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WPLYW NIKLU NA WZROST
DROBNOUSTROJOW
NA PODLOZACH STALYCH

Edyta Boros, Jadwiga Wyszkowska, Jan Kucharski

Katedra Mikrobiologii
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Abstrakt

W do$wiadczeniu laboratoryjnym testowano wplyw niklu na wzrost i rozwdj w hodowlach
statych bakterii: Azotobacter spp., Arthobact.er spp., Bradyrhizobium sp. (lupini) i Rhizobium
leguminosarum bv. viciae, promieniowcow: Streptomyces intermedius, Streptomyces fumosus,
Streptomyces longisporoflavus, Streptomyces odoriver i grzyb6éw: Fusarium spp., Aspergillus spp.,
Penicillum spp., Rhizopus spp. Badania kazdego gatunku wykonano na 10 izolatach, w trzech
powtorzeniach. W doswiadczeniu wykorzystano dwa rodzaje podi6z mikrobiologicznych: standar-
dowe oraz wzbogacone w dodatkowe zZrodto wegla. Nikiel zastosowano w postaci dwéch
zwigzkéw: NiCl,-6H,0 i NiSO,-7H,0 w nastepujacych dawkach: 2, 10, 50, 100,
250 mg Ni2+ krazek 1.

W badaniach jednoznacznie wykazano, ze bakterie byly bardziej wrazliwe na wprowadzany
do podloza nikiel niz promieniowce i grzyby. Sposrod badanych bakterii najwieksza wrazliwoscia
na nikiel charakteryzowaly sie Azotobacter spp. i Rhizobium leguminosarum bv. viciae, a na-
stepnie Arthobacter spp. i Bradyrhizobium sp. (lupini). Spos$réd promieniowcéw najbardziej ne-
gatywnie na nikiel dyfundujacy z krazka do podioza reagowat Streptomyces odoriver. Pod wzgle-
dem negatywnej reakcji na nikiel grzyby mozna uszeregowaé nastepujaco: Rhizopus spp. <
< Penicillium spp. < Fusarium spp. < Aspergillus spp.

Stowa kluczowe: nikiel, bakterie, promieniowce, grzyby.
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INFLUENCE OF NICKEL ON THE GROWTH OF MICROORGANISMS
IN SOLID MEDIA

Abstract

In laboratory experiments, the influence of nickel on the growth and development of
cultures in solid media was tested. The experiments were carried out on bacteria: Azoto-
bacter spp., Arthobacter spp., Bradyrhizobium sp. (lupini) and Rhizobium leguminosarum
bv. viciae, actinomyces: Streptomyces intermedius, Streptomyces fumosus, Streptomyces
longisporoflavus, Streptomyces odoriver, and fungi: Fusarium spp., Aspergillus spp., Peni-
cillum spp., Rhizopus spp. The experiments were conducted on ten isolates of each species
in three replications. Two types of microbiological media were used: standard and enriched
with an additional carbon source. Nickel was applied in the form of two compounds: NiCl,-6H,0
and NiSO,-7H,0, in the following doses: 2, 10, 50, 100, 250 mg NiZ+-discl.

The results of the experiment explicitly indicate that the bacteria proved to be more
sensitive to nickel applied to the media than the actinomyces and fungi. Among the tested
bacteria Azotobacter spp. and Rhizobium leguminosarum bv. viciae were the most vulner-
able to nickel. Following them were Arthobacter spp. and Bradyrhizobium sp. (lupini). Among
the actinomyces, Streptomyces odoriver showed the most negative reaction to nickel diffusing
from the disc into the substrate. As regards negative reaction to nickel, fungi can be put in the
following order: Rhizopus spp. < Penicillium spp. < Fusarium spp. < < Aspergillus spp.

Key words: nickel, bacteria, actinomyces, fungi.

WSTEP

Badania GraBowskiEGo i in. (1997) dowodza, ze metale ciezkie mogg
obnizaé¢ aktywnos¢ metaboliczng mikroorganizméow zwigzang z intensywno-
$cia oddychania i szybkoscia wzrostu. Wedtug tych autorow, oddziatywanie
toksyczne metali na drobnoustroje mozna uszeregowac nastepujaco: Cu <
Pb <Zn < Cd < Hg < Ni < Co < Cryy,.

