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WSTEP

Drobnoustroje sg zdolne do transformowania i zmiany aktywno$ci me-
tali ciezkich obecnych w emisjach przemystowych. Metabolity drobno-
ustrojowe wydzielane pozakomoérkowo wplywajg posrednio i bezposred-
nio na ruchliwos¢ zwigzkéw metali w glebie. Funkcje zyciowe drobno-
ustrojow sg zwigzane ze zmiang odczynu i potencjatlu oksydoredukeyj-
nego $rodowiska, co jest bardzo istotne dla polgczen metali, ich warto-
$ciowosci i aktywnosci biologicznej [1, 2, 5, 6, 11, 12].

Metabolity drobnoustrojowe mogg byé rowniez powodem wielu in-
nych zjawisk zwigzanych bezpo$rednio z oddzialywaniem na zwigzki
metali, jak: precypitacja, kompleksowanie, interakcja jonowa, wigzanie
z materig organiczng [6]. Waznym elementem dla ruchliwosci metali
jest zjawisko sorpcji o charakterze chemicznym i biologicznym, co pro-
wadzi najczesciej do okresowego unieruchomienia metali [7, 8].

Tematem niniejszej pracy bylo sprawdzenie mozliwosci obnizania
toksycznosci pylu przemystowego o duzej zawartosci metali ciezkich
przez wybrang bakterie glebowg oraz analiza mechanizmu tego zjawiska.

MATERIAL I METODYKA

Zrédlem metali byl pyl emitowany przez hute zelazo-chromu, zawie-
rajgcy duze ilo$ci metali ciezkich: 12,0 Cu, 130,0 Ni, 150,0 Pb, 8100 Fe,
9100 Mn, 25000 Cr, 50 000 Mg ppm. Sa to warto$ci zmienne, zalezne
od natezenia emisji; liczby podajg rzad wielkosci. Odczyn pyltu jest al-
kaliczny, wynosi okolo 10,0.

Do badania zmiany toksycznosci pytu zostal wybrany szczep Myco-

1 Praca wykonana w ramach umowy MR.I1.17.5.4.1.
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bacterium 5a, wyizolowany z gleby zapylonej przez huté. Szczep ten
obnizal odczyn pozywki hodowlanej do 5,5—6,0, a wiec zgodnie z zalo-
zeniem o wplywie odczynu na rozpuszczalno$¢ zwiazkéw metali mog!t
powodowa¢ wzrost toksycznosci pytu [3].

TFrakcje metabolitow o odczynie kwasnym wydzielano z kultury bak-
terii namnozonej w pozywce mineralnej o skladzie: 10,0 g glukozy, 2,0 g
KNO;, 0,5 g KH,PO,, 0,5 g K.HPO,, 0,5 g NaCl, slad FeSO,. Po oddzie-
leniu komoérek przez wirowanie zageszczano supernatant, a nastepnie
rozdzielano na kationicie IR-120 i anionicie IRA-400. Kwasy oddzielano
od peptydow, cukréow i pozostalych substancji przez wymywanie z anio-
nitu 4-procentowym NH;CO;. Uzyskane w ten sposéb sole kwaséw prze-
puszczano ponownie przez kationit w celu uzyskania czystych kwasow.
Rozdzielano je nastepnie na bibule Whatman 3 w ukladzie etanol: amo-
niak: woda, w stosunku 40 :2:8, dwukrotnie po 24 godziny. Chromato-
gram wywolywano 0,04-procentowym roztworem zieleni bromkrezolo-
wej w 95-procentowym etanolu, ftalanu aniliny oraz l-procentowym
zelazocyjanku potasu z FeCl; [10]. Nastepujace kwasy zostaly uzyte jako
standardy: octowy, cytrynowy, szczawiowy, winowy, alfa-ketoglutaro-
wy, bursztynowy, jablkowy, mastowy, glukoronowy, syryngowy, wanili-
nowy, benzoesowy, glutaminowy i asparaginowy.

W plynie pohodowlanym oznaczano réwniez ilo$¢ magnezu rozpusz-
czalnego, co wskazywalo na efekt obnizenia odczynu podioza przez bak-
terie.

