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Bartosz Ryt!

Poréwnanie wrazliwo$ci Fusarium oxysporum
I Fusarium culmorum na olejki eteryczne
z szyszek chmielu

1. Wprowadzenie

Pestycydy stosowane sa w uprawach roslin od dekad. Ich zadaniem jest ochrona roslin
uprawnych przed agrofagami, ktore przyczyniaja si¢ do utratay plondéw i pogorszenia
ich jakosci [1]. Swiatowe zuzycie pestycyddéw w latach 2000-2019 wzrosto 0 36% osia-
gajac warto$¢ 4,2 min ton [2], z czego okoto 47,5% stanowig herbicydy, 29,5% insekty-
cydy, 17,5% fungicydy, 5,5% — inne [3]. Pomimo pozytywnych aspektow zwigzanych
z zastosowaniem tych preparatow, ich wykorzystanie niesie za sobg szereg zagrozen.
Syntetyczne pestycydy nie sa obojetne dla srodowiska, w szczegolnosci flory i fauny.
Czgs¢ z nich nalezy do zwiazkow trudnodegradowalnych [4]. Zwiazki te wykrywane sa
zarobwno w ekosystemach ladowych, jak i wodnych, co poteguje efekt akumulaciji w tkan-
kach organizmow zywych [5]. Problemy srodowiskowe wywotywane stosowaniem pesty-
cydow to m.in. skazenie wod powierzchniowych i gruntowych, bedace efektem sptuki-
wania tych preparatow wraz z opadem atmosferycznym, skazenie gleb, a w konsekwencji
zniszczenie pozytecznej autochtonicznej mikrobioty glebowej oraz przedostawanie si¢
polutantow do powietrza atmosferycznego [1], czego efektem jest oddzialywanie srodkow
ochrony roslin na organizmy nie bgdace zamierzonym celem ich stosowania i spadek
bioréznorodnosci [4].

Preparaty stosowane w ochronie roslin nie sg obojetne takze dla zdrowia cztowieka.
Wystgpowanie zmian chorobowych w efekcie ekspozycji na pestycydy zalezy nie tylko
od jednostkowej szkodliwosci poszczegolnych zwigzkéw chemicznych wchodzacych
w ich sktad, ale takze od stopnia narazenia na kontakt z tym czynnikiem i podatnos$ci
osobniczej. Wsrod osob bardziej narazonych wyroznia si¢ dzieci, kobiety ci¢zarne oraz
ludzi w podesztym wieku [6]. W organizmach zwierzat srodki te moga by¢ metabolizo-
wane do innych zwigzkow, ktore sg wydalane lub moga podlegaé bioakumulacji w tkance
thuszczowej [7]. Wsrod chorob do ktorych wystgpienia moga przyczyniaé si¢ syntetyczne
srodki ochrony roslin mozna wyrdzni¢: zmiany nowotworowe: m.in. oponiak [8], rak
pecherza [9, 10], rak ptuc [11], rak jelita grubego [12], rak piersi [13], biataczka [14],
a takze choroba Parkinsona [15], cukrzyca typu II [16] 1 zmniejszenie ptodnosci u mez-
czyzn [17]. Jako rozwigzanie problemu zwigzanego ze szkodliwos$cig syntetycznych pesty-
cydow oraz faktem, ze zrezygnowanie z ich uzytkowania we wspotczesnym rolnictwie
wydaje si¢ niemozliwe, nasuwa si¢ potrzeba opracowania bezpieczniejszych, mniej
toksycznych, dzialajagcych wysoce specyficznie, tatwiej biodegradowalnych preparatow.

Potencjalnym zrodtem zwigzkéw chemicznych wykazujacych szerokie spektrum
aktywno$ci biologicznej sa rosliny wyzsze. Obecnie znanych jest ponad 381 tysigcy

! bartoszryl@gmail.com, Koto Naukowe Biotechnologdéw, Wydzial Przyrodniczo-Techniczny, Uniwersytet
Opolski; www.uni.opole.pl; Szkota Doktorska Uniwersytetu Opolskiego, Wydzial Chemii, Katedra Farmacji
i Chemii Ekologicznej, Uniwersytet Opolski, www.uni.opole.pl.
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takich roslin [18]. Zrodtem dwoch trzecich nowo identyfikowanych rocznie zwiazkow
chemicznych sg rosliny wyzsze [19] — do tej pory odkryto ponad 8000 substancji pocho-
dzenia roslinnego [20]. Réznego rodzaju ekstrakty roslinne, zywice, olejki eteryczne
i poszczegodlne fitozwigzki sg wiec szeroko badane nie tylko pod wzgledem potencjalnego
zastosowania medycznego [21], ale takze jako $rodki ochrony roslin — okreslane zbiorczo
jako ,.green pesticides” [22]. Termin ten odnosi si¢ do srodkoéw stosowanych do zwal-
czania szkodnikow roslin, zachowujacych przy tym takie wiasciwosci, jak: wyzsza kom-
patybilno$¢ z komponentami srodowiska niz w przypadku syntetycznych pestycydow [23],
wicksze bezpieczenstwo dla zdrowia cztowieka i srodowiska [24, 25], tatwa biodegradacja
[25, 26], mozliwos¢ stosowania w uprawach ekologicznych i wysoki stopien akceptacji
spotecznej [26].

Chmiel zwyczajny (Humulus lupulus L.) od wiekow wykorzystywany jest w piwo-
warstwie, nie tylko ze wzgledow na walory sensoryczne, jakie wnosi do produktu finalnego,
ale takze z racji jego dziatania konserwujacego. We wczesniejszych badaniach wiasnych
dowiedziono aktywnosci olejkow eterycznych z szyszek chmielu wobec bakterii [27].
W $wiatowej literaturze jest niewiele doniesien dotyczacych wrazliwosci grzybow strzep-
kowych z rodzaju Fusarium, bedacych jednymi z najgrozniejszych patogendéw roslin
[28], na olejki eteryczne pozyskiwane z chmielu.

2. Materialy i metody

Materiat roslinny stanowity szyszki chmielu Humulus lupulus L. trzech odmian —
Marynka, lunga oraz Lubelski. Wykorzystany material dostepny byt w formie suszonych
szyszek chmielowych, pochodzacych ze zbiorow w Putawach, zapakowanych prozniowo
w worki z nieprzezroczystego tworzywa sztucznego. Olejki eteryczne sporzadzono z wy-
korzystaniem techniki hydrodestylacji w aparacie Derynga. W tym celu w kolbie
okraglodennej umieszczono odwazone porcje szyszek chmielu poszczegdlnych odmian
(50 g), zalewano porcja wody destylowanej tak, by lustro cieczy przykryto materiat roslinny
(500 cmd). Kolbe potgczong z nasadka aparatu Derynga ogrzewano do osiggnigcia
wrzenia. Od rozpoczgcia wrzenia cieczy proces hydrodestylacji prowadzono przez 1,5 go-
dziny. Po zakonczeniu procesu okreslano objetos¢ uzyskanego ekstraktu i zlewano olejek
do probowki typu Eppendorf, uszczelnionej nastepnie przy uzyciu warstwy parafilmu
i zabezpieczonej folig aluminiowa przed dostgpem promieni stonecznych. Pozyskane
olejki eteryczne przechowywano w chtodziarce, w temperaturze 4+2°C do czasu rozpo-
czecia dalszych badan. Wstepny zakres badan zaktadat otrzymanie olejku eterycznego
z szyszek chmielu wszystkich trzech odmian, jednak okazalo si¢, ze uzyskano niesatysfak-
cjonujacy ilos¢ olejku eterycznego z szyszek chmielu odmiany Lubelski przy wykorzy-
staniu tej metody: z jednego cyklu hydrodestylacji (50 g szyszek chmielu) uzyskiwano
olejek eteryczny w objetosci >0,1 cm?, co uniemozliwiato odebranie porcji olejku ete-
rycznego z odbieralnika aparatu. Ostateczna hipoteza badawcza musiata wigc ulec
zmianie — ograniczono si¢ jedynie do badan aktywnosci przeciwgrzybiczej ekstraktow
pozyskanych z szyszek chmielu odmian Marynka i lunga.

Aktywnos¢ przeciwmikrobiologiczna uzyskanych ekstraktow badana byla wobec
materiatu biologicznego, ktory stanowilty dwa szczepy fitopatogennych grzybow strzep-
kowych wyizolowanych z porazonych ziarniakoéw pszenicy — Fusarium oxysporum
i Fusarium culmorum. Do oceny aktywnos$ci przeciwgrzybiczej ekstraktow zastosowano
metod¢ zatruwania podlozy. Jako state podloze hodowlane w badaniach zastosowano
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agar glukozowo-ziemniaczany (PDA, ang. Potato Dextrose Agar). Probe kontrolng
wzgledna stanowito podioze PDA bez dodatku ekstraktow z szyszek chmielu, natomiast
proby badawcze stanowito podtoze PDA z dodatkami olejkow eterycznych z szyszek
chmielu w stgzeniach: 0,25%; 0,50%; 0,75%; 1,00% i 1,50% dla olejku z szyszek chmielu
odmiany Marynka oraz 0,25%; 0,50% i 0,75% dla olejku z szyszek chmielu odmiany lunga.
Przedziaty stezen ekstraktow zastosowanych w badaniach limitowane byty uzyskana ilo-
Scig olejkow eterycznych i wysokim zapotrzebowaniem na preparat o potencjalnym cha-
rakterze przeciwgrzybicznym w zastosowanej metodzie. Bezwzgledna probe kontrolng
stanowil natomiast komercyjny olejek eteryczny z tymianku firmy ETJA — badania prze-
prowadzono w przedziale st¢zen — 0,25%; 0,50%; 0,75%; 1,00% i 1,50%. Jatowe
podtoze PDA rozlane miarowo (20 cm®) do kolb stozkowych uptynniano i schtadzano
do temperatury ok. 40°C. W przypadku prob badawczych do uptynnionego podtoza wpro-
wadzano miarowo objetosci poszczegolnych ekstraktow odpowiadajace zadanym steze-
niom. Tak przygotowane proby doktadnie mieszano. Tak sporzadzone podioza hodowlane
wylewano do szalek Petriego o $rednicy 85 mm i po zestaleniu centralnie wyktadano
inokulum grzyba w postaci krazka. Krazki inokulum o $rednicy 10 mm wycinano opa-
lonym korboborem z 10-dobowych hodowli F. oxysporum i F. culmorum rosnacych na
podlozu Martina, inkubowanym w temperaturze 25 +3°C. Przygotowane proby inkubowano
w temperaturze 25 +3°C przez 14 dni, dokonujac co 24 godziny linearnego pomiaru
grzybni. W kazdej z prob pobierano dwa pomiary — odleglosci miedzy dwoma najbardziej
oddalonymi krawedziami grzybni oraz wymiaru w ptaszczyznie pod katem prostym do
plaszczyzny pierwszego pomiaru. Wyniki stref wzrostu podano w milimetrach, w wielko$¢
stref wzrostu grzybni wliczono srednice krazka inokulum. Na podstawie uzyskanych wy-
nikow stref wzrostu grzybni obliczono indeksy tempa wzrostu (T) wedtug wzoru [29]:

= @

gdzie: T —indeks tempa wzrostu, A — $rednia arytmetyczna z pomiaréw kolonii grzyba [mm], D — czas trwania
doswiadczenia [dni], b1(...)bx — przyrost $rednicy kolonii [mm], d1(...)dx — liczba dni od ostatniego pomiaru.

b
T=440, 4

3. Wyniki badan

Ekstrakty uzyskane z materiatu roslinnego na drodze hydrodestylacji w aparacie De-
rynga mialy stomkowo-z6ttg barwe i1 intensywny aromat zblizony do aromatu suszonych
szyszek chmielu. Uzyskane objetosci ekstraktow z szyszek chmielu poszczegdInych odmian
przy wykorzystaniu tej metody r6znily si¢ znacznie — najlepszy wynik osiagnigto dla hydro-
destylacji szyszek chmielu odmiany Marynka (ok. 1,0 cm® ze 100 g suchego materiatu
ro$linnego), w przypadku odmiany Iunga wynosit on 0,5 cm?® ze 100 g suszonej szyszKi
chmielowej. Natomiast dla odmiany Lubelski uzyskano sladowe ilosci olejku przy wyko-
rzystaniu tej techniki (ponizej 0,1 cm® ze 100 g materialu ro$linnego), co uniemozliwiato
pobranie ekstraktu z odbieralnika aparatu. Tlo$¢ otrzymanych olejkow eterycznych przy
wykorzystaniu tej techniki byta wiec limitowana poprzez ilos¢ uzyskanego ekstraktu z szy-
szek chmielu konkretnych odmian, co w dalszym postepowaniu przektadato si¢ na ogra-
niczenie zakresu przeprowadzonych z wykorzystaniem tych ekstraktow badan.

Otrzymane ekstrakty z szyszek chmielu odmian Marynka i lunga wykorzystane zostaty
w dalszym etapie badan — okreslono ich aktywnos$¢ hamujacg wzrost dwoch fitopatogen-
nych gatunkow grzybow z rodzaju Fusarium — Fusarium oxysporum i Fusarium culmorum.
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Metodg zatruwania podtozy oceniono wrazliwo$¢ F. oxysporum oraz F. culmorum na
uzyskane olejki eteryczne z szyszek chmielu odmian Marynka i lunga. Uzyskano zrézni-
cowane wyniki zahamowania wzrostu, zardowno ze wzgledu na odmiang chmielu, z ktérej
pozyskano ekstrakt, jak i gatunek Fusarium, wobec ktorego zastosowano olejki. Uzyskane
wyniki indeksow tempa wzrostu (T) dla prob kontrolnych wyniosty: T = 81,09 +0,75
w przypadku F. oxysporum oraz T = 83,04+4,25 dla F. culmorum. Najnizsze st¢zenie
(0,25%) olejku z szyszek chmielu odmiany Marynka spowodowato nieznaczng stymulacje
wzrostu F. oxysporum. Silniejsza aktywnoscig hamujacg w najwyzszym stgzeniu zastoso-
wanym dla obu badanych ekstraktow (0,75%) cechowat si¢ olejek z szyszek chmielu od-
miany Iunga. Takze w stezeniach 0,25% i 0,50% olejek z szyszek chmielu odmiany lunga
cechowat si¢ wyzsza aktywno$cia hamujacag wzrost tego grzyba. Najnizsza warto$¢ T
odnotowano dla najwyzszego analizowanego stezenia olejku z szyszek chmielu odmiany
Marynka (1,50%) — wyniosta ona 61,46 +2,83 (dla F. oxysporum). Szczep Fusarium
oxysporum cechowat si¢ wyzszg wrazliwoscig na olejki eteryczne z szyszek chmielu obu
odmian. Zastosowany jako bezwzgledna proba kontrolna handlowy olejek tymiankowy
firmy ETJA hamowat w pelni rozwoj obu szczepow Fusarium juz w najnizszym badanym
stezeniu (rys. 1.). Wyniki uzyskanych indeksow tempa wzrostu przedstawiono w tabeli 1.

F. oxysporum 0,25% OT F. culmorum 0,25% OT

Rysunek 1. Reakcja Fusarium oxysporum i Fusarium culmorum na handlowy olejek eteryczny z tymianku
firmy ETJA; 0,25% OT — olejek eteryczny z tymianku w stgzeniu 0,25% [opracowanie wiasne]

Tabela 1. Indeksy tempa wzrostu uzyskane przy zastosowaniu olejkow eterycznych z szyszek chmielu wobec
F. oxysporum i F. culmorum

ekstrjlzfj/eg;etunek ‘ Fusarium oxysporum ‘ Fusarium culmorum
Proba kontrolna

0,00% ‘ 81,09 +0,75 ‘ 83,04 +4,25
Olejek eteryczny z szyszek chmielu odmiany Marynka

0,25% 82,18 +0,71 82,86 +0,00
0,50% 77,87 0,71 78,71 +141
0,75% 76,09 +141 77,81 +0,71
1,00% 7347 £354 74,16 +0,00
1,50% 61,46 +2,83 65,45 +£141
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Olejek eteryczny z szyszek chmielu odmiany lunga
0,25% 75,81 0,71 77,87 +£0,71
0,50% 73,16 +0,00 7547 £141
0,75% 69,45 +0,71 71,09 +0,00

Olejek Tymiankowy (préba kontrolna bezwzgledna)
0,25% 10,71 +0,00 10,71 +0,00
0,50% 10,71 +0,00 10,71 +0,00
0,75% 10,71 +0,00 10,71 +0,00
1,00% 10,71 +0,00 10,71 +0,00
1,50% 10,71 +0,00 10,71 +0,00

Zrédlo: opracowanie wlasne.

W trakcie prowadzenia doswiadczenia zaobserwowano takze wystgpowanie zmian
makroskopowych w wygladzie grzybni Fusarium oxysporum i Fusarium culmorum.
Grzybnia F. oxysporum w poréwnaniu do proby kontrolnej (rys. 2.) wydzielata rozowo-
brazowy barwnik, widoczny zar6wno w podiozu hodowlanym, jak i samej grzybni.
Zabarwienie widoczne byto na obrzezach kolonii w postaci pierscienia oraz w §rodowej
czesci grzybni. Efekt zaobserwowano zardwno w obecnosci olejku eterycznego z szyszek
chmielu odmiany Marynka i lunga, jednak zabarwienie byto intensywniejsze dla ekstraktu
uzyskanego z szyszek chmielu odmiany Marynka. Intensywno$¢ zabarwienia grzybni
oraz podtoza hodowlanego rosta wraz ze wzrostem stgzen zastosowanego olejku z szyszek
chmielu odmiany Marynka (rys. 3.), natomiast przy zastosowaniu olejku z odmiany
Iunga stgzenie 0,50% cechowalo si¢ stabszym zabarwieniem niz 0,25% 10,75%.
W przypadku F. culmorum zaobserwowano spadek intensywnosci wydzielania brgzowego
barwnika — wprost proporcjonalny do wzrostu stezenia zastosowanego olejku eterycznego.
Efekt widoczny byt zardowno w obecnosci olejku z szyszek chmielu odmiany Marynka,
jak i lunga.

Rysunek 2. Fusarium oxysporum — proba kontrolna (bez dodatku olejku eterycznego z szyszek chmielu)
[opracowanie wiasne]
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Rysunek 3. Wydzielanie barwnika przez grzybnie Fusarium oxysporum w odpowiedzi na zastosowany olejek
eteryczny z szyszek chmielu odmiany Marynka. Na fotografiach przedstawiono awers i rewers szalek dla
poszczegblnych stezen ekstraktow zastosowanych w badaniach - 0,25%, 0,50%, 0,75%, 1,00% i 1,50%
[opracowanie wlasne]

4. Dyskusja

Ekstrakty chmielowe wykazujace roézne kierunki aktywnosci biologicznej pozyskiwaé
mozna z wykorzystaniem szeregu metod, zardwno ze $wiezego, jak i suszonego materiatu
roslinnego. Do najczeSciej wykorzystywanych metod nalezg: maceracja, hydrodestylacja,
ekstrakcja ciagla w aparacie Soxhleta, ekstrakcja nadkrytycznym CO; [30-32]. Dobor metod
pozyskiwania ekstraktow, jak i shuzacych temu celowi rozpuszczalnikow przektada si¢
ostatecznie na sktad jakosciowo-ilosciowy i aktywnos¢ biologiczna [30, 33]. Ekstrakty
te wykazywa¢ mogg dziatanie przeciwgrzybicze [34-39], przeciwbakteryjne [27, 31, 32,
35-37, 39, 40], przeciwwirusowe [41, 42], przeciwmalaryczne [43, 44], przeciwutle-
niajace [41, 45, 46], przeciwzapalne [45, 47] i przeciwnowotworowe [48, 49].

Do zwigzkéw chemicznych zawartych w szyszkach chmielu zaliczy¢ mozna
a- 1 B-kwasy nalezace do frakcji zywic migkkich, olejki eteryczne oraz szereg zwigzkow
nalezacych do grup katechin, kwasow fenolowych, flawonoli, stylbendw, a takze uni-
kalne dla chmielu prenyloflawonoidy takie jak ksantohumol, 6-prenylonaringenina
i 8-prenylonaringenina, ktorym przypisuje sie szczegélnie istotng role w ksztattowaniu
aktywnosci biologicznej ekstraktow z szyszek chmielu [30, 46, 50].

Zaobserwowano umiarkowang aktywnos¢ olejkow eterycznych pozyskanych na drodze
hydrodestylacji w aparacie Derynga wobec fitopatogennych grzybow — Fusarium oxy-
sporum i Fusarium culmorum. W §wiatowe;j literaturze brakuje doniesien na temat wrazli-
wosci tych gatunkow fitopatogendw na olejki eteryczne z szyszek chmielu. W badaniach
z 2023 roku [51] wykazano wplyw nanokapsulkowanego olejku chmielowego na
Fusarium graminearum — zastosowanie nanoemulsji istotnie hamowato wzrost grzyba,
stopien kietkowalnosci zarodnikow oraz wytwarzanie mykotoksyny — deoksyniwalenolu.

Hamujace dziatanie ekstraktow chmielowych, uzyskanych z szyszek chmielu poddanych
wczesniej procesowi ekstrakcji dwutlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym okreslono
w publikacji Bartmanskiej i in. [35]. Aktywnos¢ okre§lono wobec grzybéw Fusarium
oxysporum AM21 i F. culmorum AM10. Pozyskano cztery typy ekstraktow z szyszek
chmielu w dwdch wariantach — zawierajacych ksantohumol oraz pozbawionych ksanto-
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humolu. Ekstrakty zawierajace ksantohumol otrzymano przez ekstrakcje rozpuszczalni-
kami — chlorkiem metylenu, octanem etylu, acetonem i metanolem. Ekstrakty pozba-
wione ksantohumolu otrzymano poprzez usuni¢cie tego zwiazku z ekstraktéw bazowych
zawierajacych ksantohumol. Okreslono aktywnos¢ przeciwgrzybicza uzyskanych eks-
traktow w stezeniu 1,0 mg-cm. Najsilniejsze dziatanie hamujace wzrost F. culmorum
AM10 wynoszace 55,9 +0,79%, odnotowano przy zastosowaniu ekstraktu zawierajacego
ksantohumol, otrzymanego przy uzyciu octanu etylu. Jednak, gdy zastosowano ten ekstrakt,
ale pozbawiony ksantohumolu strefy zahamowania wzrostu grzybni byly znacznie
nizsze i wyniosty 41,4 £0,39%. Podobny stopien zahamowania wzrostu F. culmorum
AM10 wynoszacy 54,6 +0,39% odnotowano przy zastosowaniu ekstraktu acetonowego
zawierajacego ksantohumol (w przypadku tego ekstraktu pozbawionego ksantohumolu —
45,2 +0,79%). Z kolei przy zastosowaniu ekstraktu metanolowego zawierajacego ksanto-
humol stopien zahamowania wzrostu grzybni wyniost 53,1 +£0,4%, a dla ekstraktu po-
zbawionego ksantohumolu — 41,1 +1,04%. Najstabsze zahamowanie wzrostu F. culmorum
AM10 spowodowat ekstrakt uzyskany chlorkiem metylenu —w przypadku ekstraktu zawie-
rajgcego ksantohumol stopien zahamowania wyniost 37,5+0,79%, a ekstraktu pozbawio-
nego ksantohumolu — 34,2 +0,4%. Takze ekstrakt otrzymany octanem etylu zawierajacy
ksantohumol najsilniej, bo na poziomie 50 +0,45% hamowat wzrost F. oxysporum AM21,
ale dla wariantu tego ekstraktu pozbawionego ksantohumolu stopien zahamowania
wzrostu grzyba wyniost tylko 7,8 +0,77%. Jednak najstabsze dzialanie wzgledem tego
szczepu wykazat metanolowy ekstrakt pozbawiony ksantohumolu (4,7 £1,18%), a wsrod
ekstraktéw zawierajacych ksantohumol najstabsze dziatanie wykazat ekstrakt otrzymany
chlorkiem metylenu — 31,6 +2,68% zahamowania. W badaniu oceniono takze dawki MIC50
(minimalne stezenie hamujace wzrost 50% mikroorganizmoéow) ekstraktow zawierajacych
ksantohumol. Dla F. culmorum AM10 warto$ci MIC50 ekstraktow zawierajacych ksan-
tohumol wykonanych octanem etylu, acetonem oraz metanolem wynosity 0,5 mg-cm3,
natomiast ekstrakt wykonany chlorkiem metylenu nie wykazat tej aktywnosci nawet
W najwyzszym badanym stezeniu (1,0 mg-cm®). W przypadku F. oxysporum AM21
warto$¢ MIC50 dla ekstraktu wykonanego octanem etylu wyniosta 1,0 mg-cm,
natomiast dla pozostatych trzech ekstraktow wartos¢ MIC50 wykraczata poza najwyzsze
analizowane stezenie (1,0 mg-cm?). Otrzymane przez autorow tego badania wyniki,
w przypadku ekstraktow pelnych (nie pozbawionych ksantohumolu) wykazywaty wyzsza
aktywnos¢, niz zastosowane w badaniach wtasnych olejki eteryczne. Wynika¢ mogto to
z r6znic osobniczych pomigdzy wykorzystanymi do badan szczepami Fusarium oraz
roznic w metodyce otrzymywania ekstraktow — w przytoczonych badaniach wykorzystano
nie olejki eteryczne, a maceraty sporzadzone z szyszek chmielu poddanych wczesniej
procesowi ekstrakcji CO, w stanie nadkrytycznym.

Atmaca i in. [34] okreslili wplyw ekstraktu metanolowego z szyszek chmielu na
zahamowanie wzrostu F. culmorum. W celu okreslenia aktywnosci przeciwgrzybiczej
ekstraktu wykorzystano metode¢ zatruwania podtozy — sporzadzono podtoza hodowlane
zawierajgce ekstrakty w stezeniach 1,00%, 2,00%, 4,00% i 8,00% roztworzone w pod-
fozu PDA. Probe kontrolng stanowito podtoze PDA bez dodatku ekstraktu. Uptynnione
podtoza wylano do szalek o $srednicy 90 mm i zaszczepiono krazkami inokulum o $red-
nicy 6 mm pochodzacymi z 7 dniowej hodowli F. culmorum. Po 7 dniach inkubacji
w temperaturze 24 +1°C zmierzono Srednice wzrostu grzybni [mm]. Obliczono procentowe
zahamowanie wzrostu wzgledem proby kontrolnej. W przypadku stezenia 1,00% nie
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zaobserwowano zahamowania wzrostu, w stezeniu 2,00% zahamowanie wyniosto 47,85%,
dla stezenia wynoszacego 4,00% zahamowanie wyniosto 51,68%, natomiast dla najwyz-
szego stezenia (8,00%) zahamowanie wzrostu wzgledem proby kontrolnej siegato
92,77%. W badaniach wtasnych przy zastosowaniu ekstraktu chmielowego w stezeniach
do 1,00%, w przeciwienstwie do przedstawionych wyzej wynikow, zaobserwowano umiar-
kowang aktywno$¢ hamujacg wzrost F. culmorum. Zestawienie wynikow uzyskanych
dla wyzszych stezen ekstraktow jest niemozliwe, ze wzgledu na gorna granicg stezen
wykorzystanych w badaniach wtasnych wynoszacych 0,75% dla olejku z szyszek chmielu
odmiany lunga i 1,50% dla olejku z szyszek odmiany Marynka. Autorzy zastosowali
ekstrakty metanolowe, w przeciwienstwie do wykorzystanych w badaniach wtasnych
olejkow eterycznych pozyskanych na drodze hydrodestylacji. Istotny wptyw na rdéznice
w uzyskanych wynikach moze wywiera¢ takze osobnicza wrazliwo$¢ zastosowanych
szczepow F. culmorum.

5. Podsumowanie

Fitopatogenne grzyby strzepkowe z rodzaju Fusarium — F. oxysporum i F. culmorum
wyizolowane z porazonych ziarniakow pszenicy wykazaty umiarkowang wrazliwos¢ na
olejki eteryczne uzyskane na drodze hydrodestylacji w aparacie Derynga suszonych
szyszek chmielu odmian Marynka i lunga. W przypadku odmiany Lubelski pozyskanie
olejku eterycznego w ilosci wystarczajacej do wykonania oznaczen cho¢by w ograni-
czonym zakresie stezen bylo niemozliwe przy wykorzystaniu tej techniki ekstrakcji. Gome
wartos$ci stezen olejkow eterycznych wykorzystanych do oznaczen byly limitowane
uzyskiem ekstraktu z materiatu roslinnego przy wykorzystaniu tej techniki. W przedziale
stezen do 0,75% wyzszg aktywnos$cig hamujacg wzrost grzybéw rodzaju Fusarium
cechowat si¢ olejek z szyszek chmielu odmiany Iunga — uzyskane wyniki indeksow
tempa wzrostu (T) wyniosty: T =69,45 +0,71 dla F. oxysporum (w poréwnaniu do proby
kontrolnej: T = 81,09 +£0,75) oraz T = 71,09 +0,00 dla F. culmorum (proba kontrolna:
T = 83,04 £4,25). Najnizsza warto$¢ T osiggnigto przy zastosowaniu olejku eterycznego
z szyszek chmielu odmiany Marynka zastosowanego w najwyzszym analizowanym
stezeniu — 1,50%. Warto$¢ T dla F. oxysporum wyniosta: 61,46 +2,83, natomiast dla
F. culmorum: 65,45 +1,41. Handlowy olejek tymiankowy firmy ETJA powodowat catko-
wite zahamowanie wzrostu obu gatunkdéw grzybdw juz w najnizszym zastosowanym
stezeniu (0,25%). Zaobserwowano takze zmiany makroskopowe w wygladzie grzybni —
w przypadku F. oxysporum: objawiajace si¢ wydzielaniem rézowo-brazowego barwnika,
natomiast F. culmorum: spadkiem intensywnosci wydzielania przez grzybnie bragzowego
barwnika. Ze wzgledu na potencjalne zmiany w metabolizmie grzyba, istotnym aspek-
tem dalszych badan nad wykorzystaniem tych ekstraktow w kontrolowaniu rozwoju
Fusarium spp. wydaje si¢ okre$lenie wystepowania ewentualnych zmian w wydzielaniu
mykotoksyn i innych wtérnych metabolitoéw pod wptywem zastosowanych preparatow.
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Porownanie wrazliwo$ci Fusarium oxysporum i Fusarium culmorum na olejki
eteryczne z szyszek chmielu

Streszczenie

Celem badan byta ocena wrazliwosci fitopatogennych grzyboéw na olejki eteryczne z szyszek chmielu. Mate-
riat do badan stanowily grzyby strzgpkowe z rodzaju Fusarium — F. oxysporum i F. culmorum wyizolowane
z porazonych ziarniakow pszenicy. Metoda hydrodestylacji w aparacie Derynga otrzymano olejki eteryczne
z szyszek chmielu odmian Marynka i lunga. Aktywno$¢ przeciwgrzybicza pozyskanych preparatéw oceniono
metodg zatruwania podt6z w pozywce PDA. Bezwzglgdng probe kontrolng stanowit handlowy olejek ty-
miankowy firmy ETJA. Proby inkubowano w temperaturze 25 +3°C przez 14 dob. Na podstawie uzyskanych
wynikow przyrostu grzybni wyznaczono indeksy tempa wzrostu.

Badania wrazliwosci fitopatogenow na uzyskane preparaty wykazaly zréznicowane wyniki zahamowania
wzrostu, zardwno ze wzgledu na wykorzystany gatunek Fusarium, jak i odmiane chmielu, z ktorej uzyskano
ckstrakt. Wyzsza wrazliwoscia na zastosowane olejki cechowat si¢ szczep F. oxysporum, jednak najnizsze zasto-
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sowane stezenie olejku z szyszek chmielu odmiany Marynka spowodowato stymulacje wzrostu tego szczepu.
Nizsze wyniki indeksu tempa wzrostu grzybni otrzymano dla olejku uzyskanego z szyszek chmielu odmiany
Iunga. Handlowy olejek tymiankowy powodowat catkowite zahamowanie wzrostu grzybni juz w najnizszym
zastosowanym stezeniu. W odpowiedzi na zastosowane ekstrakty grzybnia F. oxysporum wydzielata rézowo-
-bragzowy barwnik, natomiast w przypadku F. culmorum zaobserwowano zmniejszenie intensywnos$ci wy-
dzielanego brazowego barwnika.

Stowa kluczowe: Humulus lupulus L., odmiana Marynka, odmiana Iunga, aktywno$¢ fungistatyczna,
aktywno$¢ przeciwgrzybicza

Comparison of susceptibility of Fusarium oxysporum and Fusarium culmorum to
essential oils from hop cones

Abstract

The purpose of the study was to assess the susceptibility of phytopathogenic fungi to essential oils from hop
cones. The material for the study consisted of filamentous fungi of the genus Fusarium — F. oxysporum and
F. culmorum isolated from infested wheat grains. Using the hydrodistillation method in the Deryng apparatus,
essential oils were obtained from hop cones of the Marynka and lunga varieties. The antifungal activity of
the extracted preparations was evaluated by poisoned food technique in PDA medium. The absolute control
sample was commercial thyme oil from ETJA company. The samples were incubated at 25 +3°C for 14 days.
Mycelial growth rate indices were determined from the obtained results.

Phytopathogen susceptibility tests on the preparations obtained showed varying results in growth inhibition,
both due to the Fusarium species used and the hop variety from which the extract was obtained. The
F. oxysporum strain was characterized by higher sensitivity to the applied essential oils, but the lowest concen-
tration of oil from hop cones of the Marynka variety resulted in growth stimulation of F. oxysporum. Lower
mycelial growth rate index results were observed for the oil obtained from hop cones of the lunga variety.
Commercial thyme oil caused complete inhibition of mycelial growth at the lowest applied concentration. In
response to the applied extracts, the mycelium of F. oxysporum secreted a pinkish-brown dye, while in the
case of F. culmorum a reduction in the intensity of the brown dye secreted was observed.

Keywords: Humulus lupulus L., Marynka variety, lunga variety, fungistatic activity, antifungal activity

18



Paulina Czoskal, Renata Gtosnicka?, Krzysztof Piotr Bielawski®, Magda Rybicka*

Wplyw przeciwcial IgY izolowanych z zoltka jaja
kurzego na przezywalnos$¢ bakterii Campylobacter jejuni

1. Wprowadzenie

1.1. Campylobacter jejuni i kampylobakteriozy

Bakterie z rodzaju Campylobacter to Gram-ujemne pateczki, ktore powszechnie
wystepuja w uktadzie pokarmowym zwierzat hodowlanych oraz dziko zyjacych. Sa
jednymi z najmniejszych bakterii (0,5-5 um dtugosci) o spiralnym ksztatcie, ktory w po-
taczeniu z obecnoscig wici na jednym lub obu biegunach komoérki warunkuje ich duza
ruchliwos$¢ [1]. Jako mikroaerofile do wzrostu wymagaja obnizonej zawartosci tlenu,
a optymalne warunki ich namnazania to 5% O, 10% CO,, 85% N, oraz temperatura
41,5°C [2]. Campylobacter jejuni wywotujg u ludzi odzwierzecg chorobg zwang kampylo-
bakterioza, ktora jest najczesciej wystgpujaca zoonoza w Unii Europejskiej. W 2021 roku
odnotowano az 127 tys. zakazen, podczas gdy najbardziej znanych salmonelloz odnotowano
60 tys. przypadkow [3]. Gtowne zrodio zakazen bakteriami Campylobacter stanowi dréb,
a do zakazenia dochodzi najczesciej po spozyciu nieodpowiednio przetworzonego migsa
drobiowego lub jaj. Kampylobakteriozy sg wiodaca przyczyna bakteryjnego zapalenia
zoladka [4], ktéoremu towarzysza objawy typowe dla zakazenia uktadu pokarmowego
takie jak biegunka, wymioty, goraczka oraz ostabienie. U osob nalezacych do grup pod-
wyzszonego ryzyka moze dochodzi¢ réwniez do powazniejszych powiktan, m.in. krwo-
tokow z jelit, zapalenia trzustki, otrzewnej, pecherzyka zolciowego oraz poronienia. Jedng
z najwigkszych konsekwencji zakazenia C. jejuni, ktéra odnotowuje sie u 1-2 przypadkow
na 100 tys., jest wystapienie zespotu Guilliana-Barre’go o podiozu autoimmunologicznym,
ktory charakteryzuje ostre zapalenie demielinizacyjne wtokien nerwowych prowadzace
do porazenia nerwowo-mig$niowego [5].

1.2. Kurze przeciwciala IgY

Kurze przeciwciata IgY to odpowiednik ludzkich badz zwierzecych przeciwciat
klasy IgG. Cechuja si¢ one wigkszg masa (180 kDa) od przeciwciat IgG (150 kDa), obec-
noscig dodatkowej domeny w tanicuchu cigzkim przeciwciata oraz brakiem regionu zawia-
sowego. Dzigki tym cechom przeciwciata IgY wykazujg znacznie wigksza odpornos¢ na
trawienie. Zachowuja one 40% aktywnosci nawet po 8 godzinach inkubacji z enzymem
trawiennym — chymotrypsyna, sg stabilne w szerokim zakresie pH (4 do 9) oraz tempe-
raturze do 65°C. Ponadto posiadajg zdolnos$¢ neutralizacji toksyn, hamowania i inaktywacji
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bakteryjnych enzymdw, a nawet zapobiegania adhezji patogenow do komodrek gospo-
darza [6]. Kurze przeciwciata IgY sa tatwiejsze i tansze do pozyskania niz przeciwciata
z surowicy zwierzat takich jak np. kroliki. Sama metoda ich pozyskiwania jest réwniez
znacznie bardziej humanitara od inwazyjnego pobierania krwi, ktore wymaga naktucia
i jest wysoce stresujace dla zwierzat. Z jednego jaja kurzego mozna otrzymac¢ do 100 mg
przeciwciat IgY z czego 2-10% stanowia przeciwciala specyficzne [7]. Wszystkie wy-
mienione cechy sprawiaja, ze przeciwciata IgY sa doskonatym kandydatem do podawania
doustnego i dzialania w przewodzie pokarmowym. Przeprowadzono dotychczas wiele
badan na zwierzetach gospodarskich m.in. na kurach, koniach i trzodzie chlewnej,
w ktorych wykazano ich pozytywne dziatanie lecznicze lub profilaktyczne w przypadku
zakazen bakteryjnymi patogenami przewodu pokarmowego [8].

1.3. Cel pracy

Celem przeprowadzonych doswiadczen byta ocena wptywu przeciwciat IgY izolo-
wanych z zottek jaj kur immunizowanych antygenem C. jejuni na przezywalno$¢ bakterii
C. jejuni w warunkach in vitro.

2. Czes$¢ doswiadczalna

2.1. Antygen Campylobacter jejuni do immunizacji kur

W celu wytworzenia specyficznych przeciwciat IgY skierowanych przeciwko bakte-
riom C. jejuni wykorzystano wyizolowany ze srodowiska (proby pobrane od kur z obja-
wami biegunkowymi) szczep bakterii, dla ktérego przeprowadzono szereg badan serolo-
gicznych, biochemicznych oraz genetycznych w celu potwierdzenia jego przynaleznosci
do rodzaju Campylobacter oraz okreslenia i potwierdzenia cech patogennosci. Bakterie
hodowano w warunkach mikroaerofilnych (5% O, 10% CO,, 42°C, 48 h, 150 rpm),
W pozywce MH, a po zakonczeniu hodowli zwirowano i inaktywowano 0,5% formalde-
hydem (inkubacja 24 h, 37°C, 150 rpm). Inaktywowany osad zawieszono w soli fizjolo-
gicznej i za pomoca pomiaru densytometrycznego wyznaczono liczbg bakterii — CFU/ml
(CFU, ang. colony forming unit).

2.2. Immunizacja kur

Badania z wykorzystaniem kur przeprowadzone zostaty po uzyskaniu zgody Lokalnej
Komisji Etycznej w Olsztynie (rezolucja nr 38/2021). Inaktywowane bakterie podawano
20 kurom w odstepie dwoch tygodni, w ilosci 3x10° CFU (pierwsza dawka) lub 6x10°
CFU (kolejne dawki) oraz objetosci 1ml w iniekcji domigsniowej (migsien piersiowy).
Podawany preparat zawierat adiuwant Freunda w celu wzmocnienia odpowiedzi immu-
nologicznej (pierwsza dawka zawierata adiuwant kompletny Freunda, kolejne — adjuwant
niekompletny Freunda). Jaja immunizowanych kur zbierane byty codziennie od podania
trzeciej dawki antygenu i przechowywane w 4°C do czasu izolacji przeciwcial.

2.3. Izolacja przeciwcial

W celu izolacji przeciwcial zéttka zostaty oddzielone od biatek. Do delipidacji wyko-
rzystano metod¢ wodna z dodatkowa delipidacjg przeprowadzong za pomoca 0,01%
wegla aktywnego. W skrocie, zoltka zawieszono w 9 objetosciach wody i inkubowano
przez noc w 4°C i pH 5,0. Zawiesing zwirowano (11 000xg, 30 min, 4°C), a do frakcji
wodnej dodano 0,01% wegla aktywnego, ktdra inkubowano przez 30 min w temperaturze
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pokojowej. Zawiesing zwirowano (11 000 g, 30 min, 4°C) a frakcj¢ wodng przesaczono
przez bibule filtracyjng. Nastepnie zawiesing zageszczono za pomocg ultrafiltracji przy
uzyciu kasety o wielkosci porow 100 kDa. Z zageszczonej frakcji wodnej przeprowa-
dzono precypitacje 1,5M chlorkiem sodu, z ktorym inkubowano przeciwciata 2 h w tem-
peraturze pokojowej. Zawiesing zwirowano (14 000 g, 20 min, 4°C), a uzyskany osad
zawieszono w roztworze soli fizjologicznej i oznaczono stgzenie przeciwcial metoda
spektrofotometryczna (pomiar przy 280 nm) uwzgledniajac wspolczynnik absorpcji
réwny 1,33 ml/mg dla przeciwciat IgY. Nastepnie przeprowadzono badanie czystosci
wyizolowanych przeciwcial z wykorzystaniem metody elektroforezy w warunkach de-
naturujacych w Zelu poliakrylamidowym oraz oceniono miano specyficznych przeciwciat
za pomoca aglutynacji probowkowej, w ktorej wykorzystano antygen uzyty do
immunizacji kur.

2.4. Badanie wplywu przeciwcial IgY na przezywalnos$¢ bakterii C. jejuni

Szczep C. jejuni zostat wyhodowany w warunkach mikroaerofilnych (5% O2, 10% CO,,
42°C, 48 h) na podtozu CCDA. Bakterie zostaly zawieszone w roztworze soli fizjolo-
gicznej, a nastgpnie zawiesing uzyto do inokulacji pozywki MH w kolbach tak, aby uzyskac
10® CFU/ml. Nastepnie do kolb dodawano przeciwciata IgY w celu uzyskania stezenie
0,5 mg/ml, 0,1 mg/ml lub 0,05 mg/ml, do kontroli negatywnej zamiast przeciwcial do-
dano sol fizjologiczng. Zastosowano jedna dawke przeciwcial w trzech r6znych punktach
czasowych: w czasie inokulacji, po 8 lub 24 godzinach inkubacji. Kolby inkubowano 48
h w warunkach mikroaerofilnych z wytrzasaniem (5% O, 10% CO,, 42°C, 150 obr./min).
W trakcie hodowli prowadzono pomiar liczby bakterii poprzez miareczkowanie seryj-
nych rozcienczen hodowli za pomocg urzadzenia do posiewow spiralnych (Interscience,
Francja) na podtoze CCDA. Plytki byly inkubowane w warunkach mikroaerofilnych
(5% 02, 10% CO,, 42°C, 48 h), a nastepnie przeprowadzono odczyt w celu zliczenia
kolonii i oznaczenia liczby zywych bakterii za pomoca automatycznego licznika kolonii
(Interscience, Francja).

2.5. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki zostaly poddane analizie statystycznej w oprogramowaniu Stati-
stica 13 (StatSoft). Zastosowano jednoczynnikowa analizg wariancji ANOVA dla uktadéw
z powtarzanymi pomiarami. Réznice pomiedzy wartosciami Srednimi oznaczen oceniono
testem Tukeya. Weryfikacje statystyczng prowadzono na poziomie istotnosci p < 0,05.

3. Wyniki

3.1. Izolacja przeciwcial IgY

Wykorzystana w niniejszym badaniu metoda izolacji umozliwita otrzymanie specy-
ficznych przeciwciat IgY skierowanych przeciwko antygenowi C. jejuni. Potwierdzono
to badaniem miana za pomoca aglutynacji probéwkowej z wykorzystaniem antygenu,
ktérym immunizowano kury oraz seryjnymi rozcienczeniami przeciwciat (wykazano
miano 1:320). Rozdziat czterech prob izolowanych przeciwciat IgY anty-C. jejuni wykazat
oczekiwany wzor prazkow, zgodny z rozktadem uzyskanym po rozdziale elektrofore-
tycznym przeciwciat wzorcowych 1gY. W obrazie po elektroforezie w warunkach dena-
turujacych widoczne sg prazki odpowiadajace zarowno tancuchom ciezkim przeciwcial
0 masie 68 kDa (HC, ang. heavy chains) oraz tancuchom lekkim przeciwcial o masie
25 kDa (LC, ang. light chains) (rys. 1.).
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M 1 2 3 4 5

75 kDa
« HC ~68 kDa
63 kDa
48 kDa
35 kDa
25 kDa « LC~25 kDa

Rysunek 1. Obraz po rozdziale elektroforetycznym w warunkach denaturujacych; HC (ang. heavy chains) —
fancuchy cigzkie; LC (ang. light chains) — fancuchy lekkie; M — marker molekularny; $ciezki od 1 do 4 —
wyizolowane z zoltek przeciwciata IgY anty-C. jejuni; $ciezka 5 — wzorcowe przeciwciata IgY [opracowanie
wiasne]

3.2. Badanie wplywu przeciwcial IgY na przezywalnos¢ bakterii C. jejuni

Badanie przezywalnosci C. jejuni w obecnosci przeciwciat IgY przeprowadzono dla
trzech ré6znych koncowych stezen IgY: 0,5 mg/ml, 0,1 mg/ml oraz 0,05 mg/ml. Oprocz
zastosowania roznych stezen przeciwciata dodawano w trzech r6znych punktach czaso-
wych prowadzonej hodowli: przy inokulacji, po 8 godzinach hodowli oraz po 24 godzinach
hodowli. W kazdym eksperymencie uwzglgdniono kontrolg negatywna (KN) do ktorej
zamiast przeciwciat dodawano sol fizjologiczna.

3.2.1. Stezenie 0,5 mg/ml

W przypadku zastosowania stezenia koncowego 0,5 mg/ml przeciwciat IgY w hodowli
zaobserwowano znaczacy spadek iloéci zywych bakterii w poréwnaniu z kontrolg nega-
tywna dla kazdego badanego punktu czasowego dodania przeciwciat. Przy dodaniu prze-
ciwcial IgY w czasie inokulacji i po 8 godzinach inkubacji redukcja ilo§ci zywych
bakterii wyniosta 6 log, w przypadku dodania IgY po 24 godzinach inkubacji wynosila
3log (rys. 2).
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Rysunek 2. Wzrost C. jejuni z przeciwciatami IgY o konicowym stezeniu 0,5 mg/ml dodanymi w czasie
inokulacji (0 h), po 8 h lub 24 h inkubacji; KN — kontrola negatywna nie traktowana przeciwciatami; CFU
(ang. colony forming unit); statystycznie istotne réznice w poréwnaniu do kontroli negatywnej oznaczono *
(p < 0,05) [opracowanie wiasne]

3.2.2. Stezenie 0,1 mg/ml

W przypadku zastosowania stgzenia koncowego 0,1 mg/ml przeciwciat I[gY w hodowli
réwniez zaobserwowano znaczacy spadek ilosci zywych bakterii w poréwnaniu z kon-
trolg negatywna dla kazdego badanego czasu dodania przeciwcial. Przy dodaniu przeci-
weciat IgY w czasie inokulacji redukcja ilosci zywych bakterii wyniosta 6 log, w przypadku
dodania IgY po 8 godzinach wyniosta 5 log, a w przypadku dodania po 24 godzinach
inkubacji redukcja osiggneta warto$é 4 log (rys. 3).

0,1 mg/ml

E - 0Oh
o = 8h
% -+ 24h
£ - KN

Czas [h]

Rysunek 3.Wzrost C. jejuni z przeciwciatami IgY o st¢zeniu koncowym 0,1 mg/ml dodanymi w czasie
inokulacji (0 h), po 8 h lub 24 godzinach inkubacji; KN — kontrola negatywna nie traktowana przeciwciatami;
CFU (ang. colony forming unit); statystycznie istotne réznice w poréwnaniu do kontroli negatywnej
oznaczono * (p < 0,05) [opracowanie wiasne]

3.2.3. Stezenie 0,05 mg/ml

W przypadku zastosowania najnizszego z badanych st¢zen przeciwciat IgY — 0,05
mg/ml w hodowli ponownie zaobserwowano spadek ilosci zywych bakterii w poréwnaniu
zkontrola negatywng dla kazdego badanego czasu dodania przeciwciat. Efekt byt jednak
stabszy niz w przypadku zastosowania stezen 0,5 mg/ml oraz 0,1 mg/ml. Dla wszystkich
badanych czasow dodania zaobserwowano redukcje wynoszaca 3-4 log (rys. 4).
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Rysunek 4. Wzrost C. jejuni z przeciwciatami IgY o stezeniu koncowym 0,05 mg/ml dodanymi w czasie
inokulacji (0 h), po 8 h lub 24 godzinach inkubacji; KN — kontrola negatywna nie traktowana przeciwciatami;
CFU (ang. colony forming unit); statystycznie istotne roznice w poréwnaniu do kontroli negatywnej
oznaczono * (p < 0,05) [opracowanie wiasne]

4. Dyskusja

4.1. Zastosowanie kurzych przeciwcial IgY

Kurze przeciwciala IgY aktualnie uzywane sg glownie w celu opracowywania
1 wytwarzania testow diagnostycznych ze wzgledu na odmienng budowe od przeciwciat
klasy IgG, ktora warunkuje ich stabilno$¢ oraz brak krzyzowych reakcji z kluczowymi
czynnikami diagnostycznymi takimi jak czynnik reumatoidalny. Ponadto IgY nie wiaza
si¢ do biatek uktadu dopehiacza, fragmentu statego przeciwciat (Fc), biatka A oraz G,
co rowniez utatwia ich uzycie w celach diagnostycznych [9]. Warto podkresli¢ mozli-
woS$¢ zastosowania tych przeciwciat rowniez jako czynnika profilaktycznego i leczniczego,
ktory stosowaé mozna w wielu organizmach. Zastosowanie kurzej immunoglobuliny Y
w zwalczaniu patogendéw bakteryjnych moze by¢ alternatywa dla terapii antybiotyko-
wych, ktérych naduzycia sa problemem globalnym [10]. Istnieje wiele przestanek
potwierdzajacych mozliwos¢ zastosowania przeciwciat IgY do pasywnej immunizacji
przeciw patogenom bakteryjnym. Efektywno$¢ uzycia tych przeciwciat potwierdzono
w wielu badaniach in vitro [11-14] oraz in vivo [12, 15, 16]. Doustne podanie kurzych
przeciwciat IgY w ramach pasywnej immunizacji moze by szczegdlnie efektywne
w zwalczaniu patogendow uktadu pokarmowego. Wysoka stabilnos$¢ tych przeciwciat
z niskim pH oraz zwigkszona odporno$¢ na proteolize w pordwnaniu z przeciwciatami
IgG sprawia, ze sg doskonatym kandydatem do tego typu aplikacji [10].

4.2. Zwalczanie bakterii Campylobacter jejuni przy uzyciu przeciwcial IgY

W przeprowadzonych przez nasz zespdt badaniach wykazano zdolno$¢ przeciwciat
IgY izolowanych z zottek jaj kurzych skierowanych przeciw antygenowi C. jejuni do
zahamowania wzrostu tego patogenu. W 2020 roku bakterie Campylobacter wywotaty
120 946 przypadkéw kampylobakteriozy w Unii Europejskiej [3]. W naszych badaniach
z powodzeniem wyizolowalismy i oczysciliSmy specyficzne przeciwciata IgY skierowane
przeciw patogennemu szczepowi C. jejuni. Wynik badan wskazuje jednoznacznie poten-
cjal uzycia tych przeciwciat do zahamowania wzrostu 1 Zywotnosci odzwierzgcego pa-
togenu Campylobacter jejuni in vitro.
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4.3. Podsumowanie

W kontekscie globalnego problemu jakim jest wzrost antybiotykoodpornosci i nad-
uzywanie terapii antybiotykowych, uzycie kurzych przeciwciat IgY moze by¢ waznym
czynnikiem prewencyjnym oraz leczniczym w przypadku pojawiajacych si¢ zoonoz.
Tlo$¢ przypadkoéw kampylobakteriozy wywotywanej przez bakterie Campylobacter jejuni,
ktora aktualnie jest najczeSciej wystepujaca chorobg odzwierzeca w Unii Europejskiej,
potencjalnie moze zosta¢ zredukowana poprzez nieskomplikowang i nieinwazyjna apli-
kacje kurom przeciwciat IgY z pasza lub woda. Terapia przeciwciatami IgY moze by¢
nowg strategig dazenia do redukcji ilosci bakterii C. jejuni w jelitach kur, co w konse-
kwencji powinno przyczyni¢ si¢ do redukcji wystgpowania przypadkéw kampylobakterioz
u ludzi. Ponadto produkcja i izolacja duzych ilosci wysokiej jakosci i czystosci przeciw-
cial IgY jest ekonomicznie optacalna i powinna zosta¢ rozwazona jako cenne zrodio
efektywnego i bezpiecznego czynnika alternatywnego dla uzycia antybiotykow. Nasze
badania przeprowadzone zostaty jedynie in vitro, kolejne dziatania powinny skupic si¢
na potwierdzeniu wykazanej efektywnosci na modelu zwierzgcym w badaniach in vivo
oraz testach klinicznych.

Uwagi ogolne/Podzi¢kowania

Sktadamy serdeczne podzigkowania pracownikom firmy Immunolab zaangazowanym
W przygotowanie i przeprowadzenie czgséci eksperymentalnej opisywanych doswiadczen,
w szczegolnosci Aleksandrze Kosciuk oraz Karolinie Tarsalewskiej.

Literatura

1. Bolton D.J., Campylobacter virulence and survival factors, Food Microbiology, 48, 2015,
s. 99-108.

2. Mace S., Haddad N., Zagorec M., Tresse O., Influence of measurement and control of
microaerobic gaseous atmospheres in methods for Campylobacter growth studies, Food
Microbiology, 52, 2015, s. 169-176.

3. The European Union One Health 2020 Zoonoses Report. EFSA Journal, 19, 2021.

4. Humphrey T., O'Brien S., Madsen M., Campylobacters as zoonotic pathogens: a food pro-
duction perspective, International Journal of Food Microbiology, 117(3), 2007, s. 237-257.

5. Allos B.M., Campylabacter jejuni Infections: Update on Emerging Issues and Trends,
Clinical Infectious Diseases, 32, 2001, s. 1201-1206.

6. Muller S., Schbert A., Zajac J., Dyck T., Oelkrug C., IgY antibodies in human nutrition for
disease prevention, Nutritional Journal, 14, 2015, nr art. 109.

7. Sudjarwo S.A., Eraiko K., Sudjarwo G.W., Koerniasari, The potency of chicken egg yolk
immunoglobulin (1gY) specific as immunotherapy to Mycobacterium tuberculosis infection,
Journal of Advanced Pharmaceutical Technology and Research, 8(3), 2017, s. 91-96.

8. Yang Y.H., Park D., Yang G., Lee S.H., Bae D.K., Kyung J., Kim D., Choi E.K., Son J.C.,
Hwang S.Y., Kim Y.B., Anti-Helicobacter pylori effects of IgY from egg york of
immunized hens, Laboratory Animal Research, 28(1), 2012, s. 55-60.

9. PereiraE.P.V., van Tilburg M.F., Florean E.O.P.T., Guedes M.I.F., Egg yolk antibodies
(lgY) and their applications in human and veterinary health: A review, International
Immunopharmacology, 73, 2019, s. 293-303.

10. Lee L., Samardzic K., Wallach M., Frumkin L.R., Mochly-Rosen D., Immunoglobulin Y
for Potential Diagnostic and Therapeutic Applications in Infectious Diseases, Frontiers in
Immunology, 12, nr art. 696003, 2021.

25



Paulina Czoska, Renata Glosnicka, Krzysztof Piotr Bielawski, Magda Rybicka

11. Bustos C.P., Leiva C.L., Gambarotta M., Guida N., Chacana P.A., In vitro Inhibitory
Activity of IgY Antibodies Against Salmonella Ser. Newport Isolated from Horses, Journal
of Equine Veterinary Science, 103. nr art. 103657, 2021.

12. Kassim N., Mtenga A.B., Shim W.B., Chung D.H., The in vitro and in vivo efficacy of hen
IgY against Vibrio parahaemolyticus and Vibrio vulnificus, Journal of Microbiology and
Biotechnology, 22(10), 2012, s. 1423-1431.

13. Solhi R., Alebouyeh M., Khafri A., Rezaeifard M., Aminian M., In vitro evaluation of
cross-strain inhibitory effects of IgY polyclonal antibody against H. pylori, Microbial
Pathogenesis, 110, 2017, s. 682-687.

14. Tobias F.L., Garcia L.N., Kanashiro M.M., Medina-Acosta E., Brom-de-Luna J.G., de
Almeida C.M., Azevedo Junior R.R., Lemos M., Vieira-da-Motta O., Growth inhibition of
Staphylococcus aureus and escherichia coli strains by neutralizing 1gY antibodies from
ostrich egg yolk, Brazilian Journal of Microbiology, 43(2), 2012, s. 544-551.

15. Ibrahimel-S.M., Rahman A.K., Isoda R., Umeda K., Van Sa N., Kodama Y., In vitro and
in vivo effectiveness of egg yolk antibody against Candida albicans (anti-CA IgY),
Vaccine, 26 (17), 2008, s. 2073-2080.

16. Li X, LiuH., XuY., XuF.,WangL., Youl, LiS., Jin L., Chicken egg yolk antibody
(IgY) controls Solobacterium moorei under in vitro and in vivo conditions, Applied
Biochemistry and Biotechnology, 168(6), 2012, s. 1448-1458.

Wplyw przeciwcial IgY izolowanych z zéttka jaja kurzego na przezywalno§é
bakterii Campylobacter jejuni

Streszczenie

Kampylobakteriozy to najcze¢sciej wystgpujace zoonozy w Unii Europejskiej od 2005 roku. Wywolywane
sa przez G (-), mikroaerofilne bakterie z rodzaju Campylobacter i sg szeroko rozpowszechnione w $rodowisku.
Stanowig naturalng flor¢ wielu zwierzat, w szczeg6lnosci hodowlanych, z czego dréb stanowi gléwne zrodto
zakazen. Od wielu lat opracowywane sa metody pozwalajace na ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ tych
bakterii oraz redukcje ich ilosci w jelitach kurzych. Pomimo zwigkszania higieny i obostrzen zwigzanych
z chowem i ubojem zwierzat nie odnotowano zmniejszenia ilosci zachorowan. Do tej pory nie opracowano
rowniez skutecznej metody immunizacji. W opisanych badaniach wykazaliSmy, Ze wykorzystanie przeciwciat
IgY izolowanych z z6ltek jaj kurzych moze przyczyni¢ si¢ do zahamowania namnazania i przezywalnos$ci
bakterii Campylobacter jejuni i stanowi¢ alternatywe dla stosowanej antybiotykoterapii bedacej przyczyna
globalnego problemu jakim jest wzrost lekoopornosci bakterii.

Stowa kluczowe: Campylobacter jejuni, kampylobakteriozy, przeciwciata IgY, pasywna immunizacja

Effect of egg yolk IgY antibodies on Campylobacter jejuni growth

Abstract

Campylobacteriosis is the most common zoonotic disease in the European Union since 2005. It is caused by
G (-), microaerophilic bacteria of the genus Campylobacter which is widely distributed in the environment.
This bacterium, is part of the natural flora of many animals, especially farm animals, of which poultry is the
main source of infections. For many years, methods have been developed to limit the spread of these bacteria
and reduce their number in the chicken intestines. Despite increasing hygiene and restrictions related to
farming and slaughterhouses, no reduction in the disease incidence was recorded. So far, no effective method
of immunization has been developed. In the described studies, we have shown that the use of IgY antibodies
isolated from hen egg yolks can contribute to the inhibition of Campylobacter jejuni growth and become an
alternative to antibiotic use which is global issue considering growing antimicrobial resistance.

Keywords: Campylobacter jejuni, campylobacteriosis, IgY antibodies
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Ocena optymalnego czasu wchlaniania blekitu
toluidyny i kurkuminy przez wybrane drobnoustroje —
badania wstepne

1. Wprowadzenie

Stosowanie $§wiatta jako srodka leczniczego miato swoje poczatki juz w starozytnosci
[1]. Informacje na ten temat mozna znalez¢ w opracowaniach medycznych pochodzacych
ze starozytnego Egiptu czy Indii [2], kiedy to niektore choroby skory leczono wiasnie
$wiatlem stonecznym [3]. Na przetomie XVIII i XIX wieku korzystne efekty osiggano
stosujac $wiatlo w leczeniu np. szkorbutu, gruzlicy czy reumatyzmu [2]. Obecnie §wiatlo
czy $wiatlolecznictwo ma powszechne zastosowanie w medycynie [1].

Procesem wykorzystujacym $wiatlo jest terapia fotodynamiczna (PDT, ang. photody-
namic therapy) [3], ktorej poczatki si¢gaja 1900 roku, kiedy to Oscar Raab wykazat, ze
akrydyna w potaczeniu ze §wiatlem zabija pantofelka [2, 3]. Pierwsza terapia fotodyna-
miczna zastosowana u cztowieka miata miejsce w 1904 roku i dotyczyta pacjenta z nowo-
tworem skory [3]. Z kolei, pierwsza antybakteryjna terapi¢ PDT (aPDT, ang. antimicrobial
photodynamic therapy), z zastosowaniem bigkitu toluidyny, przeprowadzono w 1960
roku [3].

Terapia fotodynamiczna opiera si¢ na 3 glownych elementach: $wiatto, fotouczulacz
oraz tlen [2-4]. Jej istota jest niszczenie komorek poprzez reaktywne formy tlenu, ktore
powstaja w wyniku wspotdziatania tych 3 sktadowych elementow. Barwnik, wzbudzony
$wiatlem, reaguje z tlenem co prowadzi do wytworzenia tlenu singletowego i wolnych
rodnikow [4, 5].

PDT ma szerokie zastosowanie w r6znych dziedzinach medycyny [6, 7]. Moze by¢
wykorzystywana m.in. w terapii zmian nowotworowych, okulistyce, neonatologii, gastro-
enterologii, kardiologii, neurologii, dermatologii czy stomatologii [6-8]. Jest to tez dobra
alternatywa w leczeniu niektorych zakazen, rowniez tych przebiegajacych z wytworzeniem
struktur biofilmu, wywotanych zaréwno przez bakterie, grzyby, ale takze przez wirusy
czy pasozyty [6-8]. Jest to szczegdlnie cenne w dobie narastajacej lekoopornosci drobno-
ustrojow [7]. Warto zaznaczy¢, ze PDT moze sta¢ sie skuteczng opcja leczenia przy braku
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efektow terapii miejscowe;j i braku mozliwosci zastosowania leczenia ogélnoustrojowego
[9].

Istotnym elementem PDT jest fotouczulacz [6]. Powinien on charakteryzowaé si¢
selektywnoscig w stosunku do komorek czy tkanek, wybiorcza kumulacja w miejscu do-
celowym, brakiem toksycznosci w odniesieniu do zdrowych tkanek, znanym i trwatym
sktadem. Dodatkowo powinien by¢ tani, tatwy w pozyskaniu i szeroko dostepny [8-10].
Gloéwne grupy fotouczulaczy to fenotiazyny, ftalocyjaniny, pochodne hematoporfiny
(porfiryny i chloryny), cyjaniny, pochodne psoralenu oraz barwniki akrydynowe [8, 11].

Jednym z najczgéciej stosowanych fotouczulaczy jest bigkit toluidyny (TBO, ang.
toluidyne blue orto) [12, 13]. Jest to syntetyczny, niebieski, kationowy barwnik z grupy
fenotiazyn [8, 10, 12], ze szczytem absorpcji 630 nm [13]. TBO jest hydrofilowy, ma
malg czasteczke i dobrg rozpuszczalnosé w wodzie [12, 13]. Nie posiada zapachu ani
smaku [13]. Kurkumina i ryboflawina natomiast to fotouczulacze naturalne [10]. Kur-
kumina jest hydrofobowa i wystepuje w ktaczach kurkumy [10]. To polifenol o dobre;j
rozpuszczalnosci w thuszczach [14] z zakresem absorpcji 300-500 nm [14]. Ryboflawina,
czyli witamina By, to fotouczulacz hydrofilowy [14]. Maksymalny zakres absorpcji w jej
przypadku wynosi 365-445 nm [15].

Skutecznos$¢ terapii fotodynamicznej w istotny sposob uzalezniona jest od czasu
wchianiania fotouczulaczy przez drobnoustroje i jest to jednocze$nie najmniej przebadany
etap algorytmu postepowania aPDT [12]. W pracy oceniono optymalny czas inkubacji
potrzebny do wchtaniania poszczegolnych fotouczulaczy — bigkitu toluidyny orto oraz
kurkuminy z ryboflawing — przez wybrane szczepy Wzorcowe.

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes oraz Candida albicans to istotne
czynniki etiologiczne przede wszystkim zakazen skory i tkanek migkkich [16, 17]. Sg to
jednoczes$nie istotne czynniki sprawcze zakazen dotyczacych jamy ustne;j i gardta [18- 20].

S. aureus to ziarniak Gram-dodatni, czgsto kolonizujacy przedsionek nosa, a takze
skore, gtoéwnie w miejscach wilgotnych [21]. Jest jednoczesnie jednym z najczestszych
czynnikéw etiologicznych zakazen o zrdéznicowanym obrazie klinicznym wystepujacych
u ludzi na catym $wiecie [22]. S. pyogenes moze bytowa¢ na btonach Sluzowych gormych
drog oddechowych, zarowno u dzieci, jak i 0sob dorostych [21]. Moze powodowac infekcje
miejscowe, glownie skory i gardla, ale takze zagrazajace zyciu infekcje ogolnoustrojowe
[21, 23]. Grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida to komensale kolonizujace glownie
jamg¢ ustng, jelita, pochwe i skore [24, 25]. Nie wywoluja zakazen u osoéb zdrowych,
stanowig jednak zagrozenie w przypadku ostabionego uktadu odpornosciowego czy dtu-
gotrwatej hospitalizacji [25]. Sposrdd nich, Candida albicans jest najczestszym czynni-
kiem sprawczym zaréwno zakazen powierzchniowych, jak i ogblnoustrojowych [24].

W ostatnich latach zwraca si¢ szczeg6lng uwage na interakcje jakie zachodza pomiedzy
mikroorganizmami, skupiajac si¢ w gldwnej mierze na wzajemnych oddzialywaniach
pomiedzy bakteriami i grzybami [26, 27]. S. aureus i C. albicans czesto ,,wspotdziataja”
razem w chorobach jamy ustnej, np. w zapaleniu przyzgbia czy zakazeniach zwigzanych
ze stosowaniem protez zegbowych [27].

Celem pracy byla ocena czasu wchtaniania wybranych fotouczulaczy przez szczepy
wzorcowe S. aureus, S. pyogenes i C. albicans.
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2. Material

Badania przeprowadzono na szczepach wzorcowych pochodzacych z Amerykanskiej
Kolekcji Kultur Typowych (ATCC, ang. American Type Culture Collection): S. aureus
(ATCC 6538), S. pyogenes (ATCC 19615) oraz C. albicans (ATCC 90028).

Do badan wybrano 2 fotouczulacze, preparaty handlowe dopuszczone do stosowania
klinicznego w stomatologii: biekit toluidyny orto oraz kurkuming z ryboflawing (CMS
Dental).

3. Metody

3.1. Przechowywanie szczepéw

Szczepy przechowywano w ptynnym podiozu tryptozowo-sojowym (BioMaxima
S.A. Lublin) z dodatkiem 15% glicerolu w glebokim zamrozeniu (-80°C). Kazdy szczep
zamrazano w kilku powtorzeniach.

3.2. Hodowla szczepow

Przed kazdym cyklem doswiadczalnym szczepy namnazano w odpowiednich dla
nich warunkach. S. aureus hodowano na agarze tryptozowo-sojowym (BioMaxima S.A.
Lublin) — 37°C, 24 godz., w $rodowisku tlenowym, S. pyogenes na podtozu Columbia
Agar (Biomerieux) — 37°C, 48 h, w warunkach podwyzszonego poziomu CO,, a C.
albicans na podtozu Sabouraud Dextrose Agar (BioMaxima S.A. Lublin) — 37°C, 24 h,
w warunkach tlenowych.

3.3. Ocena wchlaniania fotouczulaczy

Do oceny absorpcji fotouczulaczy zastosowano metode obserwacji mikroskopowej
w czasie rzeczywistym. Ze §wiezej hodowli analizowanych szczepéw przygotowywano
zawiesing o gestosci 1 w skali McFarlanda (0,9% NaCl). Tak przygotowang zawiesing
(100 ul) nanoszono na szkietko podstawowe, dodawano fotouczulacz (10 ul), doktadnie
mieszano, przykrywano szkietkiem nakrywkowym a nastg¢pnie analizowano i dokumen-
towano z zastosowaniem mikroskopu swietlnego Nikon Eclipse 801 (powigkszenie 600x).
Dokumentacje fotograficzng wykonywano co 30 sekund przez 10 min. Ocena absorpcji
fotouczulaczy przeprowadzana byta przez jednego obserwatora.

4. Wyniki

Wchtanianie orto TBO oraz kurkuminy z ryboflawing przez S. aureus (ATCC 6538)
przedstawiono odpowiednio na rysunkach 1 i 2.
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7 minut 10 minut

Rysunek 1. Wchtanianie orto TBO przez szczep wzorcowy S. aureus [opracowanie wiasne]
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30 sekund 1 minuta

3 minu 5 minut

7 minut 10 minut

Rysunek 2. Wchtanianie kurkuminy z ryboflawing przez szczep wzorcowy S. aureus [opracowanie wiasne)]

Wechtanianie orto TBO oraz kurkuminy z ryboflawing przez S. pyogenes (ATCC
19615) przedstawiono odpowiednio na rysunkach 3 i 4.
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30 sekund 1 minuta

5 minut

7 minut 10 minut

Rysunek 3. Wchtanianie orto TBO przez szczep wzorcowy S. pyogenes [opracowanie wiasne)
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30 sekund 1 minuta

3 minuty 5 minut

7 minut 10 minut

Rysunek 4. Wchtanianie kurkuminy z ryboflawing przez szczep wzorcowy S. pyogenes [opracowanie wiasne]

Wechtanianie orto TBO oraz kurkuminy z ryboflawing przez C. albicans (ATCC
90028) przedstawiono odpowiednio na rysunkach 5 i 6.
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30 sekund 1 minuta

3 minu 5 minut

7 minut 10 minut

Rysunek 5. Wchtanianie orto TBO przez szczep wzorcowy C. albicans [opracowanie wiasne]
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30 sekund ' 1 minuta

3 minuty ' 5 minut

7 minut 10 minut

Rysunek 6. Wchtanianie kurkuminy z ryboflawing przez szczep wzorcowy C. albicans [opracowanie wiasne]

Poréwnanie szybkosci wchtaniania fotouczulaczy przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Poréwnanie czasu i intensywnos$ci wchlaniania orto TBO i kurkuminy z ryboflawing przez szczepy
wzorcowe drobnoustrojow

gatunek orto TBO kurkumina z ryboflawing
S. aureus wechtaniajg barwnik od pierwszej wechtaniajg barwnik od pierwszej minuty;
minuty; od 3 minuty na skalg peltnej komorki pogrupowane; z czasem delikatnie
niebieskosci; nie traca barwnika ciemniejg
S. pyogenes niebieskie od poczatku; w ciagu 10 lekkie wchfanianie barwnika od pierwszej

minut stopniowo wchlaniaja barwnik | minuty; komorki pogrupowane; po 5 minutach
wechlanianie barwnika jest bardziej intensywne;
po 9 minutach wigkszo$¢ komorek jest
zabarwiona

C. albicans od 3-4 minuty pojedyncze komorki stabe wchtanianie barwnika
wchlaniajg barwnik

Zrodlo: opracowanie whasne
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5. Dyskusja

Terapia fotodynamiczna to nieinwazyjny rodzaj terapii prowadzacy do nieodwra-
calnego uszkodzenia komorek docelowych. Jest potencjalng metodg terapii nowotworow
czy leczenia wybranych zakazen wywotywanych przez drobnoustroje, np. bakterie czy
grzyby [12]. Skutecznos¢ PDT a takze mozliwos¢ réwnoczesnego stosowania innych
metod terapeutycznych powoduja, ze PDT ma obecnie szerokie zastosowanie w réznych
dziedzinach medycyny [6, 7, 28].

Stosowany fotouczulacz, jak i jego optymalny czas inkubacji, niezbedny do wchta-
niania przez drobnoustroje, wydaja si¢ kluczowe dla skutecznosci aPDT. Jak juz zaznaczono
wczesniej jest to najmniej przebadany etap antybakteryjnej terapii fotodynamicznej [12].

Do badan wybrano szczepy wzorcowe bakterii, jak i grzyba drozdzopodobnego.
Zarowno S. aureus, S. pyogenes, jak i C. albicans mogg bytowa¢ w wybranych miejscach
organizmu cztowieka i jednoczesnie moga by¢ czynnikiem sprawczym zakazen o r6z-
nym obrazie klinicznym [21-25].