Drobnoustroje moga tolerowaé obecno$¢ ksenobiotykow w zaleznosci
od wrodzonych witasciwosci fizjologicznych. Niektore mikroorganizmy, ce-
chujace sie duza odpornoscig, wytworzyly rézne mechanizmy obronne, np.
zdolnos¢ wytwarzania siarkowodoru umozliwiajaca wytracanie niektérych
metali ciezkich w postaci trudno rozpuszczalnych siarczkow, w wyniku kto-
rych stezenie jonow rozpuszczonego metalu zmniejsza si¢ do poziomu, kto-
ry nie wpltywa na metabolizm komoérki (WHITE i in. 1997). Poza tym roézni-
ce w skladzie metabolitéw drobnoustrojéw majg wplyw na reakcje obronne
mikroorganizmow, ktore moga tworzy¢ z metalem chelaty lub trwale osa-
dy (Bapura 1999). Ta dezaktywacja moze zachodzi¢ zaréwno wewnatrz ko-
morek drobnoustrojéw, jak i na jej powierzchni. Mechanizm obronny ko-
moérki przed metalami ciezkimi moze byé zwigzany z obecnoScig
odpowiednich plazmidow ,R” oraz zoddzialywaniem na zmiane wartosScio-
wosci jonu metalu (CHMIELOWSKI, KrApciNskA 1984, BARABASZ i in. 1997).
Mikroorganizmy moga unieszkodliwia¢ metale ciezkie, zmieniajac ich sto-
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pien utlenienia lub przeprowadzajac je w postaé lotna w wyniku metyla-
cji, lub wytwarzajac otoczki Sluzowe, ktore zawierajac w swoim sktadzie
grupy fosforanowe kwaséw obdarzone sg tadunkiem ujemnym (CHMIELOW-
Sk 1991, BoskcHER 1997). Przenikanie metali ciezkich do komorek lub
adsorpcja na ich powierzchni wplywa na liczebnosé i aktywno$é drobno-
ustrojow.

Celem bylo okreslenie wptywu wzrastajacych dawek dwéch zwigzkow
niklu wprowadzanych do podtoza na wzrost réznych grup drobnoustrojow.

MATERIAL I METODYKA

W doéwiadczeniu badano wptyw niklu na rozwdj drobnoustrojéw na
podtozach statych, okreslajac wielko$é Srednicy stref zahamowania wzro-
stu (w mm) wokot krazka nasyconego tym metalem. Testowano nastepuja-
ce drobnoustroje: bakterie (Azotobacter spp., Arthobacter spp., Bradyrhi-
zobium sp. (lupini) i Rhizobium leguminosarum bv. viciae), grzyby
(Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillum spp., Rhizopus spp.), pro-
mieniowce (Streptomyces intermedius, Streptomyces fumosus, Streptomy-
ces longisporoflavus, Streptomyces odoriver). Hodowle drobnoustrojow
przeprowadzono na nastepujacych podlozach:

— bakterie: Azotobacter spp.: KzHPO, — 1,5 g, MgSO, - TH,0 — 0,3 g, NaCl —
0,3 g, FeSO, - "THy,0O — 2 mg, MnSO, - 7THy0 — 2 mg, CaCOg — 3,0 g,
sacharoza —15,0 g, HoO - 1 dm3, agar — 7 g, pH — 7-8 (podloze FENGLEROWEJ
1965), Arthobacter spp.: Ca(HyPO,),—0,25 g, KLHPO,—1,0 g, MgSO, - 7TH,0
- 0,25 g, (NH,),SO, — 0,25 g, kazeina — 1,0 g, ekstrakt drozdzowy — 0,7 g,
glukoza — 1,0 g, agar — 15 g, pH — 7,0 (pozywka MULDERA, ANTHEUMISSE
1963), Bradyrhizobium sp. (lupini) i Rhizobium leguminosarum bv. viciae:
mannitol — 10 g, KH,PO, — 0,5 g, MgSO, - 7TH,0 - 0,2 g, NaCl - 0,1 g,
CaCOq - 3,0 g, ekstrakt drozdzowy — 0,4 g, H,O — 1 dm?3, agar — 15 g, pH —
6,8 (pozywka YEMB —VINCENT 1970);

— grzyby: KH,PO, -1,0 g, glukoza — 10 g, pepton -5 g, MgSO, - TH,0-0,5g,
r6z bengalski — 3,3 cm? (1% roztwér wodny, agar — 20,0 g, H,O0-1 dm3, pH -
5,9 (pozywka MARTINA 1950);

— promieniowce: skrobia rozpuszczalna — 10 g, kazeina — 0,3 g, KNO5 - 2,0 g,
NaCl - 2,0 g, KH,PO, — 2,0 g, MgSO, - TH,0 — 0,05 g, CaCO5 — 0,02 g,
FeSO, — 0,01 g, agar — 20,0 g, H,O — 1 dm?, pH — 7,0 (podloze Kustera
i Willamsa wg PARKINSON i in. 1971).

