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Wykaz skrotow

BRANCFAs — rozgatezione kwasy tluszczowe

CFAs — cyklopropanowe kwasy ttuszczowe

DGGE — elektroforeza zelowa w gradiencie temperatury

DPG — difosfatydyloglicerol

FAMEs — metylowe estry kwasow ttuszczowych

FAs — kwasy tluszczowe

Ful — kwasy fulwowe

GC — chromatografia gazowa

GMMs — mikroorganizmy zmodyfikowane genetycznie

HGT — horyzontalny transfer genéw

Hum — kwasy huminowe

HYFAs — hydroksylowe kwasy ttuszczowe

Hym — kwasy hymatomelanowe

jtk. — jednostki tworzace kolonie

LD50 — dawka zwiazku, pod wptywem ktérej ginie 50% populacji bakterii
LH-PCR — zréznicowanej dtugosci fragmenty PCR

LPS — lipopolisacharyd

MIDI-FAME — metoda do identyfikacji bakterii, opracowana przez firm¢ MIDI, Inc., USA
MUFAs — jednonienasycone kwasy tluszczowe

P — wspdtczynnik podziatlu w uktadzie oktanol—woda

PCB — polichlorowane bifenyle

PCR — taricuchowa reakcja polimerazy

PE — fosfatydyloetanoloamina

PHA — kwasy polihydroksyalkanowe

PHB — kwas polihydroksymastowy

PG — fosfatydyloglicerol

PLFAs — fosfolipidowe kwasy ttuszczowe

PUFAs — wielonienasycone kwasy ttuszczowe

SLB/ENAP — ang. signature lipid biomarkers/environmental nucleic acid probes
s.m. — sucha masa

STRAFAs  — nasycone, prostotaricuchowe kwasy ttuszczowe

Tn — transpozon

T-RFLP — polimorfizm diugosci terminalnych fragmentéw restrykcyjnych
TNT — trinitrotoluen

WWA — wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne






1. Wstep

1.1. Ogdlna charakterystyka fenolu

Fenol (hydroksybenzen, nr CAS 108-95-2) pod
wzgledem budowy chemicznej jest najprostszym
przedstawicielem jednopierscieniowych weglowo-
doréw aromatycznych. Ma grupe hydroksylowa
—OH, potaczona z weglem pierscienia aromatycz-
nego o hybrydyzacji sp?>. W stanie czystym wyste-
puje pod postacia ciata statego, krystalicznego, jest
bezbarwny. Po utlenieniu przyjmuje natomiast za-
barwienie rézowe lub brunatne. Charakteryzuje sig
ostrym, stodkawym zapachem, dobra rozpuszczal-
noscig w rozpuszczalnikach organicznych (alkoholu
etylowym, eterze etylowym, chloroformie, benze-
nie) oraz — w podwyzszonej temperaturze —
w wodzie. Jest stabym kwasem, a jego posta¢ jono-
wa tatwo ulega reakcjom elektrofilowej substytucji
i oksydacji (PoSNIAk, 1999; JakuBowski, 2003).
Wybrane wtasciwosci fizykochemiczne fenolu
przedstawia tabela 1.

Tabela 1

Wiasciwosci fizykochemiczne fenolu (Posniak, 1999;
JaxuBowski, 2003)

Fenol Wrtasciwosci
Wzdr sumaryczny CeH;OH
Masa molowa, g mol™ 94,11
Temperatura topnienia, °C 40,90
Temperatura wrzenia, °C 181,75
Rozpuszczalnosé w wodzie, g 17! w 25°C 87
Gestos¢ w 20°C, g cm™ 1,07
Preznosé par w 20°C, mmHg 0,357
Temperatura zaptonu, °C 75
Kwasowosé, pK, 9,55

