekstraktu (metanolowego lub etanolowego) strefy
zhamowania wzrostu dla E. coli wynosily okoto 10 mm, a dla P. aeruginosa 8§ mm.
Natomiast dla S. aureus strefa inhibicji byla duzg ponad 30 mm, co oznaczato
wrazliwos¢ szczepu na podany ekstrakt [5].

Testy majgce na celu zbadanie dziatania przeciwdrobnoustrojowego przeprowadzili
rowniez Synowiec 1 wsp. Poddali oni wybrane szczepy bakterii i grzybow dziataniu
ekstraktu z lisci borowki czernicy. Badania te mialy na celu podobnie jak w przypadku
ekstraktow z D. muscipula, sprawdzenie czy mozna wykorzystac¢ je jako konserwanty.
Psucie si¢ artykutdéw spozywczych oraz preparatow kosmetycznych, alergizujace
i szkodliwe dziatanie, obecnie stosowanych substancji konserwujacych, stanowi
obecnie spory problem dla producentéw i naukowcow, dlatego tez podobne badania
coraz czgsciej sa przeprowadzane. Wyniki badan Synowiec 1 wsp. wykazaly wysoka
skuteczno$¢ w przypadku bakterii i niskg w przypadku grzybow w przeciwienstwie do
badan nad D.muscipula, gdzie grzyby byly mniej oporne niz bakterie [16].

6. Whnioski

Otrzymane wyniki badan na ekstraktami pozyskanymi z r6znych odmian mucho-
towki pozwalaja stwierdzi¢ wyzszo$¢ odmiany Regular Form w walce przeciw-
drobnoustrojowej. Kluczowym okazat si¢ wybor odpowiednich warunkéw hodow-
lanych. Zastosowanie $wiatla niebieskiego znaczaco zwigkszyto przyrost masy
ro$liny i cho¢ hodowla jest bardziej wymagajaca to aktywnos¢ bojcza pozyskanego
ekstraktu jest lepsza. Aczkolwiek jest to aktywnosc tylko wobec drozdzy z rodzaju
Candida spp. W zakazeniach o etiologii Gram-ujemnej ekstrakt nie ma szans, szcze-
gblnie jesli zastosowaliby$my go do szczepow szpitalnych, ktore to charakteryzuja
si¢ wysoka opornoscig krzyzowa.

W przypadku bakterii Gram-dodatnich wydaje si¢, ze zwigkszenie st¢zenia
mogloby przyczyni¢ si¢ do lepszego dziatania. W aspekcie potencjalnego wykorzys-
tania ekstraktu, zwlaszcza w przemysle kosmetycznym, badania powinny by¢
kontynuowane, zarowno w zakresie sposobow pozyskania ekstraktow jak i oceny ich
aktywnosci wobec wigkszego spektrum drobnoustrojow. Ekstrakty z D. mucipula
moglyby znalez¢ zastosowanie w przemys$le kosmetycznym oraz spozywczym jako
substancje hamujgce rozwoj drobnoustrojow, w zastgpstwie za czgsto szkodliwe oraz
uczulajgce substancje konserwujace.
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Ocena aktywnoSci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktu roSlinnego z Dionaea
muscipula

Streszczenie

Rosliny owadozerne sa przedmiotem badan, nie tylko ze wzgledu na charakterystyczny dla nich sposob
pobierania sktadnikéw odzywczych z otoczenia, ale rowniez z powodu ich pozadanego oddziatywania
na mikroorganizmy. W pismiennictwie znajdujemy potwierdzenie, ze ekstrakty z roslin owadozernych
maja dziatanie nie tylko bakteriostatyczne, ale réwniez bakteriobdjcze i grzybobodjcze. Do badan
wybrano jednego z przedstawicieli roslin owadozernych, Dionaea muscipula J. Ellis (Muchotowka
amerykanska), w celu okreslenia ich aktywnos$ci biologiczne;.

Materiatem do badan byty odpowiednio przygotowanie ekstrakty z dwoch odmian Dionaea muscipula:
Regular Form oraz Red Green. Hodowle prowadzono w warunkach $wiatla niebieskiego i dla
poréwnania $wiatta stonecznego. W ten sposob otrzymano roézne kombinacje ekstraktow, dla ktorych
okreslono aktywno$¢ wobec wybranych szczepow bakteryjnych i grzybiczych.

Otrzymane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze ekstrakty z muchotowki nie wykazuja dziatania bojczego
w stosunku do bakterii Gram-ujemnych, sg natomiast skuteczne w zahamowaniu wzrostu drozdzy
zrodzaju Candida spp. W przypadku bakterii Gram-dodatnich wydaje si¢, ze zwigkszenie stezenia
mogloby przyczyni¢ si¢ do wzrostu jego aktywno$ci. Dlatego dalsze badania w celu optymalizacji
warunkéw hodowli i pozyskania ekstraktu powinny by¢ kontynuowane, zwlaszcza w aspekcie ich
przemystowego wykorzystania w przysztosci, m.in. w przemysle kosmetycznym.

Stowa kluczowe: Dionaea muscipula, Muchotowka amerykanska, mikroorganizmy patogenne,
metabolity wtorne.

Evaluation of the activity antimicrobs of plant extracts from Dionaea muscipula

Abstract

An insectivorous plants are the subject of the research, not only on account of way characteristic of
them of taking nutritients up from surroundings, but also because of their desired influence on micro-
organisms.

In literature we are finding confirming that extracts from an insectivorous plants have not only
bacteriostatic, but also antibacterial and fungicidal action.

One of the representatives of insectivorous plants, Dionaea muscipula J. Ellis (American flycatcher),
was selected for the study in order to determine their biological activity. Conducted examinations
included preparing appropriate extracts from two varieties: Dionaea muscipula: Regular Form and Reed
Green. Cultivation of both varieties was carried out in different environmental conditions. In this way
all sorts combinations of extracts, for chich antimicrobial activity was determined were received.

The obtained results were confirmed by literature reports. Extracts of the American Flytrap do not show
a bitter activity against Gram-negative bacteria, but are effective in inhibiting yeast growth. In the case
of Gram-positive bacteria, it seems that increasing the concentration or amount of extract could increase
its activity.

Therefore, further research in order to optimize the conditions of cultivation and obtaining the extract
should be continued, especially in the aspect of their industrial use in the future, including in the
cosmetics industry.

Keywords: Dionaea muscipula, pathogenic microorganisms, secondary metabolites.
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Potencjalne wykorzystanie bakteriofagow w profilaktyce
i leczeniu zakazen bakteryjnych wywolujacych mastitis

1. Wstep

Stany patologiczne gruczolu mlekowego od lat stanowig gtdéwng przyczyng strat
ekonomicznych w hodowli kréw mlecznych. Szacuje si¢, ze ok. 20-50% krow
choruje w ciggu roku na zapalenie gruczotu mlekowego, czyli mastitis [1-2].

Zapalenie gruczotu mlekowego obejmuje zarowno kliniczne jak i podkliniczne
postaci mastitis u kroéw. Zapalenie kliniczne obejmuje widoczne objawy o réznym
stopniu nasilenia zarowno w samym gruczole (zaczerwienienie, obrzgk, bolesnosé)
jak 1 w mleku (barwa, konsystencja, smak). Zapalenie podkliniczne mastitis nie daje
zadnych widocznych objawow, powoduje natomiast zwigkszenie liczby leukocytow
w mleku [3].