Badania kazdego gatunku (rodzaju) wykonano na 10 izolatach, w trzech
powtorzeniach. Doswiadczenie przeprowadzono wykorzystujac standardowy
sktad pozywek oraz pozywki o zwiekszonym o 50% zZrédle wegla. Testowane
drobnoustroje: Azotobacter spp. i grzyby hodowano na skosach agarowych
w temp. 28°C przez 48 h, bakterie —72 h, a promieniowce — 168 h. Nastep-
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nie uzyskane hodowle przeszczepiono na skosy z odpowiednig pozywka i
ponownie inkubowano w identycznych warunkach. Zmyw ze skoséw wy-
konano za pomoca 5 cm3 0,85-procentowego wodnego roztworu NaCl. Na-
stepnie zmyw w ilosci 5 cm? dodano do schlodzonych wiasciwych pozywek.
Pozywki ze zmywami rozlano na plytki Petriego w ilosci 15 cm3. Nikiel
w postaci NiCl, - 6HyO i NiSO, - THyO umieszczano na krazku bibuto-
wym o Srednicy 6 mm pipeta automatyczna w nastepujacych dawkach: 2,
10, 50, 100, 250 ng Ni2*-krazekl. Na 1 krazek nanoszono 5 mm? roztworu.

Na plytki Petriego wraz z odpowiednia pozywka zawierajaca testowa-
ny izolat drobnoustrojow naktadano po 3 krazki. Hodowle poddano inku-
bacji wtemp. 28°C. Grzyby hodowano 24 h, promieniowce — 72 h,
a bakterie — 48 h. Nastepnie mierzono $rednice stref zahamowania wzro-
stu drobnoustrojow przez dyfundujacy do podtoza nikiel.

Wyniki opracowano statystycznie postugujac sie wielokrotnym testem
rozstepu Duncana, z wykorzystaniem analizy wariancji trzyczynnikowej.
Analize statystyczng wykonano pakietem Statistica (StatSoft, Inc. 2003).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Z badan wykonanych w warunkach in vitro wynika, ze reakcja bakte-
rii: Azotobacter spp., Arthobact:er spp., Bradyrhizobium sp. (lupini), Rhi-
zobium leguminosarum bv. viciae; grzybow: Fusarium spp., Aspergillus
spp., Penicillum spp, Rhizopus spp.; promieniowcow: Streptomyces inter-
medius, Streptomyces fumosus, Streptomyces longisporoflavus, Strepto-
myces odoriver na wzrastajace dawki niklu byta zréznicowana w zalezno-
$ci od stopnia zanieczyszczenia podloza tym metalem, od rodzaju zwiazku
chemicznego, w ktorym on wystepowat, oraz rodzaju podtoza (tab. 1-3).
Drobnoustroje wykazalty zréznicowang wrazliwosé na nikiel dyfundujgcy
z krazka do podtoza.

Sposréd badanych drobnoustrojéw bakterie charakteryzowaly sie naj-
wieksza wrazliwo$cia na stosowane zwiazki niklu (tab. 1). Wéréd nich Azo-
tobacter spp. i Rhizobium leguminosarum bv. viciae, u ktérych juz dawka
2 mg Ni%*-krazek! powodowala pojawienie sie strefy zahamowania wzro-
stu. U pozostatych bakterii (Arthobacter spp. i Bradyrhizobium sp. (lupi-
ni)) zahamowanie wzrostu stwierdzono dopiero pod wptywem dawki 10 mg
Ni2+ - krazekl. Badania GILLER i in. 1998, GUIBAUD i in. 2005, LOPES i in.
2005, ScHMIDT i in. 2005, DosangH, MicHEL 2006, LiHor i in. 2006 potwierdza-
ja uzyskane wyniki, ze nikiel wywotuje duze zmiany w populacji bakterii.