Ocena mikroskopowa wykazata lepsze wchianianie fotouczulaczy przez bakterie niz
C. albicans. Mniejsza skuteczno$¢ catego procesu PDT w odniesieniu do grzybéw moze
wynikac¢ z réznic w wielkosci komorek grzybiczej i bakteryjnej. Inna budowa komorki
grzyba, szczeg6lnie $ciany komorkowej, moze stanowi¢ dodatkowa barier¢ dla foto-
uczulaczy [29]. S. aureus wchianial orto TBO praktycznie od pierwszej minuty. Od
3 minuty wszystkie komorki wykazywaty niebieski, intensywny kolor. Warto zaznaczy¢,
ze nie wykazano utraty barwnika przez caly okres mikroskopowania. Podobnie byto
z kurkuming. Komorki roéwniez byty zabarwione od pierwszych chwil mikroskopowania,
z czasem barwa byla bardziej intensywna. Zaobserwowano pogrupowanie w wicksze
skupiska komorek S. aureus pod wptywem kurkuminy z ryboflawing. Wchtanianie orto
TBO przez S. pyogenes nie byto tak nasilone jak w przypadku S. aureus, ale tez zaczy-
nato si¢ od pierwszych chwil inkubacji z barwnikiem. Wykazano stopniowe wchtanianie
TBO przez caly okres obserwacji. Stopniowe wchtanianie wykazano tez w przypadku
kurkuminy z ryboflawing. Komorki wchianiaja barwnik od poczatku, ale po 5 minutach
wchianianie jest bardziej intensywne a dopiero po 9 minutach wigkszo$¢ komorek pacior-
kowca zostata zabarwiona. Podobnie jak w przypadku S. aureus wykazano pogrupowanie
komorek. W przypadku C. albicans stwierdzono, ze dopiero od 3-4 minuty pojedyncze
komorki byly zabarwione. Wigkszo§¢ wchtoneta barwnik okoto 7 minuty. Wchtanianie
kurkuminy z ryboflawing byto bardzo stabe. Komoérki nie zmienialy intensywnosci
zabarwienia prawie przez caty okres mikroskopowania.

Shein i wsp. oceniajac skuteczno$¢ PDT z zastosowaniem TBO w odniesieniu do
wyizolowanych z zakazen oka Staphylococcus epidermidis i S. aureus stosowali 20 mi-
nutowy okres inkubacji fotouczulacza z komoérkami gronkowcow [30]. Inny zespot ba-
dawczy, analizujgcy efektywnos¢ terapii fotodynamicznej w inaktywacji biofilmu S. epider-
midis i S. aureus zastosowat 30 minutowy okres inkubacji TBO [31]. 30-minutowy okres
inkubacji gronkowca ztocistego z kurkuming o réznym stezeniu zastosowat takze zespot
Yuan i wsp. [32].

Soria-Lozano i wsp. porownywali skuteczno$¢ fotoinaktywacji drobnoustrojow
prochnicotworezych: Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis oraz C. albicans pod
wplywem trzech fotouczulaczy (bigkit metylenowy, r6z bengalski, kurkumina) [33].
Autorzy pracy zastosowali rozny czas ich inkubacji z drobnoustrojami: <1 minuta,
1 godzinai 3 godziny. W przypadku bigkitu metylenowego i r6zu bengalskiego wykazano,
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ze wydhuzony okres inkubacji (np. 1 godzina) zmniejszat stezenie fotouczulacza nie-
zbedne do redukc;ji liczebnosci paciorkowcoéw w poréwnaniu do krotszego czasu inkubacji
(<1 minuta). W przypadku kurkuminy taki efekt zaobserwowano tylko w odniesieniu do
S. sanguis [33].

Badania przeprowadzone przez Wiench i wsp. [12] wykazaly duze réznice w opty-
malnym czasie wchtaniania btekitu toluidyny przez wybrane gatunki grzyboéw z rodzaju
Candida. Najwyzszy odsetek komorek zabarwionych zaobserwowano po 7 i 10 minutach
wchlaniania barwnika. W przypadku wiekszos$ci szczepow autorzy wykazali stopniowa
jego utrate z cytoplazmy komorek po 5 1 10 minutach inkubacji z barwnikiem [12]. Wyka-
zano rowniez, ze szczep Candida glabrata ulegat agregacji w duze struktury, co miato
uchroni¢ komoérke przed wnikaniem barwnika. Struktury te pojawialy si¢ w okresie
3-5 minut od dodania TBO. Autorzy nie zaobserwowali podobnych mechanizméw ochron-
nych w przypadku innych grzybow z rodzaju Candida [12].

Kolejny zespdt badawczy przy ocenie wplywu czasu inkubacji kurkuminy na sku-
tecznos¢ PDT w odniesieniu do grzybow drozdzopodobnych (C. albicans, C. glabrata,
Candida dubliniensis) stosowat inny okres inkubacji dla formy planktonowej grzybow
i tych w utworzonej strukturze biofilmu. Komorki planktonowe inkubowano przez
1 minute, 5, 10 i 20 minut. Z kolei, komoérki w strukturze biofilmu poddawano dziataniu
kurkuminy przez 5 i 20 minut. Kurkumina stosowana byta w stezeniu 5, 10 i 20 uM
w odniesieniu do formy planktonowej grzyboéw i 20, 30 oraz 40 uM w odniesieniu do
biofilmu. Autorzy nie wykazali istotnych statystycznie r6znic w fotoinaktywacji wybranych
grzybdw w zaleznosci od czasu inkubacji z kurkuming. W przypadku kurkuminy o naj-
wyzszym stgzeniu (20 uM) wykazano catkowitg inaktywacje grzybow zaréwno po 35,
10, jak i 20 minutach inkubacji. Dodatkowo w przypadku C. albicans i C. glabrata po
inkubacji przez okres 1 minuty z kurkuming o stezeniu 20 pM wykazano prawie 90%
fotoinaktywacje. PDT z kurkuming byta rowniez skuteczna wobec grzybow w strukturze
biofilmu. Najwyzsze, 94% zmniejszenie zywotnosci komorek wykazano dla C. albicans.
Dla C. glabrata i C. dubliniensis procent ten wynosit odpowiednio 89% i 85%. Warto
zaznaczy¢, ze w przypadku biofilmu 20 minutowy okres inkubacji z kurkuming o steze-
niu 40 uM skutkowat najwigkszym zmniejszeniem zywotnosci komorek [29].

6. Podsumowanie

Na skuteczno$¢ catego procesu aPDT wplywa wiele czynnikow, m.in. rodzaj zasto-
sowanego fotouczulacza, jego stezenie czy optymalny czas inkubacji niezbedny do wchta-
niania barwnika przez komoérki drobnoustroju. Dodatkowo istotny jest rowniez rodzaj
zastosowanego lasera i ustawien jego parametrow [34, 12]. Zmienne parametry calego
procesu aPDT moga by¢ przyczyng uzyskania rozbieznych wynikdéw dotyczacych efek-
tywnosci aPDT [34]. Optymalny czas inkubacji niezbedny do wchianiania barwnika przez
drobnoustroje moze by¢ uzalezniony od rodzaju fotouczulacza [29].
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Ocena optymalnego czasu wchlaniania blekitu toluidyny i kurkuminy przez
wybrane drobnoustroje — badania wstepne

Streszczenie

Antybakteryjna terapia fotodynamiczna (aPDT) moze stanowi¢ alternatywe lub wspomagajaca metode
leczenia zakazen dotyczacych skory i/lub blon §luzowych. Ma ogromne zastosowanie m.in. w dermatologii
czy stomatologii. Jej skutecznos¢ w istotny sposob uzalezniona jest od czasu wchtaniania fotouczulaczy (PS)
przez drobnoustroje i jest to jednoczes$nie najmniej przebadany etap algorytmu postgpowania aPDT.

W pracy oceniono czas inkubacji potrzebny do wchlaniania poszczegolnych fotouczulaczy przez wzorcowe
szczepy Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes i Candida albicans. Do badan wybrano preparaty
handlowe dopuszczone do stosowania klinicznego w stomatologii: bigkit toluidyny orto (TBO) oraz kurku-
min¢ z ryboflawing.

Do oceny absorpcji PS zastosowano metode obserwacji mikroskopowej w czasie rzeczywistym. Materiat
analizowano z wykorzystaniem mikroskopu $wietlnego Nikon Eclipse 80i (powigkszenie 600x). Dokumentacje
fotograficzng wykonywano co 30 sekund przez 10 min. Ocena absorpcji fotouczulaczy przeprowadzana byta
przez jednego obserwatora.

Stwierdzono duze rdznice w czasie wchtaniania fotouczulaczy przez wybrane drobnoustroje. Najkrotszy czas
wchtaniania zarowno TBO, jak i kurkuminy z ryboflawing wykazano dla S. aureus, najdtuzszy dla C. albicans.
Stowa kluczowe: terapia fotodynamiczna, TBO, kurkumina, mikroorganizmy

Assessment of optimal uptake time for toluidine blue and curcumin by selected
microorganisms — preliminary studies

Abstract

Antibacterial photodynamic therapy (aPDT) may be an alternative or supportive treatment for infections
affecting the skin and/or mucous membranes. Among others, it is widely used in dermatology or dentistry.
Its effectiveness largely depends on the time of uptake of photosensitizers (PS) by microorganisms, with this
factor also being the least studied element of the aPDT algorithm.

As part of the research, the incubation time needed for the absorption of individual photosensitizers by
standard strains of Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes and Candida albicans was evaluated.
The study was conducted using agents approved for clinical use in dentistry — toluidine blue ortho (TBO)
and curcumin with riboflavin.

To assess PS uptake, real-time microscopic observation was used. The material was analyzed using a Nikon
Eclipse 80i light microscope (600x magnification). Photographic documentation was made every 30 seconds
for 10 minutes. The absorption of photosensitizers was assessed by one observer.

Large differences in the uptake times of photosensitizers by selected microorganisms have been observed.
The shortest uptake time of both TBO and curcumin and riboflavin was ound for S. aureus, while the longest
for C. albicans.

Keywords: photodynamic therapy, TBO, curcumin, microorganism
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Wplyw fermentacji mlekowej na przebieg procesu
technologicznego i wybrane wyrozniki jakosciowe piwa

1. Wprowadzenie

Od kilku lat w Polsce obserwuje si¢ znaczacy rozwoj przemystu piwowarskiego nie
tylko na poziomie browaréw komercyjnych, ale przede wszystkim browarow rzemiesl-
niczych, restauracyjnych oraz kontraktowych. Wynikiem tych zmian jest tzw. piwna
rewolucja, czyli wzrost znaczenia na rynku piw rzemieslniczych oraz ciagte rozszerzanie
oferty browarow o nowe style piwne nieprodukowanych jak dotad na skale masowg
w Polsce. Jednym z najpopularniejszych stylow piwa w XXI wieku byt lager. Obecnie
obserwuje si¢ znaczacy spadek spozycia piw tego stylu na rzecz stylow kraftowych.
Wysycenie rynku popularnymi dotychczas stylami spowodowato wytworzenie niszy dla
stylow mniej popularnych ukierunkowanych przede wszystkim na poszukujacych nowych
smakow klientow. Stad wynika tworzenie nowych wariacji oraz odtwarzanie juz trady-
cyjnych receptur piw, z czym wiaze si¢ wzrost popularnosci piw kwasnych.

Piwa kwasne uwazane sg za jedne z najstarszych stylow piw komercyjnych. Pierwotnie
prawdopodobnie wszystkie piwa byly poddane zakwaszeniu spontanicznemu do czasu,
az cztowiek nie nauczyt si¢ przedtuzac ich trwatosci. Skutkiem tego byto dodawanie do
brzeczki chmielu znanego z wlasciwosci przeciwbakteryjnych, a powodujacego przedhu-
zenie $wiezoSci piwa. Tradycyjnie zakwaszana spontanicznie brzeczka poddawana byta
dhugotrwatej, nawet Kilkuletniej fermentacji i dojrzewaniu. W piwach otrzymywanych
podczas fermentacji spontanicznej dominujg szczepy bakterii kwasu mlekowego, takie
jak Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii, kwasu octo-
wego, takie jak Acetobacter aceti czy Acetobacter liquefaciens oraz drozdze Brettanomyces.
Rosnaca popularnos¢ piw kwasnych jest czynnikiem sprzyjajagcym tworzeniu nowych
rozwigzan kontrolowanej fermentacji w celu szybkiego zakwaszenia brzeczki i uzyska-
nia produktu koncowego o znormalizowanej jako$ci. Opracowane zatem zostaty metody
takie jak zakwaszanie brzeczki w kotle, bezposrednie zakwaszanie kwasem mlekowym,
czy zakwaszanie wynikajace z kofermentacji drozdzy i bakterii kwasu mlekowego.
W komercyjnym piwowarstwie obecno$¢ bakterii kwaszacych uznawana jest za wadg
powodujaca psucie si¢ piwa, wptywajac niekorzystnie na trwato$¢ oraz cechy organo-
leptyczne. Jednakze w stylach tradycyjnych piw takich jak: lambic, berliner weisse, czy
gueuze obecno$¢ bakterii lub kwasny profil smakowy wytwarzany przez nie, jest
determinantg do uznania ich za piwa kwasne. Dzigki réznorodnosci szczepoéw bakterii
oraz drozdzy, jak rowniez metod zakwaszania, otrzymywane sg piwa o wielowymia-
rowym i ztozonym profilu. Powyzsze czynniki wptywaja rowniez na jako$¢ koncowego
produktu i ich finalny odbior przez konsumentéw. Obecnos$¢ mikroorganizmow kwasza-
cych jest kluczowa w ksztaltowaniu smaku, aromatu oraz przede wszystkim wlasciwosci
prozdrowotnych. Przez to piwa kwasne moga by¢ uznawane za zywnos$¢ prozdrowotng

1 fsylWia.rZ&ld@up.Iublin.pl, Katedra Technologii Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego, Wydziat Nauk
0 Zywnosci i Biotechnologii, Uniwerstet Przyrodniczny w Lublinie, up.lublin.pl.
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laczac w sobie korzys$ci probiotyczne wynikajgce z fermentacji przy udziale bakterii kwasu
mlekowego oraz wlasciwos$ci antyoksydacyjne, dzigki zawartosci zwigzkoéw przeciw-
utleniajacych pochodzacych ze stodu.

W zwigzku z powyzszym zbadano wplyw fermentacji mlekowej brzeczki na
przebieg procesu fermentacji alkoholowej przy uzyciu roznych szczepéw bakterii oraz
drozdzy. Okreslono réwniez wplyw fermentacji mlekowej na wybrane wyrdzniki
jakosciowe piwa.

2. Bakterie kwasu mlekowego w technologii piwa

W tradycyjnym piwowarstwie obecno$¢ LAB (bakterie kwasu mlekowego) jest
uwazana za wad¢ powodujgcg psucie si¢ piwa i niekorzystne zmiany organoleptyczne
[1]. Jednakze w produkcji piw kwasnych stylow tj. lambic, Berliner Weisse, czy gueuze
sa kluczowym dodatkiem ksztaltujacym smak, aromat oraz wlasciwosci prozdrowotne
[2]. Roznorodnos¢ szczepéw oraz metod zakwaszania determinuje ztozono$¢ profili
smakowych oraz jako$¢ produktu koncowego [3].

Bakterie kwasu mlekowego to pateczki Gram-dodatnie, sposrod ktorych najwigksze
znaczenie w technologii piwa kwasnego majg Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
brevis oraz Lactobacillus delbruecki [4]. Klasyfikuje si¢ je przede wszystkim ze
wzgledu na metabolizm, czyli na homofermentatywne, ktore przetwarzaja cukry do
kwasu mlekowego oraz na heterofermenatywne, ktére oprocz kwasu mlekowego
produkuja rowniez etanol, kwas octowy, dwutlenek wegla [5]. Ponadto zdolno$¢ LAB
do wytwarzania bakteriocyn wykorzystano w produkcji stodu jako dziatanie
przeciwgrzybicze oraz hamujace wytwarzanie mikotoksyn [2, 6]. LAB, do wzrostu
wykorzystuja weglowodany proste zawarte w brzeczce, z czego wigkszo$¢ z nich
preferuje glukoze. Konwersja innych cukrowcoéw tj. maltoza czy fruktoza nastepuje
dopiero po wyczerpaniu zapasu glukozy [7]. Zawarte w brzeczce mineraly, takie jak
magnez czy potas oraz peptydy i wolne aminokwasy, dziataja stymulujaco na wzrost
bakterii [8]. LAB sg klasyfikowane jako wzgledne beztlenowce, totez najaktywniejszy
wzrost obserwuje si¢ w brzeczce nienatlenionej [4]. Szczepy z gatunku Lactobacillus sg
chetnie uzywane do produkcji piw kwasnych ze wzgledu na szybkos$¢ i wydajnosé
produkcji kwasu mlekowego oraz efektywnego obnizania pH brzeczki do ok. 3,1-3,2,
bez wytwarzania zwigzkow aromatycznych, co skutkuje uzyskaniem ,.czystego”
kwasnego smaku [2, 9].

W nowoczesnym browarnictwie wyzwaniem jest utrzymanie zywotnosci bakterii w
brzeczce gotowanej z chmielem ze wzgledu na zawarto$¢ izo-a-kwasow, ktdre hamuja
wzrost bakterii gram-dodatnich. Dowiedziono, iz kofermentacja drozdzy Sacchromyces
cereviae wraz z Lactobacillus paracasei zwigksza stabilno$¢ i szanse na przezycie
bakterii w chmielonej brzeczce, przy jednoczesnym wytwarzaniu kwasu mlekowego
przez bakterie oraz etanolu przez drozdze [10]. Poszczegdlne szczepy LAB wykazujg
r67ng tolerancje na chmiel. Dowiedziono, iz geny HorA 1 HorC zwigkszaja odpormosé
L. brevis na izo-a-kwasy, co jest cechg wyrdzniajgca ten szczep sposrod innych LAB
[11]. L. brevis nalezy do szczepow obligatoryjnie heterofermentatywnych, czyli oprocz
kwasu mlekowego moze wytwarza¢ rowniez kwas octowy, etanol oraz CO2. Moze by¢
on uzywany do produkcji piwa kwasnego, jednak wigkszo$¢ doniesien literaturowych
kategoryzuje go do grupy bakterii powodujacych psucie sie piwa [12, 13]. Jak dowodzg
badania, L. brevis jest jednym z najbardziej odpornych na czynniki stresowe, szczepow
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LAB. Obecnos$¢ izo-a-kwasdéw nie hamuje jego wzrostu, tak jak dzieje si¢ to w przy-
padku L. plantarum. Ponadto na jego wzrost nie wptywa obecno$¢ etanolu, czy niskie
pH [14]. Co wiecej, wykazano, iz w warunkach niekorzystnych, L. brevis nie wytwarza
siarczku dimetylu, ktorego obecno$¢ w piwie uwazana jest za wade [15]. Dowiedziono,
iz odpornos¢ L. brevis na czynniki wielostresowe ma zwigzek z obecnoscig gendow hitA,
horA i horC [11].

W niektorych piwach kwasnych fermentowanych spontanicznie tj. Lambic czy
american coolship ale, obserwuje si¢ obecnos$¢ szczepu Pediococcus damnosus, ktory
wyrdznia si¢ wysoka tolerancja na chmiel oraz zdolno$cia do obnizania pH brzeczki
ponizej 3, wykazujac wzrost w niskim pH [16]. Ze wzglgdu na wytwarzanie diacetylu,
ktory odpowiada za niekorzystny aromat piwa, nie jest powszechnie uzywany w kontrolo-
wanej fermentacji piw kwasnych [17]. Ponadto wykazuje zdolno$¢ do produkcji egzpo-
lisacharydow zwigkszajacych lepko$¢ piwa, co przektada si¢ na pozniejsze problemy
z filtracjg oraz wptywa negatywnie na teksture piwa [18, 19].

Dowiedziono, iz L. plantarum jest elastyczny pod wzgledem dostosowywania si¢ do
srodowiska i warunkow tam panujacych, modyfikujac swoj metabolizm komoérkowy [20].
Dzigki ekspresji genow oraz dostosowywaniu sktadu lipidoéw w btonie komoérkowej, L.
planatrum uodparnia si¢ na stres, mogac przetrwa¢ w $rodowisku 0 zwarto$ci etanolu
powyzej 9% [21, 22].

Lactobacillus plantarum, sposréd wszystkich LAB, jest uwazany za najsilniejszy
inhibitor wzrostu plesni i drozdzy niekorzystnych w produkcji piwa. Dzigki swojej zdol-
nosci do obnizania pH poprzez produkcje kwasu mlekowego, octowego, nadtlenku wodoru
czy bakteriocyn, skutecznie hamuje rozwdj grzybow, co przeklada si¢ na przedtuzenie
trwatosci produktu koncowego [23]. Dowiedziono, iz L. planatrum ma zdolno$¢ do
wzglednie szybkiego obnizania pH i do wytwarzania duzej ilosci kwasu mlekowego
w poréownaniu do innych szczepéw LAB, jednak nie wykazuje odpornosci na izo-
a-kwasy i inne warunku stresowe [14].

3. Sposoby zakwaszania piw

Pierwotng metoda zakwaszania piwa byta fermentacja spontaniczna, w ktorej naste-
powata kooperacja wielu rodzajow drobnoustrojow, a w trakcie fermentacji nastepowata
naprzemienna sukcesja bakterii oraz drozdzy [24]. Wigzalo si¢ to z nieoczekiwanymi
rezultatami, niejednorodna jako$cia koncowa produktu i trudnoscig w ujednoliceniu pro-
cesu. Z tego powodu wraz z rozwojem technologii zaczgto poszukiwac nowych i bardziej
optymalnych sposob zakwaszania piw [19]. Jednym z najpopularniejszych sposoboéw
w dzisiejszych czasach jest zakwaszanie w kotle, dajace mozliwos¢ doboru odpowiednich
warunkow fermentacji, dzigki czemu w efekcie uzyskuje si¢ piwo 0 znormalizowanej
jakosci [25].

3.1. Zakwaszanie pierwotne przy uzyciu szczepow dzikich

W przypadku piw kwasnych warzonych metodg tradycyjna wykorzystuje si¢ proces
fermentacji spontanicznej, gdzie zaszczepienie mikroorganizmami zachodzi podczas
ekspozycji brzeczki w otwartej przestrzeni. Beczki sg wystawiane na zaszczepienie w mie-
sigcach zimowych, co umozliwia szybkie schtodzenie brzeczki i zapobiega zakazeniu
niepozadanymi mikroorganizmami. Ta eskpozycja pozwala na zaszczepienie mikroorga-
nizmami obecnymi w powietrzu w browarze [24, 26]. W przypadku bardziej nowoczesnych
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browardéw beczki wraz z brzeczka wstawiane sg do specjalnych chtodni, co pozwala na
szybkie jej schtodzenie i produkcje piwa przez caty rok [27]. Podczas szczepienia spon-
tanicznego zachodzi proces fermentacji mieszanej, gdzie szczepy drozdzy dzikich i bakterii
wspotpracuja ze soba, skutkujac w uzyskanie niepowtarzalnego aromatu i profilu smako-
wego piwa. W przeciwienstwie do piw warzonych z uzyciem kultur czystych, piwa
kwasne uzyskane w fermentacji spontanicznej charakteryzuja si¢ nie tylko r6znorod-
noscig mikrobiologiczna, ale i unikalnym przekrojem aromatycznym [28]. Dodatkowo
w stylach tj. lambic, czy gueuze, bakterie LAB mogg by¢ ekstrahowane z drewnianych
beczek, w ktorych zachodzi dojrzewanie nawet przez kilka lat [29]. Dowiedziono, iz
spontaniczna ekstrakcja mikroorganizméw zachodzi sukcesywnie w czterech etapach.
Pierwsza faza trwajaca od tygodnia do miesigca obejmuje rozwoj chorobotwoérczych
pateczek tj. Escherichia coli, czy Klebsiella pneumoniae, bakterii kwasu octowego oraz
drozdzy innych niz Saccharomyces spp. [19]. Nastepnie do konca 4 miesigca fermentacja
zdominowana zostaje przez drozdze Saccharomyces oraz Brettanomyces. W kolejnych
miesigcach fermentacji przoduja bakterie kwaszace LAB oraz AAB (bakterie kwasu
octowego), produkujace w przewazajacej czgsci kwas mlekowy oraz octowy. Charakte-
rystycznym jest to, iz fermentacja alkoholowa zachodzi réwnoczes$nie z fermentacja
mlekowg [26]. Od 6smego miesigca nastepuje kofermentacja oraz dojrzewanie z udziatem
bakterii LAB, AAB oraz drozdzy Brettanomyces oraz Saccharomyces [28, 30]. Dowie-
dziono, iz dwuletnia fermentacja piwa Lambic owocuje w uzyskanie ok. 400 szczepow
bakteryjnych i ok. 1700 szczepow drozdzy [30].

3.2. Zakwaszanie w kotle

Zakwaszanie w kotle (fast kettle souring) jest metodg pozwalajaca na szybkie uzyskanie
wymaganej kwasowosci przy jednoczesnym osiagnieciu pozadanej goryczki z chmielu.
Zakwaszanie tym sposobem uzywane jest przy produkcji piw stylow takich jak Berliner
Weife oraz gose [31]. Istotg tej metody jest dodanie bakterii do niechmielonej brzeczki
schlodzonej do temperatury optymalnej dla rozwoju LAB w czasie, gdy brzeczka dalej
znajduje si¢ w kotle warzelnym. Nastgpnie brzeczke pozostawia si¢ na okreslony czas
fermentacji (24-48 godziny lub dtuzej) az do osiagniecia pH 3-3,7. Po uzyskaniu odpo-
wiedniego poziomu pH, brzeczke gotuje si¢ wraz z chmielem w ilosci odpowiedniej
do otrzymania nalezytej goryczki [19, 25]. Zywotno$é LAB nie pozostaje dtuzej deter-
minanta do dobrania odpowiedniej ilosci chmielu oraz a-kwasow, ze wzgledu na ich
wczesniejszg inaktywacje w procesie drugiego gotowania. W kolejnej fazie nastepuje
schtodzenie brzeczki oraz zaszczepienie drozdzami w fermentorze w celu zainicjowania
fermentacji alkoholowej [31]. Na tym etapie wazne jest dobranie szczepu drozdzy odpor-
nego na warunki stresowe, takie jak niskie pH [32]. Zaleta tej metody jest indywidualny
dobor parametrow na réznych etapach odmiennych dla drozdzy i bakterii tj. poziom
natlenienia, czy temperatura [31]. Ponadto zakwaszanie w kotle pozwala na uzyskanie
w krotkim czasie odpowiedniego poziomu kwasowosci [25]. Jednakze ze wzgledu na
krotki czas fermentacji mlekowej, piwo uzyskane tg metodg charakteryzuje si¢ jednorodng
kwasowoscia, co odroznia go od ztozonosci aromatu uzyskiwanego przy szczepieniu
i zakwaszaniu spontanicznym [31]. Dla piwowarow istotng wada tej metody uniemozli-
wiajacg wyprodukowanie kolejnej warki, jest zajgcie kotta warzelnego na czas fermentacji
mlekowej oraz pdzniejsze ryzyko infekcji bakteriami brzeczki piwa niezakwaszanego [33].
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3.3. Zakwaszanie kwasem mlekowym

Ze wzgledu na dhugi czas fermentacji, nieprzewidywalne rezultaty oraz skompliko-
wany proces produkcji, zaczeto szukaé alternatyw dla zakwaszania biologicznego piwa
[19]. Jednym z nich jest uzycie kwasow spozywczych po lub w trakcie fermentacji brzeczki.
Sposrod kwasu fosforowego, octowego oraz mlekowego, ten ostatni nalezy do naj-
czgsciej wybieranych srodkow zakwaszajacych ze wzgledu na brak Iub niewielki wptyw
na cechy organoleptyczne piwa [31]. Jednakze takie piwa, w przeciwienstwie do piw za-
kwaszanych biologicznie, nie charakteryzujg si¢ ztozonoscig aromatu, a jedynie jedno-
rodnie kwasnym smakiem [14]. Ponadto taki sposob zakwaszania jest zabroniony przez
niemieckie prawo czystosci piwa (Reinheitsge-bot), do ktorego stosujg si¢ tradycyjne
browary [34]. W badaniach dowiedziono, iz kolejno$¢ dodatku kwasu mlekowego
i drozdzy ma wptyw na wybrane cechy jako$ciowe piwa. Mniejsze zmetnienie produktu
koncowego wywotane zostato przez dodatek kwasu mlekowego przed fermentacja alko-
holowa [14]. Spowodowane to by¢ moze wigksza wydajnoscig flokulacji drozdzy
w brzeczce 0 nizszym pH oraz mniejszg efektywnoscia tworzenia si¢ zwigzkow biatkowo-
-fenolowych, powodujacych zmetnienie [35]. Jednakze zmetnienie w piwach zakwasza-
nych kwasem mlekowym bylo wieksze niz przy zakwaszaniu LAB, a zawarto$¢ kwasoéw
organicznych (mlekowy, octowy, pirogronowy, mrowkowy) stosunkowo nizsza [36].

3.4. Zakwaszanie z uzyciem stodéw kwaszacych

Najrzadziej uzywang metoda zakwaszania jest dodatek slodow kwaszacych do
zacieru. Dodawanie stodu kwaszacego do zasypu kiedys$ byto powszechng praktyka, dzis
jednak zostata zastapiona przez bardziej wydajne metody zakwaszania [37]. Dodatek
5% stodow kwaszacych w catej objetosci zacieru pozwala na obnizenie pH ponizej 4,6
[38]. Wada stodéw kwaszacych jest ich cena w pordwnaniu do innych metod zakwaszania
i wplyw na stabilno$¢ organoleptyczna piwa [39].

4. Cel badan

Celem badan byto zaprojektowanie wytworzenia i oceny piwa kwasnego, a takze
okreslenie wplywu fermentacji mlekowej brzeczki na przebieg procesu fermentacji alko-
holowej i wybrane wyrdzniki jako$ci piwa.

Cel ten zostal zrealizowany poprzez:

e Projektowanie i recepturowanie piwa;
Przygotowanie brzeczki piwnej z wykorzystaniem warzelni potautomatycznej;

e Przygotowanie piwa poddanego fermentacji mlekowej przy uzyciu szczepu Lacto-
bacillus plantarum;

e Przygotowanie piwa poddanego fermentacji mlekowej przy uzyciu szczepu Lacto-
bacillus brevis;

e Przygotowanie piwa poddanego fermentacji mlekowe;j i alkoholowej przy uzyciu
szczepu Saccharomyces boulardii;

o  Oceng przydatnosci roznych szczepow probiotycznych w procesie fermentacji piwa.
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5. Materialy i metody

5.1. Material badawczy

Materiat badawczy stanowita brzeczka piwna poddana fermentacji w zbiomikach
cisnieniowych zudziatem Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis oraz Saccharo-
myces boulardii i Saccharomyces cerevisiae US-05 (proba kontrolna) pobierana od
pierwszego do dwudziestego dnia fermentacji. Wszystkie probki przechowywano do
czasu analizy w temperaturze —18°C.

5.2. Przygotowanie szczepow bakterii i drozdzy

Szczepy uzyte w doswiadczeniu pozyskano z Katedry Biotechnologii, Mikrobiologii
i Zywienia Czlowieka Wydzialu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii Uniwersytetu Przy-
rodniczego w Lublinie. Uzyto szczepow bakterii Lactobacillus plantarum i Lactobacillus
brevis oraz drozdzy Saccharomyces boulardii i Saccharomyces cerevisiae Safale US-
05. Wszystkie szczepy wykazywaly wzrost w roznych temperaturach (22°C, 28°C,
37°C), roznym stopniu natlenienia oraz w warunkach wytrzasania.

Hodowlg otrzymano poprzez zaszczepienie sterylnej brzeczki piwnej kulturami starte-
rowymi. Sterylng brzeczke o temperaturze pokojowej przelano do 4 kolb o pojemnosci
500 cm®. Do kazdej kolby dodano 20 ¢cm? ptynnej kultury starterowej. Hodowle pro-
wadzono przez 55 godzin w temperaturze 21°C przy uzyciu wytrzasarki laboratoryjne;.

Kolba I: 400 cm?® brzeczki + 20 cm? inokulum w postaci ptynnej hodowli Saccha-
romyces cerevisiae Safale US-05

Kolba 1I: 400 cm? brzeczki + 20 cm?® inokulum w postaci ptynnej hodowli Lacto-
bacillus plantarum

Kolba II: 400 cm? brzeczki + 20 cm? inokulum w postaci ptynnej hodowli Lacto-
bacillus brevis

Kolba 1V: 400 cm3 brzeczki + 20 cm?® inokulum w postaci ptynnej hodowli Saccharo-
myces boulardii

5.3. Przygotowanie i fermentacja brzeczki

Do przygotowania brzeczki uzyto stodu pilznenskiego (Viking Malt, jeczmienny)
oraz stodu pszenicznego (Viking Malt) w stosunku 67% do 33%. Do procesu zacierania
uzyto 4 litry wody na 1 kg stodu. Warzenie przeprowadzono z uzyciem potautomatycznej
linii do produkcji brzeczki piwnej firmy Gestar. Do procesu uzyto wody wodociggowej
zakwaszonej uprzednio kwasem mlekowym do pH 5,5. Ze$rutowany stod poddany
zostal zacieraniu w nastgpujacy sposob: 45 min. w 65°C, 15 min. w 72°C, a nastg¢pnie
2 min. w 78°C. Po zakonczeniu procesu, zacier oddzielony zostat od wystodzin oraz
poddany filtracji. Nastepnie brzeczke gotowano przez 1,5 godziny bez dodatku chmielu,
do uzyskania cigzaru wlasciwego brzeczki 1,035 SG (8,8 °P). Brzeczke schtodzono do
temperatury 25°C w kadzi wirowej Whirpool, bez natleniania, potagczonej z plytowym
wymiennikiem ciepta. Schfodzona brzeczke przelano do czterech cisnieniowych zbiornikow
fermentacyjnych, a nastepnie zaszczepiono inokulum, w nastepujacy sposob:

e Zbiornik fermentacyjny: 7500 cm? brzeczki + 420 cm?® inokulum w postaci ptynnej
hodowli drozdzy Saccharomyces cerevisiae US-05 (proba kontrolna);

e  Zbiornik fermentacyjny: 7500 cm? brzeczki + 420 cm? inokulum w postaci ptynnej
hodowli bakterii Lactobacillus plantarum;

46



Wplyw fermentacji mlekowej na przebieg procesu technologicznego i wybrane wyrézniki jakosciowe piwa

e Zbiornik fermentacyjny: 7500 cm? brzeczki + 420 cm?® inokulum w postaci ptynne;
hodowli bakterii Lactobacillus brevis;

e  Zbiornik fermentacyjny: 7500 cm? brzeczki + 420 cm? inokulum w postaci ptynnej
hodowli drozdzy Saccharomyces boulardii.

Fermentacj¢ w zbiornikach prowadzono w temperaturze 21°C. W przypadku zbior-
nikow 2 i 3 prowadzono fermentacje przez 5 dni wylacznie przy uzyciu bakterii LAB.
Po 5 dniach do brzeczek fermentowanych przez Lactobacillus plantarum (zbiornik 2)
oraz Lactobacillus brevis (zbiornik 3) dodano po 450 cm?® ptynnej hodowli drozdzy
gornej fermentacji Saccharomyces cerevisiae Safale US-05. Fermentacje prowadzono
przez 21 dni w temperaturze 21°C. Chmielenie na zimno przeprowadzono w trakcie
fermentacji cichej. W tym celu 7 dni przed butelkowaniem, dodano mieszanke chmieli
do brzeczki w zbiornikach cisnieniowych w ilosci 20 g.

Tabela 1. Chmiele uzyte w trakcie chmielenia na zimno

Nazwa chmielu Data waznosci Zawarto$¢ o-kwasow Ilo$¢ na 1 zbiornik
Chmiel Lubelski (PL) 31.01.2024 . 5,4% 10¢g
Granulat T-90
Chmiel Styrian Cardinal 31.01.2024 . 12,5% 59
(SLO) Granulat T-90
Chmiel Styrian Gold 30.01.2024 r. 4,6% 59
(SLO) Granulat T-90
Suma 209

Zrodlo: opracowanie wilasne.

6. Metodyka badan oceny parametréw fizykochemicznych brzeczki

Oznaczanie zawartosci ekstraktu ogdlnego brzeczki wykonano wedhug metody Obie-
dzinskiego (2009) [40]. Analizie poddano wszystkie proby pobierane od poczatku do
konca procesu fermentacji. Pomiar wykonano trzy razy dla kazdej probki. Pomiaru pH
dokonywano przy uzyciu pH-metru CP-401 [41]. Oznaczanie kwasowosci czynnej brzeczki
metoda miareczkowania pH-metrycznego wykonano wedlug metody Klepacakiej (2005)
[42]. Oznaczania zawartosci zwigzkow lotnych (etanolu oraz gliceryny) brzeczki dokonano
za pomocg chromatografii gazowej ze spektrometrem mas (GC/MS) [43].

7. Wyniki badan

7.1. Zmiany ekstraktu ogdélnego podczas fermentacji brzeczki

Oznaczenie ekstraktu ogdlnego wykonano zgodnie z metodg Obiedzinskiego (2009)
[40]. Zmiany ekstraktu ogdlnego przedstawiono na rysunku 1. Zmierzona warto$¢ w stop-
niach Brix’a, przed zaszczepieniem drobnoustrojami wynosita 8,8°Bx. Najbardziej dy-
namiczne zmiany zaobserwowano w ciagu 7 dni od zaszczepienia brzeczki. 3 poczatkowe
dni fermentacji charakteryzowaly si¢ naglym spadkiem poziomu ekstraktu w wiekszos$ci
prob. Lactobacillus brevis wyrdzniat si¢ jako jedyny sposrod innych prob wystapieniem
fazy opdznienia fermentacji i gwattowny spadek stezenia mierzonego w stopniach Brix’a
nastapit dopiero migdzy 5 a 6 dniem fermentacji, co byto wynikiem dodania w 5 dniu
szczepu drozdzy piwowarskich. S. boulardii osiggngt najwicksze tempo fermentacji,
redukujac stezenie mierzone w stopniach Brix’a z 8,2 na 6,5 w ciggu 24 godzin od za-
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inicjowania brzeczki drobnoustrojami. Po fazie wyktadniczej fermentacji zakonczone;j
W 6 dniu, nastgpowatl wolniejszy spadek st¢zenia mierzonego w stopniach Brix’a. W 7 dniu
fermentacji warto$¢ st¢zenia mierzonego w stopniach Brix’a we wszystkich probach
utrzymywata si¢ na statym poziomie az do konca fermentacji, co $wiadczy o zakonczo-
nym etapie fermentacji burzliwej po okoto tygodniu od zaszczepienia. W koncowych
dniach fermentacji poziom stezenia mierzonego w stopniach Brix’a utrzymywat si¢ na
statym poziomie. Piwa fermentowane przy uzyciu bakterii LAB osiggnety wyzszy poziom
st¢zenia mierzonego w stopniach Brix’a w ostatnim dniu, co $§wiadczy o mniejszym
odfermentowaniu cukrow niz w przypadku piw fermentowanych wylacznie z uzyciem
drozdzy.
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Rysunek 1. Wykres zmian stezenia mierzonego w stopniach Brix podczas fermentacji brzeczki z udziatem

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Saccharomyces boulardii oraz US-05 (préba kontrolna)
[opracowanie wiasne]

7.2. Zmiany pH podczas fermentacji brzeczki

Glowny metabolit wytwarzany przez bakterie LAB, jakim jest kwas mlekowy, wplywa
na obnizenie wartosci pH. Zmiany pH w trakcie fermentacji przedstawiono na rysunku 2.
Najbardziej dynamiczne zmiany pH zaobserwowano po 48 godzinach od zaszczepienia
brzeczki drobnoustrojami w przypadku wszystkich prob. Po tym czasie tempo spadku
pH uleglo znacznemu spowolnieniu, jednakze przez caty okres fermentacji (20 dni) pH
wcigz malalo nieznacznie. Sposroéd wszystkich szczepow najwiekszg aktywnos¢ obnizania
pH zauwazono w przypadku L. plantarum, ktory zakwasit piwo do pH 3,7. Ponadto
brzeczka z L. plantarum najszybciej osiggneta pH ponizej 4 w czasie 48 godzin od zaszcze-
pienia. Szczep L. brevis wykazat nizszg aktywnos¢ niz L. plantarum, zakwaszajac piwo
ponizej pH 4 dopiero po 144 godzinach od szczepienia. Finalnie po 20 dniach fermentacji,
pH w przypadku obu szczepow nie réznilto si¢ znaczaco. Podczas fermentacji proby kon-
trolnej zakwaszanie odbywato si¢ z podobng efektywnos$cia jak u L. plantarum oraz
L. brevis, co moze sugeruje niskg aktywnos¢ zakwaszajaca badanych szczepéw lub spon-
taniczne zakazenie proby kontrolnej na etapie warzenia piwa. Najmniejsza efektywnos¢
sposrod wszystkich szczepow osiagnat S. boulardii, najwolniej zakwaszajac piwo, jednak
dorownat innym szczepom w koncowej fazie fermentacji osiagajac pH 3,79. Podsumo-
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wujac, w przypadku wszystkich piw najwiekszy spadek pH zaobserwowano w ciagu
pierwszych 48 godzin, jednak najwigksza zdolnos¢ do redukcji pH w najkrotszym czasie
charakteryzowat sie szczep L. plantarum, anajnizsza aktywnos$cig zakwaszajgca
S. boulardii. Finalnie jednak po zakonczeniu fermentacji, wszystkie szczepy zakwasity
piwo w zakresie pH 3,7-3,79.
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Rysunek 2. Wykres zmian pH podczas fermentacji brzeczki z udziatem Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis, Saccharomyces boulardii oraz US-05 (préba kontrolna) [opracowanie wiasne]

7.3. Zmiany kwasowosci ogolnej podczas fermentacji brzeczki

Oznaczenie kwasowosci ogdlnej wykonano wedtug metody Klepackiej (2005) [42].
Kwasowo$¢ potencjometryczng podano w przeliczeniu na kwas mlekowy, ktory byt
kwasem dominujacym w probkach. Wyniki przedstawiono na rys. 3. Najwigkszy wzrost
kwasowosci potencjometrycznej we wszystkich probach obserwowano w trakcie pierw-
szego tygodnia fermentacji. Po 8 dniach szybkos¢ produkcji kwasu mlekowego spadta
I utrzymywala si¢ na wzglednie stalym poziomie. Po 20 dniach L. plantarum wytworzyt
najwieksza ilo$¢ kwasu mlekowego (6,77 g/l), L. brevis charakteryzowat si¢ niewiele
mniejsza zdolnoscig wytwarzania kwasu mlekowego (6,39 g/1). Brzeczke zaszczepiong
S. boulardii w ciagu pierwszych siedmiu dniu charakteryzowat najwolniejszy wzrost
kwasu mlekowego. Do 20 dnia utrzymywala si¢ tendencja wzrostowa. Finalnie po 20 dniach
fermentacji szczepy L. brevis, L. plantarum, S. boulardii wytworzyly kwas mlekowy
W podobnym zakresie 6,58 +0,18 g/1.

49



Sylwia Rzgd-Kosidlo

Kwasowosé ogdlna w
przeliczeniu na kwas mlekowy [g/1]

0 5 10 15 20
Drien fermentacii
Proba kontrolna Lactobacillus plantarum+US-05
#- Lactobacillus brevis+US-05 -k Saccharomyces boulardii

Rysunek 3. Wykres zmian kwasowosci ogdlnej podczas fermentacji brzeczki z udziatem Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Saccharomyces boulardii oraz US-05 (préba kontrolna) [opracowanie wiasne)]

7.4. ZwiazKi lotne zidentyfikowane w piwach

W prébkach piw oznaczono ilosciowo zawartos¢ glicerolu oraz etanolu i ich zmiany
stgzenia w trakcie trwania fermentacji. Poddano analizie probki pochodzace z 1,2, 71 20
dnia fermentacji. Oznaczone iloSciowo stgzenie glicerolu oraz etanolu w funkcji czasu
przedstawiajg wykresy na rysunkach 4 i 5. Stezenia powyzszych zwigzkéw zmienialy si¢
W trakcie trwania fermentacji, co wskazuje na dynamiczny metabolizm mikroorganizméow.
Wszystkie piwa osiggnety zawarto$¢ etanolu w zakresie 2,8-3,4%. Najwyzsze st¢zenie
etanolu po 20 dniach fermentacji osiagneto piwo fermentowane z uzyciem Saccharo-
myces boulardii, najnizsze za$ piwo fermentowane z udziatem Lactobacillus brevis.

W przypadku zmian stezenia gliceryny u piw fermentowanych z uzyciem L. brevis
i S. boulardii najwigksze zmiany zauwazono w ciggu pierwszych 7 dni fermentacji,
natomiast w przypadku L. plantarum najbardziej dynamiczne zmiany zauwazono w trakcie
trwania fermentacji cichej. L. plantarum osiagnat najwyzsze stezenie gliceryny w 20 dniu
fermentacji (2,56 mg/l).
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Rysunek 4. Wykres zmian stgzenia etanolu w trakcie trwania fermentacji brzeczki z udziatem Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Saccharomyces boulardii oraz US-05 (proba kontrolna) [opracowanie wiasne]
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Rysunek 5. Wykres zmian stgzenia gliceryny w trakcie trwania fermentacji brzeczki z udziatem Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Saccharomyces boulardii oraz US-05 (proba kontrolna) [opracowanie wlasne]

7.5. Ocena organoleptyczna piwa

Wszystkie piwa zostaty poddane ocenie organoleptycznej z udziatem 10 oséb. Oceng
przeprowadzono w pomieszczeniu oswietlonym bialym §wiattem, w temperaturze poko-
jowej. Znormalizowane probki piwa podawane w przezroczystym szkle oznaczone byty
kodem liczbowym. Probki podawane byly w ilosci okoto 50 ml w temperaturze 18 £1°C.
Wszystkie probki piwa oceniane byty w czasie jednej sesji w tym samym czasie. Uczestnicy
oceniali wybrane atrybuty zapachowe, aromatyczne oraz smakowe wedhug intensywnosci
w nieustrukturyzowanej skali ciaglej. Punkty koncowe tej skali odpowiadaty 1 (najnizsze
natezenie) i 10 (najwigksza intensywno$¢). Oceniane zostaly cechy zapachowe takie jak:
zapach kwasny, chmielowy, stodowy, owocowy, drozdzowy oraz smak kwasny, stodki,
gorzki, stodowy, owocowy, aromat chmielowy, drozdzowy, alkoholowy, intensywnos$¢
goryczki, nasycenie dwutlenkiem wegla, klarowno$¢ oraz ogdlna smakowito$¢ [5].
Wyniki przedstawiono na rysunku 6. Przeprowadzona analiza organoleptyczna wykazata,
iz konsumenci nie wyczuwajg wiekszych réznic pomiedzy badanymi probkami piw.
Poszczegolne wyrdzniki jakosciowe uzyskiwaty podobne noty sposrod wszystkich prob.
Piwa otrzymane z wykorzystaniem bakterii (Lactobacillus plantarum oraz Lactobacilus
brevis) uzyskaty noty najwyzsze w kierunku kwasnego smaku oraz zapachu. Z kolei
piwo otrzymane z uzyciem Saccharomyces boulardii charakteryzowato si¢ najwyzszymi
ocenami w wyrézniku zapach i smak owocowy. Wszystkie piwa uzyskiwaly zdecydo-
wanie najnizsze noty odnosnie zapachu, aromatu chmielowego oraz goryczki, co wynika
ze specyfiki produkcji piwa kwasnego oraz metody chmielenia. Piwa uzyskane z uzy-
ciem samych drozdzy (proba kontrolna i Saccharomyces boulardii) charakteryzowaty
si¢ najnizsza oceng klarownosci. Sposrod wszystkich piw najwyzsza oceng uzyskato
piwo fermentowane z uzyciem Lactobacillus plantarum, najnizsza za$ proba kontrolna,
ktora otrzymata najnizsze oceny w kierunku smaku, zapachu i aromatu.
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Rysunek 6. Wyniki oceny organoleptycznej piw fermentowanych z udziatem Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis, Saccharomyces boulardii oraz US-05 (proba kontrolna) przedstawione na wykresie
radarowym [opracowanie wiasne]

8. Dyskusja

Piwa kwasne uwazane sg za jedne z najstarszych stylow piw komercyjnych. Otrzymy-
wane sg poprzez dodanie do brzeczki bakterii kwaszacych lub drozdzy wytwarzajacych
kwas mlekowy. Roznorodnos¢ szczepoéw oraz metod zakwaszania determinuje zlozonos¢
profilu smakowego oraz jako$¢ produktu koncowego [2]. W wielu pracach badano uzycie
roznych szczepow bakterii tj. L. plantarum, L. brevis, L. delbruecki oraz drozdzy w celu
otrzymania optymalnego produktu spetniajgcego wymogi sensoryczne, jak i technolo-
giczne okreslane dla piw kwasnych [10, 44, 45]. Ponadto opracowywano technologie
produkcji piw kwasnych, tak aby zakwaszanie przebiegato w warunkach optymalnych
do otrzymania jednorodnego jako$ciowo piwa [4, 44]. Dowiedziono rowniez, iz synergi-
styczne dziatanie sktadnikéw polifenolowych z piwa oraz wlasciwosci probiotyczych
i prebiotycznych wynikajacych z uzycia bakterii kwasu mlekowego do fermentacji
brzeczki moze by¢ czynnikiem do otrzymania funkcjonalnego produktu prozdrowotnego
[46, 47]. W prezentowanej pracy omoéwiono wplyw fermentacji mlekowej brzeczki na
przebieg procesu fermentacji alkoholowej i wybrane wyrdzniki jakosci piwa.

Wyniki tej pracy pokazuja, ze sktad mikrobiologiczny piwa wplywa na wlasciwosci
chemiczne, sensoryczne oraz zmiany fizykochemiczne podczas fermentacji i dojrzewania
piwa. W przypadku zmian ekstraktu ogdlnego oraz cukrow redukujacych zauwazono,
iz bakterie charakteryzuje op6znienie fazy fermentacji alkoholowej. Gwattowny spadek
cukrow zauwaza si¢ dopiero po fazie dodania drozdzy do brzeczki. Podobne wyniki uzyskat
Tenhovirta (2019) [4], gdzie wydajnos$¢ fermentacji bez udziat drozdzy byta niewielka.
Jednoczesny jednak dodatek drozdzy i bakterii niesie za sobg ryzyko niespdjnego roz-
woju mikroorganizméw i mniejszg wydajnos¢ przy wytwarzaniu metabolitow wtémych
przez bakterie.

Pomiar pH jest istotng metoda $ledzenia fermentacji bakterii LAB, a jego poziom
zalezny jest od kwasowosci wynikajacej z tworzenia si¢ kwasdw organicznych. Stad oczy-
wista jest zalezno$¢ pH od ilosci kwaséw organicznych i ogélnej kwasowosci. Aktyw-
no$¢ pH w przypadku kazdej z prob wygladata nastepujaco: szybki spadek pH w ciggu
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pierwszych dni, nastgpnie powolny nieznaczny spadek az do konca fermentacji. Nie za-
uwazono natomiast wzrostu pH w koncowych dniach fermentacji, jaki w swoich bada-
niach zauwazyli Toh i in. (2018) [48] oraz Tenhovirta (2019) [4]. Koncowy trend spadkowy
w pH moze sugerowaé proces autolizy drozdzy, co wg Kunze (1999) [49] moze mie¢
negatywny wplyw na wyniki oceny sensorycznej. Zauwazono, ze najszybszy spadek pH
nastgpowat przed dodaniem szczepdéw drozdzy do piwa. Poczatkowo szybkie obnizanie
pH piwa przez bakterie bez uzycia drozdzy dowodzi, iz proces zakwaszania przebiega
wydajniej przy dwustopniowym prowadzeniu procesu fermentacji. Podobne wyniki
uzyskat Alcine Chan (2019) [10]. Ponadto jego badanie pokazywato roéwniez, iz prze-
trwanie bakterii w wysokochmielonej brzeczce ma wigksze szanse powodzenia w przy-
padku kofermentacji z drozdzami. Stad mozna wysung¢ wnioski, iz najefektywniejsza
i najbezpieczniejsza dla przezycia probiotykow bytaby wspotfermentacja drozdzy i bakterii,
warunkiem jednak musiatby by¢ dodatek drozdzy po okresie odpowiedniego zakwaszania
brzeczki przez bakterie. Peyer (2017) [31] z kolei w swoich badaniach sugeruje, iz
ekspozycja drozdzy na bezposrednie dziatanie srodowiska kwasnego przyczynia si¢ do
op6znienia ich wzrostu i zmniejszenia wydajnosci fermentacji. W badaniu podkreslono
réwniez istotny fakt, iz komorki drozdzy w §rodowisku stresowym produkowaé moga
nieakceptowalne organoleptycznie zwiazki tj. aldehyd octowy czy diacetyl. Ponadto
Ciosek (2019) [44] wykazata, ze wzrost drozdzy i wykorzystanie przez nie cukrow
w trakcie fermentacji jest mniej wydajne w §rodowisku kwasnym. Zmierzone stezenie
kwasu mlekowego w poszczegoInych probkach bylto takie jak oczekiwano po wezesniejszej
analizie literatury. Wedlug Tonsmeire (2014) [33] piwem kwa$nym mozna nazywaé
produkt zawierajacy od 3 do 6 g/l kwasu mlekowego i ktorego pH wacha si¢ w okolicach
3,7. Najwydajniejsza produkcja kwasu mlekowego i obnizania pH charakteryzowat si¢
szczep L. plantarum, ktory jako jedyny po 6 dniach wytworzy? ilos¢ kwasu mlekowego
przekraczajaca 6,7 g/l i finalnie wytworzyt go najwigcej sposrod wszystkich szczepodw
probiotycznych. Nieco wolniejsza produkcja kwasu mlekowego charakteryzowat sie
L. brevis (6,4 g/1), co jest pordbwnywalne z warto$ciami osiggnietymi przez te szczepy
w badaniach Tenhovirta (2019) [4]. Z drugiej jednak strony, w innym badaniu L. plantarum
wytworzyt kwas mlekowy w okolicach 4 g/l, aL. brevis 1,1 g/l [15]. Warto jednak
zwroci¢ uwage na mozliwos¢ otrzymania btednych wynikéw poprzez metodg zastosowana
do zmierzenia ilosci kwasu mlekowego. Obliczanie kwasowos$ci ogolnej na kwas mle-
kowy niesie za sobg ryzyko naktadania si¢ innych kwaséw organicznych, co moze koli-
dowa¢ z otrzymaniem prawidlowego wyniku. Do otrzymania wiarygodnych wynikow
nalezaloby wykorzysta¢ metody umozliwiajace wykrywanie czystego kwasu mlekowego
np. metode chromatografii cieczowej. Najmniej efektywnym spadkiem pH i tworzeniem
kwasu mlekowego charakteryzowat sie szczep S. boulardii, ktory jednak osiggnat wartosci
pH bardziej zadowalajace, niz sugerowata literatura. Jak podaje Mulero-Cerezo (2019)
[45] oraz Pereira de Paula (2021) [50] piwo otrzymane z uzyciem S. boulardii osiggato
minimalne pH w zakresie 4,52-4,7. Po 7 dniach fermentacji najnizsze pH osiagneta
brzeczka fermentowana przy udziale L. plantarum (3,73), jednak badanie Dysvik (2020)
[14] sugeruje, ze szczep ten moze zakwaszac brzeczke ponizej pH 3,2. W przytoczonej
publikacji Lactobacillus brevis rowniez zakwasit brzeczke do nizszego pH. Przyczyna
takiego stanu rzeczy mogg by¢ inne warunki procesu tj. wyzsza temperatura fermentacji
oraz fermentacja w mniejszej laboratoryjnej skali u Dysvik, co moze wptywac na meta-

53



Sylwia Rzgd-Kosidlo
bolizm drobnoustrojow. Jak dowodzi @stile (2005) [51], wyzsza temperatura wplywa na
wzrost szybkosci metabolizmu drobnoustrojow i efektywniejsza redukcje pH.

W eksperymencie przeprowadzonym i opisanym w niniejszej pracy dowiedziono,
ze wykorzystanie cukréw i zmiany ekstrakt ogélnego w trakcie fermentacji zmienialy
sie w zaleznoSci od rodzaju uzytego szczepu i rodzaju mikroorganizmow. Ekstrakt ogolny
skorelowany jest ze stgzeniem etanolu. W przypadku piw fermentowanych wytacznie
przy uzyciu drozdzy Saccharomyces boulardii nagly spadek ekstraktu nastepowat juz
po 24 godzinach od zaszczepienia brzeczki, co przektada si¢ na wzrostu stezenia etanolu.
W przypadku piw ferfmentowanych poczatkowo tylko przy uzyciu samych bakterii
zauwazono niewielki spadek ekstraktu ogdlnego, a tym samym niewielki poczatkowy
wzrost stezenia alkoholu. Najbardziej dynamiczne zmiany ekstraktu zaobserwowano
dopiero po zaszczepieniu kwasnej brzeczki drozdzami. Zmiany te jednak nie byty tak
gwattowne w kwestii zmian st¢zenia etanolu, co moze $wiadczy¢ o ograniczeniu wydaj-
nosci drozdzy przez metabolity bakteryjne. Najwyzsza koncowa zawarto$¢ etanolu
osiggneto piwo otrzymane z S. boulardii — 3,4%, co jest warto$cig porownywalna z wyni-
kami opisanymi przez Capece (2018) [52], gdzie piwo fermentowane z uzyciem S. boulardii
wytworzyto 3,83% etanolu oraz z wynikami uzyskanymi przez Pereira de Paula (2020)
[50], gdzie zawarto$¢ etanolu wynosita 3,42%. Jak podaje Dysvik (2020) [14], szczepy
LAB redukowaly glukozg po 21 dniach fermentacji do wartosci bliskich zeru, w przeci-
wienstwie do badan zamieszczonych w roz. 5.4, gdzie glukoza w brzeczkach fermento-
wanych z udziatem Lactobacillus planatrum i Lactobacillus brevis zredukowana zostata
do poziomu 1,1-1,2 g/I. Swiadczy¢ to moze o odmiennym metabolizmie drozdzy piwo-
warskich w brzeczkach zakwaszanych wczesniej przez LAB i w brzeczkach uzyskanych
przez kofermentacje, czyli jednoczesnym dodaniu bakterii i drozdzy. Swiadczy to o wplywie
bakterii kwasu mlekowego, jak i ich metabolitom, na metabolizm drozdzy piwowarskich
i ich rozwoju w warunkach stresowych, takich jak niskie pH, czy obecno$¢ kwaséw
organicznych w duzym st¢zeniu. W przypadku piw fermentowanych z uzyciem bakterii
zawarto$¢ alkoholu wynosita 2,86% (L. brevis) i 3,04% (L. plantarum), przy czym sg to
wartosci nizsze niz opisywane do tej pory w literaturze. We wczesniejszych badaniach
oba szczepy osiggaly zawartos¢ alkoholu pomiedzy 3,2-5% [4, 14]

Zauwazono rowniez roznice w produkcji glicerolu przez poszczegdlne szczepy.
W poczatkowych fazach fermentacji najwydajniejszy wzrost stezenia glicerolu cechowat
szczep S. boulardii, nastepnie nie zaobserwowano znaczgcego dalszego wzrostu glicerolu
podczas reszty fermentacji. Najwyzsze koncowe stezenie glicerolu wytworzyt szczep
L. plantarum (2,56mg/ml), co jest warto$cia wyzszg niz srednie wyniki uzyskane przez
Dimizio [53], gdzie szczep L. thermotolerans wytworzyt maksymalng ilo$¢ glicerolu
W piwie na poziomie 1,4 mg/ml. Glicerol wptywa na odczuwanie intensywnosci smaku,
a takze na odczucie peliejszego aromatu. Zauwazalna ilos¢ glicerolu w piwie wyprodu-
kowanym z uzyciem L. plantarum mogta wptyngé¢ na uzyskanie przez nie najwyzszego
wyniku w kwestii oceny organoleptycznej. Wysoka ilos¢ glicerolu w piwie jest pozadana
ze wzgledow organoleptycznych, natomiast jego zakres minimalny dla korzystnego odczu-
wania atrybutéw organoleptycznych w piwie pozostaje niejasny. Pewnym natomiast
jest, ze glicerol w piwie w pewnym stezeniu wplywa na odczucia sensoryczne [54].
W celu ustalenia progu wplywania glicerolu na wlasciwosci sensoryczne nalezaloby
przeprowadzi¢ badania dla okreslenia optymalnego zakresu stgzen gliceryny w okreslo-
nych napojach, zwlaszcza w piwie.
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Bylo to jedno z nielicznych badan poréwnujacych mozliwo$¢ wykorzystania pateczek
kwasu mlekowego i drozdzy fermentacji mlekowej jako kultur starterowych w warzeniu
piwa innym niz dotychczas przedstawiano sposobem zakwaszania. Wigkszo$¢ prac
skupiata si¢ bowiem na metodzie zakwaszania w kotle, co rownalo si¢ z zatrzymaniem
pracy bakterii przed dodaniem drozdzy lub ich jednoczesnej fermentacji. Uzyskanie nisko-
chmielonego piwa wysokojakosciowego niefiltrowanego i niepasteryzowanego jest
mozliwe jedynie poprzez zastosowanie odpowiednich strategii warzenia. Praca ta
pokazuje, ze mozna uzyskac¢ zadowalajgce jakoSciowo i organoleptycznie piwo poprzez
odpowiednie prowadzenie procesu i kofermentacj¢ mikroorganizméw w odpowiednigej
kolejnosci i przy odpowiednich parametrach. Badanie to rowniez dowodzi, iz poszcze-
g6lne szczepy uzyte do otrzymania piwa wykazujg roznice fizykochemiczne w trakcie
fermentacji i dojrzewania piwa.

9. Whnioski

e Piwa kwasne wyprodukowane z uzyciem roznych gatunkéw bakterii kwasu mleko-
wego i drozdzy probiotycznych roznig si¢ migdzy soba wlasciwosciami sensorycznymi,
stezeniem etanolu, glicerolu, kwasu mlekowego i innych cech fizykochemicznych.
Zaobserwowane rdznice pozwalajag na modyfikacje technologii wytwarzania piw
w celu kreowania nowych piw o ciekawych wlasciwosciach sensorycznych.

e Fermentacja mlekowa z uzyciem roéznych szczepdéw bakterii kwasu mlekowego
I drozdzy probiotycznych wptywa na przebieg fermentacji alkoholowej brzeczki.

e  Odpowiednie prowadzenie procesu i kofermentacje mikroorganizméw w odpowiedniej
kolejnosci i przy odpowiednich parametrach pozwala uzyska¢ zadowalajace jako-
$ciowo 1 organoleptycznie piwo.

e  Optymalizacja warunkdéw otrzymywania piwa, w tym dobdr odpowiednich szczepow
mikroorganizmow pozwala na wyzsza kontrole nad przebiegiem i powtarzalnoscia
procesow, co pozwala uzyskac produkt powtarzalny o wyzszej jakosci.

e Piwo funkcjonalne otrzymane w wyniku fermentacji z uzyciem mikroorganizmow
probiotycznych jest akceptowalne organoleptycznie przez konsumentow.

e Uzycie drozdzy heterofermentatywnych moze by¢ alternatywa dla tradycyjnego
zakwaszania piwa przez bakterie LAB pod katem akceptowalnosci smakowej i cech
fizykochemicznych.
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Wplyw fermentacji mlekowej na przebieg procesu technologicznego i wybrane
wyro6zniki jakosciowe piwa

Streszczenie

Dokonano przegladu literatury publikacji z zakresu browarnictwa, w szczegdnos$ci produkeji piw zakwasza-
nych biologicznie. Zaprojektowano oraz wytworzono warianty piw kwasnych z wykorzystaniem mikroorga-
nizmow Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis oraz Sacchaomyces boulardii. Piwa otrzymane z wyko-
rzystaniem powyzszych szczepow zostaly ocenione fizykochemicznie. Dokonano oceny pH, ekstraktu ogdlnego,
kwasow organicznych, etanolu oraz gliceryny. Dowiedziono, ze piwa kwasne otrzymane z uzyciem powyz-
szych mikroorganizméw r6znia si¢ migdzy soba wyrdznikami fizykochemicznymi. Ponadto zaoobsrwowano,
ze optymalizacja warunkow otrzymywania piwa, w tym dobdr odpowiednich szczepéw mikroorganizmow
pozwala na wyzsza kontrolg nad przebiegiem i powtarzalno$cia proceséw, co pozwala uzyska¢ produkt po-
wtarzalny o wyzszej jakosci.

Stowa kluczowe: piwa kwasne, piwa probiotyczne, bakterie kwasu mlekowego, zakwaszanie w kotle,
Saccharomyces boulardii

Influence of lactic acid fermentation on the course of technological process
and beer quality

Abstract

Review of publications in the field of brewing, in particular the production of biologically acidified beers has
been presented. Variants of sour beers were designed and produced using the microorganisms Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis and Sacchaomyces boulardii. Beers obtained with the use of the above
strains were evaluated physicochemically. The pH, total extract, organic acids, ethanol and glycerin were
assessed. It has been proven that sour beers obtained with the use of the above-mentioned microorganisms
differ in physicochemical characteristics. In addition, it was observed that the optimization of beer production
conditions, including the selection of appropriate strains of microorganisms, allows for greater control over
the course and repeatability of processes, which allows to obtain a repeatable product of higher quality.
Keywords: sour beer, probiotic beer, lactic acid bacteria, kettle souring, Saccharomyces boulardii
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Antagonizm hodowalnych bakterii izolowanych z wéd
torfowych (,,Zurawie Bagno”, lubuskie)

1. Wprowadzenie

Zjawisko narastania opornosci bakterii na antybiotyki i chemioterapeutyki jest po-
waznym $§wiatowym problemem, ktory dotyka cate spoleczenstwa w krajach zardwno
rozwijajacych sig, jak i wysokorozwinigtych. Za przyczyne tego zjawiska uznaje si¢
powszechny dostep do antybiotykdw i1 zbyt czeste ich stosowanie w rdznych dziedzinach
zycia, m.in w medycynie, weterynarii i rolnictwie, a w szczeg6Inosci w hodowli zwierzat
w opasie i prewencji chorob [1]. Wedhlug Klein’a i wspoél. [2], na podstawie danych z bazy
IMS Health’s MIDAS, globalne zuzycie antybiotykoéw w latach 2000-2015 wzrosto
0 65%, przede wszystkim w krajach o niskich i $rednio-niskich dochodach, takich jak
Turcja, Tunezja, Algieria czy Rumunia. Pokazuje to, Ze problemem nie jest juz ograniczony
dostep do nowoczesnej antybiotykoterapii, ale zta polityka antybiotykowa i niski poziom
swiadomosci spoteczenstw skutkujacy naduzyciem czynnikow przeciwdrobnoustrojowych.
Z danych $§wiatowych w samym sektorze rolniczym notuje si¢ ok. 100 000-200 000 ton
rocznego zuzycia antybiotykow i ich pochodnych. Zwiazki te trafiajg w koncu do $ro-
dowiska przyrodniczego, zanieczyszczajgc wody powierzchniowe i gruntowe, co z kolei
ma niebagatelne znaczenie dla rozprzestrzeniania si¢ opornosci mikrobiologicznej [1].
Dlatego tez, bez wdrozenia odpowiedniego racjonalnego programu zarzadzania srodkami
farmaceutycznymi i nadzoru zuzycia antybiotykéw w poszczeg6lnych krajach na $wiecie,
trend ten bedzie si¢ nasila¢. Juz teraz prognozuje si¢, ze do 2030 roku nastapi dalszy
wzrost 0 15% zuzycia antybiotykow. Niepokojacym zjawiskiem jest rowniez wzrost $wia-
towej konsumpcji antybiotykow nowej generacji, w tym lekow tzw. ostatniej szansy,
takich jak glicylocykliny, oksazolidyny i karbapenemy. Taki stan rzeczy inicjuje zna-
mienny przyrost czestosci wystgpowania klinicznych szczepoéw opornych na niemalze
wszystkie znane terapeutyki stosowane w leczeniu ludzi. W konsekwencji czesciej obser-
wuje si¢ niepowodzenia w antybiotykoterapiach i wzrost wskaznika umieralnosci pacjentow
hospitalizowanych w placowkach szpitalnych z powodu zakazen wewnatrzszpitalnych
szczepami alertowymi [2].

Odpowiedzig na szybkie tempo narastania zjawiska antybiotykoopornosci mogg by¢
strategie zwigzane z poszukiwaniem nowych, skuteczniejszych czynnikow przeciw-
bakteryjnych. Taki kierunek badan realizowany jest w drodze chemicznej modyfikacji
istniejagcych znanych zwigzkoéw antybakteryjnych o szerokim spektrum dziatania [3-6]
lub eksploracji naturalnych srodowisk w pozyskiwaniu potencjalnych szczepoéw produ-
kujacych bioaktywne metabolity [7, 8], czy tez odkrywanie naturalnych produktéw po-
chodzenia mikrobiologicznego z uzyciem zaawansowanych technik detekcyjnych, m.in.

! katarzyna.guz-regner@edu.wroc.pl, Zaklad Mikrobiologii, Wydzial Nauk Biologicznych, Uniwersytet
Wroctawski, www.biologia.uwr.edu.pl.

2 maciej.wernecki@uwr.edu.pl, Zaklad Mikrobiologii, Wydziat Nauk Biologicznych, Uniwersytet Wroctawski,
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chromatograficznych, genomicznych, metabolomicznych i bioinformatycznych [9-13].
Strategia poszukiwan nowych producentow bioaktywnych zwiazkow podejmowana jest
na calym §wiecie w r6znych osrodkach badawczych, czego wyrazem jest stale powigk-
szajaca si¢ lista nowych wariantow zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych, czy tez
szczepow z unikatowymi profilami aktywnosci metabolicznej i biologicznej wzgledem
patogenow, w tym wczesniej uznawanych za niechodowalne [9, 11, 14, 15]. Powszechnie
przyjmuje si¢, ze obok roslin glownymi producentami bioaktywnych zwiazkéw sa
drobnoustroje, zwlaszcza bakterie 1 grzyby strzgpkowe. Obecnie poznano i opisano ok.
60 000-80 000 naturalnych produktow pochodzenia mikrobiologicznego (ang. Natural
Products, NPs), z czego blisko potowa z nich (ok. 34 000) wykazuje jakakolwiek aktywnos¢
biologiczng. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze ponad 40 000 znanych zwigzkow
jest produkowana przez bakterie, a wérod nich az ponad 23 000 przez aktinobakterie [11,
12]. Substancje te obejmujg roznorodne klasy naturalnych zwigzkéw organicznych, ktore
powstajg gtéwnie w szlakach metabolizmu wtérnego. Nieliczne z nich stanowig nisko-
czasteczkowe pierwotne metabolity, takie, jak indol, acetoina, etanol, izopropanol, krotko-
fancuchowe kwasy tluszczowe, aminy, amidy, ketony, alkany, alkeny, nukleozydy
I inne, bedace produktami przemian aminokwasow, biatek, cukrow 1 zwiazkow thuszcezo-
wych w pierwotnym metabolizmie komorkowym [16]. Najliczniejsza grupe zwigzkow
o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej stanowig jednak wtéome metabolity, a wsrod
nich m.in. bakteriocyny, biocydy, antybiotyki, lantybiotyki, barwniki, biosurfaktanty,
immunomodulatory, laktonowe czynniki QS (ang. Quorum Sensing) i ich inhibitory,
toksyny, organosiarkowe zwigzki lotne, terpenoidy, zwigzki aromatyczne i wiele innych
[7, 8]. W wickszosci przypadkow metabolity te wytwarzane sa przez bakterie, gtdwnie
z rodziny Actinomycetaceae [10-12, 14, 17]. Bakterie produkujgce bioaktywne metabolity
wystepuja powszechnie w srodowisku, stad moga by¢ izolowane zarowno z gleb, wod
stodkich i stonych, jak rowniez z organizmow zywych. Waznym zrédtem takich bakterii
moga by¢ takze miejsca zwigzane z dziatalno$cia czlowieka (tereny zurbanizowane
i rolnicze) oraz $rodowiska z ekstremalnymi warunkami do zycia, takie jak osady sedy-
mentacyjne morz i oceandow, obszary halitowe, kominy hydrotermalne, gejzery, rejony
polarne i pustynne, wysokogorskie, czy torfowiska [13, 15, 17-26].

W dalszym ciggu podejmowane sa metody eksploracji srodowisk w kierunku izolacji
i detekcji szczepdw bakteryjnych i ich naturalnych produktéw z potencjalng aplikacyj-
no$cig w réznych sektorach gospodarki i biotechnologii. Sg to zaréwno typowe klasyczne
metody hodowlane z modulacjg warunkow inkubacji w zakresie temperatury, pH, czynni-
kow wzrostowych i odzywezych w strategii OSMAC (ang. One Strain Many Compounds),
jak i zaawansowane techniki hodowli in situ nasladujgce naturalne warunki srodowiskowe
w strategiach iChip czy mikrokokultur bakteryjnych [9, 22]. Kazda z tych strategii moze
prowadzi¢ do aktywacji cichych klastrow genow w bakteriach, inicjujacych produkcje
réznych, dotad nieznanych nowych bioaktywnych zwigzkow. Zastosowanie wyzej wymie-
nionych metod przyczynilo si¢ wigc do odkrycia nowych wtomych metabolitow, m.in.
teiksobaktyny, antybiotyku o aktywnos$ci wzgledem bakterii gramdodatnich produkowa-
nego przez bakterie Eleftheria terrae, granatowo-fioletowego barwnika o wtasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych w szczepie Duganella sp. B2, chaksalaktin A-C z klasy makro-
laktonow poliketydowych oraz Lasso peptydow u Streptomyces leeuwenhoekii C34, czy
czynnika hamujacego wzrost patogenow wytwarzanego przez szczepy nierosnace
w klasycznych metodach hodowlanych ex situ [9, 22]. Niestety powyzsze techniki detekcji
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bakterii produkujacych wtdrne metabolity majg tez ograniczenia, zwigzane chociazby
Z nieprzewidywalnos$cig aktywnosci metabolicznej w szczepach na skutek subtelnych
zmian warunkow zachodzacych w srodowisku hodowlanym, jego komponentéw i czynni-
kow inicjowanych przez zbiorowos¢ spoteczng w wzajemnych interakcjach [9, 27, 28].
Niemniej pozwalaja one, w odroznieniu od technik genomicznych i metagenomicznych,
fizycznie pozyskac i stworzy¢ kolekcje unikatowych szczepow bakteryjnych z potencja-
fem aplikacyjnym.

