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JAROSLAW MAZURKIEWICZ, EWA KISIELEWSKA

POSZUKIWANIE SZCZEPOW BAKTERII Z RODZAJU BACILLUS
PRODUKUJACYCH ZWIAZKI POWIERZCHNIOWO CZYNNE

Streszczenie

Badano aktywnosé powierzchniowg zwiazkow wytworzonych przez szczepy bakterii z rodz. Bacil-
lus wyizolowane z gleby nasyconej olejami napgdowymi i technicznymi. Przeprowadzono identyfikacje
szczepdw i wykonano pomiar napi¢cia powierzchniowego plynéw pohodowlanych. Dla poréwnania ak-
tywnosci powierzchniowej wykorzystano szczepy bakterii z rodz. Bacillus pochodzace z kolekeji Katedry
Technologii Przemystu Rolno-Spozywezego i Przechowalnictwa. Najlepszy szezep zmniejszyl napigcie
powierzchniowe pozywki 0 23.6 % z 69.85 do 53.35 mN/m

Wstep

Zjawiskiem wytwarzania przez mikroorganizmy aktywnych powierzchniowo
skiadnikéw (tzw. biosurfaktantdw) nauka zajmuje si¢ od ponad pigcdziesigciu lat. W
trakcie wieloletnich badan zidentyfikowano trzy gléwne typy biosurfaktantéw: gliko-
lipidy, lipopeptydy i fosfolipidy. Fosfolipidy obecne sg we wszystkich organizmach,
ale rzadko wydzielane sa na zewnatrz organizmu. Natomiast glikolipidy i lipopeptydy
wytwarzane przez rozne mikroorganizmy sg wydzielane w duzych ilosciach do sro-
dowiska hodowlanego. Istnieje wicele teorii ttumaczacych wydzielanie biosurfaktantow
do srodowiska, ale ich funkcja biologiczna nie jest jeszcze doktadnie poznana.

Biosurfaktanty obejmuja grupe powierzchniowo czynnych czasteczek produko-
wanych przez zywe komorki, gltéwnie drobnoustroje w czasie ich wzrostu. Petnia one
pewne fizjologiczne funkcje, a mianowicie, umozliwiaja mikroorganizmom wzrost na

-substratach nie mieszajacych si¢ z woda, przez zmniejszenie napigcia powierzchnio-
wego na granicy dwdch faz, co prowadzi do wytworzenia emulsji i ufatwia wykorzy-
stanie tychze substratow [8].

Czasteczka biosurfaktanta zawiera hydrofobowa grupe sktadajaca sie z ttuszczo-
wego lancucha weglowodorowego i hydrofilowa grupe, ktéra moze zawieraé estrowa
lub alkoholows grupe funkcyjna tluszczow, karboksylowa grupg kwaséw tluszezo-
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wych lub aminokwaséw, grupy fosforanowe zawarte w fosfolipidach lub weglowoda-
nowa czesé glikolipidow [8].

Wzrastajace zainteresowanie ewentualnym zastosowaniem substancji po-
wierzchniowo czynnych produkowanych przez mikroorganizmy wynika z ich rézno-
rodnych wiasciwosci funkcyjnych takich jak: emulgacja, de-emulgacja, zwilzanie,
redukowanie lepkosci, separacja fazowa, zapobieganie korozji. Moga one by¢ i sa juz
wykorzystywane na skalg przemystowa. W przemysle naftowym wykorzystano biosur-
faktanty do mikrobiologicznego podwyzszania stopnia odzysku oleju ze zrodet ropo-
tworczych (metoda MEOR i EOR) [2, §, 10].

Biosurfaktanty mogg by¢ wykorzystane w przemysle kosmetycznym do produkcji
szamponéw, kremdéw nawilzajacych i ochronnych. (np. produkowane przez Torulopsis
bombicola) [3]. Biosurfaktanty moga zastapié surfaktanty pochodzenia chemicznego w
rolnictwie i wielu galeziach przemyshtu: spozywczym, farmaceutycznym, a takze w
budownictwie [8]. Zastosowanie biosurfaktantow zmniejszytoby znacznie stopien
zanieczyszczenia $rodowiska. Zwiazki te, ze wzgledu na ich tatwa biodegradacje i
mozliwo$¢ wykorzystania produktéw ubocznych jako surowca, moglyby zastapié
chemiczne komponenty.