Negatywny wpltyw niklu (niezaleznie od rodzaju zwigzku chemicznego,
w ktérym on wystepowatl) na bakterie, mierzony Srednicg stref zahamowania
wzrostu, nasilal sie wraz ze wzrostem dawki niklu na krazek. Zjawisko
takie obserwowano w przypadku podiéz standardowych i wzbogaconych
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Tabela 1
Table 1

Srednica stref zahamowania wzrostu bakterii w zaleznosci od zwiazku niklu,
jego dawki i rodzaju poditoza (mm)
Diameters of the zones of inhibited growth of bacteria in relationship to the nickel compound,
its dose and the type of medium (mm)

Dawka Ni . . Rhizobium
(ng - krazek™ Bmsdy r(;uz(;lz)u mn leguminosarum | Azotobacter spp. |Arthrobacter spp.
Ni dose p. Lup bv. viciae
(ng - disc-1) rodzaj podloza — type of medium
s |s+«c| s [s+c| s [s+c]| s [s+c
NiCl, - 6H,0
2 0 0 10 6 26 30 0 0
10 14 17 17 16 43 37 12 12
50 26 26 28 24 61 52 19 21
100 32 30 33 29 69 58 25 27
250 41 38 40 38 73 64 30 32
r 0.86 0.82 0.88 0.90 0.79 0.86 0.84 0.83
NiSO, - TH,0
2 0 0 11 0 32 27 0 0
10 15 16 19 15 45 40 12 12
50 28 26 28 26 62 52 19 21
100 33 31 34 31 69 57 23 26
250 40 37 40 36 72 64 29 33
r 0.82 0.81 0.88 0.80 0.79 0.84 0.84 0.85
a—1.01; a—1.34; a—1.48; a—-1.13;
b —0.64; b —0.85; b —0.94; b-0.71;
NIR c—0.64; ¢ —0.85; c—0.94; c—0.71;
LSDOAOI a - b—1.43; a - b—1.89; a- b—2.09; a - b—-1.59;
0.01 a - c—1.43; a - c—1.89; a - c—2.09; a - c¢—1.59;
b-c—-0.91; b - c—1.20; b-c—-1.32; b-c—-1.01;
a-b-c-203 a-b-c—268 a-b-c—296 a-b-c-225

S — podtoze standardowe (standard medium),
S + C — podtoze wzbogacone w dodatkowe zrédio wegla (medium enriched with an additional

carbon source);

NIR dla (LSD for): a — dawki Ni (Ni dose), b — zwigzku niklu (nickel compound),

¢ — rodzaju podtoza (type of medium);

r — wspotezynnik korelacji istotny dla (coefficient of correlation significant at): p < 0.01;

n =270
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Tabela 2
Table 2

Srednica stref zahamowania wzrostu promieniowcow w zalezno$ci od zwigzku niklu,
jego dawki i rodzaju podloza (mm)
Diameters of the zones of inhibited growth of actinomyces in relationship to the nickel
compound, its dose and the type of medium (mm)

Dawka Ni Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces
(pg - krazek'!) intermedius odoriver longisporoflavus fumosus
Ni dose
(pg - disc-1) rodzaj podioza — type of medium
s |s+c| s [s+c| s |[s«c| s | s+c
NiCl, - 6H,0
2 0 0 8 0 0 0 0 10
10 16 12 15 11 16 14 12 14
50 26 21 27 21 28 26 19 24
100 30 25 30 26 32 30 21 30
250 35 32 35 30 38 35 28 35
r 0.78 0.85 0.84 0.81 0.80 0.79 0.83 0.89
NiSO, - 7TH,0
2 0 0 9 0 0 0 0 0
10 15 13 16 13 17 15 14 14
50 26 24 26 23 26 26 20 24
100 30 27 31 25 31 30 23 30
250 36 34 36 31 36 34 28 34
r 0.80 0.82 0.86 0.80 0.78 0.77 0.79 0.80
a—1.31; a—1.53; a — 1.40; a—1.22;
b—0.83; b -0.97; b —0.88; b-0.77;
NIR c—0.83; ¢ —0.97; c—0.88; ¢c—0.77;
LSDO'OI a - b-1.86; a - b-217; a - b-1.98; a - b-1.73;
0.01 a - ¢—1.86; a - ¢c—-217; a - ¢c—1.98; a - ¢c—1.73;
b - ¢c—-1.18; b - ¢—-1.3T7; b - ¢—1.25; b - ¢—-1.10;
a-b-c-263la b -c-307 |a b -c—-280 |a b - c—-245

