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WPLYW WIELOSCIENNYCH NANORUREK WEGLOWYCH
NA WZROST I PRODUKCJE BIOSURFAKTANTOW
BAKTERII Z RODZAJU BACILLUS

Celem badan byla ocena wzrostu oraz zdolnosci do produkcji biosurfaktantdéw 3 szczepow
bakterii z rodzaju Bacillus hodowanych w obecnosci wielosciennych nanorurek weglowych.
W wyniku badan stwierdzono, ze bakterie te bardzo dobrze rosty w obecnosci nanorurek weglowych
oraz produkowatly biosurfaktanty. Wytworzone przez bakterie biosurfaktanty powodowaly dyspersje
nanorurek weglowych w hodowlach ptynnych. Wieloscienne nanorurki weglowe nie wplywaty na
morfologi¢ i wzrost bakterii, stymulowaly jednak tworzenie przetrwalnikow. Badania obejmowaly
réwniez oceng wiasciwosci produkowanych biosurfaktantow przez bakterie rosnace w obecnosci
nanorurek weglowych, tj. pomiaréw napigcia powierzchniowego, zdolnosci emulgujacych
i pienigcych. Nie stwierdzono wplywu badanych nanorurek weglowych na wlasciwosci
powierzchniowe biosurfaktantow produkowanych przez te bakterie. Biosurfaktanty te obnizaty
napigcie powierzchniowe, posiadaly zdolnoéci emulgujace w stosunku do wybranych
substancji/mieszanin hydrofobowych oraz zdolnosci pienigce porownywalne z kontrola.

1. WSTEP

Nanomateriaty, ztozone z czastek o wielkosci mniejszej niz 100 nm i wyjatkowych
wlasciwosciach fizyczno-chemiczne (np. mala gestos¢, duza powierzchnia wiasciwa,
duza gigtko$¢ co sprawia, ze sa wyjatkowo elastyczne i sprezyste, silna i dtugotrwata
emisja polowa) zyskuja w obecnych czasach coraz wigksze znaczenie.
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Obserwuje si¢ ich rozliczne zastosowania w wielu dziedzinach nauki, techniki i zycia
codziennego. Przewiduje sie, ze w wyniku szybkiego wzrostu zapotrzebowania na
nanomateriaty, warto§¢ nowych produktow wytworzonych na ich bazie wzro$nie pod
koniec biezacego dziesigciolecia do kilkunastu miliardow dolarow (w 2007 roku
wartos¢ ta wynosita przeszto 1 mld USD). Niezwykle interesujgcymi materialami sg
nanomateriaty weglowe, do ktoérych zaliczamy: fulereny, nanorurki, nanowtokna,
nanopianki, czy cebulki.

Wielu naukowcow przestrzega jednak, ze rozwdj nanotechnologii — mimo
zwigzanych z nig nadziei jako Zrodta tanszych i lepszych materiatdow — nie jest wolny
od ryzyka, zardwno zdrowotnego jak i ekologicznego. Na obecnym etapie badan,
niewiele jest prac oceniajacych oddziatywanie nanomateriatéw na organizmy zywe,
wtym mikroorganizmy. Ws$rdod mikroorganizmoéw, szczegdlne znaczenie maja
bakterie produkujace biosurfaktanty oraz ich ewentualne wykorzystanie w dyspersji
nanomateriatdw. Udowodniono, ze surfaktanty powoduja dyspersj¢ nanomaterialow
[8,11], natomiast rola biosurfaktantow lub mikroorganizméw produkujacych
biosurfaktantéw w tym procesie jest nieznana.

Celem niniejszych badan byla ocena wzrostu i zdolno$ci do produkcji
biosurfaktantow bakterii z rodzaju Bacillus rosnacych w obecnosci wielosciennych
nanorurek weglowych.

2. MATERIALY I METODY

2.1. IZOLACJA 1 IDENTYFIKACJA BAKTERII PRODUKUJACYCH BIOSURFAKTANTY

Szczepy bakteryjne wykorzystane w badaniach izolowano z gruntow
zanieczyszczonych weglowodorami ropopochodnymi z terenu rafinerii Czechowice-
Dziedzice jak opisano przez [2] oraz oceniano ich zdolnosci do produkcji
biosurfaktantow i degradacji weglowodorow alifatycznych i aromatycznych [7].
Wyizolowane szczepy bakterii przechowywano na skosach agarowych (SMA,
bioMerieux) w temperaturze 4°C.

