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W STĘP

Drobnoustroje są zdolne do transformowania i zmiany aktywności m e­
tali ciężkich obecnych w emisjach przemysłowych. Metabolity drobno­
ustrojowe wydzielane pozakomórkowo wpływają pośrednio i bezpośred­
nio na ruchliwość związków metali w glebie. Funkcje życiowe drobno­
ustrojów są związane ze zmianą odczynu i potencjału oksydoredukcyj- 
nego środowiska, co jest bardzo istotne dla połączeń metali, ich warto­
ściowości i aktywności biologicznej [1, 2, 5, 6 , 11, 12].

Metabolity drobnoustrojowe mogą być również powodem wielu in­
nych zjawisk związanych bezpośrednio z oddziaływaniem na związki 
metali, jak: precypitacja, kompleksowanie, interakcja jonowa, wiązanie 
z materią organiczną [6]. W ażnym  elementem dla ruchliwości metali 
jest zjawisko sorpcji o charakterze chemicznym i biologicznym, co pro­
wadzi najczęściej do okresowego unieruchomienia metali [7, 8].

Tematem niniejszej pracy było sprawdzenie możliwości obniżania 
toksyczności pyłu przemysłowego o dużej zawartości metali ciężkich 
przez wybraną bakterię glebową oraz analiza mechanizmu tego zjawiska.

M A TE R IA Ł I M E T O D Y K A

Źródłem  metali był pył emitowany przez hutę żelazo-chromu, zawie­
rający duże ilości metali ciężkich: 12,0 Cu, 130,0 Ni, 150,0 Pb, 8100 Fe, 
9100 Mn, 25 000 Cr, 50 000 M g ppm. Są to wartości zmienne, zależne 
od natężenia emisji; liczby podają rząd wielkości. Odczyn pyłu jest al­
kaliczny, wynosi około 10 ,0 .

Do badania zmiany toksyczności pyłu został wybrany szczep M yco-

1 Praca wykonana w ramach umowy MR.II.17.5.4.1.
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bacterium  5a, wyizolowany z gleby zapylonej przez hutę. Szczep ten 
obniżał odczyn pożywki hodowlanej do 5,5— 6,0, a więc zgodnie z zało­
żeniem o wpływie odczynu na rozpuszczalność związków metali mógł 
powodować wzrost toksyczności pyłu [3].

Frakcję metabolitów o odczynie kwaśnym wydzielano z kultury bak­
terii namnożonej w pożywce mineralnej o składzie: 10,0 g glukozy, 2,0 g  
K N 0 3, 0,5 g K H 2PO 4, 0,5 g К 2Н Р 0 4, 0,5 g NaCl, ślad F e S 0 4. Po oddzie­
leniu komórek przez wirowanie zagęszczano supernatant, a następnie 
rozdzielano na kationicie IR-120 i amonicie IR A -400. K w asy oddzielano 
od peptydów, cukrów i pozostałych substancji przez wymywanie z amo­
nitu 4-procentowym  N H 4CO3. Uzyskane w  ten sposób sole kwasów prze­
puszczano ponownie przez kationit w celu uzyskania czystych kwasów. 
Rozdzielano je następnie na bibule W hatm an 3 w układzie etanol: amo­
niak: woda, w stosunku 40 : 2 : 8 , dwukrotnie po 24 godziny. Chromato­
gram wywoływano 0,04-procentowym roztworem zieleni bromkrezolo- 
wej w 95-procentowym etanolu, ftalanu aniliny oraz 1-procentowym  
żelazocyjanku potasu z FeCl3 [10]. Następujące kwasy zostały użyte jako 
standardy: octowy, cytrynowy, szczawiowy, winowy, alfa-ketoglutaro- 
w y, bursztynowy, jabłkowy, m asłowy, glukoronowy, syryngowy, wanili- 
nowy, benzoesowy, glutaminowy i asparaginowy.

W  płynie pohodowlanym oznaczano również ilość magnezu rozpusz­
czalnego, co wskazywało na efekt obniżenia odczynu podłoża przez bak­
terie.

Zmianę aktywności pyłu pod wpływ em  bakterii określano w jej kul­
turze płynnej, inkubowanej w obecności 1, 3, 5, 7, 10 g pyłu na litr po­
żywki. Po upływie 3, 5, 7 dni inkubacji sprawdzano inokulum szczepu 
grzyba z rodzaju Pénicillium. Szczep ten został wybrany jako testowy 
dzięki swojej wrażliwości na metale ciężkie w podłożu [3]. Na podsta­
wie intensywności jego wzrostu i ciężaru suchej masy grzybni wniosko­
wano o aktywności metali w kulturze bakterii.