Fenol i jego pochodne sg szeroko rozpowszech-
nione w Srodowisku. Naturalnie powstaja podczas
biodegradacji polimeréw zawierajacych pierscienie
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aromatyczne, jak ligniny 1 taniny. Wchodza
w sklad wydzielin korzeniowych roslin (kwas 4-
-hydroksybenzoesowy, ferulowy, p-kumarowy, cy-
namonowy, syrynginowy i wanilinowy), sa tez
sktadnikami barwnikéw kwiatéw i owocOw (SPAR-
LING 1 in., 1981). Gléwnym jednak ich Zrédtem jest
przemyst i1 dziatalno$¢ rolnicza (WiSE, KUSKE,
2000). Zwiazki fenolowe (fenol i krezole) powstaja
podczas koksowania wegla kamiennego i sa gtow-
nymi sktadnikami uzyskiwanej w tym procesie
smoty pogazowej. Uwalniane sa takze ze Sciekami
przemystowymi, miedzy innymi z koksowni,
zaktadéw przemystu chemicznego, petrochemicz-
nego, farmaceutycznego, papierniczego i tekstylne-
g0 (SwoBODA-COLBERG, 1995; WHITELEY, BAILEY,
2000; ARUTCHELVAN 1 in., 2003).

Zwiazki fenolowe od lat znajdowaty zastosowa-
nie zaréwno w celach leczniczych, jak tez jako
przyprawy, uzywki, garbniki, trucizny w trakcie
polowart i Srodki halucynogenne. Obecnie pro-
dukuje si¢ je na skalg przemystowa i uzywa jako
dodatkéw do rozpuszczalnikéw organicznych, sub-
stancji antyseptycznych, lekéw (salicylanéw), deter-
gentéw, farb i lakieréw, materiatéw przeciwkoro-
zyjnych, zywic syntetycznych (bakelitu), Srodkéw
wybuchowych (kwasu pikrynowego), biocydéw,
materiatéw fotograficznych oraz tuszu (NEMEROW,
1978; BupAvARI, 1996).

1.2. Toksyczno$é fenolu

Fenol nalezy do silnych trucizn. Dziata pora-
zajaco na uktad nerwowy i krazeniowy. Uszkadza
drogi oddechowe, powoduje denaturacj¢ bialek oraz
nekroze i tuszczenie skory. Moze wywolywac:
methemoglobinemi¢ (sinicg), zakwaszenie ustroju
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(kwasice), uszkodzenie nerek (mocznicg) i watroby
(z6ttaczke) (Hazardous Substances Data Bank,
1997; California Environmental Protection Agency,
2003; JaAkuBowskiI, 2003).

Wedlug wykazu substancji niebezpiecznych
Centralnego Instytutu Ochrony Pracy w Polsce oraz
drugiego wykazu Komisji Europejskiej (Dyrektywa
o substancjach toksycznych), fenol jest substancja
toksyczna oraz zraca, ale nie jest sklasyfikowany
jako mutagenny i rakotwodrczy dla ludzi. Dopusz-
czalne (alarmowe) stezenia fenolu w powietrzu sg
nieustalone, natomiast okreSlone sa dla klas wod
powierzchniowych (np. w przypadku I klasy czy-
stosci wéd indeks fenolowy wynosi 0,001 mg 17!
przy pH 6,5—38.,5, a dla klasy V — 0,05 mg 1"
przy pH <5.,5 lub >9,0) oraz dla oczyszczonych
Sciekéw przemystowych ze wszystkich sektoréw
(indeks fenolowy wynosi 0,1 mg I™") (Dz.U. 2004,
nr 168, poz. 1763). Dopuszczalne stezenie fenolu
w glebie wynosi 100 mg kg™' s.m. gleby i doty-
czy terendéw uprzemystowionych, uzytkéw kopal-
nych oraz terenéw komunikacyjnych (Dz.U. 2002,
nr 165, poz. 1359).

Powszechnie uzywanym wskaZnikiem toksycz-
nosci zwigzkéw chemicznych jest wartos¢ LDs,
okreslajaca dawke zwiazku, przy ktérym ginie 50%
badanej populacji. Stopien toksycznosci zwiazku
koresponduje z jego logP, gdzie P oznacza
wspodtczynnik podziatu danego zwiazku w uktadzie
oktanol—woda. Sposréd zwiazkéw aromatycz-
nych najbardziej toksyczne sa te, ktérych logP mie-
Sci si¢ w przedziale 1—5, natomiast te, ktérych
logP jest <1 lub > 5, s3 mniej toksyczne (HEIPIEPER
1 in., 1994; SIKKEMA i in., 1995). Wartos¢ logP dla
fenolu wynosi 1,45, a LDs, na przyktad dla bakterii

Pseudomonas putida — 7,94 mM, z kolei dla
E. coli > 10,64 mM. Hydrofobowos¢ i toksycznos¢é
fenolu w poréwnaniu z innymi zwigzkami orga-
nicznymi ilustruje tabela 2.