Stosunkowo szybkim i tatwym sposobem wytaniania srodowiskowych producentow
zwigzkdéw bioaktywnych jest wykonanie testow bezposrednich oddzialywan antagoni-
stycznych w metodach hodowlanych. Antagonizm drobnoustrojow jest bowiem powszech-
nym zjawiskiem w przyrodzie i odgrywa wazng role w zmniejszaniu liczebnosci komo-
rek innych grup mikroorganizmoéow, w tym konkurentow zajmujacych te sama niszg eko-
logiczng. Ograniczeniem tej metody jest izolacja i detekcja jedynie szczepow dajacych
si¢ hodowac na zdefiniowanych pozywkach wzrostowych oraz ujawnienie ich okreslonego
fenotypu w konkretnych warunkach testowania. Niemniej interakcje antagonistyczne
mozna uzna¢ za jedne z powszechnie stosowanych testow w badaniach przesiewowych
w poszukiwaniu bakterii bedacych producentami naturalnych produktow metabolizmu
komoérkowego [9, 10, 12].

Celem niniejszej pracy byla izolacja bakterii z wod torfowych i okreslenie ich poten-
cjatu inhibicyjnego wzgledem bakterii w testach oddziatywan antagonistycznych.

2. Metodologia badawcza

W badaniach oddziatywan antagonistycznych uzyto szczepow bakteryjnych wyizo-
lowanych z naturalnych §rodowisk i zdeponowanych w kolekcji Zaktadu Mikrobiologii
Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego. Szczepy o wyraznej aktyw-
nosci przeciwbakteryjnej zidentyfikowano metodami fenotypowymi i genetycznymi.

2.1. Izolacja bakterii z wéd torfowych metodami hodowlanymi

Szczepy bakteryjne izolowano z wéd (n = 9) pochodzacych z torfowiska ,,Zurawie
Bagno” (lubuskie). Probki wod posiewano na state podtoza — (1) agar odzywczy (AO)
o sktadzie [g-dm2]: wycigg miesny 4,0 g, wyciag drozdzowy 1,7g, pepton 4,0g, enzyma-
tyczny hydrolizy kazeiny 5,4 g, agar 20,0 g o pH 4,0; 5,0; 6,0 i 7,0 oraz (2) agar R2A
0 skfadzie [g-dm3]: kwasny hydrolizat kazeiny 0,5g, glukoza 0,5g, proteose pepton 0,5 g,
wyciag drozdzowy 0,5 g, pirogronian sodu 0,3g, skrobia 0,5g, MgSO4 x 7H,O 0,05 g,
agar 20,0 g o pH 4,0; 5,0; 6,0 1 7,0. Do pozywek dodawano 0,6% wodnego roztworu
cykloheksamidu o koncowym stezeniu w pozywce 30 mg-dm= w celu powstrzymania
wzrostu grzybow plesniowych i drozdzopodobnych obecnych w probkach wod. Wode
torfowa, zarowno nierozcienczona, jak i rozcienczong 10-krotnie w jalowym ptynie
fizjologicznym (wodnym roztworze 0,85% NaCl), posiewano powierzchniowo po 0,1ml
na seri¢ ptytek agarowych kazdego rodzaju podtoza. Tak zatozone hodowle inkubowano
w temp. 25°C przez 5 dni. Po okresie inkubacji zliczano wyroste kolonie dla kazdej serii
pozywek, a nastepnie wyliczano calkowita liczbe bakterii w 1ml probki wody, TCB
[cfu-mI*] (ang. Total Concentration of Bacteria). Do dalszych badan, na podstawie
roznic w makromorfologii kolonii wyodrgbniono 40 szczepow bakteryjnych z podioza
R2A o pH 7,0. Szczepy te przesiewano na podtoze AO o pH 7,0 i inkubowano w temp.
25°C przez 5 dni.
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2.2. Biotesty — miedzybakteryjne oddzialywania antagonistyczne

Do badania antagonistycznych interakcji uzyto 40 izolatéw wytonionych po wstepnej
analizie jako$ciowej, uwzgledniajacej réznice w wygladzie kolonii na podlozu R2A.
Analiz¢ oddzialywania migdzybakteryjnego wykonano w zmodyfikowanym tescie dyfu-
zyjnym, bedagcym kombinacjg metod ptytek dwuwarstwowych i nakroplen wedtug Long’a
1 Azam’a [29]. Izolaty posiewano réwnolegle na podtoze AO o pH 7,2 i do bulionu odzyw-
czego o pH 7,2, ktore nastgpnie inkubowano w temp. 25°C przez 3 dni do uzyskania
w pltynnej pozywce gestosci optycznej (OD) w skali 1,5-2,0 McF. Warto$¢ OD zawiesin
bakteryjnych oceniano przy uzyciu densytometru DensiLAMeterll. Do nakroplenia
w biotestach uzyto szczepoéw bakteryjnych zawieszonych w bulionie, ktére traktowano
jako potencjalnych ,,producentéw”. Z namnozonych szczepéw bakteryjnych na podtozach
AO przygotowano zawiesiny w jalowym ptynie fizjologicznym (pf) o ggstosci optycznej
w skali 0,5McF. Zawiesiny te traktowano jako szczepy ,.testowe” (wskaznikowe), ktore
nastepnie stosowane byly w testach oddziatywan antagonistycznych w systemie ptytek
dwuwarstwowych.

Zawiesiny szczepow ,.testowych” w objetosci 30 ul wprowadzano do 3ml uptynnionego
0,6% agaru odzywczego o sktadzie [g-dm3]: wycigg miesny, 4,0 g, wyciag drozdzowy
1,7 g, pepton 4,0 g, enzymatyczny hydrolizy kazeiny 5,4 g, NaCl 3,5 g, agar 6,0 g, pH 7,2.
Cato$¢ natychmiast wylewano do standardowych ptytek Petriego z przygotowanym
weczesniej 2,0% agarem odzywczym. Na powierzchni¢ zastyglych hodowli nakrapiano
po 10 ul bulionowych zawiesin szczepdw ,,producentdow” w uktadzie 3x3. Testy antago-
nistycznych interakcji wykonywano w trzech powtorzeniach. Tak zatozone hodowle
inkubowano w temp. 25°C przez 3 dni.

Oddziatywania antagonistyczne stwierdzano, po zaobserwowaniu strefy zahamowania
wzrostu szczepow ,testowych” w obszarze nakroplen zawiesin szczepow ,,producentow”.
Za potencjalnych producentow substancji antybakteryjnych uznano szczepy, ktore wy-
tworzyly strefy zahamowania wzrostu bakterii ,,testowych” o dtugo$ci co najmniej 2 mm.
W interpretacji przeciwbakteryjnej aktywnosci szczepow ,,producentow” przyjeto opisowa
skale: staba aktywno$¢ dla $rednich diugosci stref inhibicji wzrostu wynoszacych
>1,0-5,0 mm, umiarkowana dla stref w przedziale >5,0-9,0 mm, silna dla stref w prze-
dziale >9,0-20,0 mm i bardzo silna dla stref >20,0 mm.

2.3. Analiza fenetyczna i filogenetyczna

2.3.1. Profil fenotypowy szczepow bakteryjnych

W okresleniu wiasciwosci fenotypowych izolatow z wod torfowych, ktore posiadaty
aktywnos¢ przeciwbakteryjng wzgledem przynajmniej trzech testowanych szczepow,
przeprowadzono analizy cech morfologicznych, fizjologicznych i biochemicznych.
Szczepy bakteryjne namnazano na agarze odzywczym AO, a wyroste kolonie poddano
ocenie makroskopowej uwzgledniajacej ich barwe, wielkos¢ 1 powierzchnie. Przepro-
wadzono takze analiz¢ mikroskopowa w $wietle przechodzacym (Opta-Tech MB200)
w celu okreslenia ksztaltu komorek, przynaleznosci do grupy Gram i obecno$ci form
przetrwalnych (spor).

W badaniu wlasciwosci fizjologicznych i biochemicznych izolatéw stosowano za-
wiesiny bakteryjne w jatowym pf o mianie 0,5MCcF (1,5 x 108 cfu-ml?). Do testow wzro-
stowych w podlozach hodowlanych uzyto zawiesin szczepdéw o koncowym mianie
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10%cfu-ml?. Zakres temperatur wzrostu (10, 18, 25, 30, 35, 40, 45 i 50°C) okre$lono w 2,
3 i 7 dobie inkubacji szczepéw w bulionie odzywezym o skladzie [g-dm3]: wyciag
migsny 4,0 g, wyciag drozdzowy 1,7 g, pepton 4,0 g, enzymatyczny hydrolizy kazeiny
5,4 ¢, NaCl 3,5 g (pH 7,2), oceniajac stopien zmg¢tnienia hodowli przy uzyciu densy-
tometru (DensiLAMeterll). Tolerancj¢ izolatow bakteryjnych na NaCl badano stosujac
bulion odzywczy o pH 7,2 o sktadzie [g-dm=]: wycigg migsny 4,0 g, wycigg drozdzowy
1,7 g, pepton 4,0 g, enzymatyczny hydrolizy kazeiny 5,4 g zawierajacy odpowiednio
0,0; 0,5; 3,0; 7,0; 10,0 i 12,0% NaCl. Bulion odzywczy z dodatkiem i bez NaCl
zaszczepiano zawiesinami bakteryjnymi i inkubowano w temp. 25°C przez 48 godz. Po
okresie inkubacji oceniano stopien zmetnienia hodowli przy uzyciu densytometru
(DensiLAMeterll). Wzrost izolatow w réznych zakresach pH okreslano na statych podto-
zach AO o sktadzie [g-dm?]: wyciag miesny 4,0g, wyciag drozdzowy 1,7 g, pepton 4,0 g,
enzymatyczny hydrolizy kazeiny 5,4 g, NaCl 3,5 g, agar 20,0 g i R2A o skfadzie [g-dm™]:
kwasny hydrolizat kazeiny 0,5 g, glukoza 0,5 g, proteose pepton 0,5 g, wyciag drozdzowy
0,5 g, pirogronian sodu 0,3 g, skrobia 0,5 g, MgSQO4 x 7H,0 0,05 g, agar 20,0 g. Podtoza
te traktowano jako podtoza bazowe z odpowiednio dobranymi buforami o warto$ciach
pH od 4,0 do 9,0 w odstgpach co 1,0. W badaniu zastosowano bufory: cytrynianowo-
fosforanowy (pH 4,0-5,0), fosforanowy (pH 6,0-8,0) i wodoroweglanowy (pH 9,2),
ktore sporzadzono zgodnie z instrukcjg wg Janowca [30]. Na jalowe podioza agarowe
nakrapiano po 10ul zawiesin bakteryjnych i inkubowano w temp. 25°C przez 3 dni. Po
okresie inkubacji oceniano wizualnie wzrost bakterii w miejscach nakroplen. W przy-
padku negatywnego wzrostu szczepow na podtozach wydtuzano czas inkubacji o kolejne
2 doby i dokonywano ponownej oceny wzrostu. Wszystkie testy wzrostowe badanych
szczepow bakteryjnych wykonywano w trzech powtorzeniach. Aktywnos$¢ katalazy
oceniano poprzez wytwarzanie si¢ pecherzykow po dodaniu kropli 3% H20> do hodowli
izolatow na agarze odzywczym. Aktywnos¢ oksydazy okreslono natomiast na podstawie
utleniania N,N,N,N-tetrametylo-p-fenylenodiaminy w paskowym tescie OXItest
(BioMaxima, Polska). Rozktad zwiazkow wielkoczasteczkowych oznaczano na podio-
zach z dodatkiem 1,0% skrobi, 1,0% Tween (40 i 80) i kazeiny, zgodnie z zaleceniami
Janowca [30]. Zdolno$¢ bakterii do rozpuszczania Cas(PQO.), wykrywano z zastosowa-
niem metodyki wedlug Katznelsona i Bose'a [31] na pozywkach wzbogaconych o skta-
dzie [g-dm™]: pepton 5,0 g, ekstrakt wotowy 3,0 g, ekstrakt drozdzowy 0,5 g, glukoza
10,0 g, 10% K;HPO4 50 ml, 10% CaCl, 100 ml, agar 20,0 g, pH 7,0-7,4 oraz minimalnych
o skfadzie [g-dm?3]: ekstrakt drozdzowy 0,5¢g, glukoza 10,0 g, LD-asparaginian 2,0 g,
KCI0,1 g, NaCl 0,1 g, MgS04 0,5 g, 10% K>HPO,50 ml, 10% CaCl, 100 ml, agar 20,0 g,
pH 7,0-7,2. Szczepy posiewano punktowo na podloza testowe, a po inkubacji w temp.
25°C przez 3 dni, oceniano intensywnos¢ wzrostu kolonii i zmiany wygladu podloza
wokot nich.

Zdolnos¢ wykorzystania réznych zwigzkdw organicznych bedacych zrodtami wegla
i azotu dla analizowanych izolatéw oceniano za pomocg zestawow testow diagnostycz-
nych API 20E i API 50CH (bioM¢érieux). Zawiesine identyfikowanych szczepow przy-
gotowano na roztworach soli fizjologicznej (API NaCl 0,85% Medium do testow API
20E) oraz API 50CHB/E Medium, w modyfikacji bez czerwieni fenolowej do testow
API 50CH. W wykrywaniu zwigzkéw wytwarzanych przez bakterie zastosowano stan-
dardowe reagenty: odczynnik James’a (wykrywanie indolu), odczynniki VP1 i VP2
(wykrywanie acetoiny/acetylometylokarbinolu w tescie Voges’a-Proskauer’a) oraz
NIT1, NIT2 i sproszkowanego Zn (wykrywanie azotynow i wolnego N).
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2.3.2. Filogeneza szczepoéw bakteryjnych

Testowane izolaty z wod torfowych, ktore powodowaly inhibicje wzrostu przynaj-
mniej trzech szczepoéw bakteryjnych w dyfuzyjnym tescie oddziatywan antagonistycznych,
poddano detekcji genetycznej. Szczepy o numerach: 1.7, 11; 11.9; oraz 111.1, 2, 8, 13, 14
i 15 namnazano na AO w temp. 25°C przez 24 godz. Po okresie inkubacji izolowano
i oczyszczano material genetyczny szczepdw przy uzyciu zestawu do selektywnej izolacji
kwasow nukleinowych ze 716z krzemowych (Bacterial& Y east Genomic DNA Purification
Kit EURX). Wyekstrahowany DNA przechowywano w temp. 4°C do czasu przeprowa-
dzenia analizy metodg PCR. Fragmenty genow 16S rRNA badanych izolatow amplifiko-
wano w reakcji PCR z uzyciem mieszanki reakcyjnej o sktadzie: 20 pl Phusion Flash
High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific), 2 ul Starter fD1 10 uM 5'-AGAG
TTTGATCCTGGCTCAG-3'(GenoMed), 2 pl Starter rD1 10 uM 5'-AAGGAGGTGA
TCCAGCC-3" (GenoMed), 1 ul DNA matrycowe, 15 ul woda. Dodatkowo przygotowano
kontrole negatywng (matryca DNA zastgpiona woda ultraczysta) i kontrole pozytywna
(DNA genomowe E. coli). Warunki amplifikacji dla reakcji PCR byly nastgpujace: 5 min
w 98°C w celu denaturacji DNA, nastepnie 30 cykli denaturacji w 98°C przez 1 min,
hybrydyzacja startera w 58°C przez 1 min i wydhuzanie nici w 72°C przez 2 minuty
(Bio-Rad T100).

Produkty uzyskane metodg PCR, po dodaniu 4 pl buforu obciazajacego DNA Gel
Loading Dye (Thermo Scientific) rozdzielono na 1,0% zelu agarozowym, a prazki DNA
uwidoczniono za pomocg barwnika fluorescencyjnego Midori Green Advanced (Nippon
Genetics). Jako wzorca wielkosci DNA uzyto Perfect 100bp DNA Ladder (EURX). Elek-
troforeze przeprowadzono w buforze TAE przy napieciu 8 V-cm, przez okoto 30 minut.
Po zakonczeniu elektroforezy amplifikowane produkty w metodzie PCR o wielkosci ok.
1500 pz wycinano z zelu w postaci bloczkéw, a nastgpnie wyizolowano je z agarozy
zestawem GeneMATRIX AGAROSE OUT DNA Purification Kit (firmy EURX). Jako$¢
i stezenie produktow oceniano metoda spektrofotometryczng. Sekwencjonowanie produk-
tow wykonano metoda Sangera (Genomed, Warszawa) z wykorzystaniem startera fD1.
Dane z sekwencjonowania Sangera opracowano uzywajac programu komputerowego
SeqTrace.

Izolaty bakteryjne identyfikowano przez pordwnanie sekwencji konserwatywnych
z bibliotekg znanych sekwencji genow 16S rRNA w SILVA rRNA Database (www.arb-
silva.de) przez dopasowanie wielu sekwencji przy wykorzystaniu SINA Aligner (v1.2.11)
i bazy danych w wersji SILVA SSU 138.1. Sekwencje przyrownano narzedziem SSU-
ALIGN 0.1.1. Drzewo filogenetyczne skonstruowano metoda najwigkszego prawdopo-
dobienstwa za pomocg IQ-TREE 2.0.7. Zastosowano model ewolucyjny TIM3+F+R2
wybrany przez ModelFinder. Wiarygodno$¢ topologii drzewa oceniono korzystajac
z metody bootstrap (UFBoot2) wykonujac 1000 powtdrzen. Drzewo filogenetyczne zwi-
zualizowano za pomoca narzadzie iTOL v6. Procentowe podobienstwo sekwencji obliczono
wykorzystujac narzedzia z biblioteki cogent3.

2.4. Testy statystyczne

W analizie statystycznych r6znic liczebnoéci izolatéw w zaleznosci od zastosowanych
podioz (AO 1 R2A) uzyto testu ANOVA/MANOVA (Statistica ver. 13.3, StatSoft Polska).
Stopien intensywnosci wzrostu bakterii [TCB cfu-ml?] na réznych typach podtoz (AO
opH4,0;5,0;6,0; 7,0i R2A 0 pH 4,0; 5,0; 6,0; 7,0) analizowano testem post-hoc Fishera
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na poziomie istotnosci statycznej p < 0,05. Ponadto, test ANOVA Friedmana i Kruskala-
Wallisa zastosowano do porownania aktywnosci biologicznej pomigdzy szczepami wy-
izolowanymi z wod torfowych. Stopien aktywnos$ci inhibicyjnej szczepow ,,producentéw”
wzgledem szczepow ,testowych” zgrupowano w cztery kategorie bioaktywnosci (zgodnie
zinf. w 2.2.). Istotno$¢ statystyczng okreslano na poziomie p < 0,05.

3. Wyniki

3.1. Izolacja bakterii z wod torfowych metodami hodowlanymi

W izolacji szczepow bakteryjnych z wod torfowych uzyto dwoch rodzajow pozywek
AO1R2A z r6znymi warto$ciami pH (4,0; 5,0; 6,0 1 7,0). Intensywnos$¢ wzrostu bakterii
w tych podlozach byla wyraznie zroznicowana. Najlepszy wzrost izolatow zaobserwo-
wano na podtozu R2A anizeli na podlozu AO (ANOVA/MANOVA, F(3,14) = 4,85;
p < 0,02). Srednia liczba bakterii hodowanych na R2A byta wyraznie wyzsza i wynosita
od 1,0 x 10%cfu-ml do 3,1 x 103 cfu-ml?, gdy tymczasem na AO od 6,2 x 102 cfu-ml do
1,2 x 10% cfu-ml* (wykres 1). Ponadto, zaobserwowano, ze wzrost o 1 jednostke pH
W podtozach hodowlanych prowadzito do wzrostu liczby wyrostych kolonii bakteryjnych.
Wzrost bakterii byl zdecydowanie lepszy w obu typéw podtéz o pH 7,0 (p < 0,01) niz
W pozostatych zakresow pH 5,0 1 6,0. Liczba jednostek tworzacych kolonie (ang. Colony-
Forming Unit, CFU) na podtozach o pH 7,0 byta wyzsza, odpowiednio o ok. 40-45% na
agarze R2A i 37-25% na AO. Niemniej pozywka typu R2A inicjowata wzrost bakterii
znacznie lepiej przy pH 5,0; 6,0 i 7,0, anizeli pozywka AO. Wniosek ten potwierdza
analiza statystyczna na poziomie istotnosci odpowiednio, p <0,02 i p <0,0001. Na pozyw-
kach o pH 4,0, niezaleznie od ich sktadu chemicznego, nie zaobserwowano wzrostu
bakterii. Wyniki analiz moga sugerowaé przydatnos$¢ pozywek typu R2A w badaniach
ilo§ciowych bakterii w probkach srodowiskowych, w tym habitatow o specyficznych
warunkach wzrostu i rozwoju m.in. torfowisk. Dlatego tez z hodowli na R2A wyodrgb-
niono kolonie bakterii réznigce si¢ makromorfologia do dalszych badan w poszukiwaniu
potencjalnych producentow naturalnych zwiazkow przeciwbakteryjnych.

TCB [cfu:ml?]

4,00E+03

3,50E+03 o

3,00E+03

2,50E+03

2,00E+03 AO
HR2A

1,50E+03 I

1,00E+03 I

5,00E+02 I — —

0,00E+00

pH 4,0 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0

Wykres 1. Srednia catkowita liczba bakterii w wodach pobranych z torfowiska ,,Zurawie Bagno™ (lubuskie),
TCB [cfu-mlI*] oznaczona w metodach hodowlanych na podtozach AO i R2A [opracowanie wiasne]
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3.2. Bioaktywnos¢ szczepow bakteryjnych - biotesty

Do testow oddziatywan antagonistycznych uzyto szczepéw bakteryjnych pasazowa-
nych z podtoza R2A na podioze AO. Z trzech serii probek wod torfowych (I/ W1-3, 11/
W4-6, 111/ W7-9) uzyskano 40 szczepéw réznigcych sie wygladem kolonii na podtozu
agarowym. Wszystkie izolaty charakteryzowaty si¢ zblizonymi wymaganiami odzywczymi
(AO/ R2A o pH 7,0) i tempem wzrostu w warunkach laboratoryjnych (24-48 godz.,
temp. 20-25°C, warunki tlenowe). To pozwolito zastosowac jednolite warunki inkubacji
w badaniach interakcji antagonistycznych migdzy bakteriami. Wyniki biotestow aktyw-
nosci przeciwbakteryjnej izolatow z wod torfowych przedstawiono w formie macierzy
(rys. 1) oraz w zestawieniu zbiorczym z wybranymi cechami fenotypowymi (morfologia
komorki i bioaktywnos$cig wzglgdem bakterii) w tabeli 1.

N N Bakteryjni produc oducencn enci bioaktywnych zwiazkow w glﬂko\\ m tesci: oddzxal ywan miedzy bakteriami _
1 2 3 4 5 6 \ 7 ‘ 8 9 10 1 12 141 15(16]|17]18[19]2 2 18[24]23 [27] 282 ]3]3 A ENERES 3% ‘ 37 ‘ EXEIEN
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Rysunek 1. Stopien inhibicji wzrostu izolatow bakteryjnych z wéd torfowych w testach oddziatywan
antagonistycznych. Objasnienie: cyfry w kolumnie — numeracja szczepow ,testowych”, cyfry w wierszu —
numeracja szczepow ,,producentdw”’, oznaczenia numerowe, 1-12 okreslajg kolejnos¢ izolatow dla zbioru
1/1-12; 13-23 dla zbioru 11/1-11; 24-40 dla zbioru 111/1-17; stopien aktywno$ci inhibicji wzrostu oznaczono
kolorami: szarym - brak aktywnos$ci wzgledem szczepdw bakteryjnych, zottym — staby stopien aktywnosci

(>1,0-5,0 mm $r. dt. inhibicji); zielonym — umiarkowany stopien (>5,0-9,0 mm §r. d}. inhibicji); niebieskim —
silny stopien (>9,0-20,0 mm $r. dt. inhibicji); czerwonym — bardzo silny stopien (>20,0 mm dt. inhibicji)
[opracowanie wiasne]

Tabela 1. Wybrane cechy fenotypowe i biologiczne izolatow bakteryjnych o potencjalnych wiasciwosciach
inhibicyjnych wzgledem bakterii izolowanych z wod torfowych

Nr Morfologia Biv(‘)]z;];tlyég/:;s'é Liczba SZCZEI:;,);;E ;nhibich wzrostu sztr(;p:;iu
izolatu komorki szczepow stabym wanym silnym silnym

1.1 pateczka G(-) 2/40 0 2 0 0

1.7 pateczka G(+) 32/40 15 7 9 1

1.8 paleczka G(+) 2/40 0 0 2 0

1.9 ziarniak G(+) 2/40 1 0 1 0

1.11 pateczka G(+) 4/40 4 0 0 0
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1.4 pateczka G(-) 2/40 0 0 1 1

1.5 paleczka G(+) 4/40 1 2 1 0

1.7 pateczka G(+) 2/40 2 0 0 0

1.8 ziarniak G(+) 1/40 1 0 0 0

1.9 pateczka G(-) 3/40 1 0 1 1

11.10 pateczka G(-) 2/40 1 0 0 1
11.11 pateczka G(-) 2/40 1 0 0 1
1.1 pateczka G(+) 2/40 1 0 1 0
1.2 paleczka G(+) 7140 4 2 1 0
1.5 pateczka G(+) 1/40 1 0 0 0
1.7 pateczka G(+) 1/40 0 0 1 0
111.8 pateczka G(+) 3/40 2 0 1 0
1.9 pateczka G(+) 1/40 0 1 0 0
.11 ziarniak G(+) 2/40 1 1 0 0
.12 | pateczka G(+) 1/40 0 1 0 0
1113 | pateczka G(+) 6/40 3 2 1 0
.14 | pateczka G(+) 28/40 5 18 4 1
11115 | pateczka G(+) 3/40 2 1 0 0
111.16 ziarniak G(+) 1/40 1 0 0 0
suma 24/40 47 37 24 6

liczba szczepow producentow 18 10 12 6

Zréodlo: opracowanie whasne.

W tescie dyfuzyjnym wykonano 1600 interakcji w uktadzie bakteria-bakteria, w kto-
rym zaobserwowano zaledwie 114 (7,2%) przypadkow inhibicji wzrostu testowanych
izolatow bakteryjnych pochodzacych z probek wdd torfowych. Antybakteryjna aktywno$é
posiadato 24 z 40 izolatow bakteryjnych (60%), w tym 18 szczepow (75%) wzgledem
przynajmniej dwoch testowanych szczepow bakteryjnych (p < 0,02). Za najbardziej
wrazliwe uznano 4 szczepy (10%): IIL5 vs 16; 1117 vs 10; 1I1.3 vs 7 1 III.15 vs 7, za
najmniej wrazliwe za$§ 5 szczepdw (12.5%): 1.9; 11.4; 119 III.1 1 II1.12 vs 1. W teScie
inhibicyjnym szczep II1.5 wykazywal zr6znicowany stopien wrazliwosci na potencjalne
bioaktywne zwigzki pochodzenia bakteryjnego. Wzrost tego szczepu byt hamowany
w stopniu odpowiednio silnym i bardzo silnym (>9,0 mm inhibicja wzrostu) przez
10 izolatow/ producentow bioaktywnych zwiazkoéw, umiarkowanym (>5,0-9,0 mm) przez
3 szczepy bakteryjne i stabym (<5,0 mm) przez 3 szczepy. Duza wrazliwo$¢ wzgledem
7 szczepow producentow bioaktywnych zwigzkow wykazywat izolat I11.3. Inhibicja wzrostu
tego szczepu byta powodowana odpowiednio w stopniu umiarkowanym przez 3 szczepy
bakteryjne i silnym przez 4 szczepy. Wzrost dwdch pozostatych szczepow I11.7 1 111.15,
mimo wrazliwos$ci wobec odpowiednio 10 i 7 izolatow/producentow, byt w 71-80% sto-
sunkowo stabo hamowany przez szczepy bakteryjne pochodzace z wod torfowych. Ponadto
testem mediany w aktywno$ci biologicznej producentéw (n = 24) wykazano duzy udziat
izolatow z aktywnoscig inhibicyjng na poziomie stabym (1,0-5,0 mm, 75% szczepow)
i silnym (9,1-20,0 mm, 50% szczepow) (Chi"2 AVOVA =9,6; df = 3, p <0,05).

Spektrum aktywnosci antybakteryjnej producentow wzgledem testowanych bakterii
byt zréznicowany (Chi*2 AVOVA p = 0,016). Aktywno$¢ przeciwbakteryjng wzgledem
przynajmniej 5 szczepoéw bakteryjnych wykazywaty 4 izolaty (1.7 vs 32, I11.14 vs. 28,
11.2 vs 7, I11.13 vs 6). Pozostate szczepy posiadaty aktywnos¢ antybakteryjng odpowiednio:
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2 wzgledem 4 szczepdw (5,0%), 3 wzgledem 3 szczepow (7,5%), 9 wzgledem 2 szczepow
(22,5%) oraz 6 wzgledem 1 szczepu (15%). Generalnie, izolaty z wod torfowych powodo-
waly inhibicje wzrostu bakterii testowych najczeéciej w stopniu stabym (>1,0-5,0 mm)
i umiarkowanych (>5,0-9,0 mm), odpowiednio w 41% i 32,5% przypadkoéw. W tescie
dyfuzyjnym 40% izolatow nie wykazato zadnej aktywnosci inhibicyjnej wzgledem testo-
wanych szczepow, a wzrost 6 znich (VIL5, 7, 8, 10,1 VIIL.13, 14) nie byl hamowany przez
zaden z nich.

Wykazano korelacje na poziomie istotnosci statystycznej w biologicznej aktywnosci
producentow w zaleznosci od cech morfologicznych i fizjologicznych (Chi"2 AVOVA
Kruskala-Walisa H(1) = 5,3; n = 100, p < 0,02), gdzie najczesciej pateczki gramdodatnie
posiadaly jakakolwiek biologiczng aktywno$¢ wzgledem wszystkich testowanych bakterii.
Na tej podstawie uszeregowano szczepy bakteryjne w kolejnosci od szerokiego do
waskiego spektrum aktywnosci inhibicyjnej: 1.7 (32 z 40) > 111.14 (28 z 40) > 1I1.2 (7
z40) > 111.13 (6 z40) > 11.5i 1.11 (4 z 40) > 11.9, 111.15i 111.8 (3 z 40) (Chi*2 AVOVA
Kruskala-Walisa H(4) = 9,7; n = 81, p < 0,05). Wigkszo$¢ z nich (7 z 9), z wyjatkiem
szczepow 11.9 i I11.8 nalezato do grupy pateczek gramdodatnich. Dwa pozostale szczepy
intensywnie produkowaty pigmenty odpowiednio granatowo-fioletowy (I11.9) 1 zotto-po-
maranczowy (II1.8). Ponadto izolaty 1.7 i1 II1.14 wykazywaty bardzo szerokie spektrum
aktywnosci przeciwbakteryjnej zarowno wzgledem bakterii gramdodatnich i gramujem-
nych, niezaleznie od mikromorfologii komorek. Stopien aktywnosci przeciwbakteryjnej
obu tych szczepow/producentow byt stosunkowo zrdznicowany; z przewaga umiarkowa-
nego i bardzo silnego efektu inhibicji wzrostu testowanych izolatow bakteryjnych, odpo-
wiednio 23 z 28 dla szczepu 111.14 i 18 z 32 dla szczepu 1.7.

Pozostate szczepy bakteryjne z aktywno$cig wzgledem 3-7 szczepdw posiadaty jedynie
waskie spektrum dziatania wobec pateczek gramdodatnich. Przy czym wiekszo$¢ z nich
(5 z7), zwyjatkiem izolatow I1.5 1 I1.9, ogdlnie stabo hamowalo wzrost bakterii testowych.
Generalnie, zaden z tych szczepoéw z bioaktywnos$cia nie powodowat wlasnej inhibicji
wzrostu, co moze sugerowac udziat innych zwiazkow biotycznych niz pigmenty i/lub
autoinduktory/efektory QS uczestniczacych w oddziatywaniach miedzy drobnoustrojami.

Ponadto, wsrod srodowiskowych izolatow bakteryjnych wykazano obecno$¢ szczepow
z bioaktywnoscia wzgledem przynajmniej 2 szczepoéw w ukladzie oddziatywan z efek-
tem inhibicji wzrostu od stopnia silnego az po staby (Chi*2 AVOVA Kruskala-Walisa
H(4)=15,0; n=93, p<0,005). W takim uktadzie oddzialywan zaszeregowano 16 z 40
szczepOw w nastepujacej kolejnosei: 1.8, 11.4, 9, 101 11 (ér. stref inhibicji: 14,0-19,0 mm)
>1.1,7,9oraz 1.5 1 111.2, 11, 14 ($r. stref inhibicji: 5,3-6,8 mm) > 111.8, 13, 15 oraz 1.7
(8r. stref inhibicji: 3,0-4,5 mm). Mimo stosunkowo wysokiej aktywno$¢ przeciwbakte-
ryjnej szczepdéw 1.8, 11.4, 9, 10 1 11, ich dziatanie ograniczalo si¢ jedynie wzgledem nie-
licznych pateczek gramdodatnich. Umiarkowany stopien inhibicji wzrostu bakterii testo-
wych, zarowno gramdodatnich, jak i gramujemnych, zaobserwowano jedynie u szczepow
1.7 i [11.14. Pozostale szczepy posiadaly waskie spektrum aktywnosci przeciwbakteryjne;j
w stopniu umiarkowanym (1.1, 1.5, TI1.2 i 11) lub stabym (1.11, 1.7 i 111.8, 13, 15).

3.3. Profil fenotypowy i filogeneza szczepow bakteryjnych

Izolaty z wod torfowych, ktore powodowaly inhibicje wzrostu wzgledem przynaj-
mnigj trzech szczepdw bakteryjnych w dyfuzyjnym tescie oddzialywan antagonistycznych
scharakteryzowano genetycznie (rys. 2) oraz fenotypowo na podstawie wybranych cech
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biochemicznych i aktywnoS$ci enzymatycznej przy uzyciu zestawdw diagnostycznych
systemu API (rys. 3 i 4). Blizsza analiza filogenetyczna izolatow bakteryjnych o aktywnosci
przeciwbakteryjnej wykazata przynaleznos¢ szczepdw do dwoch typow, gtownie Bacillota
(syn. Firmicutes) i w mniejszym stopniu Pseudomonadota (daw. Proteobacteria), klasy
B-Proteobacteria (rys. 2).

Pseudomonadota Chromobacterium violaceum
H—Cthromobacterium vaccinii

1.9
8L Chromobacterium subtsugae

.15
190 L cohnella phaseoli
i 97 Paenibacillus taichungensis
98 { 111

o2 | Paenibacillus pabuli
[Paenibacillus tundrae
Paenibacillus amylolyticus
Sporosarcina koreensis

Bacillota

100 Sporosarcina saromensis
1.8
95! Sporosarcina luteola
|-[Lysinibacillus fusiformis

1.2
97L Lysinibacillus sphaericus

100 100

1.5 grupa
5 ; ’ ; .
Bacillus pumilus Bacillus pumilus
100 Bacillus amyloliquefaciens
00| Bacillus velezensis grupa
7911.14 Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus mycoides

Bacillus cereus grupa
Bacillus wiedmannii Bacillus cereus
.13

Bacillus thuringiensis

Skala: 0.1

Rysunek 2. Drzewo filogenetyczne szczepéw bakteryjnych izolowanych z wéd torfowych ,,Zurawie Bagno”.
Objasnienie: wartosci wsparcia kladow (bootstrap) wyzsze od 75 zostaty umieszczone przy wezlach. Skala
drzewa zostata podana w liczbie substytucji na pozycje przyréwnania. Numery dostepowe sekwencji
16SrDNA znajdujacych si¢ w bazie GenBank zostaly umieszczone w tekscie [opracowanie wlasne]

Na podstawie analizy sekwencji 16S rDNA taksondéw w bazie SILVA okreslono
stopien zgodnosci genetycznej izolatow srodowiskowych. W obrebie Bacillota (dawniej
Firmicutes) uzyskano nastepujace rejestry; 1.7 zblizony w 99,92% do Bacillus cereus
(GenBank KF831382), 111.13 w 99,92% do B. wiedmannii (GenBank KU198626) (oba
izolaty z grupy B. cereus), 111.14 w 99,79-100% do B. amyloliquefaciens (GenBank
CP006058)/subtilis (GenBank EU825670), I11.2 w 98,58-99,12% do Lysinibacillus
forminis (GenBank AB167226)/ sphaericus (GenBank KY312813) (oba izolaty spokrew-
nione genetycznie z grupa B. subtilis) oraz z grupy B. pumilus: 1.5 w 99,9% do B. pumilus
(GenBank CP000813). Pozostate szczepy zgrupowano w Paenibacillacea z rodzajami
Paenibacillus (1.11 w 99,74% do P. tundrae) i Cohnella (111.15 w 99,08% do C. phaeseoli)
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oraz w Caryophanaceae z rodzajem Sporosarcina (111.8 w 98,42-99,92% do S. saro-
mensis (GenBank AB243859)/luteola (GenBank KF254736). W grupie 8-Proteobacteria,
aktywnos¢ przeciwbakteryjna w tescie oddziatywan antagonistycznych wykazano jedynie
dla gramujemnej pateczki, szczepu I1.9 zidentyfikowanego jako Chromobacterium sub-
tsugae (w 99,9% zgodnosci z C. subtsugae, GenBank AY344056).

Silng inhibicj¢ wzrostu pateczek gramdodatnich powodowat izolat z rodzaju Chromo-
bacterium (IL9). Wsrdod szczepdéw bakteryjnych o umiarkowanej aktywnosci przeciw-
bakteryjnej zidentyfikowano gramdodatnie laseczki z grup: B. cereus (1.7), B. subtilis
(11.21 111.14) oraz B. pumilus (IL.5). Pozostate szczepy: P. tundrae (1.11), S. saromensis/
luteola (111.8), B. wiedmannii (111.13) i C. phaeseoli (III.15) cechowata wzgledna staba
aktywnos$¢ inhibicyjna wobec szczepow testowych.

Wymienione izolaty byly zdolne wzrasta¢ w ptynnej pozywce bulionowej (pH 7,2)
w dos¢ szerokich zakresach temperatur inkubacji od 10-18°C do 35-45°C (rys. 3).

Charakterystyka

il L7 L1 Ls mwo m2 ms i3 14 LIS
Wyglad kolonii na agarze odzywezym po okresie inkubacji 72h w temp. 25°C
kolor bialy z6hto-brazowy  mleczno-bialy granatowo- kremowy bezowy bialy jasno bialy kremowy,
fioletowy
SpducaEn) | 3y 2,0-40 1.0-2,0 1.0-3.0 1.0-3.0 1.0-20 1,0-2,0 20-40 1,0-3,0
ksztatt okragly okragly, okragly,
nieregulamy.  okragly, plaski,  nieregularny, S okragly, wypukly ~_ O<2gl nieregularny, nieregularny, b
plaski, sl:?rstkk 51uzo]\\".vz etadko- Plzsll?, gladko- ‘“‘i‘;‘f&:}’_‘zeg brtzilgk re;g'ulaxr?g “‘i‘;ﬁ‘fa'[:;’“g plaski, s;(?rs!kx; pl(“kli s:zlorstkli x:‘gﬁ:“ﬂ‘; ;{:;i’
suchy, Gniacy, _ Lmiaey,  CE  shadko-liniaey, ki _ suchy,  matowy, shuzowy, ik
nieprzezroczysty — nieprzezroczysty — nieprzezroczysty = nieprzezroczyste, nieprzezroczysty nieprzezroczysty
Mikromorfologia komérki

barw. met. Grama | paleczka G(+) paleczka G(+) paleczka G(+)  paleczka G(-) paleczka G(+)  ziarniak G(+) pateczka G(+) pafeczka G(+)  pateczka G(+)
i 3 z + + + =

obecnos¢ spor + +

Wazrost w bulionie
odzywezym w

10-35 10-40 10-45 18 -40 18-35 18-40 10-45 18-45 18-35
zakresach
[°C]
Wzrost w bulionie
odzywezym z
dodatkiem NaCl 0,0-0,5 0,0-0,5 0,0-10,0 0,0-1,0 0,0-7,0 0,0-7,0 0,0-0,5 0,0-7,0 0,0-0.5
[%] w temp. 25°C
‘Wzrost na
podiozu R2A agar &
w zakresach pHL| 50-9,0 50-8,0 5,0-9,0 50-9,0 6,0-9,0 6.0-9,0 50-9,0 50-8.0 6,0-9.0
w temp. 25°C

Wazrost na
podiozu agarze
odzywezymw | 5,0-9,0 50-8,0 50-9,0 50-9,0 0,6-8,0 6,0-9,0 5,0-9,0 4,0-80 6,0-8,0

+ - )

katalaza
oksydaza

+ + + + + + + + +
+ = + + = + + + +

Rysunek 3. Cechy morfologiczne i fizjologiczne izolatow bakteryjnych z wod torfowych: 1.7 (Bacillus sp.),
1111 (Paenibacillus tundrae.), 11.5 (B. pumilus), 11.9 (Chromobacterium subtsugae), 111.2 (Lysinibacillus
forminis/sphaericus), 111.8 (Sporosarcina saromensis/ luteola), 111.13 (B. wiedmannii), 111.14
(B. amyloliquefaciens), 111.15 (Cohnella phaseoli). Objasnienie: (+), staba reakcja; +, reakcja pozytywna/
wzrost; -, reakcja negatywna/ brak wzrostu [opracowanie wiasne]

Ponad potowe szczepow (5 z 9) zaliczono do grupy mezofili z zakresem wzrostu
w temp. od 18°C do 40°C i optimum temp. 25-35°C, a wsrod nich szczepy z rodzaju
Bacillus (I11.14) z tolerancja na wyzsza temperaturg inkubacji, 45°C. Pozostale 4 szczepy
bakteryjne tj. Paenibacillus spp. (1.11) oraz Bacillus spp. z grup B.cereus (1.7, 111.13)
i B. pumilus (I1.5) wykazywaly cechy psychrotolerancyjnosci, zdolne do wzrostu nawet
w temp. <10°C. Potowa szczepow preferowata jedynie niskie stezenie soli NaCl (0,5%)
w bulionie odzywczym, z wyjatkiem szczepow I11.2, 8, 14 (<7,0% NaCl) i I1.5 (<10,0%
NaCl). Wszystkie izolaty posiadaly zdolno$¢ do wzrostu w dos¢ szerokich zakresach pH
(5,0-9,0) na statych pozywkach AO i R2A. Zaliczono je do grupy bakterii obojetnolubnych
z tolerancjg na nizsze warto$ci H+ jako acidotolerancyjne. Ponadto u 77% szczepow wy-

70



Antagonizm hodowalnych bakterii izolowanych z wéd torfowych (,, Zurawie Bagno”, lubuskie)

kazano aktywno$¢ katalazy 1 oksydazy, izolaty 1.11 1 II1.2 byly jedynie katalazododatnie.
Profil biochemiczno-enzymatyczny 9 izolatow byt zréznicowany. Na podstawie wybra-
nych cech biochemicznych w testach paskowych API wykazano, ze ponad potowa szczepdw
(5 z 9) wykorzystywata wiele r6znych zwigzkéw wegla w warunkach zarowno tleno-
wych i beztlenowych. Pozostate szczepy (1112, 8, 14, 15) utylizowaly zwiazki wegla
w warunkach tlenowych (rys. 4).

Charakterystyka izolatow L7 L11 IL5 I1.9 III.2 MO8 1MmLi3 IILl4 IIL.15

Produkcia:
Acetylmetylokarbinol + = + - - = + + +
Indol

Aktywnosé enzymow:

Esteraza - - + +
Ureaza

Redukcja azotandéw
Deaminaza (NH4t)
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Rysunek 4. Cechy fenotypowe izolatow z wod torfowych: 1.7 (Bacillus sp.), 11.11 (P. tundrae), 11.5 (B. pumilus),

11.9 (C. subtsugae), 111.2 (L. forminis/sphaericus), 111.8 (S. saromensis/luteola), 111.13 (B. wiedmannii), 111.14

(B. amyloliquefaciens), 111.15 (C. phaseoli). Objasnienie: (+), staba reakcja pozytywna; +, reakcja pozytywna,
-, reakcja negatywna; T, tlenowiec; F/AN, fakultatywny beztlenowiec [opracowanie wiasne]

Najlepszymi zrédtami wegla i energii dla niemalze wszystkich izolatow (ok. 88%,
8z 9) byly 1,0% D-glukoza, D-fruktoza, D-ryboza, D-trehaloza, D-maltoza i/lub glicerol.
Podobnie, niemalze wszystkie szczepy, z wyjatkiem szczepu I11.8 hydrolizowaly przy-
najmniej jeden rodzaj biopolimeru. W testach biochemicznych stwierdzono u 7 z 9 szcze-
pow aktywnos¢ proteolityczna, u 6 aktywno$¢ amylolityczng, z czego 2 byly jedynie
zdolne do rozktadu skrobi, oraz u 4 aktywnos$¢ lipolityczna z rozktadem Tween 40 i/lub
80. Zrédtem biogennego azotu dla tych szczepéw byly zwiazki organiczne z przemian
aminokwas6w 1/lub mocznika. Okoto 67% szczepow, 6 z 9 (1.7, 11, 119, 1IL.8, 13 i 14)
posiadato zdolno$¢ redukcji azotanéw do azotyndw, a zaledwie 2 szczepy: Paenibacillus sp.
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(1.12) C. subtsugae (IL.9) do pozyskiwania fosforu ze zrodet nieorganicznych tj. Caz(POs)s.
Najbardziej aktywne biochemicznie i enzymatycznie byly szczepy z rodzajow: Paeni-
bacillus, Cohnella oraz Bacillus, w tym gatunki B. amyloliquefaciens, B. pumilus i B. sp.
z grupy B. cereus. Okoto 55% szczepdw, gtdownie z rodzaju Bacillus posiadato zdolnosé
do produkgji acetoiny (acetylometylokarbinolu) w tescie VP i tylko 1 szczep, Paenibacillus
spp. (I.11) wytwarzat indol z tryptofanu. Stosunkowg stabg aktywno$¢ biochemiczno-
enzymatyczng w testach APl wykazywaly szczepy zidentyfikowane do rodzajow
Lysinibacillus (111.2) i Sporosarcina (I11.8).

4. Dyskusja

Zjawisko antybiotykoopornos$ci patogendw jest powaznym problemem w sektorze
zdrowia publicznego na calym §wiecie i moze ono stanowic¢ zagrozenie dla zdrowia, a nawet
zycia cztowieka. Wbrew pozorom, zjawisko to moze rowniez przynosi¢ ogromne straty
w gospodarce, w szczegdlnosci w sektorze rolniczym, w tym hodowli zwierzat gospo-
darskich. Gtéwng przyczyne tego zjawiska upatruje si¢ w powszechnym, nadmiernym
i czgsto nieuzasadnionym uzyciu chemioterapeutykéw w profilaktyce i leczeniu ludzi
i zZwierzat. Zwiazki te oraz ich metabolity rowniez kragzg w Srodowisku i dlatego mozna
je wykry¢ w probkach pobieranych nawet w odlegtych zakatkach $wiata i miejscach od
ludzkich siedzib [1]. Niestety, stata ich obecnos¢ w srodowisku czgsto prowadzi do na-
ruszenia struktury zbiorowosci mikrobiologicznej réznych ekosystemow, w ktérych
w drodze selekcji i zmiennosci genetycznej mikroorganizmow przewazaé beda szczepy
oporne na antybiotyki i inne $rodki przeciwdrobnoustrojowe, w tym takze dezynfekcyjne
1 konserwujagce. Glownym mechanizmem powstawania takich wielolekoopornych szcze-
pow bakteryjnych jest horyzontalny transfer no$nikéw genetycznych powszechnie wy-
stgpujacy u prokariotdw i zapewniajagcy im przetrwanie w niekorzystnych do Zzycia
srodowiskach [1, 3, 5]. Miejscami z szybko postepujaca selekcja bakterii opornych na
srodki przeciwbakteryjne sa przede wszystkim osrodki zdrowia publicznego, w szczeg6l-
nosci placowki szpitalne. Z racji stosowania antybiotykoterapii i rezimu sanitarnego wyz-
szego poziomu, w takich miejscach ksztaltuje si¢ swoisty profil mikrobiomu z dominacja
szczepow wielolekoopornych odpowiedzialnych za zakazenia wewnatrzszpitalne i wysoki
wskaznik umieralnosci hospitalizowanych pacjentéw [32-35].

Tworzenie nowych czynnikow antybakteryjnych i ich implementacja w sektorze far-
maceutycznym stato si¢ jednym z priorytetowych zadan w zakresie zdrowia publicznego
na calym $wiecie. Alternatywnym dziataniem jest poszukiwanie naturalnych produktéw
pochodzenia mikrobiologicznego w réznych srodowiskach i organizmach zywych (roslin,
zwierzat, w tym cztowieka). Cennym zrodtem zwigzkdéw o aktywnosci biologicznej moga
by¢ bakterie, ktore ze wzgledu na powszechne wystepowanie w réznych srodowiskach
1 ogromng réznorodnos$¢ sg szczegodlnym obiektem zainteresowan naukowcoéw, w tym
mikrobiologow, chemikow i biotechnologéw. Od momentu odkrycia w latach 40.
ubieglego wieku streptomycyny wytwarzanej przez Streptomyces griseus, nieprzerwanie
trwaja poszukiwania w srodowisku nowych szczepow bakteryjnych, z potencjalng apli-
kacyjnoscia w medycynie, rolnictwie i biotechnologii (m.in. w kosmetologii, przemysle
spozywczym, ochronie srodowiska czy inzynierii biomaterialowej) [24]. Bakterie moga
wytwarza¢ w roznych szlakach metabolicznych liczne zr6znicowane pod wzgledem
chemicznym naturalne produkty. Wérdd z nich zidentyfikowano bioaktywne zwiazki,
nalezace do takich grup jak: (i) poliketydy, PK obejmujace m.in. makrolidy, zwiazki
aromatyczne, polieny, barwniki np. ciemnofioletowy antybiotyk klostrubiny wytwarzany
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przez Clostridium beijerinckii, (ii) peptydy szlaku nierybosomalnej syntezy (tzw. NRP,
ang. Non-Rybosomal Peptides) obejmujace m.in. liniowe i cykliczne peptydy z unikato-
wymi motywami, (iii) metabolity pochodzenia poliketydowo-peptydowego, obejmujace
m.in. czerwong prodygiozyne, antybiotyki i biocyny tj. altiomycyng, albicydyne czy
reutericykliny, oraz (iv) peptydy szlaku rybosomalnej syntezy i post-translacyjnej mody-
fikacji, gtéwnie bakteriocyny o obiecujgcym potencjale terapeutycznym. Wigkszos¢
Z nich, gloéwnie poliketydy oraz peptydy szlakow syntezy rybosomalne;j i nierybosomalne;,
posiada szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, m.in. wzgledem bakterii gramujem-
nych i gramdodatnich, w tym klinicznych szczepow wielolekoopornych tj. karbapenemo-
opornych pateczek z rodziny Enterobacteriaceae, metycylinoopornych i vankomycyno-
opornych szczepdéw S. aureus, wankomycynoopornych ziarniakoéw Enterococcus sp.,
penicylinoopornych paciorkowcow Streptococcus pneumoniae, czy szczepow z rodzaju
Mycobacterium odpowiedzialnych za gruzlicg i mykobakteriozy u ludzi. Peptydy i pepty-
dopodobne metabolity majg zatem szerokie zastosowanie m.in. w medycynie, weterynarii,
rolnictwie 1 biotechnologii. Co ciekawe produkcja takich zwigzkdéw nie jest jedynie
domeng bakterii glebowych tj. promieniowcow i myksobakterii [12, 36-38], ale rtowniez
bakterii oportunistycznych i patogennych z rodzajéw Xanthomonas, Nocardia, Pseudo-
monas, Staphylococcus, Streptococcus, Burkholderia czy z rzedu Enterobacteriales
(m.in. Serratia sp., Yersinia sp.) [39].

Jedng ze strategii pozyskiwania cennych metabolitow bakteryjnych jest izolacja i de-
tekcja potencjalnych producentow ze srodowiska. W naszych badaniach wykazalismy,
ze wody torfowe, mimo specyficznych parametrow fizykochemicznych charaktery-
stycznych dla torfowisk (niskie pH, ograniczona dostgpno$¢ biogennych pierwiastkow,
stabe natlenienie), moga by¢ doskonalym zrédlem szczepdéw bakteryjnych, w tym
producentow zwigzkow bioaktywnych. Liczebnos¢ bakterii w probkach wod torfowych
pochodzacych z torfowiska ,,Zurawie Bagno” w wojewo6dztwie lubuskim, wynosita rzedu
102-10%cfu-ml w zaleznosci od pH i Zyznos$ci pozywek uzytych w metodach hodowla-
nych. To stosunkowo niska liczebno$¢ w odroznieniu do innych srodowisk wodnych,
w ktorych notuje si¢ duzo wyzsza liczbe bakterii 10%-10°%fu-mlt [40, 41]. Niemniej
W naszych badaniach wzrost izolatow z waod torfowych byl bardziej preferowany na
podiozach R2A o niskiej zawarto$ci substancji odzywczych i odczynie neutralnym, anizeli
na rekomendowanym w badaniach naukowych agarze odzywczym. Ponadto, modyfikacja
pozywek R2A czy AO w zakresie odczynu zblizonego do warto$ci pH w naturalnym
srodowisku bytowania tych izolatow, niekoniecznie musi zapewni¢ dogodne warunki
wzrostu i rozwoju rodzimych gatunkéw w warunkach laboratoryjnych oraz odzwierciedla¢
rzeczywisty stan liczebnosci dajgcych si¢ hodowac bakterii, w tym acidofilow i acido-
tolerancyjnych w $rodowisku. Dodatkowo, pasazowanie szczepow z podioza R2A na
AO nie miato negatywnego wplywu na zywotnos¢ szczepoéw bakteryjnych izolowanych
z wod torfowych, co umozliwito ich hodowle na standardowych pozywkach diagno-
stycznych w warunkach laboratoryjnych i prowadzenie dalszych badan. W biezacych
badaniach mimo matej liczebnosci bakterii w wodach torfowych, z podtoza R2A wyizo-
lowano 40 szczepow bakteryjnych z wyrdznieniem 11-17 typéw kolonii, uwzgledniajac
teksture, powierzchnie, kolor, wielko$¢, ksztalt, zarys brzegu, zmiany wokot kolonii
i ewentualnie inne specyficzne cechy morfologiczne kolonii. Na og6t kolonie bakteryjne
byly transparentne, ptaskie, cielistego koloru lub bezbarwne, okragte lub soczewkowate
0 nieregularnym brzegu.
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Wigkszg uwage zwracaly kolonie pigmentowe (biale, czerwone, pomaranczowe,
kremowe, zotte, zO6tto-brazowe, granatowo-fioletowe) swiadczace, ze te izolaty moga
by¢ zrodtem réznych metabolitow wtérnych o znaczeniu biotechnologicznym. W testach
oddziatywan antagonistycznych zdecydowana wigkszo$¢ izolatow wytwarzajacych barw-
niki (24 z 40, 60%) posiadata aktywno$¢ inhibicyjng wzgledem szczepdw bakteryjnych,
gramdodatnich i ewentualnie gramujemnych. Na 1600 interakcji bakteria-bakteria w me-
todzie dyfuzyjnym otrzymano 114 wynikéw z inhibicjg wzrostu $rodowiskowych szczepow
bakteryjnych. Poziom tej inhibicji byt dos¢ zréznicowany, przy czym w 27% przy-
padkow wykazano silny lub bardzo silny efekt hamowania wzrostu bakterii testowych
ze $rednig dtugosci stref >9,0 mm i 32% umiarkowany w zakresie >5,0-9,0 mm. Co jest
obiecujace w pozyskiwaniu z naturalnych srodowisk, m.in. z cennych ekologicznie tor-
fowisk, unikatowych szczepoéw bakteryjnych z potencjatem biotechnologicznym, w tym
wytwarzajacych czynniki antybakteryjne. W naszych badaniach aktywnos$¢ inhibicyjng
wykazywato 20 izolatow gramdodatnich (77%) i zaledwie 6 izolatow gramujemnych
(23%), przy czym najliczniejsza grupe stanowily bakterie zakwalifikowane do typu
Bacillota. Wsr6d nich najlepsza aktywnos$¢ antybakteryjng wzglgdem przynajmniej
trzech szczepow bakteryjnych posiadaty izolaty z rzedu Caryophanales z trzech rodzin,
w tym Bacillaceae z rodzajem Bacillus (45% wszystkich izolatow), Paenibacillaceae
z rodzajami Paenibacillus i Cohnella oraz Caryophanaceae z rodzajami Lysinibacillus
i Sporosarcina. W badaniach tych stwierdzono najczestsza aktywnos¢ przeciwbakteryjng
wérod laseczek gramdodatnich, w szczegdlnosci z rodzaju Bacillus i blisko spokrew-
nione z nimi pateczki z rodzaju Lysinibacillus. W obrebie rodzaju Bacillus najliczniej
reprezentowane byly szczepy z grup B. cereus sensu lato, B. pumilus i B. subtilis. Co nie
jest zaskoczeniem, gdyz szczepy te podobnie, jak inne znane Srodowiskowe bakterie,
takie jak aktinobakterie, myksobakterie czy liczne gatunki z rodzaju Pseudomonas sp.
wystepuja powszechnie w roznych srodowiskach i mogg syntetyzowac réznorodne klasy
zwigzkdéw chemicznych o aktywnosci biologicznej, w tym liczne enzymy (chitynazy,
amylazy, proteazy, lipazy, celulazy, ksylanazy, inulinazy, p-endoglukanazy, nitrogenazy)
oraz szereg antybiotykoéw i zwigzkow antybiotykopodobnych m.in. bakteriocyny, lanty-
biotyki [37, 38, 42-47]. Bakterie te posiadajg bardzo réznorodny metabolizm z mozli-
woscig wytwarzania zarowno antymikrobiologicznych niskoczasteczkowych metabolitow
pierwotnych np. nienasycone kwasy ttuszczowe, alkohole, ketony, kwasy organiczne,
aldehydy, aromatyczne weglowodory, jak i szereg wielkoczgsteczkowych wtornych meta-
bolitow. Te ostatnie mogg by¢ reprezentowane przez poliketydy oraz peptydy powstajace
w szlakach syntezy rybosomalnej i nierybosomalnej [42, 48]. Co czyni, ze szczepy te
posiadajg ogromny potencjat biotechnologiczny m.in. w ochronie §rodowiska w biore-
mediacji skazen i utylizacji metali, rolnictwie w ochronie roslin w produkcji stymula-
torow wzrostu i rozwoju roslin, biopestycydow, insektycydow 1 herbicydoéw, czy w sektorze
farmaceutycznym w produkcji antybiotykéw o szerokim spektrum aktywnos$ci wobec
bakterii gramdodatnich i gramujemnych oraz grzybow patogennych [42, 44, 45, 47, 48].

W obrebie paleczek gramujemnych z kolei najlepsza aktywnos$¢ wykazywaly szczepy
z B-Proteobacteria z rodzaju Chromobacterium (IL.9, 10, 11) (11% wszystkich izolatow),
ktore powodowaly inhibicjg wzrostu 2 lub 3 szczepoéw bakteryjnych w stopniu silnym/
bardzo silnym lub ewentualnie stabym. Te saprofityczne, kosmopolityczne chromobakterie,
nalezace do rzedu Neisseriales, wytwarzajg liczne enzymy (lipazy, esterazy, peptydazy,
amylazy, chitynazy) uczestniczace w rozktadzie wielkoczasteczkowych zwiazkow orga-
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nicznych, w tym biopolimeréw oraz czynniki wirulencji o aktywnosci cytolitycznej m.in.
hemolizyny. Sg one réwniez zrodtem wtdrnych metabolitow, takich jak polihydroksy-
alkoniandw, barwnikéw i antybiotykéw (aerocyjanidyny, aecrokawiny) oraz czynnikéw
QS [49, 50]. Najwickszym zainteresowaniem cieszg si¢ jednak ich naturalne barwniki
z grupy benzopiroli (pochodnych indolu), gléwnie ciemnogranatowa wiolaceina i deoksy-
wiolaceina o wielofunkcyjnych aktywnosciach biologicznych. W licznych badaniach udo-
wodniono aktywnos¢ tych zwigzkow jako czynnikow przeciwbakteryjnych hamujacych
wzrost wickszosci bakterii gramdodatnich tj. Bacillus sp., Micrococcus sp., Staphylo-
coccus sp., w tym szczepow metycylinoopornych oraz Mycobacterium sp., a takze
nielicznych bakterii gramujemnych z klasy Proteobacteria, m.in. z rodzajow Neisseria,
Pseudomonas czy Yersinia [51, 52].

Pozostate izolaty z wod torfowych powodowaly w réznym stopniu nieznaczaca
inhibicjg wzrostu 1 ewentualnie 2 szczepow bakteryjnych, wsrod ktorych zidentyfikowano
pomaranczowo-pigmentowe ziarniaki gramdodatnie z rodzaju Rhodococcus, liczne
pateczki gramdodatnie z rodzaju Paenibacillus oraz ciemnobrazowo-pigmentowe paleczki
gramujemne z rodzaju Paraburkholderia przedstawicieli B-Proteobacteria z rodziny
Burkholderiaceae (dane wtasne niepublikowane). Generalnie, ponad potowa izolatow
zwod torfowych posiadata aktywno$¢ przeciwbakteryjna (24 z 40, 60%), co moze
wskazywaé na powszechno$¢ wystepowania szczepéw w srodowiskach zdolnych do
produkcji czynnikdéw przeciwmikrobiologicznych. Dziatanie takich zwiazkow zostato
udokumentowane w licznych badaniach, argumentujacych ich ekologiczng role w zapew-
nieniu producentom tych zwiazkow przewagi konkurencyjnej w ekosystemach i tym
samym przetrwanie w siedlisku ich bytowania. Przyjmuje si¢, ze takie mikrobiologiczne
metabolity sag wykorzystywane m.in. w antagonistycznych i symbiotycznych relacjach
miedzykomorkowych jako czynniki dziatajace odpowiednio statycznie/bojczo lub sty-
mulujaco na komorki w uktadach biocenotycznych (mikroorganizm-mikroorganizm,
mikroorganizm-makroorganizm). Moga one zatem pehié¢ funkcje defensywne przed
mikrodrapieznikami lub ofensywne w kolonizacji habitatow, co tez wyjasnia powszech-
nos¢ wystepowania w $rodowisku przyrodniczym zjawiska antybiozy [47, 48, 53].
W licznych przypadkach takie metabolity petnig funkcje regulacyjne i fizjologiczne na
poziomie komoérkowym oraz jako autoinduktory/ efektory w komunikacji migdzykomor-
kowej. Te ostatnie wptywaja na zjawiska behawioralne, ktore towarzysza w swoistych
cyklach rozwojowych u niektorych bakterii, formutowaniu biofilmu mikrobiologicznego,
przechodzeniu aktywnie metabolicznie komoérek wegetatywnych w stan VBNC (ang.
Viable But NonCulturable, zywotne, ale niedajace si¢ hodowac) [12, 47].

Utworzona kolekcja izolatéw z wod torfowych jest bardzo cennym nabytkiem o nie-
ocenionej wartosci naukowej, a dalsze badania pozwola w niedalekiej przysztosci wytoni¢
naturalne produkty o przydatnosci biotechnologicznej. Kontynuacja badan bedzie dalsza
charakterystyka szczepow pochodzacych z torfowiska pod katem izolacji i detekcji
wtornych metabolitow oraz aplikacyjnosci tych szczepow w ochronie zdrowia i sSrodowiska.

5. Whnioski

W biezacych badaniach udowodniono, ze wody torfowe moga by¢ bogatym zroédtem
szczepOw bakteryjnych z unikatowymi wlasciwosciami biologicznymi. Ponad potowa
izolatow z wod torfowych (60%) w tescie dyfuzyjnym wykazywata aktywno$¢ inhibicyjna
wzgledem 34 (85%) poddanych badaniom bakterii gramdodatnich i gramujemnych. Sto-
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pien tej aktywnosci byt zréznicowany, jednak w 30 przypadkach interakcji ujawniono
silny efekt antagonizmu w ukladzie bakteria-bakteria. Najliczniejszymi producentami
czynnikoéw hamujacych wzrost szczepdw bakteryjnych stanowity laseczki gramododatnie
z Typu Bacillota, gtéwnie z rodziny Bacillaceae, obejmujace grupy sensu lato: B. cereus,
B. subtilis i B. pumilus (45% wszystkich izolatow). Szczepy te rowniez odpowiadaly za
70% 1 80% inhibicj¢ wzrostu izolatoéw z wdd torfowych. Wsrod pateczek gramujemnych
umiarkowang aktywno$¢ przeciwbakteryjng wykazywaty szczepy C. subtsugae z rodziny
Chromobacteriaceae (11% izolatow).
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Antagonizm hodowalnych bakterii izolowanych z wod torfowych (,,Zurawie
Bagno”, lubuskie)

Streszczenie

Zjawisko antybiotykoopornosci patogendéw jest powszechnym globalnym problem w sektorze zdrowia pub-
licznego. Stale i nieracjonalne stosowanie antybiotykéw w medycynie, weterynarii i rolnictwie moze skutkowac
niepowodzeniami terapeutycznymi i przynosi¢ ogromne straty w gospodarce. Wyzwaniem stato si¢ poszuki-
wanie nowych, alternatywnych czynnikoéw o potencjale terapeutycznym. Jedna ze strategii jest eksploracja
srodowisk w pozyskiwaniu naturalnych produktéw pochodzenia mikrobiologicznego i ich producentow.
W naszych badaniach z wéd torfowych wyizolowano metodami hodowlanymi czterdziesci szczepow bakte-
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ryjnych, z czego 60% posiadato aktywnos$¢ inhibicyjna wzgledem bakterii gramdodatnich i gramujemnych.
Potencjalng bioaktywnos¢ izolatow okre§lano w bezposrednim tescie oddziatywan antagonistycznych w me-
todach dyfuzyjnych na podlozu AO. Dla dziewigciu izolatdéw wykazujacych przeciwbakteryjng aktywnosé
wzgledem przynajmniej 3 szczepow przeprowadzono identyfikacje genetyczna i fenotypowa. Najliczniejsza
grupa bakterii z aktywno$cig antybakteryjng stanowily izolaty zaklasyfikowane do Typow Bacillota (syn.
Firmicutes), obejmujace trzy rodziny: Bacillaceae (45%), Paenibacillaceae i Caryophanaceae oraz w mniej-
szym stopniu S-Proteobacteria z rzedu Neisseriales, w szczegdlnosci gramujemne pateczki z rodzaju Chro-
mobacterium (11%). Szczepy Bacillus sp. z grupy B. cereus i B. amyloliquefaciens z grupy B. subtilis
powodowaly najczgéciej inhibicj¢ wzrostu innych bakterii (70-80%). Mimo matej liczebnoséci hodowalnych
bakterii w wodach torfowych (102-108 cfu-ml?), ekosystem wod torfowych moze by¢ doskonatym zrodtem
cennych szczepow bakteryjnych o potencjale biotechnologicznym, wytwarzajacych metabolity przeciwbakteryjne.
Stowa kluczowe: antagonizm bakteryjny, wody torfowe, test dyfuzyjny

Antagonism of culturable bacteria isolated from peat water (" Zurawie Bagno",
lubuskie)

Abstract

The phenomenon of antibiotic resistance of pathogens presents a significant problem in the global public
health sector. The increasing and often irrational use of antibiotics (in both human and veterinary medicine
and in agriculture) can result in therapeutic failures and economic losses. These problems have led to the search
for new, alternative agents with therapeutic potential. One avenue of inquiry involves environmental explo-
rations to identify natural microbial products and their producers. In our research, 40 bacterial strains were
isolated from peat water using culture-base methods. Of these, 60% showed inhibitory activity against
grampositive and gramnegative bacteria. The potential bioactivity of the isolates was determined in a direct
test of antagonistic interactions using diffusion methods in AO mediums. Genetic and phenotypic identifi-
cations were determined for nine isolates that exhibited antibacterial activity against at least three strains.
Bacterial isolates with the most antagonistic activity were classified as Bacillota (syn. Firmicutes), including
three families: Bacillaceae (45%), Paenibacillaceae, and Caryophanaceae, and also, to a lesser extent, beta-
Proteobacteria from the Neisseriales order, especially gramnegative rods of the genus Chromobacterium
(11%). The strains of Bacillus sp. From the B. cereus group and B. amyloliquefaciens from the B. subtilis group
inhibited the growth of other bacteria most frequently (70-80%). Despite the low number of culturable
bacteria in peat water (102-10° cfu-ml), the peatland ecosystem could be an excellent source of valuable
bacterial strains with biotechnological potential for producing antibacterial metabolites.

Keywords: bacterial antagonism, peat water, diffusion test
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Wplyw wybranych pozywek hodowlanych
na proliferacje bydlecych komorek satelitarnych in vitro

1. Wstep

Komorki satelitarne zostaly po raz pierwszy opisane w 1961 roku przez dwoch
niezaleznych badaczy — Alexandra Mauro i Bernarda Katza — ktorzy zaobserwowali je
pomigdzy sarkolemma a blong podstawng wtokna migsniowego, badajac migsnie zaby
i szczura [1, 2]. Komorki satelitarne Stanowig rezerwuar mig$niowych komoérek macie-
rzystych u dorostych osobnikéw i w warunkach homeostazy organizmu sg nieaktywne
mitotycznie, znajdujgc sie w tzw. fazie u$pienia (ang. quiescent state) —w fazie Go cyklu
komorkowego. Pod wptywem np. uszkodzenia mig¢énia w warunkach in vivo, komorki
satelitarne aktywujg sie, intensywnie proliferuja, aby finalnie przejs¢ wszystkie etapy
miogenezy zakonczone uformowaniem wiokna migéniowego. Liczba rezydujacych ko-
morek satelitarnych zalezy od takich czynnikow jak wiek, gatunek czy rodzaj widkna
migsniowego [3-5]. Komorki satelitarne migéni to heterogenna populacja komorek, na
ktorg sktadajg sie zarowno komorki macierzyste, jak i progenitorowe, a ich los determi-
nowany jest gtdéwnie przez czynniki mikrosrodowiskowe oraz profil ekspresji okreslonych
genow zaangazowanych w miogenezg [6]. Identyfikacja komorek satelitarnych jest mozliwa
dzigki markerom, ktére mozemy podzieli¢ na czynniki transkrypcyjne jak Pax3, Pax7
i MRF — miogeniczne czynniki regulatorowe (ang. myogenic regulator factors) oraz
blonowe jak m-kadheryna, nestyna, syndekan - 3 i - 4 [4]. Warto podkresli¢, ze wigkszo$¢
markerow nie jest specyficznych tylko dla komorek satelitarnych i sa rowniez obecne
w Kkolejnych stadiach miogenezy oraz wyrazane przez inne typy komorek. Nieaktywne
mitotycznie komorki satelitarne wyrazaja ekspresje genu Pax7, a w wyniku ich aktywacji
nastepuje wzrost ekspresji genow Myf5 i MyoD, ktére zaangazowane sg w poczagtkowy
etap miogenezy. Wraz z réznicowaniem si¢ mioblastow (aktywowanych komorek sateli-
tarnych) wzrasta ekspresja genow Myf6 i MyoG, a komorki roznicujg w miocyty, ktore
nastgpnie ulegaja fuzji i tworza widokno migsniowe. Geny Myf5, MyoD, Myf6 i MyoG
nalezg do rodziny MRF [4]. Pierwotne linie komorkowe komorek satelitarnych stanowig
podstawe w badaniach nad poczatkowymi etapami procesu miogenezy, bedacego kluczo-
wym procesem zardwno w zyciu prenatalnym — podczas formowania si¢ migéni, jak
i postnatalnym — podczas regeneracji uszkodzonych migsni szkieletowych. W warunkach
in vivo zrgb dla komorek satelitarnych stanowia fibroblasty — komorki tkanki tacznej
0 duzych zdolnosciach wydzielniczych oraz pre-adipocyty — prekursory komorek thuszcezo-
wych, ktorych obecno$é jest kluczowa podczas roznicowania si¢ komoérek migsniowych
[7]- Rola fibroblastow jest utrzymanie integralnosci strukturalnej tkanek oraz wytwa-
rzanie czynnikow wzrostu (jak FGF, ang. fibroblast growth factor) oraz sktadnikow

1 karolina.zygmunt@iz.edu.pl, Zaklad Biologii Molekularej Zwierzat, Instytut Zootechniki PIB, ul. Krakowska
1, 32-083 Balice k. Krakowa.
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macierzy zewnatrzkoméorkowej (ECM, ang. extracellular matrix) — kolagenu, fibro-
nektyny, proteoglikanéw czy lamininy [8,9]. Badania dowodza, ze kolagen typu V i VI
zaangazowany jest w utrzymanie puli komérek satelitarnych, co kluczowe jest w procesie
regeneracji miesni szkieletowych [10]. Tworzenie macierzy zewnatrzkomorkowej wspie-
rane jest rowniez przez fibroadipogenne komorki progenitorowe (FAP, ang. fibroadipo-
genic progenitor cells), ktore majg zdolnos$¢ roznicowania si¢ w fibroblasty i komorki
thuszczowe [11].

Celem niniejszej pracy byto pordwnanie komercyjnie dostepnych pozywek hodowla-
nych, ktére mogg znalez¢ zastosowanie w hodowli bydlecych komorek satelitarnych.
Brak komercyjnie dostepnych pozywek hodowlanych przeznaczonych do hodowli bydle-
cych komérek satelitarnych stwarza potrzebe selekcji i optymalizacji dostgpnych podiozy
hodowlanych przeznaczonych do hodowli innego typu komorek. Glownym kryterium
wyboru wiasciwej pozywki jest zapewnienie wysokiego tempa proliferacji komorkom,
przy zachowaniu profilu ekspresji genéw charakterystycznych dla poczatkowych etapow
miogenezy. Etap proliferacji wspomagany przez czynniki o dzialaniu mitogennym jest
Kluczowym elementem procesu miogenezy. Do badan wybrano trzy typy mediow
komercyjnych: HSkMC Growth Medium (Cell Applications, Inc.), StemFlex™ Medium
(Thermo Fisher Scientific) oraz MesenPRO RS™ Medium (Thermo Fisher Scientific) —
przeznaczone odpowiednio do hodowli ludzkich komoérek satelitarnych, pluripotencjal-
nych komorek macierzystych oraz mezenchymalnych komoérek macierzystych.