Ekstrakcje DNA bakteryjnego wykonano wg metody opisanej przez [5]. Czystos¢
wyizolowanego DNA sprawdzano na 1% zelu agarozowym. Nastgpnie, oczyszczony
DNA wykorzystano w tancuchowej reakcji polimeryzacji - PCR (ang. polymerase
chain reaction) [9]. W reakcji zastosowano zestaw do amplifikacji firmy Amersham
Biosciences (ang. puReTaq™ Ready-To-Go™). Przeprowadzono 30 cykli
amplifikacji fragmentu 16S rDNA. Warunki amplifikacji: denaturacja — 94°C przez
5 min, reasocjacja — 72°C przez 2 min, elongacja — 61°C przez 1 min. Reakcje
przeprowadzano w aparacie ,,Mastercycles® gradient machine” firmy Eppendorf.
Zastosowano nastgpujace startery: 27f (5-TTCCGGTTGATCCYGCCGGA-3’)
i 1492 universal (5’-ACGGGCGGTGTGTRC-3") [5]. Powielone fragmenty DNA
oczyszczono wykorzystujac zestaw Qiagen-PCR wedlug instrukcji producenta,
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a nastepnie zsekwencjonowano. Otrzymane sekwencje genu 16S rRNA analizowano
wykorzystujac  program CLUSTALW v1.83. Bakterie zidentyfikowano do
gatunku/szczepu na podstawie podobienstwa sekwencji genu 16S rRNA
wykorzystujac baze danych RDP. Charakterystyke morfologiczng i biochemiczna
wybranych  szczep6w  bakterii  wykonano  wedlug tradycyjnych  metod
mikrobiologicznych.

2.2. SYNTEZA WIELOSCIENNYCH NANORUREK WEGLOWYCH

Nanorurki wieloécienne, zsyntezowano termiczng metoda CVD (z ang. Chemical
Vapor Deposition), opisang przez [6]. Ksylen (CgHipo) uzyto jako zrodlo wegla, zas
ferrocen (Fe(CsHs);) zastosowano jako prekursor katalizatora. Proces CVD
prowadzono w poziomym rurowym reaktorze kwarcowym, umieszczonym w piecu
elektrycznym o dwoch strefach grzania, stosujac roztwor ferrocenu w ksylenie (10%
ferrocenu w ksylenie) i argon jako gaz nosny. Roztwor byt wstrzykiwany do reaktora
kwarcowego z szybkoscig 0.1 ml/min. W pierwszej strefie pieca (200°C) roztwor
odparowywal, nastepnie jego pary byly przenoszone przez argon do strefy drugiej
(680°), w ktorej dochodzito do rozktadu par roztworu. W wyniku rozktadu na $cianach
reaktora osadzat si¢ weglowy produkt.

2.3. WZROST BAKTERII Z RODZAJU BACILLUS NA PODLOZU STALYM I PLYNNYM W
OBECNOSCI WIELOSCIENNYCH NANORUREK WEGLOWYCH

Bakterie hodowano na podtozach statych i ptynnych o sktadzie wg [1] z dawkami
nanorurek weglowych w zakresie od 0,001 do 0,01 g. Hodowle bakterii inkubowano
w temperaturze 45°C. W przypadku hodowli statych odczyty wzrostu bakterii robiono
po 24 148 godz. W przypadku hodowli ptynnych, pobierano po 1 ml hodowli od 0 do
144 godz, a nastgpnie metodg ptytek lanych obliczano liczbe wyrostych kolonii
bakterii (CFU/ml) i wyznaczono krzywe wzrostu. Otrzymane krzywe wzrostowe
porownano z kontrolg (hodowle bakterii bez nanorurek weglowych).