1.3. Rozkiad fenolu przez bakterie
w warunkach tlenowych

7. powodu zagrazajacych Srodowisku wtasciwo-
Sci zwiazkéw fenolowych zachodzi koniecznos¢ ich
detoksykacji. Jednym ze skutecznych sposobdw eli-
minacji tych zwiazkéw jest ich catkowity rozktad
przez mikroorganizmy do CO, i H,O lub do pro-
duktéw mniej toksycznych badZ calkowicie nietok-
sycznych. Mikroorganizmy charakteryzuja si¢ wy-
jatkowa, w poréwnaniu z innymi organizmami,
zdolnoscia adaptacji do nowych warunkéw srodo-
wiska i wykorzystania zwigzkéw niebedacych pro-
duktami ich wtasnych przemian metabolicznych
jako substratéw energetycznych i budulcowych
(CHANG 1 in., 1997; KANALY, HARAYAMA, 2000; KM
1 in., 2002; GoswaMI 1 in., 2005; KHLEIFAT, 2006;
Praza 1 in., 2007).

Sposréd  weglowodoréw  jednopierscieniowych
fenol jest jednym z bardziej podatnych na rozktad
przez bakterie. Wynika to z jego prostej budowy
(jeden pierScieft aromatyczny i jeden podstawnik
hydroksylowy) oraz ze stosunkowo dobrej rozpusz-
czalnosci w wodzie (tabela 1). Do znanych i opisa-
nych w literaturze szczepow bakterii wykorzy-
stujacych go jako Zrédio wegla i energii naleza:
Pseudomonas sp. CF600, Pseudomonas stutzeri

Tabela 2
Hydrofobowos$¢ i toksyczno$¢ wybranych grup zwiazkéw organicznych (HEIPIEPER i in., 1994)
Grupa zwigzkéw Przyktad zwigzku logP LDs, (mM)*
Alkohole krétkotaricuchowe metanol -0,76 501,1
etanol -0,28 2239
Stabe kwasy kwas octowy -0,23 60,0
kwas mastowy 0,81 —
Alkohole aromatyczne fenol 1,45 7,94
4-chlorofenol 2,40 1,29
2,4-dichlorofenol 3,21 0,144
2,4,5-trichlorofenol 4,10 0,016
pentachlorofenol 5,04 0,0067
Rozpuszczalniki aromatyczne benzen 2,13 17,38
toluen 2,48 3,58
styren 3,00 3,15
tetralina 3,86 0,75
Alkany heksadekan 8,80 >1100

* Warto$¢ LDs, ustalona dla bakterii Pseudomonas putida.
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monooksygenaza fenolowa
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Rozszczepienie orto Rozszczepienie meta

pirokatechina
1,2-dioksygenaza 2,3-dioksygenaza
katecholowa katecholowa
~ >COOH ‘ AN OH
. _COOH COOH
CHO
kwas cis, cis-mukonowy )
semialdehyd kwasu
l 2-hydroksymukonowego
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COOH
mukonolakton COOH
COOH
l kwas szczawiokrotonowy
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0 COOH Y
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kwas 3-ketoadypinowy kwas pirogronowy