S — podtoze standardowe (standard medium),
S + C — podioze wzbogacone w dodatkowe zZrodto wegla (medium enriched with an additional

carbon source);

NIR dla (LSD for): a — dawki Ni (Ni dose), b — zwigzku niklu (nickel compound),
¢ — rodzaju podioza (type of medium);
r — wspotezynnik korelacji istotny dla (coefficient of correlation significant at):

p <0.01;n =270
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Tabela 3
Table 3

Srednica stref zahamowania wzrostu grzybow w zaleznos$ci od zwigzku niklu,
jego dawki i rodzaju poditoza (mm)
Diameters of the zones of inhibited growth of fungi in relationship to the nickel compound,
its dose and the type of medium (mm)

Dawka Ni Rhizopus spp. Penicillium spp. | Aspergillus spp. Fusarium spp.
(ng - krazek1)
Ni d
(ng 1 d(;:J) rodzaj podtoza — type of medium
s |s+c| s [s«c| s |s+c| s [s+c
NiCl, - 6H,0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
50 0 0 0 0 15 15 15 15
100 12 12 16 15 21 19 20 19
250 20 19 24 22 28 27 27 24
r 0.95 0.95 0.94 0.93 0.90 0.90 0.89 0.86
NiSO, - TH,0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
50 0 0 0 11 16 14 16 15
100 13 15 15 15 22 19 21 20
250 20 21 24 22 28 25 26 26
r 0.94 0.92 0.95 0.92 0.88 0.89 0.86 0.88
a—0.76; a —0.65; a—0.91; a—0.74;
b —0.48; b—0.41; b —0.57; b —0.47;
NIR c—0.48; c—0.41; ¢ —0.57; ¢ —0.47;
LSDOAOI a-b-1.07; a-b-0.93; a-b-1.28; a-b-1.05
0.01 a-c—1.07; a-c—0.93; a-c—1.28; a - c—1.05;
b-c—-0.68; b - c—-0.59 b-c—-0.81; b-c—-0.67;
a-b-c-151 a-b-c-131 a-b-c-181 a-b-c—149

S — podtoze standardowe (standard medium),
S + C — podioze wzbogacone w dodatkowe zrodto wegla (medium enriched with an additional

carbon source);

NIR dla (LSD for): a — dawki Ni (Ni dose), b — zwigzku niklu (nickel compound),
¢ — rodzaju podioza (type of medium);
r — wspolezynnik korelacji istotny dla (coefficient of correlation significant at):
p <0.01;n =270
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mm
A Bradyrhizobium sp. (lupini) Rhizobium leguminosarum bv. viciae
50 5 50 7
40 |7=-0-0005c"+0.2733x + 5.2752 0] 2 770-0008x" + 0.1972x + 13.178
2 09141 R =0.9611
30 A : 30 1
207 / y=-00004" + 02267x + 7804 | 20] ¥=-0.00045" +0.2246x + 7.4826
10 A 2 10
R =0.8915 R - 09151
0 : . . . Lo . 11 . |
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Azotobacter spp. Arthrobacter spp.
50 5 50 P
w01l ~0.0007x" + 0.361x + 33, 40 y--0.0004" +0.2201x + 4.2254
20 1R =0.9325 30 R 09178
20 2 20 9
101 ¥=-0.0005x "+ 0.2558x + 31.945 10 =-0.0003x" +0.1971x + 4.1861
0 R = 09479 0 R = 09055
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

-1 -1
dawka Ni, pg - krazek - Ni dose, pg - disc
—— podtoze standardowe — standard medium

podloze wzbogacone w dodatkowe Zrédlo wegla
medium enriched with an additional carbon source

Rys. 1. Srednica stref zahamowania wzrostu bakterii w zaleznosci
od rodzaju podtoza i dawki niklu (mm)

Fig. 1. Diameters of the zones of inhibited growth of bacteria in relationship
to the type of medium and the dose of nickel (mm)

w dodatkowe zZrédto wegla (rys. 1). Po aplikacji najwyzszej dawki chlorku
niklu (250 mg Ni%* - krazekl), érednice stref zahamowania wzrostu bak-
terii wynosity: Bradyrhizobium sp. (lupini) — 39,5 mm, Rhizobium legumi-
nosarum bv. viciae — 39 mm, Azotobacter spp. — 68,5 mm, Arthobacter
spp. — 31 mm, a w przypadku siarczanu niklu odpowiednio: 38,5 mm,
38 mm, 68 mm i 31 mm (rys. 2).