Zaréwno kliniczna jak i podkliniczna forma mastitis stanowi reakcje organizmu
krow na kolonizacj¢ przez drobnoustroje wnetrza wymienia. Mastitis u krow
wywolywane jest przez ponad 150 rodzajow drobnoustrojow [3]. Najwazniejsza
grupe wsrod nich stanowig bakterie, stad stale prowadzone sg badania obejmujace
identyfikacje w mleku poszczegolnych szczepow wraz z oceng ich lekowrazliwosci
[4]. Odnotowuje si¢ coraz wigkszy problem zakazen wywotanych przez wielo-
lekooporne bakterie Gram-dodatnie. W$rdd nich szczegdlnie niebezpieczne sa
metycylinooporne gronkowce (MRSA — methycillin resistant Staphylococcus
aureus) oraz paciorkowce bezmlecznosci: Streptococcus agalactiae 1 Streptococcus
dysgalactiae. Okazuje si¢ rowniez, ze w przypadku infekcji wywotanych przez
powszechnie wystepujace szczepy gronkowcdéw i paciorkowcdéw wankomycyna,
bedaca czesto lekiem z wyboru okazuje si¢ nieskuteczna [5]. Wedlug danych epice-
miologicznych w ostatnich latach istotng role w etiologii mastitis, stwarzajacych
trudnosci terapeutyczne, stanowig roéwniez bakterie S$rodowiskowe, gtownie
Escherichia coli i Streptococcus uberis. Poszczegbdlne szczepy tych bakterii rozwijaé
moga opornos¢ krzyzowa, a jak powszechnie wiadomo wzrost antybiotykoopornosci
bedzie mial ogromne znaczenie w profilaktyce i leczeniu zakazen. Nieskuteczna
i przedluzajaca si¢ terapia prowadzi do wyraznego obnizenia wydajno$ci mlecznej
(w przebiegu subklinicznym wydajnos¢ spada do ok. 15%.), pogorszenia jako$ci
pozyskiwanego mleka, wzrostu kosztow leczenia weterynaryjnego oraz nalozenia
karencji na mleko. Wobec wzrastajgcej opornosci bakterii oraz zagrozen, jakie niesie
ze sobg powszechne stosowanie antybiotykow i chemioterapeutykow nalezy skupic¢
si¢ na poszukiwaniu alternatywnych metod leczenia. Jedng z nich moze staé si¢
biokontrola zakazen bakteryjnych z wykorzystaniem bakteriofagow, czyli tak zwana
terapia fagowa [6-9].

"' monika_karasiewicz@sggw.pl, Samodzielny Zaktad Biologii Mikroorganizmow, Wydziat Rolnictwa
i Biologii, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, www.sggw.pl.
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Bakteriofagi sg wirusami infekujgcymi bakterie. Zostaly odkryte w 1915 roku
przez Fredricka Williama Twota. Na poczatku lat 20. XX wieku, F.H. d’Hérelle
podjat pierwsze proby leczenia z wykorzystaniem bakteriofagdw, a w latach 30-tych
produkowano juz komercyjne preparaty fagowe. Jednak mimo potencjalnych
zastosowan, slaba znajomos¢ fizjologii fagow oraz ich niewlasciwe stosowanie byly
powodem spadku zainteresowania terapig fagowg. W ostatnich latach, z powodu
wzrastajgcej liczby opornych na antybiotyki i1 chemioterapeutyki szczepow
bakteryjnych terapia fagowa stala si¢ ponownie obiektem zainteresowan firm
1 osrodkéw naukowych na calym $wiecie [10].

Bakteriofagi zwykle wykazujg swoisto$¢ wzgledem swoich gospodarzy. Nie sg
rowniez szkodliwe dla srodowiska. To sprawia, ze postrzegane sa jako potencjalne
czynniki terapeutyczne w zakazeniach bakteryjnych zwierzat. Zastosowanie fagoéw
do zwalczania znaczacych gospodarczo patogenow zwierzat bez negatywnego
wplywu na srodowisko wydaje si¢ by¢ obiecujgcym rozwigzaniem [11].

2. Bakteriofagi jako $rodki biokontroli

Zdolnos$¢ bakteriofagéw do swoistej lizy komorek bakterii sprawila, ze szybko
znalazly one zastosowania w leczeniu zakazen bakteryjnych. Jednak odkrycie
antybiotykow w 1928 roku sprawilo, ze porzucono badania nad zastosowaniem
bakteriofagdw w zwalczaniu patogenéw bakteryjnych. Istotnym impulsem do wzno-
wienia badan nad wykorzystaniem bakteriofagow byta szybko narastajgca wsrod
réznych gatunkow liczba szczepow bakteryjnych opornych na masowo stosowane
w paszach antybiotyki oraz rosngca presja srodowisk konsumenckich na produkcje
bezpiecznej zywnosci o wysokiej jakosci biologicznej 1 ochrone srodowiska [12].

Terapia fagowa posiada szereg zalet, ktore czynig z niej obiecujace rozwigzanie
dla problemu antybiotykoopornosci jak rowniez alternatywe leczenia. Obligatoryjnie
lityczne bakteriofagi niszczg bakterie, zas cz¢$¢ powszechnie wykorzystywanych
antybiotykow dziata tylko bakteriostatycznie. Ponadto, fagi maja zdolno$¢ do
samonamnazania si¢ co sprawia, ze nie trzeba ich stosowa¢ w duzych ilo§ciach, ani
podawa¢ kolejnych dawek dowymieniowo. Bakteriofagi moga infekowac okreSlony
gatunek, a nawet szczep bakterii. Dzigki temu nie wplywajg na stan korzystnej
mikrobioty. Dodatkowym atutem swoisto$ci bakteriofagéw wzgledem infekowanych
gospodarzy jest rOwniez to, ze ogranicza ona mozliwo$¢ powstania i szerzenia
opornosci. Oznacza to, ze bakteriofagi nie wywieraja presji selekcyjnej na bakterie
niebedace ich gospodarzami [13].

Niektore bakteriofagi moga skutecznie lizowaé bakterie zorganizowane w struktury
przylegajace do powierzchni statych, ktore otoczone sg warstwg egzopolisacharydu
tworzagce tzw. biofilm [14]. Jest to mozliwe dzigki temu, Ze bakteriofagi posiadaja
geny kodujace depolimerazy polisacharydéow (DP). Sg to enzymy degradujace
otoczkowe i strukturalne polisacharydy, w tym takze egzopolisacharydy (EPS), ktére
sa dominujagcym skladnikiem powierzchni biofilmu. Depolimerazy polisacharydow
moga wystepowacé na plytce podstawowej faga badz na jego wioknie. Mogg tez
wystepowac w postaci wolnej, a ich wytwarzanie odbywa si¢ konstytutywnie lub jest
indukowane obecnoscig polisacharydu. Wytwarzanie przez bakterie biofilmu
powoduje wiele problemdéw, poniewaz moze by¢ to struktura jedno- lub wielogatun-
kowa, ktéra jest oporna na dziatanie wielu srodkow dezynfekcyjnych, a tym samym
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trudna do usunigcia. Trudnos¢ ta wynika przede wszystkim z obecno$ci wspom-
nianych wcze$niej egzopolisacharydow. Ograniczajg one dyfuzj¢ substancji przeciw-
bakteryjnych do wnetrza biofilmu. W zwigzku z tym zastosowanie fagoterapii do
zwalczania bakterii twarzgcych biofilm ma ogromng przysztosé [15].

Dodatkowg korzyscig w stosowaniu fagoterapii do zwalczania patogendw moze
by¢ rowniez fakt, ze bakteriofagi sa przyjazne dla srodowiska [14]. Za$ jesli chodzi
o przemystowa produkcje preparatéw fagowych to jest ona relatywnie prosta i tania,
a odpady powstate w trakcie produkcji sg w wigkszo$ci biodegradowalne [13].

Swoistos¢ bakteriofagow, ktora jest z jednej strony ogromng zaletg, uniemozliwia
ponickad zastosowania jednego faga do leczenia zakazen wywolanych przez rézne
populacje bakterii. W wielu przypadkach konieczna moze by¢ doktadna identyfikacja
czynnika etiologicznego 1 dobranie do niego odpowiedniego zestawu fagow
tzw. koktajlu fagowego [11].