\ J

v
k burszt 1
was bursztynowy > Cykl Krebsa

+ »
acetylo-CoA J,

Rys. 1. Szlaki orto i meta degradacji struktury aromatycznej fenolu przez bakterie (DAGLEY,
1971; HAIGLER 1i in., 1992; SMiTH, 1994)
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SPC2, Pseudomonas sp. JS150, Comamonas testo-
steroni P15, Ralstonia taiwanensis TJ86, Rhodo-
coccus sp. DK17, Rhodoccocus erythropolis M1,
Ewingella americana, Serratia plymuthica GC
i Rhizobium sp. CCNWTB 701 (HAIGLER i in.,
1992; POWLOWSKI, SHINGLER, 1994; AHAMAD,
Kunnr, 1996; YaP 1 in., 1999; KM 1 in., 2002;
CHEN 1 in., 2004; GoswaMI i in., 2005; KHLEIFAT,
2006; PraDHAN, INGLE, 2007; WErI i in., 2008).
Rozklad fenolu przez bakterie w warunkach tleno-
wych obejmuje dwa kluczowe etapy. W pierwszym
nastepuje wbudowanie grupy hydroksylowej do
pierScienia aromatycznego przez hydroksylaze fe-
nolowa, enzym nalezacy do monooksygenaz z gru-
py hydroksylaz. Wbudowuje ona jeden z atoméw
tlenu czasteczkowego do pierscienia, a drugi ulega
redukcji do wody. W wyniku tej reakcji fenol prze-
ksztalca si¢ w pirokateching. W drugim etapie pier-
Scienl aromatyczny pirokatechiny zostaje rozszcze-
piony migdzy dwoma grupami hydroksylowymi
(rozszczepienie orto lub intradiolowe) lub miedzy
hydroksylowanym a sasiadujacym z nim niehy-
droksylowanym atomem wegla (rozszczepienie
meta lub ekstradiolowe). Rozszczepienie orto
katalizuje  1,2-dioksygenaza katecholowa (EC
1.13.11.1). Prowadzi ono do utworzenia kwasu cis,
cis-mukonowego, przeksztalcanego przez metaboli-
ty posrednie do acetylo-CoA i kwasu bursztynowe-
go, wilaczanych do cyklu Krebsa. Rozszczepienie
meta zachodzi pod wptywem 2,3-dioksygenazy ka-
techolowej (EC 1.13.11.2) i prowadzi do utworze-
nia semialdehydu 2-hydroksymukonowego. Jest on
dalej przeksztatcany do aldehydu octowego i kwa-
su pirogronowego, réwniez wilaczanych do cyklu
Krebsa (DAGLEY, 1971; HAIGLER 1 in., 1992,
PowLOWSKI, SHINGLER, 1994; SMITH, 1994; WATA-
NABE, 2002). Szlak orto i meta rozktadu fenolu
przez bakterie ilustruje rys. 1.

Informacja genetyczna o syntezie enzyméw ka-
talizujacych rozktad pierscienia aromatycznego
moze by¢ zawarta w chromosomie bakteryjnym lub
w plazmidach degradacyjnych. Powszechnie uwaza
sig, ze szlak orto kodowany jest chromosomalnie,
a szlak meta — plazmidowo (VAN DER MEER i in.,
1992). Chromosomalnie kodowana droge orto
rozktadu fenolu stwierdzono na przyktad u szcze-
péw Pseudomonas stutzeri SPC2 i Serratia plymu-
thica GC (AHAMAD, KunHI, 1996; PRADHAN, INGLE,
2007), plazmidowo zalezna meta — u szczepu
Ewingella americana i Pseudomonas sp. CF600
(PowLOWSKI, SHINGLER, 1994; KHLEIFAT, 2006),
réwnoczesng indukcj¢ enzyméw obu tych szlakéw
u Pseudomonas sp. JS150 (HAIGLER i in., 1992),
a chromosomalnie kodowana droge meta
u Pseudomonas putida BH 1 Pseudomonas picketti
PKO1 (Kukor, OLSEN, 1991; NISHIHARA i in., 1994).

1.4. Bakteryjne kwasy ttuszczowe

Gtéwnym miejscem oddziatywania fenolu i in-
nych zwiazkéw aromatycznych na komoérki bakterii
jest btona cytoplazmatyczna. W wyniku kontaktu
tych zwiazkéw z btona zmienia si¢ jej struktura,
gléwnie sklad fosfolipidowych kwaséw tluszczo-
wych (PLFAs), oraz jej wtasciwosci (KEWELOH
iin., 1991).