Zmiane aktywnosci pylu pod wplywem bakterii okreslano w jej kul-
turze plynnej, inkubowanej w obecnosci 1, 3, 5, 7, 10 g pytu na litr po-
zywki. Po uplywie 3, 5, 7 dni inkubacji sprawdzano inokulum szczepu
grzyba z rodzaju Penicillium. Szczep ten zostal wybrany jako testowy
dzieki swojej wrazliwosci na metale ciezkie w podiozu [3]. Na podsta-
wie intensywnosci jego wzrostu i ciezaru suchej masy grzybni wniosko-
wano o aktywnosci metali w kulturze bakterii.

Zaobserwowano, ze pod wpltywem kultury bakterii pyt zmieniat struk-
ture, ktéra z drobno pylistej stawala sie klaczkowata. Zakladano, ze zja-
wisko to zalezy od ilosci, wieku komoérek i czasu kontaktu z pylem. Po
stwierdzeniu, ze najwyrazniejsze skiaczenie wystepuje w obecnosci ko-
moérek mtlodych, tylko takie kultury uzywano w dalszych do$wiadcze-
niach.

Do pozywki plynnej o skladzie jak wyzej i zawierajacej 7 g na litr
pylu dodawano zawiesine bakterii w ilosci: 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0,
10 ml na 50 ml pozywki, co odpowiadalo okolo 0,14, 0,28, 0,50, 0,85, 1,10,
1,42, 2,80 mg suchej masy komorek. Zjawisko sklaczania wystepowalo
prawie natychmiast. Dla okreslenia zmian w toksycznosci pylu stosowa-
no stale testowy szczep Penicillium.

Zjawisko sklaczania pytu przez kulture bakterii obserwowano tylko
w obecnosci fosforandéw znajdujgcych sie w pozywece; po ich usunieciu
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nie zachodzila zmiana struktury pylu. Poniewaz sugerowalo to udzial
fosforandw w tym zjawisku, oznaczano ich ilo$¢ w plynie pohodowla-
nym i w osadzie oddzielonym z kultury przez sedymentacje. Uzyto do
tego celu metody z zastosowaniem chlorku cynawego [13].

Prébe zmiany aktywnosci pytu przez kulture szczepu Mycobacterium
5a przeprowadzono réwniez w glebie, w do$wiadczeniu mikrowazono-
wym. W tym celu do gleby sterylnej w ilosci 150 g (mada Srodnia) do-
dawsano: pyt w dawkach 5,0; 7,0; 10,0 g, ponadto po 1 g KH,PO, i K,HPO,,
25 ml zawiesiny kultury szczepu Mycobacterium 5a o pH 5,0 i zmetnie-
niu 9,58, co odpowiadalo okolo 14,7 mg suchej masy komoérek. Do gle-
by dodawano jednoczesnie zawiesine grzybni szczepu testowego Peni-
cillium. Kontrole stanowila gleba bez dodatku pylu i zainfekowana tyl-
ko przez szczep Penicillium. Po dziesieciu i trzydziestu dniach inkubacji
oznaczano wzrost grzybni. Glebe z rozcienczenia 107% i 10~% wysiewano
na pozywke stalg Martina [9], na ktérej liczono kolonie grzyba.

WYNIKI

Oproécz zmian chemicznych i zwigzanej z nimi przyswajalno$ci me-
tali z pylu, mogg drobnoustroje wplywaé na jego aktywnosé¢ przez od-
dzialywanie na strukture; bardzo istotne bowiem znaczenie ma mozli-
woséé sorpeji i kumulowania pylu na powierzchni komoérek. Wskutek te-
go ohniza sie toksycznos$¢ pylu; taki efekt uzyskano ze szczepem Myco-
bacterium 5a.