Promieniowce, podobnie jak bakterie, okazaly sie rowniez wrazliwe na
nadmierne ilo$ci niklu (tab. 2). Najbardziej negatywnie na nikiel dyfundu-
jacy do podioza z krazka reagowat Streptomyces odoriver, gdyz juz najniz-
sza dawka chlorku i siarczanu niklu (2 mg Ni2* - krazek!) w przypadku
pozywki optymalnej wplywala na nie inhibicyjnie. Na pozostale promie-
niowce istotnie negatywnie oddzialywalo dopiero stezenie 10 mg Ni%* - kra-
zekl, i w miare zwiekszania dawki niklu poglebialo sie jego toksyczne dzia-
lanie. Reakcje promieniowcow na zanieczyszczenie niklem byla negatywna
zarowno w hodowlach na podlozu standardowym, jak i wzbogaconym
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mm
A Bradyrhizobium sp. (lupini) Rhizobium leguminosarum bv. viciae
NIR-LSD: @ — 1.01; b — 0.64; a-b — 1.43 NIR-LSD: @ - 1.34; b - 0.85; a-b—1.89
50 50
404 40
30 30
201 20
10+ 10
0 0
2 10 50 100 250 2 10 50 100 250
Arthrobacter spp. Arthrobacter spp.
NIR-LSD: @ — 1.48; b — 0.94; a-b — 2.09 NIR-LSD: a-1.13;5-0.71; a-b-1.59
50 50
40 1
30 1
20 1
10 4
04
2 10 50 100 250 2 10 50 100 250

\ 4

-1 -1
dawka Ni, pg - krazek - Ni dose, pg - disc
Il chilorek niklu — nickel chloride [ siarczan niklu - nickel sulfate
NIR dla (LSD for): a — dawki Ni — Ni dose, b — rodzaju podtoza — nickel compound

Rys. 2. Srednica stref zahamowania wzrostu bakterii w zaleznosci od zwiazku niklu
ijego dawki (mm)
Fig. 2. Diameters of the zones of inhibited growth of bacteria in relationship
to the of nickel compound and its dose (mm)

w dodatkowsg ilo$¢ wegla (rys. 3). Przy czym Streptomyces intermedius,
Streptomyces longisporoflavus oraz Streptomyces odoriver nieco lepiej zno-
sily zanieczyszczenie niklem, gdy rosty na podlozu wzbogaconym w wegiel,
natomiast Streptomyces fumosus reagowal odwrotnie. Jego wzrost byt bar-
dziej hamowany przez nikiel dyfundujacy z krazka do podloza wzbogaco-
nego. Na poszczegélne gatunki promieniowcow, w przeciwienstwie do bak-
terii, rodzaj dyfundujacego zwigzku niklu mial wplyw niewielki (rys. 4).
Na Streptomyces odoriver i Streptomyces fumosus praktycznie nie oddzia-
lywal, natomiast wzrost Streptomyces intermedium nieco silniej hamowat
chlorek niklu, a Streptomyces longisporoflavus — siarczan niklu.

Sposrod badanych mikroorganizméw grzyby okazaty sie najmniej wraz-
liwe na zanieczyszczenie podloza niklem (tab. 3). Ujemne dzialanie niklu
dyfundujacego do podtoza na Aspergillus spp. i Fusarium spp. zaobserwo-
wano dopiero pod wplywem 50 mg Ni2* - krazekl, a Rhizopus spp.
i Penicillium spp — 100 mg Ni?+ - krazek'l. Zaleznosci takie wystapily
zarowno w przypadku poditéz standardowych, jak i wzbogaconych w we-
giel, niezaleznie od rodzaju zwigzku niklu. Rodzaj podtoza w niewielkim
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Rys. 3. Srednica stref zahamowania wzrostu promieniowcow w zalezno$ci od rodzaju
podioza i dawki niklu (mm)

Fig. 3. Diameters of the zones of inhibited growth of actinomyces in relationship
to the type of medium and the dose of nickel (mm)

stopniu modyfikowat wielko$¢ stref zahamowania wzrostu grzybow (rys.
5). Nieco lepiej wyzsze dawki niklu znosity grzyby (Penicillium, Fusarium,
Aspergillus), rozwijajace sie na podlozu z obfitszg iloScia wegla niz w po-
zywce standardowej. Pod wzgledem negatywnej reakcji na nikiel grzyby
mozna uszeregowac nastepujaco: Rhizopus spp. < Penicillium spp. < Fu-
sarium spp. < Aspergillus spp. (rys. 6), przy czym ich wzrost w zasadzie
nie zalezal od rodzaju zwiazku niklu, lecz przede wszystkim od dawki
Ni2* - krazek 1.