Celem niniejszej pracy bylo wyizolowanie z prébek glebowych szczepoéw bakterii
z rodzaju Bacillus, przeprowadzenie taksonomii fizjologicznej pozwalajacej na okre-
$lenie gatunku wyizolowanych szczepoéw oraz okreslenie aktywnosci powierzchniowo
czynnej zwigzkéw pochodzacych ze szczepow wyizolowanych z gleby i z Kolekeji
Katedry

Material i metody

Materiatem do izolacji mikroorganizmoéw przetrwalnikujacych tlenowych naleza-
cych do rodziny Bacillaceae bylty probki glebowe pobrane w poblizu stacji benzyno-
wych i parkingéw samochodowych w Lublinie z miejsc, w ktorych gleba byfa nasyco-
na olejami technicznymi i benzyna.

W badaniach aktywnosci powierzchniowej zwigzkdéw wytworzonych przez drob-
noustroje oprocz szczepdw wyizolowanych z gleby wykorzystano bakterie z rodzaju
Bacillus pochodzace z Katedry Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego i Prze-
chowalnictwa Akademii Rolniczej w Lublinie.

Izolacja drobnoustrojow

Probki gleb oznaczone symbolami P1, P2 oraz CPN1 i CPN2 po uprzednim zwil-
zeniu wodg inkubowano wstepnie w cieplarce w temperaturze 30°C. Nastepnie u-
mieszczono je w tazni wodnej i poddano ogrzewaniu przez 10 minut w temperaturze
70-80°C. Po tym czasie probki wysiewano na ptytki Petriego z podiozem statym. Za-
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stosowano agar odzywczy z dodatkiem 0.2 % skrobi rozpuszczalnej. Po dwéch dniach
hodowli w temperaturze 37°C pojawily sie kolonie. Pojedyncze kolonie byly jeszcze
raz rozsiewane na podtoze agarowe juz bez dodatku skrobi w celu otrzymania czystych
kultur. Uzyskane czyste kolonie po doktadnym opisie makroskopowym, przeszczepio-
no na skosy agaru odzywczego poddano dalszym badaniom identyfikacyjnym.

Identyfikacja

Identyfikacj¢ otrzymanych szczepow przeprowadzono wedlug metod podanych
przez Guiraud i Galzy [9], Burbianke [4], Kocwowa [11] i w oparciu o program kom-
puterowy Bactax [14]. Oznaczono cechy makroskopowe i mikroskopowe kolonii bak-
teryjnych, oraz wlasciwosci fizjologiczne i biochemiczne wyizolowanych szczepow, a
w tym: stosunek do tlenu, metabolizm weglowodanowy (préby fermentacyjne, wytwa-
rzanie acetoiny, hydroliza skrobi, wykorzystanie jondw cytrynianowych), metabolizm
biatkowy (hydroliza zZelatyny i kazeiny, proba na wykrywanie indolu), metabolizm
thuszczowy (poszukiwanie lecytynazy), redukcja azotandw, badanie halofilnosci,
wzrost przy pH 5.7. Wykonano pomiar pokrewienstwa migdzy szczepami [12].