Zaobserwowano, ze po polgczeniu kultury bakterii z pylem zmienial
on swojg strukture z pylistej na klaczkowatg (ryc. 1). Zjawisko to za-
chodzilo jednak tylko w obecno$ci fosforandéw w podiozu. Mechanizm
tego zjawiska przedstawia sie prawdopodobnie nastepujgco: kwasny fo-
sforan z pozywki tworzy trudno rozpuszczalne sole z metalami z pyltu
i w tej postaci jest on sorbowany przez komérki bakterii. Dzigki temu
zawarto$¢ fosforu zmniejszata sie w supernatancie, natomiast zwieksza-
ta si= w osadzie, ktéry skladal sie z masy komérek bakterii i zwigza-
nego z nimi pylu. Poziom fosforu w osadzie wzrastal przy podnoszeniu
dawki pylu (ryc. 2). Pomiedzy liczbg komoérek bakterii a iloscig fosforu
istniala wiec prosta zaleznosé¢, co potwierdzilo zalozenie o sorpcji pytu
skompleksowanego z fosforanami.

Przy zmianie struktury pylu zmienialy sie tez jego wlasciwosci: tra-
cil on zdolno$¢ przywierania do szkla, ktéra zaznaczyla sie bardzo silnie
w kontroli oraz w przypadku inkubowania z bakteriami, ktére nie po-
wodowaly zjawiska sklaczania pylu. Réwnoczesnie ze zmiang struktury
pylu spadala jego toksyczno$¢ mierzona testem biologicznym Penicillium
(ryc. 3). Stopien sklaczania zalezal od liczby komoérek bakterii; zaczy-
najgc od 1,0 ml zawiesiny, zawierajgcej komorki w ilosci odpowiada-
jacej okolo 0,28 mg suchej masy, zachodzila wyrazna zmiana struktury
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Ryc. 1. Oddziatywanie szczepu Mycobacterium 5a na strukture pytu w pozywce
ptynnej

1 — kontrola — zawiesina pytu w pozywce bez komérek bakteryjnych, 2 — zawiesina pytu
w pozywce ptynnej po dodaniu kultury bakterii

Fig. 1. Effect of Mycobacterium 5a strain on the dust structure in the liquid
medium

1 — dust suspension in the medium without bacterial cells, 2 — dust suspension in the
medium after introduction of bacterial culture

pytu w ilosci 7 g na litr pozywki. Stwierdzono zaleznos$¢ tego zjawiska
od wieku kultury bakterii, ktére najwyrazniej wystgpito po trzech dniach
inkubacji, a po siedmiu kltaczki zaczynaty sie rozpadacé¢ (ryc. 4). 3-dnio-
wa kultura bakterii, inkubowana bez pytu i dodawana do pozywki z py-
tem, réwniez zmieniata jego strukture po kilku minutach kontaktu.
Najwyrazniejszy efekt dawata cata kultura, natomiast same komoérki
dziataty stabiej. Ptyn pohodowlany réwniez wykazywat tendencje do
tworzenia ktaczkéw, ale w mniejszej ilosci i mato trwatych.

Szczep Mycobacterium 5a zakwaszat srodowisko i zwiekszat rozpusz-
czalno$¢ metali mierzong ilosciag rozpuszczalnego magnezu. llo$¢ ta wzra-
stata w czasie inkubacji bakterii (ryc. 5), ale nie miato to ujemnego
wptywu na wzrost grzyba Pénicillium. Przyczyng byt prawdopodobnie
fakt, ze substancje o charakterze kwasnym, produkowane przez szczep
bakterii, nie byty zwigzkami pokarmowymi pobieranymi przez komor-
ki grzyba, nie chelatowaly z metalami i nie przenikaty do komoérek grzy-
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Ryc. 4. Wplyw szczepu Mycobacterium 5a na toksyczno$é pylu zaleznie od wioku
komoérki

I — bezposrednio po wprowadzeniu inokulum, II — po trzech dniach inkubacji. III — po
siedmiu dniach inkubacji

Fig. 4. Effect of Mycobacterium 5a on the dust toxicity depending on its incubution
time

I — after introduction of the inoculum, II — after 3 days of incubsation, III — after 7 days
of incuhation

ba Penicillium [4]. Nie udalo sie jednak oznaczy¢ metabolitow o cd-
czynie kwasnym produkowanym przez Mycobacterium 5a.