Zaobserwowano, że pod wpływem  kultury bakterii pył zmieniał struk­
turę, która z drobno pylistej stawała się kłaczkowata. Zakładano, że zja­
wisko to zależy od ilości, wieku komórek i czasu kontaktu z pyłem. Po 
stwierdzeniu, że najwyraźniejsze skłaczenie występuje w obecności ko­
mórek młodych, tylko takie kultury używano w dalszych doświadcze­
niach.

Do pożywki płynnej o składzie jak wyżej i zawierającej 7 g na litr 
pyłu dodawano zawiesinę bakterii w ilości: 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 
10 ml na 50 ml pożywki, co odpowiadało około 0,14, 0,28, 0,50, 0,85, 1,10, 
1,42, 2,80 mg suchej masy komórek. Zjawisko skłaczania występowało 
prawie natychmiast. Dla określenia zmian w toksyczności pyłu stosowa­
no stale testowy szczep Pénicillium.

Zjawisko skłaczania pyłu przez kulturę bakterii obserwowano tylko 
w obecności fosforanów znajdujących się w pożywce; po ich usunięciu
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nie zachodziła zmiana struktury pyłu. Ponieważ sugerowało to udział 
fosforanów w  tym  zjawisku, oznaczano ich ilość w  płynie pohodowla- 
nym  i w osadzie oddzielonym z kultury przez sedymentację. Użyto do 
tego celu metody z zastosowaniem chlorku cynawego [13].

Próbę zmiany aktywności pyłu przez kulturę szczepu M ycobacterium  
5a przeprowadzono również w glebie, w  doświadczeniu mikrowazono- 
w ym . W  tym  celu do gleby sterylnej w ilości 150 g (mada środnia) do­
dawano: pył w  dawkach 5,0; 7,0; 10,0 g, ponadto po 1 g K H 2P 0 4 i K 2H P 0 4, 
25 ml zawiesiny kultury szczepu M ycobacterium  5a o pH 5,0 i zmętnie­
niu 0,58, co odpowiadało około 14,7 mg suchej masy komórek. Do gle­
by dodawano jednocześnie zawiesinę grzybni szczepu testowego Péni­
cillium. Kontrolę stanowiła gleba bez dodatku pyłu i zainfekowana ty l­
ko przez szczep Pénicillium . Po dziesięciu i trzydziestu dniach inkubacji 
oznaczano wzrost grzybni. Glebę z rozcieńczenia 10-4  i 10“ 6 wysiewano 
na pożywkę stałą M a r t i n a  [9], na której liczono kolonie grzyba.

W Y N IK I

Oprócz zmian chemicznych i związanej z nimi przyswajalności m e­
tali z pyłu, mogą drobnoustroje wpływać na jego aktywność przez od­
działywanie na strukturę; bardzo istotne bowiem znaczenie ma możli­
wość sorpcji i kumulowania pyłu na powierzchni komórek. W skutek te­
go obniża się toksyczność pyłu; taki efekt uzyskano ze szczepem M yc o ­
bacterium  5a.

Zaobserwowano, że po połączeniu kultury bakterii z pyłem  zmieniał 
on swoją strukturę z pylistej na kłaczkowatą (ryc. 1). Zjawisko to za­
chodziło jednak tylko w obecności fosforanów w podłożu. Mechanizm  
tego zjawiska przedstawia się prawdopodobnie następująco: kwaśny fo­
sforan z pożywki tworzy trudno rozpuszczalne sole z metalami z pyłu  
i w tej postaci jest on sorbowany przez komórki bakterii. Dzięki temu  
zawartość fosforu zmniejszała się w supernatancie, natomiast zwiększa­
ła się w  osadzie, który składał się z masy komórek bakterii i związa­
nego z nimi pyłu. Poziom fosforu w  osadzie wzrastał przy podnoszeniu 
dawki pyłu (ryc. 2). Pomiędzy liczbą komórek bakterii a ilością fosforu  
istniała więc prosta zależność, co potwierdziło założenie o sorpcji pyłu 
skompleksowanego z fosforanami.

Przy zmianie struktury pyłu zmieniały się też jego właściwości: tra­
cił on zdolność przywierania do szkła, która zaznaczyła się bardzo silnie 
w kontroli oraz w  przypadku inkubowania z bakteriami, które nie po­
wodowały zjawiska skłaczania pyłu. Równocześnie ze zmianą struktury 
pyłu spadała jego toksyczność mierzona testem biologicznym Pénicillium  
(ryc. 3). Stopień skłaczania zależał od liczby komórek bakterii; zaczy­
nając od 1,0 ml zawiesiny, Zawierającej komórki w  ilości odpowiada­
jącej około 0,28 mg suchej masy, zachodziła wyraźna zmiana struktury
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Ryc. 1. Oddziaływanie szczepu Mycobacterium  5a na strukturę pyłu w pożywce
płynnej

