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Streszczenie

Ciggly rozwdj cywilizacyjny, obok niewgtpliwych korzyéci zwigzanych zwytwarzaniem
uzytecznych produktow, generuje takze duze ilosci odpaddéw, ktérych zagospodarowanie stanowi
jedna z podstaw gospodarki cyrkularnej. Rozwigzaniem problemu zanieczyszczenia $rodowiska jak
rowniez gospodarki odpadami moze by¢ wykorzystanie sprawnych biologicznych narzedzi, takich jak
mikroorganizmy. Analiza danych literaturowych dotyczacych poszukiwania nowych drobnoustrojéw
mogacych stanowi¢ Zrédto innowacyjnych zwigzkdw biologicznie aktywnych jak réwniez skuteczne
narzgdzie w walce zzanieczyszczeniem $rodowiska stata sie inspiracjy do podjecia badari nad
szczegOlng grupg drobnoustrojéw — mikroorganizmami endofitycznymi.

Przedmiotem badan byto opracowanie biosyntezy zwiazkéw powierzchniowo czynnych
przez bakterie endofityczne (wyizolowane z rosliny Chelidonium majus L.) na surowcach odpadowych
i potproduktach przemystu rolno-spozywczego; charakterystyka budowy i wtasciwoéci pozyskanych
biosurfaktantow; ich zastosowanie jako zwigzkéw promujacych wzrost roélin oraz czynnikéw
wspomagajacych mikrobiologiczng degradacje zwigzkéw weglowodorowych.

W ramach niniejszej pracy opracowano warunki powierzchniowej sterylizacji materiatu
roslinnego, niezbednej do przeprowadzenia izolacji mikroorganizméw endofitycznych (czas sterylizacji
oraz stezenie dezynfektanta). Wyizolowano szesnascie szczepéw mikroorganizméw endofitycznych
(10 szczepow bakterii i 6 szczepoéw grzybéw). Izolaty poddano skriningowi pod katem zdolnoéci do
produkcji zwigzkdw powierzchniowo czynnych oraz wysokiej aktywnosci degradacyjnej, w wyniku
ktdrej wytypowano dwa szczepy bakteryjne (2A i EN18) spetniajgce powyzsze warunki.

Istotnym byto okreslenie przynaleznosci taksonomicznej wybranych izolatéw, ktéra wykonana
zostata na podstawie identyfikacji podjednostek 16S rRNA. Na podstawie uzyskanych wynikdw
przeprowadzonej analizy okreélono przynaleznos¢ gatunkowg szczepéw 2A i EN18 do grupy bakterii
Bacillus pumilus oraz Bacillus cereus (z uwagi na potencjalng patogenno$¢, prace nad szczepem EN18
zaniechano).

Jednym z  najwaziniejszych i jednoczesnie  najtrudniejszych  etapéw  procesu
biotechnologicznego jest okreslenie optymalnych warunkdw biosyntezy. Realizujgc cele niniejszej
pracy, wykorzystujgc analize statystyczng (metoda Taguchi) okreslono warunki (substrat, temperature,
pH, stezenie inokulum) biosyntezy biosurfaktanta przez endofityczny szczep Bacillus pumilus 2A. Na
podstawie wynikow przeprowadzonych analiz okreslono optymalne procesu: zrédio wegla - mtéto
browarniane, 7rédfo azotu — azotan amonu, temperatura 30°C, pH 7, stezenie inokulum 5%.
Opracowane warunki biosyntezy pozwolity na przeprowadzenie procesu w skali éwieré-technicznej

w fermentorze Infors Techfors (30 litréw), z wydajnoscia 8,68 g/I zwigzku powierzchniowo czynnego.



Okreélono réwniez skiad oraz wiadciwosci biosurfaktanta produkowanego przez szczep 2A.
Wykonane analizy biochemiczne, spektrometryczne oraz chromatograficzne wykazaly, ze jest to
glikolipid sktadajacy sig z kwasow heksadekanowego oraz oktadekanowego, a takze zawierajgcy reszte
kwasu 9,12-oktadekadienowego. Czesci hydrofilowe zawieraly w swoim sktadzie reszty D glukozy, D-
ksylozy oraz D-arabinozy.

W ramach pracy przeprowadzono analizy wiasciwosci uzyskanego biosurfaktanta,
niewatpliwie wplywajacego na jego potencjalne zastosowanie. Otrzymany glikolipid charakteryzowat
sie dobrymi wtasciwosciami rozpraszajacymi zwigzki hydrofobowe, wysoka termostabilnoscia, tworzyt
stabilne emulsje. Ustalono réwniez, ze stezenie 1 mg/ml glikolipidu skutkuje inhibicja adhezji bakterii
gram dodatnich i gram ujemnych do powierzchni ceramicznych odpowiednio w 67 i 78%, oraz stezenie
2,5 mg/ml redukuje adhezje tych bakterii srednio o 50% w przypadku powierzchni polistyrenowej.
Wiaéciwosci te moga predysponowac otrzymany glikolipid do aplikacji w réznych gateziach przemystu
spozywczego do ochrony powierzchni przed patogenami.