2.1. Wybrane bakteriofagi lityczne wobec szczepow wywolujacych mastitis

Gronkowiec ztocisty — S. aureus jest patogenem odpowiedzialnym za ok. 25-30%
wszystkich infekcji wewnatrzwymieniowych 1 jako czynnik etiologiczny mastitis
charakteryzuje si¢ niskim wskaznikiem wyleczalnosci. Wiele szczepow S. aureus
posiada wysoka antybiotykoopornos¢ i zdolnos¢ do przetrwania w stadach w formie
niewykrytej, gtdwnie w zakazeniach subklinicznych. Terapia antybiotykowa zakazen
S. aureus podczas laktacji odznacza si¢ wskaznikiem wyleczalnoSci na poziomie od
9% do 35%. Wzrastajaca antybiotykoopornos¢ oraz niski poziom wyleczalno$ci
sktaniajag do poszukiwania alternatywnych metod leczenia takich jak biokontrola
z wykorzystaniem bakteriofagow litycznych wobec gronkowca [16].

Dotychczas wyizolowano i opisano kilka bakteriofagéw przeciwko S. aureus.
Jednym z nich jest bakteriofag SPW wyizolowany ze Sciekéw gospodarczych
z lokalnej farmy kréow mlecznych w Chinach. Charakterystyka morfologiczna
z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego potwierdzita, ze bakteriofag SPW
nalezy do fagow ogonkowych typu T4 i rodziny Myoviridae. W badaniach Li i wsp.
analiza specyficzno$ci szczepowej bakteriofaga SPW wykazata, Zze infekuje on
wszystkie z 39 izolatow metycylinoopornych S. aureus pozyskanych z prébek mleka
od krow z klinicznymi objawami mastitis. Na podstawie przebiegu krzywej jednego
cyklu namnazania okre§lono parametry lityczne bakteriofaga SPW. Ustalono, ze
okres latencji bakteriofaga SPW trwa okoto 15 min a plon fagowy wynosi 44 pfu
(ang. plaque-forming unit), czyli jednostek tworzacych tysinke [17].

Powaznym problemem w terapii fagowej jest niekorzystny wplyw takich
czynnikéw jak pH, temperatura oraz promieniowanie UV [12]. W celu okreslenia
czy bakteriofag SPW spehnia kryteria faga terapeutycznego zbadano jego stabilnosc
chemiczng i fizyczng pod wplywem dziatania niekorzystnych czynnikow. Aktyw-
no$¢ bakteriofaga SPW byla stabilna w szerokim zakresie temperatur (40-60°C).
Optimum aktywno$ci wyznaczono na 37°C natomiast brak aktywno$ci zanotowano
dopiero w 70°C. Aktywno$¢ bakteriofaga SPW byla stabilna réwniez w szerokim
zakresie pH. Bakteriofag SPW byt aktywny przy pH w zakresie od 4 do 9
i utrzymywat zdolno$¢ lityczng po inkubacji w temperaturze 37°C przez okres do 1h
w warunkach pH w zakresie od 2 do 10. Aktywnos¢ lityczna bakteriofaga SPW
zmniejszata si¢ nieznacznie ponizej pH 4 oraz powyzej pH 10. Skrajne zakresy pH
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determinujg zywotno$¢ bakteriofagéw 1 mogg prowadzi¢ do spadku aktywnosci
litycznej poprzez uszkodzenie elementow strukturalnych faga. W zwigzku z tym
zdolnos¢ do przetrwania w szerokim zakresie wartosci pH jest jedng z cech warun-
kujgcg mozliwos¢ wykorzystania bakteriofagéw do celow terapeutycznych [17-18].

Kolejng rownie wazng cechg jest wrazliwos$¢ bakteriofagow na promieniowanie
UV. Promieniowanie UV jest jednym z gléwnych czynnikéw drastycznie redu-
kujacych populacje bakteriofagdéw w $rodowisku [18]. Li 1 wsp. badali wptyw pro-
mieniowania UV na przezywalnos¢ bakteriofaga SPW. Otrzymany wynik sugeruje,
ze promieniowanie UV nie wplywa znaczaco na przezywalno$¢ bakteriofaga SPW,
poniewaz az 94% populacji bakteriofaga SPW przezywa czterdziestominutowa
ekspozycje¢ na promieniowanie UV. Aktywno$¢ bakteriobdjcza faga SPW zbadano
w teScie in vitro. Plynng hodowle S. aureus w logarytmicznej fazie wzrostu
infekowano bakteriofagiem SPW tak aby wspélczynnik infekcji — MOI (ang.
multiplicity of infection) wynosit odpowiednio 1 1 0,01. Po uptywie 3h
zaobserwowano wyrazne opOznienie wzrostu bakterii. Po uptywie 6h gestosé
optyczna hodowli S. aureus spadta do wartosci 0,025 a po 60h osiagneta wartos$¢
bliskg zerowej. Wyniki te S$wiadcza o silnej aktywnosci bakteriobdjczej faga SPW,
co jest wazne w terapii fagowej [17].

Kolejnym opisanym bakteriofagiem przeciwko S. ureus jest bakteriofag MSA6
wyizolowany z probek mleka pobranych od krow z klinicznymi objawami mastitis.
Na podstawie obrazu z mikroskopu elektronowego potwierdzono, ze bakteriofag
MSAG6 nalezy do fagow ogonkowych typu T4 i rodziny Myoviridae. Zakres lityczny
faga MSA6 badano wobec szczepdw S. aureus (wyizolowanych od ludzi,
izolowanych z probek mleka od krow z zapaleniem wymienia, izolatow z gleby),
a takze szczepow innych gronkowcow Staphylococcus epidermidis 1 Staphylococcus
saprophyticus (pozyskanych z kolekcji American Type Culture Collection).
Bakteriofag MSA6 tworzyt tysinki na 26 z 27 testowanych szczepéw MRSA.
Dodatkowo wszystkie z 16 testowanych izolatow S. aureus z probek mleka od krow
z zapaleniem wymienia byly wrazliwe na faga MSA6. Natomiast nie zaobserwowano
strefy lizy dla szczepow S. epidermidis 1 S. saprophyticus. Te wyniki wskazuja, ze
fag MSA6 ma bardzo szeroki zakres gospodarzy. Parametry lityczne bakteriofaga
MSAG6 charakteryzuja si¢ bardzo szybkim czasem adsorpcji oraz krotkim czasem
latencji. Juz w ciggu 5 min dochodzi do zaadsorbowania ponad 82% czastek
fagowych do komoérek gospodarza a po 20 min wartos¢ ta wzrasta do 98%. Okres
latencji trwa zaledwie 15 min natomiast plon fagowy wynosi 23 pfu. Aktywno$¢
bakteriofaga MSA6 byla stabilna w temperaturze 37°C i 50°C. Ponadto, utrzymywat
zdolnos¢ lityczng w szerokim zakresie pH od 4 do 10 [19].

Analiza genomu bakteriofaga MSA6 wykazata brak miejsc restrykcyjnych dla
endonukleaz Sau3Al, BamHI i Bglll. Sau3Al jest enzymem wyizolowanym
z S. aureus, ktory rozpoznaje krotka sekwencje palindromowa GATC. Endonukleazy
restrykcyjne  BamHI 1 Bglll rozpoznaja odpowiednio sekwencje GGATCC
1 AGATCT. Brak miejsc GATC rozpoznawanych przez system restrykcyjny i system
modyfikacji jest jedng ze strategii ewolucji bakteriofagow stosowang do unikniecia
mechanizméw obrony bakterii przed infekcjg obcym DNA [19]. Brak miejsc GATC
w DNA bakteriofagow Staphylococcus potwierdza istnienie takiego mechanizmu
unikania miejsc GATC [20]. Tak zmodyfikowane fagowe DNA jest wysoce oporne
na enzymy restrykcyjne gospodarza [21]. Jest to dodatkowy atut bakteriofagow
infekujacych gronkowce, w tym faga MSAG, jako fagdéw terapeutycznych. Ogranicza
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mozliwo$¢ powstawania opornosci komorek gospodarza i prowadzi do efektywne;j
lizy bakterii [22].