1 — kontrola — zawiesina pyłu w  pożyw ce bez kom órek bakteryjn ych , 2 — zawiesina pyłu 
w  pożyw ce płynnej po dodaniu kultury bakterii

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

1 — dust suspension in the m edium  w ithout bacterial cells, 2 — dust suspension in the 
m edium  after introduction o f bacterial culture

pyłu w ilości 7 g na litr pożywki. Stwierdzono zależność tego zjawiska 
od wieku kultury bakterii, które najwyraźniej wystąpiło po trzech dniach 
inkubacji, a po siedmiu kłaczki zaczynały się rozpadać (ryc. 4). 3-dnio- 
wa kultura bakterii, inkubowana bez pyłu i dodawana do pożywki z py­
łem, również zmieniała jego strukturę po kilku minutach kontaktu. 
Najwyraźniejszy efekt dawała cała kultura, natomiast same komórki 
działały słabiej. Płyn pohodowlany również wykazywał tendencję do 
tworzenia kłaczków, ale w mniejszej ilości i mało trwałych.

Szczep M ycobacterium  5a zakwaszał środowisko i zwiększał rozpusz­
czalność metali mierzoną ilością rozpuszczalnego magnezu. Ilość ta wzra­
stała w czasie inkubacji bakterii (ryc. 5), ale nie miało to ujemnego  
wpływu na wzrost grzyba Pénicillium. Przyczyną był prawdopodobnie 
fakt, że substancje o charakterze kwaśnym, produkowane przez szczep 
bakterii, nie były związkami pokarmowymi pobieranymi przez komór­
ki grzyba, nie chelatowały z metalami i nie przenikały do komórek grzy-
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Sucha masa komórek Mycobacterium 5at mg 
Dry matter of the Mycobacterium 5a cells, mg

Ryc. 2. Zawartość fosforu w  komórkach bakterii szczepu Mycobacterium  5a 
1 — sucha masa grzybni P én ic illiu m , 2 — fosfor w osadzie, 3 — fosfor w  supernatancie

Fig. 2. Phosphorus content in the culture of Mycobacterium  5a
1 — dry matter of P én ic illiu m  m ycelium , 2 — phosphorus in the sediment, 3 — phosphorus

in the supernatant

Ryc. 3. 

Fig. 3.

D
Dawki pytu, g/ l  — Dust doses, g/t

Pożywka z pyłem 
Nutrient medium with dust

Hultura Mycobacterium 5a w pożywce z pytem 
Mycobacterium 5a culture in the nutrient medium with dust

W pływ  szczepu Mycobacterium  5a na rozpuszczalność Mg
płynnej

Effect of Mycobacterium  5a strain on the solubility of Mg in
with dust

the

pożywce

medium
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Ryc. 4. W pływ  szczepu Mycobacterium  5a na toksyczność pyłu zależnie od wieku
komórki

1 — bezpośrednio po w prow adzeniu inokulum , II — po trzech dniach inkubacji. III — po
siedmiu dniach inkubacji

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

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

ba Pénicillium  [4]. Nie udało się jednak oznaczyć metabolitów o od­
czynie kwaśnym produkowanym przez M ycobacterium  5a.

W ynik próby obniżenia toksyczności pyłu przez szczep M ycobacte­
rium  5a w glebie był podobny jak w pożywce płynnej, tzn. spadała jego 
toksyczność dla testowego grzyba (ryc. 6). Zjawisko to było wyraźniej­
sze po dziesięciu dniach inkubacji niż po upływie trzydziestu dni; po 
tym  okresie zanikanie toksyczności obniżyło się i było widoczne tylko 
przy najwyższej dawce pyłu (ryc. 7). Należy jednak zaznaczyć, że uży­
wano gleby sterylizowanej, o obniżonej biologicznej konkurencyjności 
w stosunku do inkubowanej w niej kulturze M ycobacterium  5a.

Podsumowując wyniki stwierdzono co następuje:
—  Szczep bakterii M ycobacterium  5a zakwaszał środowisko hodowla­

ne i zwiększał rozpuszczalność metali zawartych w pyle; nie przyczy­
niło się to jednak do zwiększenia ich toksyczności dla testowego szcze­
pu Pénicillium , ponieważ kwaśne metabolity bakteryjne nie stanowiły  
źródła pokarmu dla jego komórek i nie powodowały niespecyficznego 
pobierania metali.
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Dawki p y łu , g /l — Dust doses, g / l

□ Pożywka z pyłem  
Nutrient medium with dust

И  Kultura Mycobacterium 5a w pożywce z pyłem  
L j Mycobacterium 5a culture in the nutrient medium with dusi

Ryc. 5. W pływ szczepu Mycobacterium  5a na toksyczność pyłu w pożywce płynnej; 
kontrolę bezwzględną stanowił wzrost grzybni w pożywce (100°/o)