2. Materialy i metody

2.1. Izolacja komérek satelitarnych

Komorki satelitarne zostaty pozyskane na drodze trawienia enzymatycznego tkanki
migsniowej gatunku Bos taurus, przy pomocy kolagenazy 11 (2 mg (500 u) /ml; 2-3 ml
na g tkanki; Gibco) w sterylnym 1 X stezonym buforze PBS (ang. phospate buffered
salline) o pH 7,2 z dodatkiem 4% ptodowej surowicy cielecej — FBS (ang. fetal bovine
serum) przez okres ok. 2 h, w temperaturze 37°C, delikatnie wytrzasajac. Nastepnie uzy-
skany nadsacz przemyto w buforze PBS i przefiltrowano przez 70 um nylonowa siatke.
Komorki wysiano na szalki hodowlane pokryte cienkg warstwa 0,1% zelatyny (rozpusz-
czonej w wodzie), w pozywce DMEM (Thermo Fisher Scientific) z dodatkiem 20% FBS
(Thermo Fisher Scientific) i zestawem antybiotykéw 1x Primocin (InVivogen).

2.2. Pomiar tempa proliferacji bydlecych komorek satelitarnych

Komoérki satelitarne (pasaz 8) zostaty wysiane na 96-dotkowej ptytce hodowlane;j,
w gestosci 3500 komdrek na dotek, pokrytych cienkg warstwg 0,1% zelatyny, w pozywce
DMEM z 20% zawartoscig FBS 1 zestawem antybiotykow 1x Primocin. Kazda badana
grupa sktadata si¢ z dziesigciu powtdrzen. Po uptywie 24 h gestos¢ komorek zostata
oszacowana przy uzyciu fluometrycznego testu CellTiterBlue (Promega). Sporzadzono
roztwor CellTiterBlue wedtug protokotu producenta, dodano do badanych dotkéw z ko-
morkami i przeprowadzono inkubacj¢ przez 1 h, w warunkach 5% CO; i w temperaturze
37°C. Przed doswiadczeniem przeprowadzono optymalizacj¢ czasu inkubacji komorek
satelitarnych w roztworze CellTiterBlue. Intensywnos$¢ fluorescencji mierzono przy dhu-
gosci fali wzbudzenia 535 nm i emisji 595 nm, przy zastosowaniu czytnika ptytek
PlateReader AF2200 (Eppendorf). Po pomiarze pozywke zmieniono na docelowa po-
zywke badana, w zaleznosci od grupy — MesenPRO RS™ Medium (Thermo Fisher
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Scientific), StemFlex™ Medium (Thermo Fisher Scientific) lub HSkMC Growth Medium
(Cell Applications, Inc.). Nastepnie liczb¢ komorek oszacowano stosujac fluorymetryczny
test CellTiterBlue w trzecim, pigtym, siddmym i dziesigtym dniu hodowli w testowanych
pozywkach. Jednoczesnie prowadzono przyzyciowe obserwacje mikroskopowe.

2.3. Wyliczanie wspélczynnika proliferacji
Wspodlezynnik proliferacji obliczono wedtug wzoru:

Wy ="/, 1)

gdzie: Wp— wspolezynnik proliferacii, xy — pomiar gestosci komorek testem Cell TiterBlue w trzecim, pigtym,
siddmym lub dziesiatym dniu hodowli w badanej pozywce, xo — pomiar gestosci komorek testem Cell TiterBlue
przed hodowla w badanej pozywce.

2.4. Analiza ekspresji genow zaangazowanych w proces miogenezy

Komorki satelitarne (pasaz 8) zostaly wysiane na 35 mm szalkach hodowlanych
pokrytych cienka warstwa 0,1% zelatyny, w gestosci 70 000 komorek na naczynie,
w pozywce DMEM z 20% dodatkiem FBS i zestawem antybiotykéw 1x Primocin.
Kazda badana grupa sktadata si¢ z trzech powtorzen. Po 24 h pozywka zostata zmieniona
na MesenPRO RS™ Medium (Thermo Fisher Scientific), StemFlex™ Medium (Thermo
Fisher Scientific) lub HSkMC Growth Medium (Cell Applications, Inc.). Po uptywie
5 dni komorki zostaly zebrane, a RNA wyizolowano kitem PureLink RNA Mini Kit,
wedtug protokotu producenta (Thermo Fisher Scientific). St¢zenie wyizolowanego RNA
zostato zmierzone przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop2000C (Thermo Fisher Scien-
tific), a integralno$¢ RNA zostata sprawdzona elektroforetycznie na 1,5% zelu agarozowym.
Odwrotna transkrypcja zostala przeprowadzona kitem High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Thermo Fisher Scientific). Przed przystapieniem do analizy, we wszyst-
kich testowanych roztworach wyréwnano st¢zenia RNA woda wolng od RNaz. Metodg
gPCR zastosowano celem okreslenia wzglednej ekspresji genu zaangazowanego w proces
miogenezy — Pax7 oraz gendéw z rodziny miogenicznych czynnikow regulatorowych —
MRF (ang. myogenic regulator factors) — Myf5, MyoD, Myf6 i MyoG. Ekspresj¢ nor-
malizowano w odniesieniu do genéw RPL27 i OAZ1. Sekwencje primerow zostaty zapro-
jektowane w programie Primer3Web (v. 4.1.0, https://primer3.ut.ee/) i wyprodukowane
przez firm¢ Genomed (Polska)(Tabela 1). Analiza ekspresji badanych genow zostata
przeprowadzona z uzyciem kitu HS-PCR Mix SYBR, wedlug protokotu producenta
(A&A Biotechnology) i QuantStudio 7 Pro System (Thermo Fisher Scientific).

Tabela 1. Sekwencje primerow badanych genéw

Gen/Primer Sekwencja Dlugos¢ produktu
Pax7 Forward 5> AAGCGGACAAGAAGGAGGAG 3’ 114
Pax7 Reverse 5’ CGGGTTCTGACTCCACATCT 3’
Myf5 Forward 5> TGCTTAGGGAACAGGTGGAA 3’ 135
Myf5 Reverse 5> AACTGCTGCTCTTTCTGGAC 3’
MyoD Forward 5> AACACTACAGCGGCGACT 3 122
MyoD Reverse 5 GTAGTAAGTGCGGTCGTAGC 3’
Myf6 Forward 5’ CCCTTCAGCTACAGACCCAA 3’ 118

83



Karolina Zygmunt, Wojciech Witarski, Katarzyna Piorkowska

Myf6 Reverse 5> CCTTGGCAGTTATCACGAGC 3’
MyoG Forward 5> TCCAGTACATAGAGCGCCTG 3’ 121
MyoG Reverse 5’ CTATGGGAGCTGCATTCACTG 3°
RPL27 Forward 5’ATAATCACCTCATGCCCACAA 3’ 206
RPL27 Reverse 5’CATGACCTTTGCCTCTCGTC 3’

OAZ1 Forward 5° TTCGCCAGAGAGAAGGAAGG 3’ 143
OAZ1 Reverse 5> GGACCCAGGTTACTACAGCA 3’

Zrodtlo: opracowanie wlasne.

2.5. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna uzyskanych wynikdéw zostata przeprowadzona w programie Sta-
tistica (StatSoft, v.13). Rozktad normalny zostat zbadany testem Shapiro-Wilka. Analizy
zostaly przeprowadzone w oparciu o jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA).

3. Wyniki

W trzecim, siodmym i dziesigtym dniu eksperymentu istotnie wyzszy wspotczynnik
proliferacji komorek satelitarnych wykazywaty komorki hodowane w HSKMC Growth
Medium (p < 0,05). W pigtym dniu nie wykazano statystycznie istotnych réznic po-
migdzy badanymi grupami. W dziesigtym dniu eksperymentu istotnie nizszy wspotczyn-
nik proliferacji obserwowany byt w grupie hodowanej w MesenPRO RS™ Medium
(p <0,05) (rys. 1).

7 -

OMesenPRO RS™ Medium
DOHSKMC Medium
3 — O StemFlex™ Medium

wspolczynnik proliferacji
-

3 dzien 5 dzien 7 dziefi 10 dzieq

Rysunek 1. Poréwnanie tempa proliferacji bydlecych komorek satelitarnych utrzymywanych w mediach
MesenPRO RS™ Medium, StemFlex™ Medium lub HSKMC Growth Medium, w trzecim, pigtym, siodmym
i dziesiatym dniu hodowli; * - warto$ci $rednie r6znig sa istotne statystycznie (p<0.05); zrodto: opracowanie
wlasne

Analiza ekspresji gendw zaangazowanych w proces miogenezy nie wykazala staty-
stycznie istotnych réznic we wzglednej ekspresji genu Pax7 pomiedzy komoérkami
hodowanymi w badanych pozywkach. Istotnie wyzszy poziom wzglednej ekspresji genu
Myf5 zaobserwowano dla komorek inkubowanych w MesenPRO RS™ Medium
(p < 0,05). Istotnie wyzszy poziom wzglednej ekspresji genu MyoD zaobserwowano dla
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komorek inkubowanych w StemFlex™ Medium i MesenPRO RS™ Medium (p < 0,05).
Istotnie wyzszy poziom wzglednej ekspresji genu Myf6 zaobserwowano dla komorek
utrzymywanych w MesenPRO RS™ Medium, w poréwnaniu do komérek inkubowanych
w HSKMC Medium (p < 0,05). Nie wykazano statystycznie istotnych r6znic we wzglednej
ekspresji genu MyoG pomiedzy komoérkami hodowanymi w badanych pozywkach (rys. 2).
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Rysunek 2. Poziom wzglednej ekspresji gendw zaangazowanych w proces miogenezy bydlecych komoérek
satelitarnych hodowanych w pozywkach MesenPRO RS™ Medium, StemFlex™ Medium lub HSKMC
Growth Medium; * — warto$ci $rednie roznig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05); Zrodto: opracowanie wiasne

4. Dyskusja

Kluczowym aspektem wydajnej hodowli komoérkowej jest dostarczenie odpowiednich
sktadnikéw pozywki hodowlanej, ktore sa niezbedne do zachowania zywotno$ci komorek
i ich proliferacji. Fuzja mioblastow w miotuby zalezy od stopnia proliferacji komorek
satelitarnych, dlatego zapewnienie odpowiednich warunkéw wspierajacych proliferacje
jest istotnym elementem badania poczatkowych etapow miogenezy in vitro. Celem naszych
badan byto porownanie wplywu komercyjnie dostepnych pozywek hodowlanych —
MesenPRO RS™ Medium, StemFlex™ Medium (Thermo Fisher Scientific) oraz HSkMC
Growth Medium (Cell Applications, Inc.) na tempo proliferacji bydlgcych komorek
satelitarnych.

Przeprowadzona analiza wykazata, ze statystycznie istotnie wyzszy wspotczynnik
proliferacji w trzecim, sibdmym i dziesigtym dniu hodowli obserwowany byt w grupie
utrzymywanej w HSkMC Growth Medium przeznaczonym do hodowli ludzkich komoérek
satelitarnych. Pozywka ta z powodzeniem byta stosowana w hodowli ludzkich komdrek
satelitarnych w badaniach nad wptywem czynnika transkrypcyjnego RBPJ na patoge-
nez¢ migsniakomiesaka prazkowanokomorkowego czy w opracowaniu modeli myszy
transgenicznych do badan wplywu lekow antysensownych w dystrofii migsniowej
Duchenne'a [12, 13]. Na postawie otrzymanych wynikow, mozna sugerowac, ze HSkMC
Growth Medium, moze z powodzeniem znalez¢ zastosowanie rowniez w hodowli
bydlecych komorek satelitarnych.

Na poczatkowym etapie procesu miogenezy obserwowana jest zwigkszona ekspresja
gendw z rodziny Pax (ang. Paired box protein) — gtéwnie genu Pax7 [5]. Ekspresja Pax7
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ulega wyciszeniu wraz z postepem aktywacji komorek satelitarnych i odpowiada za
utrzymanie ich puli w fazie Go cyklu komérkowego. Ekspresja genéw Myf 5 i MyoD,
ktora jest obserwowana na poczatkowym etapie miogenezy, wzrasta pod wptywem genow
z rodziny Pax — Pax7 i Pax3 [14, 15]. Wraz z postgpem proliferacji mioblasty ulegaja
fuzji w miocyty, a nastepnie miotuby. Na tym etapie silnie wyrazany jest gen Myf6,
ktorego poziom transkryptu zalezny jest od genow Myf5 i MyoD, a na koncowym etapie
réznicowania eksprymowana jest miogenina (MyoG) [16].

W przeprowadzonej analizie poziomy wzglednej ekspresji genéw Myf5 i MyoD byty
istotnie wyzsze w grupie utrzymywanej w medium MesenPRO RS™, co mogloby suge-
rowaé, ze badana pozywka przeznaczona do hodowli mezenchymalnych komérek macie-
rzystych (MSC, ang. mesenchymal stem cells), w hodowli bydlecych komorek satelitarnych
zapewniata wzorzec ekspresji charakterystyczny dla poczatkowych etapéw miogenezy.
MSC sa multipotencjalnymi komoérkami macierzystymi, ktorych gtéwnym zrodtem jest
szpik kostny i frakcja naczyniowa zr¢bu tkanki thuszczowej, a utrzymywanie ich w odpo-
wiednich warunkach in vitro pozwala na réznicowanie ich w kierunku réznych linii
komoérkowych (glownie w kierunku adipocytéw, chondrocytow, osteocytow, ale i komorek
mig$niowych) [17]. Medium MesenPRO RS™ utrzymuje potencjat mezenchymalnych
komorek macierzystych do roznicowania si¢ w komorki pochodzenia mezodermalnego.
Na etapie zycia zarodkowego migsnie szkieletowe powstaja z mezodermy przyosiowe;j,
dzielacej si¢ na somity: brzuszny — z ktérego powstaje sklerotom, tworzacy nastgpnie
kosci zeber, krggostupa i chrzastke oraz grzbietowy — z ktorego powstaje dermomiotom,
tworzacy nastgpnie skorg oraz miesnie szkieletowe [18]. Z kolei przeprowadzone badania
pozwolity potwierdzi¢ role MSC w regeneracji tkanki migsniowej oraz w aktywacji r6z-
nicowania miogenicznego komorek satelitarnych [19, 20]. Wykazano, ze brak obecnosci
MSC przyczyniat si¢ do zmniejszenia zdolnosci ekspansji migsniowych komorek sateli-
tarnych, co skutkowato uposledzona zdolnoscia regeneracji uszkodzonych widkien migénio-
wych [21]. Co ciekawe, Kim i wsp. (2021) w swoich badaniach dowiedli, ze komorki
satelitarne wraz z pasazowaniem tracg swoje cechy, nabywajac wlasciwosci komorek
mezenchymalnych — gtéwnie zdolnosci do wywolywania odpowiedzi przeciwzapalnej
przeciwko makrofagom poprzez czynnik wzrostu hepatocytoéw — HGF (ang. hepatocyte
growth factor) i prostagladyne — PGE2 [22].

Cechg charakterystyczng zastosowanego Medium MesenPRO RS™ jest zredukowana
zawarto$¢ surowicy (2%), co przektada si¢ na zmniejszone tempo proliferacji, jednak
pozwala rowniez na utrzymanie komoérek w poczatkowym etapie miogenezy. Zreduko-
wana zawartos¢ surowicy, rekompensowana dodatkiem czynnikéw mitogennych zapewnia
wigksza stabilno$¢ warunkow hodowli niz suplementowanie surowicg na poziomie
10-20%. Surowica bogata w sktadniki macierzy zewnatrzkomoérkowej, hormony czy
czynniki wzrostu jest waznym komponentem pozywki w adhezji do podtoza i wzrostu
komorek adherentnych. Nasze badania pokazaly, ze na tle innych komponentéw takich
jak poziom glukozy czy dodatek czynnika mitogennego, surowica ma istotnie wyzszy
wplyw na tempo proliferacji bydlecych komorek satelitarnych [23].

Zastosowanie StemFlex™ Medium, przeznaczonego do hodowli pluripotencjalnych
komorek macierzystych, nie przyniosto oczekiwanych rezultatow. Komorki satelitarne
nie wykazywaly zwigkszonego tempa proliferacji, a otrzymane wyniki wzglednej ekspresji
genow nie daty jednoznacznej odpowiedzi, co do poziomu rdéznicowania si¢ komorek
satelitarnych.
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5. Whnioski

W rutynowej hodowli bydlecych komorek satelitarnych moga znalez¢ zastosowanie
HSKkMC Growth Medium oraz Medium MesenPRO RS™. Zastosowanie HSKMC
Growth Medium zapewnia szybkie tempo proliferacji komorek, z rownoczesng nizsza
ekspresja genow MyoD i Myf6. Z kolei, zastosowanie Medium MesenPRO RS™ wiaze
si¢ z nizszym tempem proliferacji oraz wyzszg ekspresja genu Myf5 zaanagazowanego
w poczatkowy etap miogenezy.

Podzi¢kowania
Badania finansowane ze $rodkow NCN Miniatura 5 (2021/05/X/NZ9/01365).
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Wplyw wybranych pozywek hodowlanych na proliferacje bydlecych komérek
satelitarnych in vitro

Streszczenie

Komorki satelitarne mig$ni bedace prekursorami migsni szkieletowych, zaangazowane sg w proces miogenezy,
gdzie kluczowym etapem jest proliferacja, wspierana przez czynniki o dziataniu mitogennym. Celem pracy
bylo poréwnanie tempa proliferacji komorek utrzymywanych w komercyjnie dostepnych mediach hodow-
lanych — MesenPRO RS™ Medium, StemFlex™ Medium (Thermo Scientific), HSKMC Growth Medium
(Cell Applications). Przeprowadzono pomiar przyrostu liczby proliferujacych komorek w trzecim, piatym,
siodmym i dziesiatym dniu hodowli, bazujac na tescie zywotnosci CellTiterBlue (Promega). Ponadto, okreslono
wzgledng ekspresje genow kluczowych dla procesu miogenezy — Pax7 i gendw z rodziny MRF (Myogenic
Regulator Factor) metoda qRT-PCR w piatym dniu. Statystycznie wyzszy wspotczynnik proliferacji ko-
morek satelitarnych w trzecim, sibddmym i dziesigtym dniu zaobserwowano w grupie utrzymywanej w HSkKMC
Growth Medium (p < 0,05). Analiza ekspresji genow wykazata, ze komorki utrzymywane w medium
MesenPRO RS™ wykazywaly statystycznie wyzszy poziom wzglgdnej ekspresji genow Myf5, MyoD i Myf6
(p<0,05). HSKMC Growth Medium zapewnia szybkie tempo proliferacji komorek, z rownoczesng nizsza
ekspresja genow MyoD i Myf6. Z kolei, zastosowanie Medium MesenPRO RS™ wigze si¢ z nizszym tempem
proliferacji oraz wyzszg ekspresja genu Myf5 zaanagazowanego w poczatkowy etap miogenezy.

Stowa kluczowe: proliferacja, komorki satelitarne, media hodowlane, miogeneza

Influence of the selected culture media on the proliferation of bovine satellite cells
in vitro

Abstract

Muscle satellite cells, being the precursors of skeletal muscle, are involved in myogenesis, where the crucial
stage is proliferation, supported by mitogenic factors. The aim of the study was to compare the proliferation
rate of cells maintained in commercially available cell culture media — MesenPRO RS™ Medium,
StemFlex™ Medium (Thermo Scientific), HSkMC Growth Medium (Cell Applications). The increase in the
number of proliferating cells was measured on the third, fifth, seventh and tenth day of culture, based on the
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CellTiterBlue (Promega) viability assay. In addition, on the fifth day, the relative expression of key genes
for the myogenesis process — Pax7 and genes from the MRF (Myogenic Regulator Factor) family were
determined by qRT-PC. A statistically higher rate of satellite cell proliferation on the third, seventh and tenth
day was observed in the group maintained in HSKMC Growth Medium (p < 0.05). Gene expression analysis
indicated that cells cultured in MesenPRO RS™ medium showed a statistically higher relative expression
level of the Myf5, MyoD and Myf6 genes (p < 0.05). HSKMC Growth Medium provides a higher rate of
proliferation, with simultaneous lower expression of MyoD and Myf6 genes. In turn, the use of Medium
MesenPRO RS™ s associated with a lower rate of proliferation and higher expression of Myf5 gene involved
in the early stage of myogenesis.

Keywords: proliferation, satellite cells, culture media, myogenesis
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Wplyw bakterii cyklu siarkowego oraz materii ilastej
na powstawanie zelazowych faz siarczkowych

1. Wprowadzenie

Siarczki sg jednymi z najpowszechniej wystepujacych faz mineralnych w warunkach
anoksycznych [1]. W zaleznosci od dostepnosci kationéw metali w srodowisku, powstajg
siarczki, np. Fe, Cu, Pb, Zn [2, 3]. W naturalnych srodowiskach bogatych w jony Zelaza(Il)
(rzeki, jeziora, osady glebokomorskie) najczgsciej stwierdzanym mineratem siarczkowym
jest piryt (disiarczek zelaza — FeS,), ktorego obecnos¢ zaobserwowano juz w protero-
zoicznych skatach osadowych [3]. Geneza tego mineralu nie zostata jednak do konca
poznana, szczegolnie jezeli chodzi o jego wystepowanie w srodowiskach sedymenta-
cyjnych. Wspoélczesna wiedza dotyczaca mozliwych mechanizméw powstawania pirytu
1jego prekursoréw oparta jest przede wszystkim na wynikach badan laboratoryjnych. Te
jednak dostarczaja niejednoznacznych informacji z uwagi na trudnosci prowadzenia ekspe-
rymentalnej syntezy. Dotyczg one glownie zachowania warunkow stricte beztlenowych,
matej ilosci powstajgcego materialu osadowego oraz otrzymania w produktach niewielkich
rozmiaréw krystalitow (co utrudnia identyfikacje mineraldw). Jedna z hipotez powsta-
wania pirytu, brana pod uwage przez licznych badaczy jest tzw. szlak polisiarczkowy,
ktory wyjasnia mechanizm tworzenia pirytu w $rodowiskach niskotemperaturowych [4-8].
Zgodnie z jego zalozeniami prekursorami pirytu sa poczatkowo amorficzne monosiarczki
zelaza (1), ktorych struktura moze ulec uporzadkowaniu do zblizonej mackinawitowi
(FeS). W wyniku wieloetapowych przeobrazen moze dochodzi¢ do przeksztatcenia macki-
nawitu w magnetyczny greigit (FesSs), a koncowo w piryt [4]. Warunkiem niezb¢dnym
do zaistnienia takich reakcji jest obecno$¢ czynnika utleniajacego, np. w postaci polisiar-
czkow badz siarki zerowalentnej (réwnania 1-3) [5, 6]. Potwierdzeniem mozliwosci
powstawania pirytu zgodnie z zaloZeniami teorii szlaku polisiarczkowego sg piryty
Z jadrami o charakterze magnetycznym odnajdowane w osadach [5, 7, §].

FeS +S2~ — FeS, + Sn2Z, 1
3FeS + S0 - FesS, )
FesS, + 25° —> 3FeS, 3)

We wspotczesnych srodowiskach morskich gtownym Zrodtem jonow S? do reakcji
tworzenia siarczkow zelaza sg produkty bakteryjnej redukcji siarczanow. Stad jedng
Z bardziej dyskutowanych na tfamach literatury kwestii jest wptyw mikroorganizméw na
proces powstawania mineralow siarczkowych.

1 k tetfejer@student.uw.edu.pl, Studenckie Koto Naukowe ,, Ametyst” G.E.M., Wydziat Geologii, Uniwersytet
Warszawski, www.geo.uw.edu.pl.

2 arozek@uw.edu.pl, Katedra Geochemii, Mineralogii i Petrologii, Wydzial Geologii, Uniwersytet Warszawski.
8 a.czamecka6@uw.edu.pl, Katedra Geologii Ztozowej i Gospodarczej, Wydzial Geologii, Uniwersytet
Warszawski.
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Z punktu widzenia biogenezy siarczkowych faz mineralnych, najwazniejszym pro-
cesem przeprowadzanym przez grupg¢ mikroorganizmow sulfidogennych jest proces
oddychania siarczanowego. Przebieg tego procesu mozna opisa¢ rownaniem 4 [9]:

SO2~ + 2CH,0 — H,S + 2HCO3 4)

Mikroorganizmy redukujace siarczany (MRS) jako skutek uboczny metabolizmu
dostarczajg do $rodowiska jony S%, ktore nastepnie mogg reagowac z kationami metali
M?* tworzgc trudno rozpuszczalne sole. Struktura takiego precypitatu moze ulec w czasie
uporzadkowaniu, co prowadzi do tworzenia mineralow. Doniesienia literaturowe po-
twierdzajg udzial reduktordéw siarczandw w powstawaniu siarczkow, takich pierwiastkow
jak m.in. zelazo [9, 10], miedz [11, 12], cynk [13] oraz Sb, Bi, Co, Cd, Pb, Ni [14].

Poza bezposrednimi produktami reakcji dysymilacyjnej redukcji siarczandéw, istot-
nym wydaje si¢ takze uwolnienie do srodowiska innych metabolitow bakteryjnych, np.
zwigzkoéw egzopolimerycznych (EPS, ang. extracellular polymeric substances). Tworza
one swoisty matriks, ktory w potaczeniu z komorkami bakteryjnymi przypomina strukture
biofilmu. Struktura ta moze mie¢ posta¢ plastra miodu, w ktoérego ,,oczkach” tworzg si¢
mikronisze stanowigce matryce do zarodkowania mineraléw. Biomasa bakteryjna takze
moze stanowi¢ donor miejsc zarodkowania siarczkéw metali. Ma to zwigzek z budowa
komorki bakteryjnej. Na jej zewnetrznej powierzchni znajdujg si¢ grupy funkcyjne
0 tadunku ujemnym, np. COOH-, OH-, ktére moga stanowi¢ miejsca wigzania dodatnio
natadowanych jonow. Jony Fe?* zwigzane na powierzchni komorki bakteryjnej moga
w wyniku reakcji z siarkowodorem, powstajacym jako produkt metaboliczny MRS,
tworzy¢ odpowiednie siarczki metali.

Niektore doniesienia literaturowe wskazuja jednak, Zze obecnos¢ mikroorganizméw
w $srodowisku moze wplywa¢ hamujaco na mozliwo$¢ krystalizacji siarczkowych faz
mineralnych [15-18]. Adsorpcja polimerow pochodzenia organicznego moze ostabia¢
zdolno$¢ agregacji klastrow zelazowo-siarczkowych (sktadajacych si¢ z koloidalnych
nanoczastek FeS i amorficznego FeS), odgrywajacych istotng role w procesie krystali-
zacji pirytu. W konsekwencji wiaze si¢ to z obnizeniem trwalo$ci i reaktywnosci po-
wstajacych faz.

Analiza danych literaturowych dotyczaca wptywu mikroorganizméw na powstawanie
siarczkow zelaza wytania dwie najbardziej prawdopodobne hipotezy:

e fazy siarczkowe powstaja na drodze chemiczno-fizycznych procesow, a udziat mikro-
organizmow polega jedynie na dostarczeniu jondw siarczkowych do reakcji nukleacji
faz mineralnych [3, 19];

¢ mikroorganizmy moga wplywac na kinetyke powstawania, zdolnos¢ agregacji i roz-
miar powstajacych faz mineralnych. Obecno$¢ czynnika biotycznego nie tylko sprzyja
sorbowaniu kationow metali niezbednych do reakcji ale rdwniez bezposrednio
modyfikuje srodowisko fizyczno-chemiczne i stwarza miejsca nukleacji krysztatow
[5, 6, 20].

Z uwagi na przestanki o biogenezie zelazowych faz siarczkowych coraz czgéciej
W badaniach eksperymentalnych dotyczacych syntezy tych faz uwzglednia si¢ takze udziat
mikroorganizméw w tym procesie.

Kolejnym czynnikiem mogacym mie¢ wplyw na powstawanie zelazowych faz siarcz-
kowych przy udziale mikroorganizméw jest rodzaj dennego osadu mineralnego, ktory
moze stanowi¢ matryce krystalizacyjna dla wymienionych siarczkéw. Nalezy jednak
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zauwazy¢, ze w srodowisku naturalnym mineralne osady denne mogg stanowi¢ dodat-
kowe zrodto jonow zelaza. Jednym z powszechnie wystgpujacych mineraldow w osadach
srodowisk jeziornych jest illit (KogsAly2(Alo.e5Siz35010)(OH2)) [21], ktory wraz z minera-
fami z grupy montmorillonitu-smektytu, glaukonitem i szamozytem tworzy w takich $ro-
dowiskach osady ilaste o zielonym zabarwieniu. Barwa osadow wynika z podstawien/
obecnosci jonow zelaza w strukturze mineratow. W strukturze illitu jony zelaza (I1I) moga
by¢ redukowane do jonow zelaza (I1) wowczas gdy osad jest wilgotny, co w konsekwencji
zwigksza fadunek warstw 1 moze skutkowa¢ wigzaniem pierwiastkOw w przestrzeniach
miedzywarstwowych [21]. Aby kontrolowac ilo$¢ jonow zelazowych w prowadzonych
badaniach eksperymentalnych zdecydowano o zastosowaniu matrycy krystalizacyjnej poz-
bawionej potencjalnego zrodta zelaza, jaka moze stanowi¢ kaolinit (Al2(Si2Os)(OH)s).
Minerat ten nalezy do grupy mineratow ilastych o budowie pakietowej typu 1:1, gdzie
warstwa tetraedryczna potaczona jest z warstwa oktaedryczng wspolnymi jonami O%
[22]. W zwiagzku z tym charakteryzuje sie on niewielka ilo$cig podstawien oraz zerowym
badZ niewielkim fadunkiem ujemnym (wystepujacym w miejscach nieciagglosci) [23].
Obecnos¢ nielicznych podstawien i niecigglos$ci moze sprzyja¢ wigzaniu kationow Fe?*
w strukturze mineratu (na powierzchni plytek oraz w przestrzeniach migdzypakietowych)
1 dzigki temu stwarza¢ miejsca nukleacji siarczkow.

2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wplywu aktywnosci sulfidogennych zespotow
mikroorganizmdw oraz obecnosci matrycy krystalizacyjnej na proces powstawania siarcz-
kowych faz mineralnych.

3. Algorytm badan

W eksperymencie wykorzystano warianty biotyczne i abiotyczne. W przypadku wa-
riantow z obecnym czynnikiem biotycznym wykorzystano zespoty mikroorganizmow
z grupy reduktorow siarczanéw, wchodzace w sktad kolekcji hodowlanej mikroorga-
nizméw prowadzonej przez Laboratorium Geomikrobiologii i Geochemii Srodowiska
na Wydziale Geologii UW. Wszystkie hodowle utrzymywano w zmodyfikowanej pozywce
Baar’a o skladzie: 0,48 g Na;SO4 (3,38 mM), NaC3Hs03 (1,22 cm®/dm?), FeCl, (1,16 g/dms),
NH4CI (1,0 g/dm?), KH,PO4 (0,14 g/dm?). Pozywke odtleniono gazowym Ny, wyjato-
wiono w autoklawie i uzupehiono sterylizowanym przez filtr roztworem FeCl, (1,79 mM).
Stosunek molowy Fe : S w tej pozywce wynosit 1 : 2. Rozpuszczone Zelazo zelazowe
dodawano z 1 M beztlenowego roztworu FeCl, - 4H,0 przygotowanego wedtug algorytmu
zaproponowanego przez Picarda i in., 2018 [24]. pH doprowadzono do 7,2 za pomocg
NaOH. Eksperymenty z biomineralizacja zaszczepiono konsorcjum bakteryjnym redu-
kujacym siarczany, Stosunek inokulum do pozywki wynosit 1:10 (w obliczeniach nie
uwzgledniono stezenia jonow siarczanowych z transferu inokulum). Kontrole abiotyczne
bez inokulum bakterii przygotowano na pozywce Baar'a z dodatkiem roztworu FeCl,,
jednak zamiast Na;SO, zrédio siarki zamieniono na NapS. Siarczek sodu dodawano
w ilosci odpowiadajacej stezeniu jonow siarczkowych po redukcji catkowitej ilosci
siarczandw w wariancie biotycznym. Fiolki hodowlane o pojemnosci 100 ml zamknigto
korkami z gumy butylowej i inkubowano w komorze rekawicowej (Techni-Dome®,
Bel-Art SP Scienceware) w atmosferze argonu, w ciemnosci, w temperaturze 25°C bez
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mieszania. Kazdy z czterech wariantow eksperymentu wykonany byt w pigciu powtorze-
niach terminowanych rownoczasowo przez okres 2 miesiacy.

Dodatkowg zmienng eksperymentalng byta obecno$¢ lub brak matrycy krystaliza-
cyjnej w postaci kaolinu (0,5 g/100 ml) — skaty w okoto 98% zbudowanej z kaolinitu
z domieszka illitu i kwarcu. Tabela 1 przedstawia zestawienie wariantoOw eksperymentu.

Tabela 1. Zestawienie wariantow eksperymentalnych

Rodzaj czynnika Dodatek matrycy mineralnej
Czynnik biotyczny +
Czynnik abiotyczny +

Zrédlo: opracowanie wlasne.

Po uptywie 2 miesigcy osady pohodowlane odwirowywano (1700 rpm) a uzyskany
osad suszono w atmosferze argonu w temperaturze 30°C i przechowywano w warunkach
prozniowych.

4. Metody analityczne

4.1. Dyfrakcja rentgenowska (XRD)

Identyfikacja uzyskanych eksperymentalnie faz mineralnych powstatych w wyniku
badania zostata wykonana metodg dyfrakcji rentgenowskiej (XRD) w Pracowni Rent-
genowskiej, Laboratorium Mikroskopii Elektronowej, Mikroanalizy i Dyfrakcji Rentge-
nowskiej (LMEMIDR) na Wydziale Geologii Uniwersytetu Warszawskiego z wykorzy-
staniem dyfraktometru X-Pert Pro MPD. Probki proszkowe rejestrowano w uktadzie
Bragg-Brentano. Rejestracje wykonywano z uzyciem promieniowania CoKo (Ko2
1.79290A) z uzyciem filtra Fe. Parametry pragdowe pomiaru wynosity odpowiednio: nate-
zenie pradu 30 mA, napiecie pobudzajace 40V. Do detekcji promieniowania zastosowano
szybki detektor PIXcel3D. Calkowity czas pomiaru jednej probki wynosit 4 godz. Inter-
pretacja otrzymanych dyfraktogramow zostata wykonana w programie Profex 5.0.2.
z wykorzystaniem danych dostgpnych w bazie COD (Crystallography Open Database).

4.2. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM-EDS)

Morfologie otrzymanych eksperymentalnie faz mineralnych okre§lono przy pomocy
skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM), natomiast sktad chemiczny z uzyciem
techniki spektroskopii przy pomocy sprzezonego z SEM detektora EDS w Srodowiskowym
Laboratorium Niskotemperaturowej Skaningowej Mikroskopii Elektronowej Cryo-SEM,
na Wydziale Geologii Uniwersytetu Warszawskiego. Wykorzystano skaningowy mikro-
skop elektronowy sprzg¢zony ze skupiona wigzka jonowa (FIB) ZEISS Auriga 60 oraz
skaningowy mikroskop elektronowy ZEISS Sigma VP. Obserwacje probek prowadzono
w warunkach niskiej prozni. Parametry pradowe obserwacji wynosily: natgezenie pradu
4 pA, napigcie pobudzajace 8-20 kV. W celu otrzymania maksymalnej rozdzielczosci
obrazowania obserwacje prowadzono z wykorzystaniem detektoréw elektronéw wstecznie
rozproszonych (BSE) i elektronéw odbitych (SE). Czas obserwacji i analizy probki
wynosit 1 godz.
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5. Wyniki

5.1. Analiza dyfrakcyjna prob eksperymentalnych

W celu okreslenia sktadu mineralnego osadow pohodowlanych, po okresie 2 mie-
siecy, poddano je analizie dyfrakcyjne;.

Dane rentgenograficzne prob bez dodatku materii ilastej wskazuja, ze w przypadku
obu wariantéw biotycznych i abiotycznych nieobecne byty siarczkowe fazy mineralne.
Prawdopodobnie w osadach znajdowat si¢ jedynie amorficzny monosiarczek, ktorego
brak uporzadkowanej struktury wewnetrznej jest powodem braku widocznych na dyfrak-
togramach refleksow (FeS uwidoczniono za$ w obrazowaniu SEM).

Wyniki proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej osadéw biotycznych i abiotycznych
pochodzacych z wariantéw z dodatkiem matrycy krystalizacyjnej przedstawia rysunek 1.
Porownane dyfraktogramow tych osadow z danymi z bazy COD wskazuje najprawdo-
podobniej na obecno$¢ w obu wariantach mackinawitu i greigitu, badz fazy przej$ciowej
pomiedzy tymi dwoma mineratami. Najbardziej charakterystyczny refleks identyfikujacy
w pehi krystaliczny mackinawit (doos = 5.033 A) opisany przez Lennie’go i in. (1995)
jest zlokalizowany w okolicy 20-21 °26 [25]. Trudno$¢ w identyfikacji mackinawitu
w badanych probkach wynika z zastosowania matrycy mineralnej zawierajacej domieszki
illitu, ktorego refleks doo1 naktada si¢ na potozenie dopr mackinawitu. Obecno$¢ greigitu
w badanych probkach potwierdzita obecnosc¢ refleksow odpowiadajacych opisanym przez
Skinnera i in. (1994) pochodzacym od dyfrakcji na krysztatach FesSs (18 °26, dix =
5.702 A) [26]. Badania Jeonga i in. (2008) nad struktura mackinawitu powstajacego
w warunkach abiotycznych wskazujg na mozliwe zwickszenie parametrow komorki
elementarnej, gdzie doos = 5.196 A [27]. Wolthers i in. (2003) podaja, ze doo1 Szybko
powstajacego mackinawitu moze wynosi¢ nawet 6.60 A [28]. Takie zrdznicowanie
odstepdw plaszczyzn sieciowych w mackinawicie moze by¢ spowodowane uwigzieniem
czasteczek wody w strukturze mineralnej w wyniku szybkiego tempa krystalizacji, ktore
sprzyja powstawaniu struktur krystalicznych o nizszym stopniu uporzadkowania. Zatem
mozliwe jest zaobserwowanie koincydencji refleksow mackinawitu i illitu, szczegélnie
w probkach osadow powstajacych stosunkowo szybko. Dane literaturowe wskazuja, ze
uporzadkowanie struktury od amorficznego monosiarczku do pehi krystalicznego
mackinawitu moze trwac okoto 2 lata [3].

Prowadzone badania pokazuja rowniez, ze w przypadku dodatku matrycy mineralne;j
nie wida¢ istotnych roéznic w sktadzie mineralnym osadow poeksperymentalnych dla
proby biotycznej i abiotycznej. Widoczna jest natomiast niewielka réznica w krystalicz-
no$ci mineralow ilastych tworzacych matryce. W przypadku obecnosci czynnika bio-
tycznego obserwowane sa refleksy o nizszej intensywnosci, co moze sugerowac, ze obecne
mikroorganizmy oddzialywaty na matryce krystaliczng zbudowana z mineratéw ilastych.

Pomimo ostroznosci w zachowaniu warunkéw redukcyjnych podczas prowadzenia
i terminowania eksperymentu niektore proby ulegly utlenieniu. Swiadczy o tym obecnoéé
tlenkow 1 wodorotlenkéw zelaza w wybranych wariantach, w tym hematytu i goethytu,
w ktorych Zelazo wystgpuje w formie utlenionej na +3 stopniu utlenienia.
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Rysunek 1. Zestawienie dyfraktograméw analizowanych probek zawierajacych dodatek matrycy mineralnej
[opracowanie wlasne]

5.2. Analiza chemiczna (SEM-EDS) i obserwacje mikroskopowe (SEM)

Wyniki jakosciowych analiz chemicznych SEM-EDS niejednoznacznie potwierdzity
obecnos¢ siarczkowych faz mineralnych w probkach biotycznych i abiotycznych z dodat-
kiem matrycy mineralnej. Moze to by¢ spowodowane zbyt duzym obszarem zbierania
informacji przez wiazke padajaca na preparat, stad otrzymujemy informacj¢ zbierang nie
tylko z wytypowanego obszaru, ale takze od faz towarzyszacych m.in. mineralow
ilastych. Na podstawie obserwacji mikroskopowych probek biotycznych i abiotycznych
z dodatkiem materiatow ilastych stwierdzono obecnos¢ faz przypominajacych morfolo-
gicznie mackinawit, ktory tworzy blaszkowe i plytkowe krysztaly, posiadajace rozmiary
dochodzace do kilkudziesieciu nanometrow.

Przeprowadzone analizy chemiczne SEM-EDS potwierdzity rowniez, ze w przypadku
wariantu abiotycznego przy braku dodatkowej zmiennej otrzymano jedynie sole, m.in.
chlorek zelaza i halit, ktore powstaty jako wynik krystalizacji z medium hodowlanego
(rys. 2). W przypadku analiz i obserwacji SEM probek z obecnymi mikroorganizmami
zaobserwowano jedynie pojedyncze blaszki/plytki, co sugeruje, ze w tych probach
doszto do powstania bardzo stabo krystalicznego mackinawitu, ktory z uwagi na stopien
krystalicznosci struktury nie zostat zidentyfikowany metoda XRD.

Obserwacje samych pakietow mineratow ilastych dostarczyly rowniez niezwykle
ciekawych wynikow. Rysunek 3 przedstawia pakiet mineratow ilastych pochodzacy
Z proby biotycznej. Poszczegdlne pakiety sa porozsuwane, a w przestrzeniach miedzy
nimi znajduja si¢ mikrokrysztaty, ktore najprawdopodobniej zarodkowaty in situ. Spo-
strzezenie to znajduje potwierdzenie na dyfraktogramach osadow biotycznych, gdzie
widoczne jest nieznaczne przesunigcie refleksow kaolinowych mogace $wiadczy¢
0 zmianach w utozeniu atomow. Obserwacje osadéw z prob abiotycznych nie potwier-
dzity podobnych zmian.
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6. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan wytaniajg si¢ nastepujace wnioski:
Obecnos¢ mikroorganizmoéw doprowadzita najprawdopodobniej do pojawienia si¢
faz o strukturze mackinawitu (prekursora innych faz siarczkowych) w czasie ponizej
2 miesigcy w wariantach bez dodatku matrycy mineralnej. Mozna zatem wnioskowac,
ze 7 jednej strony materia organiczna moze przyspiesza¢ pojawianie si¢ prekursora
pirytu, z drugiej jednak hamowac¢ dalsza konwersj¢ mackinawitu;

W probach abiotycznych bez dodatku matrycy ilastej nie odnotowano obecnosci
siarczkowych faz mineralnych. Jedynie w wariantach z dodatkiem kaolinu prawdo-
podobnie udato si¢ otrzymac fazg przejsciowa pomigdzy mackinawitem a greigitem,;
Dodatek matrycy mineralnej, z uwagi na budowe pakietowa, powierzchnie wlasciwa
oraz tadunek, prawdopodobnie przyspieszyt powstawanie faz siarczkowych. Nale-
zaloby jednak wprowadzi¢ pewne modyfikacje w doborze matrycy mineralnej. Zasto-
sowanie kaolinitu byto zasadne z uwagi na struktur¢ tego mineratu oraz jego po-
wszechne wystgpowanie. Jednak w tym przypadku zastosowana matryca domiesz-
kowana byla niewielkimi ilosciami innych mineratow, w tym illitu, ktéry powodowat
wystepowanie na dyfraktogramach reflekséw pokrywajacych si¢ z tymi pochodza-
cymi od faz siarczkowych. Obecnos¢ illitu wptyneta takze na pojawienie si¢ dodat-
kowych, silnych refleksow, ktore znacznie skomplikowatly interpretacje otrzymanych
danych;

Obserwacje otrzymanych siarczkow w probach biotycznych i abiotycznych ze zmienng
w postaci materiatu ilastego nie wykazaly istotnych r6znic morfologicznych. Dzigki
obrazowaniu SEM zaobserwowano, ze mozliwa jest krystalizacja siarczkowych faz
mineralnych w przestrzeniach migdzypakietowych kaolinitu.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazaly pozytywny wptyw aktywnosci

mikrobiologicznej oraz dodatku matrycy mineralnej na powstawanie faz mineralnych
W postaci metastabilnych siarczkdéw zelaza — mackinawitu, stanowiacego prekursor w szlaku
przemian fazowych w inne utlenione siarczkowe mineraly zelaza. Wyniki wskazuja, ze
dodatek matrycy mineralnej promuje powstawanie faz siarczkowych réwniez w przy-
padku kontroli abiotycznych w czasie ponizej 2 miesi¢cy. Dzieje si¢ tak prawdopodobnie
Z uwagi na wytworzenie korzystnych warunkow sprzyjajacych nukleacji faz siarczkowych
w przestrzeniach migdzy pakietami ilastymi.

Podzi¢kowania

Badania zostaly w czegséi sfinansowane ze srodkow Rady Konsultacyjnej do spraw

Studenckiego Ruchu Naukowego Uniwersytetu Warszawskiego.
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Wplyw bakterii cyklu siarkowego oraz materii ilastej na powstawanie zelazowych
faz siarczkowych

Streszczenie

Celem badan byto okreslenie wptywu aktywnosci sulfidogennych zespotow mikroorganizméw oraz materii
ilastej na powstawanie zelazowych faz siarczkowych w warunkach laboratoryjnych biotycznych i abiotycznych.
Materiat biologiczny stanowily mikroorganizmy z grupy reduktoréw siarczanéw. We wszystkich wariantach
zastosowano zmodyfikowana pozywke Baar’a z dodatkiem FeClz jako Zrodia zelaza oraz Na2SOj stano-
wigcego zrodlo siarki dla reduktoréw siarczandéw lub NazS w wariantach abiotycznych. W celu rozpoznania
faz mineralnych otrzymanych jako produkty eksperymentu osady pohodowlane poddano analizie rentge-
nowskiej XRD i obrazowaniu SEM. Wyniki analiz rentgenograficznych oraz analiz chemicznych (SEM-
EDS) wykazaty obecno$¢ mackinawitu oraz greigitu (badz fazy przej$ciowej) w probkach biotycznych i abio-
tycznych w wariantach z dodatkiem materiatu ilastego. Nie stwierdzono obecnosci siarczkow w probach nie
zawierajacych dodatku materiatu ilastego w warunkach abiotycznych. W wariancie biotycznym wykazano
obecnos¢ drobnokrystalicznego mackinawitu. Na podstawie badan okre§lono, Ze materiat ilasty moze stwarzac
matryce¢ sprzyjajaca krystalizacji siarczkdw oraz sprzyjac ich szybszej nukleacji.

Stowa kluczowe: Siarczkowe mineraly zelaza, bakterie redukujace siarczany, mineraly ilaste

Influence of sulfur cycle bacteria and clay matter on the formation of iron sulfide
phases

Abstract

The purpose of this study was to determine the influence of the activity of sulfideogenic groups of micro-
organisms and clay matter on the formation of iron sulfide phases in biotic and abiotic laboratory conditions.
The biological material consisted of microorganisms from the group of sulphate reducers. All variants use
modificated Baar's culture medium with the addition of FeCl2 as a source of iron and Na2SOj4 as a source of
sulfur for sulphate reducers or NazS in abiotic variants. In order to identify the mineral phases obtained as
products of the experiment, the post-culture sediments were subjected to XRD analysis and SEM imaging.
The results of X-ray analyses and chemical analyses (SEM-EDS) showed the presence of mackinawite and
greigit (or transition phase) in biotic and abiotic samples in variants with the addition of clay material. No
sulphides were found in samples without added clay material under abiotic conditions. The biotic variant
showed the presence of weakly crystalline mackinawite. Based on the study, it was determined that the clay
material can create a template conducive to the crystallization of sulfides and promote their faster nucleation.
Keywords: Sulfide iron minerals, sulfate-reducing bacteria, clay minerals
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Wydajnos¢ produkcji biocelulozy
przez Acetobacter xylinus w hodowlach
na bazie buforu cytrynianowo-fosforanowego

1. Wprowadzenie

Acetobacter xylinus to bakteria Gram-ujemna znana ze swoich zdolnosci do wytwarza-
nia zewnatrzkomorkowej polisacharydowej macierzy pod postacig homopolimeru celulozy.
Celuloza bakteryjna (ang. Bacterial Cellulose, BC) zwana tez celuloza mikrobiologiczna
jest istotnym czynnikiem badawczym w czasach narastajacych probleméw natury eko-
logiczne;j. Juz od kilku dekad srodowisko naukowe jest zainteresowane zjawiskiem pro-
dukcji celulozy przez bakterie, polimeru charakterystycznego, jak si¢ okazuje nie tylko
dla ro$lin. Swiadczy o tym chociazby liczba publikacji zwigzana z BC w $wiatowej bazie
PubMed na przestrzeni kilkudziesieciu lat. W okresie od 1960 do 2023 roku na fraze
,bakteryjna celuloza” (ang. bacterial cellulose) zarejestrowano blisko 11 tys. opracowan
naukowych z najwyzszym pikiem publikacyjnosci w latach 2021-2022 (1 856 artykulow).
Duza czes¢ publikacji stanowi naukowe opracowania w technologicznym pozyskiwaniu
biocelulozy w hodowlach bakteryjnych i jej modyfikacji na potrzeby aplikacyjnosci
W réznych dziedzinach zycia [1-3]. Powodem, dla ktorego zainteresowanie BC rosnie
z roku na rok to jej unikatowe wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne, a przede
wszystkim zalety w cechach reologicznych umozliwiajace wykorzystanie nanocelulozy
w roznych sektorach gospodarki, m.in. w przemysle kosmetycznym, farmaceutycznym,
medycznym, spozywczym, chemicznym, a nawet w bioinzynierii tkankowej [1, 3]. Bio-
celuloza impregnowana réznymi czynnikami przeciwdrobnoustrojowymi, konserwantami
lub biocydami moze by¢ uzyta m.in. jako nowy, bezpieczny i biodegradowalny materiat
opakowaniowy do zywnosci lub opatrunkowy, a nawet jako nosnik zwiazkéow tera-
peutycznych w leczeniu réznych schorzen u ludzi i zwierzat [4].

Bioceluloza okreslana jest tez ,,biomateriatem przysztosci”, gdyz jest naturalnym,
przyjaznym srodowisku biopolimerem produkowanym przez niektore bakterie octanowe
zwane tez bakteriami kwasu octowego, AAB (ang. Acetic Acid Bacteria). Wsrod nich
najlepiej poznang i przebadang bakterig jest A. xylinus. Byta ona wielokrotnie opisywana
jako gtowny producent nanofibryl celulozy bakteryjnej [5]. Od 2013 roku A. xylinus
widnieje pod nazwa Komagataeibacter xylinus [6], cho¢ w licznych zrodtach literatury
obie formy sg stosowane zamiennie. Wczesniejsze jej nazwy taksonomiczne to: Bacterium
xylinum [7], Bacillus xylinus, Acetobacter xylinum, Gluconacetobacter xylinus, Gluco-
nobacter xylinum [8], jednak cze$¢ z nich uznano za niepoprawne w pisowni. Osta-
tecznie A. xylinus zostal przeniesiony z rodzaju Acetobacter do rodzaju Komagataeibacter
i figuruje pod nazwa gatunkowa K. xylinus [9]. Obecnie przyjeta taksonomia zaktada

! katarzyna.guz-regner@uwr.edu.pl, Zaklad Mikrobiologii, Wydziat Nauk Biologicznych, Uniwersytet
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przynaleznos¢ K. xylinus (A. xylinus) do typu Pseudomonadota, klasy Alfaproteobacteria,
rzedu Rhodospirillales, rodziny Acetobacteraceae i rodzaju Komagataeibacter, ktory
obejmuje ogotem 19 gatunkow (www.bacterio.net). Celuloza bakteryjna pochodzaca od
A. xylinus, zostala po raz pierwszy opisana przez Browna pod koniec XIX wieku
i okreslona jako nierozgaleziona btonka o takiej samej strukturze chemicznej co celuloza
ro$linna, ale o wyjatkowych cechach wynikajacych z wysokiej czystosci z powodu braku
hemicelulozy i ligniny. Juz wtedy byta stosowana na niewielkg skale do celow praktycz-
nych i przemystowych [10]. W starozytnych Chinach kozuchy celulozy bakteryjnej utwo-
rzone przez grzyby herbaciane Kambucha na powierzchni gleb byty wykorzystywane
do sporzadzania swoistej fermentowanej herbaty [11]. Na strukture BC i wydajnos¢ jej
syntezy wptywa wiele czynnikdw, w tym uzyty szczep bakteryjny, rodzaj pozywki, zrodto
pierwiastkow biogennych, w tym zwigzkow wegla i warunki fizyczne hodowli [12]. Nie-
zaleznie od warunkow prowadzenia syntezy BC, produkt ten zawsze bedzie wolny od
trwalych zanieczyszczen, ktorych usunigcie wymagatoby stosowania dodatkowych koszto-
i energochtonnych etapéw oczyszczania chemicznego oraz utylizacji odpadow poprze-
mystowych jak w przypadku produkcji celulozy pochodzenia roslinnego. Ponadto,
w celu przyspieszenia produkcji celulozy roslinnej czesto korzysta si¢ z niebezpiecznych
dla srodowiska zwigzkow chemicznych, z ktérych rezygnuje si¢ przy produkcji BC.
Dlatego tez, substytucja celulozy roslinnej na celuloze bakteryjna, ktora jest produktem
wysokiej czystosci i krystalicznosci bedzie promowana pod wzgledem ekonomicznym
i ekologicznym [13]. Dodatkowo do produkcji biopolimeréw bakteryjnych mozna stoso-
wac alternatywne surowce ze zrédet wtornych, takich jak melasa buraczana, syrop glu-
kozowy pochodzacy z kukurydzy, skrobia ziemniaczana czy nawet substraty niejadalne,
jak np. hydrolizaty tofu, drewno, odpady po produkcji dekstranu, etanolu lub gliceryny
[14, 15]. Ponadto, w zaleznosci od potrzeb produkcji, mozliwa jest manipulacja w mikro-
1 makrostrukturze BC wynikajaca z wysokiej plastycznosci i reaktywnosci chemicznej
tego biopolimeru. W warunkach statycznych, produkt syntezy tworzy zwarta, galaretowata
warstwe celulozy na powierzchni hodowli ptynnej. W przypadku prowadzenia hodowli
w warunkach niestatycznych powstajace masy celulozy sg bardziej delikatne, gdyz spada
ilos¢ 1 stopien polimeryzacji celulozy przy jednoczesnym wzroscie stopnia higroskopijnosci
[16]. Niestety konwencjonalne statyczne metody syntezy celulozy bakteryjnej nie nadaja
si¢ do produkcji przemystowej na wielka skalg ze wzgledu na wymagany dhugi czas
syntezy. Dlatego wciaz poszukuje sie rozwigzan technologicznych w optymalizacji wa-
runkow syntezy BC i hodowli bakteryjnej producentéw celulozy [17].

Celem niniejszej pracy bylo przetestowanie warunkéw inkubacji A. xylinus na wydaj-
no$¢ produkcji biocelulozy z uzyciem pozywki Hestrin-Schramm’a (HS) na bazie buforu
cytrynianowo-fosforanowego, uwzgledniajac cechy fenotypowe i preferencje wzrostowe
badanego szczepu. Wyznaczenie optymalnego pH w produkcji celulozy bakteryjnej i za-
pewnienie stabilnos$ci tego procesu w hodowlach laboratoryjnych jest jednym z kluczo-
wych warunkow zapewniajacych wydajno$é¢ syntezy biopolimeréw w warunkach in vitro.
Podobne testy byly przeprowadzone przy uzyciu réznych metod i odczynnikow, jednak
uzyskane wyniki badan nie sg jednoznaczne [18-21]. Biorac pod uwage potencjat
A. xylinus do syntezy celulozy na skalg przemystowa, warunki panujace w bioreaktorach
muszg by¢ $cisle okreslone. Wigkszo$¢ procedur zwigzanych z syntezg celulozy przez
szczepy A. xylinus dotyczy uzycia pozywek o niestabilnych warunkach pH w czasie
wzrostu 1 rozwoju bakterii w hodowlach, co moze mie¢ negatywny wpltyw na synteze
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wtornych metabolitow. Przyjeto zatem koncepcje, ze zastosowanie buforu o preferowa-
nym odczynie wzrostu i rozwoju A. xylinus zapewni efektywna produkcje biocelulozy
z zachowaniem pozadanych cech fizykochemicznych. Testy maja charakter badan wstep-
nych (ang. proof of concept) z oszacowaniem wydajno$ci produkcji celulozy bakteryjne;j
przez A. xylinus w warunkach laboratoryjnych.

2. Metodologia

2.1. Material badawczy

W okresleniu wydajnosci produkcji bakteryjnej celulozy przez bakterie w warunkach
hodowlanych i jej podstawowych cech uzyto referencyjnego szczepu Komagataeibacter
xylinus ATCC 53524. W artykule zastosowano zwyczajowg nazwe drobnoustroju A. Xylinus,
ze wzgledu na kontekst historyczny i powszechne jej uzycie w zrodtach literatury.

2.2. Produkcja biocelulozy przez A. xylinus w hodowlach in vitro

W syntezie biocelulozy przez badany szczep bakteryjny zastosowano zmodyfikowana
ptynna pozywke Hestrin-Schramm’a (HS) o sktadzie [g/L]: glukoza 20 g, pepton 5 g,
wyciag drozdzowy 5 g [15]. Jako medium uzyto buforu cytrynianowo-fosforanowego
w roznym zakresie pH (4,0; 4,6; 5,0; 5,6; 6,0; 6,6 i 7,0). Bufory o odpowiednim pH
sporzadzano wedtug procedury Janowca (1989) [22]. Z hodowli bakterii A. xylinus na
agarowych podtozach HS (48 godz. w temp. 30°C) przygotowano zawiesiny bakteryjne
w jatowym 0,8% wodnym roztworze NaCl o mianie 0,5 McF przy uzyciu DensiL Ameter
II, a nastgpnie w objetosci 0,1 ml zaszczepiano ptynne zmodyfikowane pozywki HS,
uzyskujac koncowe miano bakterii 10° CFU/ml. Hodowle bakterii prowadzono w sy-
stemie probowkowym w pigciu powtorzeniach dla kazdej proby w warunkach tlenowych,
bez wytrzasania, w temp. 30°C przez 7 dni.

2.3. Okreslanie suchej i mokrej biomasy celulozy metoda wagowg

Po okresie inkubacji, §ciggano zuzyte pozywki, a krazki bakteryjnej celulozy z kazdej
proby po optukaniu woda destylowang i odsaczeniu wody na bibule wazono na anali-
tycznej wadze precyzyjnej Radwag Was 160/C/2 (z doktadnoscia 0,001mg), uzyskujac
warto$¢ mokrej masy biopolimeru. Nastepnie krgzki celulozowe suszono w temp. 50°C
przez 2 godz. w suszarce Ecoccell 55 Standard po czym ponownie wazono, uzyskujac
warto$¢ suchej masy biopolimeru. Produkcje biocelulozy wyrazano jako warto$¢ suchej
masy biopolimeru w g/L w probie hodowlanej, wydajno$é tej produkcji zas jako% plonu
biocelulozy, BC wyliczonego z kalkulacji wedtug Wang i wsp. (2018) [23]:

% plonu BC = sm. celulozy x 100 / m. Corg

gdzie: sm. — ér. arytmetyczna suchej masy celulozy [g/L], m. Cog — masa organicznego zwiazku wegla
w pozywce [g/L].

Z r6znicy mokrej i suchej masy okreslano ubytek wody z biocelulozy, ktory wyrazono
w %. Procentowy ubytek wody z BC postuzyt do wyznaczenia stopienia higroskopij-
nosci/zawartosci wody w biopolimerze. W badaniu wasciwos$ci absorpcyjnych biocelulozy
uzyto kwasnych i zasadowych barwnikow, odpowiednio tuszu chinskiego i fuksyny zasa-
dowej. Krazki celulozowe rozcinano na cienkie plastry i zanurzano w barwnikach roz-
cienczonych w wodzie destylowanej w stosunku 1:1 na 15 min. w temp. pok., a nast¢gpnie
oceniano stan ich zabarwienia pod mikroskopem OptaTech Bio 2.0 w calkowitym
powigkszeniu 400x.
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2.4. Testy statystyczne
W poréwnaniu efektywnosci produkcji biocelulozy przez A. xylinus w ptynnych
buforowanych pozywkach Hestrin-Schramm’a o pH 4,0-7,0 zastosowano jednoczyn-

nikowg wariancje ANOVA/MANOVA z analiza post-hoc (Test NIR) na poziomie
istotnosci statystycznej (p< 0,05) (Statistica 13, Polska).

3. Wyniki i Dyskusja

W obliczu kryzysu energetycznego i ekologicznego zwigzanych m.in. z mikrozanie-
czyszczeniami tworzyw sztucznych, degradacja lasow i emisja gazow cieplarnianych
poszukuje si¢ rozwigzan technologicznych w implementacji naturalnych produktéw
pochodzenia mikrobiologicznego o potencjalnej aplikacyjnosci w réznych sektorach
gospodarki, w tym medycynie, przemysle, rolnictwie i w ochronie $rodowiska. Duzym
zainteresowaniem ciesza si¢ wtdrne metabolity produkowane przez bakterie, w tym
bakteryjna celuloza bgdaca liniowym homopolimerem D-glukozy potaczonych wigzaniami
B-1,4-O-glikozydowymi o unikatowych wtasciwosciach fizykochemicznych i reologicz-
nych [24, 25]. Celuloza bakteryjna (BC) w odrdznieniu od celulozy u roslin jest wysoce
czystym produktem bez dodatkowych innych domieszek, tj. ligniny, pektyny i hemi-
celulozy oraz bardziej elastyczna, dzigki unikatowej przestrzennej strukturze [24]. Ponadto,
taka bioceluloze charakteryzuje wysoka krystalicznos$¢, wytrzymatos¢ mechaniczna
i chtonno$¢ wody oraz nietoksyczno$¢ i biokompatybilnosé, co czyni ja obiektem zainte-
resowan biotechnologdw w bioinzynierii materiatowej w produkcji materiatdéw opatrun-
kowych, rusztowan i uzupemien tkankowych czy tekstyliow i opakowan. Zdolno$¢ do
produkc;ji celulozy posiada wiele bakterii filogenetycznie niespokrewnionych ze soba,
takie jak Gram-ujemne bakterie: Acetobacter spp., Agrobacterium spp., Alcaligenes/
Achromobacter spp., Azotobacter spp., Enterobacter spp. (zwany tez Aerobacter spp.),
Gluconacetobacter spp., Komagataeibacter spp., Pseudomonas spp., Rhizobium spp.,
Rhodobacter spp. oraz Gram-dodatnie: Lactobacillus spp., Rhodococcus spp., Sarcina
spp- [1, 2, 25, 26]. Co ciekawe rowniez niektérym pateczkom jelitowym z rodziny Entero-
bacteriaceae (Escherichia spp., Salmonella spp., Klebsiella spp.) udowodniono zdolnoé¢
do produkcji mikrofilamentow celulozowych czy nanocelulozy [27]. Jednak najlepiej po-
znang grupg bakterii produkujacych celuloze sg bakterie kwasu octowego, AAB, a wsrod
nich kosmopolityczne Gram-ujemne pateczki Acetobacter/Komagataeibacter spp. Szczepy
tych bakterii sg tatwe w hodowlach na klasycznych podtozach mikrobiologicznych, ktére
w procesach fermentacji tlenowej wykorzystuja liczne zwiazki organiczne, m.in. cukry,
pochodne alkoholi i biatka jako substraty do syntezy biocelulozy. Stad staly si¢ modelo-
wymi mikroorganizmami w badaniach nad bioceluloza [25, 26].

W biezacych badaniach wstgpnie oceniono wptyw buforowanych pozywek, sktadem
zblizonych do klasycznego podtoza Hestrin-Schramm’a (HS), na wydajno$¢ produkcji
celulozy przez Acetobacter xylinus (obecnhie Kamagataeibacter xylinus). Testowane
plynne pozywki jako buliony wzbogacone zawieraly przede wszystkim pepton, glukoze
1 wyciag drozdzowy oraz kwas cytrynowy i fosforan dwusodowy w odpowiednich
proporcjach w/v do uzyskania okreslonych wartosci pH roztworéw buforowych w skali
4,0; 4,6; 5,0; 5,6; 6,0; 6,6 i 7,0. Zastosowany bufor cytrynianowo-fosforanowy miat
zapewni¢ utrzymanie wzglednej stato$ci pH pozywki w trakcie 7-dniowej hodowli
A. xylinus. Hodowle tych szczepow bakteryjnych prowadzono w optymalnych warunkach
wzrostowych w temp. 30°C z dostepem do powietrza atmosferycznego, bez wytrzasania.
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W doswiadczeniu uzyto inokulacji bakterii o do$¢ wysokim mianie 108 CFU/ml, co
pozwolilo na skrocenie etapéw adaptacji i fizjologicznego logarytmicznego wzrostu
bakterii oraz uzyskanie fazy stacjonarnej, podczas ktérej towarzyszy synteza wtornych
metabolitoéw, w tym produkcji biocelulozy. Juz w 3-ciej dobie hodowli A. xylinus mozna
byto zaobserwowac delikatne membrany celulozy flotujacych na powierzchni wszystkich
testowanych ptynnych pozywkach, a po 7 dniach w postaci wyraznych kilkumilimetrowych
krazkéw o zwartej konsystencji i gladkiej powierzchni. Podobne makrostruktury bioce-
lulozy uzyskali Ciecholewska-Jusko i wsp. (2021) w hodowlach Komagataeibacter
xylinus ATCC 53524 w ptynnych pozywkach skrobiowych i klasycznym HS [24].
W przypadku wydajnosci produkcji biocelulozy przez szczep A. xylinus, w naszych ba-
daniach byta ona r6zna w zaleznos$ci od odczynu pH uzytych pozywek (rys. 1). W prze-
liczeniu na g/L buforowanej pozywki HS wilgotne i suche masy krazkéw celulozowych
wynosity odpowiednio od 2,11 g (+0,08) do 3,652 g (+0,48) i od 0,904 g (+0,12) do
1,778 g (+0,24). Znamienny przyrost ilosci celulozy byt obserwowany w pozywkach HS
opH 4,6; 5,0 15,6, uzyskujac odpowiednio 1,258 g/L (+£0,15), 1,778 g/L (+0,24) i 1,508
g/L (£0,19) suchej masy biocelulozy. Produkcja celulozy przez A. xylinus zachodzita
najefektywniej przy pH 5,0 uzyskujac stosunkowo najwigcej suchej masy celulozy (test
NIR, F (6, 28) = 3,59, p = 0,009). Ze wzgledu na duzg zawarto$¢ wody w celulozie,
wielkosci wilgotnych mas krazkoéw celulozowych byty dwu- lub trzykrotnie wyzsze od
ich odpowiednikoéw suchej masy (rys. 1).

g/L biocelulozy

4 b b

3,652
5 l ] 3,37 j

1,778

*
1
1,508
15 1
1,258
T
0,978 0,958 0,918
i 7 T 0,904
) I I I
0

pH4.0 pH4.6 pH5.0 pH5.6 pH6.0 pH6.6 pH7.0

wilgotna masa M sucha masa

Rysunek 1. Srednie wartosci wilgotnej i suchej masy krazkow celulozowych [g/L] wyprodukowanych przez
A. xylinus (K. xylinus ATCC 53524) w buforowanych pozywkach Hestrin-Schramm’a (pH 4,0-7,0) (n = 35),
stupki z bledami SD, gwiazdkami oznaczono poziomy istotnosci statystycznej (testy jednoczynnikowej
wariancji ANOVA/MANOVA, F (6, 28), * p < 0,01; ** p < 0,02) [opracowanie wlasne]

104



Wydajnos¢ produkcji biocelulozy przez Acetobacter xylinus
w hodowlach na bazie buforu cytrynianowo-fosforanowego

Powstate r6znice w masach bioproduktu mogg wynikaé z nieprecyzyjnych czynnosci
zwigzanych z osuszaniem krazkow celulozowych o bibule przed wazeniem wilgotnej
masy biopolimeru. Niemniej, zwraca uwage, ze kwasny odczyn $srodowiska (pH = 4-6)
sprzyja procesom pseudofermentacji tlenowej z udziatem badanego szczepu A. xylinus,
podczas ktorych powstaje najwigcej metabolitu biocelulozy. Przy czym pH = 4,0 i 6,0
pozywek stanowia juz wartosci graniczne dla A. xylinus, gdzie produkcja biocelulozy
zaczyna wyraznie spadac. Na podobne obserwacje wskazali Lahiri i wsp. (2021), ktorzy
przytoczyli zakres pH w pozywkach od 4,5 do 7,5 w zapewnieniu optymalizacji pro-
cesow syntezy biocelulozy przez A. xylinus/ K. xylinus [25]. Jednoczesnie zasugerowali
rolg kwasu cytrynowego jako czynnik zaro6wno stymulujacy biosynteze celulozy, jak
i dodatkowe Zrodto wegla i energii dla tej bakterii [25]. Natomiast spadek produkcji
bakteryjnej celulozy w pozywkach o pH <4,0 upatruje si¢ w inhibicji enzymow w szla-
kach metabolizmu komoérkowego przez wysokie stezenie jonow H+ i/ lub wskutek nagro-
madzenia si¢ w podtozu kwasnych metabolitdéw pierwotnych, zwlaszcza kwasu glukono-
wego z przemian glukozy, ktory znacznie obniza aktywno$¢ syntaz uczestniczacych
w szlaku wytwarzania celulozy [24]. Mimo tego, zaleta uzytej w testach pozywki HS jest
jej prosty sktad chemiczny, obejmujacy tatwo dostepne zrodta wegla organicznego oraz
wszystkie niezbedne czynniki wzrostowe, w tym mikro- i makroelementy, witaminy,
aminokwasy i zasady azotowe jakich dostarcza wyciag drozdzowy. Taki zestaw mieszanin
zwigzkoéw i jonow zapewnia odpowiednie podloze w namnazaniu pateczek A. xylinus
I stymulacji wtérnego metabolizmu z wytwarzaniem m.in. celulozy. Proby w zwigkszeniu
wydajnosci biosyntezy wtornych metabolitow przez szczepy Acetobacter/Gluconoace-
tobacter/Komagataeibacter byly podejmowane przez szereg grup badawczych. Obej-
mowaty one modyfikacje pozywek HS w zakresie alternatywnych zrédet biogennych
pierwiastkow C i N, w tym propozycje zastgpienia glukozy innymi cukrowcami i ich
pochodnymi, uzycia substratow poprodukcyjnych (odpadéw spozywczych i rolno-przemy-
stowych) czy suplementacji dodatkowymi czynnikami inicjujacymi i stymulujacymi
biosynteze celulozy, takich jak etanol, nadtlenek wodoru, kwasy organiczne (mleczan,
bursztynian, octan, glukonian) oraz witaminy (kwas p-aminobenzoesowy, kwas nikoty-
nowy, kwas askorbinowy, pirydoksyna, biotyna) [3, 28]. Wigkszo$¢ z nich byta testowana
w warunkach laboratoryjnych w hodowlach okresowych, nieliczne zas w hodowlach
ciaglych w chemostatach [3, 24, 28]. Dlatego tez, wydajno$¢ biosyntezy celulozy w tych
podtozach byta zdecydowanie zréznicowana, w zaleznosci od warunkoéw inkubacji, ino-
kulacji i preferencji metabolicznych uzytych szczepow bakterii octanowych. W naszych
badaniach stwierdziliSmy najlepszg wydajno$¢ biosyntezy celulozy w buforowanej
pozywce HS o pH 5,0 z prawie 2-krotnie wyzszym plonem suchej masy celulozy (5,93%
plonu BC) niz w pozywce HS o pH 6,0 (3,19% plonu BC), bgdacej odpowiednikiem
klasycznego podtoza HS (tab. 1). W pozostatych pozywkach HS o pH 4,0; 6,0; 6,6 1 7,0,
wydajnos¢ produkcji biopolimeru utrzymywatla si¢ na zblizonym poziomie 3,19-3,26%
plonu BC, w odrdznieniu od pozywek o pH 4,6 i 5,6, w ktorych produkcja ta byta nieco
lepsza z plonem BC na poziomie odpowiednio 4,19% i 5,02%.
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Tabela 1. Wydajno$¢ produkgji i zawarto$¢ wody w biocelulozie wytworzonej przez A. xylinus w hodowlach
na buforowanych pozywkach Hestrin-Schramm’a (n = 35)

Wartosci pH plynnej pozywki Hestrin-Schramm’a

40 4.6 50 5,6 6,0 6,6 7,0

% plonu BC 3,26 4,19 5,93 5,02 3,19 3,06 3,01

ubytek wilgotnej masy |4 105 | 1416 | 1758 | 1862 | 2694 | 155 | 166
celulozy [g/L]

% zawarto$ci wody
w biocelulozie

Parametry

53,6 53,0 49,7 55,2 738 62,9 64,7

Zrédlo: opracowanie wiasne.

W biezacych badaniach oceniono réwniez potencjalng zawarto$¢ wody w uzyska-
nych hodowlach biocelulozy stosujac technike suszenia w podwyzszonej temperaturze,
50°C przez 2 godziny. Procentowa zawarto$¢ wody w BC w poszczegdlnych probach
wahata si¢ w dos¢ szerokich zakresach, od 49,7% do 73,8% (tab. 1). Najwigkszy ubytek
wody z biocelulozy podczas suszenia krazkow celulozowych zaobserwowano w pozyw-
kach HS o pH 6,0; 6,6 i 7,0 w odniesieniu do pozywek o nizszych warto$ciach pH
wynoszacych 4,0-5,6. Ponadto, wszystkie badane krazki celulozowe tatwo i stosunkowo
szybko absorbowaty wodne roztwory barwnikow, niezaleznie od ich chemicznego cha-
rakteru, to jest zarowno gruboziarniste barwniki kwasne (tusz chinski), jak i drobno-
ziarniste barwniki anilinowe (fuksyna zasadowa) (rys. 2, wybarwione krazki BC, prawa
strona). W preparatach z cienkimi membranami celulozy widoczny jest podbarwiony
nieregularny gesty uktad struktury polimeru (rys. 2, lewa strona).

Rysunek 2. Preparat mikroskopowy z wycinkiem bakteryjnej membrany celulozowej podbarwionej tuszem
chinskim po lewej stronie (catkowite pow. mikroskopu 400x) oraz barwne krazki bakteryjnej celulozy (BC)
po prawej stronie. Od gory BC wybarwiona tuszem chinskim, ponizej za$ fuksyng zasadowa
[opracowanie wlasne]

Duza pojemno$¢ chtonna BC sprawia, ze jest biotechnologicznie doskonatym na-
turalnym materiatem o pozadanych witasciwosciach fizycznych, chemicznych 1 biolo-
gicznych. W formie hydrozelu jako nietoksyczny, niealergizujacy i biodegradowalny moze
znalez¢ potencjalne zastosowanie m.in. w bioinzynierii medycznej w produkcji materialow
opatrunkowych, no$nikoéw lekéw, biomedycznych implantéw, cewnikéw naczyniowych,
medycznych podktadow i sztucznej skory oraz w ochronie srodowiska w procesach bio-
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remediacyjnych i technologii zielonej energii [2, 3, 25, 28]. W tym ostatnim przypadku
wigza si¢ wielkie nadzieje z BC jako naturalne maty biologiczne/absorbenty w szybkiej
iprecyzyjnej utylizacji metali i trwatych zwigzkow organicznych, w tym ksenobiotykow
w rekultywacji srodowisk lub oczyszczaniu powietrza z mikrozanieczyszczen chemicz-
nych, fizycznych i biologicznych [3, 27, 29, 30].