Nie wszystkie bakteriofagi nadaja si¢ do zastosowania w terapii. W szczegdlnosci
nie nadajg si¢ do tego celu fagi tagodne, ktore zdolne sg do wejécia w cykl
lizogeniczny. Replikacja genomu takiego wirusa nie zabija bowiem gospodarza.
Lagodne fagi S. aureus z rodziny Siphoviridae klasyfikuje si¢ na podstawie ich
aktywnosci litycznej, morfologii 1 wlasciwo$ci serologicznych w szeSciu grupach.
Najwazniejszymi grupami sg fagi infekujace szczepy S. aureus izolowane od ludzi
(serogrupa A), fagi podobne do faga 11 (serogrupa B), fagi podobne do faga 77
(serogrupa F) oraz fagi podobne do faga 187 (serogrupa L). Obligatoryjnie lityczne
bakteriofagi Staphylococcus spp., podobne do faga T4, nalezg do serogrupy D, sa
cztonkami rodziny Myoviridae i nie wykazuja pokrewienstwa z fagami tagodnymi
[23]. Aby okresli¢ do jakiej grupy serologicznej nalezy bakteriofag MSA6 i tym
samym wykluczy¢ jego zdolnos¢ do lizogenii, przeprowadzono reakcje¢ PCR przy
uzyciu specyficznych starterow zaprojektowanych dla sekwencji kodujacej
strukturalne biatka kapsydu, ktore sag wspolne dla wszystkich dostepnych fagow typu
T4. Produkt amplifikacji potwierdzil przynaleznos¢ faga MSA6 do grupy serolo-
gicznej D [19].

Charakterystyka morfologiczna z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego
pokazata, ze bakteriofagi SPW oraz MSAG6 nalezg do fagéw ogonkowych z rodziny
Myoviridae (T4, K, G1), ktére z powodzeniem znalazty zastosowanie w terapii
fagowej [24-25]. Zaréwno bakteriofag SPW jak 1 MSA6 posiada silng aktywnosc¢
lityczng przeciwko S. aureus oraz szeroki zakres gospodarzy. Analiza funkcjonalna
obydwu bakteriofagéw dowodzi, ze posiadaja silny potencjat lityczny. Z Kkolei
analiza genetyczna bakteriofaga MSA6 wykazala, Zze nalezy do bakteriofagow
gronkowcowych z grupy serologicznej D, ktore sg fagami obligatoryjnie litycznymi
nie wchodzacymi w cykl lizogeniczny [19]. Biorgc pod uwage wyzej wymienione
cechy mozna stwierdzié¢, ze obydwa bakteriofagi mogg sta¢ si¢ skutecznym narze-
dziem w walce z infekcjami wywolanymi przez S. aureus zaré6wno jako samodzielne
srodki antybakteryjne jak i sktadniki tzw. koktajlu fagowego.

2.2. Koktajle fagowe

Badania z wykorzystaniem tzw. koktajli fagowych zaczety zyskiwaé popularnosé
z uwagi na niedostateczne lub umiarkowane wyniki otrzymywane podczas oceny
pojedynczych preparatdow fagowych. Nie oznacza to, ze nie zaobserwowano
sukcesoOw w terapii pojedynczymi fagami, skupiono si¢ raczej na poszukiwaniu
strategii, ktora zintensyfikuje efektywnos¢ wykorzystania bakteriofagdéw w warun-
kach in vivo. Jedng z takich strategii jest formowanie fagdéw w koktajle. Formowanie
koktajli fagowych mozna zréznicowa¢ na dwie podstawowe koncepcje. Pierwsza
znich ma na celu poszerzenie spektrum litycznego preparatu fagowego. Druga
koncepcja ma na celu zminimalizowanie ryzyka powstania bakterii opornych na
infekcje fagiem podczas poszczegolnych aplikacji. Obydwie koncepcje prowadzg do
zwigkszenia komercyjnego zastosowania koktajli fagowych [26, 27].

Koktajle fagowe mogg mie¢ szczegolnie istotne znaczenie w przypadku zapalenia
gruczotu mlekowego wywoltanego przez pateczke Escherichia coli, znang powsze-
chnie jako pateczka okrg¢znicy, ktéra uznawana jest m.in. za oportunistyczny patogen
srodowiskowy. Szczepy izolowane od krow z zapaleniem gruczolu mlekowego,
nawet z tej samej hodowli, bywaja genetycznie zréznicowane [28]. Dotychczas nie
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zidentyfikowano specyficznych markeréw genetycznych ani czynnikéw wirulencji,
ktore moglyby odrozni¢ szczepy wywoltujace mastitis od srodowiskowych E. coli
izolowanych z zakladow mleczarskich [29]. Dodatkowo wykazano, ze cig¢zkie
przypadki mastitis wywotlane przez E. coli, z objawami ogélnymi utrzymujgcymi si¢
od 3 do 5 dni sg malo podatne na antybiotykoterapi¢. Dotyczy to gldwnie krow
z wysoka wydajno$cig mleczng i niskg liczbg komoérek somatycznych w mleku [30].
W przypadku mastitis wywotanego przez E. coli rekomendowane jest zastosowanie
celowanej terapii antybiotykowej. Jednakze prace badawcze pokazuja, ze nie wplywa
ona znaczgco na skuteczno$¢ leczenia klinicznych postaci mastitis o etiologii E. coli
[31]. Przyczyn takiego stanu poszukiwano w sposobie podania i dystrybucji leku.
Pyorald 1 wsp. sprawdzili wptyw leczenia dowymieniowego w cigzkich przypadkach
mastitis o podlozu E. coli. Aantybiotyki skuteczne in vitro po aplikacji dowymie-
niowej nie poprawialy wskaznika wyleczen [32]. Nieskutecznos$¢ terapii antybio-
tykowej w przypadku mastitis wywolanych przez E. coli jest szczegdlnie proble-
matyczna. Nalezy wzig¢ pod uwage, ze w przebiegu ostrym zapalenia istnieje
mozliwos¢ wystgpienia bakteriemii, ktora stwierdzana jest u 32-45% zwierzat.
Skutkiem bakteriemii moze by¢ Smier¢ zwierzecia a przypadki padania dotyczg krow
zaréwno z bakteriemia, jak i bez niej [33-34].

Terapia wykorzystujaca koktajle fagowe moze by¢ realng alternatywsg dla
antybiotykow [35]. Uzycie wielu fagéw w koktajlu zwigksza swoisto$§¢ w zakresie
tak genetycznie zrdznicowanego gospodarza jakim jest E. coli wywolujace mastitis.
Podjeto proby stworzenia takiego koktajlu. Wyizolowano 74 bakteriofagi przy
uzyciu 36 izolatow E. coli pochodzacych od kréw z klinicznymi objawami mastitis
z farm mlecznych w stanie Waszyngton. Kazdy pojedynczy preparat faga byt
testowany pod katem zdolno$ci do hamowania wzrostu 36 klinicznych izolatow przy
uzyciu testow nakropleniowych. W oparciu o zrdéznicowany zakres lizowanych
szczepOw mastitis z catej puli wyizolowanych bakteriofagéw wybrano 4 fagi jako
sktadniki koktajlu. Wielko$¢ genomu tych fagéw oszacowano migdzy 140 a 172 kb
po analizie za pomocg elektroforezy PFGE. Trzy z 4 genomow fagoéw byly podatne
na trawienic w standardowych warunkach przez EcoRV. Wzory restrykcyjne
genomoéw fagowych byly rozne [36].