Wedtug BURGSTALLERA, SCHINNERA (1993), GaLus (1997) oraz MICHALCE-
wicz, SwIATLY (2003), grzyby lepiej toleruja zanieczyszczenie Srodowiska
metalami ciezkimi niz bakterie. Ich oporno$é zwigzana jest z wieloma me-
chanizmami, do ktérych nalezy m.in. zdolnos¢ do biernego lub aktywnego
wydalania metali z komoérki oraz produkcji znacznej iloSci melaniny (Skro-
powska 2000). Wedlug Garus (1997), niektore z metali ciezkich moga sty-
mulowaé wzrost grzybni (Al, Fe, Mo, Pb), a inne (Cd, Co, Ni, Se) ja hamo-
wad.
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Rys. 4. Srednica stref zahamowania wzrostu promieniowcow w zaleznosci od zwigzku niklu
i jego dawki (mm)
Fig. 4. Diameters of the zones of inhibited growth of actinomyces in relationship
to the nickel compound and its dose (mm)

7 badan jednoznacznie wynika, ze bakterie okazatly sie bardziej wrazli-
we na nikiel niz promieniowce i grzyby. Do podobnych wnioskéw doszla
wswoich badaniach Wyszkowska (2002). Stwierdzita, ze takze chrom(VI)
silniej ogranicza wzrost i rozwdj bakterii niz promieniowcow i grzybow.

WNIOSKI

1. Na podlozach stalych najbardziej wrazliwe na wzrastajace dawki
chlorku i siarczanu niklu (2, 10, 50, 100, 250 mg Ni%* - krazek'!) okazaly
sie bakterie, nieco mniej promieniowce, a najmniej grzyby.

2. Nikiel stosowany zaréwno w postaci chlorku, jak i siarczanu niklu
wykazal podobne negatywne dziatanie na wzrost badanych drobnoustro-
jow. Bakterie okazaly sie bardziej wrazliwe na chlorek niklu, natomiast w
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Rys. 5. Srednica stref zahamowania wzrostu grzybow w zaleznosci od rodzaju podtoza
i dawki niklu (mm)

Fig. 5. Diameters of the zones of inhibited growth of fungi in relationship
to the type of medium and the dose of nickel (mm)

przypadku promieniowcow rodzaj dyfundujacego do podtoza zwigzku niklu
mial niewielki wptyw na Streptomyces odoriver i Streptomyces fumosus,
z kolei wzrost Streptomyces intermedius nieco silniej hamowat chlorek
niklu, a Streptomyces longisporoflavus — siarczan niklu. Wzrost grzybow
w zasadzie nie zalezal od rodzaju zwigzku niklu, lecz zalezal, przede wszyst-
kim, od jego dawki.

3. Rodzaj podloza w niewielkim stopniu modyfikowat wielkos¢ stref za-
hamowania wzrostu bakterii i grzybéw. Promieniowce: Streptomyces inter-
medius, Streptomyces longisporoflavus oraz Streptomyces odoriver nieco
lepiej znosity zanieczyszczenie niklem, gdy rosty na podtozu wzbogaconym
w dodatkows ilo§é wegla, w poréwnaniu z podtozem standardowym, nato-
miast Streptomyces fumosus reagowal odwrotnie.
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PISMIENNICTWO

Bapura L. 1999. Czy znamy wszystkie uwarunkowania toksycznego oddziatywania metali ciezkich
na bakterie. Na pograniczu chemii i biologii. T. III, ss. 57-66.

BaraBasz W., GaLus A., OPALINSA-PIskORz J., SEPIOL J., Tomasik P. 1997. Wplyw jonoéw metali na
wzrost oraz akumulacje Cd, Ni i Li w biomasie grzybni Aspergillus flavus LINK. Zesz. Probl.
Post. Nauk Rol., 448a: 15-20.

Bosecker K. 1997. Bioleaching: metal solubization by microorganisms. FEMS Microbiol. Rev., 30:
591-604.