Hodowla szczepow na pozywkach plynnych

Szczepy bakterii z rodzaju Bacillus wyizolowane z gleby (siedem) jak i szczepy
pochodzace z kolekcji zaktadowej (pig¢) hodowano na pozywce ptynnej mineralnej
[5]. Do inkubacji pobierano po 1 ml hodowli 18 godzinnych i przenoszono do kolbek
stozkowych zawierajacych 100 ml sterylnej pozywki. Nastepnie prowadzono inkuba-
cje w temperaturze 37°C przez 4 dni na wytrzasarce przy 180 obr./min. Po badaniach
wstepnych wybrano dwa najefektywniejsze szczepy i hodowano na pozywce z réznym
stezeniem glukozy (1, 2, 4, 6 i 8 %) przez 4 doby w temperaturze 37°C. Po inkubacji
oznaczano biomase badanych szczepdw i mierzono napigcie powierzchniowe ptynow
pohodowlanych. W tym celu uzyskany ptyn odwirowywano na ultrawiréwce przy
14 tys. do 14.5 tys. rpm, w czasie 20 min, zaggszczano na wyparce do uzyskania 10 ml
zageszczonego plynu i przeznaczano do pomiaru napigcia powierzchniowego.

Oznaczanie biomasy badanych szczepow

Biomase uzyskana po odwirowaniu hodowli bakteryjnych oznaczano metoda su-
szarkowa ( w temperaturze 105°C do uzyskania stalej masy).
Pomiar napiecia powierzchniowego

Pomiar dokonywano metoda maksymalnego cisnienia baniek przy pomocy zesta-
wu Rebindera. Zlewke¢ z badanym plynem ustawiano tak, by kapilara aparatury ba-
dawczej dotykata powierzchni ptynu. Nastepnie wprowadzano do ukladu pomiarowe-
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go aparatury takie ci$nienie, ktore powodowato pojawianie si¢ pegcherzykéw gazu u
wylotu kapilary. Miara tego cisniena byta roznica stlupow cieczy powstajaca w mano-
metrze. Aby obliczy¢ wartosé napigcia powierzchniowego plynow wyliczono stalg K
dla kapilary ze wzoru:

K="Tw
h

w
gdzie: h,, —rdznica stupéw cieczy w manometrze dla wody destylowanej w cm,
Yy — napiecie powierzchniowe wody w danej temperaturze.

Napigcie powierzchniowe wody 7, ,w mN/m odczytano z tablic uwzgledniajac
temperature, w ktorej odbywat si¢ pomiar.

Wartosé napiecia powierzchniowego badanych ptynéw ¥ obliczono korzystajac
7€ WZOru:

% = K-Ahy

gdzie: Ah, — réznica stupoéw cieczy w manometrze dla badanych roztworéw w cm.

Napigcie powierzchniowe wyrazono w mN/m (dyn/cm).

Tabelal
Charakterystyka wyizolowanych szczepow z rodzaju Bacilfus.

CPNI-8 P1-7 CPN2-6 | CPN2-5 | CPN2-3 p2-2 Pi-1 Cechy fizjologiczne
+ + + + + + + Przetrwalniki owalne
_ _ - - - - Przetrwalniki okragle
+ + - - - - - Deformacja $ciany komorki
+ - + - + + + Przetrwalniki centralne
+ + - + - - - Przetrwalniki terminaine
+ + + + + + + Wytwarzanie katalazy
- + + + + + + Kwas z glukozy
- - - - - - - Gaz 7z glukozy
_ + + - + + + Kwas z arabinozy
- - - - - - - Gaz z arabinozy
_ + + - - - + Kwas z ksylozy
- - - - - - - Gaz z ksylozy
- - + + Kwas 7 mannitolu
- - - - - - - Gaz z mannitolu
- - - - - - - Wytwarzanie acetoiny
- + + + + - + Hydroliza skrobi
+ + + + + + + Hydroliza zelatyny
- - + + + + + Hydroliza kazeiny
- - - - - - Wytwarzanie indolu
- - - + - - Wytwarzanie lecytynazy
- - + - + + Redukcja azotandw
- - + - - - + Alkalizacja cytryniandw
- - + + + + + Wazrost przy § % NaOH
- - + - + + + Wzrost przy 7 % NaOH
+ + + + + + + Wzrost przv pH 5.7

B. brevis | B. circu- | B. mega- | B. coagu- | B. mega- | B. mega- | B. mega- | Prawdopodobna przynalezno$é

lans terium lans terium terium terium gatunkowa
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Wiyniki i dyskusja