Wszystkie te wyniki wskazujg, ze kazdy z uzyskanych preparatow fagowych
zawieral pojedynczego bakteriofaga genetycznie rdéznego od pozostatych. Analiza
sekwencji genomow potwierdzita, ze koktajl zawierat 2 fagi podobne do faga T4,
faga podobnego do bakteriofaga rV5 i faga podobnego do bakteriofaga phi92 [37].
Wszystkie 4 fagi byly lityczne i nie zawieraly gendw, ktore sugerowatyby zdolnosé
do lizogenii. Aktywno$¢ bakteriobodjcza koktajlu zbadano w tescie in vitro. Ptynne
hodowle 36 klinicznych szczepow E. coli infekowano koktajlem fagowym tak aby
MOI wynosito 100. Koktajl fagowy posiadat szerokie spektrum dziatania przeciwko
badanym izolatom. Wzrost 21 z 36 szczepow E. coli byt catkowicie lub czesciowo
zahamowany przez koktajl fagowy. Aby oceni¢ przydatno$¢ koktajlu do zwalczania
srodowiskowych szczepow E. coli przeprowadzono t¢ samg analiz¢ na zbiorze 26
szczepow E. coli (wyizolowanych od kréw z klinicznymi objawami mastitis z farm
mlecznych ze stanu New York). W tym przypadku koktajl fagowy hamowat wzrost
14 szczepow. Bakteriofagi izolowane przy uzyciu pojedynczego szczepu klinicznego
moga nie by¢ w stanie zainfekowaé roznych szczepow srodowiskowych ze wzgledu
na wysokg specyficznos¢ wobec gospodarza bakteryjnego. Koktajl zawierajacy
4 rozne bakteriofagi wykazal podobng aktywno$¢ bakteriobdjcza wobec szczepdw
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E. coli wywolujacych mastitis wyizolowanych z dwoch geograficznie odrgbnych
farm mlecznych [36]. Stwarza to mozliwos¢ uniwersalnego zastosowania koktajlu
bakteriofagowego do zapobiegania zapaleniu gruczotu mlekowego o podiozu
etiologicznym E. coli w réznych farmach mlecznych.

Dodatkowo, aby koktajl fagowy byl skuteczny w leczeniu lub zapobieganiu
mastitis, oprocz szerokiego spektrum litycznego powinien by¢ zdolny do lizy bakterii
w obecnosci surowego mleka i wydzielin w okresie zasuszania. W swoich badaniach
McLean i wsp. udowodnili, Ze mozna catkowicie wyeliminowac E. coli przy pomocy
fagow w surowym mleku w temperaturze inkubacji 25°C [38]. Wyzwaniem staje si¢
stworzenie koktajlu fagowego umozliwiajgcego adsorpcje, replikacje i lize komorek
E. coli w obecno$ci mleka surowego w temperaturze fizjologicznej. Badano
catkowitg liczbe¢ komorek E. coli w surowym mleku. Po 12 godzinach inkubacji
z koktajlem fagowym wzrost bakterii w poréwnaniu z kontrolg negatywng zostat
znaczaco zahamowany. Dochodzito do zmniejszenia liczby komoérek tworzacych
kolonie o 3 jednostki logarytmiczne. Zmniejszenie to odpowiadato wzrostowi liczby
jednostek tworzgcych tysinki migdzy 4 a 8 godzing inkubacji, co wskazuje na lize
komorek E. coli przez fagi [36].

3. Podsumowanie

Wazrost antybiotykoopornosci bakterii ma ogromne znaczenie w profilaktyce
ileczeniu mastitis u kréw wywotlywanego gtéwnie przez ziarniaki Gram-dodatnie
i paleczki kalowe. Szybkie rozprzestrzenianie si¢ opornosci wsrdod bakterii
wywolujacych tg jednostke chorobowg powoduje przedtuzajaca si¢ terapi¢ zwierzat
[6, 7]. Nierzadko rowniez wigze si¢ z duzymi stratami ekonomicznymi. Wielkie
nadzieje upatruje si¢ w terapii fagowej, czyli tzw. biokontroli zakazen bakteryjnych
z wykorzystaniem bakteriofagéw. Jako naturalne komponenty biosfery mogg by¢
izolowane z roznych s$rodowisk. Obecnie najwigkszym problemem sg zakazenia
gronkowcowe 1 ich oporno$¢ na metycyling, co w praktyce oznacza wykluczenie
prawie wszystkich anybiotykéw z grupy B-laktaméw. Dotychczas wyizolowano
i opisano kilka bakteriofagdw przeciwko S. aureus, a jednym z pierwszych uzytym
w preparatach, byl bakteriofag K [25]. Nowo wyizolowane bakteriofagi SPW oraz
MSAG6 1 badania nad ich lityczng aktywnos$cig, wobec tego patogenu sg jeszcze
bardziej obiecujace. Dodatkowo nabycie opornosci przeciwko bakteriofagom jest
mato prawdopodobne. Zmodyfikowane fagowe DNA jest oporne na enzymy systemu
restrykcji 1 modyfikacji gospodarza [20]. Okresowe podawanie fagow moze pomodc
w wyeliminowaniu infekcji wystgpujacych u drobiu, myszy, krolikow i1 bydia
mlecznego [39-41]. Na uwage zastluguje fakt, Zze bakteriofagi poza specyficzng
eliminacjg patogenow nie wplywajg na normalng mikrobiote, a wigc nie ,,wyja-
lawiajg” organizmu [13].

Za szereg zakazen gruczolu mlekowego odpowiedzialne sg roéwniez bakterie
Gram-ujemne, gtownie E. coli, a szczepy izolowane od kroéw sa szeroko
zroznicowane genetycznie [28]. Podjeto probe identyfikacji bakteriofagdw, ktore
moglyby zosta¢ uzyte jako skladniki tzw. koktajlu fagowego. Uzycie wielu fagdéw
w koktajlu poszerza spektrum lityczne preparatu zwigkszajac swoistoS¢ w zakresie
szczepow E. coli izolowanych nawet z geograficznie odrebnych farm mlecznych.
Stwarza to mozliwos$¢ uniwersalnego wykorzystania koktajlu fagowego w profilak-
tyce zapalenia gruczolu mlekowego.
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Zebrane informacje pozwalajg jednoznacznie stwierdzi¢ szereg zalet terapii
fagowej, poczawszy od ich swoistego dziatania, przez latwos¢ w produkcji, na
nowych odkryciach konczgc. Ich zastosowanie nie tylko w medycynie ludzkiej, ale
1 w weterynarii nabiera na znaczeniu i stanowi alternatywe farmakoterapii. Doktadna
charakterystyka potencjalnych fagoéw terapeutycznych zaréwno pod wzgledem
funkcjonalnym jak i genetycznym, pozwoli na stworzenie preparatow fagowych,
ktoére mogg staé si¢ istotnym i powszechnie wykorzystywanym s$rodkiem w walce
z bakteriami patogennymi.
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Potencjalne wykorzystanie bakteriofagow w profilaktyce i leczeniu zakazen
bakteryjnych wywolujacych mastitis

Streszczenie

Mastitis stanowi gtowna przyczyne strat ekonomicznych w hodowli krow mlecznych. Kontrola zakazen
bakteryjnych je wywotujacych jest trudna z uwagi na rozprzestrzenianie i selekcje szczepéw wielole-
koopornych. Alternatywe w profilaktyce i leczeniu stanowi¢ moze terapia fagowa. Bakteriofagi wydaja
si¢ by¢ skuteczniejsze w niszczeniu patogenéw niz powszechnie uzywane antybiotyki i chemiotera-
peutyki. Ponadto, nie trzeba ich stosowa¢ w duzych iloSciach ani podawac kolejnych dawek dowy-
mieniowo, poniewaz majg zdolno$¢ do samonamnazania si¢. Infekuja okre§lony gatunek, a nawet szczep
bakterii nie wptywajac na stan korzystnej mikrobioty co ogranicza mozliwo$¢ szerzenia opornosci.
Dodatkowo zminimalizowanie tego ryzyka przy infekcji fagiem mozna osiaggna¢ stosujac tzw. kojktajle
fagowe. Jest to szczegdlnie wazne w przypadku zakazen gruczotu mlekowego charakteryzujacych sig
niskim poziomem wyleczalnosci lub wywotanych przez patogeny oportunistyczne. Ponadto, uzycie
wielu fagdéw w jednym preparacie zwigksza zakres lityczny. Pozwala to na uniwersalne wykorzystanie
koktajlu fagowego w réznych farmach mlecznych w odlegltych szerokosciach geograficznych.