2.4. BADANIE WEASCIWOSCI BIOSURFAKTANTOW PRODUKOWANYCH PRZEZ BAKTERIE
Z RODZAJU BACILLUS ROSNACYCH W OBECNOSCI NANORUREK WEGLOWYCH

Hodowle ptynne poszczegdlnych szczepow Bacillus inkubowano w 45°C przez
7 dni, a nastgpnie odwirowano (10.000 rpm; 20 min). Otrzymane supernatanty
wykorzystano do oceny wlasciwosci  powierzchniowych  biosurfaktantow
produkowanych przez dane szczepy bakterii. Pomiary napiecia powierzchniowego
wykonano metoda pierscieniowa (du Nouy’a) na tensytometrze K12 firmy Kruss
w temperaturze 25°C, przy odchyleniu 0,09mN/m. Zdolnoéci emulgowania badano wg
metody opisanej przez [3,10]. Do 5 ml supernatanu dodawano 2 ml r6znych substancji
hydrofobowych. Po 24 godz oceniano wysoko$¢ warstwy emulgujacej 1 obliczano
wskaznik emulgacji EI24 wg [3]. Jezeli wskaznik EI24 byl wigkszy niz 40% to
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oceniano emulsj¢ jako stabilng. Wspdtczynnik pienienia (FV) oceniano wg metody
opisanej przez [4]. Do cylindra szklanego wlano 25 ml supernatantu, przez ktéry
nastgpnie przepuszczano strumien powietrze (50 ml/min) przez 5 min. Wspdtczynnik
pienienia oznaczony jako FV (ang. foam volume) obliczano na podstawie roznicy
pomigdzy objetoscia warstwy pieniacej a pozostatoscia supernatantu.

3. WYNIKI

W badaniach wykorzystano 3 szczepy bakterii zidentyfikowane jako: Bacillus

subtilis (I’-1a), Bacillus sp. (T-1), Bacillus sp. (T’-1). Analiza sekwencyjna genu 16S
rRNA wykazata, ze w przypadku dwodch szczepow, tj. T-1 i T’-1 trudno bylo
jednoznacznie okresli¢ przynalezno$¢ taksonomiczna, do gatunku. Zarowno szczep
oznaczony jako T-1, jak i T’-1 wykazywaty >99 % podobienstwa sekwencyjnego do
dwoch réznych gatunkow; w przypadku T-1 do B. subtilis i B. licheniformis, a w
przypadku T°-1 do B. subtilis i B. amyloliquefaciens. Wyizolowane szczepy Bacillus
nalezg do grupy halofilnych i termotolerancyjnych bakterii o ksztalcie paleczek,
czasami tworzacych formy tancuszkowe. Rosty w temperaturach od 37 do 70°C, przy
czym optimum ich wzrostu wynosito 45°C oraz tolerowaty rozne stezenia NaCl, od
2 do 12%.
Wieloscienne nanorurki weglowe otrzymane metoda CVD posiadaty dlugos$¢ rzedu
kilku mikrometrow i zewnetrzne $rednice w zakresie 20-80 nm (fot. 1). W badaniach
wykorzystano nanorurki, ktore nie byly wstgpnie oczyszczane i zawieraly czastki
katalizatora.

Fot. 1. Obrazy SEM zsyntezowanych wielosciennych nanorurek weglowych

Na rys. 1 przedstawiono krzywe wzrostu badanych szczepow bakterii wyznaczone
przy réznych dawkach nanorurek weglowych. Réznice pomiedzy tymi krzywymi
wystepowaly ale nie byly istotne statystycznie. R6zne dawki nanorurek nie wptywaly
na wzrost szczepow bakterii. Szybko$¢ wzrostu bakterii byta taka sama niezaleznie od
dawek nanorurek.
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Rys. 1. Wzrost szczep6w Bacillus w pozywce ptynnej z réznymi dawkami wielo$ciennych nanorurek
weglowych

Zastosowane dawki nanorurek weglowych nie powodowaly rdéwniez zmian
morfologicznych, natomiast stymulowaly do tworzenia przetrwalnikow. W hodowlach
z nanorurkami udzial komorek bakteryjnych tworzacych endospory miescil si¢ w
zakresie od 93% do 97%; poréwnujac z hodowlami kontrolnymi (bez nanorurek),
gdzie udzial ten wynosit 28%. Syntetyzowane przez bakterie biosurfaktanty
powodowaly dyspersj¢ nanorurek weglowych oraz wykazywaly wiasciwosci
powierzchniowe porownywalne z kontrola (hodowla bakterii bez nanorurek
weglowych), t.j. obnizaly napiecie powierzchniowe (tabela 1), charakteryzowaty sig¢
silnymi ~ zdolnoéciami ~ emulgowania ~w  stosunku do  zastosowanych
substancji/mieszanin hydrofobowych (tabela 2) oraz wykazywaty zdolno$ci pienienia.
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Tab. 1. Zmiany napigcia powierzchniowego szczepdéw Bacillus hodowanych w obecno$ci wielo$ciennych