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

Ryc. 6. W pływ  pyłu na wzrost szczepu testowego Pénicillium w  glebie 
К — gleba -i- Pénicillium , 5a — gleba i M ycobacterium  -f- Pénicillium , lOg — gleba i- 10 g py­

łu -f- Pénicillium , Ю -! 5a — gleba + 10 g pyłu M ycobacterium  -i- Pénicillium

Fig. 6. Effect of the dust on the growth of Pénicillium strain in the soil
К — soil -r Pénicillium , 5a — soil -r M ycobacterium  Ь P énicillium , Юд — soil f 10 g of the 

dust Pénicillium , 10 ■ 5a — soil i- 10 g of the dust M ycobacterium  l- Pénicillium
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Ryc. 7. W pływ  szczepu M y -  
cobacterium  5a na toksycz­
ność pyłu w  glebie; kontrolę 
bezwzględną stanowił wzrost 

grzybni w  glebie 
Fig. 7. Effect of M ycobacte­
rium 5a on the dust toxicity 
in the soil; as control (100%) 
was used the growth of the 

mycelium in the soil

Dawki pyłu, д/ l  — Dust doses, g/L
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Dawki pyłu, g /l — Dust doses, g /l

Gleba z pyłem 
Soil with dust

Kultura Mycobacterium 5a w glebie z pyłem  
Mycobacterium 5a culture in the soil with dust

—  Zmiana struktury fizycznej pyłu dzięki skompleksowaniu z fosfo­
ranami i sorpcji na komórkach bakteryjnych przyczyniła się do unie­
ruchomienia pyłu i stanowiła czynnik obniżający jego toksyczność. 
Stwierdzono zależność pomiędzy liczbą komórek i ilością pyłu, która 
mogła być zaadsorbowana na ich powierzchni.

—  Zjawisko zmiany struktury pyłu było związane z wiekiem komó­
rek bakterii; zdolność tę w ykazyw ały komórki młode.

—  W  warunkach glebowych opisane zjawisko przebiega podobnie, 
komórki bakterii zachowały zdolność do redukowania toksyczności pyłu.

*

Diagnostyka użytego szczepu bakterii została przeprowadzona przez 
doc. dr hab. Zofię Krążek, za co autorki składają podziękowanie.
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H. БАЛИЦКА, Т. ВЕНГЖИН, Э. ТЕЙХЕРТ

СНИЖЕНИЕ ТОКСИЧНОСТИ ПРОМЫ ШЛЕННЫХ ПЫЛЕЙ 
ПОД ВЛИЯНИЕМ ПОЧВЕННЫХ БАКТЕРИЙ

Кафедра агромикробиологии Сельскохозяйственной академии 
во Вроцлаве

Резю ме

Рассматривается способность почвенных бактерий снижать токсичность промышлен­
ных пылей содержащих большие количества тяжелых металлов, а также механизм этого 
явления. Такой способностью отличается штамм Mycobacterium 5а, который изолировали
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из загрязненной указанными пылями почвы. Снижение токсичности пылей в питательной 
среде и в почве определяли на основании интенсивности роста штамма Pénicillium с высокой 
восприимчивостью к металлам. Штамм Mycobacterium 5а снижал pH почвы до 5,5-6,0, в свя­
зи с чем повышалась растворимость тяжелых металлов, токсичность которых при этом не 
повышалась. Причина этого заключалась в том, что кислые бактерийные метаболиты не 
усваивались клетками гриба и таким образом не вводили в них металлов, даже в случае их 
комплексования.

Бактерийные культуры Mycobacterium 5а изменяли пылеватую структуру на хлопье­
видную. Это явление наблюдалось только при наличии фосфатов в среде. Комплекс фос­
фатов с металлами абсорбировался клетками бактерий, вследствие чего снижалась токсич­
ность пылей. Молодые бактерийные культуры (3-даевные) были более эффективными, чем 
старшие (7-10-дневные), а число клеток показывало связь с количеством пылей.

Штамм Mycobacterium 5а удерживал свою способность снижать токсичность пылей 
в условиях почвенной среды.
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REDUCTION OF T O X IC IT Y  OF IN DU STR IAL DUSTS UNDER THE SOIL
B AC TER IA EFFECT

Department of Agricultural Microbiology, Agricultural University of Wrocław

S u m m a r y

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 psper. 
It was Mycobacterium  5a strain isolated from soil contaminated with industrial 
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 Pénicillium strain highly susceptible to metals. The Mycobacterium  
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 p r o b a b ly  
by the fact that acid metabolites of bacteria were not taken up by the fungus 
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 phosphates 
in the medium. The complex of phosphates with metals was absorbed by the 
bacterial cells, in consequence of which the toxicity of dusts decreased. The young 
(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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