Stowa kluczowe: mastitis, terapia fagowa, antybiotykoopornos¢, koktajl fagowy.

Potential use of bacteriophages for prevention and treatment of bacterial
infections that cause mastitis

Abstract

Mastitis in dairy cattle continues to be an economically important disease. However, control is
complicated by a high prevalence and spread of multi-drug resistant strains. Phage therapy, therefore, is
considered as an alternative way of controlling bacterial infections and contaminations. Bacteriophages
seem to be more effective in destroying pathogens than commonly used antibiotics and chemo-
therapeutics. In addition, they do not need to be used in large quantities or given subsequent
intramammary doses, because they have the ability to self-propagate. Bacteriophages infect a specific
species, and even a bacterial strain, without affecting natural microbiota, which limits the possibility of
spreading resistance. In addition, limiting this risk can be achieved by using phage cocktails. This is
particularly important in the case of mammary gland infections characterized by low levels of curability
or induced by opportunistic pathogens. In addition, the use of multiple phages in one formulation
increases the lytic range. This allows the universal use of phage cocktails in various dairy farms located
at distant regions.

Keywords: mastitis, phage therapy, antibiotic resistance, phage cocktail.
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Skutecznos$¢ procesu sterylizacji w ukladzie
przeplywowym, dla zmiennej konfiguracji lamp UVC,
przy wykorzystaniu bakterii Micrococcus luteus

1. Wstep

Wedlug PN-EN 12792:2006 za jako$¢ powietrza wewnetrznego uwaza si¢ te
cechy powietrza niezbednego do oddychania wewnatrz budynku, ktére obejmujg
sktad gazowy, wilgotnos¢, temperature i zanieczyszczenia [1].

Zaréwno w powietrzu zewnetrznym, jak i wewngtrznym, poza sktadnikami, ktére
stanowig wilasciwy 1 niezmienny sklad powietrza, znajduje si¢ wiele elementow
niepozadanych, stanowigcych wspomniane w normie zanieczyszczenie [2]. Pod
pojeciem zanieczyszczenia powietrza rozumie si¢ obecnos¢ w atmosferze substancii,
powstajacych w wyniku dziatania czlowieka Iub procesow naturalnych, przy czym
substancje te wystepujg w st¢zeniach 1 w czasie wystarczajagcym do niekorzystnego
wptywu na komfort, zdrowie i dobra materialne 0sdb oraz stan srodowiska [3]. Jezeli
emisja zanieczyszczen i ich toksyczno$¢ sa niewielkie, to w skutek m.in.
sedymentacji, asymilacji lub degradacji nastepuje ich inaktywacja. Niestety bardzo
czgsto wspomniane procesy nie sg w stanie powstrzymac naruszenia réwnowagi
srodowiskowej. Mozna stwierdzi¢, ze problem deficytu powietrza nie istnieje, jednak
obawia¢ si¢ mozna pogarszajacej si¢ jego jakosci [4].

Jednym z elementoéw majgcych istotny wptyw na jakos$¢ powietrza jest obecnosc
zanieczyszczen aerozolowych i bioaerozolowych (bioaerozol — zawieszone w powietrzu
czastki pochodzenia biologicznego [5]) pochodzenia roslinnego, zwierzecego czy
mineralnego. Bioaerozole stanowig roznorodng mieszaning statych lub cieklych
czastek aerozolowych skladajacych si¢ m.in. z materiatu biologicznego (wirusy,
bakterie, zarodniki grzybow, fragmenty grzybni itp.) [6], produktow ich metabolizmu
(endotoksyny, enterotoksyny, enzymy, mykotoksyny [7-9] lub pytkow kwiatowych,
szczatek roslin, tupiezu zwierzgcego, naskorka zwierzecego i ludzkiego [10].
Bioaerozol mogg rowniez stanowi¢ pojedyncze komorki bakteryjne w rozmiarze
czastek aerozolowych 0,5-2,0 um np. Bacillus, Pseudomonas, Xanthomonas, Arthro-
bacter. Podobnie zarodniki grzybow plesniowych Aspergillus fumigatus (2,5-5,0
um), Trichoderma harizanum (2,8-3,2 um) Aspergillus niger (3,0-4,5 um), Clado-
sporium macrocarpum (5-8 um) i Penicillium brevicompactum (7-17 pm) [11-13].

Zanieczyszczenie powietrza drobnoustrojami w pomieszczeniach zamknigtych
pochodzi zarowno ze zrodet wewnegtrznych, jak i z powietrza atmosferycznego
(endogenne i1 egzogenne). Podstawowym zrodtem mikroorganizméw w pomiesz-
czeniach zamknigtych jest uzytkownik i jego mikroflora z gornych drég oddecho-
wych, mikroorganizmy ze zluszczonego naskorka, pyt bakteryjny (z podldg, ubran

1, s.dumala@pollub.pl; Zaktad Jakosci Powietrza Wewnetrznego i Zewnetrznego, Wydziat Inzynierii
Srodowiska, Politechnika Lubelska, www.wis.pollub.pl.
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itp.) 1 zarodniki grzybéw domowych. Siedlisko mikroorganizméw mogg stanowic
przegrody budowlane, przedmioty znajdujgce si¢ w pomieszczeniu, wykonczenia
posadzek, kurz, systemy wentylacyjne. Bioaerozole przenoszg si¢ wraz z ruchem
ludzi i zwierzat oraz pod wplywem pradow powietrznych w pomieszczeniu. Zanie-
czyszczenia biologiczne powietrza wewngtrznego sa w miniejszym stopniu narazone
na dziatanie czynnikéw meteorologicznych czy tez promieniowanie UV, dlatego ich
okres przezywalnosci i liczebno$¢ nie podlegaja wahaniom sezonowym, jak
w przypadku mikroorganizmow wystepujacych w powietrzu zewnetrznym. Stabil-
niejszy jest rowniez sktad gatunkowy. Sposrod grzybdéw dominujg przedstawiciele
rodzajow Penicillium, Aspergillus, Cladosporium [14-16].

W Polsce brak jest zalecen zwigzanych z kryterium oceny narazenia na czynniki
biologiczne, wartosciami referencyjnymi czy zaleceniami metodycznymi dla
powietrza wewnetrznego w budynkach mieszkalnych. Z uwagi na nieuregulowane
krajowe akty prawne w celu oceny $srodowiska wewnetrznego nalezy odnosié¢ si¢ do
arbitralnych warto$ci normatywnych, ktore sg przewaznie wyznaczane w oparciu
o analiz¢ dostgpnych w piSmiennictwie badan prowadzonych przez badaczy na
przestrzeni kilku lat. Okres$lajag dopuszczalne poziomy zanieczyszczen w danych
srodowiskach.

Srodowisko wewnetrzne moze by¢ ksztaltowane w sposob pasywny lub aktywny.
Pasywne metody oczyszczania powietrza to migdzy innymi wprowadzanie roslin do
pomieszczen, stosowanie materialow o wlasciwosciach sorpcyjnych lub powierzchni
pokrytych materiatami umozliwiajgcymi katalityczng degradacje zanieczyszczen
[17]. Srodkami aktywnymi zapobiegajacymi zagrozeniom zdrowotnym zwiazanym
Z zanieczyszczeniami powietrza wewngtrznego jest likwidowanie ich bezposrednich
zrodel, odpowiednia wentylacja, filtracja czy sterylizacja wykorzystujaca wiasci-
wosci dezynfekcyjne promieniowania UV, proces fotokatalizy lub ozonowanie.