Wynik préby obnizenia toksycznosci pylu przez szczep Mycobacte-
rium 5a w glebie byl podobny jak w pozywce plynnej, tzn. spadala jego
toksycznosé dla testowego grzyba (ryc. 6). Zjawisko to bylo wyrazniej-
sze po dziesieciu dniach inkubacji niz po uplywie trzydziestu dni; po
tym okresie zanikanie toksycznosci obnizylo sie i bylo widoczne tyliko
przy najwyzszej dawce pylu (ryc. 7). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze uzy-
wano gleby sterylizowanej, o obnizonej biologicznej konkurencyjrosci
w stosunku do inkubowanej w niej kulturze Mycobacterium 5a.

Podsumowujge wyniki stwierdzono co nastepuje:

— Szczep bakterii Mycobacterium 5a zakwaszal srodowisko hodowla-
ne i zwiekszal rozpuszczalnos¢ metali zawartych w pyle; nie przyczy-
nilo sie to jednak do zwigkszenia ich toksycznosci dla testowego szcze-
pu Penicillium, ponicwaz kwasne metabolity bakteryjne nie stanowily
zrédia pokarmu dla jego komorek i nie powodowaly niespecyficznego
pobierania metali.



Obnizenie toksycznosci pytu przez gleby 47

Dawki pytu, g/I —Dust doses, g/I

Pozywka z pytem
Nutrient medium with dust
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Lj Mycobacterium 5a culture in the nutrient medium with dusi
Ryc. 5. Wptyw szczepu Mycobacterium 5a na toksycznos$¢ pytu w pozywce pilynnej;
kontrole bezwzgledng stanowit wzrost grzybni w pozywce (100°/0)

Fig. 5. Effect of Mycobacterium 5a on the dust toxicity in the liquid medium;
as control (100%) was used the growth of the mycelium in the medium

Ryc. 6. Wptyw pytlu na wzrost szczepu testowego Pénicillium w glebie
K — gleba -- Pénicillium, 5a — gleba i Mycobacterium £ Pénicillium, 10y — gleba

10 g py-
tu # Pénicillium, HO4 5a — gleba + 10 g pytu Mycobacterium - Pénicillium
Fig. 6. Effect of the dust on the growth of Pénicillium strain in the soil
K — soil -r Pénicillium, 5a — soil -r Mycobacterium bPénicillium, tOg — soil f 10 g of the

dust  Pénicillium, 10 m5a — soil 10 g of the dust Mycobacterium F Pénicillium
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Ryc. 7. Wplyw szczepu My-
cobacterium 5a na toksycze
nos$é pylu w glebie; kontrole
bezwzgledng stanowil wzrost
grzybni w glebie
Fig. 7. Effect of Mycobacte-
rium 5a on the dust toxicity
in the soil; as control (100%)
was used the growth of the
mycelium in the soil

— Zmiana struktury fizycznej pylu dzieki skompleksowaniu z fosfo-
ranami i sorpcji na komoérkach bakteryjnych przyczynila sie do unie-
ruchomienia pylu i stanowila czynnik obnizajacy jego toksycznosé.
Stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy liczbg komérek i iloscig pylu, ktéra

mogta by¢ zaadsorbowana na ich powierzchni.

— Zjawisko zmiany struktury pylu bylo zwigzane z wiekiem komé-
rek bakterii; zdolno$¢ te wykazywaly komérki mtode.

— W warunkach glebowych opisane zjawisko przebiega podobnie,
komorki bakterii zachowaly zdolno$¢ do redukowania toksycznosci pyhu.

*

Diagnostyka uZytego szczepu bakterii zostala przeprowadzona przez
doc. dr hab. Zofie Krezek, za co autorki sktadaja podziekowanie.
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H. BAJIMUKA, T. BEHIKUH, 2. TEMXEPT

CHMXXEHUE TOKCUYHOCTHU ITPOMbI HIJIEHHBIX NBUIENA
ITOJ, BJIUSIHMEM ITOYBEHHbIX BAKTEPUM

Kadenpa arpomukpobuonorun CembCkOX03AiCTBEH HOH akaJeMHH
BO Bpounase

Pe3ome

PaccmaTpuBaeIcs cmocOGHOCTb MOYBEHHbIX OAKTEPHl CHUXKATH TOKCHYHOCTH HPOMBILIIEH=
nblnel comepxkawux GOoMblKe KONMMYECTBA TAXKENBIX METAIOB, a TAKXE MEXAHH3M 3TOro

sBjIeHUA. Tako# CHOCOOHOCTbIO OTNMYAETCA WTaMM Mycobacterium 5a, KOTOpPbIM H30JMPOBAIA