4. WhnioskKi

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze wydajnos$¢ produkcji celulozy
przez badany szczep A. xylinus (K. xylinus ATCC 53524) zalezy od pH pozywki fer-
mentacyjnej, a w procesie stabilizacji syntezy biocelulozy konieczne jest zastosowanie
odpowiednich buforéw jako medium dla zapewnienia optymalnego wzrostu i rozwoju
szczepu A. xylinus. Najbardziej wydajny proces produkcji celulozy przez badany szczep
A. xylinus uzyskano przy zastosowaniu buforu cytrynianowo-fosforanowego o pH 5,0
w podtozu Hestrin-Schramm’a (HS), uzyskujac blisko dwukrotnie wyzszy plon bio-
celulozy (5,93% sm.) niz w pozywce HS o pH 6,0 bedacej odpowiednikiem klasycznego
podloza HS. Zaleta takiej biocelulozy jest wysoka pojemno$¢ biopolimeru o czym
$wiadczy duza zawarto$¢ wody w jego strukturze, niezaleznie od warunkéw inkubacji
w buforowanych pozywkach HS.

5. Podsumowanie

W biezacych badaniach wykazano, ze% plon celulozy przez badany szczep A. xylinus
(K. xylinus) zalezy od uzytego pH buforowanej pozywki HS. Niemniej powyzsze wyniki
wymagaja weryfikacji w hodowlach z zastosowaniem duzo wigkszych objetosci pozywek
1 wydtuzonego czasu inkubacji oraz uzycia bardziej precyzyjnych technik oczyszczania
i osuszania biopolimeru, co umozliwi precyzyjne odniesienie rezultatow do danych pre-
zentowanych w $wiatowej literaturze naukowej [24]. Obecne nasze badania majg warto$¢
poznawczg i beda podstawg w planowaniu dalszych analiz w zakresie wydajno$ci pro-
dukcji biocelulozy przez bakterie.
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Wydajnos$é produkcji biocelulozy przez Acetobacter xylinus w hodowlach na bazie
buforu cytrynianowo-fosforanowego

Streszczenie

Acetobacter xylinus (obecnie zwany jako Komagataeibacter xylinus) uznawany jest za bakteri¢ najwydajniej
produkujaca bioceluloze, ktéra w czasach kryzysu ekologicznego jest materialem przysziosci. Bioceluloza
ta wykazuje wysoka czysto$¢ i higroskopijnos¢, co w odroznieniu od celulozy roslinnej nie wymaga dodat-
kowych koszto- i energochtonnych etapéw obrdbki. Od lat bakteryjna celuloza (BC) jest obiektem zainteresowan
naukowcoéw na catym $wiecie jako naturalny surowiec w produkcji przemystowej i biotechnologii §rodo-
wiskowej. Sciste okreslenie warunkow produkcii jest kluczowe do efektywnego wytwarzania tego biopolimeru
na skalg przemystowa. W naszych badaniach oceniono wydajno$¢ biosyntezy celulozy przez Gram-ujemne
pateczki A. xylinus w pH w zakresach 4,0-7,0 stosujac pozywki wzrostowe Hestrin-Schramm’a (HS) na bazie
buforu cytrynianowo-fosforanowego. Najlepsza produkcj¢ biocelulozy obserwowano w ptynnych pozywkach
o pH w zakresach od 4,6 do 5,6 uzyskujac 1,26-1,78 g/L suchej masy badanego biopolimeru. Wydajnos¢
syntezy biocelulozy w buforowanych pozywkach HS byta zr6znicowana z plonem na poziomie 3,01% przy
pH 7,0 i 5,93% przy pH 5,0. Niezaleznie od wartosci pH pozywek, wszystkie wyprodukowane przez
A. xylinus krazki celulozowe cechowata stosunkow0 wysoka zawarto$¢ wody (od 49,7% do 73,8%) oraz
tatwos¢ absorpcji/wchtaniania barwnikéw kwasnych i zasadowych. Wyniki badan wskazuja na mozliwosé
wykorzystania BC w inzynierii biomaterialowej w produkeji biologicznych mat absorpcyjnych w rekulty-
wacji $rodowisk lub biokompatybilnych, niealergicznych materiatéow opatrunkowych i transplantacyjnych
w medycynie.

Stowa kluczowe: bioceluloza, A. xylinus, wydajno$¢ produkc;ji
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Efficiency of biocellulose production by Acetobacter xylinus in cultures based
on citrate-phosphate buffer

Abstract

Acetobacter xylinus (also known as Komagataeibacter xylinus) is the most efficient bacterium-producing
biocellulose, and in times of ecological crisis, it is seen as an important material for future applications. This
bio-cellulose exhibits high purity and hygroscopicity. Unlike plant cellulose, bacterial cellulose (BC) does
not require additional cost- and energy-intensive processing steps. For years BC has been of interest to scientists
around the world as a natural raw material for industrial production and environmental biotechnology. However,
a strict definition of production conditions is crucial for the effective production of this biopolymer on an
industrial scale. In our study, the efficiency of cellulose biosynthesis by Gram-negative rods of A. xylinus
was assessed in the pH range of 4.0-7.0 using Hestrin-Schramm (HS) growth medium based on citrate-
phosphate buffer. Optimal production of biocellulose was observed in liquid media with pH ranging from
4.6 to 5.6, obtaining 1.26¢/L-1.78g/L of dry weight of the tested biopolymer. The yield of BC in buffered
HS media varied from 3.01% at pH 7.0 to 5.93% at pH 5.0. The cellulose membranes produced by A. xylinus
in tested media were characterized by a relatively high-water content (from 49.7% to 73.8%) and an easy
absorption of acidic and basic dyes. The research results indicate the potential of biomaterial engineering
using BC in the production of absorbent mats for environmental reclamation and also for biocompatible,
non-allergic dressing and transplantation materials in medicine.

Keywords: biocellulose, A. xylinus, yield of production
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Wplyw czynnikow Srodowiskowych
na dimorfizm drozdzy Yarrowia lipolytica
i biosynteze proteaz zewnatrzkomorkowych

1. Wstep

Mikroorganizmy stanowia nie tylko integralng czgs¢ srodowiska, lecz powszechnie
wykorzystywane sa tez przez cziowieka. I cho¢ zazwyczaj kojarzone sg z byciem czynni-
kiem etiologicznym chor6b u ludzi i zwierzat, wiele z nich wywiera takze dobroczynny
wplyw na wiele proceséw zachodzacych w organizmach roslinnych czy zwierzgcych.
Wiele gatunkéw mikroorganizméw odgrywa zasadniczg role w srodowisku, chociazby
poprzez aktywy udziat w procesach mineralizacji azotu, poprawy wigoru oraz wptywa
na strukture i zasobno$¢ gleb. Zycie na ziemi nie bytoby mozliwe bez mikroorganizmow
i proceséw, w ktorych uczestnicza. Dobroczynny wptyw mikroorganizmow na procesy
zachodzace w §rodowisku naturalnym sprawit, ze ludzie zaczeli wykorzystywaé mikro-
organizmy juz kilkaset lat temu. Tradycyjne procesy biotechnologiczne stosowano do
utrwalania mleka czy warzyw. Przyktadow jest znacznie wigcej: wytwarzanie seroOw ple-
$niowych, chleba, kwasu chlebowego, octu, piwa czy wina. Wraz z postgpem naukowym
1 technologicznym biotechnologia réwniez si¢ zmienila. Jednak, aby w petni zda¢ sobie
sprawe z tego jaka role drobnoustroje moga spetnia¢ w przyrodzie oraz zyciu cztowieka,
nalezy réwniez pozna¢ ich budowe oraz zastanowi¢ si¢ jaki moze by¢ zwiazek miedzy
nig, a funkcja jaka spetniajg w srodowisku. Nowoczesna biotechnologia oparta jest na
wiedzy o rozwoju i morfologii mikroorganizmow i $cistej kontroli szlakéw enzymatycz-
nych z uzyciem narzgdzi inzynierii bioprocesowej. Metody te pozwalaja na polepszenie
wydajnosci produkcji okreslonych produktow oraz znalezienie nowych badz korzyst-
niejszych rozwigzan. Tak oto biotechnologia z drugiej polowy XX wieku, a wraz z nig
znajomos¢ fizjologii mikroorganizméw, szlakow metabolicznych i ich roli zaczeta odgry-
wac znaczacg role w rolnictwie, medycynie, diagnostyce czy produkcji zwiazkéw chemicz-
nych, a takze w energetyce, gornictwie, technologii zywnosci i ochronie srodowiska [1].

Najwicksze praktyczne znaczenie w procesach biologicznych maja technologie,
w ktorych stosowane sa wylacznie wyizolowane enzymy. Procesy te moga by¢ kontrolo-
wane i przerywane na okre§lonym i pozadanym etapie, w sposob tatwiejszy, anizeli
Z uzyciem zywych kultur mikrobiologicznych. Niestety procesy te charakteryzuje rowniez
duza niestabilnos¢, ze wzgledu na wrazliwos¢ mikroorganizméw/ enzymdw na zmiany
srodowiska. W zwigzku z tym muszg by¢ prowadzone badania podstawowe, ktore po-
zwolilby na pokonanie tych barier i produkcje tanszych, a jednoczesnie stabilnych

! dorota.wieczorek@lit.lukasiewicz.gov.pl, Centrum Materiatow Obuwnicznych, Barwionych i Spozywczych,
Lodzki Instytut Technologiczny, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz www.lit.lukasiewicz.gov.pl.

2 katarzyna.miskiewicz@lit.lukasiewicz.gov.pl, Centrum Materialéw Obuwnicznych, Barwionych i Spozyw-
czych, £.6dzki Instytut Technologiczny, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz www.lit.lukasiewicz.gov.pl.
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biokatalizatorow. Przeglad ten ma przyblizy¢ wplyw zmiany warunkow $rodowiska na
dimorfizm i biosyntez¢ proteaz zewnatrzkomoérkowych przez drozdze Y. lipolytica. Enzymy
proteolityczne stanowig najwicksza grupe enzymow sposrod dostepnych i wykorzysty-
wanych przemystowo biokatalizatorow. Dotychczas komercyjnie stosowane sg proteazy
bakteryjne; szczegolnie uzyskane w wyniku hodowli baterii z rodzaju Bacillus. Z drugiej
strony alkaliczna proteaza produkowana przez szczepy drozdzy z rodzaju Yarrowia jest
jednym z lepiej poznanych enzyméw wyizolowanych z gatunku Y. lipolytica. Ponadto
szczepy z gatunku Y. lipolytica moga rosnaé na odpadowych zrodtach wegla, co moze
wplynac na ekonomig¢ wytwarzania enzyméw proteolitycznych.

2. Wykorzystanie drozdzy Y. lipolytica w przemysle

Y. lipolytica to drozdze, ktore sg intensywnie badane lub wykorzystywane do wielu
proceséw technologicznych w ostatnich 30 latach. Te niekonwencjonalne i wybitnie tle-
nowe mikroorganizmy produkuja wiele waznych zwigzkéw chemicznych [2]. Badania
w zakresie genomiki, transkryptomiki i proteomiki ujawnily fizjologig i genetyke, sekrecje,
dymorfizm oraz biogenezg peroksysomow i kompleksu mitochondrialnego. Wraz z po-
czatkiem XXI wieku okres$lono cata sekwencje szesciu chromosoméw drozdzy z gatunku
Y. lipolytica [3]. Poznane zostaty szlaki metaboliczne cukrow, lipidow czy $ciezki bio-
degradacji kesonobiotykow przez ww. drozdze. Dotychczas szczep ten izolowano zarwno
ze §rodowisk bogatych w substancje hydrofobowe, np.: z gleby skazonej weglowodo-
rami czy $ciekow przemystowych. Réwnie cennym zZrodtem izolatow drozdzy z rodzaju
Yarrowia okazala si¢ zywnos$¢. Szczegolnie czesto drozdze te znajdowane sg w serach
plesniowych, sosie sojowym oraz salatkach z dodatkiem owocow morza. Szerokie roz-
powszechnienie w odmiennych §rodowiskach, przelozylo si¢ na mozliwo$¢ asymilacji
roznych zrodet wegla. Drozdze z rodzaju Yarrowia szczegolnie preferuja wykorzystywanie
substratéw hydrofobowych jako zrodet wegla (kwasy thuszczowe, trojglicerydy, estry
i weglowodory), ale rowniez moga zuzywac hydrofilowe zrodta wegla (glukoza, glicerol,
fruktoza, kwasy organiczne i alkohol). Posiadanie niezwykle rozbudowanego aparatu
enzymatycznego, pozwolito na szerokie zastosowanie drozdzy z rodzaju Yarrowia
w przemysle. W poréownaniu do innych szczepow wykorzystywanych przemystowo,
drozdze z gatunku Y. lipolytica charakteryzuje maksymalna zdolno$¢ do namnazania
biomasy w temperaturach nizszych niz 34°C [4], co jest bardzo wazne podczas prowa-
dzenia procesow na skale przemyslowa. Przyrost biomasy i produkcja pozadanych
metabolitbw w niskich temperaturach utatwia prowadzenie procesow biotechnologicznych
z udzialem drozdzy, a jednoczes$nie wptywa na ekonomig¢ procesu.

Jedna z wazniejszych cech jakie posiadaja szczepy z rodzaju Yarrowia jest zdolnosé
do syntezy wielu enzymow, w tym pozakomorkowych (tab. 1). Proteazy zewnatrzkomor-
kowe E.C.3.4 i lipazy E.C.3.1.1.3 produkowane przez drozdze z rodzaju Yarrowia mogg
by¢ wykorzystywane chociazby w poprawie jakosci dojrzewajacych seréw niskottusz-
czowych [5], do procesdéw bioremediacji czy produkcji biosurfaktantow [6]. Uczestnicza
one rowniez w procesie przeksztatcania odpadow biatkowych (rys. 1) celem odzyskania
biopolimerow, szczegdlnie keratyny i kolagenu [7, §].
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Rysunek 1. Struzyny garbarskie, strona lewa: surowe struzyny garbarskie, strona prawa: struzyny garbarskie
osadzone na saczku po procesie degradacji z uzyciem Y. lipolytica IPS21 (powickszenie x1000) [opracowanie
wiasne, badania wlasne]

Drozdze te syntetyzuja rowniez acylotransferaze diacyloglicerolowa typ 1 i typ 2,
ktore sg konieczne do przylaczenia do diacylogilcerolu jeszcze jednej czasteczki acyloCoA
w ostatnim etapie syntezy trojglicerydow. Ekspresja tych bialek pozwala na produkcje
lipidow przez szczepy drozdzy z gatunku Y. lipolytica. Produkty tej syntezy wykorzy-
stywane moga by¢ w produkcji biopaliw, czy tez olejow wzbogaconych w niezbedne
kwasy thuszczowe, do zastosowan w przemysle farmaceutycznym i spozywczym [9].
W wyniku konwersji rycynooleinianu metylu drozdze z rodzaju Yarrowia syntetyzuja
tez y-dekalakton, ktory jest wykorzystywany w przemysle zywieniowym do aromatyzo-
wania produktow celem nadania im zapachu masta, kokosu, truskawki, maliny, $mietany,
mango, brzoskwini, moreli czy orzecha [4]. W ostatnich kilku latach najbardziej popu-
larnym przemystowym zastosowaniem tego gatunku drozdzy wydaje si¢ by¢ produkcja
biomasy wykorzystywanej jako biatko jednokomorkowe (ang. Single Cell Protein, SCP)
[10] np.: na cele paszowe. Procesy technologiczne w wyniku ktorych uzyskuje sie cenne
produkty z udziatem szczepow Yarrowia maja status GRAS (ang. Generally Recognized
as Safe) nadany przez Amerykanska Agencje Rzagdowg Zywnosci i Lekéw (ang. Food
and Drug Administration, FDA) [2]. Oznacza to, ze uzyskane substancje sa bezpieczne
dla ludzi i zwierzat w warunkach ich zamierzonego uzycia.

Tabela 1. Substraty, enzymy i produkty wytwarzane z udziatem Y. lipolytica i ich potencjalne zastosowanie
przemystowe

Substrat Enzym Produkt Zastosowanie Zréodio
glukoza, karboksylaza acetylo-CoA E.C. 6.4.1.2 i acyl- lipidy produkcja biodiesel 11
fruktoza CoAudiacyloglicerolacylotransferaza E.C.
23120
glukoza desaturaza detlta-6 E.C. 1.14.19.3, elongaza wielonienasyc  alternatywne Zrodto 12
C18/20 E.C. 2.3.1, desaturaza delta -5 E.C. ne kwasy kwasow omega 3-
1.14.19.44 i desaturaza thuszczowe 6-9 dla ludzi
delta-17 E.C.
13.1.
glicerol zewnatrzkomoérkowa i wewnatrzkomorkowa lipazy, alternatywne Zrodto 13
odpadowy lipazaE.C. 3.1.1.3 kwas kwasu
z dodatkiem cytrynowy Ccytrynowego,
frakeji przemyst
glicerynowej spozywczy,
detergenty
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alkany, kwasy lipazy/esterazy E.C. 3.1.1.3 wolne kwasy bioremediacja 14
thuszczowe rodzina enzymow cytochromu P450 E.C. tluszczowe, kesonobiotykow,
1.6.2.4, produkcja produkcja
peroksysomalne oksydazy acylo-CoA E.C. acetylo~CoA, zwigzkow
3.1.2.27 steroidy, aromatycznych,
y-laktony biotransformacja
steroidow
surowy syntetaza sukcynylo-CoA E.C. kwas przemyst 15
glicerol 6.2.1.4 (SCS), dehydrogenaza bursztynianowa bursztynowy SPOZywWCZy.
E.C.1.35.1 (SDH) przemyst
farmaceutyczny,
chemia
glicerol reduktaza erytrozy EC:1.1.1.21 erytrol przemyst 16
SPOZYyWCZy
$cieki zewnatrzkomoérkowa i wewngtrzkomoérkowa odbarwione biologiczne 17
Z przemystu lipazaE.C.3.1.1.3, $cieki, oczyszczalnie
rybnego dehydrogenazy E.C. wykorzystane $ciekow,
1111, ksenobiotyki biodegradacja
zewnatrzkomorkowe proteazy E.C 3.4. jako zrodto kesonobiotykow
wegla

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie [11-17].

Biotechnologia stanowi jeden z najdynamiczniej rozwijajacych si¢ obszarow badan
naukowych w Unii Europejskiej. Branza ta zostata uznana w ostatnich latach za jedng
Z najbardziej innowacyjnych dziedzin gospodarki. Komercjalizacja wynikéw badan
z zakresu biotechnologii, w tym z uzyciem drozdzy z rodzaju Yarrowia, wymaga ciagle
znaczacych inwestycji kapitalowych, glebokiej wiedzy i znajomosci rynku. Nadal naj-
wigkszym wyzwaniem w szerszym rozwoju nowych metod i zastgpieniu nimi konwen-
cjonalnych proceséw chemicznych jest pokonanie bariery zwigzanej z wysokim kosztem
substratow weglowych stosowanych do procesow. Z tego wzgledu glownym zadaniem
naukowcow jest prowadzenie prac majacych na celu zintensyfikowanie odzysku wegla
badz innych pierwiastkow przez mikroorganizmy z odpadow. Potencjat drozdzy z rodzaju
Yarrowia do produkcji szerokiej gamy enzymow koniecznych do biokonwersji uzalez-
niony jest od wielu czynnikow. Na wzrost drozdzy z gatunku Y. lipolytica i wydzielanie
metabolitéw maja wplyw migdzy innymi: struktura i dostepno$¢ sktadnikéw organicz-
nych, ich jednorodnos$¢ i obecno$¢ mineratow, pH wyjsciowe i procesowe podtoza wzro-
stowego, temperatura inkubacji, ilo$¢ inokulum oraz intensywno$¢ natlenienia [13]. Para-
metry te muszg by¢ zoptymalizowane pod katem wydajnosci oraz ekonomii procesu.

3. Wplyw czynnikéw Srodowiskowych na rozwaéj i morfologie drozdzy
Y. lipolytica

Drozdze Y. lipolytica sg organizmami dymorficznymi, ktore maja zdolno$¢ do wzrostu
w odmiennych formach morfologicznych (drozdzowa, strzgpkowa) w zalezno$ci od
warunkow Srodowiskowych (rys. 2). Dzikie szczepy drozdzy Y. lipolytica charakteryzuje
bardzo zréznicowany wzrost i wyglad kolonii, moga one by¢ matowe czy I$niace, gtadkie
lub poszarpane. Ich zmienno$¢ jest zwigzana nie tylko z podtozem, ale rowniez z gene-
tycznym fenotypem. Izolaty Srodowiskowe sg bardzo niestabilne, czego nie obserwuje
si¢ dla szczepow laboratoryjnych. Ta cecha pozwala penetrowac rodzajowi Yarrowia do
srodowisk o labilnych lub utrudnionych warunkach do rozwoju. Zrozumienie w jaki
sposob systemy fizjologiczne posrednicza w mozliwosci rozwoju pojedynczych komorek
mikroorganizmoéw, a ostatecznie w dynamice wzrostu populacji, ma kluczowe znaczenie
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dla kontrolowania procesow przemystowych [18]. Tak duze zroznicowanie morfologiczne,
wywoluje zmiany reologiczne, wplywa na transport ciepta i zmienia wspotczynnik wni-
kania masy, co bezposrednio przektada si¢ na przebieg procesoéw w bioreaktorach. Stad
konieczne jest monitorowanie i kontrolowanie morfologii podczas hodowli z uzyciem
drozdzy z rodzaju Yarrowia [19]. Forma strzepkowa w procesach biotechnologicznych
zazwyczaj jest niepozadana.

Rysunek 2. Morfologia drozdzy z rodzaju Yarrowia: na gorze — hodowla na podtozu YNB (ang. Yeast
nitrogen base), na dole — hodowla na podtozu z dodatkiem surowicy [20]

W literaturze przedmiotu wspomina si¢ o wptywie na dimorfizm w dwdch aspektach:
a) potencjalnych czynnikéw zewngetrznych powodujgcych zmiane w morfologii b) wa-
runkow fizykochemicznych zastosowanych w bioreaktorze.

Czynniki wptywajgce na zmiang morfologii maja réznoraki charakter (schemat 1).
Sa to zmiany fizykochemiczne, mechaniczne czy zmiany wynikajace z dostepnosci
sktadnikow pokarmowych.

Do czynnikéw fizykochemicznych najbardziej wptywajacych na dimorfizm drozdzy
Yarrowia zalicza si¢ zmiang pH, zmiang w zawartosci tlenu rozpuszczonego w wodzie
czy zmiany temperatury. Do czynnikow mechanicznych, ktore sa najmniej poznane
nalezg ci$nienie i mieszanie. Do czynnikow zwigzanych z asymilacja wybranych sktad-
nikow pokarmowych kwalifikuje si¢ reakcje na r6zne formy azotu, wegla oraz stezenie
jonéw metali [21]. Dotychczas, w wykazie literaturowym omoéwiono szeroko wpltyw
zmiany pH na morfologi¢ kolonii drozdzy z gatunku Y. lipolytica [22-24].
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Schemat 1. Czynniki wplywajace na zmiang morfologii u drozdzy z rodzaju Yarrowia, opracowanie wiasne
na podstawie [24]

Formy strzepkowe zdecydowanie czgséciej obserwuje si¢ w srodowisku obojetnym
(pH 7) badz zblizonym do takiego. Jednakze, pojawiaja si¢ rowniez doniesienia o pro-
dukcji mycelim w niskim pH, rownym 4,5 [23]. Kontrolowang zmian¢ pH mozna uzyskac
poprzez stosowanie r6znego rodzaju buforow. W przypadku drozdzy z rodzaju Yarrowia
nie tylko warto$¢ pH wptywa na pojawie si¢ form nitkowatych, ale rowniez odmiana
buforu. Ruiz Herrera i Sentandreu (2002) stosujac to samo zroédto wegla, warunki w bio-
reaktorze i pH rowne 7 uzyskali inny procent form nitkowatych w ogdInej badanej popu-
lacji drozdzy z rodzaju Yarrowia, utrzymujacy si¢ na poziomie 87% w buforze fosfora-
nowymi, a 98% w buforze cytrynianowym [25].

Roéwnie waznym parametrem wptywajacym na zmiang formy z owalnej na strzgpkowa
u drozdzy gatunku Y. lipolytica jest ilo$¢ tlenu rozpuszczonego w wodzie [26-28].
Czynnik ten w zasadzie na réwni z pH, uwazany jest za kluczowy w rozwoju tych grzybow.
Drozdze z rodzaju Yarrowia w obecnosci duzej ilosci tlenu moga prowadzi¢ bardziej efek-
tywne oddychanie tlenowe. Ograniczona dostepno$¢ tego sktadnika w podiozu determinuje
zmiane¢ morfologii, wydtuzenie wiokien w kierunku formy strzgpkowej. Dimorfizm uza-
lezniony $cisle od ilo$ci tlenu rozpuszczonego w wodzie nie zalezy od zrodet wegla [29].

Stres temperaturowy ma zdecydowanie mniejszy wptyw na morfologi¢ nizeli weze-
$niej wspominane czynniki [30]. Badania prowadzone w $cisle laboratoryjnych warun-
kach wykazaly, ze w czasie szoku cieplnego na poczatku i w trakcie hodowli, moga
pojawiac¢ si¢ formy strzgpkowe, natomiast nie sg one dominujace [28,31]. Ponadto w wa-
runkach przemystowych parametr ten jest zdecydowanie tatwiejszy do kontroli, nizeli
zmiany pH pozywki czy przenikanie rozpuszczonego tlenu w coraz to gestszej hodowli.

Szczepy z rodzaju Yarrowia toleruja dobrze duze stezenie chlorku sodu, nawet do
9% NaCl, w pozywce hodowlanej [32, 33]. W odpowiedzi na stres solny (podwyzszone
stezenie soli w §rodowisku wzrostu) drozdze z gatunku Y. lipolytica rozwingly rézne
mechanizmy adaptacyjne. Jednym z nich jest akumulacja glicerolu. Obserwowane sg tez
zmiana ksztattu i wielkosci komoérek. Drozdze z rodzaju Yarrowia w odpowiedzi na stres
solny produkuja zwigkszone ilosci wewnatrzkomérkowych aminokwasow, szczeg6lnie
proliny [34].

Zmiany w morfologii i wzroscie, w odpowiedzi na bezposrednie dziatanie cisnienia
1w zalezno$ci od szybkosci pracy topatek w bioreaktorze, sa stosunkowo mato poznane.
Zazwyczaj pojawienie si¢ form strzgpkowych spowodowane jest posrednim dziataniem
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ci$nienia czy mieszania [33]. Zwigkszona lub zmniejszona ilo§¢ ruchow lopatek prze-
ktada si¢ bezposrednio na zmniejszenie ilosci tlenu w pozywce. Nieliczne opisane badania
wskazuja, ze nadmierna predkos¢ topatek moze wplywac na uszkodzenie komorek [21],
ale nie udowodniono, jak sily Scinania przektadaja si¢ na zmiang¢ morfologii i wzrost
form nitkowatych. Z kolei zwigkszone cisnienie moze powodowac stres oksydacyjny w ko-
morkach, co przektada si¢ na pojawienie si¢ wigkszej (0 25%) ilosci form strzgpkowych
w hodowli [35].

Ostatnig grupa czynnikoéw, ktére moga determinowaé¢ zmiane wygladu komorek
drozdzy z rodzaju Yarrowia sa sktadniki pokarmowe, a w zasadzie ich dostgpnos¢ dla
mikroorganizméw. Najbardziej przebadanym zwigzkiem, ktorego obecnos¢ w podtozu,
gwarantuje uzyskanie form strzepkowych jest N-acetyloglukozamina. Przyswajanie tego
zwigzku powoduje, ze w $cianie komorkowej drozdzy obecne sg zwickszone ilosci amino-
cukréw 1 zmniejszone ilosci biatka. Zmniejszona ilo§¢ biatka w $cianie komorkowe;j
moze by¢ przyczyng zmiany formy z drozdzowej w strzepkowa [18]. Przez dlugi czas
uwazano, rowniez, ze substraty hydrofobowe, w tym oliwa z oliwek, n-alkany czy olej
rycynowy [36] moga modulowa¢ zmian¢ form morfologicznych komorki drozdzowe;j,
jednakze mechanizmy tego zjawiska nie zostaty do dzi$ poznane. Z kolei nadmiar wegla
w stosunku do azotu (C/N), nazywany potocznie ,,glodem azotowym” powoduje niemal
zawsze pojawienie si¢ form strzgpkowych. To zjawisko nie jest pozadane podczas pro-
dukc;ji lipidow w komodrkach drozdzy. Celem wyeliminowania tego zjawiska, z pomoca
danych traskryptomicznych, zidentyfikowano szereg genow odpowiedzialnych za reakcje
stresowe. Ustalono, ze delacja genu MHY 1 zapobiega tworzeniu si¢ strzepek, niezaleznie
od stosowanych warunkow stresowych [37] czy zrodet azotu [38]. Obecno$¢ nadmiernej
ilosci B-karotenu, intermediatéw metabolizmu w komorkach drozdzy, rowniez powoduje
obecno$¢ zwigkszonej ilosci strzgpek, co zaburza dalszg produkcje tego pozadanego
przemystowo zwigzku. Delecja genow CLA4 i MHY 1 pozwala uzyskaé¢ duze ilosci
B-karotenu i zachowa¢ owalny ksztatt komorek podnoszac wydajnos¢ procesu o 139%
[39]. Zmiana zrédta azotu tez moze wptywacé na zmiane formy, ale proces ten mozliwy
jest juz do wyeliminowania na etapie ustalania optymalnych warunkéw hodowli [21].

Badania wptywu jon6w metali na dimorfizm drozdzy z rodzaju Yarrowia sa rowniez
udokumentowane [40-42]. Poczatkowo sadzono, ze zarowno nadmiar, jak i brak jonow
magnezu Mg?*, zelaza Fe** i wapnia Ca?* wptywajg na dimorfizm [40]. Badania te jed-
nak, byly malo szczegdtowe, a wptywu jonéw wapnia nie obserwowano w innej pracy [41].
Szczegodtowe prace prowadzone w kontrolowanych bioreaktorach, potwierdzity mozli-
wos¢ akumulacji duzych ilosci zelaza w komdrkach drozdzy, a uzyskane dane wskazaty,
ze w polaczniu ze zmiang pH $rodowiska, jony Zelaza sg przetacznikiem morfogene-
tycznym [42].

Najwickszym wyzwaniem, ktore stoi przed naukowcami w odniesieniu do zjawiska
dimorfizmu drozdzy Yarrowia, bedzie opracowanie metody pozwalajgcej na doktadng
charakterystyke i ujednolicenie procedur zwigzanych z takimi badaniami. Dotychczas
do oceny morfologii i dimorfizmu drozdzy Yarrowia stosowane byly, migdzy innymi:
mikroskopia optyczna, manualne zliczanie komorek, automatyczna mikroskopia, elek-
tronowa mikroskopia, metody dyfrakcyjne badz cytometria przeptywowa [18-42]. Roz-
wigzaniem takich problemoéw moze by¢ zastosowanie dwuzakresowego spektrometru
MIR/NIR z systemem mikroskopii w podczerwieni z wytrzasarka. System ten stanowi
szerokie rozwigzanie pozwalajace na monitoring procesow syntezy i bio-/degradacji
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w krotkim (kilkuminutowym) czasie od chwili poboru prébki, dla rozmiarow czastek od
6,25 mikrometrow wzwyz. ldealnie nadaje si¢ do pomiaru probek niejednorodnych.
System taki dostarcza wysokiej jakosci obrazy, przy niskim koszcie analizy i zwickszonym
bezpieczenstwie pracy. Wazne parametry monitorowania i kontroli procesu biologicz-
nego czy syntezy chemicznej moga by¢ dostgpne niemal natychmiast. Wykorzystanie
takiej aparatury do oceny zmian morfologii planowane jest w ramach badan witasnych
zwigzanych ze szczepem drozdzy Y. lipolytica IPS21 prowadzonych w Lukasiewicz —
L6dzkim Instytucie Technologicznym.

4. Wplyw czynnikéw srodowiskowych na zdolnos$¢ drozdzy Y. lipolytica do
produkcji zewnatrzkomorkowych enzymow proteolitycznych

Syntetyczny przeglad na temat wptywu réznych czynnikéw na produkcje kwasu
cytrynowego, biosurfaktantow, y dekalaktonu czy lipidow opisano szeroko w wielu
publikacjach [19, 21, 43-46].

W polskiej literaturze przedmiotu brakuje uporzadkowanych informacji na temat
wplywu czynnikéw $rodowiskowych (schemat 2) i warunkéw wzrostu na potencjat
drozdzy Y. lipolytica do produkcji zewnatrzkomorkowych enzymow proteolitycznych.
Z tego powodu omoéwiony zostanie aktualny stan wiedzy dotyczacy wptywu parametréw
hodowlanych na ekspresj¢ zewnatrzkomorkowych proteaz. Przedmiot tych badan jest
0 tyle wazny, iz $wiatowa produkcja enzymow proteolitycznych w roku 2021 warta byta
ponad 5 miliardow dolarow, z wyrazna tendencjg wzrostu.

czynniki
parametry srodowiskowe
kontrolowane zmieniajace si¢ W
hodowli
PH

ilo$é tlenu do n
komésrth SE0dl

cisnienie
Osmotyczne

LHOS'é illll%dowli S intermedsi owae
poboczne ﬁ%m }

e

Schemat 2. Czynniki srodowiskowe i parametry hodowli wptywajace na potencjat produkcji proteaz przez
drozdze z rodzaju Yarrowia, opracowanie wlasne na podstawie [47]
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Proteazy uwazane sg za jedng z najwazniejszych grup enzyméw produkowanych
komercyjnie i przemystowo. Maja zastosowanie w roznych sektorach: w biotechnologii
jako dodatki do zywnosci, zwiazki farmaceutyczne i kosmetyczne oraz sg wykorzysty-
wane jako detergenty [47]. Ponizej scharakteryzowane zostang najwazniejsze czynniki
i warunki wzrostu majgce wplyw na ekspresje i ilo§¢ wydzielanych przez Y. lipolytica
proteaz pozakomorkowych.
4.1.Wplyw pH i temperatury na biosynteze proteaz

Ze wszystkich czynnikéw srodowiskowych i zmian w hodowli spowodowanych pro-
cesami metabolicznymi podczas biosyntezy proteaz najwigksze znaczenie ma odczyn
srodowiska. Jest to glowny parametr determinujacy ilo$¢ wydzielanych enzymow na
zewnatrz komorki. Drozdze z rodzaju Y. lipolytica wykazuja ekspresje zarowno zewnatrz-
komoérkowych proteaz alkalicznych, jak i zewnatrzkomorkowych proteaz kwasnych,
nieliczne szczepy wydzielaja do srodowiska proteazy obojetne [48]. Sekrecja do podtoza
zewngtrzkomorkowych proteaz kwasnych i proteaz zasadowych zwigzana jest z innymi
mechanizmami regulacyjnymi. Uwalnianie enzymow kwasnych nie jest kontrolowane.
Aktywacja proteaz kwasnych (gen AXP1) zachodzi juz poza komorka poprzez auto-
katalityczne odcigcie pro peptydu w niskim pH $rodowiska Z kolei uwalnianie proteaz
zasadowych $cisle zwigzane jest z obecnoscig odpowiednich biatek, jako induktorow
w podtozu hodowlanym. Wyniki duzej ilo$ci badan pozwolily ustali¢ sekwencje¢ genu
XPR2 kodujacego zasadowa proteaze oraz poszczegdlne etapy dojrzewania i sekrecji
tego biatka. Gen XPR2 koduje 454 aminokwasowy (55kDa) pre-proenzym. Na N-koncu
biatko to zawiera sekwencje sygnalng (22 aminokwasy), kolejno odcinek dziewigciu di-
peptydow X-Ala, X-Pro, ktore zostaja odcigte przez dipeptydyloaminopeptydaze. Dalej
biatko to zawiera pro region (124 aminokwasy), z jednym miejscem N-glikozylowanym.
Wzdtuz pro regionu znajdujg si¢ dwa aminokwasy Lys-Arg, ktore sa potencjalnymi
substratami do ciecia dla dipeptydyloaminopeptydazy — kodowanej przez gen XPR®6.
Jednakze tylko drugi dipeptyd (Lys156 Argl57) ulega przecigciu, zwalniajac dojrzate
biatko [49].

Proteazy alkaliczne moga pehi¢ tez rolg zrodta wegla i azotu dla szczepow z rodzaju
Yarrowia, kiedy w srodowisku wyczerpane zostang pozostate sktadniki odzywcze [50].
Charakter reakcji chemicznej, ktora katalizuja proteazy czy peptydazy sprawia, ze ak-
tywno$¢ tych enzymow musi by¢ $cisle kontrolowana, w celu uniknigcia nadmiernej
i niebezpiecznej hydrolizy biatek potrzebnych komorce do prawidtowego funkcjonowania
w etapie wydzielania ich z komorki. Enzymy proteolityczne wydzielane sg z komorki
w pH 7-9, niezaleznie od obecnych w podtozu Zrodet wegla. Jednakze najwyzszg aktyw-
nos¢ enzymow obserwuje si¢ przy pH rownym 8 [51]. Lopez-Flores i wsp. (2016) wskazali
mozliwo$¢ produkcji proteaz zasadowych przez drozdze Yarrowia w pH 5-9, ale naj-
wyzszg aktywno$¢ enzymu uzyskano w pH ponad 7 [52]. W innych badaniach opisano
wzrost aktywnosci proteazy wraz ze spadkiem pH w hodowli. W tym przypadku do
podioza wydzielana byta zewnatrzkomorkowa proteaza kwasna [53]. Drozdze z rodzaju
Yarrowia w zaleznosci od warunkoéw hodowli poza proteazami moga wydziela¢ do
podloza produkty uboczne metabolizmu, ktore wplywaja na zmiang¢ pH i moga dopro-
wadzi¢ do zaburzen procesu oraz spowodowaé uszkodzenie zewnatrzkomoérkowych
biatek, szczeg6lnie w przypadku pozyskiwania biatek rekombinowanych [54]. Waznym
zagadnieniem opisanym stosunkowo niedawno jest potrzeba delecji genow wewnatrz-
komorkowych proteaz u biorcy gendw pozyskanych z Yarrowia. W innym przypadku
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wydzielanie proteaz do podloza bedzie zalezne od pH charakterystycznego dla biorcy
[55]. Szczepy z gatunku Y. lipolytica posiadaja szereg proteaz wewnatrzkomorkowych,
ale ekspresja tych enzymow nie jest zalezna od zmian pH $rodowiska. Zwigzane jest to
z utrzymaniem wewnatrzkomorkowego pH przez mikroorganizmy w obrgbie pH 6,8,
niezaleznie od osiggnictych wartosci w medium hodowlanym [49]. Warto$¢ pH w medium
hodowlanym nie tylko determinuje mozliwo$¢ wydzielania enzymow na zewnatrz ko-
morki, ale wptywa tez na sposob dziatania wydzielanych biatek. W pH 8 pozakomorkowe
proteazy zasadowe wykazujg aktywno$¢ esterazowa, a w pH 9 kazeinolityczng wobec
substratow zawierajacych argining, lizyn¢ lub tyrozyne [56].

Aktywno$¢ enzymatyczna i ilo$¢ biatek wydzielanych z komorki $cisle zwiazana jest
tez z optimum temperatury wyznaczonej dla danej grupy mikroorganizmoéow. Wzrost tem-
peratury zwieksza szybkosc¢ reakcji enzymatycznych, szczegolnie tych wykorzystywanych
do procesow budowy biomasy mikroorganizméw. Poniewaz enzymy to substancje bial-
kowe, wzrost temperatury powyzej temperatury optymalnej dla jego dziatania powoduje
stopniowg denaturacje i zanik zdolnosci katalitycznych. Wigkszo$¢ enzymow zewnatrz-
komoérkowych wydzielana jest w fazie stacjonarnego wzrostu, co powigzane jest z koniecz-
noscig uzyskania odpowiedniej ilo$ci biomasy. Dla zewnatrzkomorkowych proteaz alka-
licznych produkowanych przez szczepy z rodzaju Yarrowia zakres temperaturowy
miesci si¢ w granicy 25-45°C. Ponizej 1 powyzej tych wartosci aktywnos$¢ enzymow maleje
1ich stezenie rowniez si¢ zmniejsza. Z kolei powyzej temperatury 60°C wigkszos¢ enzy-
moéw ulega nieodwracalnej denaturacji [55]. Stabilno$¢ enzymdéw miesci si¢ rowniez
w zakresie 25-45°C [47]. Lotfi i wsp. (2015) opisali temperature 30°C jako optymalng dla
produkeji alkalicznych proteaz zasadowych na podiozach zawierajacych roézne zrodia
wegla [57]. Maksymalng aktywnos$¢ enzymu obserwowano w 72 h. Z kolei w pracy
Loépez Flores i wsp. (2016) wykazali maksymalna produkcje juz w 36 h (wykres 1).
Skrécenie czasu budowania biomasy 1 wydzielania produktéw na zewnatrz komorki
zwigzane bylo z zastosowaniem wyzszej temperatury 45°C [52].
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Wykres 1. Aktywno$¢ proteolityczna uzyskana przez szczep Y. lipolytica w warunkach podtoza statego
w temp 45°C w czasie 0-72 h, opracowanie wiasne na podstawie [52]

Podsumowujac, biosynteza zewnatrzkomorkowych proteaz przez drozdze z gatunku
Y. lipolytica $cisle powigzana jest z temperaturg w jakiej prowadzona jest proces. Wskazano
réwniez, ze parametr ten jest istotny do uzyskania wysokich ilosci produktow zewnatrz-
komorkowych, ale przy rownoczesnej kontroli odczynu $rodowiska. Wszelkie opisane
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prace, nad uzyskaniem wysokich ilosci proteaz w supernatantach hodowlanych wskazuja,
ze konieczna jest wieloczynnikowa optymalizacja warunkow na etapie wzrostu mikro-
organizméw, biosyntezy enzymoéw, jak i ich wydzielania z komorki [19, 21, 43-52].
4.2. Wplyw innych czynnikow na biosynteze¢ proteaz

Procesy biosyntezy wybranych produktow sensu stricto uzaleznione sga roéwniez od
dostgpnosci i rodzaju sktadnikow pokarmowych obecnych w srodowisku. W trakcie pro-
cesu przemystowego ilo$ci i rodzaj sktadnikéw pokarmowych wiclokrotnie moze ulegaé
kierunkowej badz spontanicznej transformacji. Mikroorganizmy, w tym drozdze z rodzaju
Yarrowia wyksztalcity szereg wewnatrzkomorkowych proceséw biochemicznych, zwanych
sygnatami, pochodzacych z zewnatrz komorki lub z jej wnetrza, w odpowiedzi na
zmiany w §rodowisku.

Obszerne badania zwigzane z systemem represji i indukcji katabolicznej i ich roli
W przyswajaniu wegla lub azotu opisane byty w literaturze dla drozdzy metylotroficznych
czy Saccharomyces cerevisiae [58, 59]. Nieliczne badania zostaly przeprowadzone dla
drozdzy z rodzaju Yarrowia.

Potrzeba skrocenia czasu procesu i mozliwos¢ uzycia zrodet odpadowych do wzrostu
i produkcji pozadanych zwiazkoéw to gtdwne cele biotechnologii procesowej. Zatem
konieczne wydaje si¢ poznanie indywidualnych zwigzkéw przyczynowo skutkowych na
poziomie komoérkowym. Wiedza ta pozwoli na wzrost wydajnosci dziatan inzynieryjnych.
U drozdzy z rodzaju Yarrowia niska ilo$¢ azotu (N) w podlozu powoduje przesunigcie
metabolizmu tlenowego w kierunku akumulacji lipidow i produkcji kwasu cytrynowego,
natomiast wysoka ilo$¢ azotu N w podiozu przektada si¢ na wzrost biomasy [60], co
jednoczesnie powoduje zwickszong biosynteze enzymow. Goncharov i wsp. (2010),
opisali wptyw ro6znych zrédetl azotu na syntez¢ enzymow proteolitycznych dla szczepu
drozdzy Y. lipolytica 2061. Przetestowano mig¢dzy innymi; zelatyne, kazeing, bycza
krew i hemoglobing. Okazalo si¢, ze w podtozu z kazeing biosynteza enzymow proteo-
litycznych byta najwyzsza [61]. Wytlumaczono to zjawiskiem wystepowania miceli.
Udowodniono, ze w roztworach wodnych kazeina w moze bowiem wystepowac w formach
miceli. Te z kolei maja domeny hydrofobowe zwrdcone do wnetrza, a hydrofilowe
w kierunku rozpuszczalnika. Wplywa to bezposrednio na tatwe wigzanie wody czy
enzymow. Z kolei Akpinar i inni (2011) prowadzili badania na podtozach zwierajacych
odtluszczone mleko, glutaming i glukoze. Dodatek do podioza glukozy czy glutaminy
wplywal negatywnie na catoksztalt metabolicznych przemian szczepu z rodzaju Yarrowia,
co przektadato si¢ na zmniejszenie syntezy enzymow proteolitycznych [S1]. Podobne
dane opisane zostaty przez Ogrydziak i wsp. (2003). Udowodnili oni, ze niektore dodat-
kowe zrodta wegla i azotu w podtozu mogg hamowac procesy wydzielania proteaz oraz
rybonukleaz z komorki drozdzy z rodzaju Yarrowia [62]. Cesar Soares Sales i wsp. (2022)
wykazali z kolei, iz podczas biotransformacji politereftalanu etylenu, zmiana ilosci
i rodzaju sktadnikow pokarmowych wplywala na ekspresj¢ proteaz. Badania prowadzono
na podiozach trzysktadnikowych YPD (ang. 1% yeast extract, 2% peptone and 2%
dextrose) oraz YTD (ang. 1% yeast extract, 2% tryptone and 2% dextrose). Wykazano,
ze maksymalna ekspresjag proteaz uzyskano dopiero po 80 h. W przypadku podiozy
dwusktadnikowych YP (ang. 1% yeast extract, 2% peptone) i YT (ang. 1% yeast extract,
2% tryptone) maksymalng aktywno$¢ proteolityczng obserwowano juz po 20 h.
Jednakze, potem nastepowal spadek ilosci wydzielanych z komorki enzymoéw. Zrozni-
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cowanie tych wynikow wskazuje jak duze ma znaczenie zrodto wegla na przebieg procesu
formowania i wydzielania enzymow proteolitycznych z komorki [63].

Wieczorek i inni opublikowali w 2021 prac¢ wskazujaca, ze dodatek odpadowych
struzyn garbarskich do modyfikowanego podtoza YPG sktadajgcego si¢ z 1,5% (w/0)
ekstraktu drozdzowego i1 0,5% (w/0) chlorku sodu, powoduje wzrost st¢zenia biomasy
(tab. 2) i wzrost pH w podtozu powyzej 9, u szczepu z rodziny Dipodascaceae. Szczep
ten zidentyfikowanego jako Y. lipolytica. Te badania wskazaty, na mozliwo$¢ degradacji
odpadowych struzyn garbarskich (1%) [7] i byly wstgpem do badan nad produkcja
aminokwasow lub proteaz na zrdédtach opadowych z udzialem szczepu z gatunku
Y. lipolytica IPS21.

Tabela. 2. Wplyw sktadu podtoza hodowlanego na st¢Zenie biomasy drozdzy z rodziny Dipodascaceae
(Y. lipolytica IPS21)

Wariant 24h 48h
Stezenie biomasy [g sm./dm® ]
Podloze hodowlane z pozywka YPG i drozdzami 1,45 +0,07 1,78 +0,09
Podloze hodowlane z pozywka YPG 1,65 £0,08 2,08 £0,10
i struzynami garbarskimi 0,1% i drozdzami
Podtoze hodowlane z pozywka YPG 1,71 +0,08 2,20+0,10

i struzynami garbarskimi 1% i drozdzami

Zrodto: Opracowanie whasne na podstawie [7].

Lopez i wsp. (2016), badajac kinetyk¢ procesu namnazania lipaz przy zastosowaniu
réznych warunkow ci$nienia na etapie wzrostu biomasy i etapie produkcji enzymoéw (od
1 do 5 baréw) zaobserwowali rowniez wplyw zmian ci$nienia na kinetyke biosyntezy
proteaz. Wysokie cisnienie na etapie wzrostu komorek wptywato na obnizenie ekspresji
w calym okresie produkcji, natomiast zastosowanie niskiego ci$nienia 1 bar na poczatku
i poniesienie go do 5 bardéw na etapie wydzielania produktéw do podtoza, wplyne¢to na
intensyfikacj¢ proceséw biosyntezy proteaz. Prawdopodobnie wysokie ci$nienie utatwito
wydzielanie produktow do srodowiska, poprzez wptyw na blony komoérkowe drozdzy
[53]. Przerwanie bton komorkowych celem zwigkszenia przepuszczalnosci i indukcji
promotordw enzymow proteolitycznych mozna uzyskac rOwniez poprzez wprowadzenie
dodatkowych zwigzkéw chemicznych np.: detergentéw badz NaOH. Innym sposobem
jest podniesienie temperatury w celu przyspieszenia autolizy komorek, co moze powo-
dowac¢ wzrost iloéci pozadanych produktow w Srodowisku [64].

5. Podsumowanie

Zastosowanie zewnatrzkomorkowych proteaz jako katalizatorow stanowi atrakcyjna
i przyjazng dla $rodowiska alternatywe dla syntez z uzyciem tradycyjnych substancji
chemicznych. Stale rosnace zapotrzebowanie na te enzymy sprawia, ze badania rozwi-
jaja si¢ w kierunku poszukiwania nowych mikroorganizmow wytwarzajacych proteazy,
ulepszania wtasciwosci istniejacych juz biokatalizatoréw do konkretnych znanych za-
stosowan przemystowych oraz wytwarzania enzyméw dostosowanych do zupehie
nowych reakcji.

W niniejszej pracy opisano mozliwo$¢ produkcji zasadowych i kwasnych proteaz
przez niekonwencjonalne drozdze z gatunku Y. lipolytica. Nieskomplikowana struktura
komorki drozdzy czy krotki czas generacji sa kolejnymi zaletami promujacymi szczepy

122



Wpbyw czynnikéw srodowiskowych na dimorfizm drozdzy Yarrowia lipolytica
i biosynteze proteaz zewngtrzkomorkowych

Yarrowia jako producentéw enzymow proteolitycznych. Przyblizono wplyw czynnikoéw
srodowiskowych na zmiany morfologiczne komoérek drozdzy z rodzaju Yarrowia oraz
wskazano najwazniejsze czynniki, ktore determinujg mozliwos¢ biosyntezy duzej ilosci
zewnatrzkomorkowych enzymoéw. Ogromny potencjal wykorzstania proteaz w réznych
branzach i opisane prace w tym zakresie, wskazuja na potrzebe rozszerzenia podstawowych
badan w kierunku stosowania odpadowych zrodet wegla, celem poprawy ekonomii pro-
cesu 1 zwigkszenia skali produkcji tych enzymow.

Podzi¢kowania

Praca ta zostata wykonana jako cze$¢ projektu: Okreslenie mechanizmow odpowiedzi
komorek drozdzy Yarrowia lipolytica IPS21 w srodowisku wodnym w obecnosci struzyn
garbarskich (SG) finansowanego przez NCN w ramach inicjatywy MINIATURA 6
EDYCJA Nr DEC-2022/06/X/NZ9/00660, 02/BCS/12/10/1/2/2034.
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Wplyw czynnikow Srodowiskowych na dimorfizm drozdzy Yarrowia lipolytica
I biosynteze proteaz zewnatrzkomérkowych

Streszczenie

W pracy przedstawiono wplyw czynnikéw srodowiskowych na zmiany morfologii i zdolno$¢ wydzielania
proteaz przez drozdze Y. lipolytica. Proteazy zaliczane sa do najwigkszej grupy enzymow przemystowych;
zajmuja ponad 50% rynku sprzedazy tych surowcoéw. Produkcja proteaz jest oparta glownie na przemysle
biotechnologicznym oraz na ekstrakcji z materiatu zwierzgcego i roslinnego. Stosowanie enzymow, jako
katalizatorow jest bardzo pozadane. W poréwaniu do odpowiednikéw chemicznych, reakcje prowadzone
z udziatem tych bioreagentow moga by¢ prowadzone w tagodnych warunkach reakcji, wykorzystuja tanie ko-
substraty (np. tlen) i wykazuja wyjatkowa selektywno$¢ oraz dobrg wydajnos¢. Niestety ich wykorzytywanie
bywa ograniczone przez niestabilnos¢ i wysoki koszt produkcji. W zwigzku z tym muszg by¢ prowadzone
badania podtsawowe, ktore pozwolitby na pokonanie tych barier i produkcj¢ tanszych i stabilnych bioka-
latizatorow.

Stowa kluczowe: Y. lipolytica, proteazy, czynniki srodowiskowe, dimorfizm

The influence of environmental factors on dimorphism and extracellular
proteases biosynthesis in the yeast Yarrowia lipolytica

Abstract

The paper presents the influence of environmental factors on changes in morphology and the ability to secrete
proteases by yeast Y. lipolytica. Proteases belong to the largest group of industrial enzymes; occupy over
50% of the sales market for these raw materials. The production of proteases is mainly based on the biotech-
nology industry and extraction from animal and plant material. The use of enzymes as catalysts is highly
desirable. Compared to their chemical counterparts, the reactions carried out with these bioreagents, can be
carried out under mild reaction conditions, use cheap co-substrates (e.g. oxygen) and show exceptional selec-
tivity and good yield. Unfortunately, their use is sometimes limited by instability and high cost of production.
Therefore, basic research is needed to overcome these barriers and produce cheaper and stable biocatalysts.
Keywords: Y. lipolytica, proteases, environmental factors, dimorphism
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Celuloza bakteryjna — zastosowanie w medycynie
oraz perspektywy na przysztos¢

1. Wprowadzenie

Celuloza jest jednym z najwazniejszych i najpowszechniej wystepujacych naturalnych
biopolimerow na swiecie. Jest to liniowy homopolisacharyd sktadajacy si¢ z powtarza-
jacych si¢ monomeréw B-D-glukozy potaczonych wigzaniami B-1,4-glikozydowymi.
Dzigki wigzaniom wodorowym oraz sitom Van der Waalsa czasteczki celulozy uktadaja
si¢ w nanowlokna, ktore nastgpnie tworzg mikrofibryle. Taka budowa zapewnia znaczna
wytrzymalo$¢ mechaniczng oraz stabilno$¢, przez co celuloza jest nanomaterialem
chetnie wykorzystywanym w przemysle [1].

Celuloza jest syntetyzowana przez rézne organizmy. Glownymi jej producentami sa
roéliny, ale istotng rol¢ w jej pozyskiwaniu pelnig takze glony, grzyby oraz bakterie. Ze
wzgledu na wzrost zapotrzebowania na ten surowiec, coraz wigcej osrodkéw naukowych
interesuje si¢ alternatywnymi metodami jego syntezy, gléwnie na drodze mikrobiologiczne;.
W zwiazku z tym, w artykule uwagg skupiono na celulozie bakteryjnej. Unikalne wlasci-
wosci fizykochemiczne tego nanomaterialu pozwalaja na jego wszechstronne zastoso-
wanie w przemysle biomedycznym i farmaceutycznym [2].

Celuloza bakteryjna ze wzgledu na brak toksycznosci, calkowitg biodegradowalnos¢
oraz biokompatybilno$¢ jest wykorzystywana np. jako materiat opatrunkowy, sztuczna
skora lub rusztowanie w inzynierii tkankowej [1, 3].

2. Charakterystyka celulozy bakteryjnej

Pierwsze doniesienia na temat celulozy produkowanej przez bakterie datowane sg na
1886 rok, a ich autorem jest A.J. Brown. Podczas procesu fermentacji octowej, zaobser-
wowal on rozwdj galaretowatej potprzezroczystej membrany na powierzchni pozywki
ptynnej. Charakteryzowata sie¢ ona struktura chemiczna tozsama do tej znajdujacej sie
w celulozie roslinnej [4, 5]. Jej producentem byt drobnoustrdj Komagataeibacter xylinus [6].

by el

Rysunek 1. Struktura czasteczki celulozy bakteryjnej [opracowanie wiasne]
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Podstawowa struktura mikrofibryli celulozy bakteryjnej sktada si¢ z tancuchéw
B-1,4-glukanu o wzorze czasteczkowym: (CsH100s)n, ktore polaczone sg ze sobg licznymi
wigzaniami wodorowymi i sitami Van der Waalsa. Lancuchy -1,4-glukanu uktadajg si¢
w nanowlokna, ktore asocjuja do struktur zwanych wstggami. Sg one tysigc razy ciensze
niz widkna celulozy roslinnej, ich $rednica nie przekracza 100 nm. W warunkach labora-
toryjnych, widkna celulozy agreguja i tworza uwodniong galaretowata membrane.
Zapewniajg one wytrzymalos$¢ na rozcigganie, wysoki stopien adsorpcji wody. Sie¢ 3D,
ktora powstaje po utozeniu wsteg celulozowych, zawiera puste przestrzenie pomiedzy
wioknami, ktore odpowiadaja za porowata strukture tego biopolimeru. W czasteczce
biocelulozy obecna jest znaczna ilo$¢ grup hydroksylowych, ktore umozliwiaja do$é
tatwa modyfikacje tego polisacharydu poprzez przytaczanie innych nanoczastek. Dzigki
temu mozna uzyskac materiaty o wybranych przez siebie cechach [7].

Celuloza bakteryjna, pod wzgledem budowy chemicznej, jest podobna do celulozy
ro$linnej, jednak jej wlasciwosci chemiczne i fizyczne sg rézne. Celuloza bakteryjna jest
pozbawiona lignin, pektyn, hemiceluloz oraz innych zwigzkéw biogennych, ktore sg
sktadnikami $ciany komorkowej roslin. Dzigki temu, nie wymaga wysokoenergetycznej
i agresywnej, pod wzgledem stosowanych odczynnikow, procedury oczyszczania, ktora
jest konieczna w przypadku celulozy produkowanej przez rosliny [1]. Ponadto, celuloza
bakteryjna charakteryzuje si¢ takze wyzszym stopniem polimeryzacji i krystalicznosci,
w poréwnaniu do celulozy roslinnej. Wiasciwosci te wpltywajg na jej elastycznos¢ oraz
wytrzymato$¢ mechaniczng.

Tabela 1. Poréwnanie celulozy bakteryjnej i celulozy roslinnej [8, 9]

Cecha Celuloza bakteryjna Celuloza ro$linna
Producent Acetobacter, Gluconobacter, Bawelna, drewno, widkna tykowe,
Sarcina, Komagataeibacter, wildkna nasienne, widkna lisci,
Rhizobium, Agrobacterium widkna owocow, widkna todyg,
Wytrzymato$¢ na 750-1080 MPa 200-300 MPa
rozciaganie
Czysto$é Wysoka Niska (obecno$¢ lignin, pektyn,
hemiceluloz)
Dlugos¢ wiokna 85-225 nm 20-100 nm
Stopien krystalizacji 84-89% 40-60%
Porowatos$¢ Wysoka Niska
Rozmiar poréw 10 do 300 nm 1do 100 nm
Ciagliwo$¢ Wysoka Niska
Hydrofilowosé Wysoka Umiarkowana
Stabilno$¢ Wysoka Wysoka

Wyniki badan naukowych sugeruja, ze wytwarzanie celulozy przez K. xylinus moze
by¢ mechanizmem obronnym przed szkodliwymi czynnikami §rodowiska (promieniowanie
UV, niska wilgotno$¢) [3, 10]. Bakterie, dzigki celulozie tworzg tzw. biofilm, ktory jest
zabezpieczeniem przed czynnikami zewnetrznymi. Do syntezy celulozy zdolnych jest
kilka gatunkéw bakterii. Nalezg one gtéwnie do rodzajow Acetobacter, Gluconobacter,
Komagataeibacter, Rhizobium, Agrobacterium oraz Sarcina [7]. Najwydajniejszymi
producentami celulozy sg bakteric Komagataeibacter xylinus. Sg to Gram-ujemne,
niepatogenne paleczki tlenowe zdolne do metabolizowania szerokiego zakresu zrodet
wegla. W ciggu 1 sekundy pojedyncza komorka K. xylinus jest w stanie spolimeryzowac
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200000 czasteczek glukozy do tancuchow B-1,4-glukanu, ktoére nastepnie asocjuja do
postaci nanowtokien.

Biosynteza celulozy bakteryjnej jest szeregiem ztozonych procesow metabolicznych,
w ktore zaangazowanych jest wiele specyficznych enzymow 1 bialek regulatorowych.
Proces ten sktada si¢ z kilku etapow, sg to: fosforylacja glukozy, izomeryzacja glukozo-
6-fosforanu, przeksztalcenie glukozo-1-fosforanu do urydynodifosforanu glukozy
(UDP-glukozy) i synteza celulozy [1].

3. Zastosowanie celulozy bakteryjnej w medycynie

3.1. Opatrunki i leczenie trudno gojacych sie ran

Skora odgrywa istotng rolg w zyciu cztowieka, poniewaz jej gldwnym zadaniem jest
ochrona organizmu przed czynnikami zewngtrznymi oraz kontrolowanie temperatury
ciata. Stanowi ona barier¢ pomigdzy srodowiskiem zewnetrznym, a wewngtrznym, dla-
tego tak wazne jest utrzymywanie jej prawidlowej struktury i leczenie wszelkich jej urazoéw.
Proces gojenia si¢ ran obejmuje kilka etapoéw: hemostaze, stan zapalny oraz proliferacje
i przebudowe tkanki ziarninowej. Skutecznemu i szybkiemu gojeniu si¢ ran sprzyja
wilgotne §rodowisko i tworzenie izolacji termicznej. Dlatego tez celuloza bakteryjna
stanowi doskonaty material, ktory moze by¢ stosowany jako opatrunek na rany. Opa-
trunki z celulozy bakteryjnej sa cenione rowniez ze wzgledu nietoksycznosc¢, nieprzy-
wieranie oraz niepowodowanie alergii. Fu i wsp. (2013) prowadzili badania na zwierzetach,
ktoére dowiodly, ze opatrunki na bazie celulozy bakteryjnej moga zmniejszaé proces za-
palny oraz przyspieszac regeneracje¢ tkanek, co powoduje szybsze gojenie sieran [1, 11].

Opatrunki z celulozy bakteryjnej nie wykazujg aktywnosci przeciwdrobnoustrojowych,
dlatego tez bardzo czesto taczy si¢ je z innymi zwigzkami np. nanoczgstkami srebra.
Wspomniane nanoczastki wykazujg dziatanie przeciwdrobnoustrojowe oraz moga po-
wodowac uwalnianie reaktywnych form tlenu i w konsekwencji niszczy¢ komorki bakterii.
Ponadto, kompozyty impregnowane nanoczgstkami srebra sa przezroczyste, co utatwia
wizualizacje procesu gojenia si¢ rany [7, 12].

Jedng z nowszych strategii udoskonalenia opatrunku z celulozy bakteryjnej jest
wigczenie mezenchymalnych komorek macierzystych (MSCs, ang. Mesenchymal Stem
Cells) do macierzy polisacharydu. MSCs moga réznicowac si¢ w co najmniej dwa typy
komorek, wlaczajac w to komorki kosci, miesni, chrzastki czy thuszczu. MSCs posiadaja
duza zdolno$¢ do samoodnowy, zachowujac przy tym multipotencje. Te cechy przyczy-
niajg si¢ do poprawy procesu gojenia, dlatego oczekuje si¢, ze dodanie MSCs do celulozy
bakteryjnej wykaze wysoki potencjal regeneracyjny [13].

Do kompozytow celulozowych mozna takze wprowadza¢ czujniki oraz materialy
uwalniajace leki. Tego typu materialy maja potencjat do monitorowania procesu gojenia
si¢ ran u hospitalizowanych pacjentow. Zastosowanie takich kompozytow ulatwiloby
opieke medyczna nad pacjentami z rozleglymi oparzeniami ciata [13]. Meneguin i in.
(2020) prowadzili badania nad potencjalnym wykorzystaniem celulozy bakteryjnej jako
no$nika w systemach dostarczania lekow dojelitowych, lekéw draznigcych blong Sluzowa
zotadka oraz preparatow ulegajacych inaktywacji w kontakcie z sokiem zotadkowym [14].
Innymi lekami, ktore rowniez moga by¢ wiaczone do celulozy bakteryjne;j sg leki przeciw-
zapalne takie, jak ibuprofen oraz leki przeciwdrobnoustrojowe np. antybiotyki [15].

Hydrozele sa doskonatymi opatrunkami stosowanymi w leczeniu oparzen. Gupta i in.
(2020) przygotowali hydrozele z celulozy bakteryjnej potaczonej z nanosrebrem, ktore
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cechowaty sie aktywnos$cig przeciwbakteryjng i dziataniem przeciwutleniajagcym. Dzigki
tym wilasciwosciom preparat mogtby znalez¢ potencjalne zastosowanie w leczeniu
przewlektych ran [16].

3.2. Leczenie oparzen

Oparzenia skory mogg skutkowac rozleglymi urazami skomymi. Klasyfikowane sa
wedtug trzech stopni, w zaleznosci od glebokosci i1 rozleglosci rany. Proces gojenia
tkanek poparzonych sklada si¢ z regeneracji naskorka oraz naprawy skory wilasciwej.
Opatrunki z celulozy bakteryjnej wykazuja cechy, ktore sg pozgdane w przypadku takich
ran, tj. wysoka zdolno$¢ zatrzymywania wody, sprezysto$¢, wytrzymalos¢ mechaniczna
oraz biokompatybilnos¢. Wilgotne srodowisko wokét rany oraz pochtanianie wydzielin
z ran bedzie znacznie przyspieszalo proces gojenia. Ponadto, utrzymywanie wysokiej
wilgotnosci umozliwia praktycznie bezbolesng wymiang opatrunku. Dlatego tez, stoso-
wanie celulozy bakteryjnej w produkcji materialow opatrunkowych jest bardzo korzystnym
rozwigzaniem. Celuloza bakteryjna, w postaci maski, jest rowniez stosowana w leczeniu
rozlegltych oparzen twarzy. Udowodniono, Ze zastosowanie takiego opatrunku przyspiesza
zasklepianie si¢ rany [17].

3.3. Medycyna implantacyjna

Celuloza bakteryjna jest obiecujacym przedmiotem badan medycyny implantacyjnej,
poniewaz moze by¢ przeksztalcana w roézne formy, takie jak btony, matryce, czy hydro-
zele. Dlatego tez znalazla zastosowanie w produkcji implantow dentystycznych, implantow
nerwowych i implantow cewki moczowej. Celuloza bakteryjna, dzigki dobrej wytrzy-
malosci mechanicznej i wysokiej chtonnosci, znalazla takze zastosowanie w leczeniu
kanatowym w stomatologii [7].

Celuloza bakteryjna stosowana jest takze w implantach okotocewkowych. Cewka
moczowa sktada si¢ z dwoch warstw: gormej 1 dolnej. Dolna warstwa zbudowana jest
Z fibroblastow i komorek miesniowych, co zapewnia elastycznos¢, a gérna z nabtonka
wielowarstwowego, dzieki czemu pekni funkcje bariery ochronnej. Celuloza bakteryjna
okazala si¢ skutecznym materialem w regeneracji cewki moczowej, poniewaz jej geste
usieciowane i wtasciwosci mechaniczne sg zblizone do tkanki natywnej tego narzadu.
Lima i in. (2017) badali zastosowanie membrany celulozowej jako ochronnej bariery
cewki moczowej u samic szczura. Zaobserwowali, ze btona celulozy byta dobrze zinte-
growana ze $ciang cewki moczowej, co przyspieszato proces przebudowy tkanki. Warstwa
celulozy bakteryjnej zapobiegata rozktadowi substancji toksycznych w moczu i wspo-
magata wzrost komdrek nabtonkowych. Wyniki przeprowadzonych badan wskazaty na
mozliwo$¢ zastosowania celulozy bakteryjnej w rekonstrukcji ubytkéw cewki moczowej
[7, 18].

4. Perspektywy na przyszlosé

W ciagu ostatnich kilkudziesieciu lat badania nad celuloza bakteryjna koncentrowaty
sie glownie na optymalizacji warunkéw hodowli bakterii, takich jak proporcje sktadnikow
pozywki hodowlanej, dobor zroédta wegla, pH, temperatura oraz na wpltywie innych
dodatkéw do hodowli np. witamin. Ponadto, badane byty r6zne metody hodowli organi-
zmow, ktore syntetyzujag omawiany polisacharyd (hodowla statyczna, mieszana, bio-
reaktory). Obecnie, badania prowadzone sg w kierunku ulepszania szczepow bakterii na
drodze inzynierii genetycznej, poprawie funkcjonalnosci celulozy bakteryjnej czy mani-
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pulowaniu szlakiem biosyntezy celulozy. Dzigki tym dziataniom, poszerza si¢ potencjalny
zakres zastosowan celulozy w medycynie i innych dziedzinach [19].

Biodruk 3D w medycynie jest aktualnie przedmiotem intensywnych badan nauko-
wych. Wzbudza on nadziej¢ na zrewolucjonizowanie wspolczesnej implantologii
i protetyki. Materiaty przeznaczone do biodruku 3D musza spelnia¢ okreslone kryteria,
takie jak biokompatybilnos$¢ i brak cytotoksycznosci. Ponadto, w przypadku zastoso-
wania druku 3D w leczeniu ran istnieja dodatkowe wymagania, w ktorych drukowana
struktura musi utrzymac swoj ksztatt w wilgotnym $rodowisku i zapewnic¢ proliferacje
komoérek [20]. Drukowanie 3D z uzyciem celulozy bakteryjnej umozliwia uzyskanie
precyzyjnego ksztaltu, struktury i dostosowanie materiatu do konkretnych wymagan.
Opatrunki wykonane na bazie celulozowego druku 3D moga mie¢ cenne wilasciwosci,
takie jak zdolno$¢ do zwilzania rany, regulacja wilgotnosci, ochrona przed wtérnym
zakazeniem czy przyspieszenie procesu gojenia [19].

Wzrasta zainteresowanie wykorzystaniem celulozy bakteryjnej w chirurgii ocznej
przy produkcji syntetycznych rogowek. Polaczenie tego materialu z polialkoholem
winylowym (PVA) jest innowacyjnym podejsciem do tworzenia sztucznej rogéwki, co
zmniejszyloby problem poszukiwania dawcoéw narzadéw rogoéwki. Kompozyt celulozy
bakteryjnej i PVA nie wykazywat dzialania toksycznego w stosunku do linii komoérko-
wych zrebu rogdwki, sugerujac obiecujace perspektywy wykorzystania tego kompozytu
w leczeniu narzadu wzroku [15].

5. Podsumowanie

Celuloza bakteryjna, syntetyzowana glownie przez bakterie Komagataeibacter xylinus,
dzieki swoim unikalnym wilasciwo$ciom, moze by¢ stosowana jako opatrunki chirur-
giczne, biomaterialy do regeneracji tkanek, implanty czy materialy hemostatyczne. Jej
zastosowanie w medycynie 1 w inzynierii tkankowej, moze przyczyni¢ si¢ do opraco-
wania rewolucyjnych metod w zakresie terapii leczenia oparzen, regeneracji tkanek
i rozwoju zaawansowanych technologii medycznych. Jednak wiele badan nad celulozg
bakteryjna znajduje si¢ na wczesnym etapie, a preparaty produkowane sg glownie na
skalg laboratoryjng. Dlatego tez konieczne sg dalsze badania, ktore umozliwityby zasto-
sowanie celulozy bakteryjnej w znacznie szerszym zakresie.
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Celuloza bakteryjna — zastosowanie w medycynie oraz perspektywy na przysziosé

Streszczenie

Celuloza bakteryjna jest biopolimerem efektywnie wytwarzanym przez niepatogenne bakterie z rodzaju
Komagateibacter sp., zwlaszcza gatunek Komagateibacter xylinus, w procesie fermentacji cukrow. Celuloza
bakteryjna podobnie jak celuloza pochodzenia ro$linnego jest nierozgatezionym polimerem reszt -d-glu-
kozy, polaczonych wigzaniami 1,4-B-glikozydowymi. Charakteryzuje si¢ wysokim stopniem polimeryzacji,
bardzo duza czystoscia, elastycznoscig oraz duzym stopniem krystaliczno$ci. Roznice w budowie, dotyczace
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specyficznej nanostruktury polisacharydu, daja wickszy wachlarz zastosowan tego biomateriatu w porow-
naniu z celuloza ro$linng. Dzigki swoim wlasciwosciom jest z powodzeniem wykorzystywana w przemysle
biomedycznym, spozywczym, papierniczym i widkienniczym. Obecnie duza uwagg skupia si¢ na zastosowaniu
celulozy bakteryjnej jako opatrunkéw nowej generacji przyspieszajacych proces gojenia ran i wspomagajacych
regeneracj¢ tkanek. Atutami celulozowych materiatéw biomedycznych sa dobre wlasciwosci mechaniczne,
biokompatybilno$¢, biodegradowalno$¢ oraz niska toksycznoé¢. Ponadto, omawiany polisacharyd ma zdolno$¢
do utrzymywania wilgotnego srodowiska rany, co pozwala na niski stopien przylegania do tkanek, doskonata
izolacj¢ termiczng oraz nie hamuje wymiany gazowej. Celuloza bakteryjna jest rtowniez biopolimerem, daja-
cym obiecujace perspektywy dla rozwoju medycyny regeneracyjnej oraz inzynierii tkankowe;.

Niniejsza praca przegladowa opisuje wlasciwosci celulozy bakteryjnej, jej wykorzystanie w przemysle
biomedycznym oraz zwraca uwagg na dalsze perspektywy tego biopolimeru w medycynie.