Bakteriobdjcze wiasciwosci promieniowania ultrafioletowego znane sg juz od
dawna. W 1877 roku Downes i Blunt zaobserwowali, Ze promieniowanie stoneczne
przyczyniato si¢ do zahamowania rozwoju drobnoustrojow [18]. Poczatkowo
uzywane przede wszystkim w medycynie do dezynfekcji narzedzi i pomieszczen
pézniej zaczgto stosowac do sterylizacji wody oraz powietrza. Dzialanie bakterio-
bdjcze promieniowania ultrafioletowego polega na uszkadzaniu struktur nukleino-
wych drobnoustrojow, dzigki czemu tracg one mozliwo$¢ rozmnazania si¢ oraz
roznoszenia chorob [19].

Liczne badania potwierdzaja, ze promieniowanie UVC skutecznie unieczynnia
wirusy, komoérki bakterii 1 zarodniki [20-23]. Uwaza si¢, ze promieniowaniec UVC
jest skuteczniejsze w likwidowaniu zarodnikow zaréwno pigmentowanych, jak
i niepigmentowanych niz UVB (290-310 nm), czy UVA (320-400 nm) [24]. Lampy
UVC okazaly si¢ réwniez skuteczne przy oczyszczaniu powietrza wewnetrznego
zanieczyszczonego zarodnikami grzybdw oraz bakteryjnymi komorkami wegeta-
tywnym [25, 26].

Za najskuteczniejszy zakres dhugosci fal ultrafioletowych stosowanych przy
niwelowaniu zanieczyszczen mikrobiologicznych uwaza si¢ zakres 220-300 nano-
metrow (nm), natomiast najwyzszg skuteczno$¢ oszacowano na 265 nm.
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Z uwagi na rosngce zainteresowanie biobdjczymi wilasciwosciami lamp UVC,
postanowiono przeanalizowa¢ wplyw ulozenia lamp na skuteczno$¢ procesu
sterylizacji powietrza. Badania przeprowadzono w ukladzie przeptywowym, dla
bakterii Micrococcus luteus i dwoch konfiguracji lamp — prostopadtej i rownoleglej
wzgledem przeptywajgcego strumienia powietrza.

2. Metoda badawcza

W oparciu o zalecenia podane przez ASHRAE Standard 52.2-2007 ,,Method of
Testing General Ventilation Air-Cleaning Devices for Removal Efficiency by Particle
Size” dotyczace okre$lenia zdolnosci urzadzen do usuwania zanieczyszczen
z powietrza oraz ich odporno$¢ na przeptyw powietrza, zbudowano uktad sktadajacy
si¢ z trzech identycznych modutow (rys 1). Kazdy z moduléw pozwala na
utrzymanie strumienia powietrza w zakresie 0-800 m’/h, temperatury powietrza
nawiewanego +15-40°C oraz wilgotnosci wzglednej 30-70%.

Do badan wykorzystano szczep bakterii Micrococcus [uteus Gram-dodatnie,
nieruchliwe, nie tworzace spor kuliste komorki (ziarenkowce), tworzace kolonie
w formie pakietow. Bakteria rosnie w warunkach tlenowych. Optymalny zakres
temperatury dla wzrostu wynosi 25-37°C. Micrococcus luteus jest jednym
z najczgsciej izolowanych drobnoustrojow w  trakcie monitoringu Srodowiska
produkcyjnego w zakladach przemystu farmaceutycznego. Bakteria ta stanowi
naturalng flore fizjologiczng skory czlowieka, szczegdlnie glowy, rak i n6g. Bakteria
katalazo — dodatnia. Odporna na enzym lizostafing, odpowiedzialng za degradacje
sciany komorkowej bakterii. Rozklada zawigzki w pocie, w tym produkujgce
nieprzyjemne zapachy. Ma rowniez zdolno$¢ rozkladu zanieczyszczen, takich jak
benzyna [27, 28].

Probki powietrza pobierano za pomocg impaktoréw jednopoziomowych. Czas
poboru wynosit 10 min. Mikroorganizmy zbierano na plytki Petriego z odpowiednim
podtozem mikrobiologicznym. W przypadku bakterii wykorzystano typowy agar
sojowy. Plytki inkubowano 48h w 36+1°C. Po zakonczonym okresie inkubacji
przeprowadzono analizg iloSciowg polegajaca na zliczeniu 1 skorygowaniu w oparciu
o tabele korelacji Andersena. Nastgpnie stezenie policzono w jtk — jednostkach
tworzacych kolonie na podtozu statym w 1 m’ pobranego powietrza [jtk/m’].

Impaktory jednopoziomowe umieszczono za generatorem bioaerozolu, przed
modutem UVC oraz za modulem. Aerozol bakteryjny generowano za pomoca
generatora aerozolu ATM 226 (TOPAS). Badania powtorzono trzykrotnie. Zbadano
dwa modele modulu dezynfekujacego z lampami UVC — z i bez zaburzacza
przeplywu.

Kazdy pomiar poprzedzony byt tzw. Slepa proba, podczas ktorej lampy UVC oraz
generator wylaczano.

Badania przeprowadzono dla dwdch ustawien lamp — prostopadle i rownolegle
wzgledem przeptywu powietrza.
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Rysunek 1. Schemat uktadu pomiarowego z komorg ekspozycyjna, 1 —komora z wymiennym pakietem
filtrow, 2 — sterylizator UV (rys 4.5), 3 — wymiennik krzyzowy, 4 — wentylator, 5 — chtodnica powietrza,
6 — nagrzewnica powietrza, 7 — nawilzacz ultradzwickowy, 8 — doprowadzenie powietrza wentylacyjnego,
9 — odprowadzenie powietrza wentylacyjnego [opracowanie wlasne]

3. Analiza wynikow

Wyniki pierwszej serii pomiarowej, w ktorej zweryfikowano lokalizacje punktow
poboru, sposob generowania roztworu z badanym szczepem, aparatur¢ wykorzystang
w eksperymencie, zestawiono w tabeli 1. Wyniki wskazuja, iz poprawnie zaplano-
wano przebieg badania. W czterech punktach pomiarowych uzyskano spodziewane
wyniki stezenia bakterii przy wylgczonym module dezynfekujacym UVC.

Wyniki drugiej serii pomiarowej (ukltad rownolegly wzgledem strumienia
powietrza, 100 m’/h) zestawiono w tabeli 2. Dwie konstrukcje modutu, z i bez
zaburzacza przeptywu, osiagnety skuteczno$¢ wyzsza niz 99%. Po przejSciu przez
modut liczba wygenerowanych bakterii z 10 950 jtk/m’ spadta do wartosci rownej
lub nizszej od 21 jtk/m’. Uzyskano podobne wyniki w kolejnych trzech
powtodrzeniach.

Na rysunku 2 i 3 przedstawiono natomiast zmiang st¢zenia bakterii Micrococcus
luteus dla przeptywu powietrza wynoszacego 100 m’/h i dwéch konstrukeji modutu
— bez i z zaburzaczem, w ukladzie prostopadtym wzgledem strumienia powietrza.
Uzyskano lepszy efekt sterylizacji dla modulu wyposazonego w zaburzacz. Stezenie
bakterii malatlo wraz ze zwigkszaniem nat¢zenia promieniowania. Nie osiggnigto
jednak petnego wyjatowienia powietrza.