nanorurek weglowych
Szczepy Wartosci napigcia powierzchniowego (Nm/m) = Odch.Stand.
Hodowle z nanorurkami Hodowle bez nanorurek
T-1 30,5+0,08 30,44+0,15
T-1 36,55+0,16 33,42+0,25
I'-1a 50,47+0,27 45,88+0,06

Woda — 72,2 mN/m =+ 0,4; pozywka — 68 mN/m + 0,08-2,31

Tab. 2. Zdolno$ci emulgujace biosurfaktantow produkowanych przez szczepy Bacillus w obecnosci
wielosciennych nanorurek weglowych

Substancje/mieszaniny hydrofobowe El24 (%)
T-1/N T-1/K T-1N T-1U/K I'-1a/N I'-1a/K
heksadekan 76 9 2 2 4 11
olej mineralny 100 100 100 100 100 100
izooktan 13 12 5 2 16 28
toluen 72 69 70 69 93 94
ksylen 74 72 71 72 89 90
squalen 100 94 21 16 18 16
olej napedowy 71 67 71 70 70 72
benzyna 72 71 71 69 71 69
Frakcje destylacji ropy naftowej:
frakcja - A3 42 29 35 27 28 28
frakcja - A5 100 100 24 29 30 37
frakcja - P1 100 100 100 100 100 100
frakcja - P2 100 100 31 30 100 100
Olej zuzyty 100 100 100 100 100 100
(ze smazenia frytek)

N- hodowle w obecnosci nanorurek weglowych; K- kontrola-hodowle bez nanorurek weglowych;
Odch.Stand. + 0,5 - 5%
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4. PODSUMOWANIE

W pracy dokonano oceny wzrostu i produkcji biosurfaktantow 3 szczepow bakterii
z rodzaju Bacillus. Nanorurki weglowe nie powodowaly zahamowania wzrostu
bakterii oraz zmian morfologicznych, natomiast stymulowaty produkcj¢ endospor.
Produkowane przez badane szczepy biosurfaktanty powodowaty dyspersj¢ nanorurek
weglowych w  roztworach wodnych, obnizaly napiecie powierzchniowe oraz
charakteryzowaty  si¢  silnymi  zdolnosciami ~ emulgowania  wybranych
substancji/mieszanin hydrofobowych. Z praktycznego punktu widzenia istotne jest
wykazanie w pracy, ze zardwno biosurfaktanty, jak i mikroorganizmy produkujace
biosurfaktanty powoduja dyspersj¢ wielosciennych nanorurek weglowych.
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EFFECT OF MULTIWALLED CARBON NANOTUBES ON GROWTH AND BIOSURFACTNAT-
PRODUCION OF BACILLUS STRAINS

The aim of the study was to investigate the effect of multiwalled carbon nanotubes on growth and
biosurfactant-production by three Bacillus strains identified as B. subtilis (I’-1a), Bacillus sp. (T-1), and
Bacillus sp. (T’-1). 16S rRNA gene sequencing could not clearly assign isolates T-1 and T’-1 to any
species in the genus Bacillus as both these isolates showed >99% similarity to two distinct species of the
genus (B. subtilis and B. licheniformis for T-1, and B. subtilis and B. amyloliquefaciens for T°-1). Isolated
strains grew very well in liquid and solid medium with different concentrations of multiwalled carbon
nanotubes. Although, no change in growth and morphological properties of isolates with the multiwalled
carbon nanotubes was noted, stimulation of endospore production was observed. Biosurfactants were
produced by Bacillus strains in liquid medium with carbon nanotubes. Dispersion of carbon nanotubes
was observed. The surface active properties of produced biosurfactants such as, surface tension,
emulsification and foamability of cell-free supernatants were evaluated. The reduction of surface
tensions, emulsification index (E124) and foam inducer (FV) were compared with the control without
carbon nanotubes.
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