W wyniku izolacji bakterii przetrwalnikujacych z réznych probek gleb otrzymano
7 szczepow bakterii z rodzaju Bacillus (oznakowane jako: P1-1, P2-2, CPN2-3, CPN2-
5, CPN2-6, P1-7 i CPN1-8) i poddano identyfikacji. Wyniki poréwnano z gatunkami o
najbardziej zblizonych cechach i podano w tabeli 1. Aktywnos$¢ powierzchniowa ply-
néw pohodowlanych drobnoustrojow z rodzaju Bacillus podano na wykresach 1,3 i 5.

Wykres 1 przedstawia aktywno$ci powierzchniowe ptynéw hodowlanych oraz
produkcje biomasy przez szczepy wyizolowane i pochodzace z kolekcji wihasnej ho-
dowane przez 96 godzin na pozywce ptynnej z 1 % glukozy.

Wirod wyizolowanych szezepdw najaktywniejszym okazat si¢ szczep B. mega-
terium CPN2-3. Napigcie powierzchniowe jego ptynu pohodowlanego bylo nizsze w
poréwnaniu z pozywka wyjsciowa o 15.7 % 1 zmniejszyto si¢ z 69.85 do 58.85 mN/m.
Wykazat si¢ przy tym najnizsza produkcja biomasy wynoszaca 58.5 mg.

Srednig aktywno$¢ w wytwarzaniu substancji powierzchniowo czynnych wykaza-
ty dwa szczepy: B. circulans P1-7 — zmniejszyt napiecie powierzchniowe o0 10.2 % do
62.7 mN/m i B. megaterium Pi1-1 — 0 9.5 % do 63.25 mN/m. Pozostate szczepy B.
megaterium P2-2, B. coagulans CPN2-5 B. brevis CPN1-8 i B. megaterium CPN2-6
odznaczaly si¢ mniejszym uzdolnieniem. Napigcie ptynéw pohodowlanych wynosito
odpowiednio: 63.8; 65.45; 64.9; 66.55 mN/m.

Szczepy pochodzace z kolekcji whasnej charakteryzowaty si¢ duza zmienno$cia w
aktywnosci powierzchniowej. Najwigcej zwiazkéw powierzchniowo czynnych wytwo-
rzyt szczep B. megaterium B-3 (UMCS). Zmniejsza on napiccie powierzchniowe po-
zywki 0 23.0 % z 69.85 do 53.75 mN/m. Srednio aktywny byt szczep B. subtilis
B-1, ktory obnizyl napigcie powierzchniowe odzywki o 11.6 % do 61.6 mN/m. Plyny
pohodowlane pozostalych szczepdéw: B. cereus B-2, B. mycoides B-5, B. megaterium
B-4 (SGGW) charakteryzowaly si¢ malym spadkiem napigcia powierzchniowego
(odp.: 64.35; 66.7 1 63.8 mN/m).

W drugim etapie badan najefektywniejszy szczep pochodzacy z kolekcji katedry
— B. megaterium B-3 (UMCS) wykazal najwigksza aktywnoé¢ gdy byt hodowany na
pozywce z 1 % glukozy, gdyZ zmniejszal on napigcie powierzchniowe ptynu pohodow-
lanego po 96 godzinach hodowli 0 23.6 % z 69.85 do 53.35 mN/m (wykres 2), uzyskat
przy tym nieco wigksze obnizenie napigcia powierzchniowego jak we wstepnych ba-
daniach (23.0 %).