Stowa kluczowe: celuloza bakteryjna, zastosowania biomedyczne, Komagataeibacter xylinus, biomateriat,
inzynieria tkankowa

Bacterial cellulose - application in medicine and prospects for the future

Abstract

Bacterial cellulose is a bionanomaterial belonging to the natural polymers. It is produced by non-pathogenic
bacteria of the genus Komagataibacter sp., especially the species Komagataibacter xylinus, through the
fermentation of sugars. Cellulose is composed of linear homopolysaccharides linked by 1,4-B-glycosidic
bonds to B-D-glucose units. It is characterized by a high degree of polymerization, high purity, flexibility, and
a high degree of crystallinity. Differences in structure, particularly the specific nanostructure of the polysac-
charide, provide a broader range of applications for this biomaterial compared to plant cellulose. Thanks to
its properties, bacterial cellulose is successfully used in the biomedical, food, paper, and textile industries.
Currently, significant attention is focused on the application of bacterial cellulose as a hext-generation wound
dressing that accelerates the wound healing process and supports tissue regeneration. The advantages of
cellulose-based biomedical materials include good mechanical properties, biocompatibility, biodegradability,
and low toxicity. Moreover, this polysaccharide has the ability to maintain a moist wound environment,
allowing for minimal tissue adherence, excellent thermal insulation, and unhindered gas exchange. Bacterial
cellulose is a polymer that holds promising prospects for the development of regenerative medicine and tissue
engineering. This review describes the properties of bacterial cellulose, its utilization in the biomedical
industry, and draws attention to the further prospects of this biopolymer in medicine.

Keywords: bacterial cellulose, biomedical applications, Komagataeibacter xylinus, biomaterial, tissue
engineering
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Mykoremediacja —
przyklad remediacji gleby skazonej radioizotopami

1. Wprowadzenie

Globalna, postgpujaca degradacja srodowiska jest skutkiem intensywnej industriali-
zacji 1 urbanizacji. Zanieczyszczenie gleby, wody 1 powietrza ma negatywny wpltyw na
zdrowie ludzi i funkcjonowanie ekosystemow. Dlatego niezbgdne jest opracowanie metod
usuwania szkodliwych substancji ze sSrodowiska. Doskonatg alternatywa dla tradycyjnych
technik rekultywacji jest bioremediacja, czyli wykorzystanie potencjalu organizmow do
transformacji, degradacji i eliminacji zanieczyszczen. Jest to metoda efektywna, przy-
jazna dla $rodowiska i tansza niz metody konwencjonalne. W bioremediacji stosuje si¢
rézne organizmy i materiaty pochodzenia biologicznego, w tym grzyby, ktére pehia
istotne funkcje w ekosystemach i wykazujg wlasciwosci sprzyjajace ich wykorzystaniu
w procesie degradacji i usuwania zanieczyszczen. Szczeg6lna role penia one w remediacji
srodowiska skazonego radioizotopami. Izotopy promieniotworcze naleza do jednych
Z bardziej niebezpiecznych substancji, a ich obecnos$¢ w srodowisku jest gtownie skutkiem
testOw broni nuklearnej i awarii reaktorow jadrowych.

W niniejszym rozdziale oméwiona zostanie mykoremediacja, jako metoda wykorzy-
stania grzybow do remediacji gleby skazonej radioizotopami. Przedstawione zostana
zalozenia tej metody i wybrane mechanizmy, dzieki ktorym grzyby wplywaja na mobil-
nos¢ 1 biodostepnos¢ substancji radioaktywnych, przez co niweluja ryzyko ich toksycznego
oddziatywania w Srodowisku.

2. Mykoremediacja jako metoda usuwania zanieczyszczen ze Srodowiska

Mykoremediacja jest rodzajem bioremediacji, w ktdrej do usuwania lub degradacji
szkodliwych substancji stosuje si¢ grzyby Iub produkty ich metabolizmu. Zastosowanie
grzybow daje obiecujace rezultaty, poniewaz organizmy te posiadajg specyficzne cechy,
utatwiajace im funkcjonowanie w skazonym srodowisku. Istnieje kilka sposobow, w jaki
grzyby moga wplywac na fizykochemiczny charakter i zawartos¢ zanieczyszczen w glebie.

2.1. Potencjal grzybow do bioremediacji

Grzyby powszechnie wystepuja w glebie i pelnig w niej szereg waznych funkcji [1].
Uczestnicza one w rozktadzie materii organicznej, przeksztalcajgc ja w biomase, ditlenek
wegla 1 kwasy organiczne. Biorg takze udzial w obiegu substancji odzywczych, popra-
wiajg stosunki wodne i aktywno$¢ enzymatyczng w glebie. Organizmy te odpowiadaja
za ksztaltowanie struktury gleby i modyfikacj¢ nisz ekologicznych dla innych orga-
nizmow, regulujgc tym samym dynamike procesdéw fizjologicznych w srodowisku gle-
bowym. Poza tym wptywaja one na wystgpowanie chordb, szkodnikoéw i wzrost innych
organizmow. Przyktadem sg grzyby mikoryzowe, ktore poprawiaja wzrost roslin poprzez
zwigkszenie pobierania sktadnikow odzywczych i ochrong przed patogenami.

! m.asztemborska@uw.edu.pl, Pracownia Izotopowa, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski.
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Grzyby posiadajg wtasciwosci, dzigki ktérym moga by¢ z powodzeniem stosowane
do bioremediacji skazonych srodowisk. Nalezg do nich: adaptacja ekologiczna, cechy
morfologiczne, wlasciwos$ci §ciany komorkowe;j i plastycznos¢é metaboliczna [2].

Organizmy te charakteryzuja si¢ bardzo dobra adaptacja ekologiczna [3]. Kolonizuja
one praktycznie wszystkie rodzaje siedlisk, od ladowych po wodne, wystgpuja w ciem-
nych i wilgotnych lasach, na goracych i suchych pustyniach, tagkach, bagnach, w osadach
morskich itp. Wiele gatunkow wykazuje odporno$¢ na bardzo ekstremalne warunki tj.
temperatura, ciSnienie, zasolenie czy promieniowanie, dlatego mozna je znalez¢ w takich
miejscach jak kominy wulkaniczne, gorace zrodta, kopalnie czy tereny skazone w wy-
niku katastrof nuklearnych. W takich niszach ekologicznych grzyby czgsto wykazuja
zdoInos$¢ do wydajnej biodegradacji zanieczyszczen [4]. Gatunki wyizolowane ze §rodo-
wiska o ekstremalnych warunkach moga by¢ zastosowane do bioremediacji zanieczyszczen
m.in. metale ci¢zkie, radionuklidy i toksyczne zwigzki chemiczne, poniewaz ich mecha-
nizmy fizjologiczne wspomagajg przemiang i degradacje tych zanieczyszczen.

Wriasciwosciom bioremediacyjnym grzybow sprzyjaja rowniez ich cechy morfolo-
giczne. Grzyby charakteryzuja si¢ réznorodng morfologia, od postaci jednokomorkowych,
takich jak drozdze, po formy wielokomorkowe, takie jak grzyby nitkowate. Duzg role
przypisuje si¢ wegetatywnej strukturze grzybdw nitkowatych — grzybni. Jest to porowata
sie¢ wielu wydluzonych komérek (tzw. strzepek), o Srednicy od 1 do 30 mikronow
i dhugosci od kilku mikronéw do kilku metréw, przenikajgca materie w celu pozyskania
substancji odzywczych [5]. Migdzy innymi dzigki swojej morfologii, grzybnie moga
wigzaé efektywnie rézne substancje toksyczne [6, 7], co w potaczeniu z duzg po-
wierzchnig zajmowang przez grzybnie w glebie (nawet kilku hektaréw) potwierdza ich
potencjalng przydatno$¢ w procesie bioremediacji.

Kolejnym czynnikiem determinujacym potencjal bioremediacyjny grzybow jest
budowa sciany komorkowej. W odréznieniu od celulozowej §ciany komdrkowej roslin,
$ciana komorek grzybowych jest zbudowana glownie z glukanéw (w tym najczesciej
beta-glukanéw) i glikoprotein, zawiera tez chityng i chitozan [8]. Dwa ostatnie wymie-
nione zwigzki, dzigki licznym grupom obdarzonym tadunkiem, odpowiadaja w najwiek-
szym stopniu za biosorpcj¢ zanieczyszczen. W procesie biosorpcji i bioakumulacji
udziat biorg grupy funkcyjne takie jak grupy hydroksylowe, fosforanowe czy aminowe
[9]. Zanieczyszczenia znajdujace sie w srodowisku w pierwszej kolejnosci wchodza
w interakcje z powierzchng komorkowa organizmu, a polimerowa struktura Sciany ko-
morkowej grzybow i jej sktad biomolekularny sprzyjaja usuwaniu licznych substancji
ze skazonej gleby [2].

Grzyby moga wykorzystywac jako zrodlo wegla i energii zréznicowane zwigzki,
takie jak sacharydy, alkohole, kwasy organiczne, kwasy thuszczowe, aminy, weglowodory
alifatyczne i weglowodory aromatyczne. Sa rowniez w stanie wykorzystywac¢ zwiazki
siarki, zardbwno nieorganiczne, takie jak siarczany, siarczyny i tiosiarczany, oraz organiczne,
takie jak glutation i metionina [5]. To wlasnie ta plastyczno$¢ metaboliczna umozliwia
grzybom wykorzystanie zanieczyszczen jako zrodia wegla i innych pierwiastkow, jedno-
czesnie substancje szkodliwe ulegaja degradacji i detoksykacji.

Omowione cechy grzyboéw powoduja, Ze zainteresowanie wykorzystaniem ich poten-
cjalu w bioremediacji jest uzasadnione, a lista gatunkow, ktore wykazuja predyspozycje
do degradacji i usuwania zanieczyszczen jest bardzo dtuga. Przyktady gatunkoéw stoso-
wanych w procesie mykoremediacji zebrano w tabeli 1.
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Tabela 1. Przyklady grzyboéw stosowanych w procesie mykoremediacji z podziatem na rodzaj zanieczyszczen

Metale cigzkie

Weglowodory poliaromatyczne,
farmaceutyki

Pestycydy, insektycydy,
herbicydy

Aspergillus niger
Aspergillus fumigatus
Agaricus bitorquis
Penicillium simplicissimum
Penicilinum janthinellum
Trichoderma asperellum
Pleurotus floridianus

Cunninghamella elegans
Myceliophthora thermophila
Pleurotus eryngii
Pleurotus ostreatus
Phanerochaete laevis
Phanerochaete chrysosporium
Trametes versicolor

Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Ceriporia lacerata
Cunninghamella elegans
Lentinula edodes
Lecanicillium saksenae
Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus
Pleurotus eryngii

Penicillium brevicompactum
Penicillium decaturense
Trametes versicolor

Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie [2].

2.2. Mechanizmy mykoremediacji

Proces mykoremediacji odbywa si¢ z wykorzystaniem r6znych mechanizmow, ktore
zalezg od gatunku grzyba oraz wlasciwosci chemicznych zanieczyszczenia. Jednym
Z mechanizmow jest biotransformacja, w czasie ktorej grzyby, poprzez reakcje takie jak
utlenianie, hydroliza, demetylacja, deaminacja itp. zmieniajg charakter chemiczny sub-
stancji, ograniczajac ich biodostepno$¢ i toksycznos¢ [2]. Grzyby wykorzystujg réozne pro-
cesy enzymatyczne i nieenzymatyczne do neutralizacji toksycznych zwigzkow, gtownie
zanieczyszczen organicznych, takich jak wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
czy pestycydy [10-12]. Zblizonym do biotransformacji mechanizmem jest biominera-
lizacja, w wyniku ktorej nastgpuje przeksztatcenie zanieczyszczen, takich jak m.in. metale
cigzkie i radionuklidy w zwigzki nieorganiczne lub formy mineralne. Polega to np. na
wytracaniu metali i pierwiastkdw, w tym radionuklidow, w postaci ich nierozpuszczal-
nych soli (wegglanow, siarczkow, fosforanow lub szczawianow) [13]. Zanieczyszczenia
moga by¢ unieruchamiane poprzez wytrgcanie w postaci amorficznej lub krystaliczne;j,
co ogranicza ich biodostgpnos¢ i ulatwia usuniecie ze srodowiska. Istnieja tez inne
metody oddziatywania grzybow na jony metali: grzyby wytwarzaja chelatory jondw,
takie jak kwasy organiczne, ktore zwigkszajg ich biodostepnosé [14], oraz biatka, ktore
silnie wigza jony metali [15].

Wazna role w wielu procesach transformacji chemicznej zanieczyszczen z wykorzy-
staniem grzybow petnig enzymy, w wigkszosci zwigzane z procesem degradacji ligniny
[1, 16, 17]. Najwazniejsze z nich to enzymy zewnatrzkomorkowe, lakazy i peroksydazy
oraz enzymy wewnatrzkomorkowe — monooksygenazy cytochromu P450.

Grzyby wykorzystywane sg rowniez jako zrodto enzymow degradacyjnych, ktore
mozna wyizolowac i wykorzysta¢ do usuwania zanieczyszczen w innych uktadach [17].
Mozliwe jest tez zwigkszenie skali procesow mykoremediacji w bioreaktorach, obej-
mujace zarowno hodowlg grzybow, jak i produkcje enzymow [18].

Kolejnym waznym mechanizmem mykoremediacji jest biosorpcja, ktérg definiuje
si¢ jako proces pobierania i usuwania substancji szkodliwych przez materiat biologiczny
z zanieczyszczonego Srodowiska, najczesciej wodnego [19, 20]. Proce ten biosorpcji
polega na przylaczania molekut lub jonéw metali i zwigzaniu ich w okreslonych miejscach
materiatu sorbujacego na drodze adsorpcji fizycznej i/lub chemicznej (wymiana jonowa,
kompleksowanie, chelatacja, mikroprecypitacja) i zachodzi gtéwnie na powierzchni
komorki [21]. W przypadku grzybow, proces ten opiera si¢ gtdwnie na wykorzystaniu

137



Monika Asztemborska

zdolnosci $ciany komorkowej do koncentracji szkodliwych zanieczyszczen. Czynnikami
wplywajacymi na efektywnos¢ biosorpcji sa pH, stgzenie substancji i ilo$¢ biosorbenta,
sktad $ciany komoérkowej (obecnos¢ sktadnikow takich jak chityny i glukany, oraz grup
funkcyjnych, takich jak grupy aminowe, karboksylowe, tiolowe i fosforanowe), czas
kontaktu i temperatura. Biomasa grzybow moze by¢ wykorzystana do biosorpcji na
wiele sposobow: w postaci zywej lub martwej, w stanie wolnym lub unieruchomiona na
matrycy, poddana obrobce wstepnej lub bez obrobki.

Inny mechanizm procesu mykoremediacji to bioakumulacja. W przeciwienstwie do
biosorpcji, ktora jest zazwyczaj procesem pasywnym, bioakumulacja jest procesem
bardziej ztozonym, opierajacym si¢ na aktywnym transporcie metabolicznym. Polega na
przedostawaniu si¢ zwigzkéw do wnetrza komorki, gdzie sg one gromadzone i, w nie-
ktorych przypadkach metabolizowane [21]. Proces ten rozpoczyna si¢ od biosorpcji, po
czym zanieczyszczenia sg transportowane do komorek, glownie poprzez energochtonne
systemy transportu aktywnego. Po zakumulowaniu przez organizm maksymalnej mozli-
wej ilosci substancji toksycznych, moze by¢ on usunigty ze skazonego srodowiska (bio-
ekstrakcja). Efektywno$¢ procesu zalezy od takich czynnikdéw jak odpornos¢ gatunku na
dany ksenobiotyk, jego zdolnos$¢ do akumulacji relatywnie wysokich stgzen danego jonu
lub zwiazku, najlepiej w nadziemnych partiach, oraz ilo§¢ tworzonej biomasy. Bio-
akumulacja jako metoda mykoremediacji moze by¢ stosowano zarowno do gleb [22, 23],
jak i probek wodnych [24-26].

Omowione powyzej mechanizmy mykoremediacji zwigzane sa z bezposrednim
oddziatywaniem grzybdw z zanieczyszczeniami. Istnieje inny mechanizm angazujacy
grzyby w procesie bioremediacji — mikoryza. Jest to symbiotyczny zwiazek miedzy grzy-
bami i ro$linami, dzieki ktéremu grzyby, organizmy heterotroficzne, pozyskuja zwiazki
organiczne, wytwarzane przez rosliny w procesie fotosyntezy, a rosliny zaopatrywane
sq przez strzgpki grzyba w zwigzki mineralne [27]. Dwa najpopulamiejsze rodzaje
mikoryzy to endomikoryza (mikoryza arbuskularna; grzybnia wnika do $rodka korzenia
ro$lin) i ektomikoryza (strzgpki grzybni oplataja korzenie roslin). Mikoryza poprawia
efektywnosc¢ pobierania sktadnikéw mineralnych w glebach, sprzyja wzrostowi i rozwo-
jowi ro$lin, ksztaltuje strukturg gleby [28, 29]. Symbioza grzybow z roslinami wptywa
tez na reakcje roslin na stres, takze ten zwigzany z obecnosci substancji szkodliwych [30,
31]. Grzyby reguluja poprzez mikoryze biodostepnos¢ i bioakumulacje zanieczyszczen
przez rosliny, co bezposrednio przektada si¢ na oddziatywanie tych substancji z roslinami
1 efektywno$¢ fitoremediacji [29, 32].

Grzyby majg potencjal metaboliczny i morfologiczny do zastosowania w remediacji
skazonego srodowiska. Znajdujg zastosowanie w mykoremediacji ro6znych zanieczyszczen,
szczegdlng role petnig w remediacji sSrodowisk skazonych substancjami radioaktywnymi.

3. Mykoremediacja radioizotopéw

3.1. Radioizotopy w Srodowisku

Odkrycie na poczatku XX wieku promieniotwdrczosci naturalnej, a potem promienio-
tworczosci sztucznej 1 reakcji rozszczepienia jadra atomowego, spowodowalo gwattowne
zainteresowanie mozliwos$cia zastosowania zarOwno samego promieniowania jonizuja-
cego, jak i emitujacych go izotopéw promieniotwdrczych. Sa one stosowane w nauce,
medycynie, przemysle, ale najwicksze konsekwencje dla srodowiska przyniosty wojskowe
programy nuklearne oraz energetyka atomowa [33, 34]. W wyniku licznych prob broni
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jadrowej w srodowisku pojawity si¢ znaczace ilosci produktéw rozszczepienia, glownie
izotopy strontu (*°Sr). Z kolei awarie elektrowni atomowych, takie jak w Czarnobylu
i Fukushimie skutkujg skazeniem $rodowiska izotopami cezu (***Cs, *¥’Cs). Inne antro-
pogeniczne zrodta radioizotopow to kopalnie i zaktady przetworstwa uranu, wydobycie
fosforanéw, wydobycie i spalanie paliw kopalnych. Najwazniejsze izotopy promienio-
tworcze w srodowisku zebrano w tabeli 2.

Tabela 2. Przyktady radioizotopéw najczgsciej spotykanych w srodowisku

Radioizotop Czas poltrwania
238 4,5 x 10° lat
239py 2,4 x 10% lat
240py 6,6 x 10° lat
BINp 2,1x 106 lat
2INp 432 lata
05 29 lat
135Cs 2,3 min lat
e 30 lat

129] 1,6 x 107 lat
80Co 5,3 lat
S8Nj 7,6 x 10* lat
242Th 1,4 x 1090 |at
26Ra 1,6 x 10* lat
210pg 2,8 x 107 at

Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie [33, 34].

Obecno$¢ radioizotopdéw w srodowisku niesie ze sobg realne zagrozenie dla funkcjo-
nowania ekosystemow oraz zdrowia i zycia ludzi. Promieniowanie jonizujace powoduje
w komorkach jonizacje i wzbudzenie atomoéw i1 czasteczek, w konsekwencji nastepuje
szereg reakcji chemicznych, wytworzenie wolnych rodnikow, uszkodzenie molekut
istotnych dla prawidtowego funkcjonowania organizmu, w tym materiatu genetycznego
[35]. Koniecznoscia jest opracowanie wydajnych technologii zapewniajacych skuteczne
oczyszczania skazonych radioizotopowo wod, gleby czy Sciekow.

3.2. Biotransformacja radioizotopow

Mikroorganizmy glebowe moga zmienia¢ forme chemicznag réznych zwiazkéw po-
przez ich mineralizacjg, stracanie czy transformacje w inne zwigzki chemiczne, zmie-
niajac tym samym ich toksycznos¢, mobilno$¢ i biodostepnosé. W przypadku radioizotopdw
najczesciej spotykanym mechanizmem jest biomineralizacjia. Tlenki, fosforany, siarczki
| szczawiany sg najczgsciej wytrgcanymi biomineratami [36], radionuklidy moga by¢ tez
wytrgcane w wyniku alkalizacji na powierzchni komorki w postaci weglanow i wodoro-
tlenkow [37].

Jednym z pierwiastkdw, posiadajacym radioaktywne izotopy, ulegajacym biomine-
ralizacji z wykorzystaniem grzybow jest uran. Do tworzenia mineratéw fosforanowych
szczepy drozdzy Kluyveromyces lactis, Pichia acacia, Cryptococcus podzolicus, Crypto-
coccus filicatus, Candida sake i Candida argentea wykorzystuja organiczne zrodto
fosforu (takie jak 2-fosforan glicerolu lub kwas fitynowy) i w obecnoSci rozpuszczal-
nych form uranu tworzg mineraly: meta-ankoleit (K2(UO,)2(PO.).-6(H20)), czernikowit
(H2(UO2)2(PO4)2-8H20), besetyt (Fe(UO2)2 (PO4)2-8(H20)) i uramfit ((NH)(UO-)
(PO4)-3(H20)) [38]. Podobne formy mineralne tworzone sg w wyniku biomineralizacji
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uranu przez Aspergillus niger i Paecilomyces javanicus [39]. Badania biomineralizacji
uranu przez Saccharomyces cerevisiae wykazaly, ze na rodzaj powstajacych osadow
wplywa istotnie pH. Podczas interakcji miedzy komoérkami a uranem dochodzi do
uwalniania jonow fosforanowych i amonowych. W warunkach kwasowych tworzony
jest na powierzchni komorek przez jony uranylowe i fosforanowe czernikowit,
w warunkach alkalicznych jony uranylowe, fosforanowe i amonowe tworza uramfit [40].

Grzyby mogg powodowac rowniez rozpuszczenie zwigzkow uranu. Dla gatunkow
grzybow: P. simplicissimum, B. caledonica, S. himantioides, R. rubescens i H. ericae
wykazano, ze sa one odporne na wysoki poziom tlenku uranu, posiadaja zdolnos¢ roz-
puszczania tego zwiazku oraz akumulowania uranu w grzybni [41]. Ponadto niektore
grzyby Serpula himantioides powodowaty wtorng biomineralizacj¢ uranu i wytwarzaty
dobrze skrystalizowane mineraty, czerenkowit i uramfit.

Innym przyktadem radioizotopu, ktory moze ulega¢ biomineralizacji, gtéwnie za
sprawg jonow weglanowych, jest stront. Grzyby Pestalotiopsis sp. i Myrothecium gra-
mineum, wyizolowane z gleby wapiennej, powodowaty biomineralizacje jonéw strontu
poprzez wytracanie w postaci weglanu strontu (stroncjanitu, SrCO3) lub olekminskitu
[Sr(Sr,Ca)(CO3).] [42]. Eksperymenty z ptynnymi pozywkami wykazaly, ze M. grami-
neum posiada zdolno$¢ wytracania jondéw strontu z blisko 50% wydajnoscia. Podobne
wyniki otrzymano dla nastgpujacych gatunkow grzybow Fusarium grainis, Phoma her-
barum i Mucor hiemalis. Pod ich wptywem takze tworzy sie weglanu strontu (SrCOs).
W przypadku F. grainis okoto 61% strontu ulega wytraceniu w tej postaci. W obecnosci
chemicznie podobnego do strontu wapnia, pod wptywem F. grainis, M. hiemalis i P. her-
barum powstawa¢ moze weglan wapnia z wbudowanymi jonami strontu i weglan strontu
z wbudowanymi w strukturg jonami wapnia — olekminskit [43].

3.3. Biosorpcja radioizotopow

Wiazanie radioizotopdw przez zywa lub martwa biomase grzybowa moze by¢ wydaj-
nym procesem prowadzacym do ich usuwania ze skazonego srodowiska.

Biosorpcja jest procesem zlozonym i zaleznym od wielu czynnikow. Wykazano, ze
Rhizopus arrhizus pobiera uran z roztworéw, a mechanizm biosorpcji sktada si¢ z kilku
etapow: wigzanie koordynacyjne i adsorpcja jonéw uranu w Scianie komorkowe;j, zacho-
dzace jednoczesnie i szybko, a nastepnie wytracanie wodorotlenku uranylu, ktore zachodzi
z mniejszg szybkos$cia [44]. Biosorpcje uranu z roztwordw wodnych badano tez z wyko-
rzystaniem biomasy grzyba Pleurotus ostreatus [45]. Wyniki wykazaty, ze maksymalna
pojemno$¢ biosorpcyjna uranu przez P. ostreatus wynosi okoto 20 mg-g™ przy pH 4,0,
co wskazuje, ze badana biomasa moze by¢ wykorzystana jako potencjalny biosorbent do
eliminacji uranu lub innych radionuklidow z roztworéw wodnych. Szczegdtowe badania
wykazaly, ze w biosorpcji uranu biorg udziat zaréwno grupy karboksylowe, aminowe,
jak i hydroksylowe, oraz, ze jest to zlozony proces, obejmujacy kilka mechanizmow
fizycznej adsorpcji, chemisorpcji i wymiany jonowej. W innych badaniach do usuwania
uranu na drodze sorpcji wykorzystano biomase Lentinus concinnus (natywna i zwigzana
z kwasem 2,5-diaminobenzenosulfonowym) [46]. Stwierdzono, ze maksymalna zdolnos¢
adsorpcji jondw uranu wynosi odpowiednio dla masy natywnej i zwigzanej, 119 i 539 mg-g*
przy pH 6,0. Adsorpcj¢ uranu przypisano glownie grupom aminowym, karboksylowym
i siarczanowym [46].
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Przyktadem innego pierwiastka, ktorego radioizotopy ulegajacym biosorpcji jest tor.
Wykazano, ze skutecznymi biosorbentami toru sg grzybnie Rhizopus arrhizus i Aspergillus
niger [47]. Wydajno$¢ biosorpcji toru przez A. niger zmniejsza si¢ w obecnosci innych
nieorganicznych substancji, podczas gdy jego biosorpcja przez R. arrhizus pozostaje
wzglednie niezmieniona. W przypadku toru, podobnie, jak innych radioizotopow, waz-
nym parametrem decydujacym o wydajnosci sorpcji jest pH. Wykazano, ze pobieranie
toru przez A. fumigatus zalezy istotnie od pH w zakresie od 2,0 do 6,0, a maksymalng
sorpcje zaobserwowano przy pH 4,0 [48]. Zauwazono rowniez, ze biosorpcja zachodzi
stosunkowo szybko, stan rownowagi uktad osiaga w ciggu 2 godzin. Maksymalna po-
jemno$¢ sorpeyjna biomasy A. fumigatus wyniosta 370 mg-g? . Zastosowanie wodoro-
weglanu sodu umozliwito desorpcje toru z blisko 100% skutecznoscia i nie naruszato
powierzchni biomasy, dzigki czemu mozliwe jest wielokrotne zastosowanie raz przygo-
towanego biosorbenta.

Biosorpcja zostata tez zastosowana do usuwania radioizotopow kobaltu (°Co) i cezu
(*37Cs) przy uzyciu biomasy Alternaria alternata, Fusarium verticillioides i Aspergillus
pulverulents [49]. Najbardziej wydajnym (okoto 60%) w pobieraniu radioizotopow
okazat si¢ A. alternata. Ponadto wykazano wysokg zwarto$¢ melaniny w $cianie komor-
kowej u grzybé6w majacych kontakt z radioizotopami, co wskazuje na udziat tego barwnika
W procesie biosorpcji.

Ze wzgledu na mozliwos¢ stosowania biosorbentow w warunkach wysokiej ekspozycji
na promieniowanie jonizujace, sprawdzono potencjat Saccharomyces cerevisiae w usu-
waniu strontu oraz wplyw napromieniowania na wydajnos$¢ biosorpcji [S0]. Wykazano,
ze wstgpna ekspozycja S. cerevisia na promieniowanie jonizujace powoduje wzrost
odpornosci tego organizmu na to promieniowanie i zwigksza jego zdolno$¢ do biosorpcji
strontu.

Najnowsze badania mozliwo$ci wykorzystania biomasy grzybowej jako biosorbenta
radioizotopow skupiaja si¢ na mozliwosci immobilizacji biomasy i jej modyfikacji.
Przyktadem jest zastosowanie montmorylonitu (zielonej glinki) oraz jego komplekséw
z biomasg Acremonium sp. i Aphanocladium sp. do sorpcji izotopéw Co i Sr [57].
Wykazano, ze w przypadku kobaltu, kompleksy mineratu z biomasa sa wydajniejszym
sorbentem niz sam minerat. Nie zaobserwowano natomiast istotnych réznic w usuwaniu
strontu, co thuimaczy¢ nalezy jego wigkszym promieniem jonowym, utrudniajacym sorpcje.
Dodatek biomasy do montmorylonitu powodowal, Ze sorbent pozostawatl w zawiesinie
wystarczajgco dlugo, sprzyjajagc optymalnej sorpcji. W innych badaniach, wykorzystano
do bioropcji strontu unieruchomiony w magnetycznych mikrosferach chitozanu biosor-
bent Saccharomyces cerevisiae, otrzymujac maksymalng pojemno$¢ sorpcji 82 mg/g
[58]. Kolejnym ciekawym sorbentem jest biomasa Mucor hiemalis potaczona z alginia-
nem wapnia, ktdrej pojemnos$¢ sorpcyjna dla strontu wynosi 140 mg-g* [59]. Sorbent ten
charakteryzuje dodatkowo wysoka selektywno$¢ wobec strontu.

Przyktady innych grzybowych biosorbentéw radioizotopoéw zebrano w tabeli 3.
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Tabela 3. Przyklady grzybow stosowanych jako biosorbenty radionuklidow.

Gatunek 1zotop Warunki Pojemnos¢ sorpcyjnalub | Lit.
/ pierwiastek biosorpcji wydajno$¢ biosorpgji
Aspergillus niger %Co T=297K 76,4 mg-g? [51]
152+154F pH=6,0 135 mg-g?!
Penicillium piscarium Uran pH=35 93,2-97,5% [52]
pH=55 38-92%
Candida guilliermondii %Co 10-20 pg/g Co; 99,7% [53]
Rhodotorula calyptogenae t=1h 98,3%
Fusarium sp. Cez pH=7,0,30°C, 84% [54]
t=3-4 dni
Saccharomyces carlsbergensis Cez pH=7 0,473 mmol-g* [55]
Saccharomyces cerevisiae Stront 9-38% [56]

3.4. Bioakumulacja radioizotop6éw przez grzyby

Grzyby sa przydatne w rekultywacji zanieczyszczonych gruntow, poniewaz wykazuja
duza efektywno$¢ akumulowania radionuklidow [60-62] i odpornos¢ na promieniowanie
jonizujace. Akumulujg one izotopy emitujace wszystkie rodzaje promieniowania — o, 8
i v, a lista gatunkéw zbadanych pod katem ich przydatnosci do bioakumulacji radio-
nuklidow jest bardzo dluga (tab. 4).

Poziom bioakumulacji izotopu w grzybach zalezy od gatunku, wlasciwosci radio-
izotopu (jego formy chemicznej) oraz jego st¢zenia w glebie. Bardzo waznym parame-
trem jest charakterystyka fizykochemiczna gleby. Mobilnos$¢ i biodostepno$¢ izotopodw
zalezy od stopnia rozdrobnienia gleby, jej uwodnienia i pH, zawartos$ci materii organicznej
[72, 73]. Zawartosci radioizotopow w grzybach sg bardzo rézne. Najnizsze warto$ci sg
na poziomie Kilku Bg-kg™ suchej masy i nie przekraczaja poziomu naturalnego tta. Naj-
wyzsze warto$ci siegajg tysiecy kBq-kg™ suchej masy i stanowig juz powazne zagro-
zenie dla srodowiska.

Tabela 4. Przyktady grzyboéw akumulujacych radioizotopy pochodzenia antropogenicznego (w zestawieniu
podano przyklady izotopdw emitujacych promieniowanie a, 3 iy)

Izotop

Aktywno$¢ | Literatura
[Bq-kg]
0,0001-44

Przyktady

238pu
239+240 Pu

Armillaria mellea, Boletus edulis, Lactifluus vellereus, [63-65]
Macrolepiota procera, Xerocomus badius, Agaricus campestris,
(o) Amanita muscaria, A. ponderosa, Hebeloma cylindrosporum,
Lactarius deliciosus, Omphalotus olearius, Rhizopogon
roseolus, Russula cessans, Suillus bovinus, Terfezia arenaria,
T. boudieri, Tricholoma terreum
90gy Boletus edulis, Imperator rhodopurpureus, Lentinula edodes,
®B) Flammulina velutipes, Inonotus, Lyophyllum shimeji, Pholiota
nameko, Cantharellus cibarius, Imleria Badia, Macrolepiota
procera, Cortinarius caperatus, Sarcodon squamosus, Suillus
grevillei, Xerocomellus chrysenteron, Xerocomus subtomentosus
187Cs Amanita muscaria, Amanita rubescens, Boletus subtomentosus, 0,1-90 000 [63, 69-
) Boletus badius, Boletus calopus, Boletus chrysenteron, 71]
Cortinarius saturninus, Hygrophorus Russula, Lactarius
corrugis, Laccaria Amethystine, Lactarius deliciosus, Paxillus
involutus, Entoloma sarcopus, Russula nigricans, Sarcodon
aspratus, Suillus granulatus, Tricholoma, Pessandatum, Suillus
granulatus

0,004-13000 [66-68]
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Réznorodnos¢ w przebiegu i wydajnosci bioakumulacji radioizotopoéw ilustrujg do-
skonale badania aktywno$¢ izotopu ¥’Cs w probkach gleby (do glebokosci 10 cm)
i owocnikach roéznych gatunkow grzybow (Lactarius vietus, Paxillus involutus, Sarcodon
imbricatus, Lactarius vellereus, Lactarius necator i Xerocomus subtomentosus), pobranych
na terenie lasu iglastego w Ukrainie [74]. Najwyzszg aktywnos$¢ wykazano w gornych
warstwach profilu glebowego, a aktywno$ci mierzone dla grzybow, byly zwykle wyzsze
w owocnikach w poréwnaniu z grzybnig (ze stosunkami w zakresie od 0,1 do 66).
Poréwnanie zdolnosci poszczegolnych gatunkéw do bioakumulowania izotopdw mozliwe
jest na podstawie wspotczynnika akumulacji (ang. Transfer Factor, TF). Jest on wyzna-
czany jako stosunek zawartosci radioizotopu w grzybie do zawartosci tego izotopu
W podlozu; obie warto$ci w przeliczeniu na suchg mas¢. Im wyzsza warto$¢ TF, tym
bardziej wydajna bioakumulacja radionuklidu. Wyznaczone wspoétczynniki akumulacji
przyjmuja rozne wartosci, najczgsciej ponizej 1, ale sg tez takie gatunki, dla ktorych TF
jest znacznie wyzszy (>20) [60]. Gatunki, ktore wykazuja wysoki poziom bioakumulacji
radioizotopow sprawdza si¢ w procesie remediacji gleby skazonej substancjami radio-
aktywnymi (mykoekstrakcja).

3.5. Mikoryza

Grzyby w srodowisku nie tylko bioakumulujg radioizotopy, ale wptywaja tez na ich
biodostepnos¢ dla roslin, co moze by¢ przydatne w procesie fitoremediacji. Odbywa si¢
to poprzez omowione powyzej procesy biomineralizacji 1 biosorpcji, oraz dzigki sym-
biozie grzybow z roslinami, czyli mikoryzie. W literaturze opisano zmiany akumulacji
roznych radioizotopéw w wyniku mikoryzy, wybrane przyktady przedstawiono w tabeli 5.
Wplyw grzybdw mikoryzowych na akumulacj¢ radionuklidow w tkankach roslin nie jest
jednoznaczny i zalezy od bardzo wielu czynnikéw, przede wszystkim od wlasciwosci
chemicznych danego izotopu, gatunku ro$liny i pozostajacego z nig w symbiozie grzyba
[75].

Tabela 5. Przyktady wptywu mikoryzy na bioakumulacj¢ radioizotopéw przez rosliny

Radioizotop Grzyb Roélina Efekt Literatura
238Y Glomus Koniczyna podziemna Ograniczenie pobierania [76]
intraradices (Trifolium subterraneum) U
28y Funneliformis Babka lancetowata Wozrost akumulacji 238U [77]
22Th mosseae (Plantago lanceolata) 22Th w pedach
Acaulospora Wzrost zawartosci 22Th
longula w korzeniach
Cs Glomus mosseae Mietlica pospolita Ograniczenie pobierania [78]
(Agrostis tenuis) Cs
B7Cs Glomus mosseae | Trawa (Paspalum notatum) | Wazrost akumulacji $¥'Cs [79]
0gr Glomus Sorgo (Sorghum halpense) i 905y
intraradices Proso (Panicum virginatum)
B7Cs Rhizopogon Sosna nadmorska Wzrost akumulacji $¥"Cs [80]
roseolus (Pinus pinaster) w iglach
85r Brak efektu
%M Obnizenie zawarto$ci
%mT¢ w iglach

Przyktadem sg badania bioakumulacji radionuklidow cezu w roslinach pobranych na
terenach lesnych: paproci, borowce czarnej, malinie, jezynie i koniczynie, ktore wyka-
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zaly, ze poziom aktywnosci radioizotopu zalezy od gatunku (najwyzszy stwierdzono dla
paproci, a najnizszy dla jezyny i koniczyny) i od wlasciwosci gleby [81]. R6znit si¢ on
dla jednego gatunku rosliny nawet o dwa rzedy wielkosci, zaleznie od miejsca pobie-
rania probek. Jednoczesnie istotne rdéznice wykazano w zageszczeniu strzepek grzybow
mikoryzowych. W miejscach, skad pochodzily rosliny o najwyzszym poziomie bioaku-
mulacji cezu, zawarto$¢ grzybni tez byla najwyzsza. Potwierdza to, Ze transport cezu
odbywa si¢ za posrednictwem grzybdéw mikoryzowych.

Potencjalne zastosowanie mikoryzy jako srodka wspomagajacego fitoremediacje gleb
skazonych radiocezem sprawdzono w innym doswiadczeniu, w ramach ktorego zbadano
pobieranie 3'Cs przez ogorka, zycice trwalg i stonecznika, po zaszczepieniu komercyj-
nym produktem mikoryzy arbuskularnej [82]. W badaniach zastosowano glebe gliniasta
i piaszczystg. W przypadku ogorka i zycicy wplyw inokulacji na pobieranie *¥'Cs byt
niespojny. Najwigksze efekty zaobserwowano dla stonecznika. Zar6wno biomasa roslinna,
jak i pobieranie *¥’Cs istotnie wzrosly; catkowita aktywno$¢ radioizotopu w stoneczniku
na glebach gliniastych i piaszczystych byta odpowiednio 2,4 i 3,2 razy wigksza w przy-
padku roslinach zaszczepionych.

Omowione przyktady dotyczyly badan prowadzonych w warunkach laboratoryjnych.
Wazne jest by sprawdzi¢, czy obserwowane zalezno$ci wystepuja tez na terenach skazonych
radioizotopowo. Przyktadem sg badania polowe przeprowadzone na terenie potozonym
70 km na poludniowy zachéd od Czarnobyla w Ukrainie [83]. Zastosowano in situ
grzyby mikoryzowe (Glomus mosseae) do inokulacji roslin uprawnych: jeczmienia,
ogorka, zycicy trwalej i stonecznika. Nie zaobserwowano zwigkszenia pobierania radio-
nuklidow przez badane roéliny ani ich biomasy. Calkowita ilo$¢ *’Cs pobrana przez
rosliny rosngce na glebie szczepionej byta rowna ilosciom dla roslin uprawianych na
glebie nieszczepionej, a roznice w zawartosci ¥’Cs wynikaly jedynie z roznic w jego
zawarto$ci w glebie.

Wplyw mikoryzy na bioakumulacje innego izotopu, 8Sr, sprawdzono dla pomidora
(S. lycopersicum) inokulowanego mieszaning grzybow mikoryzowych: Rhizoglomus
irregulare, Funneliformis mosseae i Funneliformis caledonium [84]. Uzyskane wyniki
wykazaly istotny zwigzek miedzy inokulacjg roslin a rozmieszczeniem %Sr w ich tkan-
kach: obecno$¢ grzybow mikoryzowych powodowata wigksza akumulacje radioizotopu
w korzeniach, ale ograniczala jego translokacj¢ z systemu korzeniowego do czesci
nadziemnych badanych roslin.

W innym do$wiadczeniu przeprowadzono poréwnanie roli czterech réznych kultur
arbuskularnych grzybow mikoryzowych (Rhizophagus irregularis, Acaulospora longula,
Scutellospora calospora i Funneliformis mosseae) w bioakumulacji radioizotopow
uranu (28U) i toru (>Th) przez babke lancetowata (Plantago lanceolata) z gleby zebranej
z terenu opuszczonej kopalni uranu [79]. Wykazano, ze inokulacja nie ma istotnego
wplywu na biomasg roslin, ale wptywa, w sposob zalezny od gatunku grzyba, na akumu-
lacje izotopow. Obecnos¢ w podtozu A. longula skutkowata zwigkszong zawartoscia
toru w korzeniach, a F. mosseae zwickszat zawarto$¢ tego izotopu w czesciach nadziem-
nych roslin. W przypadku uranu, zaobserwowano obnizenie jego akumulacji w korzeniach
przez F. mosseae. W podobnych badaniach akumulacji radioizotopdéw przez ten sam ga-
tunek rosliny zastosowano réwniez inne grzyby mikoryzowe, Septoglomus constrictum
i Paraglomus laccatum, nie wykazujac ich wptywu na pobieranie radionuklidow [85].

Otrzymanie uktadu grzyb-roslina, w ktorym mikoryza b¢dzie wydajnie zwieszata bio-
akumulacj¢ radioizotopoéw i utatwiala ich usuwanie na drodze fitoremediacji, wymaga
bardzo doktadnych badan i precyzyjnego dobrania stosowanych gatunkow.
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4. Podsumowanie

Mykoremediacja jest bez watpienia metoda, ktérg mozna z powodzeniem zastosowaé
do remediacji gleb skazonych izotopami. Grzyby moga powodowac stracenie radio-
nuklidow w postaci nierozpuszczalnych soli (biomineralizacja) lub wigzac izotopy w swojej
biomasie (biosorpcja). Ogranicza to mobilno$¢ i biodostgpnos¢ radionuklidow oraz
utatwia ich usuniecie ze skazonej gleby. Hodowanie na terenach skazonych grzybdw
majacych zdolnos$¢ do bioakumulowania wysokich zawartosci radioizotopow umozliwi
rekultywacj¢ gleb na drodze mykoekstrakcji. Odpowiednie dobranie i zastosowanie
w srodowisku ukladu symbiotycznego grzyb-roslina (mikoryzy) zwiekszy wydajnos¢
procesu bioremediacji metoda fitoekstrakc;i.

Doktadne zrozumienie wszystkich mozliwych mechanizméw wzajemnego oddziaty-
wania grzybow, gleby, roslin i radioizotopéw da mozliwos¢ takiego zoptymalizowania
warunkow prowadzenia procesu, aby mykoremediacja byta rzeczywiscie tania, ekologiczna
1, co najwazniejsze, skuteczna.
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Streszczenie

Testy glowic nuklearnych i awarie reaktoréw jadrowych to gldwne zrodta emisji substancji promieniotwor-
czych do $rodowiska. Radionuklidy, najczesciej w postaci opadu radioaktywnego, osiadaja na roslinach,
w zbiornikach wodnych i glebie, wchodza w obieg materii w tancuchach troficznych, gdzie stanowia powazne
zagrozenie ekotoksykologiczne. Konieczne jest opracowanie metod, ktore w sposob wydajny i ekologiczny,
ajednoczesnie ekonomiczny, umozliwia rekultywacj¢ skazonego substancjami radioaktywnymi srodowiska.
Jedng z mozliwosci jest wykorzystanie roznych organizméw do biotransformacji lub usuwania (na drodze
biosorpcji lub bioakumulacji) zanieczyszczen ze sSrodowiska glebowego. Grupa organizméw, pehigcych istotne
funkcje w ekosystemach ladowych, ktora wykazuje duza zdolnos¢ adsorpcji i akumulacji radionuklidéw sa
grzyhy.

W rozdziale przedstawiono role grzybow w remediacji srodowiska glebowego, skazonego izotopami pro-
mieniotworczymi (mykoremediacja). Omoéwiono m.in.: (i) biotransformacj¢ radionuklidow w glebie przez
grzyby, (i) biosorbcje przez grzyby substancji radioaktywnych, (iii) wykorzystanie réznych gatunkow grzybow
do bioakumulacji radionuklidow oraz (ii) mikoryze i jej wplyw na tempo akumulacji izotopdéw w roslinach.
Grzyby sa istotng czgscia mikrobioty glebowej, a ich wszechstronno$é¢ pod wzgledem wiasciwosci ekolo-
gicznych i metabolicznych powoduje, ze mykoremediacja moze by¢ skuteczng metoda usuwania zanie-
czyszczen, takze radioaktywnych.

Stowa kluczowe: radioizotopy, mykoremediacja, biomineralizacja, biosorpcja, mikoryza

Mycoremediation - the role of fungi in the remediation of the soil contaminated
with radioisotopes

Abstract

Tests of nuclear warheads and accidents of nuclear reactors are the main sources of emission of radioactive
substances into the environment. A radionuclides, most often in the form of radioactive fallout, settle on plants,
water reservoirs and soil, enter the circulation of matter in trophic chains, where they pose a serious ecotoxi-
cological threat. It is necessary to develop methods that will enable the reclamation of the environment
contaminated with radioactive substances in an efficient, ecological and at the same time economical way.
One of the possibilities is the use of various organisms for biotransformation or removal (through biosorption
or bioaccumulation) of pollutants from the soil environment. Fungi are a group of organisms that perform
important functions in terrestrial ecosystems and show a high capacity for adsorption and accumulation of
radionuclides.

The chapter presents the role of fungi in the remediation of the soil environment contaminated with radio-
active isotopes (mycoremediation). Discussion includes: (i) biotransformation of radionuclides in the soil by
fungi, (ii) biosorption of radioactive substances by fungi, (iii) the use of various species of fungi for the
bioaccumulation of radionuclides, and (iv) mycorrhiza and its impact on the rate of isotope accumulation in
plants. Fungi are an important part of the soil microbiota, and their versatility in terms of ecological and
metabolic properties makes mycoremediation an effective method of removing pollutants, including
radioactive ones.

Keywords: radioisotopes, mycoremediation, biomineralization, biosorption, mycorrhiza
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Funkcje bakteryjnych bialek z rodziny IgaA

1. Wprowadzenie

Biatko IgaA (ang. intracellular growth attenuator) zostato pierwotnie zidentyfiko-
wane u Salmonella i nazwane ze wzgledu na wewnatrzkomérkowe hamowanie wzrostu
[1]. Biatka z rodziny IgaA sg biatkami btonowymi, ktore odbierajgc sygnaty z otoczenia —
reguluja i ograniczaja reakcje systemu Res (ang. Regulator of Capsule Synthesis) poprzez
oddziatywanie z ResD [2-4]. Wigkszo$¢ badan nad ta rodzing biatek przeprowadzono
przy uzyciu Salmonella enterica serovar Typhimurium [5]. W badaniach zaobserwowano
mutacje punktowe w genie igaA, ktore umozliwity bakteriom posiadajacym igaA wzrost
w komorkach fibroblastow [2, 6]. Pdzniej wykazano, Zze gen ten reguluje produkcje
polisacharydu otoczkowego i patogenezg [5].

Gen igaA znajduje si¢ w centromerze 75 Salmonella enterica serovar Typhimurium,
pomiedzy genami yrfE i yrfG. Koduje on biatko blony wewnetrznej o dtugosci 710
aminokwasow (rys. 1), ktore, zgodnie z przewidywaniami, posiada pi¢¢ domen trans-
membranowych [6, 7].

Gen igaA wykazuje homologie z genem yrfF w Escherichia coli oraz genem umoB
w Proteus mirabilis [6, 7]. yrfF jest podstawowym regulatorem syntezy otoczki bakteryj-
nej w E. coli [7]. Jest to biatko blony wewnetrznej niezbedne dla zywotnosci bakterii [8].

Bialka z rodziny IgaA/UmoB, zostaly opisane u wysoce ruchliwej bakterii Proteus
mirabilis przez grupe Hughesa w 1998 roku [2]. Mutacja genu umoB powoduje obnizenie
ekspresji operonu glownego regulatora wici flhDC [2, 4, 10].

W przypadku Serratia sp. ATCC 39006 biatko IgaA odgrywa role w regulacji
odpornosci CRISPR na DNA plazmidowe i bakteriofagowe. Natomiast w Serratia
marcescens biatko z rodziny IgaA — GumB — reguluje wiele roznych fenotypow, w tym
patogenez¢ mikroorganizmow, biosynteze wtomych metabolitow przeciwdrobnoustro-
jowych, produkcje pozakomoérkowych polisacharydow oraz wydzielanie cytolizyny
shlA [2]. GumB jest funkcjonalnie konserwowany z innymi biatkami z rodziny IgaA,
poniewaz defekty mutantéw gumB moga by¢ uzupelniane przez ortologi E. coli, Klebsiella
pneumoniae i S. enterica [11].

Biatka z rodziny IgaA niewatpliwie ogrywajg istotng rolg w fizjologii i patogenezie
bakterii. Sprawia to, ze moga one stanowi¢ potencjalny cel dla nowoczesnych metod tera-
peutycznych. Wazne jest wigc pelne poznanie molekularnych mechanizméw dziatania
omawianej rodziny. Stad celem niniejszej pracy jest podsumowanie aktualnej wiedzy na
temat funkcji bakteryjnych bialek z rodziny IgaA.

1 weronikabrudz@o2.pl; Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach, Instytut Biologii, Studenckie Koto
Naukowe ,,Mikroby”, www.ujk.edu.pl.

2 olaomelaniuk@interia.pl; Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach, Instytut Biologii, Studenckie Koto
Naukowe ,,Mikroby”, www.ujk.edu.pl.

3 wanesasasal @tlen.pl; Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach, Instytut Biologii, Studenckie Koto
Naukowe ,,Mikroby”, www.ujk.edu.pl.

4 gniazdodawid@gmail.com; Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach, Instytut Biologii, Studenckie
Koto Naukowe ,,Mikroby”, www.ujk.edu.pl.
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Rysunek 1. Struktura biatka IgaA, opracowanie wlasne na podstawie [8], przy uzyciu [9]

2. Funkcje bialek IgaA

W tabeli 1 zostaly zebrane funkcje biatek IgaA, ktore zostaly szczegdtowo opisane

w dalszych czgséciach niniejszego rozdziatu.

Tabela 1. Funkcje petnione przez biatka IgaA ijego ortologi

wirulenciji, wici, fimbrii i SP-1/SP-2 w Salmonella enterica poprzez regulacje systemu Res

Funkcja Referencje
IgaA wplywa na ruchliwos$¢ i zdolno$¢ do wzrostu rozpelztego [2,6,12]
umoB negatywnie reguluje gen disA w S. marcescens [13]
IgaA reguluje odpormos$¢ oparta na CRISPR na DNA plazmidu i faga 2]
(w Serratia sp ATCC 39006)
GumB reguluje wiele fenotypow, w tym patogeneze drobnoustrojow, biosynteze wtérnych
metabolitdw przeciwdrobnoustrojowych, pozakomorkowe polisacharydy i cytolizyna shlA [2]
(w Serratia marcescens)
IgaA/UmoB wplywaja na kontrole metabolitow wtémych zwigzanych z konkurencja [4]
i tworzenie biofilmu w S. enterica
IgaA jest regulatorem wzrostu wewnatrzkomérkowego (w Salmonella enterica) [4]
IgaA reguluje wytwarzanie polisacharydu otoczkowego i patogeneze w S. enterica [4]
Geny igaA i yrfF sa niezbedne do wzrostu bakterii Salmonella i E. coli [4]
IgaA przyczynia si¢ do wirulencji, dziatajac wylacznie jako negatywny regulator po [14]
kolonizacji gospodarza
IgaA sprzyja ekspresji catego regulonu PhoP-PhoQ [15]
IgaA jest biatkiem otoczki serowaru Typhimurium [16]
IgaA reguluje aktywacje systemu Res poprzez ResF w warunkach stresowych w wielu [1,3,4,
bakteriach Gram- ujemych takich jak: E. coli, P. mirabilis, S. enterica 15-19]
GumB wraz z systemem Rcs odgrywa wazna role w interakcjach gospodarz-patogen [11, 21]
w infekcjach oczu, przyczyniajac si¢ do tworzenia pecherzykow
GumB wraz z systemem Rcs reguluje system TSSS, ktory uczestniczy w wirulencji [21]
IgaA wplywa na regulacje przekaznika fosforowego RcsC/RcsD/RcsB (uktad ResCDB) [1,19]
GumB (ortolog IgaA) hamuje aktywacj¢ systemu Rcs — tak ze mutanty S. marcescens maja 2]
nadaktywna sygnalizacje Rcs
IgaA zapobiega aktywacji systemu Rcs we wezesnych stadiach infekcji Salmonella enterica [5]
IgaA zapobiega nadmiernej aktywacji ukfadu regulacyjnego RcsC-YojN-RcsB [14, 15]
IgaA ulega indukgcji do syntezy kwasu kolanowego, natomiast ulega represji dla genow [6]
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2.1. Oddzialywanie z systemem Rcs

Wewnatrzkomérkowy inhibitor wzrostu A (IgaA), wechodzi w sktad zewnetrznej btony
komodrkowej (OM), ktora u bakterii Gram-ujemnych jest asymetryczna dwuwarstwa
Z lipopolisacharydem (LPS) i fosfolipidami. LPS jest glikolipidem, ktory sktada si¢ z trzech
domen: lipidu A, rdzenia i antygenu O. Ze wzgledu na znaczenie integralno$ci OM
i funkcji bariery dla przetrwania, bakterie Gram-ujemne wypracowaty szlaki reakcji na
stres otoczki, w celu monitorowania oraz odpowiedzi na srodowiskowe czynniki streso-
genne. Jednym z takich szlakow jest Rcs, ktory sktada sie z regulatora odpowiedzi RcsB,
kinazy histydynowej ResC oraz biatka fosforeaktywnego RcsD, ktory jest silnie akty-
wowana przez stres OM [13, 18].

Rcs jest jednym z najbardziej zlozonych szlakow transdukcji sygnatu u bakterii,
obejmujacym co najmniej siedem biatek (trzy wchodzace w sktad systemu RcsCBD oraz
dodatkowe tj. RcsF) w czterech réznych przedziatach komorkowych. Biatko blony
wewnetrznej (IM) — RcsC — jest hybrydowa kinaza histydynowa, ktora autofosforyluje
i przekazuje fosforan przez biatko fosfotransferazy IM RcsD do cytoplazmatycznego
regulatora odpowiedzi wigzacego DNA RcsB. RcsB, samodzielnie lub w potaczeniu z in-
nymi regulatorami, takimi jak RcsA, BglJ lub GadE reguluje ekspresje genéw docelo-
wych [14].

Rcs kontroluje rowniez ekspresje egzopolisacharydow kapsutki, ktore sg eksportowane
na powierzchni¢ komorki i pomagaja stabilizowa¢ OM. Warte uwagi jest to, ze akty-
wacja systemu RcsCDB nie zaburza homeostazy otoczki, a przebudowa OM moze zacho-
dzi¢ bez narazania jej podstawowych funkcji. lgaA zapobiega nadmiernej aktywacji
uktadu regulacyjnego RcsCDB, ktory uczestniczy w syntezie egzopolisacharydow wcho-
dzacych w sktad otoczki m.in. w regulacji ekspresji genu ugd, ktory koduje dehydro-
genazg UDP-glukozy, ktora syntetyzuje kwas UDP-glukuronowy, bedacy potproduktem
potrzebnym do syntezy 4-arabinozy, wchodzacej w sktad czesci lipid A lipopolisacharydu
[13, 14, 21].

Fosforegulacja Rsc jest jednym z glownych systemoéw sygnalizacyjnych, ktory pozy-
tywnie wptywa na synteze kwasu kolanowego, ktory — jako zwigzek powierzchniowo
czynny — ma za zadanie utatwia¢ wzrost rozpetzty. Udowodniono, Zze nadmiar tego kwasu
przyczynia si¢ do zahamowania zdolnosci do wzrostu rozpetztego, dlatego mutanty IgaA
w wyniku braku regulacji szlaku syntezy kwasu kolanowego traca zdolno$¢ do rojenia.
Natomiast Rcs negatywnie wptywa na wirulencje i ruchliwos$¢ bakterii. Do badan nad
Rsc wykorzystano spontanicznie wyizolowanego mutanta IgaA (T191P), ktory w gtéwnej
mierze jest aktywowany przez dany system sygnalizacyjny [6].

System sygnalizacyjny Rsc u Salmonella enterica serovar Typhimurium petni role
regulatora ograniczajgcego wzrost bakterii wewnatrz fibroblastow i jest hamowany przez
biatko IgaA. Zapobiega to jego nadmiernej aktywacji we wczesnych stadiach infekcji.
Dodatkowo system ten aktywuje rowniez geny wirulencji wymagane w p6zniejszych
stadiach [6, 7, 15].

Spontaniczne mutacje sktadajace si¢ z delecji prowadzacych do zmniejszonej pro-
dukcji RcsC lub ResD prowadza do zahamowania ekspres;ji igaA. Wazne cechy serotypu
Typhimurium, takie jak jego potencjal wirulencji, zalezg od precyzyjnego przystoso-
wania aktywnosci systemu RcsCDB w celu regulacji szerokiej gamy genow, ktore reaguja
na stymulacje. Uzyskane dane wykazuja, ze dany system pozytywnie wplywa na regu-
lacje genow istotnych dla wzrostu Salmonelli w makrofagach oraz na regulator SPI-2.
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Natomiast w przypadku silnej aktywacji, Rsc calkowicie hamuje $ciezki wirulencji SPI-
1/SPI-2, wici i biogenezy fimbrii [7, 15, 17].

System sygnalizacji Rsc jest charakterystyczny dla bakterii z rodziny Enterobacte-
riaceae. Po raz pierwszy zostat opisany u E. coli (gdzie zostat pierwotnie opisany jako
regulator polisacharydu otoczkowego E. coli), a jego gtéwna rolg byta pozytywna regu-
lacja kwasu kolanowego lub syntezy polisacharydu otoczkowego [1]. Aktualne dane
dowodza, ze system ten reguluje geny zwigzane z utrzymaniem integralno$ci §ciany
komorkowej, ruchliwo$¢, wirulencje, podziat komorek i regulacje czynnika sigma ¢S
[1, 6, 23].

Sygnaly pochodzace ze srodowiska zewnetrznego, aktywuja hybrydowa kinazg ResC,
ktora prowadzi do autofosforylacji konserwowanej reszty His, natomiast sama RcsC jest
negatywnie regulowana przez biatko IgaA [1], [6], [23].

Na podstawie analizy genetycznej, a takze badan interakcji zaproponowano, ze RcsF,
ktore jest lipoproteing blony komérkowej wyczuwajaca wickszos$¢ sygnatow indukuja-
cych Rcs sigga przez peryplazme, aby oddzialywaé z IgaA, prowadzac to biatko do
ztagodzenia hamowania fosforoprzekaznika, wlaczajac Res. W przypadku braku stresu
RcsF jest zamykany z IgaA poprzez interakcje z biatkami blony komoérkowej, w celu
ztagodzenia hamowania RcsC. W pierwszym etapie fosforan przenoszony jest na resztg
Asp w samej RcsC, a nastepnie na reszt¢ His w ResD, a wkoncowym etapie na RcsB
(requlator odpowiedzi). Fosforylowana lub aktywna forma RcsB (RcsB~P), aby mogta
potaczy¢ sie z ramkg RcsAB w regionie promotora, taczy si¢ z niestabilnym biatkiem
ResA. Jednak niektore geny nie wymagajg do regulacji biatka ResA [1, 3, 6, 14].

Czynnikami regulujacymi Rcs sa: stres osmotyczny, wzrost w obecnosci cynku
i glukozy przy obnizonej temperaturze, stres blonowy oraz wzrost na stalym podtozu.
Dodatkowo, fosforan acetylu aktywuje synteze polisacharydu otoczkowego, za posred-
nictwem RcsB niezaleznie od RscC [1, 3, 6, 14].

Mutacje punktowa w igaA, pierwszy raz zaobserwowano u mutantow S. enterica,
wykazujacych zdolno$¢ do namnazania si¢ w komorkach fibroblastow — dany mutant
wykazywal staby wzrost w makrofagach. IgaA koduje biatko blony wewnetrznej, po-
dobne do umoB w Proteus mirabilis i yrfF w E. coli. Bakterie Salmonella posiadajace
mutacje w obrebie igaA, charakteryzujg sie mniejszg ruchliwoscig i sg §luzowate. Thu-
mienie letalno$ci zaobserwowano w przypadku mutacji w obrebie rcsB, rcsC lub resD,
co moze $wiadczy¢, ze IgaA wycisza system sygnalizacji Res u S. enterica i E. coli.
Glowng rola IgaA w wirulencji jest zapobieganie aktywacji systemu RcsCDB we
weczesnych etapach infekcji. Dodatkowo Res jest konieczny rowniez do aktywacji innych
genow odpowiedzialnych za wirulencje w pozniejszych stadiach infekcji. Mutacje akty-
wujgce Rsc sg uznawane za mutacje obnizajgce zjadliwo$¢ u S. enterica [6].

2.2. Ortologi IgaA

2.2.1. UmoB

Metabolity wtorne sg waznymi czynnikami regulujacymi interakcje pomiedzy mikro-
organizmami. S. marcestens charakteryzuje sie wytwarzaniem szerokiej gamy aktywnych
metabolitow wtornych. Mutacja gumB z rodziny UmoB/IgaA u S. marcestens, dopro-
wadzita do utraty waznych metabolitow serratamolidu i prodigiozyny. Powstale mutanty
gumB o fenotypie odmiennym niz szczep typu dzikiego charakteryzowaly si¢ ograniczona
zdolnoscig rojenia i ruchu, zwigkszong produkcja polisacharydéw wchodzacych sktad
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otoczki oraz zmian w tworzeniu biofilmu. Efektom fenotypowym odpowiadaja zmiany
w transkrypcji flnD, wecA i fimA. Por6wnujgc z innymi biatkami nalezgcymi do rodziny
UmoB/IgaA, gumB nie jest znaczacy dla wzrostu u S. marcestens. Stella wraz z zespo-
tem wykazali, ze yrfF z E.coli, igaA z S. enterica i niezidentyfikowany odpowiednik
kumO z Klebsiella pneumoniae, uzupehiaja defekty metabolitow wtérnych powstatych
w wyniku utworzenia mutanta gumB. Sugeruje to, Zze biatka nalezace do rodziny
UmoB/IgaA wplywaja na tworzenie biofilmu i konkurencj¢ pomigdzy bakteriami, po-
przez sterowanie produkcja metabolitow wtornych [4].

2.2.2. GumB

Jak wspomniano wczesniej ortologiem IgaA jest biatko GumB. Jest ono niezbedne
do wywotania pecherzykéw w ludzkich komorkach nabtonka rogowki, ktore powstaja
w wyniku ekspresji toksyn tworzacych pory, wydzielanych przez system sekrecji typu V
(TSSV), ktory jest regulowany przez Rcs. Wykazano, ze GumB i shIBA (rodzina cytolizyn,
ktore ulegajg sekrecji przez TSSV) znajduja si¢ w obwodzie regulacyjnym poprzez
system fosforylacji odpowiedzi na stres Rcs, wymagany do tworzenia pecherzykow
I patogenezy w bezkregowym modelu infekcji i proliferacji w fagocytarnej linii komérko-
wej. Badanie przeprowadzone w 2019 roku przez Brothers i in. przedstawia GumB jako
regulator interakcji S. marcescens gospodarz-patogen i demonstruje wspolny mechanizm
zalezny od systemu wydzielania typu V, za pomoca ktorego bakterie wywotujg zmiany
morfologiczne powierzchni na komoérkach ssakéw. Ten mechanizm systemu wydzie-
lania typu V prawdopodobnie przyczynia si¢ do uszkodzenia przez bakterie warstwy
nabtonka rogéwki i umozliwia dostep do glebszych czesci tkanki, ktore sg bardziej
podatne na infekcje [21].

Rola systemu odpowiedzi na stres Rcs zostata zbadana u Serratia marcestens z mutacja
w genie gumB, bedacej izolatem klinicznego zapalenia rogowki. GumB, bedacy odpo-
wiednikiem lgaA, odpowiada za inhibicje systemu Rcs, mutanty posiadajg nadaktywna
sygnalizacje Res. Uzyskane wyniki pokazuja, ze okoto 15% wszystkich genéw w mutancie
AgumB S. marcestens ulegto 2-krotnej lub wigkszej zmianie ekspresji w przeciwienstwie
do typu dzikiego. Dodatkowe badania wykazaty, ze GumB znaczaco wptywa na regulacje
ekspresji genéw u S. marcestens, wptywajac tym samym na cytotoksyczno$¢ bakterii
i produkcje adhezyn powierzchniowych. GumB bedace biatkiem z rodziny IgaA, ma
znaczacy wplyw na transkryptom S. marcestens, co przektada si¢ na cytotoksyczno$é
bakterii oraz kontrolowanie wirulencji, biosyteze cytolizyny ShlA i tworzenie biofilmu.
Dodatkowo gumB hamujac aktywno$¢ systemu Rcs, powoduje, ze mutanty S. marsces-
cens charakteryzuja si¢ nadaktywna sygnalizacja systemu Rcs [2].

3. Podsumowanie

IgaA jest rodzing biatek, wchodzacych w sktad $ciany komorkowej bakterii Gram-
ujemnych. Sa one niezbedne w regulacji ekspresji genetycznej. Regulacja ekspres;ji
genetycznej jest procesem kluczowym dla przystosowania si¢ bakterii do zmieniajacych
si¢ warunkow $rodowiska zewnetrznego. Funkcje tg moga pemi¢ dzieki mozliwosci
wchodzenia w interakcje z systemem Rcs. Poprzez modulacjg¢ aktywnosci systemu Rcs
biatka IgaA reguluja ruchliwo$¢, zdolnos¢ do wzrostu rozpetztego, wirulencje oraz
synteze kwasu kolanowego. Z uwagi na fakt istotnej roli biatek z rodziny IgaA w regu-
lacji fizjologii i patogenezy bakterii, moga stanowi¢ one cel nowoczesnych metod
terapeutycznych. Pomimo postgpow w zrozumieniu ich funkcji, wciaz pozostaje wiele
niewiadomych, co stanowi podstawe¢ do kontynuacji badan w tej dziedzinie.
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Funkcje bakteryjnych bialek z rodziny IgaA

Streszczenie

Bakterie, zeby przetrwaé, musza odpowiadac na zmiany w otaczajacym je srodowisku. Jednym z elementow
umozliwiajacym im odpowiednie reagowanie na otaczajace je warunki sg bialka regulujace dzialanie syste-
mow regulatorowych. Jednymi z takich biatek sa biatka z rodziny IgaA, ktére sa biatkami blony zewnetrznej.
Pelnig one rozmaite funkcje regulacyjne w komorce bakteryjnej. Przyczyniaja si¢ one np. do regulacji zdolnosci
do wzrostu rozpetztego, odpowiedzi na stres komorkowy, regulacji wirulencji. Funkcje te moga pei¢ dzigki
wchodzeniu w interakcje z systemem Rsc. Bialka IgaA nie sg jeszcze dobrze scharakteryzowane i w litera-
turze przedmiotu brakuje pracy przegladowej na ich temat. Artykut ma na celu przedstawienie dotychczaso-
wych informacji na temat rodziny bialek IgaA i jej ortologéw oraz opisanie ich oddzialywania z systemem Rsc.
Stowa kluczowe: IgaA, umoB, GumB, Rsc

Bacterial function of IgaA family proteins

Abstract

Bacteria need to respond to changes in their surrounding environment in order to survive. One of the elements
that enable them to respond appropriately to the conditions around them are proteins that regulate regulatory
systems. One of such proteins are the IgaA family proteins, which are the outer membrane proteins. They
have various regulatory functions in the bacterial cell. They contribute, for example, to the regulation of
swarming ability, the response to cellular stress and the regulation of virulence. They can perform these
functions by interacting with the Rsc system. IgaA proteins are not yet well characterised and there is a lack
of review papers on them in the literature. This article aims to provide information to date on the IgaA family
of proteins and its orthologues and to describe their interactions with the Rsc system.

Keywords: 1gaA, umoB, GumB, Rsc
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Ocena zdolnoSci szczepow Staphylococcus aureus
izolowanych od zwierzat do tworzenia biofilmu

1. Wprowadzenie

Definicja biofilmu wedlug ITUPAC (ang. International Union of Pure and Applied
Chemistry) brzmi nastepujaco: Biofilm fo agregacja mikroorganizmoéw, takich jak bak-
terie, w ktorej komorki sq osadzone w wytworzonej przez siebie macierzy pozakomor-
kowych substancji polimerowych (EPS) i przylegajq do siebie i/lub do powierzchni [1].
Zatem biofilm bakteryjny to ztoZone, syntroficzne konsorcjum mikroorganziméw, utrzy-
mywane razem przez produkowane przez te komoérki polimery, sktadajgce sie gtownie
z polisacharydow, wydzielanych biatek i pozakomorkowego DNA. Ten zbiorowy, wielo-
komorkowy uktad jest zazwyczaj tymczasowy, ale znacznie zwigksza przezycie drobno-
ustrojow w danym srodowisku. Wzrastajacy biofilm wykazuje zmienny fenotyp, ekspresje
gendw i produkcje biatek [2].

Wigkszos¢ bakterii wystepuje w srodowisku bytowania w formie biofilmu, poniewaz
struktura ta chroni komoérki przed wpltywem czynnikow zewnetrznych. Dzigki temu
mikroorganizmy sg oporne na dziatanie m.in. srodkéw przeciwdrobnoustrojowych, pro-
mieniowania czy elementow uktadu odpornos$ciowego gospodarza [3].

Biofilm moze stanowi¢ pojedyncza warstwa komorek, ale tez moze to by¢ system
wielowarstwowy widoczny nawet gotym okiem. Analizy strukturalne wykazaty, ze
w niektorych przypadkach wewnatrz biofilmoéw powstaja unikalne twory w ksztatcie
filarow lub grzybow, jednak glownym czynnikiem wplywajacym na architekture tego
konsorcjum sg warunki srodowiskowe. Wewnatrz biofilmu przebiegaja skomplikowane
sieci kanatow, ktore zapewniaja ciagly dostgp wody i niezbednych sktadnikow odzyw-
czych, nawet w najgtebszych obszarach [4, 5].

Biofilm powstaje kiedy pojedyncza komorka adheruje do powierzchni biotycznej, badz
abiotycznej i dzielgc si¢ tworzy jego pierwsz awarstwe. Adhezja do powierzchni jest
etapem odwracalnym, a komoérka w formie planktonicznej zdolna jest do dalszego prze-
mieszczania si¢. Przylgnigcie do jakiego$ obszaru i rozpoczecie podziatow, kiedy zaczyna
dochodzi¢ do syntezy czasteczek sygnatowych i komunikacji pomi¢dzy komérkami na
zasadzie przekaznictwa chemicznego (QS, ang. quorum sensing), to moment kiedy
biofilm formuje si¢ nieodwracalnie. W nastgpnymkroku tworzy si¢ struktura przestrzenna,
zawierajacakomorki upakowane w skupiska i kanaty transportowe oraz bogata macierz
miedzykomorkowa. Tak utworzony biofilm funkcjonuje jak ztozony organizm, komuni-
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kujac sie, regulujac ekspresje gendéw i1 produkcje potrzebnych zwigzkéw. W ostatnim
etapie funkcjonowania biofilmu obserwuje si¢ odrywanie pojedynczych komorek i ich
dyspersje w celu tworzenia nowego konsorcjum na kolejnych powierzchniach (rys. 1)
[6, 7].

= /

4

kolonizacja

4

© biatka ®© thuszcze = kwasy nukleinowe :: polisacharydy ~=@» mikroorganizmy

Rysunek 1. Etapy formowania biofilmu, opracowanie wlasne na podstawie [6]

Dla wielu bakterii patogennych zdolno$¢ do formowania biofilmu jest glownym czynni-
kiem wirulencji, dlatego tez zakazenia czgsto zwigzane sa z obecnoscia tej struktury [2].

2. Biofilm Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (gronkowiec ztocisty) jest jednym z najbardziej niestawnych
i rozpowszechnionych patogenéw bakteryjnych. Powoduje on trudng do oszacowania
liczbe nieskomplikowanych infekcji skory. Ponadto prawdopodobnie setki tysiecy do
miliondw powazniejszych, inwazyjnych infekcji rocznie na catym $wiecie. Jest wiodacym
czynnikiem etiologicznym zapalenia phuc i innych infekcji drog oddechowych, uktadu
krazenia, a takze bakteriemii u ludzi [8, 9]. Zakazenia S. aureus sa takze powszechne
u drobiu i nosza nazwe stafylokokoz [10-13]. Objawy rdznig sie¢ w zaleznosci od miejsca
zakazenia. Najczesciej infekcje dotyczg kosci, pochewki $ciggien i stawow, zwlaszcza
stawow piszczelowo-strzatkowych. Zakazenia gronkowcowe wystepuja rzadziej na skorze
drobiu, watrobie, sercu czy ptucach [14-17]. Przyczyng naglych zgonéw niosek moze
by¢ gronkowcowa posocznica [18]. Patogeneza zakazen gronkowcem ztocistym u drobiu
nie jest jednak dobrze poznana. Stafylokokoza jest zwykle choroba przewlekta, stabo
reagujaca na leczenie przeciwbakteryjne i immunizacj¢ [19].