Tabela 1. Pierwsza seria pomiarowa z wylaczonymi lampami UVC, w uktadzie réwnoleglym wzgledem
strumienia powietrza [opracowanie wiasne]

o — o — o — o —
= - s g - ® g - s g -
o 2 5 o 'S 5 o ‘g 5 o 'g 5 &
5 o N 2 N O N 2 N O N 2 N O N E
—_— o QO —= o QO —= o QO —= o
= O — = = O — = . — — = = O — =
— & 2 Jttam] — & /2 ftam] — M 2 ftam] — [ e
Punkt Punkt pomiarowy | Punkt pomiarowy | Punkt
< |, | pomiarowy przed | za generatorem przed modutem z | pomiarowy za
5| R .§ generatorem lampami modutem
wnlo E uvC z lampami
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UvC
1 2 3 4
1|5 | 114 558 >400 | ok. >400 | ok. >400 | ok.
10950 10950 10950
2 |5 | 158 837 >400 | ok. >400 | ok. >400 | ok.
10950 10950 10950
3 (5 [113 554 >400 | ok. >400 | ok. >400 | ok.
10950 10950 10950
1 |10 254 1679 >400 | ok. >400 | ok. >400 | ok.
10950 10950 10950
2 |10 | 258 1725 >400 | ok. >400 | ok. >400 | ok.
10950 10950 10950
3 110|264 1800 >400 | ok. >400 | ok. >400 | ok.
10950 10950 10950
Uzyskane wyniki pozwolily oszacowa¢ skuteczno$¢ procesu sterylizacji

mieszczaca si¢ w granicach 49,7% — 97,4% dla modutu bez zaburzacza oraz 34,9 —
97,3 dla modutu z zaburzaczem (rysunek 4 i 5). Skuteczno$¢ rosta wraz z ilo$cia
aktywnych lamp. Warto$¢ maksymalng uzyskano dla wigczonych 4 lampach, przy

czym dla obydwu konstrukcji modutu oszacowano jg powyzej 97%.

Tabela 2. Druga seria pomiarowa z wilaczonymi lampami UVC, w ukladzie réwnoleglym wzgledem

strumienia powietrza [opracowanie wiasne]

Cﬁ"_‘ .947_‘ Cﬁ"_‘ 'q"—q)r"7_‘ Cﬁ"_‘ 'QF Cﬁ"_‘ QF
L as |42 | as S8 | as S8 | as
Punkt Punkt pomiarowy | Punkt pomiarowy | Punkt
pomiarowy za generatorem przed modutem z | pomiarowy za
przed lampami modutem
generatorem uvc z lampami

o UvC

51 2 3 4

“1 Lampy UVC z zaburzaczem

1)1 4 >400 | ok. >400 | ok. 1 4
10950 10950

2|0 0 >400 | ok. >400 | ok. 0 0
10950 10950

3|3 12 >400 | ok. >400 | ok. 3 12
10950 10950

Lampy UVC bez zaburzacza

1|3 12 >400 | ok. >400 | ok. 3 12
10950 10950

2|1 4 >400 | ok. >400 | ok. 5 21
10950 10950

3(0 0 >400 | ok. >400 | ok. 4 16
10950 10950
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Rysunek 2. Liczba bakterii Micrococcus luteus dla przeptywu powietrza wynoszacego 100 m’/h i konstrukcji
modutu bez zaburzacza, w uktadzie prostopadtym wzglgdem strumienia powietrza [opracowanie wiasne]
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Rysunek 3. Liczba bakterii Micrococcus luteus dla przeptywu powietrza wynoszacego 100 m’/h i konstrukeji
modutu z zaburzaczem, w ukladzie prostopadtym wzgledem strumienia powietrza [opracowanie wlasne]
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Rysunek 4. Skutecznoé¢ dezynfekcji lampami UVC w ukladzie prostopadtym wzgledem strumienia

powietrza, modut bez zaburzacza [opracowanie wiasne]
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Rysunek 5. Skuteczno$¢ dezynfekcji lampami UVC w ukladzie prostopadtym wzgledem strumienia
powietrza, modut z zaburzaczem [opracowanie whasne)]

4. Whnioski

1.

Przeprowadzone badania pozwolily na sformutowanie wnioskow:
Modut z lampami UVC w uktadzie rownoleglym wzgledem strumienia powietrza
uzyskal niemalze 100% skuteczno$¢ w procesie dezynfekcji niezaleznie od
ilodci lamp.
Modut z lampami UVC, bez zaburzacza, w uktadzie prostopadtym wzgledem
strumienia powietrza wykazat skutecznos¢: 49,7% dla 1 aktywnej lampy, 72,9%
dla 2 lamp, 88% dla 3 lamp i1 97,4% dla 4 lamp.
Konstrukcja modutu z zaburzaczem przeptywu nie wplyneta na poprawe
skutecznosci procesu dezynfekcji.
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Streszczenie

W powietrzu, poza skladnikami stanowigcymi jego niezmienny skfad, znajduje si¢ wiele elementow
niepozadanych, m.in. zanieczyszczenia. Srodkami aktywnymi zapobiegajacymi zagrozeniom zdrowotnym
zwigzanych z ich obecnoscig jest likwidowanie Zzrodel emisji, odpowiednia wentylacja, filtracja, sterylizacja
wykorzystujaca wiasciwosci dezynfekujace promieniowania UVC, proces utleniania fotokatalitycznego lub
ozonowanie.

Liczne badania potwierdzajg, ze promieniowanie UVC unieczynnia wirusy, komorki bakterii i zarodniki
grzybow. Skuteczno$¢ procesu zalezy od natezenia $§wiatla, czasu ekspozycji oraz dtugosci fali. W literaturze
odnalez¢ mozemy wiele prac zwigzanych z wykorzystaniem UVC do usuwania zanieczyszczen z powierzchni
lub powietrza. Badacze koncentrowali si¢ w nich migdzy innymi na okresleniu skutecznosci procesu na
wybranych szczepach bakterii, czy badaniu wptywu wybranych czynnikow na zZywotnos¢ i moc lamp (wiek,
cykle wlaczania i wylaczania, temperatura otoczenia i predko$¢ powietrza, wilgotno$¢). Z uwagi na coraz
szersze zastosowanie lamp w uktadach przeplywowych, kolejnym parametrem wptywajaca na skutecznos¢
procesu sterylizacji UVC okazat si¢ sposdb ich montazu wzgledem strumienia powietrza.

W pracy przedstawiono wplyw utozenia lamp na proces sterylizacji powietrza. Badania przeprowadzono
w ukladzie przeptywowym, dla bakterii Micrococcus Iluteus 1 dwoch konfiguracji lamp — prostopadiej
i rownoleglej wzgledem przeptywajacego strumienia powietrza.

Stowa kluczowe: promieniowanie ultrafioletowe, UVC, sterylizacja, Micrococcus luteus.

Effectiveness of the sterilization process in the flow system, for variable
configuration of UVC lamps, using Micrococcus luteus bacteria

Abstract

In the air, apart from the components constituting its unchanging composition, there are many
undesirable elements, including pollution. The active measures that prevent health risks related to their
presence are the elimination of emission sources, adequate ventilation, filtration, sterilization using
UVC disinfectant properties, photocatalytic oxidation or ozonation.

Studies confirm that UVC radiation inactivates viruses, bacterial cells and fungal spores. The
effectiveness of the process depends on the intensity of light, the time of exposure and the wavelength.
In the literature, we can find many studies on the use of UVC to remove impurities from surfaces or air.
Researchers focused on the effectiveness of disinfection in selected bacterial strains, or the influence of
selected factors on the life and power of lamps (age, on and off cycles, ambient temperature and air
speed, humidity). Due to the increasing use of lamps in flow systems, another parameter affecting the
efficiency of the UVC sterilization process was the method of their assembly in relation to the air
stream.

The paper presents the effect of lamp placement on the air sterilization process. The tests were carried
out in a flow system, for Micrococcus luteus bacteria and two lamp configurations — perpendicular and
parallel to the air flow.

Keywords: ultraviolet radiation, UVC, sterilization, Micrococcus luteus.
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