Kwasy ttuszczowe (FAs, ang. fatty acids) u bak-
terii wystepuja gtéwnie w blonach komérkowych
jako sktadniki acylowe fosfolipidéw, glikolipidéw
i glikofosfolipidéw. Rzadko sa spotykane w komor-
ce w postaci wolnej. Jedynie 5—10% kwasow
tluszczowych jest niezwiazanych z btonami i w po-
staci lipidéw obojetnych (hopanoidéw i karote-
noidéw) petnia w cytozolu funkcje¢ zapasowa (MOR-
DARSKA, 1984; HUUBREGTS i in., 2000).

Sktad kwaséw ttuszczowych u bakterii jest bar-
dziej zréznicowany niz u rolin i zwierzat. Za naj-
bardziej charakterystyczne uwaza sig¢ nasycone,
prostofaiicuchowe kwasy tluszczowe (STRAFAs,
ang. straight chain fatty acids) o dtugosci taricucha
acylowego 14—20 atoméw wegla. Najpowszech-
niej wystepuja wsréd nich n-heksadekanian (kwas
palmitynowy) i n-oktadekanian (kwas stearynowy)
(FINEAN, MITCHELL, 1981; RUSSELL, FUKUNAGA,
1990; RusseLL, 1995). U niektérych bakterii z ro-
dzaju Rhizobium i Mesorhizobium spotyka si¢ row-
niez nietypowe kwasy o dtuzszych taricuchach acy-
lowych, gtéwnie w lipidzie A lipopolisacharydu
(LPS), zawierajace 27—28 atoméw wegla (CHOMA,
1999; GroNow, BRADE, 2001; KOMANIECKA, CHOMA,
2001).

Oprécz kwaséw nasyconych bakterie syntetyzuja
kwasy jednonienasycone (MUFAs, ang. monounsa-
turated fatty acids) z wiazaniem podwdjnym, naj-
czesciej migdzy C9 i C10, oraz wielonienasycone
(PUFAs, ang. polyunsaturated fatty acids). Niena-
sycone kwasy tluszczowe moga zawiera¢ maksy-
malnie do 6 wigzain podwdjnych, jednak takie wie-
lonienasycone kwasy wystepuja u bakterii rzadko
i spotyka si¢ je jedynie u morskich psychrofili i cy-
janobakterii (FINEAN, MITCHELL, 1981; RUSSELL,
FukuNnaGga, 1990; NicHOLS 1 in., 1993; HAMAMOTO
iin., 1994). Wiazania podwdjne w kwasach niena-
syconych nie maja charakteru wiazai sprz¢zonych,
oddzielone sa od siebie grupa metylenowa —CH,.
W odréznieniu od pojedynczych sa sztywne, co
uniemozliwia rotacje woko6t ich osi. Najczesciej
wystepuja w konfiguracji cis, powodujacej wygigcie
faficucha acylowego o kat 30°. Kwasy nienasycone
w konfiguracji frans maja natomiast bardziej roz-
ciagnieta strukturg, co czyni je przestrzennie po-
dobnymi do kwaséw nasyconych. W zwiazku z tym



konfiguracja trans, w odréznieniu od cis, zapewnia
bardziej uporzadkowany uktad fosfolipidéw
w blonie (DIEFENBACH i in., 1992; HEIPIEPER 1 in.,
1994). Reakcje izomeryzacji cis-nienasyconych
kwaséw ttuszczowych do postaci trans katalizuje
monomeryczny, periplazmatyczny enzym cis-trans
izomeraza (Cti) o masie molekularnej 70—S80 kDa,
z kowalencyjnie zwiazanym hemem (HoLTwicK
1 in., 1999; PEprOTTA, WITHOLT, 1999; BERNAL
i in., 2007). Poréwnanie sekwencji aminokwaso-
wych izomeraz izolowanych z Pseudomonas puti-
da P8, Pseudomonas putida KT 2440, Pseudomo-
nas putida DOT-TIE i Pseudomonas oleovorans
wykazalo wysoka ich homologi¢, wynoszaca 95%
(Ramos 1 in., 2002). Z badain HEIPIEPERA 1 in.
(1992) wynika, ze reakcja izomeryzacji cis/trans
zachodzi wylacznie wtedy, gdy zahamowaniu
w komoérce ulega biosynteza kwasow tluszczo-
wych. Ilo$¢ trans-nienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych u bakterii zalezy przede wszystkim od fazy
wzrostu, sktadu podtoza oraz czynnikéw Srodowi-
skowych (KEWELOH, HEIPIEPER, 1996). Liczne po-
miary temperatury przejScia (7,,) z fazy zelowej
btony do ciektokrystalicznej wykazaty, ze zastapie-
nie konfiguracji cis konfiguracja trans w fosfatydy-
loetanolaminie powoduje jej wzrost o 18—31°C,
w zalezno$ci od struktury taricucha acylowego
w czasteczce lipidu. Skutkiem tego jest znaczace
zmniejszenie ptynnosci btony (CRONAN, GELMANN,
1975).