W przeciwienstwie do wielu innych patogenow bakteryjnych, ktore czgsto wyko-
rzystuja tylko jedna strategi¢ do wywotywania choroby, S. aureus wytwarza zdumie-
wajacy zestaw czynnikoéw wirulencji. Obejmuja one bogaty zestaw toksyn i czynnikéw
unikania odpornos$ci oraz szeroki wachlarz czynnikow bialkowych i niebiatkowych,
ktoére umozliwiajg kolonizacje zywiciela podczas infekcji [8]. Na zdolno$¢ S. aureus do
wywotywania przewleklych infekcji zwroécono uwagg kiedy okazato si¢, ze zakazenia
gronkowcowe sg niezwykle oporne w leczeniu terapeutycznym. Wyjasnieniem tego
zjawiska byta zdolno$¢ gronkowcow do tworzenia biofilmu, rowniez na wszczepionych
sztucznych zastawkach serca, cewnikach i protezach stawow [20].

Zakazenia zwigzane z biofilmem wiazg si¢ ze zwigkszong zachorowalnoscia i Smier-
telno$cia. Infekcje gronkowcowe stanowig ogdlnoswiatowy problem w hodowli kurczat
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1 indykow, powodujac straty ekonomiczne z powodu zmniejszonego przyrostu masy
ciata i zmniejszonej produkc;ji jaj [15]. Jak si¢ jednak okazuje, oprocz tego, ze gronkowiec
zlocisty stanowi powazne zagrozenie w hodowli drobiu, nawet potowa typowych i aty-
powych szczepdw S. aureus wytwarza enterotoksyny, ktore moga powodowacé zatrucia
pokarmowe u ludzi. Zatrucia takie moga wystapi¢ z powodu zanieczyszczenia szczepami
S. aureus wytwarzajacymi enterotoksyny przetwarzanych tusz drobiowych [21-25].
W zwigzku z tym lepsze zrozumienie rozwoju biofilméw gronkowcowych na poziomie
molekularnym jest niezbedne do opracowania nowych strategii leczenia zakazen zwig-
zanych z biofilmami i zmniejszenia znacznych obcigzen powodowanych przez ten patogen.
Celem tej pracy byla ocena zdolnosci izolatow S. aureus pochodzacych od drobiu do
tworzenia biofilmu.

3. Materialy i metody

3.1. Szczepy bakteryjne

Materiatlem do badan byly szczepy S. aureus pozyskane z wymazow pobieranych od
drobiu, pochodzacego z r6znych hodowli na terenie wojewodztwa lubuskiego. Wymazy
pobierane byly z pluc, tchawicy, watroby, stawdw oraz z mézgu. Miejscem poboru byto
weterynaryjne laboratorium mikrobiologiczne INVAC Polska w Otyniu. Wymazy po-
bierane byly jednorazowa, jalowg wymazowka bawelniang. Bezposrednio po pobraniu,
material posiewano na podioze mikrobiologiczne Columbia agar z 5% krwi baraniej
(GrasoBiotech, Polska). Ptytki inkubowano w warunkach tlenowych w temperaturze
37°C przez 24 godziny. Po tym czasie kolonie poddawano ocenie fenotypowej pod katem
ksztattu, koloru, powierzchni i konsystencji kolonii oraz pod katem obecnosci strefy catko-
witej hemolizy (B-hemolizy) wokot kolonii. Izolaty o morfologii kolonii charakterystycznej
dla gronkowca zlocistego poddawane byty identyfikacji do gatunku metodg MALDI-
TOF w laboratorium INVAC Deutschland. Spis szczepéw wykorzystanych w badaniach
prezentuje tabela 1.

Tabela 1. 1zolaty wykorzystane w badaniach

Nr Szczep I_\/Ilejsc_(_a Nr Szczep l_\/llejSC_(_E
izolacji izolacji
1 286-2 stawy 17 111-1 stawy
2 275-1 mozg 18 290-2 phuca
3 247-7 tchawica 19 121-6 stawy
4 232-1 tchawica 20 074-3 stawy
5 239-3 stawy 21 289-5 pluca
6 226-2 stawy 22 124-4 stawy
7 273-4 watroba 23 035-1 tchawica
8 091-3 stawy 24 269-1 stawy
9 243-7 tchawica 25 126-10 stawy
10 232-1 tchawica 26 015-2 stawy
11 072-2 stawy 27 211-2 tchawica
12 227-4 stawy 28 160-4 tchawica
13 006-2 pluca 29 001-3 stawy
14 266-2 stawy 30 288-2 tchawica
15 033-3 tchawica 31 029-4 tchawica
16 073-6 tchawica 32 222-1 tchawica
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3.2. Ocena zdolnosci izolatow S. aureus do tworzenia biofilmu

Do oceny zdolnosci do tworzenia biofilmu zastosowano metod¢ z roztworem fioletu
krystalicznego opracowana na podstawie literatury [26]. Badane szczepy hodowano
W plynnym podtozu BHI (ang. Brain Heart Infusion) przez 24 godz. w temp. 37°C. Bogaty
sktad podtoza zapewniat optymalne warunki do namnazania si¢ bakterii. Z 24-godzinnej
hodowli sporzadzono zawiesing o gestosci 1 MF, a nastepnie 1 ml zawiesiny kazdego
z badanych szczepoéw naktadano w trzech powtorzeniach na polistyrenowa plytke titra-
cyjng i inkubowano 24 godz. w 37°C. Po inkubacji z kazdego dotka odciggnigto hodowlg,
nastepnie kazdy dotek przeptukano trzykrotnie 0,9% roztworem NaCl, w celu usunigcia
niezadherowanych komorek. Plytke suszono w 37°C przez 10 min. W kolejnym etapie
do kazdego z dotkow dodano 1 ml roztworu fioletu krystalicznego, ktory barwi zarowno
komorki bakteryjne, jak i zewnatrzkomorkowa macierz i inkubowano 10 min. w tempe-
raturze pokojowej. Nastepnie odciagnigto barwnik, dotki ponownie trzykrotnie przeptu-
kano 0,9% NaCl i suszono w 37°C przez 10 min. W ostatnim kroku do dotkéw nanie-
siono 1 ml 30% roztworu kwasu octowego i wytrzasano z predkoscig 200 obrotow na
minut¢ przez 10 min. Powstalg zawiesing przenoszono do kuwet spektrofotome-
trycznych. Pomiar absorbancji przeprowadzono dla dtugosci fali A =570 nm.

4. Wyniki
W badaniu wykorzystano 32 izolaty S. aureus pozyskane od drobiu. W ocenie ich

zdolnos$ci do formowania biofilmu wykorzystano pomiar absorbancji i skale gdzie:

e OD <l $wiadczy o stabej zdolnosci;

OD 1-2 o zdolnosci umiarkowanej;

OD 2-3 o silnej zdolnosci;

OD >3 o bardzo silnej zdolnosci do tworzenia biofilmu.
Wyniki pomaréw absorbancji przedstawiono w tabeli 2 i na rysunku 2.

Tabela 2. Warto$ci mierzonej absorbacji dla badanych szczepow S. aureus

Nr Szczep Wartos¢ OD Nr Szczep Wartos¢ OD
1 286-2 3,0016 17 111-1 0,6756
2 275-1 2,8034 18 290-2 0,643
3 247-7 1,9968 19 121-6 0,5998
4 232-1 1,9307 20 074-3 0,5966
5 239-3 1,9244 21 289-5 0,507
6 226-2 1,8836 22 124-4 0,4872
7 273-4 1,8616 23 035-1 0,4852
8 091-3 1,828 24 269-1 0,4807
9 243-7 1,3803 25 126-10 0,4615
10 232-1 1,2539 26 015-2 0,4086
11 072-2 1,2157 27 211-2 0,3701
12 227-4 1,0898 28 160-4 0,3557
13 006-2 1,0108 29 001-3 0,3471
14 266-2 0,8029 30 288-2 0,316
15 033-3 0,7149 31 029-4 0,2508
16 073-6 0,7136 32 222-1 0,2082
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Rysunek 2. Rozklad warto$ci absorbancji dla badanych szczepow S. aureus

Wsrod badanych szczepow wigkszos¢ wykazata staba i umiarkowana zdolnos¢ do
tworzenia biofilmu. Bylo to odpowiednio 19 (59,4%) 1 11 (34,4%) izolatow. Tylko jeden
szczep (3,1%) wykazat sie silng i jeden (3,1%) bardzo silng zdolnoscia do tworzenia
biofilmu. Rozklad zdolnosci do tworzenia biofilmu badanych szczepéw prezentuje
rysunek 3.

M bardzo silna
Msilna
M umiarkowana

M sfaba

Rysunek 3. Rozktad zdolnosci badanych szczepéw do tworzenia biofilmu

5. Dyskusja

Biofilm bakteryjny powstaje w celu ochrony komorek przed czynnikami zewnetrz-
nymi, nadajac tym samym konsorcjum takiej opornosci jakiej nie majg pojedyncze mikro-
organizmy. Gloéwna rola tworzenia biofilmu podczas infekcji jest ochrona bakterii przed
atakami fagocytow [27]. Tworzenie przestrzennej struktury biofilmu jest procesem
ztozonym. W odniesieniu do biofilméw gronkowcowych dotychczas gtowny nacisk
w badaniach ktadziono na fazy adhezji i kolonizacji (akumulacji), w ktorych posredniczg

162



Ocena zdolnosci szczepow Staphylococcus aureus izolowanych od zwierzqt do tworzenia biofilmu

rozne rodzaje adhezyn. Jest to grupa biatek eksponowanych na powierzchni, okresla-
nych zbiorczo jako MSCRAMM (sktadniki powierzchni drobnoustrojéw rozpoznajace
czasteczki matrycy adhezyjnej, ang. Microbial Surface Components Recognizing Adhesive
Matrix Molecules) [28]. Sg to gléwne determinanty odpowiedzialne za poczatkows adhezje
komorek do powierzchni biotycznych i abiotycznych. Faza kolonizacji natomiast zalezna
jest od adhezyn polisacharydowych, ktore promuja interakcje adhezyjne migdzy komor-
kami bakteryjnymi [29]. Chociaz opisano wiele potencjalnych polisacharydow, istnieje
zgoda wsrod naukowcow co do tego, ze glownym wyznacznikiem fazy kolonizacji two-
rzenia biofilmu gronkowcowego jest polisacharydowa adhezyna migdzykomorkowa (PIA,
ang. Polysaccharide Intercellular Adhesin) ktorej produkcja zalezy od genow zlokalizo-
wanych w operonie icaADBC. Badania wykazaty, ze PIA skfada si¢ z polimerycznej
N-acetyloglukozaminy i z tego powodu okresla si¢ ja rowniez jako PNAG, ang. Poly-N-
AcetylGlucosamine) [30, 31]. U gronkowcow zostaly zidentyfikowane rowniez niektore
biatka zaangazowane w tworzenie biofilmu, w tym biatko zwigzane z biofilmem (Bap),
ktore jest kodowane przez gen bap [29]. Cucarella i in. (2001) wykazali, ze Bap jest nie
tylko zaangazowany w pierwotny etap przylaczania si¢ komorek S. aureus do powierzchni,
ale wraz z PIA bierze udzial w agregacji komorek, a tym samym w dojrzewaniu biofilmu
[32]. Operon ica zostal po raz pierwszy zidentyfikowany u S. epidermidis, obecny jest
jednak rowniez u S. aureus i wydaje si¢ pelié¢ t¢ sama funkcj¢ [33]. Prawdopodobnie
wigkszo$¢ szczepdw S. aureus zawiera caly operon ica [34, 35]. Pojawiaja sie jednak
doniesienia wskazujace, ze istnieja zalezne od szczepu réznice w odniesieniu do ogodlne;j
zdolnosci do tworzenia biofilm in vitro [33, 35-37]. Operon ica podlega zmianom fazo-
wym u S. epidermidis, a jego ekspresja zaréwno u S. epidermidis, jak i S. aureus podlega
rowniez regulacji srodowiskowej [38]. Najwazniejsze w tej sytuacji wydaje sie do-
niesienie McKenney i in. (1999) wskazujace na to, ze produkcja PNAG u S. aureus jest
zwigkszona podczas wzrostu in vivo [39]. Ponadto jak stwierdzili Crampton i in. (2001)
wzrost beztlenowy indukuje ekspresje operonu ica i produkcje PIA zaréwno u S. epider-
midis, jak i S. aureus [40].

Wsrod analizowanych w tym badaniu izolatow S. aureus pochodzenia zwierzgcego
stwierdzono w wigkszos$ci przypadkow staba, badz umiarkowana zdoIlnos¢ do tworzenia
biofilmu in vitro. Tylko dwa szczepy mialy silng i bardzo silng zdolno$¢ do tworzenia
tej struktury. Jest to o tyle zaskakujacy wynik, ze wszystkie szczepy izolowane byly od
drobiu jako czynnik etiologiczny w infekcji. Rezultat taki wskazywa¢ moze albo na
odmienny mechanizm zakazenia albo tez potwierdza dane literaturowe, ze w warunkach
in vitro izolaty nie promujg powstawania biofilmu, jako prawdopodobnie zbednego
w warunkach hodowlanych. Dane literaturowe potwierdzaja, ze zdolnos¢ do tworzenia
biofilmu wsrdd szczepow S. aureus izolowanych od drobiu jest rozna, jednak wiele wska-
zuje, ze na zdolno$¢ t¢ faktycznie wptywaja warunki hodowli i czynniki zewnetrzne.
Wisrdd tych czynnikéw wyrdzni¢ mozna miedzy innymi rodzaj powierzchni przylegania
(metal, plastik itp.), dostepnosc¢ glukozy czy sktadnikow mineralnych [41-46].

6. Podsumowanie

Gronkoweic ztocisty to jeden z najistotniejszych patogenow ludzi i zwierzat. Bakterie
te znane sg z produkcji licznych czynnikow wirulencji, rowniez tworzenia biofilmu.
Otrzymane w toku badan wyniki nie potwierdzajg tej zdolnosci. Wskazywac¢ moga na
inne podloze zjadliwosci tych izolatow i dlatego wymagaja dalszej analizy, np. oceny
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molekularnej operonu ica oraz innych czynnikéw wirulencji. W zwigzku z matg ilo$cig
pismiennictwa wyjasniajacego réznice w poziomie zdolnosci poszczegdlnych szczepow
gronkowca zlocistego izolowanych od drobiu do tworzenia biofilmu, a takze poditoza
molekularnego tego zjawiska, dalsze badania w tym kierunku sg wskazane. Szczegdlnie
te wyjasniajgce jak warunki Srodowiskowe promujg ksztattowanie si¢ struktury biofilmu.
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Ocena zdolnosci szczepow Staphylococcus aureus izolowanych od zwierzat do

tworzenia biofilmu

Streszczenie

Wigkszos¢ bakterii wystepuje w Srodowisku bytowania w formie biofilmu, czyli wielowarstwowe;j struktury,
w sktad ktorej wechodzi populacja drobnoustrojow oraz wytwarzana przez nie heterogenna macierz zewnatrz-
komorkowa. Struktura biofilmu chroni drobnoustroje przed wptywem czynnikéw zewnetrznych. Dzigki temu
mikroorganizmy te sa oporne na dziatanie m.in. $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych czy elementéw ukladu
odpomosciowego gospodarza. Dla wielu bakterii patogennych zdolno$¢ do formowania biofilmu jest gltownym
czynnikiem wirulencji. Staphylococcus aureus to patogen o szerokim wachlarzu czynnikéw wirulencji,
odpowiedzialny za infekcje o roznych lokalizacjach. Celem pracy byta ocena zdolnosci izolatow S. aureus
pochodzenia zwierzgcego do tworzenia biofilmu. W badaniu wykorzystano 32 szczepy wyizolowane od drobiu
jako czynnik etiologiczny infekcji. Do oceny zdolno$ci do tworzenia biofilmu wykorzystano metode z roz-
tworem fioletu krystalicznego na polistyrenowej ptytce titracyjnej. Pomiaru absorbancji dokonywano dla
diugosci fali A = 570 nm. W ocenie zdolno$ci do formowania biofilmu wykorzystano skale gdzie: OD <1
$wiadczy o stabej zdolnosci, OD < 2 o zdolno$ci umiarkowanej, OD < 3 o silnej zdolno$ci, OD > 3 0 bardzo
silnej zdolnosci do tworzenia biofilmu.Wérdéd analizowanych szczepow 19 wykazalo si¢ stabg zdolnoscia
formowania biofilmu, 11 szczepéw tworzylo biofilm umiarkowanie, natomiast 1 izolat wykazat si¢ silng
zdolno$ci i 1 bardzo silng zdoIno$cig do tworzenia biofilmu. Szczepy S. aureus, pomimo ze byly przyczyna
infekeji zwierzat, od ktorych byly wyizolowane, charakteryzuja si¢ w wigkszosci staba lub umiarkowana
zdolnoscia do formowania biofilmu. Wskazuje to na inne podloze zjadliwosci tych izolatow i wymaga ich
dalszej analizy.

Stowa kluczowe: Staphylococcus aureus, biofilm
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Evaluation of the biofilm-forming ability of Staphylococcus aureus strains isolated
from animals

Abstract

Most bacteria are found in their habitat in the form of a biofilm, a multilayered structure comprising the
microbial population and the heterogeneous extracellular matrix they produce. The biofilm structure protects
the microorganisms from external influences. This makes the microorganisms resistant to antimicrobial agents
or elements of the host immune system. For many pathogenic bacteria, the ability to form a biofilm is a major
virulence factor. Staphylococcus aureus is a pathogen with a wide range of virulence factors, responsible for
infections of various locations. The aim of this study was to evaluate the biofilm-forming ability of S. aureus
isolates of animal origin.The study used 32 strains isolated from poultry as the aetiological agent in the
infection. The method with a crystal violet solution on a polystyrene titer plate was used to evaluate the
biofilm-forming ability. Absorbance was measured at a wavelength of A = 570 nm. A scale was used to
assess biofilm-forming ability where: OD <1 indicates weak ability, OD < 2 moderate ability, OD < 3 strong
ability, OD > 3 very strong biofilm-forming ability. Among the strains analysed, 19 showed weak biofilm-
forming ability, 11 strains formed biofilm moderately, while 1 isolate showed strong ability and 1 very strong
biofilm-forming ability. S. aureus strains, despite being the cause of infection in the animals from which they
were isolated, are mostly characterised by a weak to moderate biofilm-forming ability. This indicates
a different basis for the virulence of these isolates and warrants further analysis.

Keywords: Staphylococcus aureus, biofilm
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Bakterie Bacillus subtilis w produkcji zwierzecej —
definicja, schemat dzialania, celowos¢ stosowania,
zalecenia, korzysci

1. Wstep

Zastosowanie drobnoustrojow w produkcji zwierzecej przyczynia si¢ do utrzymania
optymalnej rownowagi mikrobiologicznej w przewodzie pokarmowym zwierzat. Tym
samym, stosowanie drobnoustrojow probiotycznych w zywieniu zwierzat moze przeciw-
dziata¢ chorobom uktadu pokarmowego poprzez konkurencj¢ z mikroorganizmami pato-
gennymi o miejsce i pozywienie w przewodzie pokarmowym. Dzigki temu pobudzane
jest lepsze trawienie i wchianianie sktadnikow odzywczych, co pozytywnie wplywa na
wzrost i wyniki produkcyjne zwierzat. Dodatkowo, dziatanie to pomaga w zapobieganiu
infekcjom, a takze ogranicza ilo$¢ stosowanych antybiotykoéw w produkcji zwierzgce;.
W ten sposob, zastosowanie probiotykow w produkeji zwierzecej moze przyczynic si¢
do poprawy zdrowia i wynikow produkcyjnych zwierzat, a takze ograniczenia stoso-
wania antybiotykow, co stanowi istotne zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat [1].

Celem pracy bylo przedstawienie bakterii Bacillus subtilis, jej dziatania i zastosowania
w produkcji zwierzecej. Przedstawiony zostal problem dysbakterioz u zwierzat gospo-
darskich i mozliwos$¢ zastosowania postbiotyku, z wykorzystaniem Bacillus subtilis,
w celu redukcji dysfunkcji przewodu pokarmowego np. biegunek i poprawy stanu zdrowia
jelit trzody chlewnej.

2. Charakterystyka Bacillus subtilis

Bacillus subtilis to gram-dodatnia, beztlenowa pateczka nalezaca do rodzaju Bacillus
z rodziny Bacillaceae. Bakteria ta charakteryzuje si¢ szerokim zasiggiem wystepowania
m.in.: w glebie, w wodzie, w powietrzu oraz w zywnosci. Jest to bakteria termotolerancyjna
i zdolna do przetrwania w trudnych warunkach, takich jak wysoka temperatura, susza
oraz niskie pH.

Bacillus subtilis jest zdolny do produkcji szerokiej gamy enzymow, w tym proteaz,
amylaz, celulaz i lipaz, co czyni go atrakcyjnym mikroorganizmem do produkcji enzy-
moéw przemystowych. Wykazuje rowniez zdolnos¢ do tworzenia biofilméw, ktdre sg
skupiskami mikroorganizmoéw otoczonymi matrycg zwigzkow organicznych. Biofilmy
Bacillus subtilis sg wykorzystywane w bioremediacji, czyli procesie usuwania zanieczysz-
czen z powietrza, wody i gleby przeprowadzanego przez mikroorganizmy.

Bacillus subtilis jest rowniez stosowany jako modelowy organizm do badan podsta-
wowych procesow biologicznych, takich jak replikacja DNA, transkrypcja genow i trans-
lacja biatek. Ze wzgledu na swojg prostote i tatwos¢ hodowli, Bacillus subtilis jest szeroko
wykorzystywany w badaniach genetycznych i biotechnologicznych [2].

Ponadto, pateczka Bacillus, posiada doskonate wtasciwosci fizjologiczne i wysoce
adaptacyjny metabolizm, co sprawia, ze jest fatwa do hodowli przy zastosowaniu tanich

1121483@student.upwr.edu.pl

168



Bakterie Bacillus subtilis w produkcji zwierzecej —
definicja, schemat dzialania, celowosé stosowania, zalecenia, korzysci

substratow. B. subtilis ro$nie szybko, a cykl fermentacyjny jest krotki i wynosi zwykle
okoto 48 h, podczas gdy cykl fermentacyjny Saccharomyces cerevisiae wynosi okoto
180 h. W odréznieniu od Escherichia coli, B. subtilis posiada btone jednokomorkowsa,
co ulatwia wydzielanie bialek, upraszcza dalsze przetwarzanie i zmniejsza koszty pro-
cesu. Wreszcie, gatunek ten jest ogélnie uznawany za bezpieczny (GRAS) [3].

3. Potencjal probiotyczny Bacillus subtilis

Produkcja substancji o aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec patogenow jest kolejnym
mechanizmem, poprzez ktory Bacillus spp. dziatajg jako probiotyki. Bacillus spp. pro-
dukuja duza liczbe substancji przeciwdrobnoustrojowych, do ktorych zalicza si¢ bakte-
riocyny (subtilisyna, nizyna, subtilozyna) oraz antybiotyki (surfaktyna, ituryna, bacytracyna,
bacylzyna). Surfaktyna jest biosurfaktantem wytwarzanym gtéwnie przez rdzne szczepy
B. subtilis. Charakteryzuje si¢ wysoka aktywnoscig przeciwgrzybicza wobec Aspergillus
niger, Penicillium spp. i Fusarium verticillioides, a takze aktywnos$cia przeciwbakteryjng
wobec Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus i Le-
gionella spp.

Z dzdzownicy kalifornijskiej Eisenia fetida, wyizolowano i scharakteryzowano
szczep B. subtilis 87Y, posiadajacy whasciwosci probiotyczne, ktore moga by¢ wykorzy-
stane do przeksztalcenia odpaddéw statych (na przyklad sruty rzepakowej) w wysokiej
jakosci wzbogacong pasze dla zwierzat. Badajac proces fermentacji B. subtilis 87Y przy
uzyciu $ruty rzepakowej nadkazonej deoksyniwalenolem, zearalenonem oraz aflatoksy-
nami B1, jak i B2 wykazano znaczna redukcje tych mykotoksyn poprzez fermentacje
B. subtilis 87Y. Potwierdzono réwniez, iz szczep ten ma zdolnos¢ promowania wzrostu
probiotycznych bakterii L. lactis, jak i jednoczesnego hamowania patogenow takich jak
S. aureus oraz Salmonella spp. [4]

4. Problemy w hodowli trzody chlewnej

Straty wsrodd odsadzonych prosiat z powodu biegunek zwigzane sa przede wszystkim
z wydhuzeniem czasu tuczu zwierzat oraz réznicowaniem wagowym rownowiekowych
grup $win. Przyjmuje si¢, ze 3 dni biegunki w okresie okoto odsadzeniowym prowadza
do wydhuzenia czasu tuczu §win o okoto 10-30 dni. Spowodowane jest to dysfunkcja
przewodu pokarmowego, ktdra bezposrednio wplywa na spadek spozycia paszy, zabu-
rzenie odzywiania jelit, zte odzywienie blony $luzowej, a to w konsekwencji prowadzi
do wchianiania toksyn, stanéw zapalnych, stabego wchtaniania sktadnikéw pokarmowych
oraz biegunki. Spadek spozycia paszy po odsadzeniu powoduje atrofie kosmkow jelito-
wych, spowodowang niewystarczajaca podaza sktadnikow odzywczych w swietle jelita [5].

Endotoksyna (lipopolisacharyd, LPS) bakterii Gram-ujemnych stanowi wazny czynnik
zapalenia. Stymuluje ona komorki zapalne, w tym ptytki krwi, do produkcji mediatoréw
zapalnych. Niekontrolowany rozwdj reakcji zapalnych moze doprowadzi¢ do zaburzenia
homeostazy organizmu [6].

Wiadomo jednak, ze kilka czynnikdw (np. stres cieplny, mykotoksyny, patogeny, zmiana
pokarmu, odsadzanie) zwigksza przepuszczalno$¢ jelit, pozwalajac tym samym na wyciek
endotoksyn. Czynnikiem poglebiajagcym ryzyko zatrucia endotoksynami rowniez beda
terapie antybiotykowe, ktore zmniejszajg inhibicje kompetencyjng z innymi czynnikami
bakteryjnymi i zmniejszajg r6znorodno$¢ mikroflory jelitowej, zapewniajac mozliwosé
rozwoju drobnoustrojow chorobotworczych w jelicie.
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Swoisty mikrobiom obecny w jelicie odpowiada m.in za rozktad soli kwasow zotcio-
wych, ktore sa niezbednym elementem trawienia thuszczow. Zaburzenia wchtaniania
thuiszczow uniemozliwiaja tez prawidtowe wchtanianie witamin rozpuszczalnych w thusz-
czach. Dotyczy to gléwnie witamin A i D. Kolejnym objawem dysbakteriozy jelit moze
by¢ niedokrwisto$¢ megaloblastyczna spowodowana niedoborem witaminy B, ktora
bakterie rowniez wykorzystuja w procesie namnazania komorek.

W Polsce, wedlug badan z 2015 roku, w chlewniach, w ktorych stwierdzono biegunke
u tucznikéw, w 25% przypadkow za ich przyczyne uznano Brachyspira hyodysenteriae.
Bakteria ta jest przenoszona przez swinie — nosicieli (takze lochy rodzace), ktore wy-
dalaja ja wraz z katem przez dluzszy czas.

Badanie laboratoryjne metoda PCR, przeprowadzone w 144 fermach, na 6355
probkach katu pobranego od tucznikow i warchlakow wykazato, ze materiat genetyczny
B. hyodysenteriae i B. pilosicoli byt obecny w co najmniej jednej badanej probce
pochodzacej z 21,5% 1 28,5% ferm [7].

Hiszpanie przeprowadzili badania w chlewni, w stadzie podstawowym 1400 loch,
w ktorym byt problem z biegunkami, po okoto 30 dniach od wprowadzenia na sektor
tuczu. U 20% osobnikoéw stwierdzono obecno$¢ Lawsonia intracellularis. W probkach
znajdowaly sie rowniez kretki Brachyspira spp. Po zastosowaniu szczepienia na kolej-
nych grupach wykazano istotne ré6znice we wskaznikach produkc;ji.

Z praktycznego punktu widzenia, najlepszym momentem na podjecie dziatan, dtugo-
trwatych w skutkach, modyfikujacych sktad mikroflory, obnizajacych pH zotadka i zabez-
pieczajacych zdrowie jelit jest pierwszy etap zycia zwierzecia, jak rowniez etap cigzy u loch.

Biegunka noworodkow wystepuje najczgsciej od 2 do 6-7 dnia zycia i moze dotyczy¢
80-90% prosigt na chlewni. Choroba wystgpuje u loszek, z czestoscig przekraczajaca
50%, wystepuje rowniez u loch wielorodek z czgstoscig 30-35% [8].

Szczepy niepatogenne E. coli wchodzg w sktad mikroflory jelitowej jelit grubych
(nie stwierdza si¢ ich w jelitach cienkich u zdrowych zwierzat). Do zakazenia szczepami
patogennymi dochodzi per os, na skutek kontaktu z katem biegunkowym chorych prosiat.
Czynnikami zwigkszajacymi podatno$¢ na zakazenie sa zte warunki higieniczne czy zbyt
niska temperatura.

Patogenne szczepy szybko zasiedlaja jelita cienkie (posiadaja fimbrie, umozliwiajace
im przyleganie do powierzchni enterocytow), namnazajac si¢ intensywnie zwigkszaja
koncentracje enterotoksyn powodujac zaburzenia w funkcjonowaniu jelit. Powoduja
m.in. biegunke sekrecyjna, prowadzaca do odwodnienia i zaburzen elektrolitowych
(hipokaliemii).

5. Narastajgca antybiotykoopornos¢

Od 2006 do 2016 roku opornos¢ patogendéw bakteryjnych wywotujacych kolibakterioze
prosiat narastata nastepujaco na: enrofloksacyne, od 14,5 do 89,3% badanych szczepow;
na flumeching, od 49,1 do 92,9%; na florfenikol, od 9,8 do 64,3%; na tiamfenikol, od 50
do 92%; na cefquinom, od 3,8 do 44%. Wzrastajaca oporno$¢ byta rowniez obserwo-
wana w przypadku gentamycyny (od 63,6 do 85,7%); apramycyny (od 61,8 do 82,1%);
trimetoprimu — sulfometoksazolu (od 75 do 89,3%); tetracykliny (od 97 do 100%);
erytromycyny (od 92,4 do 100%).

Wyeliminowanie antybiotykow poprzez wprowadzenie prewencji, zgodnie z kon-
cepcjg One-health, jest niezwykle wazne dla zdrowia zwierzat i ludzi [5]. Do prewencji
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zalicza si¢ dezynfekcja pomieszczen inwentarskich oraz obuwia do poruszania si¢ na
fermie, pilowanie obstugi zwierzat aby czyscili obuwie 1 zmieniali odziez oraz nie prze-
chodzili bez potrzeby pomi¢dzy dziatami czy tez wprowadzenie dodatkéw paszowych
takich jak zakwaszacze, probiotyki, prebiotyki czy innego rodzaju immunomodulatory.

6. Postbiotyki — dla zdrowia zwierzat

Postbiotyki to klasa zwigzkow bioaktywnych wytwarzanych m.in. przez pozyteczne
bakterie czy grzyby podczas fermentacji. Obejmuja one niezywotne produkty bakteryjne
i metaboliczne produkty uboczne, takie jak kwasy organiczne, bakteriocyny i biatka
powierzchniowe komorek. Chociaz ich potencjalne korzysci zdrowotne sg znane od
pewnego czasu, ostatnie badania wywotaly zwigkszone zainteresowanie wykorzystaniem
postbiotykéw jako suplementu lub sktadnika produktéw spozywczych. Wykazano, ze
postbiotyki maja wiele korzystnych efektow na zdrowie zwierzat, w tym poprawe zdro-
wia jelit, wzmocnienie odporno$ci, zmniejszenie stresu i lepsza jako$¢ migsa [9].

W przeciwienstwie do zywych bakterii, postbiotyki sg stabilne i nie wymagaja prze-
chowywania w warunkach chtodniczych, co utatwia ich wlaczenie do r6znych produktow.
Ponadto, postbiotyki sa ogdlnie dobrze tolerowane, z niskim ryzykiem wywolania dziatan
niepozadanych.

Badania wykazaly, ze postbiotyki wykazuja szereg korzysci zdrowotnych, szczegolnie
dla funkcjonowania jelit oraz funkcji immunologicznych. Badania wykazaty, ze postbio-
tyki moga poprawic¢ sktad mikrobioty jelitowej, zmniejszy¢ stan zapalny i wzmocni¢ funkcje
odpornosciowe. Moga one rowniez mie¢ potencjal w leczeniu niektérych schorzen, takich
jak nieswoiste zapalenie jelit, alergie i infekcje [10].

Wykorzystanie postbiotykdéw jako suplementu lub sktadnika produktéw spozywczych
jest obiecujacym obszarem badan, ktory moze zaoferowaé nowe podejscie do poprawy
zdrowia i zapobiegania chorobom. Postbiotyki okazaty si¢ obiecujgce w poprawie aspektow
zywienia zwierzat. W produkcji zwierzecej, stosowanie postbiotykow zyskuje na zna-
czeniu jako alternatywa dla antybiotykow w celu poprawy wydajnosci wzrostu, poprawy
zdrowia jelit 1 zmniejszenia ryzyka chorob [11].

Wykazano, Ze postbiotyki promuja zdrowie jelit poprzez poprawe sktadu mikrobioty
jelitowej 1 zmniejszenie ilosci bakterii patogennych w jelitach. To z kolei moze pro-
wadzi¢ do lepszego trawienia i wchianiania sktadnikéw odzywczych, a takze zwickszonej
odpornosci na choroby. Postbiotyki moga réwniez pomo6c w zmniejszeniu stanu zapal-
nego w jelitach, co moze by¢ korzystne dla zwierzat ze stanami zapalnymi, takimi jak
zapalenie jelita grubego [4].

Oprocz promowania zdrowia jelit postbiotyki pochodzace z Bacillus subtilis wzmac-
niajg funkcje odpornosciowe u zwierzat. Badania wykazaly, ze suplementacja postbio-
tykami moze zwickszy¢ produkcj¢ przeciwciat i poprawi¢ ogdIna odpowiedz immunolo-
giczng, co moze by¢ szczegdlnie wazne dla mtodych lub zestresowanych zwierzat.

Mechanizmy, dzigki ktorym postbiotyki wywierajg swoje korzystne dziatanie sg wielo-
czynnikowe i moga obejmowac bezposrednig aktywnos¢ przeciwbakteryjna, modulacje
funkcji immunologicznej gospodarza oraz popraw¢ integralnosci bariery jelitowej. Po-
nadto, postbiotyki moga pomoc w zapobieganiu pojawienia si¢ bakterii opornych na
antybiotyki poprzez zmniejszenie potrzeby stosowania antybiotykow w produkcji trzody
chlewnej [11].
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7. Zastosowanie postbiotykéw w hodowli trzody chlewnej

W przypadku trzody chlewnej postbiotyki wywierajg swoje dziatanie poprzez modu-
lacje mikrobioty jelitowej, ktora odgrywa kluczowa role w trawieniu, wchianianiu i me-
tabolizmie sktadnikéw odzywczych. Postbiotyki mogg promowaé wzrost korzystnych
bakterii, takich jak Lactobacillus i Bifidobacterium, jednocze$nie hamujac wzrost szkodli-
wych bakterii, takich jak Salmonella i Escherichia coli. Moze to prowadzi¢ do stabi-
lizacji 1 zroznicowania mikrobioty jelitowej, co wigze si¢ z poprawa zdrowia jelit,
zmniejszeniem stanu zapalnego i wzmocnieniem funkcji odpornosciowych.

Postbiotyki moga réwniez bezposrednio wptywac¢ na uktad odpornosciowy $wini
poprzez stymulacj¢ produkcji cytokin, chemokin i immunoglobulin. Moga one zwigksza¢
aktywnos¢ komorek odporno$ciowych, takich jak makrofagi, naturalne komorki zabojcze
i komorki T, ktore odgrywaja kluczowg rolg w obronie organizmu przed patogenami.
W efekcie moze to prowadzi¢ do poprawy odpornosci na infekcje i zmniejszenie zaleznosci
od antybiotykow [4].

Postbiotyki juz wykazaly potencjal w ograniczaniu stosowania antybiotykéw w hodowli
zwierzat i poprawie dobrostanu zwierzat. Wykazano, ze B. subtilis hamuje wzrost pato-
gennych bakterii Gram-ujemnych w zywieniu drobiu. Zaréwno szczepy B. subtilis 87,
jak i L. lactis hamowaty wzrost S. enteritidis i S. typhimurium. Efekt dziatania bakterii
probiotycznych byt podobny, niezaleznie od szczepu czy gatunku Salmonella. B. subtilis
87Y wykazywal najwigksza aktywnos¢ hamujaca (~40% zahamowanie wzrostu); nato-
miast L. lactis ATCC 49032 i ATCC 11454 wykazywaly nizszg aktywno$¢ hamujacg
(~20% zahamowanie wzrostu). Potgczenie Lactobacillus spp. i B. subtilis miato wyzszy
efekt hamujacy wobec E. coli niz sam Lactobacillus spp. [12].

W tabeli 1 przedstawiono wyniki wptywu postbiotyku (poferment Bacillus sp.) na
wyniki odchowu prosigt. Badania wiasne z wykorzystaniem postbiotyku (CellProTex
BioDose) produkowanego przez Bacillus subtilis przeprowadzono na 90 lochach prosnych
ze $rednig iloécig 16 prosigt w miocie. Po odsadzeniu prosi¢ta podzielone na dwie grupy
otrzymywaly postbiotyk w wodzie pitnej przez 14 dni w ilosci 50 m1/1000 | wody. Zasto-
sowanie postbiotyku zwigkszylo $redni dobowy przyrost masy ciala o 63 gramy na dzien,
poprawito wykorzystanie paszy przez zwierzeta o 270 g, pozwolito obnizy¢ $miertelno$¢
do poziomu 0,5% oraz znaczaco zredukowalo nekroze uszu u prosiat, ktéra to jest po-
wszechnym problemem w wspodtczesnej hodowli §win.

Tabela 1. Wplyw postbiotyku (poferment Bacillus sp.) na wyniki odchowu prosiat

Kontrola Postbiotyk
Sredni przyrost dobowy, g/dzien 433 496
Wykorzystanie paszy, kg/kg 1,83 1,56
Smiertelnosé, % 3,33 0,50
Liczba prosiat z nekroza uszu, szt. 530 6

Zrédto: badania whasne, BioDose Sp. z 0.0. Sp. k.

Tabela 2 przedstawia wyniki badan z wykorzystaniem postbiotyku produkowanego
przez Bacillus subtilis (CellProTex BioDose Sp. z 0.0. Sp. k.) przeprowadzone na grupie
200 prosigt w wieku 26-82 dni zycia. Prosigta podzielono na cztery grupy doswiadczalne
z uwzglednieniem grupy kontrolnej. We wszystkich grupach podawano standardowe
mieszanki dla prosiat w okresie odchowu. W grupach doswiadczalnych podawano do wody
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pitnej r6zne dawki postbiotyku, odpowiednio 25, 50 i 75 mL/1000 L wody. Odsetek
prosiat z biegunka wyliczony jako iloczyn liczby prosiat i intensywnosci biegunek
w skali 1-5. Tabela ponizej ukazuje iz wraz ze wzrostem dawki poprawiajg si¢ wyniki
produkcyjne. Sredni dobowy przyrost masy cialg prosigt wzrést o 27 gram a pobranie
paszy wzrosto o 40 gram.

Tabela 2. Wplyw réznej dawki postbiotyku (CellProTex) na wyniki produkcyjne oraz frekwencje
wystegpowania biegunek

Grupa Sredni przyrost | Pobranie paszy, | WWP* Odsetek prosiat

dobowy, g/dzieh g/dzien z biegunkami, %
Kontrola 455 870 191 7,94
Kontrola + CellProTex (25) 474 892 1,89 3,53
Kontrola + CellProTex (50) 484 905 1,87 1,95
Kontrola + CellProTex (75) 482 910 1,89 2,01

*wspotezynnik wykorzystania paszy — kg/kg, Zrodlo: badania wiasne, BioDose Sp. z 0.0. Sp. k.

Ponadto, postbiotyki mogg regulowac reakcj¢ stresowa §win poprzez modulacj¢ osi
podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA). Mogg one zmniejszy¢ produkcje hormonow
stresu, takich jak kortyzol i zwigkszy¢ produkcje cytokin przeciwzapalnych, takich, jak
iL-10. Moze to prowadzi¢ do poprawy dobrostanu i zmniejszenia czestosci wystepowania
zaburzen zwigzanych ze stresem, takich jak biegunka i choroby uktadu oddechowego [15].

Wreszcie, postbiotyki moga poprawi¢ jako$¢ migsa poprzez poprawe pH, zdolno$ci
zatrzymywania wody i kruchosci migsa. Krotkotancuchowe kwasy tluszczowe, takie jak
octowy, propionowy i mastowy, mogg obnizy¢ pH migsa i poprawic jego kolor, podczas
gdy bakteriocyny moga hamowa¢ wzrost bakterii powodujacych psucie si¢ migsa i prze-
dhuzy¢ jego trwatos¢.

8. Podsumowanie

Pomimo obiecujacych wynikow, konieczne sg dalsze badania, aby w petni zrozumieé
potencjat postbiotykow Bacillus subtilis jako alternatywy dla antybiotykoéw w hodowli
trzody chlewnej. Optymalne dawkowanie, czas 1 konkretne szczepy bakterii moga wpty-
wac na ich skuteczno$¢ w ograniczaniu stosowania antybiotykow przy jednoczesnej
poprawie wzrostu, zdrowia i dobrostanu §win [13].

Podsumowujac, postbiotyki stanowia obiecujaca alternatywe dla antybiotykéw 1 innych
stymulatoréw wzrostu w produkcji trzody chlewnej. Moga one poprawi¢ zdrowie, do-
brostan i wydajno$¢ $win poprzez modulacj¢ mikrobioty jelitowej, wzmocnienie uktadu
odporno$ciowego, zmniejszenie stresu i poprawe jakosci migsa. Dalsze badania sg po-
trzebne, aby w pehi zrozumie¢ mechanizmy dziatania postbiotykow i zoptymalizowaé
ich wykorzystanie w hodowli trzody chlewnej [14].
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Bakterie Bacillus subtilis w produkeji zwierzecej — definicja, schemat dzialania,
celowos$¢ stosowania, zalecenia, korzySci

Streszczenie

Na rynku dodatkéw paszowych pojawily si¢ postbiotyki, ktore dzigki nastawieniu klientow na zakup migsa
z produkcji bezantybiotykowej stajg sie coraz bardziej popularne. Wykazujg one wiele zalet takich jak modu-
lacja mikroflory jelitowej, regeneracja watroby czy ogdlne polepszenie wynikow produkcyjnych. W prezen-
towanej przez autora pracy omowiono zagadnienia zwigzane z wplywem postbiotykéw na zdrowie zwierzat.
Omoéwiono bakterie Bacillus subtilis oraz jej potencjat probiotyczny, narastajaca antybiotykooporno$é
bakterii oraz mozliwos¢ wykorzystania postbiotykow w produkcji trzody chlewnej. Postbiotyki jednocze$nie
hamujac wzrost szkodliwych bakterii, takich jak Salmonella spp. i Escherichia coli moga prowadzi¢ do
bardziej stabilnej i zr6znicowanej mikrobioty jelitowej, co wiaze si¢ z poprawa zdrowia jelit, zmniejszeniem
stanu zapalnego i wzmocnieniem funkcji odpornosciowych. Zgodnie z obecng wiedza prezentowana w niniej-
szym artykule wnioskuje si¢, ze postbiotyki sa nowym interesujagcym produktem, ktory moze podwyzszy¢
parametry zdrowotne §win pomagajac w walce z biegunkami czy nekroza uszu oraz poprawiaja wyniki
produkcyjne takie jak przyrosty masy ciala czy wykorzystanie paszy.

Stowa kluczowe: Bacillus subtilis, postbiotyki, dysbakterioza, trzoda chlewna

174



Bakterie Bacillus subtilis w produkcji zwierzecej —
definicja, schemat dzialania, celowosé stosowania, zalecenia, korzysci

Bacillus subtilis bacteria in livestock production — definition, scheme of action,
purpose of use, recommendations, benefits

Abstract

Postbiotics have appeared on the feed additive market and are becoming increasingly popular, thanks to the
customer focus on purchasing meat from antibiotic-free production. They show many advantages such as
modulation of intestinal microflora, liver regeneration and general improvement of production performance.
The paper presented by the author discusses issues related to the effects of postbiotics on animal health. The
bacterium Bacillus subtilis and its probiotic potential, the increasing antibiotic resistance of bacteria and the
possibility of using postbiotics in pig production were discussed. Postbiotics while inhibiting the growth of
harmful bacteria such as Salmonella spp. and Escherichia coli can lead to a more stable and diverse intestinal
microbiota, which is associated with improved intestinal health, reduced inflammation and enhanced
immune function. According to the current knowledge presented in this article, it is concluded that postbiotics
are an interesting new product that can increase health parameters in pigs by helping to combat diarrhea or
ear necrosis, and improve production performance such as weight gain and feed utilization.

Keywords: Bacillus subtilis, postbiotics, dysbacteriosis, livestock production
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Mykotoksyny w paszach dla drobiu

1. Wprowadzenie

Polska jest liderem w produkcji migsa drobiowego na skale europejska. Wedtug
Krajowej Izby Producentow Drobiu i Pasz w 2021 r. uzyskano 2 mln 500 tys. ton migsa
drobiowego [1]. Tak wielka produkcja migsa drobiowego wpltywa na zwigkszenie
hodowli drobiu w Polsce. Z informacji jakie podaje Gtowny Urzad Statystyczny (GUS)
wynika, iz w 2020 r. poddano ubojowi ponad 1,3 mld drobiu ogétem, z czego 1,2 mld
stanowily brojlery i kury [2]. Hodowla i idaca za tym produkcja migsa drobiowego
przektada si¢ na przemyst paszowy (produkcja pasz zbozowych w 2019 roku wyniosta
okoto 19,7 miln ton w Polsce) [3].

Pasze dla drobiu w duzej mierze oparte sg na zbozach. W 2021 roku w naszym kraju
zebrano 24,8 min ton zb6z podstawowych. Niespetna potowa z nich stanowita: pszenica —
12,1 mln ton, pszenzyto — 5,5 min ton. Z kolei kukurydzy na ziarno zebrano 7,5 min ton
[4]. Kolejnym komponentem wchodzacym w sktad pasz jest soja (Sruta), ktérg jak
podaje Instytut Ekonomiki Rolnictwa i Gospodarki Zywnosciowej importuje si¢ rocznie
w ilodciach 2283,1 tys. ton (dane z 2016 roku) [5].

Zaréwno zboza, jak i rosliny oleiste (m.in. rzepak, stonecznik) wykorzystywane do
produkcji pasz, sa narazone na skazenie mikotoksynami. Do skazenia moze dochodzi¢
podczas przechowywania (grzyby magazynowe), jak i przez caty okres wzrostu ro§liny.
Mozna je rozpoznaé po zmianie zabarwienia ziarna, ktdre pokrywa biata lub ré6zowa
grzybnia, dodatkowo jego powierzchnia marszczy si¢. Dodatkowym parametrem wskazu-
jacym na porazenie zboz jest liczba MTZ (masa 1000 ziaren), ktora jest wtedy zanizona [6].

Mykotoksyny wytwarzane sa przez grzyby strzgpkowe jako ich drugorzedowe meta-
bolity [7]. Aktualnie poznanych zostalo okoto 400 r6znych mykotoksyn [8]. Niniejsza
praca skupi si¢ na siedmiu z nich: ochratoksynie A (OTA), zearalenonie (ZEA), fumoni-
zynach (B1 i B2), aflatoksynach a takze trichotecenach tj.: deoksyniwalenolu (DON)
[7], toksynach T 2 i HT 2. Wymienione mykotoksyny (oprocz aflatoksyn, toksyny T-2
i HT-2, ktorych limity zostaty okreslone w innych Ustawach) ujeto w Dzienniku Urzg-
dowym UE (Zalecenie Komisji z dnia 17 sierpnia 2006 roku), ktore okresla ich gorne
granice wartosci orientacyjnych w materiatach i mieszankach paszowych [9].

2. Czynniki sprzyjajace wytwarzaniu mykotoksyn

W zbozach wykorzystywanych do produkcji pasz ilo$¢ grzyboéw nie powinna prze-
kracza¢ 10* jtk/g. Ich wzrost determinuje wilgotno$é, temperatura, dostepno$é substancji
odzywczych, zawarto$¢ tlenu w $rodowisku oraz pH podtoza [10]. Grzyb do wytwa-
rzania mykotoksyn nie potrzebuje optymalnych warunkow, ktdre zapewniajg mu wzrost.
W przypadku fuzariozy syntezie sprzyja duza ilos¢ opadéw oraz wysoka temperatura,

! natalia.roslonowskal @interia.pl, Studenckie Koto Naukowe Zywienia Zwierzat, Katedra Zywienia Zwierzat
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dodatkowo nadwrazliwo$¢ ziarna przypadajaca na okres od kwietnia do osiagniecia doj-
rzalosci woskowej przez ziaro [6]. W latach deszczowych zanieczyszczenie mykotok-
synami w zbozach jest wyzsze niz ma to miejsce w porach suchych [11]. Przyczyng moze
by¢ zbyt wysoka wilgotnos¢ zboza przy jego zbiorze. Z kolei w okresie suszy syntezie
mykotoksyn moze sprzyja¢ magazynowanie surowca w nieodpowiednich warunkach
wilgotnosciowych i temperaturowych [12].

3. Wybrane zabiegi agrotechniczne — dzialania prewencyjne

Duze znaczenie w wytwarzaniu mykotoksyn, przede wszystkim przez grzyby z ro-
dzaju Fusarium ma odpowiednie zmianowanie, co wynika z ich obecno$ci w glebie.
Uprawianie monokultur sprzyja ich koncentracji w ziemii [13]. Zastosowanie przedplonu
z roslin straczkowych redukuje potrzebg nawozenia azotowego, bedacego profilaktyka
w redukcji fuzariozy. Wynika to z dostarczenia tatwiej dostepnych sktadnikéw odzyw-
czych dla roslin nastepczych. Jako alternatywe mozna zastosowac rosliny okopowe np.
ziemniaki lub buraki cukrowe jednakze ze wzgledu na liczne ograniczenia stosuje si¢ je
W mniejszym stopniu [14].

Kolejnym czynnikiem pozwalajacym na zmniejszenie ryzyka jest wybranie odpo-
wiedniej odmiany zboza, charakteryzujacej si¢ mniej zbitym klosem [6]. Dostepne sa
réwniez do zasiewu hybrydy bardziej odpome na szkodliwe metabolity wtdrne grzybow
strzepkowych np. pszenica SU HYMALAYAAa [15]. Liste rekomendowanych odmian
7boz (i nie tylko) mozna znalez¢ na stronie COBORU (Centralny Osrodek Badania
Odmian Roslin Uprawnych).

Na porazenie ziaren wptyw ma takze odpowiednie nawozenie — W celu ograniczenia
wystapienia grzybow z rodzaju Fusarium nalezy zastosowaé optymalng dawke azotu
(jej nadmiar sprzyja ich rozwojowi). Badania wykazaly najlepszy efekt przy zastoso-
waniu nawozu w postaci 50% saletry amonowej i 50% mocznika jako catkowitej dawki
azotu [16].

Odpowiedni termin siewu pozwala uchroni¢ ziarna przed nalozeniem si¢ czasu
uwalniania zarodnikow grzybow plesniowych z ich kietkowaniem lub kwitnieniem —
w przypadku kukurydzy (jest to okres, w ktorym ziarna sg najbardziej podatne na infekcje)
[17]. Rekomendowane jest opoznienie siewu, ktore thumaczy si¢ mniejsza iloscia resztek
pozniwnych przedplonu w glebie sprzyjajacych rozwojowi grzybow plesniowych [16].

By przeciwdziata¢ porazeniom fuzaryjnym mozna zmniejszy¢ gestos¢ siewu, powodujac
w ten sposob obnizenie wilgotnosci tanu i tym samym zmniejszajgc zakres rozprze-
strzeniania si¢ grzybow [16].

System uprawy roli ma wptyw na zawarto$¢ réznych rodzajow mykotoksyn w ziarnie.
Zastosowanie przedplonu i uprawy pluznej zmniejsza zawarto§¢ DON w zbozach, ku-
kurydzy i burakach cukrowych [16]. Odpowiednie gospodarowanie glebg poprzez wczesng
podorywke i gleboka orke sprzyja zmniejszeniu ilosci przetrwalnikoéw grzybdw, ktore
zostajg zniszczone [18].

4. Ochratoksyna A

W paszach dla drobiu szczegdlne znaczenie ma OTA, na ktdra ptaki sg szczegolnie
wrazliwe [7]. OTA produkowana jest przez Aspergillus ochraceus i Aspergillus alutaceus
oraz Penicillium verrucosum. Jej dopuszczalna zawarto$¢ wg zalecen UE z 2006 roku
(przy wilgotnosci 12%) wynosi dla pasz gospodarskich i produktow ubocznych (w tym

177



Natalia Rostonowska, Martyna Wilk

7zb6z) 0,25 mg/kg a w mieszankach uzupelniajacych i pelnoporcjowych dla drobiu
0,10 mg/kg [19]. Grzyby wytwarzajace OTA sa czgsto spotykane w zbozach w naszej
szerokosci geograficznej. Powstaje mi.in. podczas nieodpowiedniego magazynowania
surowca do produkcji pasz. Miejsca zawilgocone o zlej cyrkulacji powietrza, a takze
duzych wahaniach temperatury powietrza sprzyjajg jej wzrostowi. Wedtug Richtera i in.
[20] bezpieczna wilgotno$¢ dla jeczmienia ozimego wynosi 14%, nie powodujaca przez
badany okres (16 tygodni) powstawania tej mykotoksyny [20].

Ochratoksyna A wywoluje mykotoksykozg, ktéra moze doprowadzi¢ do uszkodzenia
uktadu limfatycznego a takze watroby 1 nerek. Ponadto powoduje obnizenie dziennych
przyrostow masy ciala, redukuje masg i liczbe produkowanych jaj, zmniejsza spozycie
wody. Dodatkowo u indykéw moze powodowac rezygnacje ze spozywania paszy [21].
Przy wysokim zanieczyszczeniu paszy OTA mozna zaobserwowaé zwigkszona liczbe
upadkow. Najbardziej narazone sg kaczki, ktorych LD50 jest nizsze niz u innych gatun-
kow [22]. Nalezy tez dodaé, iz OTA wykazuje dziatanie: genotoksyczne, embrio i terato-
genne a takze sprzyja tworzeniu si¢ nowotworéw. Zwierzeta majg obnizong odpornosc¢
organizmu — dziata immunosupresyjnie. Zaktada si¢ ze jej toksyczne dziatanie wynika z
blokowania syntezy transportujacego RNA, co skutkuje wstrzymaniem produkcji biatek.
Dodatkowo przypuszcza si¢ iz moze zaburza¢ prawidlowe dziatanie gospodarki weglo-
wodanowej a nawet uszkadza¢ material genetyczny (DNA) [23].

5. Aflatoksyny

W importowanych surowcach tj. zboza, soja i $ruty roslin oleistych mozemy znalez¢
niewystepujaca naturalnie w naszym klimacie aflatoksyne [24]. Maksymalna zawartos$¢
aflatoksyny B1 w materiale paszowym wynosi 0,02 mg/kg (ppm) przy wilgotnosci paszy
12% [25]. Produkowana jest przez grzyby z gatunku Aspergillus flavus i Aspergillus
parasiticus, ktore powoduja u drobiu powazne schorzenia [26]. Wyroznia si¢ sze$é
roznych metabolitow: B1, B2, G1, G2, M1 i M2 produkowanych przez A. flavus. Grzyb
wystepuje zarowno W glebie, jak i magazynach [24]. Wysoka wilgotno$¢ (88-95%)
i temperatura na poziomie 25-27°C sprzyjaja wydzielaniu toksyny [26].

Aflatoksyny sa najlepiej przebadang grupa mykotoksyn, ze wzgledu na ich toksyczny
charakter. Male stezenie w paszy moze przyczynic¢ si¢ do zgonu zwierzgcia. Jest takze
najbardziej kancerogenna sposrod wszystkich omowionych mykotoksyn [27]. U drobiu
powoduje dysfunkcje i uszkodzenia organdw tj. nerki, watroba, a takze zotadek i jelita.
Dodatkowo wystepuja u nich problemy z kos¢mi powodujac problemy z poruszaniem
si¢ [22]. Ponadto jest mutagenna i teratogenna — moze wywota¢ potworkowato$¢ ptodow.
Wszystkie wymienione dolegliwosci moga wplynaé¢ na obnizenie FCR (wspotczynnik
wykorzystania paszy) i tym samym pogorszenie wynikoéw produkcyjnych. Przeprowa-
dzone w latach 70. XX wieku badania wykazaty, iz podawanie indykom paszy skazone;j
aflatoksyng B1 na poziomie 1mg/kg przez okres 12 tygodni powoduje upadek wszystkich
sztuk. Z kolei skarmianie kurczat pasza zawierajaca 2,5 krotnie wicksza ilo$¢ tej toksyny
zmniejszylo ich przyrosty o 5-10% (brak informacji o czasie podawania skazonej paszy)
[24, s. 33]. Najmniejsza odporno$¢ na dziatanie aflatoksyny wykazuja kaczki [22].
Dawka $miertelna wynosi dla nich 0,335 mg/kg masy ciata [24, s. 32].
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6. Zearalenon

ZEA w znaczgcej wiekszosci jest metabolitem wtorym grzyba — Fusarium grami-
nearum [24, s. 47]. Nalezy do niesteroidowych mykoestrogenow syntetyzowanych szla-
kiem poliketydu. Wykazuje znacznie wigksze dziatanie estrogenne niz jego naturalny
odpowiednik. Moze wystepowac pod zamaskowana lub zmodyfikowana forma. Produ-
kuja je mikroorganizmy w ramach reakcji obronnej przed szkodliwymi substancjami.
Problemem jest ich niewykrywalnos¢, poniewaz konwencjonalne procedury analityczne
zawodza [28].

ZEA moze powodowac¢ choroby zbdz w trakcie ich wzrostu, ale tez w trakcie skta-
dowania, jezeli wilgotnosc¢ przekroczy 22% [27, s. 164]. Wystepuje w réznych rodzajach
zbozach wykorzystywanych do produkcji pasz [28, s. 53]. W zaleceniach Komisji przed-
stawionych w Dz.U. UE 2006 (229/9) nie podano wartosci dopuszczalnej w mieszance
paszowej dla drobiu. Jednakze znana jest warto$¢ dopuszczalna dla materiatlow paszo-
wych ztozonych ze zboza oraz produktow zbozowych i wynosi ona: 2 mg/kg. Z kolei
dla produktéw ubocznych z kukurydzy jest wyzsza — 3 mg/kg przy wilgotnosci 12% [9].
Wedtug badan przeprowadzonych w 2009 roku ZEA znajdowata si¢ w prawie potowie
probek zbdz (49%) oraz we wszystkich probkach kukurydzy i mieszankach pasz [19, s. 45].
Ze wzgledu na termostabilnos$¢ jej zawarto$¢ nie ulega zmniejszeniu mimo stosowania
réznego rodzaju procesow w trakcie produkcji paszy. Podawanie kaczkom 10 mg/kg tej
mykotoksyny spowodowato mniejsze przyrosty, z kolei 40 mg/kg u kur niesnych
wywolalo spadek niesnosci. W przypadku gesi nie zaobserwowano zmian [24, s. 52].
Inne badania z kolei nie wykazaty zadnego wptywu ZEA przy dawce 300 mg/kg na
organizm ptakdow [29]. Najnowsze badania pokazujg, iz ZEA wpltywa na wzmocnienie
odruchow behawioralnych oraz na zabarwienie korali i wisiora u pisklat indyczych.
Zwierzgta odznaczaly si¢ takze wigkszym rozmiarem [28, s. 54]. Nie ma jednak wystar-
czajacych badan na temat odktadania si¢ ZEA w narzadach ptakéw przy dtuzszym czasie
karmienia ich skazong pasza.

7. Fumonizyny

Kolejng grupa mykotoksyn sg fumonizyny syntetyzowane przez grzyby z rodzaju
Fusarium tj.: Fusarium verticillioides, Fusarium moniliforme i Fusarium proliferatum
[24, s. 64]. Wyr6znia si¢ kilkanascie analogdw, sposrod ktorych najczesciej spotykane
sa Bl i B2 [24, s. 63]. Wytwarzajg je takze inne grzyby — Alternaria alternata f. sp.
lycopersici produkuje pierwsza z nich, a drugg Aspergillus niger [30]. Wg rdznych
zrodet literaturowych ww. mykotoksyna wystepuje gtownie przy uprawie kukurydzy
oraz w produktach z niej zrobionych.

Obserwacje dotyczace wplywu fumonizyny na organizm zywy opisano na trzodzie
chlewnej i koniach [20, s. 42]. W przypadku drobiu wiadomo natomiast, ze dopiero duze
jej ilosci wptywaja negatywnie na organizm ptaka. U gatunkow tj. kaczki, indyki i kur-
czeta brojlery odnotowano zmiany patologiczne w watrobie. Badania in vivo na
1-dniowych piskletach udowodnity negatywne dziatanie fumonizyny w ilosciach 100-
400 mg/kg powodujac obnizone przyrosty masy ciata. U indykéw z kolei poziom
300 mg/kg spowodowat dodatkowo zmniejszenie pobrania paszy, ktére moglo wynikac
z obnizonego apetytu [22]. Inne badania na jednodniowych kurczetach brojlerach wykazaty,
iz podanie paszy z fumonizyng B1 >100 mg/kg [3] zwigkszato mas¢ Zzoladka gruczoto-
wego 1 mig§niowego, wywotywato biegunke o kleistej konsystencji, a takze powodowato
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zanik grasicy i1 krzywice [30, s. 676]. Dla mieszanek paszowych przeznaczonych do
skarmiania drobiu warto$¢ dopuszczalna fumonizyny (B1+B2) wynosi 20 mg/kg.
W przypadku materialu przeznaczonego na pasze w postaci kukurydzy i produktéw z niej
warto$¢ ta jest 3-krotnie wyzsza — 60 mg/kg [19].

8. Trichoteceny

Najwicksza grupa mykotoksyn sg trichoteceny [31], ktore dzieli si¢ na grupy: gr. A —
toksyna T-2 i HT-2 (wyrdznia si¢ takze diacetoksyscirpenol i neosolaniol), gr. B— DON
(oraz jego pochodne tj. niwalenol i fuzaryna X), [16, s. 30] gr. C — erukaryny, rorydyny
i satratoksyny oraz gr. D (trichoteceny dwuepoksydowe tj. krotecyna) [32]. Toksyny te
produkowane sg przez wiele szczepow grzybow z rodzaju Fusarium: F. graminearum,
F. equiseti, F. poae, F. culmorum, F. moniliforme i F. avenaceum oraz F. sporotrichioides
[19, s. 46]. Najczgsciej opisywanymi grupami w literaturze sg gr. A i B, ktore zostang
omoéwione w niniejszej pracy. Tak jak w przypadku wiekszosci grzybdw plesniowych
wilgotnos$¢ powyzej 20% sprzyja wzrostowi zawartosci tych toksyn. Z kolei temperatura
optymalna miesci si¢ w zakresie 8-25°C [33]. Z badan przeprowadzonych w 2009 roku
na terenie Polski wynika, iz DON wystepuje w wickszos$ci przebadanych probek zboz
(80% z nich) oraz we wszystkich probach kukurydzy i mieszankach (100%). W przy-
padku toksyny T-2 i HT-2 wyniki byly przyblizone i wynosity kolejno: w zbozu 23%
i 30%, w kukurydzy 88% i 92% oraz w mieszankach paszowych 75% i 83% [19, s. 45].
Przedstawione wartosci jasno pokazuja czgsta obecno$¢ wymienionych substancji tok-
sycznych w surowcach przeznaczonych na pasze. Zalecenia UE podaja dopuszczalna
warto$§¢ w mieszankach paszowych (w tym dla brojlerow) na poziomie 5 mg/kg. Dla
pasz gospodarskich i produktow ubocznych wynoszg kolejno: zboza 8 mg/kg, Kuku-
rydza — 12 mg/kg. W 2013 r. weszly w zycie nowe zalecenia UE w sprawie toksyny
T-2 1 HT-2 w zbozach i produktach zbozowych. Poziom wskaznikowy wyznaczono dla
sumy obu mykotoksyn: w przypadku mieszanek paszowych wynosi 250 pg/kg, w pro-
duktach zbozowych 500 pg/kg (za wyjatkiem mielonego owsa — 2000 pg/kg) [34].

Chorobotworcze dziatanie toksyny T-2 i HT-2 wynika z budowy — budowy pierscienia
12,13-epoksydowego. Hamuje on syntez¢ materiatu genetycznego i biatek, a takze unie-
mozliwia dziatanie mitochondrialnego uktadu transportu elektronéw [31, s. 13,18]. Naj-
wigksza toksyczno$¢ wykazuje toksyna T-2, ktora w krotkim czasie zostaje wchionigta
przez organizm [31, s. 18]. Wywotuje u drobiu zmiany chorobowe w jamie dzioba,
a takze zmniejsza spozycie paszy co przektada si¢ na gorsze przyrosty dobowe. U kur
niesnych powoduje spadek niesnosci [31, s. 19]. W wielu publikacjach opisywane byty
zapalenia skory wynikajace ze spozycia skazonej paszy. Sa rowniez toksyczne wzgledem
ro$lin (fitotoksyczne), ktére moga postuzy¢ do skarmiania zwierzat. DON uwazany jest
za genotoksyczny, poniewaz powoduje aberracje chromosomowe oraz opdznienia w po-
dziale komorek [24, s. 14]. Ponadto powoduje problemy zwigzane z uktadem pokarmo-
wym: wywoluje wymioty [35], biegunke i stany zapalne jelita cienkiego [16, s. 30].
Wywotuje obnizenie reakcji obronnych organizmu (immunotoksyczne) i anemi¢ [24,
S. 9 1 60]. Udowodniono, iz DON zostaje usunigty wraz z odchodami zwierzgcia i nie
wystepuje w produktach zwierzecych znich pozyskanych [16, s. 32]. Jednakze sg donie-
sienia 0 zdolnos$ci akumulacji w tkankach, ktora przektada si¢ na pdzniejsze wystapienie
ww. objawdw. Zwierzeta monogastryczne sg bardziej narazone na infekcje grzybami
Fusarium, poniewaz nie maja odpowiedniej flory bakteryjnej. Przezuwacze posiadaja
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mikroflore, ktdra przeksztatca i unieczynnia toksyczne dziatanie mykotoksyny [16, s. 31].
Trichoteceny wywotujg szereg powaznych zaburzen w organizmie zwierzat, dlatego
nalezy dalej poglebia¢ wiedze na temat ich mechanizmu dziatania i stale monitorowac
ich poziom w surowcach przeznaczonych do produkcji pasz.

9. Biologiczne metody eliminacji mykotoksyn

W ostatnich latach wynaleziono nowe metody czesciowej eliminacji mykotoksyn
poprzez zastosowanie metod biologicznych. Wykorzystywane sa w tym celu bakterie
fermentacji mlekowej (LAB) tj.: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum
i Bifidobacterium longum, ktore obnizaja mutagenno$¢ srodowiska [36]. Wytwarzane
przez LAB zwiazki hamuja wzrost grzybow z rodzaju: Aspergillus, Penicillium a takze
Fusarium. Istnieje wiele mechanizméw (nie wszystkie zostaty dotad poznane) unieczyn-
nienia metabolitow wtornych grzybow strzepkowych: wytwarzane przez bakterie kwasy
organiczne obnizaja pH a takze hamuja wchtanianie aminokwaséw powodujac ograni-
czony wzrost niektorych gatunkdéw grzybow [37]. Ostatnio przeprowadzono badania na
ziarnach pszenicy ozimej, ktorg zaszczepiono grzybem F. culmorum. W okresie wegetacji
zboza stosowano zawiesing z bakterii Sphingomonas, ktore poprzez swoje dziatanie
obnizyty zawarto$¢ DON w badanym ziarnie [38]. Uzycie bakterii z tego rodzaju przeciwko
grzybom takim jak Fusarium jest porbwnywalne z zastosowaniem fungicydow triazolo-
wych [39, s. 42]. W przypadku badan na kurczetach wykazano, iz bakteria Lactobacillus
rhamnosus w przewodzie pokarmowym tych zwierzat ogranicza adsorpcj¢ aflatoksyny
B1[7, s. 19]. Drozdze tj. Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus rowniez
maja zdolno$¢ unieszkodliwiania tej toksyny, a takze OTA [27, s. 172]. Badania prze-
prowadzone na drozdzach Geotrichum candidum wykazaty, iz ograniczajg wzrost nie-
ktorych grzybow z rodzaju Fusarium [40]. Jeden ze sktadnikow $ciany komorkowej
drozdzy S. cerevisiae 0 nazwie mannan zmniejsza poziom ZEA i fumonizyny B1 oraz
w nieznacznym stopniu DON. Ponadto drozdze te podane kurczgtom w paszy zmniejszaja
ilos¢ aflatoksyny Bl. Za wigzanie mykotoksyn odpowiadaja zawarte w drozdzach
B-glukany, mannoproteiny i glukomany [41]. Na rynku dostgpny jest preparat pod nazwa
MYCOSORB A+ ktory w swoim sktadzie zawiera drozdze, wykazujagce zdolno$é
adsorpcji mykotoksyn [42].

10. Fizyczne metody eliminacji mykotoksyn

Z metod fizycznych wyrdznia sig: sortowanie polegajace na oddzieleniu zdrowego
ziarna od zanieczyszczonego, czyszczenie, obluskiwanie [13, s. 114], a takze suszenie
[43]. Aby wyeliminowa¢ (w ponad 95%) fumonizyny i ZEA w surowcach skrobiowych
(pozyskanych z przemystu gorzelniczego) stosuje si¢ obrobke barotermiczng w parniku
Henze’go. Ta metodg mozna ograniczy¢ rowniez DON do poziomu od 77 do 97% [44].
Istnieje wiele sposobdw wykorzystujacych zjawiska fizyczne, majacych na celu redukcje
toksyn wytwarzanych przez grzyby w ziarnach zb6z, jednakze nie przeprowadzono zbyt
wielu badan w tym temacie badz nie znalazly one zastosowania w przemysle paszowym.

11. Chemiczne metody eliminacji mykotoksyn

Znanym sposobem posredniego zapobiegania wystapieniu grzybow plesniowych na
polu sa srodki ochrony roslin (SOR). Duzym problemem, z ktérym borykaja si¢ rolnicy
uprawiajacy ziemi¢ w systemie bezptuznym sg grzyby z rodzaju Fusarium [45]. Zasto-
sowanie mieszaniny herbicydéw (mezotrionu z nikosulfuronem) w uprawie kukurydzy
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(odmiana DKC 3420) przyczynito si¢ do zwigkszenia plonu i eliminacji obecnos$ci
mykotoksyn [45, s. 28-29]. Niezbe¢dna jest ochrona pola przed zachwaszczeniem, ktore
moze przyczyni¢ si¢ do przenoszenia niebezpiecznych grzyboéw (w tym plesniowych).
W przypadku grzybow z rodzaju Fusarium stosowane sa czesto roznego rodzaju fungi-
cydy. Powszechnie uzywane sa substancje z grupy triazoli, ktdre obnizajg zawarto$¢
mykotoksyn o0 50-80% poprzez utrudniong biosyntezg ergosterolu produkujacych je grzy-
bow. Drugg grupa zwiazkow uzywanych do zmniejszenia porazen ziaren sg strobiluryny —
hamuja mitochondrialny transport elektronow. Ich dziatanie jest najskuteczniejsze przy
zastosowaniu w odpowiednim terminie - w pierwszej fazie kwitnienia zboz. Potaczenie
r6znego rodzaju srodké6w ochrony roslin moze obnizy¢ zawartos¢ DON (w ziarniakach)
0 50-70%. Przeprowadzone badania wykazuja najwigksza skutecznos$¢ opryskow fun-
gicydoéw przy zastosowaniu 3-krotnym (w poréwnaniu z pojedynczym) [16, s. 78-79].
Stosowanie fungicydu chroni ziarna przed fuzarioza kilka dni [46].

Z kolei inne zrédta podajg, iz uzycie fungicydow przyczynia si¢ do zwigkszenia ilosci
mykotoksyn na skutek stresu [12]. Innym $rodkiem ochrony roslin, ktory w pewnym
stopniu przyczynia sie do zmniejszenia porazen roslin jest insektycyd. Zerujace owady
mogg spowodowac czesciowe zniszczenie zboza, ktore bedzie bardziej podatne na choroby
lub je zainfekowac.

W celu usunigcia mykotoksyn z organizmu mozna przeprowadzi¢ detoksykacje po-
przez zastosowanie sorbentéw tj. glinokrzemiany, zeolit, bentonit badz polimery (polimer
poliwinylu). Metoda ta nie jest jednak efektywna w przypadku OTA [20, s. 68]. Jednakze
z badan przeprowadzonych na drobiu wynika, iz podanie preparatu opartego na glino-
krzemianie (Mycofin® / Sorbix®) zmniejsza jej toksyczne dziatanie [43]. Badanie prze-
prowadzone w 1997 roku na trzodzie chlewnej wykazato pozytywny wptyw preparatow
mineralnych na ich organizm. Bentonit sodowy zniwelowal negatywne dziatanie afla-
toksyny w postaci obnizonych przyrostow u $win, z kolei zycie kaolinu wyréwnato je
tylko w polowie (47%) [47]. Przeprowadzono rowniez badania na weglu aktywowanym,
zwanym takze aktywnym weglem drzewnym. Jego wilasciwosci zalezg m.in. od wiel-
kosci i powierzchni porow. Skuteczne adsorbuje mykotoksyny tj.: DON, zearalenon,
aflatoksyny B1, a takze fumonizyny B1 i OTA [48]. Z badan przeprowadzonych in vivo
wynika, iz aby uzyskac¢ korzystne dziatanie wegla aktywowanego nalezy zastosowac go
na poziomie 2% [49]. W przypadku ZEA skuteczna jest cholestyramina [50]. Zastoso-
wanie 1% kwasu propionowego powoduje spadek porazen OTA o ponad potowe w $rucie
jeczmienia ozimego (0 65%), z kolei uzycie wodorotlenku sodu 3,5% redukuje w 100%
ochratoksyne¢ A [20, s. 70]. Glinokrzemian absorbuje aflatoksyny, ktore pdzniej zostaja
wydalone z organizmu zwierzgcia w postaci odchodéw [51]. Ten porowaty materiat
zbudowany z krysztatkow krzemionowych pochtania toksyne dzigki roznicy potencjatu
elektrycznego oraz poprzez transport jonowymienny i polaryzacj¢ czasteczek mykotoksyn.
Wazng wilasciwoscig jest stabilno$¢ wigzania przy zmiennym pH (podczas przecho-
dzenia przez uktad pokarmowy ptaka). Taka zdolnoscia charakteryzuje si¢ bentonit
i sepiolit potaczone z montmorylonitem. Skuteczno$¢ pierwszego zwiazku na OTA wy-
niosta 45% a dla drugiego jedynie 18%. W przypadku fumonizyny B1 dziatanie obu
zwigzkow bylo na niskim poziomie: 26% bentonit-montmorilonit i 14% sepiolit z do-
datkiem montmorilonitu. W do§wiadczeniu uzyto 1 kg/t wymienionych komponentow [52].