Natomiast najefektywniejszy szczep wyizolowany — B. megaterium CPN2-3
najwigksza aktywnos$é wykazal na pozywee z 6 % glukozy po 48 godzinach hodowli
obnizajgc napiecie powierzchniowe pozywki o 18.9 % do 56.65 mN/m (wykres 4).
Zblizonymi wartosciami charakteryzowaly si¢ plyny otrzymane z hodowli szczepu na
pozywce z | % glukoza po 72 godzinach (57.2 mN/m). Najmniej zwiazkdéw po-



56 Jarosiaw Mazurkiewicz, Ewa Kisielewska

- o = = o
b = bt = o
g ~ Q = = A
-l 1 )
- T T “

(MDDS) p-g wnizwsous g

G- saproodw g

7-g snada0 g

1-d syuqns g

(SOWN) £-g w3t g

SULMOL1 g
L1d

wintia1p3owd g
9-INdDO

s1424q g
8-INdD

supm3poo g
$-INdO

- biomasa

wnizap3au g
ud

winliapdoul g
I-1d

wntip3aw g

I:I - napigcie powierzchniowe

£-TNdO
emAZod
‘ o " o w o o
§ ~ o o vy vy
g

Wykres 1. Napigcie powierzchniowe ptynow pohodowlanych i biomasa szczepéw wyizolowanych i za-
ktadowych z rodzaju Bacillus hodowanych na pozywce z 1 % glukoza.
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wierzchniowo czynnych szczep ten wytworzyl, gdy byl hodowany na pozywce z 8 %
glukoza.

napigcie powierzchniowe mN/m

0 24 48 72 96
czas h
1% 2% 4% 6% A 8%

Wykres 2. Napigeie powierzchniowe plynow pohodowlanych szezepu B. megaterium B-3 (UMCS) ho-
dowanego na pozywce plynnej przy stgzeniu glukozy: 1, 2, 4, 6, 8 %.

160 T
150 +
140 +
130 +
120 +
1o +

100 +

biomasa mg

90 +
80 4+
70 -+

60 1+ ;o

50

1% 2% A 4% i 6% e 8%

Wykres 3. Produkcja biomasy przez szczep B. megaterium B-3 (UMCS) hodowany na pozywce plynnej
przy stezeniu glukozy: 1, 2, 4, 6, 8 %.
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napigcie powierzchniowe mN/m

czas h

1% 2% —A— 4% T 6% —K—8%

Wykres 4. Napigcie powierzchniowe plynow pohodowlanych szczepu B. megaterium CPN2-3 hodowa-
nego na pozywce plynnej przy stezeniu glukozy: 1, 2, 4, 6, 8 %.

LI

biomasa mg

o 1% Rl 2% e 8% e 6% K 8%

Wykres 5. Produkcja biomasy przez szczep B. megaterium CPN2-3 hodowany na pozywce plynnej przy
st¢zeniu glukozy: 1, 2, 4, 6, § %.

Podobna izolacjg¢ prowadzili Jenneman i wsp. [10]. Wyizolowali oni okoto trzy-
dziestu szczepdw, ktore poddane byly badaniom nad zdolnoscia do produkeji pozako-
moérkowych surfaktantéw. Najaktywniejszym okazal si¢ szczep, ktory obnizal napigcie
powierzchniowe pozywki o 63.5 % z 74 do 27 mN/m. Po przeprowadzeniu taksonomii
fizjologicznej szczep ten okazat sie drobnoustrojem z rodzaju Bacillus, gatunek B.
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licheniformis. Surfaktant produkowany byl na podtozu z sacharoza i solami mineral-
nymi podczas logarytmicznego wzrostu szczepu.

Z kolei Cooper i Goldenberg [5] badali aktywnos$¢ powierzchniows szczepdw
Bacillus sp. YAF 343 i Bacillus cereus 1AF 346 wyizolowanych z probek olejowych.
Szczepy hodowane byly na pozywce mineralnej z 1 % sacharozy. B. cereus spowodo-
wal obnizenie napigcia powierzchniowego o 24.3 % z 37 do 28 mN/m po 96 godzinach
hodowli. Na tym samym podlozu tylko, ze z 1% glukozy byly hodowane w tej pracy
szczepy wyizolowane i pochodzace z kolekceji katedry. Najaktywniejszy ze szczepow —
B. megaterium B-3 (UMCS) uzyskal podobna wartos¢ (23.6 %) jak w pracy Coopera.
Natomiast pozostate szczepy okazaty si¢ mniej aktywne niz B. cereus IAF 346.