4
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W3 3arpa3HEHHON YKa3aHHBIMH ObIIAMY 1nouBbl. CHHXKEHHE TOKCHYHOCTH Mbliei B MUTATET5HOH
Cpede ¥ B NOYBE ONpeaesiii Ha OCHOBAaHUM MHTEHCHBHOCTH pocta wtamMma Penicillium ¢ Bbicokoit
BOCIIPHAMYABOCTLIO K MeTasuiaM. llitamm Mycobacterium Sa cuuxan pH nousst no 5,5-6,0, 8 caa-
34 C YeM OOBBIIIAJIACh PACTBOPHUMOCTD TSHKENBIX METaNINOB, TOKCHYHOCTh KOTOPBIX NPH 3TOM He
NOBbIMAach. [1pMuMHa 3TOro 3akKi1iovyajach B TOM, YTO KHCINIble OakTepuiiHble MeTa0OnHTHI HE
YCBaMBaJIMCh KIETKaMM Ipuba ¥ TakuM 0Opa3oM He BBOAMIHM B HUX METAJIJIOB, HaXe B Clly4Yae UX
KOMILJIEKCOBAHH .

Bakrtepuifuble KyaAbTypbl Mycobacterium 5a W3MEHSIM NBUIEBATYIO CTPYKTYPY Ha XAOoUbe-
BHIHYI0. DTO fABJIEHHE BaOIONanoch TONBKO Ipu Haimguu docpatos B cpene. Kommuexke doc-
daros ¢ MerautamMu abcopOupoBaics KileTkaMH GaKTepHi, BCNEICTBHE Yero CHUKAJIACh TOXKCHY-
HOCTb Nblned. Monoxapie GaxTepuifHbie KyabTyphl (3-maeBHble) ObuiM Gosee 3GEKTHBHBIMY, 9eM
crapiude (7-10-aHeBHBIC), @ YHCIO KJIETOK MOKA3bIBaJI0 CBA3b C KOJIWYECTBOM MBIIEH.

IItamm Mycobacterium 5a ynepXuBall CBOXO CIIOCOOHOCTD CHHXATb TOKCHYHOCTb IbIneit
B YCIOBHSX INOYBEHHOH cCpensl.

H. BALICKA, T. WEGRZYN, E. TEICHERT

REDUCTION OF TOXICITY OF INDUSTRIAL DUSTS UNDER THE SOIL
BACTERIA EFFECT

Department of Agricultural Microbiology, Agricultural University of Wroctaw

Summary

The ability of soil bacteria to reduce the toxicity of industrial dusts con-
taining great amounts of heavy metals, is presented and analyzed in the paper.
It was Mycobacterium 5a strain isolated from soil contaminated with indusirial
dusts, which distinguished itself with such an ability. The toxicity reduction of
dusts in the nutrient medium and soil was determined on the basis of the growth
intensity of a Pemicillium strain highly susceptible to metals. The Mycobacterim
5a strain lowered the pH value of soil to 5.5—6.0 and thus increased the solubility
of heavy metals without any increase of their toxicity. This was caused prchably
by the fact that acid metabolites of bacteria were not taken up by the furigus
cells and thus did not introduce the metals with them, even in case of their
complexation.

Bacterial cultures of Mycobacterium 5a strain changed the dusty structure
into flaky one. This phenomenon was observed only at the presence of phosnh
in the medium. The complex of phosphates with metals was absorbed h: the
bacterial cells, in consequence of which the toxicity of dusts decreased. The ycung
(3-day) cultures appeared to be more effective than older (7—10-day) ones, while
the number of cells was related to the amount of dusts.

The Mycobacterium 5a strain maintained its ability to reduce the toxicity of
industrial dusts under soil medium conditions.
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