Wada zastosowania wigkszosci ww. sorbentow jest wigzanie przez nie rOwniez korzyst-
nych substancji zawartych w paszy tj. makro i mikroelementéw oraz witamin [13].
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12. Podsumowanie

Na powstawanie mykotoksyn majg wplyw zar6wno warunki wzrostu rosliny, jak i jej
magazynowania (ziaren). By zmniejszy¢ porazenie surowca nalezy przeprowadzac dzia-
fania prewencyjne w postaci zabiegéw agrotechnicznych tj. zmianowania, nawozenia
lub uzy¢ odmiany/hybrydy, ktora cechuje si¢ zwigkszong odpomoscig na porazenia
grzybami. Waznym aspektem jest termin siewu, ktory zbyt pdzno przeprowadzony moze
doprowadzi¢ do nalozenia si¢ momentu kietkowania zb6z (lub kwitnienia kukurydzy)
Z uwalnianiem zarodnikow przez grzyby plesniowe.

W celu detoksykacji paszy stosuje si¢ trzy rodzaje metod:

fizyczne: sortowanie, obluskiwanie, suszenie i czyszczenie ziarna,

o biologiczne: bakterie fermentacji mlekowej, bakterie z rodzaju Sphingomonas, drozdze;
chemiczne: $rodki ochrony roslin (glownie posrednie dziatanie), adsorbenty (glino-
krzemiany, zeolit, bentonit, kaolin, wegiel drzewny i aktywny), 1% kwas propio-
nowy, 3,5% wodorotlenek sodu.

Ze wzgledu na brak skutecznego $rodka na wszystkie mykotoksyny nalezy dosto-
sowa¢ metode do porazenia — rodzaju grzyba, ktory produkuje dany metabolit wtorny.
Objawy mykotoksykozy sg specyficzne i inne dla kazdego jej rodzaju. Dla drobiu naj-
bardziej niebezpieczne s aflatoksyny i OTA mogace doprowadzi¢ do upadku zwierzgcia.
Trichoteceny s3 mniej toksyczne, ze wzgledu na ich krotki czas przebywania w organizmie
ptaka. Jednakze badania wykazaty, iz posiadajg zdolno$¢ odktadania si¢ w tkankach, dla-
tego tez nie nalezy ich lekcewazy¢. Z kolei fumonizyny (B1 i B2) sa niebezpieczne
dopiero przy duzym ich stezeniu. Dziatanie ZEA opiera si¢ glownie na estrogenie, ktory
wplywa na uktad rozrodczy np. obnizajac nie§nos¢ u kur.

Skazona mykotoksynami pasza wywoluje szereg dolegliwosci u drobiu nig skarmiana,
dlatego tez nalezy stale poszerza¢ badania na temat sposobu jej detoksykacji i wptywu
na organizmy zywe.
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Mykotoksyny w paszach dla drobiu

Streszczenie

Ze wzgledu na skale krajowej produkeji migsa drobiowego i jaj konsumpceyjnych niezbgdna jest analiza pasz
przeznaczonych do ich skarmiania. Na wielko$§¢ skazenia mykotoksynami wptywaja zar6wno warunki maga-
zynowania ziarna, jak i caly okres wzrostu ro$liny. W celu ograniczenia rozwoju grzybow toksynotworczych
niezbg¢dne sa odpowiednie zabiegi agrotechniczne, wybor odpornej odmiany oraz kontrolowane warunki
sktadowania zboza. Celem niniejszej pracy bylo omowienie najbardziej powszechnych mykotoksyn wyste-
pujacych w zbozach przeznaczonych do produkcji pasz dla drobiu. Metabolity wtérne grzybow posiadajg
zalecane dopuszczalne ilosci w paszach. W trakcie wzrostu roéliny stosuje si¢ opryski fungicydami, ktérych
skutecznos¢ jest rozna i zalezy od momentu ich zastosowania. Jako prewencjg stosuje si¢ rowniez sortowanie
uszkodzonych zboz, ktore sg bardziej narazone na atak grzybow. Pomocne w ochronie pasz moga by¢
réwniez konserwanty. Wspotczesnie stosuje si¢ sorbenty i detoksykanty, ktdre zmniejszaja szkodliwosé
mykotoksyn. W chwili obecnej nie wynaleziono metody, ktora w 100% likwidowataby mykotoksyny, dlatego
tak wazne jest poglebianie tematu ich eliminacji zar6wno z surowca, jak i samej paszy.

Stowa kluczowe: mykotoksyny, pasze, drob, detoksykacja
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Mycotoxins in poultry feed

Abstract

Due to the scale of domestic production of poultry meat and table eggs, it is essential to analyze the feed
intended for feeding them. The amount of mycotoxin contamination is influenced by both grain storage
conditions and the entire growth period of the plant. In order to reduce the development of toxigenic fungi,
appropriate agrotechnical treatments, the selection of a resistant variety and controlled grain storage conditions
are necessary. The purpose of this paper was to discuss the most common mycotoxins found in cereals for
poultry feed. Secondary metabolites of fungi have recommended permissible amounts in feed. During the
growth of the plant, fungicide sprays are used, the effectiveness of which varies and depends on the timing
of their application. Sorting of damaged grain, which is more vulnerable to fungal attack, is also used as
apreventive measure. Preservatives can also be helpful in protecting feedstuffs. Today, sorbents and
detoxifiers are used to reduce the harmfulness of mycotoxins. At present, no method has been invented that
would eliminate mycotoxins in 100%, so it is important to further the topic of their elimination from both
raw material and feed itself.

Keywords: mycotoxins, feed, poultry, detoxification
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Proba identyfikacji wybranych izolatow bakterii
Z ekranow dotykowych automatow do odbierania paczek

1. Wprowadzenie

Bakterie sg organizmami wystepujacymi powszechnie miedzy innymi w powietrzu,
wodzie i glebie, ale rdwniez w organizmach roslin oraz zwierzat, cz¢sto przyczyniajac
si¢ do rozwoju roznorodnych chordb u swoich gospodarzy. W spoteczenstwie panuje sto-
sunkowo mata swiadomo$¢ na temat tatwosci ich rozprzestrzeniania, co moze prowadzic¢
do zludnego poczucia bezpieczenstwa, zwtaszcza w przypadku mikroorganizmoéw pato-
gennych. Nawet pomimo niedawnych wydarzen zwigzanych z pandemig COVID-19,
wcigz obserwuje si¢ u ludzi wystepowanie niewystarczajgcej Swiadomosci dotyczacej
prawidlowego mycia dtoni i konieczno$ci ich dezynfekcji oraz odkazania przedmiotow
codziennego uzytku, na przyktad telefonéw komorkowych. Tymczasem 80% infekcji
wywotywanych przez bakterie wynika z kontaktu z dlonmi osoby zakazonej lub przed-
miotami wczesniej przez nig uzywanymi [1]. Jak pokazuja niedawno przeprowadzone
badania, interwencje promujace mycie rak mydtem zmniejszyly zachorowalnos¢ na infekcje
drég oddechowych o okoto 17% [2], co wskazuje na konieczno$¢ ciggltego podnoszenia
w spoleczenstwie swiadomos$ci dotyczacej utrzymywania prawidtowej higieny ciata.
Z kolei stosowanie dostepnych na rynku srodkow do dezynfekc;ji, takich jak chusteczki
nawilzane o dziataniu antybakteryjnym, moze znaczaco zmniejszy¢ obecnos¢ mikroor-
ganizmOw na urzadzeniach codziennego uzytku [3]. Jednak transmisji mikroorganizmow,
w tym patogendw, na skore cztowieka i wykorzystywane przez niego przedmioty nie da
si¢ catkowicie wyeliminowac, a rozprzestrzenianie si¢ ich pomiedzy ludzmi moze skutko-
wac powaznymi konsekwencjami zdrowotnymi. Jak pokazuja przeprowadzone z wyko-
rzystaniem ekrandéw telefonow komorkowych badania, az 92,9% telefonéw bioracych
W nich udzial ochotnikéw bylo skazone bakteriami, a wérdod nich zidentyfikowano
réwniez takie o dziataniu chorobotwoérczym dla cztowieka [4].

Szczegolne zagrozenie mogg stanowic obiekty i sprzety, ktore sg systematycznie uzyt-
kowane przez duza liczbg 0sob, nawet niemajacych ze soba bezposredniego kontaktu.
Przyktadem takich urzadzen sg automaty do odbierania paczek, ktore ze wzgledu na
wygode i funkcjonalnos¢, stajg si¢ w ostatnich latach coraz popularniejszg formg przeka-
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zywania przesytek. Wedhug badan Kantar Public S.A. z kwietnia 2021 roku na reprezen-
tatywnej grupie internautow (N = 1000), 89% badanych wybrato jako forme¢ dostawy
Paczkomaty® firmy InPost, ktore zapoczatkowaly rozwdj tego typu urzadzen i przyczynily
si¢ do rozpowszechnienia ich wystepowania. Dodatkowo, wedlug przeprowadzonych
wtedy badan, 70% ankietowanych zadeklarowato wybor Paczkomatu® rowniez jako formy
wysytania przesytek. Idac tym tropem, obecnie coraz wigcej firm kurierskich decyduje
si¢ na korzystanie z podobnych rozwigzan dotyczacych sposobu odbierania i nadawania
paczek przez swoich klientow [5]. Ekrany dotykowe, ktdre stanowig integralng czes¢
tych urzadzen, moga przyczyniac¢ si¢ do bezposredniej transmisji mikroorganizmow
pomiedzy uzytkujacymi je osobami, ale rowniez moga by¢ zasiedlane przez drobno-
ustroje powszechnie znajdujace si¢ w srodowisku.

Automaty do odbierania i nadawania paczek znajdujg si¢ zarowno wewnatrz, jak i na
zewnatrz budynkow, a panujace tam parametry sSrodowiskowe cechuja sie¢ migdzy innymi
odmienng temperaturg otoczenia, wilgotnoscig powietrza, poziomem promieniowania
stonecznego czy ruchami powietrza, przyczyniajac si¢ do wystepowania tam populacji
mikroorganizmdéw o réznej tolerancji na dziatanie danego czynnika. Jedna z powszechnie
wystepujacych w srodowisku grup bakterii tlenowych, wykazujaca przystosowanie do
zarowno skrajnie niskiej, jak i bardzo wysokiej temperatury otoczenia, jest rodzaj Bacillus,
ktory zawdzigcza t¢ zdolnos¢ gtéwnie mozliwosci wytwarzania form przetrwalnikowych
w postaci endospor. Przyktadowo, jedno z prowadzonych badan wykazato zdolnos¢ tych
mikroorganizméw do wzrostu w temperaturze wynoszacej odpowiednio 10, 15, 20, 25,
301 37°C, przy czym optymalny wzrost analizowanego rodzaju byl obserwowany pod-
czas hodowli komorek w temperaturze 15°C [6]. Jak wspomniano, Zywotno$¢ bakterii
w stanie wolnym warunkuje tez poziom promieniowania stonecznego, na ktore sktada
si¢ promieniowanie widzialne, podczerwone odczuwane jako cieplo, oraz niewidzialne
promieniowanie ultrafioletowe (UV). Co ciekawe, wykazano, ze za dziatanie bakterio-
bojcze w stosunku po pewnych szczepow moze odpowiada¢ przede wszystkim widmo
swiatta widzialnego, a nie ultrafioletowego, ktore to zwykle kojarzy si¢ wlasnie z proce-
sami sterylizacji sprzetow czy powierzchni uzytkowych [7].

Celem prezentowanych badan byta proba identyfikacji i klasyfikacji taksonomiczne;j
wybranych izolatow bakteryjnych pochodzacych z wymazow pobranych z ekranow
dotykowych automatéw do odbierania paczek.

2. Materialy i metody

2.1. Pobranie materialu do badan

Materiat badawczy zostat pobrany 7 listopada 2022 roku poprzez wykonanie wymazow
z ekranow dotykowych automatoéw do odbierania paczek i naniesienie ich na podloze
agarowe Luria-Bertani (LB Broth with agar, Sigma-Aldrich). Wymazy zostaly pobrane
z czterech lokalizacji znajdujacych si¢ na terenie Warszawy, z dzielnic: Ursynow,
Natolin i Srédmiescie. Proby zostaty uzyskane w dwoch powtérzeniach, a lokalizacje
automatow dobrano tak, aby znajdowaly sie one zardbwno wewnatrz, jak i na zewnatrz
budynkow. Szczegdtowe dane dotyczace miejsc poboru prob przedstawiono w tabeli 1
oraz na rysunku 1.
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Tabela 1. Charakterystyka miejsc poboru badanych prob

Nrproby  Dzielnica Warszawy Lokalizacja Temperatura
1 Natolin wewnatrz budynku pomieszczenie
z oknami ok. 18°C
2 Ursynow wewnatrz budynku pomieszczenie bez
okien ok. 15°C
3 Srodmiescie na zewnatrz budynku, w miejscu 11°C
zatloczonym
4 Srodmiescie na zewnatrz budynku, w miejscu rzadziej 11°C
uczeszezanym
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2.2. I1zolacja bakterii

Posiewy powierzchniowe na podtozu agarowym LB inkubowano 48 h w warunkach
tlenowych, w temperaturze 28°C. Po okresie inkubacji wykonano posiewy redukcyjne
na podtoze agarowe LB w celu uzyskania czystych kultur bakterii. Do podtoza dodano
réwniez cykloheksymid w stezeniu 50 pg/ml o dziataniu grzybobdjczym. Tak przygo-
towane proby pozostawiono do inkubacji na 72 h, w warunkach tlenowych, w tempera-
turze 28°C. W wyniku przeprowadzonych posiewow uzyskano 35 izolatow bakteryjnych,

ktore nastepnie poddano dalszym analizom.
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2.3. Obserwacje mikroskopowe

Bakterie wyhodowane na podtozu z dodatkiem cykloheksymidu poddawano barwieniu
metoda Grama w celu wstepnego okreslenia cech morfologicznych komorek, takich jak
ksztatt i wielko$¢. Dokonano obserwacji preparatéw z wykorzystaniem mikroskopu §wietl-
nego, a uzyskane obrazy mikroskopowe udokumentowano fotograficznie.

2.4. Testy biochemiczne

Z wykorzystaniem uzyskanych izolatow bakteryjnych wykonano testy na katalazg
i oksydazg. Test na katalaz¢ przeprowadzono na szkietku podstawowym z danym izo-
latem bakteryjnym, dodajac 3% nadtlenek wodoru. Pozytywny wynik dawaty proby,
w ktorych wydzielaty si¢ pecherzyki gazu. W tescie na obecno$¢ enzymu oksydazy cyto-
chromowej C pozytywny wynik obserwowano w postaci fioletowej zmiany zabarwienia
kolonii pod wptywem dodania ptynnego odczynnika oksydazy cytochromowej C (Oxidase
Reagent, bioMérieux® SA), wedtug wskazan producenta.

2.5. Techniki biologii molekularnej

Wyizolowano genomowy DNA ze wszystkich uzyskanych izolatow przy zastoso-
waniu gotowego zestawu do izolacji DNA z bakterii Genomic Mini AX Bacteria (A&A
Biotechnology), a nastepnie otrzymane produkty poddano tancuchowej reakcji polimerazy,
PCR (ang. polymerase chain reaction) z wykorzystaniem polimerazy DreamTag (Thermo
Fisher Scientific). Metoda ta miata na celu powielenie fragmentu genu 16S rRNA do
dalszej analizy. Zastosowano uniwersalne startery 27F (5> AGAGTTTGATCCTGGCT
CAG3’)oraz 1492R (5’ TACCTTGTTACGACTT 3’), w warunkach zgodnych z danymi
literaturowymi [8]. Otrzymane fragmenty DNA zwizualizowano za pomoca elektroforezy
na 1% zelu agarozowym, produkty PCR o oczekiwanej wielkos$ci wycieto z zelu, a na-
stepnie oczyszczono za pomocg zestawu E.ZN.A. Gel Extraction Kit (Omega Biotek)
i poddano sekwencjonowaniu z wykorzystaniem ABI Prism 3130xI (Applied Biosystems)
przy uzyciu odczynnikoéw BigDye v3.1 na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza
W Poznaniu. Otrzymane wyniki poréwnano z danymi dostepnymi w bazie danych NCBI
(ang. National Center for Biotechnology Information) dzigki zastosowaniu narzg¢dzia
BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool).

3. Wyniki
3.1. Wyniki obserwacji makroskopowych i mikroskopowych

Obserwacje makroskopowe hodowli oraz mikroskopowe komérek mikroorganizmow,
ktoére wyizolowano na podtozu agarowym LB z dodatkiem cykloheksymidu, pozwolity
na wstepne rozpoznanie przypuszczalnych rodzajow otrzymanych izolatéw oraz morfologii
tych drobnoustrojow, do ktorych nalezaly zardwno ziarniaki, pateczki, jak i ziarniaki
0 wydhuzonym ksztalcie. Nastepnie wykonano barwienie metoda Grama, ktdre pozwolito
na ustalenie tego, iz wszystkie z 35 izolatow nalezato do bakterii Gram+. Na rysunkach
2-8 pokazano obrazy spod mikroskopu $wietlnego przyktadowych izolatow, ktore uzy-
skano po wykonaniu barwienia, a takze zdjgcia z wykonanych posiewdw czystych izolatow
na podtoze agarowe LB.
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Rysunek 4. Ziarniaki Gram+, zdjecie komorek i hodowli po 72 h inkubacji (fot. wlasne)
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Rysunek 6. Pateczki Gram+, zdjecie komorek i hodowli po 72 h inkubacji (fot. wlasne)
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Rysunek 7. Pateczki Gram+, zdjecie komoérek i hodowli po 72 h inkubaciji (fot. wiasne)

193



Marianna Gos, Olga Fidecka, Aleksandra Gumowska, Dominika Jankowska, Joanna Banasiewicz

g 3= T o e
y L AL ey
e - = - "f
L CLREI AT % X
A N -y v L ‘e
. - . L
DR SR i RO
> o £ F 2
ot "l‘\.:- b :'8- A * 4 - f
~» ‘J' LS o ‘;- = g Jf‘,‘v-')-,
3 2 L F L . |
L A 2 2 E “s‘f"\
- & PR S s
'<’ A .:.'-:"; . poe Y
- o\ 5 - ‘s bas
S ICTE AT SR 3 "‘}
7 S o= ad o Fy /
{ - X - \ ,_;. 1}7“‘"‘"
2 Sl e RIS S P IV '« |
LA Sl =R N
s * ) - Ay P N <
2 5t A
- T Y et e AL
P e il e 0¥ v
..“, A '.' S e % 2%
~ > - - o 2 ¥
[ ey AC-’:'.\' J/_'_ e . -
- SN PN, e

Rysunek 8. Pateczki Gram+, zdjecie komorek i hodowli po 72 h inkubacji (fot. wlasne)

3.2. Wyniki testow biochemicznych

W tabeli 2 przedstawiono wyniki wstepnego réznicowania badanych izolatow po
oczyszczeniu, barwieniu metodg Grama i przeprowadzeniu testow na katalaze i oksydaze.
Wszystkie izolaty bakterii dawaty pozytywny wynik w tescie na katalaze i tylko jeden
miat wynik pozytywny po zastosowaniu testu na obecno$¢ enzymu oksydazy cytochro-
mowej C, pozostate dawaly wynik negatywny. W czwartym punkcie tabeli przedsta-
wiono grupe bakterii, w przypadku ktorej po wykonaniu pierwszego preparatu zhodowli
poddanej 74-godzinnej inkubacji i wybarwieniu go metoda Grama oraz obserwacji
mikroskopowej, zaobserwowano ksztatt wydtuzonych ziarniakéw, a nastgpnie, po po-
wtorzeniu tych samych czynnosci w odstepie trzech tygodni, zauwazono, ze bakterie te
mialy juz ksztalt pateczek.

Tabela 2. Wyniki wstgpnego roznicowania uzyskanych izolatow bakteryjnych

Lp. Ksztalt Wynik barwienia| Test na Testna Li.czb.a podiqiy Procen.towy
metodg Grama | katalazg | oksydaze | zawierajacych izolat udziat

1 Ziarniaki Gram+ + - 10 28,50%

2 Pateczki Gram+ + - 5 14%

3 Paleczki Gram+ + + 18 51,50%

4 Ziarniaki, po czasie Gram+ + - 2 6%

paleczki

Na rysunkach 9 i 10 przedstawiono wyniki ukazujace zawartoS¢ procentowa poszcze-
golnych izolatow bakterii w badanych probach. Rysunki przedstawiajg wyniki zebrane
odpowiednio na zewnatrz i w §rodku budynkow. Jak mozna zaobserwowaé ponizej,
W probach pobranych z automatow znajdujacych si¢ na zewnatrz budynkéw znajdowato
si¢ najwigcej pateczek Gram+. Natomiast w probach uzyskanych z automatéw znajdu;jg-
cych si¢ w srodku budynkow najliczniej wystepujacg grupg byty Gram+ ziarniaki.
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Rysunek 9. Wyniki wstgpnego roznicowania bakterii pobranych z ekranow automatéw do paczek
znajdujacych si¢ na zewnatrz budynkow
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Rysunek 10. Wyniki wstepnego réznicowania bakterii pobranych z ekranéw automatow do paczek
znajdujacych si¢ wewnatrz budynkoéw

3.3. Analiza wynikow sekwencjonowania

Wyniki sekwencjonowania genu 16S rRNA wszystkich analizowanych izolatow
bakterii pozwolily na wstgpne przyporzadkowanie wigkszosci pateczek Gram+ i ziar-
niakéw Gram+ do poszczegdlnych, znanych rodzajow mikroorganizmow. W tabeli 3
ukazano podobienstwo badanych izolatow do przedstawicieli poszczegdlnych rodzajow,
ktoérych sekwencje zostaly zdeponowane w bazie NCBL
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Tabela 3. Wyniki sekwencjonowania genu 16S rRNA wybranych izolatow, ukazujace ich podobienstwo do
przedstawicieli poszczegolnych rodzajow, ktorych sekwencje zostaty zdeponowane w bazie NCBI

Nrizolatu Starter Przedstawiciel rodzaju 1 Przedstawiciel rodzaju 2 Przedstawiciel rodzaju 3
4212 27f Glutamicibacter sp. 99,64% Bacterium strain FvB1 99,64% Arthrobacter sp. 99,64%
1111 27f Bacillus sp. 100%

3.2/4 27f Bacillus sp. 100%
1.2/8 27f Curtobacterium sp. 100%
2.2/4 27f Kocuria sp. 99,34%

1.1/5 27f Microbacterium sp. 100%
4.1/4 27f Staphylococcus sp. 100%

2.2/4 27f Bacillus sp. 99.71% Uncultured Bacillus sp. 99,57%
41711 27f Bacillus sp. 100%
4.2/9 27f Bacillus sp. 100%
211 27f Uncultured bacterium 99,84% Achromobacter sp. 99,52% Alcaligenaceae
bacterium 98,89%
2.2/6 27f Psychrobacter sp. 99,67% Halomonas sp. 99,17%
3.213 27f Staphylococcus sp. 100%
1.2/9 27f Arthrobacter sp. 100%
4. Dyskusja

Przeprowadzono probe okreslenia stopnia zréoznicowania mikroorganizmow znajdu-
jacych si¢ na ekranach dotykowych automatdéw do odbierania paczek. Glownym celem
badan byla wstepna identyfikacja wybranych izolatow bakterii i ich klasyfikacja do
znanych jednostek taksonomicznych. Proby zebrano z automatéw znajdujacych sie
w Warszawie w listopadzie 2022 roku, zardwno z urzadzen zlokalizowanych na zewnatrz
budynkow, jak i w pomieszczeniach.

Wyniki badan wykazaly obecnos¢ roznych rodzajow bakterii na ekranach automatow
do odbierania paczek. Najwieksza grupe stanowity bakterie z rodzaju Bacillus. Wykrycie
tych mikroorganizméw sugeruje mozliwo$¢ wystgpowania czynnikow srodowiskowych,
ktore szczegdlnie sprzyjaja ich namnazaniu si¢. W trakcie badan zidentyfikowano takze
Gram+ pateczki oraz ziarniaki, cho¢ w mniejszej liczbie. W badaniu odnotowano row-
niez obecnos$¢ przedstawicieli bakterii z rodzaju Arthrobacter.

Bacillus jest jednym z najliczniej wystepujacych rodzajow bakterii na ekranach doty-
kowych automatow. Obecno$¢ przedstawicieli tego rodzaju moze wynikaé z ich zdolnosci
do tworzenia przetrwalnikow, co pozwala im przetrwa¢ w trudnych warunkach $rodo-
wiskowych, jakimi cechujg si¢ powierzchnie badanych urzadzen [9]. Ponadto, szerokie
wystepowanie Bacillus spp. w srodowisku naturalnym, takim jak gleba i woda, sugeruje
mozliwo$¢ przeniesienia tych mikroorganizmow na ekrany przez kontakt z zanieczysz-
czonymi powierzchniami lub powietrzem. Obecno$¢ niektorych patogennych przedsta-
wicieli Bacillus spp. na ekranach automatéw moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla
uzytkownikow, zwlaszcza dla 0sob o ostabionej odpornosci [9, 10]. Bacillus cereus jest
przyktadem bakterii z rodzaju Bacillus o wiasciwosciach patogennych. B. cereus moze
wywola¢ dwa rézne rodzaje zakazen u ludzi: zatrucia pokarmowe i infekcje oportunistyczne.
Zatrucie pokarmowe wystepuje po spozyciu zywnosci zanieczyszczonej toksynami wy-
dzielanymi przez te bakterie. Infekcje oportunistyczne z kolei moga wystapi¢ u 0sob
0 ostabionym uktadzie odporno$ciowym, ktdre sg bardziej podatne na infekcje bakteryjne
[11]. Ekrany automatéw do odbierania paczek mogg stanowi¢ potencjalne zroédto zaka-
zenia, poniewaz sg one czesto dotykane przez wiele osob i moga gromadzi¢ ré6zne drobno-
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ustroje, w tym bakterie. W przypadku obecnosci na ekranie dotykowym bakterii pato-
gennych i przeniesienia ich na rece kolejnych uzytkownikow, w dalszej kolejnosci moga
trafi¢ one takze do ust, nosa lub innych czesci ciata, powodujac zakazenia ogdlnoustro-
jowe 1 rozprzestrzenianie si¢ wywotywanych przez nie chorob [12].

Pateczki Gram+ i ziarniaki Gram+ rowniez zostaly zidentyfikowane na ekranach
automatow. Te mikroorganizmy sa charakterystyczne dla réznych srodowisk, takich jak
gleba, woda czy skora cztowieka. Ich obecnos$¢ na ekranach moze wynikaé z kontaktu
Z zanieczyszczonymi rekami uzytkownikow, powietrzem lub innymi powierzchniami,
z ktorymi miaty styczno$é. W przypadku pateczek Gram+ i ziarniakoéw Gram-, istnieje
potencjalne ryzyko zdrowotne zwiazane z ich obecno$cia na ekranach automatow,
szczegoblnie dla osob, ktore maja kontakt bezposredni z tymi powierzchniami. Bakterie
z rodzaju Staphylococcus stanowity niewielki procent izolatow uzyskanych ze wszystkich
badanych prob, co moze by¢ wynikiem tego, iz niesprzyjajace warunki srodowiskowe
ograniczaly wzrost tych bakterii na powierzchni ekranow. Rodzaj ten stanowi naturalny
element mikrobioty skory ludzi, a przyktadem powszechnie wystepujacego tam gatunku
jest chociazby Staphylococcus aureus. W pewnych okoliczno$ciach, dzigki zdolnosci do
tworzenia biofilmu, moze on jednak stanowi¢ czynnik chorobotwodrczy, powodujacy
infekcje miedzy innymi oczu [13].

Arthrobacter, bedacy rodzajem bakterii glebowych, rowniez zostat zidentyfikowany
na ekranach dotykowych automatéw. Jego obecno$¢ moze wynikac z kontaktu z ziemia
lub czastkami powietrza przenoszacymi mikroorganizmy z otoczenia. W przypadku
niektorych izolatow Arthrobacter, istnieje potencjalne ryzyko patogennosci dla ludzi,
glownie w przypadku ostabionej odpowiedzi immunologicznej organizmu [14, 15].

Poréwnanie sktadu populacji mikroorganizméw znajdujacych si¢ na automatach
umieszczonych na zewnatrz budynkow z tymi uzyskanymi z urzadzen zlokalizowanych
w zamknigtych pomieszczeniach, wykazalo istotne réznice. W probkach zebranych
Z automatéw umieszczonych w pomieszczeniach zamknietych stwierdzono mniejsza
liczbe mikroorganizmow, w porownaniu do probek zebranych z automatow stojacych
na zewnatrz budynkéw. Wynik ten nie stanowi zaskoczenia, poniewaz zamknigte pomiesz-
czenia moga by¢ bardziej kontrolowane pod wzgledem czystosci i ilo§ci mikroorga-
nizméw w powietrzu. Dodatkowo, mniejsza ekspozycja na zewngtrzne czynniki srodo-
wiskowe, takie jak pyl, gleba czy zanieczyszczenia powietrza, moze wptywac na nizsze
zrdéznicowanie mikrobioty na ekranach automatow w pomieszczeniach zamknigtych.
Natomiast na ekranach automatéw znajdujacych si¢ na zewnatrz budynkow stwierdzono
wieksza liczb¢ mikroorganizmoéw. Istnieje wiele czynnikéw, ktore moga wptywac na to
zjawisko. Przede wszystkim, automaty na zewnatrz sg chetniej uzytkowane, co moze
prowadzi¢ do wigkszej liczby mikroorganizméw przenoszonych przez bezposredni kontakt
oraz, co za tym idzie, do wigkszego ich zr6znicowania. Ponadto, otoczenie zewnegtrzne,
takie jak gleba, ro§linno$¢ i powietrze, moze dostarcza¢ dodatkowych zrodet mikroorga-
nizmoéw, ktore moga osiedlac si¢ na ekranach automatow.

Kolejne etapy badan powinny obejmowac ponowne pobranie préb z wybranych
ekranéw automatow do odbierania paczek w kilku powtdrzeniach w okresie letnim. Po-
réwnanie wynikow dla prob zebranych w réznych porach roku pozwoli na ocene
sezonowych zmian w sktadzie mikrobioty obecnej na ekranach automatéw. Ponadto,
proponuje si¢ przeprowadzenie sekwencjonowania genu gyrB (ang. DNA gyrase subunit B)
dla izolatow zaklasyfikowanych do rodzaju Bacillus, co umozliwi bardziej precyzyjne
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zidentyfikowanie tych bakterii na poziomie gatunkowym. Sekwencjonowanie genow
jest jedna z najnowoczesniejszych metod pozwalajacych na doktadng analizg i pordwnanie
materialu genetycznego réznych organizmow.

Uzyskane wyniki potwierdzily, ze ekrany automatéw do odbierania paczek sg $rodo-
wiskiem, w ktorym wystepuje duza réznorodnos¢ bakterii. Jest to zgodne z wynikami
wczesniejszych badan, ktore wykazaty obecnos¢ wielu gatunkoéw mikroorganizméw na
powierzchniach dotykowych réznych wykorzystywanych powszechnie przez ludzi
urzadzen elektronicznych [4].

5. WhnioskKi

Przeprowadzone badania dostarczajg wstepnych informacji na temat réznorodnosci
mikroorganizméw obecnych na ekranach dotykowych automatéw do odbierania paczek.
Stwierdzono, ze wigksza liczba bardziej zroznicowanych mikroorganizméw pokrywa
ekrany automatéw znajdujacych si¢ na zewnatrz budynkow, w porownaniu do tych
umieszczonych w zamknigtych pomieszczeniach. To sugeruje, ze otoczenie zewngtrzne
moze wplywaé na obecnos$¢ i rozmieszczenie mikroorganizméow.

Pobrany do badan materiat wykazywat duze zréznicowanie mikrobiologiczne. Wsrod
uzyskanych izolatow stwierdzono obecno$¢ patogenéw oportunistycznych o udowod-
nionym negatywnym wptywie na zdrowie cztowieka, co potwierdza, ze ekrany dotykowe
automatow do odbierania paczek moga przyczynia¢ si¢ do rozprzestrzeniania chorob
bakteryjnych wérod ludzi. Jednakze otrzymane wyniki powinny by¢ poddane dalszej
analizie w celu zaklasyfikowania badanych izolatéw do konkretnych gatunkow.

Powyzsze badania pokazuja rolg podnoszenia $wiadomosci odnosnie higieny i dezyn-
fekeji dloni w celu ograniczania rozprzestrzeniania bakterii, w tym patogenow, pomiedzy
ludzmi.

Podzi¢ckowania

Praca jest efektem badan przeprowadzonych w ramach projektu grantowego SGGW
dla Kot Naukowych pt. ,,Ocena stopnia zréznicowania bakterii znajdujacych si¢ na ekra-
nach dotykowych automatéw do odbierania paczek”, 2023.

Podzi¢kowania dla dr Hanny Rekosz-Burlagi zaangazowanej w badania nad otrzy-
manymi izolatami.

Literatura

1.  AlL-Ghamdi A.K., Abdelmalek S.M.A., Ashshi A.M., Faidah H., Shukri H., Jiman-Fatani
A.A., Bacterial contamination of computer keyboards and mice, elewator buttons and
shopping cards, Afr. J. Microbiol. Res., 5, 2011, s. 3998-4003.

2. Rossl., Bick S., Ayieko P., Dreibelbis R., Wolf J., Freeman F.C., Effectiveness of
handwashing with soap for preventing acute respiratory infections in low-income and
middle-income countries: a systematic review and meta-analysis, www.thelancet.com,
401(20), 2023, s. 1681-1690.

3. Koscova J., Hurnikova Z., Pistl J., Degree of Bacterial Contamination of Mobile Phone
and Computer Keyboard Surfaces and Efficacy of Disinfection with Chlorhexidine
Digluconate and Triclosan to Its Reduction Int, J. Environ. Res. Public Health, 15(10),
2018, s. 2238.

4.  Martina P.F., Martinez M., Centeno C.K., VVon Specht M., Ferreras J., Dangerous
passengers: Multidrug- resistant bacteria on hands and mobile phones, J. Prev. Med.
Hyg., 60(4), 2019, s. 293-299.

5. Duszczyk M., Coraz wigcej chetnych na paczki z automatéw, Rzeczpospolita, 2022.

198



Proba identyfikacji wybranych izolatow bakterii z ekranow dotykowych automatow do odbierania paczek

6. Shen L., Zang X., Sun K., Chen H., Che X., Sun Y., Wang G., Zhang S., Chen G.,
Complete genome sequencing of Bacillus sp. TK-2, analysis of its cold evolution
adaptability, Sci Rep, 11, 2021, s. 4836.

7.  Fujioka R.S., Hashimoto H.H., Siwak E.B., Young R.H.F., Effect of Sunlight on Survival
of Indicator Bacteria in Seawater, Applied and Environmental Microbiology, 41, 1981,

s. 690-696.

8. Schumann P., Busse H.J., Arthrobacter: A Practical Guide, International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, 2009, 67.

9. Meadow J.F., Altrichter A.E., Green J.L., Mobile phones carry the personal microbiome
of their owners, PeerlJ, 2, 2014, 2.

10. Dolinska M., Berthold A., Charakterystyka temperatury wzrostu Bacillus cereus
pochodzqcych z réznych sSrodowisk, Medycyne Wet., 64 (8), 2008, s. 1016-1018.

11. Mackiw E., Kowalska J., Stasiak M., Kucharek K., Aktualne zagrozenia mikrobiologiczne-
bakterie z grupy Bacillus cereus, 2019.

12. Tagoe D.N., Gyande V.K., Ansah E.O., Bacterial Contamination of Mobile Phones, When
Your Mobile Phone Could Transmit More Than Just a Call, 2011.

13. Falkow S., Rosenberg E., Schleifer K.H., Stackebrandt E., The Prokaryote, Advances in
Microbiology, 3, 2006, s. 988-1004.

14. Dworkin M., Falkow S., Rosenberg E., Schleifer K.H., Stackebrandt E., Thompson F.,
The Prokaryotes: Actinobacteria, 2014.

15. Schumann P., Busse H.J., Arthrobacter:A Practical Guide, International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, 67, 2009.

16. Xiaoxue L., Dongmei Z., Xi Ch., Jinfeng Z., Huiwen H., Lihui W., Isolation and
characterization of Bacillus altitudinis JSCX-1 as a new potential biocontrol agent against
Phytophthora sojae in soybean, Plant and Soil, 2017.

Proba identyfikacji wybranych izolatéw bakterii z ekran6w dotykowych
automatow do odbierania paczek

Streszczenie

Badania mialy na celu okreslenie zroznicowania bakterii znajdujacych si¢ na ekranach automatéw do odbie-
rania paczek, stanowiacych zyskujacy na popularnosci srodek przekazywania przesytek. Wybrano cztery
miejsca w Warszawie, rozniace si¢ migdzy soba parametrami $rodowiskowymi, z ktérych pobrano tacznie
osiem prob, po dwie z kazdej lokalizacji. Dokonano wstepnej identyfikacji wyhodowanych bakterii przy
pomocy podstawowych technik mikrobiologicznych, biochemicznych i biologii molekularnej. Wszystkie
zidentyfikowane gatunki nalezaty do bakterii Gram+, a znaczng wigkszo$¢ stanowit rodzaj Bacillus, ktorego
niektore gatunki sa patogenne dla ludzi, co moze stanowié¢ potencjalne zagrozenie zdrowotne. Dalsze kroki
prowadzonych badan skupia si¢ na szczegdtowych analizach dostarczajacych informacji o gatunkach, do
ktorych przynaleza otrzymane izolaty oraz rozszerzeniu zakresu pobieranych prob.

Stowa kluczowe: Bacillus, bakteria, automat, 16S rRNA

An attempt to identify selected bacterial isolates from the touch screen of parcel
pick-up machines

Abstract

The research was aimed at determining the diversity of bacteria found on the screens of parcel pick-up
machines, which are an increasingly popular means of sending parcels. Four sites in Warsaw were selected,
differing in environmental parameters, from which a total of eight samples were collected, two from each
location. Initial identification of the cultured bacteria was made using basic microbiological, biochemical
and molecular biology techniques. All identified strains belonged to Gram+ bacteria, and the vast majority
were of the genus Bacillus, some species of which are pathogenic to humans, that may pose a potential health
risk. Further steps of the conducted research will focus on detailed analysis providing information about the
species to which the isolated strains belong and extending the range of samples taken.

Keywords: Bacillus, bacteria, parcel locker, 16S rRNA
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Jurkiewicz®

Wprowadzenie do analizy genomow bakteryjnych:
kontrola jakoSci, skladanie i adnotacja funkcjonalna

1. Wprowadzenie

Proces sekwencjonowania DNA polega na poznaniu kodu genetycznego zapisanego
w czasteczce kwasu nukleinowego [1]. Wprowadzenie do rutynowego wykorzystanie
technologii sekwencjonowanie Sangera, opracowanej przez Fredericka Sangera i jego
zespot w latach 70., pozwolito na pehiejsze poznanie molekularnych mechanizmow
wielu zjawisk biologicznych. Sekwencjonowanie Sangera, w swojej aktualnej wersji, opiera
si¢ na tzw. metodzie terminacji tancucha poprzez nukleotydy dideoksynukleotydowe
(ddNTP) oznaczone fluorescencyjnie. Ich zastosowanie prowadzi do powstania fragmen-
tow DNA o r6znej dlugosci, ktore nastgpnie sg analizowane z wykorzystaniem elektroforezy
kapilarnej i detektora fluorescencji [2].

Sekwencjonowanie Sangera znalazto szerokie zastosowanie w wielu aspektach
biologii molekularnej, jednak rozwoj technologii masowego, roéwnoleglego sekwencjo-
nowania nastepnej generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS) stanowito rewo-
lucje w tej materii. Technologia NGS pozwala na rownolegle sekwencjonowanie wielu
fragmentéw DNA, umozliwiajac analize wielu gendéw jednoczesnie, a takze calych
genomow lub metagenomow. Sekwencjenowanie Sangera okresla si¢ dzi$ terminem
sekwencjonowania | generacji, natomiast technologi¢ NGS dzieli si¢ na dwie generacje:
generacje Il, oparta o odczyt krotkich fragmentow, tutaj szczegdlne zastosowanie
znajduja kolejne wersje platformy Illumina; oraz generacje 11, oparta o odczyt dtugich
fragmentow — technologia PacBio (Pacific Biosystem) oraz sekwencjonowanie nano-
porowe [1, 3, 4].

Swoje zastosowanie technika NGS znalazta rowniez w mikrobiologii, gdzie wyko-
rzystywana jest jako narzedzie do badan podstawowych, diagnostycznych, epidemio-
logicznych oraz badan nad wirulencja. W przypadku badan epidemiologicznych, NGS
pozwala na analiz¢ pochodzenia i rozprzestrzeniania si¢ patogenéw. Poprzez sekwen-
cjonowanie genomow mikroorganizmow, mozna ustali¢ zwigzki filogenetyczne migedzy
réznymi izolatami, identyfikowac klastry zakazen oraz $ledzi¢ szlaki transmisji mikro-
organizmow. Dzigki mozliwosci sekwencjonowania wielu probek, NGS wykorzystywany
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jest rowniez w biotechnologii w celu poszukiwania gendéw kodujacych biatka o poten-
cjale komercyjnym [5, 6].

Analiza danych NGS wymaga zastosowania narzedzi komputerowych. Dziedzina
nauki zajmujgca si¢ gromadzeniem i analizg danych z sekwencjonowania oraz projekto-
waniem odpowiednich ku temu programéw, okresla sie¢ terminem ,,bioinformatyka”.
Laczy ona w sobie aspekty biologii, statystyki, informatyki i matematyki, aby umozliwié
interpretacje ogromnych ilosci danych sekwencjonowania DNA, RNA i biatek [7].

Coraz tatwiejszy dostep do sekwencji genomoéw bakteryjnych, pochodzacych zardwno
z badan wiasnych, jak i publicznych baz danych, sprawia, ze kolejne grupy badawcze
siegaja po te dane. Wzrasta rowniez zainteresowanie tym problemem wsrod studentow
takich kierunkow, jak biologia lub biotechnologia. Grupy te czesto posiadaja duze
doswiadczenie z zakresu genetyki oraz genetyki drobnoustrojow, oraz w pewnym stopniu
z bioinformatyki, natomiast czgsto brakuje im wiedzy z zakresu zastosowania progra-
moéw opartych o tekstowe komendy. Niewatpliwie pierwsze kroki w tej dziedzinie moga
by¢ trudne.

Celem pracy jest przedstawienie i omowienie podstawowych narzedzi bioinforma-
tycznych, pozwalajacych na wstepna analize sekwencji genomow bakteryjnych. Sku-
piono si¢ na etapie oceny jakosciowej surowych odczytow, procesie asemblacji de hovo
oraz adnotacji funkcjonalnej. W ramach pracy zaprezentowane zostang kroki pozwa-
lajace na przygotowanie sekwencji pochodzacych z sekwencjonowania metodg krotkich
odczytow sparowanych (paired reads) otrzymanych z wykorzystaniem technologii 1llu-
mina, poniewaz technologia ta jest czesto wybierana w celu uzyskania sekwencji genoméow
bakteryjnych. Praca pozwoli osobom bez doswiadczenia z zakresu bioinformatyki i/lub
analizy genom6w na rozpoczgcie badan z ich wykorzystaniem.

2. Przygotowanie Srodowiska pracy

Prezentowane w niniejszej pracy programy komputerowe oparte sg o proste komendy
tekstowe, wprowadzane poprzez Terminal (rys. 1). Programy sa na licencji open source
co oznacza, ze sg dostepne do pobrania bez optat. Linki do stron internetowych oma-
wianych programéw przedstawiono w tabeli 1. Ich uzytkowanie mozliwe jest na kompu-
terach z systemem operacyjnym Linux lub macOS. Uzytkownikom komputerow osobistych
z systemem Windows rekomendujemy wykorzystanie systemu operacyjnego Linux w dy-
strybucji Ubuntu. System ten moze zosta¢ w prosty sposob zainstalowany na dowolnym
komputerze, zarowno jako gléwny system, jak i wspolnie z systemem Windows [8].

Tabela 1. Lista omawianych programoéw wraz z adresami stron dostgpu. Dostep: 09.06.2023

Program Dostgp na platformie GitHub Dostep jako pakiet Conda

FASTQC https://github.com/s-andrews/FastQC https://anaconda.org/bioconda/fastqc
Trimmomatic  https://github.com/usadellab/Trimmomatic https://anaconda.org/bioconda/trimmomatic

SPAdes https://github.com/ablab/spades https://anaconda.org/bioconda/spades

Prokka https://github.com/tseemann/prokka https://anaconda.org/bioconda/prokka

Pozostate programy
Mauve https://darlinglab.org/mauve/mauve.html
RAST https://rast.nmpdr.org/
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Rysunek 1. Okno programu Terminal na przykladzie komputera z systemem operacyjnym Linux
w dystrybucji Ubuntu

W przypadku pracy z systemem macOS, instalacja i uzytkowanie programéow odby-
wajg si¢ w sposob analogiczny do systemu Linux, rowniez poprzez Terminal komputera.

W pierwszym kroku, w ramach przygotowania Srodowiska pracy z prezentowanymi
programami, polecamy instalacje srodowiska Conda. Jest to system zarzadzania pakietami
typu open source i system zarzagdzania srodowiskiem, ktory dziata w systemach Windows,
Linux i macOS. Conda szybko instaluje, uruchamia i aktualizuje pakiety oraz ich zalez-
nosci (programy wspierajace dziatanie programu docelowego). Zastosowanie Conda
pozwala na uniknigcie problemoéw zwigzanych z instalacja wielu programow bioinfor-
matycznych (jak np. niezgodnosci wersji zalezno$ci), zapewniajac jednoczesnie stabilng
pracg. Proces instalacji i optymalizacji Conda jest prosty i zostat przez nas wczesniej
opisany [9].

Przygotowujac si¢ do pracy z programami opartymi o komendy tekstowe, nalezy
zrozumie¢ sposob zapisu komend. Komedy, pozwalajace na uruchomienie odpowiedniego
programu oraz dostosowanie opcji, wymagaja podania: 1) nazwy programu, co najczgsciej
jest informacja dla komputera, aby odwotat si¢ do pliku zawierajacego kod, w oparciu
0 ktory program dziata; oraz 2) opcji (flagi), czyli sposobu zdefiniowania argumentow,
w postaci danych wejsciowych i wyjsciowych, parametrow lub trybow pracy dla pole-
cenia. Flaga prezentowana jest za pomoca znaku — oraz odpowiedniej litery (zwykle
pierwsza litera stowa przypisanego jako opcja) i/lub znakéw -- oraz pelnej nazwy opcji.

Przyktadem moze by¢ opcja help pozwalajaca na dostep do listy pozostatych opcji
Conda: conda -h lub conda --help. Na ponizszej rycinie przedstawiono pozostate
argumenty polecenia Conda.
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positional arguments:

command
clean

compare
config

create

info
init
install

list
package
remove
rename
run
search

uninstall
update
upgrade
notices

Remove unused packages and caches.

Compare packages between conda environments.

Modify configuration values in .condarc. This is modeled
after the git config command. Writes to the user .condarc
file (/home/dawid/.condarc) by default.

Create a new conda environment from a list of specified
packages.

Display information about current conda install.
Initialize conda for shell interaction.

Installs a list of packages into a specified conda
environment.

List linked packages in a conda environment.

Low-level conda package utility. (EXPERIMENTAL)

Remove a list of packages from a specified conda environment.
Renames an existing environment

Run an executable in a conda environment.

Search for packages and display associated information. The
input is a MatchSpec, a query language for conda packages.
See examples below.

Alias for conda remove.

Updates conda packages to the latest compatible version.
Alias for conda update.

Retrieves latest channel notifications.

Rysunek 2. Opcje programu Conda

3. Analiza jakosci surowych odczytow

Uzyskane w wyniku sekwencjonowania surowe odczyty dostepne sg w postaci pliku
zapisanego w formacie FASTQ. Plik taki zawiera cztery linie dla kazdego odczytu:
1. Linia naglowkowa (header line): zaczyna si¢ od znaku ,,@” i zawiera unikalny
identyfikator odczytu lub sekwencji. Moze réwniez zawiera¢ dodatkowe informacje,
takie jak numer lane'u (§ciezki), ID probki itp.

2. Sekwencja (sequence line): linia zawierajaca wlasciwa sekwencje DNA, zazwyczaj
w formie litery jednoznacznie kodujacej jeden z nukleotydow (A, T, C, G).

3. Linia ,,+” (separator line): linia rozdzielajaca sekwencj¢ od linii jakosci. Czesto
zawiera informacje dodatkowe, ale jest to opcjonalne i nie jest uzywane przez
niektdre oprogramowanie analizujace.

4. Jako$¢ (quality line): linia reprezentujgca jako$¢ baz w odpowiadajacej sekwencji.
Sktada si¢ z zestawu znakow ASCII, gdzie kazdy znak odpowiada jakosci (quality
score, Q) przypisanej do danej pozycji sekwencji [10]. Wartos¢ Q mowi o tym,

z jakim prawdopodobienstwem uzyskano poprawng sekwencje. Przyktadowo,

Q = 30 oznacza doktadno$¢ odczytu nukleotydu na poziomie 99,9%.

Wartos¢ Q okresla si¢ na podstawie nastepujacego wzoru:
Q=-10xlogl0P

Gdzie P oznacza prawdopodobienstwo bledu.

Przyktad zapisu informacji w pliku FASTQ przedstawiono ponize;.

Nagtowek
Sekwencja DNA
Separator
Jakos¢ odezytu

@ST-E00243:618:HYFC3CCXY:1:1101:18507:1977 1:N:0:ATTACTCG+ACGTCCTG
GAGGGGAGAATAAGCGTAGCTTTTTCTGTCTCTTCTGGAACGATTTGTAATGCCGGAAGATTTGGTACAACT
+
AAAFF<AFFJ7A7FA<-F7FAJJA]--F -~ -7<-77<--<F-<FJ<A----<FJ----<<FFJ---<7F--

Rysunek 3. Zapis sekwencji DNA w formacie FASTQ
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Pierwszym krokiem po uzyskaniu surowych odczytow jest analiza ich jakos$ci.
Narzgdziem polecanym w tym celu jest program FASTQC (Fast Quality Control).
FASTQC jest programem open source. Istnieje mozliwos$¢ instalacji programu jako
pakietu Conda, poprzez jedna z ponizszych komend:

conda install -c bioconda fastqc
conda install -c "bioconda/label /broken" fastqc
conda install -c "bioconda/label /cf201901" fastqc

Program pozwala na ocen¢ jakosciowa surowych odczytow i wskazanie sekwencji
niedoskonalych technicznie. Program generuje raporty w formacie HTML, ktore
zawierajg liczne wykresy, tabele i opisy wynikow pozwalajace uzytkownikowi na ich
interpretacje.

Po zainstalowaniu programu FASTQC, jego uruchomienie polega na wpisanie do
Terminalu polecenia fastqc, ktore uruchomi dodatkowe okno programu. Okno to
pozwala na wybranie za pomocg opcji File/Open plikow zawierajacych sparowane od-
czyty. Po wybraniu plikéw pojawi si¢ pasek postepu analizy, a po jej zakonczeniu okno
prezentujace wyniki (rys. 4.).

A B
FastQC [x] File Help
File Help | odczyt 1.fastq | odczyt 2.fastq
@ Basic Statistics

@ Per base sequence quality
@ Per sequence quality scores
Per base sequence content

Per sequence GC content

| L

Per base N content

FastQC High Throughput Sequence QC Report
Version: 0.12.1
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/
© Simon Andrews, Pierre Lindenbaum, Brian Howard, Phil Ewels 2011-22,

HTSjOK M reader ools 2022

Sequence Length Distribution
Sequence Duplication Levels

Overrepresented sequences

Use File > Open to select the sequence file you want to check

CO00OCOO

Adapter Content

Rysunek 4. Program FASTQC: (A) okno pozwalajace na wybor plikow z surowymi odczytami uruchoniome
za pomoc3 polecenia fastqc; (B) okno dostepu do wynikow analizy

Program Trimmomatic stosowany jest w celu poprawienia jako$ci danych sekwen-
cjonowania poprzez eliminacje niskiej jakoSci odczytow, usuniecie adapteréw i innych
niepozadanych fragmentow [11]. Proces ten nazywamy trymowaniem (ang. trimming).
Program Trimmomatic dostgpny jest jako pakiet Conda, a jego instalacja opiera si¢ na
jednej z ponizszych komend:

conda install -c bioconda trimmomatic
conda install -c "bioconda/label /broken" trimmomatic
conda install -c "bioconda/label /cf201901" trimmomatic
Wsrod istotnych opcji Trimmomatic, wymaganych do stworzenia komendy, nalezy

wynieni¢ opcje: PE/SE, ktore wskazuja, czy uzytkownik pracuje z odczytami sparo-
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wanymi (PE) czy pojedynczymi (SE) oraz opcje -phred33/-phred64, ktora wskazuje na
typ tabeli ASCII wykorzystany w pliku FASTQ. Dla najnowszych platform Illumina
bedzie to zwykle -phred33. Nastepnie nalezy wskazaé lokalizacje plikéw FASTQ oraz
pliki wyjscia, w postaci plikow zawierajacych odczyty, ktore ,,przetrwaly” proces
trymowania (paired) oraz zawierajacy niesparowane odczyty (unpaired). W kolejnych
krokach nalezy poda¢ dodatkowo parametry procesu trymowania. Istotne jest wskazanie
pliku zawierajacego sekwencje adapterow (poprzez opcje ILLUMINACLIP), co pozwoli
na ich usunigcie. Ponizej przedstawiono przyktadowa komende programu Trimmomatic,
dziatajacego jako pakiet Conda:

trimmomatic PE -phred33 /$ciezka/dostepu/odczyt_1.fastq.gz
/Sciezka/dostepu/odczyt_1.fastq.gz /ouput/trim_paired_odczyt_1.fastq.gz
/ouput/trim_unpaired_odczyt_1.fastq.gz
/ouput/trim_paired_odczyt_2.fastq.gz
Joutput/trim_unpaired_odczyt_2.fastq.gz ILLUMINACLIP:adapter.fasta

4. Skladanie (asemblacja) de novo

Plik w formacie FASTQ zawiera w sobie miliony odczytéw o okreslonej dla danej
technologii NGS dhugosci, wraz z informacjg o0 jakosci kazdego odczytu. Dlatego tez
w dalszym kroku nalezy przeprowadzi¢ proces sktadania, inaczej asemblacji, odczytow
do postaci genomu, najczesciej reprezentowanego w postaci tzw. kontigéw (ang. contig)
lub skafoldéw (ang. scafold). Kontigi oraz skafoldy to nieprzerwane sekwencje DNA
sktadajace si¢ na genom. Programy wykonujace sktadanie genomow nazywane sg asemble-
rami. Najczesciej wykorzystuje si¢ proces asemblacji de novo, ktory nie wymaga se-
kwencji referencyjnej [3, 12].

We wczesnych latach rozwoju technologii sktadania genoméw, programy dokony-
waly naktadania na siebie identycznych fragmentow (ang. overlap), w ten sposob uzyskujac
gotowe sekwencje. Aktualnie wykorzystuje si¢ metode, w ktorej odczyty dzielone sa na
krotkie fragmenty zwane k-merami i tworzone sg grafy de Bruijn’a [12, 13].

W niniejszej pracy skupiono si¢ na zaprezentowaniu procesu sktadania genomu uzy-
skanego z wykorzystaniem NGS w technologii krotkich, sparowanych odczytow. Jednym
z najczesciej wykorzystywanych asemblerow de novo jest program SPAdes [12, 14].
Program dostepny jest jako pakiet Conda, a instalacja programu odbywa si¢ Z wykorzy-
staniem jednej z ponizszych komend:

conda install -c bioconda spades
conda install -c "bioconda/label/cf201901" spades

Program SPAdes przygotowany zostal do sktadania matych genomoéw, takich jak
genomy bakteryjne lub wirusowe, dlatego nie poleca si¢ stosowanie programu w celu
asemblacji genomow eukariotycznych. Program wykorzystuje algorytm oparty o k-mery
oraz grafy de Bruijn’a. Uzytkownik ma mozliwo$¢ optymalizacji dlugosci k-merow, co
odbywa si¢ poprzez flage -K. Dobor dtugosci k-merow zalezy od pokrycia uzyskanych
sekwencji. Pokrycie mozna w tatwy sposob okresli¢ na podstawie danych pochodzacych
z sekwenatora Illumina wykorzystujac rownanie Landera-Watermana [15]:
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a=(NL)/G,

gdzie:

a— oznacza $rednig gigbokos¢ pokrycia

N — liczbg odczytow

L — dlugo$¢ kazdego odcztytow

G — spodziewang dlugo$¢ sktadanego genomu.

Wykorzystanie programu SPAdes polega na odwotaniu si¢ poprzez Terminal kom-
putera do pliku spades.py, znajdujacego si¢ w folderze bin. Odbywa si¢ to poprzez komendg
spades.py. W kolejnych etapach komendy mozliwa jest optymalizacja dugosci k-merow
oraz wymagane jest podanie $ciezki dostepu do plikow FASTQ, w ktorych zapisane sg
surowe odczyty. W trakcie procesu sktadania genomow poleca si¢ roOwniez zastosowanie
opcji --careful, ktora minimalizuje ilo$¢ bledow w kontigach. Lokalizacje folderu,
w ktorym zapisane zostane ztozony genom okresla si¢ za pomocg flagi -0, podajac sciezke
dostepu. Natomiast dostepu do plikow FASTQ udziela si¢ za pomocg flag -1 oraz -2,
w przypadku odczytow sparowanych. W wyniku procesu sktadania de novo wygenero-
wany zostanie plik multiFASTA (plik w formacie .fasta), zawierajgcy uzyskane kontigi,
ktoéry podda¢ mozna dalszym analizom. Przyktadowa komenda dla programu SPAdes
zostata przedstawiona ponizej:

spades.py -k 21,33,55,77,99,127 --careful -1
/Sciezka/dostepu/odczyt_1.fastq.gz -2 /Sciezka/dostepu/odczyt_2.fastq.gz -
o /$ciezka/dostepu/folder_wyniki

Co istotne, funkcje programu SPAdes nie ograniczaja si¢ jedynie do sktadanie sekwencji
genomowych. Program umozliwia rowniez m.in. analiz¢ danych metagenomicznych,
identyfikacje plazmidow oraz sktadanie de novo odczytow pochodzacych z sekwen-
cjonowania RNA, RNA-Seq (rys. 5). Opcje te czynig program SPAdes uniwersalnym
narzgdziem bioinformatycznym.

Usage: spades.py [options] -o <output_dir>

Basic options:
-0 <output_dir> directory to store all the resulting files (required)
--isolate this flag is highly recommended for high-coverage isolate and multi-cell data
--sc this flag is required for MDA (single-cell) data
--meta this flag is required for metagenomic sample data
--bio this flag is required for biosyntheticSPAdes mode
--rna this flag is required for RNA-Seq data
--plasmid runs plasmidSPAdes pipeline for plasmid detection
--iontorrent this flag is required for IonTorrent data
--test runs SPAdes on toy dataset
-h, --help prints this usage message
-v, --version prints version

Rysunek 5. Opcje programu SPAdes

5. Organizacja kontigow

W wielu przypadkach przed przystapieniem do dalszych analiz porownawczych
uzyskanych genoméw, warto dokona¢ reorganizacji kontigdbw uzyskanych w procesie
asemblacji de novo. Proces ten pozwala na organizacj¢ kolejnosci kontigéw wzgledem
referencyjnej sekwencji kompletnego genomu. Pozwala to na uzyskanie doktadniejszych
wynikoéw kolejnych analiz. W celu reorganizacji kontigow polecane jest wykorzystanie
opcji Muve Contig Mover (MCM) [16], zaimplementowanej w program Mauve [17].
Rysunek 6 prezentuje poréwnanie organizacji kontigow wzgledem sekwencji referen-
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cyjnej przed (A) oraz po (B) przeprowadzeniu procesu reorganizacji. Pionowe, krzyzujace
si¢, linie wskazujg na odmienng lokalizacje fragmentow genomu. Program Mauve po-
zwala rdwniez na pordwnanie struktury genomow, co umozliwia wstepne wnioskowanie
na temat zr6znicowania badanych genomow [18]. Dla programu Mauve, w przeciwien-
stwie do wyzej wymienionych, przygotowano interfejs graficzny, wigc jego zastosowanie
nie wymaga komend tekstowych. Program dostepny jest do instalacji na komputerach
z systemem Windows, Linux i macOS. Instalacja i uzytkowanie programu Mauve sa
bardzo proste i intuicyjne. Szczegotowa instrukcja zostata zaprezentowana na stronie
internetowej, z ktorej mozliwe jest rowniez pobranie plikow instalacyjnych
(https://darlinglab.org/mauve/user-guide/introduction.html, dostep: 09.06.2023 r.).
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Rysunek 6. Poréwnanie struktury genomu Proteus mirabilis 1230_SSON wzgledem genomu referencyjnego
P. mirabilis HI4320 przed (A) oraz po (B) przeprowadzeniu procesu reorganizacji. Widoczne linie tacza
homologiczne fragmenty genomdw, ktore oznaczone sg dodatkowo kolorami. Sekwencje dostepne sg
w bazach danych NCBI (H14320: NC_010554 oraz 1230_SSON: NZ_JVX\V01000000)

6. Adnotacja funkcjonalna

Po uzyskaniu zlozonej sekwencji genomu, kolejnym krokiem jest jego adnotacja
funkcjonalna. Termin ten oznacza identyfikacje regionéw kodujacych biatka, jak row-
niez innych funkcjonalnych elementoéw genomu (np. sekwencji tRNA), oraz przypisanie
im funkcji [3]. W niniejszej pracy przedstawimy dwa narzedzia pozwalajace na adnotacje
genomow bakteryjnych, z czego jedno z nich to narzedzia dostgpne on-line. Pozwoli to
na pehliejsze poznanie badanego genomu.

Pierwszym z prezentowanych programoéw jest oparty o komendy tekstowe program
Prokka [19]. Jest to kolejne narzedzie open source, dostgpne rowniez jako pakiet Conda.
Instalacja Prokka odbywa si¢ poprzez jedna z ponizszych komend:
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conda install -c bioconda prokka

conda install -c "bioconda/label /cf201901" prokka

Program Prokka opiera adnotacje o inne narzedzie, takie jak Prodigal, RNAmmaer,
Aragorn, SignalP oraz Infernal. Tworcy programu przewiduja, ze jako pliki wejscia wy-
korzystane beda w wigkszosci przypadkow sekwencje genomowe w postaci kontigow
lub skafoldow. Co wazne, narzedzie Prokka oferuje liczne opcje optymalizacji procesu,
min. uzytkownik ma mozliwo$¢ zdefinowania informacji taksonomicznych adnotowanego
genomu, doprecyzowanie kodu genetycznego, a takze wylaczenie czesci z funkcji (np.
wylaczenie adnotacji rRNA lub tRNA) (rys. 7) [19].

This help
Print verston and exit
--citation Print citation for referencing Prokka
--quiet No screen output (default OFF)
--debug Debug mode: keep all temporary files (default OFF)
Setup:
--dbdir [X] Prokka database root folders (default '/home/dawid/miniconda3/db')
--1istdb List all configured databases
--setupdb Index all installed databases
--cleandb Remove all database indices
--depends List all software dependencies
outputs:
--outdir [X] Output folder [auto] (default '')
-force Force overwriting existing output folder (default OFF)
--prefix [X] Filename output prefix [auto] (default '')
addgenes Add 'gene' features for each 'CDS' feature (default OFF)
--addnrna Add 'mRNA' features for each 'CDS' feature (default OFF)
-locustag [X] Locus tag prefix [auto] (default '')
--increment [N] Locus tag counter increment (default '1')
-gffver [N] GFF version (default '3')
--compliant Force Genbank/ENA/DDJB compliance: --addgenes --mincontiglen 200 --centre XXX (default OFF)
--centre [X] Sequencing centre ID. (default '')
--accver [N] Version to put in Genbank file (default '1')
jorganism detatls:
--genus [X] Genus name (default 'Ge
-spectes [X] Species name (default 'specles')
--strain [X] Strain name (default 'strain')
--plasmid [X] Plasnid name or identifier (default '')

Rysunek 7. Cz¢$¢ opcji programu Prokka dostepne po uruchomieniu opcji help

Uruchomienie procesu adnotacji polega na przygotowaniu komendy rozpoczynajacej
si¢ od polecenia prokka. Nastepnie mozliwe jest podanie szeregu opcji, o ktorych wspo-
mniano powyzej. Obligatoryjne jest natomiast podanie $ciezki dostepu do adnotowane;j
sekwencji, a takze do folderu, w ktorym zapisane zostang pliki wyjécia. Sciezka dostepu
do pliki z sekwencja nie wymaga flagi, natomiast aby wskaza¢ folder, w ktorym zebrane
zostang wyniki stosuje si¢ flage --outdir. Ponizej przedstawiono przyktadowa komende,
dla sekwencji bakterii Echerichia coli szczep X:

prokka --kingdom Bacteria --gcode 11 --genus Echerichia --species coli --
strain X Sciezka/dostepu/E_coli_X.fasta

Zaleta stosowania programu Prokka jest duza liczba plikéw wyjscia generowanych
podczas analizy, co pozwala na ich szerokie zastosowanie. Przyktadowo pliki w formacie
GFF3 generowane przez program Prokka moga wy¢ wykorzystane w celu analizy pan-
genomu bakteryjnego [9].

W celu rozszerzenia procesu adnotacji za pomocg Prokka polecamy wykorzystanie
programu on-line RAST (Rapid Annotations using Subsystems Technology) [20].
Istotng zaletg programu RAST jest fakt, Ze zidentyfikowane geny sg nastepnie grupowane
w podsystemy, czyli zespoly gendéw o podobnych funkcjach. Po zakonczeniu procesu
adnotacji, generowany jest wykres kotlowy prezentujacy procentowy udziat podsystemow
w ramach adnotowanych genow. W wielu publikacjach uzyskany wykres prezentowany
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jest w celu podstawowej charakteryzacji i porownania sekwencji. Dodatkowo uzytkownik
ma mozliwo$¢ kategoryzowania wynikow zebranych w interaktywnej tabeli podsystemow,
co pozwala na skupieniu si¢ na konkretnych funkcjach analizowanego genomu. Tabela
oferuje réwniez, poprzez zalgczone hiperlacza, dostgp do bazy danych zawierajacej
szczegoty dotyczace funkcji biatek.

Uzytkownik uzyskuje rowniez dostep m.in. do szeregu narzedzi pozwalajacych na
analiz¢ porownawcza genomow oraz konkretnych regionow genoméw (wraz z wizuali-
zacja), opcj¢ wyszukiwania sekwencji nukleotydowych oraz aminokwasowych za pomoca
algorytmu BLAST i wiele wigcej. Dodatkowo RAST pozwala na przedstawienie pod-
stawowej charakterystyki analizowanych sekwencji (np. wielko$¢ genomu, procent par
zasad CG). Warto wspomnie¢, ze dzigki analizie RAST uzytkownik ma dostgp do dwoch
statystyk, N50 oraz L50, ktore sg wykorzystywane w celu okreslenia jako$ci procesu
sktadania genomow de novo.

Wybor sekwencji w celu adnotacji odbywa si¢ poprzez funkcje Your Jobs/Upload
New Job (rys. 8.). Po jej wyborze uzytkownik przeniesiony zostanie do nowej karty,
gdzie uzyska mozliwo$¢ wgrania sekwencji.

R AS Rapid Annotation using
Subsystem Technology

The NMPDR, SEED-based, prokaryotic genome annotation service.
For more information about The SEED please visit theSEED.org.

»Home »YourJobs »Tutorials »Help

Rysunek 8. Pasek funkcji programu RAST

W nastepnej kolejnosci mozliwe bedzie podanie informacji taksonomicznych doty-
czacych analizowanego genomu oraz optymalizacja procesu adnotacji. Polecamy stoso-
wanie opcji Classic RAST w wersji FIGfam Release70 (rys. 9). Czas oczekiwania na
zakonczenie procesu adnotacji zalezy od globalnego obcigzenia serwerow RAST.

Please consider the following options for the RAST annotation pipeline:
[~RAST Annotation Settings:

Chaose RAST annotation Choose "RASTHk" for the current modular customizable production RAST pipeline, or “Classic RAST" for the oid pipeline.
scheme

Select gene caller RAST v Please seiect which type of gene calling you would like RAST to perform. Note that using GLIMMER-3 will disable automatic error fixing, frameshift correction and the backfilling of gaps.

Select FIGfam version for  [Release70 | Choose the version of FIGfams to be used to process this genome.
this run

Automatically fix errors? Yes The automatic annotation process may run into problems, such as gene candidates overlapping RNAS, or genes embedded inside other genes. To automatically resolve these problems
feven if that requires defeting some gene can ), please check this box.
(even if that deeti didates), please check this boy
Fix frameshifts? 7 Yes I you wish for the pipeline to fix frameshifts, check this option, Otherwise frameshifts will not be corrected.
Build metabolic model? [ yes If you wish RAST to build & metabolic mode! for this genome, check this option.
Backfill gaps? Yes If you wish for the pipeline to blast large gaps for missing genes, check this option.
Tumn on debug? ] Yes If you wish debug statements to be printed for this job, check this box.
Set verbose level [0 | Set this to the verbosity level of choice for error messages.

Disable repication ] Yes Even if this Job is identical to a previous job, run it from scratch.

| Finish the upload |

Rysunek 9. Okno pozwalajace na optymalizacje procesu adnotacji funkcjonalnej RAST

7. Podsumowanie

Analiza danych pochodzacych z sekwencjonowania genoméw bakteryjnych wymaga
znajomosci wielu narzedzi bioinformatycznych opartych o komendy tekstowe. Z tego
wzgledu osoby nieposiadajace wczesniejszego doswiadczenia w tej dziedzinie moga
napotka¢ trudno$ci w opanowaniu tych narzedzi. W niniejszej pracy zaprezentowane
zostaly instrukcje pozwalajace na przygotowanie, instalacj¢ i wykorzystanie programow
wykorzystywanych w procesie oceny jakosci, sktadania i adnotacji funkcjonalnej geno-
moéw bakteryjnych, na przyktadzie wybranych programéw, ktore sg czesto wykorzysty-
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wane w tego typu analizach. Przedstawione zostaly przyktadowe komendy wymagane
do przeprowadzenia analiz oraz wyjasniono w jaki sposob zostaty one stworzone. Warto
zaznaczy, ze pula dostepnych programow nie ogranicza si¢ do wymienionych. Wierzymy
jednak, Ze niniejszy przeglad utatwi rozpoczecie pracy z sekwencjami genoméw bakte-
ryjnych oraz pozwoli na szybsze opanowanie kolejnych narzedzi.

Podzigkowania

Praca powstala w ramach realizacji projektu Narodowego Centrum Nauki:
2019/33/N/NZ6/02406 (D.G.).
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Wprowadzenie do analizy genoméw bakteryjnych: kontrola jakosci, skladanie
i adnotacja funkcjonalna

Streszczenie

Sekwencjonowanie nastepnej generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS) stato sie narzedziem po-
wszechnie stosowanym w mikrobiologii. Analiza sekwencji genoméw bakteryjnych pozwala na zrozumienie
ich zmiennosci 1 ewolucji, a takze molekularnych mechanizméw wirulencji 1 lekoopornoécei. Z tego tez wzgledu
NGS wykorzystywane moze by¢ zarowno w badaniach naukowych, jak i diagnostyce medycznej. Prowadzi
to do wzrostu zainteresowania NGS w wielu laboratoriach mikrobiologicznych oraz wérdd studentow takich
kierunkéw jak biologia i biotechnologia. Analiza danych NGS wymaga doswiadczenia bioinformatycznego,
w szczegOlnosci znajomoscei programéw opartych o komendy tekstowe. Celem niniejszej pracy jest przed-
stawienie i omowienie podstawowych narzedzi bioinformatycznych pozwalajacych na wstgpna analize
sekwencji genomow bakteryjnych. Przedstawione zostaly instrukcje pozwalajace na instalacj¢ omawianych
programéw oraz ich wykorzystanie (sposob przygotowania komend tekstowych). Skupiono si¢ na procesie
analizy jakosci surowych odczytow NGS, procesie skiadanie genoméw oraz ich adnotacji funkcjonalne;.
Wierzymy, ze niniejszy przeglad utatwi rozpoczgcie pracy z sekwencjami genomow bakteryjnych.

Stowa kluczowe: sekwencjonowanie nastgpnej generacji, analiza jakosci, sktadanie genoméw, adnotacja
funkcjonalna, genomy bakteryjne

Introduction to bacterial genome analysis: quality control, assembly, and
functional annotation

Abstract

Next Generation Sequencing (NGS) has become a tool widely used in microbiology. Analysis of bacterial
genome sequences allows understanding their variability and evolution, as well as the molecular mechanisms
of virulence and drug resistance. Therefore, NGS can be used in both scientific research and medical dia-
gnostics. This is leading to increased interest in NGS in many microbiology laboratories and among students
in fields such as biology and biotechnology. Analyzing NGS data requires bioinformatics experience,
particularly familiarity with text command-based programs. The purpose of this paper is to present and
discuss basic bioinformatics tools that allow preliminary analysis of bacterial genome sequences. Instructions
for installing the discussed programs and their use (how to prepare text commands) are presented. The focus
is on the process of analyzing the quality of raw NGS reads, the process of assembling genomes and their
functional annotation. We believe that this review will make it easier to start working with bacterial genome
sequences.

Keywords: next generation sequencing, quality control, genome assembly, functional annotation, bacterial
genomes
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