Wsrdd producentow zwiazkow powierzchniowo czynnych wymieniane sa bakte-
rie jak i drozdze. Duvnjak [6] hodujac Arthrobacter paraffineus ATCC 19558 na
podlozach zawierajacych glukozg lub weglowodany uzyskat 48.3 % spadek napigcia
powierzchniowego ptyndéw pohodowlanych (z 62 do 32 mN/m). Szczep ten okazal si¢
réwniez aktywniejszy od szczepow przebadanych w tej pracy. Plyny pohodowlane
Corynebacterium lepus zawieraly surfaktanty, ktére obnizaty napigcie powierzchnio-
we ptynu 0 53.8 % z 65 do 30 mN/m [7]. W hodowlach zawierajacych wegglowodory
jako jedyne zrédio wegla zwiazki powierzchniowo czynne sa wydzielane do podioza,
jezeli natomiast jedynym zrodiem wegla jest glukoza to surfaktanty zwiazane sa z
komorka a uwolnienie ich odbywa sie dopiero po dodaniu heksadekanu.

Banat i wsp. [1] badali whasciwosci szczepu Pet 1006 produkujacego biosurfak-
tanty na podiozu z glukozg i dodatkiem substratu weglowodorowego. Wykazali, ze
szczep ten charakteryzuje si¢ wysoka aktywnoscia obnizajac wyjsciowe napigcie po-
wierzchniowe z 76 do 33.2 mN/m (56.3 %) po 30 godzinach. Wynik ten jest wyzszy
od najlepszego wyniku uzyskanego w tej pracy (23.6 %).

Podobne wyniki uzyskal Mac Donald i wsp. [13] hodujac szczep Nocardia ery-
thropolis na podiozu zlozonym z soli mineralnych i weglowodoréw. Najwyzszy spa-
dek napiecia powierzchniowego (z 62 do 33.3 mN/m) uzyskal miedzy trzydziesta a
czterdziesta godzing hodowli i wynosit on 46.2 %.

Plyny pohodowlane wszystkich przebadanych szczepow zaréwno pochodzacych z
kolekcji Katedry jak i wyizolowanych wykazaly si¢ mniejszym spadkiem napigcia
powierzchniowego w poréwnaniu z danymi cytowanych powyzej prac. Ostateczne
poréwnanie aktywnoséci powierzchniowej mogtoby by¢ przeprowadzone po wyizolo-
waniu i oczyszczeniu produkowanych przez szczepy biosurfaktantow.

Whioski

1. W wyniku przeprowadzonej taksonomii fizjologicznej okre§lono przynaleznos¢
gatunkowa: P1-1, P2-2, CPN2-3, CPN2-6 - Bacillus megaterium, CPN2-5 - Bacil-
lus coagulans, P1-7 - Bacillus circulans, CPN1-8 - Bacillus brevis.
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Najaktywniejszym ze szczepéw wyizolowanych okazat si¢ Bacillus megaterium
CPN2-3 obnizajac napigcie powierzchniowe podloza hodowlanego o 18.9 % z
69.85 do 56.65 mN/m.

Najaktywniejszym szczepem pochodzacym z kolekcji Katedry okazat sie Bacillus

megaterium B-3 (UMCS) obnizajac napigcie powierzchniowe 0 23.6 % z 69.85 do
53.35 mN/m.
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SEARCHING FOR DIFFERENT BACILLUS STRAINS PRODUCING
SURFACE ACTIVE SUBSTANCES

Summary

Surface tension activity of bacterial strains from the species Bacillus isolated from soil saturated

with engine and technical oils were investigated. Bacterial identification and measurements of the surface
tension in the culture filtrates of the bacterial strains were carried out. For comparision, a Bacillus strain
from the Culture Collection at the Dep. of Food Technology and Storage was used to compare the surface
tension activities of the used Bacillus strains. The best strain decrcased the surface tension of the medium

by 23.6 %, i.e from 69.85 to 53.35 mN/m.