BurastaLLEr W., ScHINNER F. 1993. Leaching of metals with fungi. J. Biotech, 27: 91-116.

CHMIELOWSKI J. 1991. Mechanizmy tugowania i akumulacji metali przez drobnoustroje. Biotechno-
logia, 3/4: 13-14.

CHMIELOWSKI J., KrAapcINSKA B. 1984. Mechanizmy pobierania metali przez drobnoustroje. Post.
Mikrobiol., 23(2): 63-87.

Dosangu N.S., MicHEL S.Ld. 2006. Microbial nickel metalloregulation: NikRs for nickel ions. Curr.
Opin. Chem. Biol., 10:123-130.

FeENGLEROWA W. 1965. Simple method for couting Azotobacter in soil samples. Acta Microbiol.
Pol., 14(2): 203-206.



180

Garus A. 1997. Wplyw chromu(Ill) 1 (V1) oraz jego interakcji z innymi metalami na wzrost
biomasy grzybni Aspergillus flavus. W: Drobnoustroje w srodowisku, wystepowanie, aktyw-
nosé i znaczenie. Red. W. BArRaBasz, AR Krakow, ss. 169-180.

GraBOWSKI J., ScuLLy P.P., Epwarps R., Saapawy S.E., Lartosmiska M. 1997. Toksycznosé metali dla
mikroorganizméw — badania metodq fluorogennego substratu. Biotechnologia, 1(36): 25-36.

GiLer K.E., Wirter E., Mccorata S.P. 1998. Toxicity of heavy metals to microorganisms and
microbial processes in agricultural soils: a review. Soil Biol. Biochem., 30(10/11): 1389-1414.

Gumaup G., ComtE S., Borpas F., Dupuy S., Bavnu M. 2005. Comparison of the complexation
potential of extracellular polymeric substances (EPS), extracted from activated sludges and
produced by pure bacteria strains, for cadmium, lead and nickel. Chemosphere, 59: 629-638.

Lmaor O. ABraHAM, YANJIE L1, DEBORAH B. ZaMBIE. 2006. The metal- and DNA-binding activities of
Helicobacter pylori NikR. J. Inorg. Biochem., 100: 1005-1014.

Lopes F.A., MoriN P.,. Ouiverra R, MeLo L.F. 2005. The influence of nickel on the adhesion ability
of Desulfovibrio desulfuricans. Colloids and Surfaces B: Biointcrfaccs, 46: 127-133.

MarTIN J. 1950. Use of acid rose bengal and streptomycin in the plate method for estimating soil
fungi. Soil Sci., 69: 215-233.

MicHALcEWICZ W., Swiatey E. 2003. Wptyw jonéw miedzi oraz ofowiu na wzrost i rozwdj wybra-
nych grzybow glebowych. Zesz. Probl. Post. Nauk Rol., 492: 197-204.

MuLpEr E.G., ANTHEUMISSE J. 1963. Morphologie, physiologie et ecologie des Arthrobacter. Ann.
de Institut Pasteur, 105: 46-74.

ParkinsoN D., Gray F.R.G., WiLLiams S.T. 1971. Methods for studying the ecology of soil microor-
ganism. Blackweel Scientific Publications Oxford and Edinburgh, IBP Handbook 19.

ScaMIpT A., HAFERBURG G., SINERIZ M., MERTEN D., BucHEL G., KoTHE E. 2005. Heavy metal resistan-
ce mechanisms in actinobacteria for survival in AMD contaminated soils. Chemie der Erde,
65 Sl: 131-144.

SkropowsSKA A. 2000. Biologiczne metody tugowania metali ciezkich — biohydrometalurgia. Post.
Mikrobiol., 39: 73-89.

Statsoft, Inc. 2003. Statistica (data analysis software system), version 6.0. www.statsoft.com.

VINCENT J.M. 1970. A manual for the practical study of root-nodule bacteria. IBP Handbook, 15
Blackweel, Oxford.

WaiTE C., SAYER J.A., GapD G.M. 1997. Microbial solubilization and immobilization of toxic
metals: key biogeochemical processes for treatment of contamination. FEMS Microbiol. Rev.,
20: 503-516.

Wryszrowska J. 2002. Biologiczne wtasciwosci gleby zanieczyszczonej chromem szesciowartoscio-
wym. Wyd. UWM, Rozpr. i Monogr., 65: 1-134.