Novum w przeprowadzonych badaniach byto wykazanie wptywu endofitycznego glikolipidu na
wzrost roélin jadalnych. Wykazano, ie 0,2% stezenie tego zwigzku skutkuje czterokrotnym
zwiekszeniem wzrostu fasoli i rzodkiewki, oraz dwukrotnym zwiekszeniem wzrostu buraka
¢wiklowego, predysponujac otrzymany glikolipid do aplikacji w rolnictwie. Wyniki analiz
przeprowadzonych na glebie zanieczyszczonej weglowodorami wykazaly, ze dodatek glikolipidu
skutkowat réwniez znaczaca poprawa wzrostu roslin wskaznikowych, niezwykle wrazliwych na
skazenie, $rednio czterokrotnie.

W ramach pracy zbadano réwniez wplyw otrzymanego zwigzku powierzchniowo czynnego na
mikrobiologiczng degradacje weglowodordéw. Biosurfaktant wprowadzano do gleby zanieczyszczonej
réznymi weglowodorami w stezeniu 10 mg/ml (ON, POS, SMAR, KREOZOT) w celu wspomagania ich
biodegradacji z wykorzystaniem szczepu 2A, dzigki czemu efektywnosé¢ procesu wzrosta 0 56% w
przypadku ON, trzykrotnie w przypadku POS, dwukrotnie w przypadku SMAR, trzykrotnie w przypadku
KREOZOT. Réwniez ubytek weglowodoréw aromatycznych w probach zasilanych otrzymanym
zwigzkiem powierzchniowo czynnym byt wyiszy Srednio o 60% dla ON, dwukrotnie wyzszy dla POS,
35% dla SMAR oraz 60% dla KREOZOT.

W procesach mikrobiologicznego oczyszczania srodowiska niezwykle istotna jest aktywnosc
metaboliczna drobnoustrojéw w  zanieczyszczonym $rodowisku. Na podstawie analiz zmian
parametrow biochemicznych wykazano znaczgca poprawg aktywnosci metabolicznej drobnoustrojow
w prébach wspomaganych endofitycznym glikolipidem oraz redukcje toksycznosci $rodowiska
glebowego (aktywno$é¢ katalazy Srednio na poziomie 350 pmol H,0,/g'min dla ON i POS, 278 pmol
H,0,/g-min dla SMAR i 82 pmol H,0,/g-min dla KREOZOT). W prébach niewspomaganych dodatkiem

glikolipidu aktywnos¢ katalazy byta 1,5 razy wyzsza.



Sam szczep Bacillus pumilus 2A, dzieki wysokiej aktywnosci degradacyijnej, zostat uzyty jako
biopreparat podczas oczyszczania gruntu zanieczyszczonego olejem kreozotowym in situ na terenie
Nasycalni Podktadéw S.A. w KoZminie Wielkopolskim w ramach projektu POIR.04.01.02-00-0057/17-
00 —,Nowoczesna technologia bioremediacji gruntéw zanieczyszczonych olejem kreozotowym na
terenie Nasycalni Podktadéw Spétka Akcyjna w Kozminie Wielkopolskim”.

W ramach pracy poréwnano réwniez wptyw syntetycznego surfaktanta (SDS) i biosurfaktanta
produkowanego przez szczep 2A na aktywno$¢ metaboliczna drobnoustrojéw, efektywnoéé¢ degradacji
oraz redukcjg toksycznosci (objawiajacg sie w intensyfikacji wzrostu roélin wskaznikowych). W
przypadku dodatku syntetycznego surfaktanta nie zaobserwowano zmian badanych parametréw,
natomiast potwierdzono pozytywny wptyw dodatku glikolipidu do préb skutkujgcy wyzszg aktywnoscia
metaboliczng, redukcjg stezenia zanieczyszczenia (w tym WWA) oraz spadkiem toksycznosci.
Uzyskany w ramach pracy endofityczny biosurfaktant moze mie¢ szerokie zastosowanie zaréwno w
rolnictwie do wspomagania wzrostu roélin, redukujac przy tym zastosowanie chemicznych nawozdéw,
w przemysle spozywczym do ochrony powierzchni przed bakteriami, jak i w ochronie érodowiska do
degradacji weglowodoréw i jednoczesnie rekultywacji gleby w celu jej ponownego zagospodarowania.
Dodatkowo mozliwos¢ produkcji glikolipidu na odpadach przemystu browarniczego pozwala
zagospodarowac odpad po produkcji piwa, co wpisuje technologie w ramy gospodarki obiegu

zamknietego.