Kolejna wazna grupa u bakterii sa kwasy roz-
gatezione (BRANCFAs, ang. branched fatty acids),
ktére moga miec postac iso lub anteiso. W izome-
rach iso grupa metylowa —CHj; podstawiona jest
przy weglu C2 od korica metylowego (w) taficucha
acylowego, a w postaci anteiso — przy weglu C3.
Niektére bakterie, na przyktad Rhodococcus opa-
cus i Streptomyces sp., zawieraja kwasy tluszczowe,
w ktoérych grupa —CHj; podstawiona jest przy C10,
a u wielu gatunkéw z rodzaju Bacillus spotyka sie
takze kwasy dimetylowane z grupa —CHj przy C2
i C4 od korica karboksylowego kwasu (MORGAN,
WINSTANLEY, 1997; TSITKO 1 in., 1999, CARBALLEIRA
i in., 2001). Kwasy rozgalezione wystepuja
w znacznych iloSciach u bakterii Gram-dodatnich.
U przedstawicieli rodzajéow Bacillus, Micrococcus
i Staphyloccocus, wspdlnie z prostotaricuchowymi
(do 10%), moga stanowi¢ nawet 50—60% ogdlnej
zawartosci kwaséw. Z kolei u bakterii Gram-ujem-
nych kwasy rozgatezione nie wystepuja lub jest ich
znacznie mniej, natomiast zawieraja wigksze ilosci
kwaséw nasyconych, jednonienasyconych i cyklo-
propanowych (DENICH i in., 2003). Substratami do
syntezy kwasow rozgatezionych moga by¢ a-keto-
kwasy (pochodne waliny, leucyny i izoleucyny) lub
egzogenne, kréotkotanicuchowe kwasy karboksylowe

(izomastowy, izowalerianowy i 2-metylomastowy).
Zaréwno kwasy o izomerii iso, jak i kwasy o izo-
merii anteiso powstaja de novo 1 pozycja r1oz-
galezienia nie moze by¢ modyfikowana postsynte-
tycznie (KaNeDA, 1991). Ich obecnos¢ zwigksza
ptynnos¢ blony i sprawia, ze nie przyjmuje ona
struktury krystalicznej (RUSSELL, FUKUNAGA, 1990).

Sposréd bakteryjnych kwaséw ttuszczowych naj-
bardziej ztozona budowa odznaczaja si¢ kwasy cy-
klopropanowe (CFAs, ang. cyclopropyl fatty acids).
Pierwszym odkrytym kwasem o budowie cyklicz-
nej byt cis-11,12-metylene-oktadekenian, 19-weg-
lowy analog kwasu cis-wakcenowego, bedacego
gtéwnym fosfolipidowym kwasem nienasyconym
u Lactobacillus arabinosus (HOFMANN, Lucas,
1950). Zdolnos¢ do syntezy kwaséw cyklopropano-
wych majg zaréwno bakterie Gram-ujemne (Alcali-
genes, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas i Serra-
tia), jak i Gram-dodatnie (Arthrobacter, Bifidobac-
terium, Clostridium, Lactobacillus 1 Streptococcus).
Nie stwierdzono natomiast ich obecnosci w bto-
nach bakterii z rodzajéw: Corynebacterium, Strep-
tomyces, Moraxella, Neisseria, Rhodobacter 1 Lep-
tospira (GROGAN, CRONAN, 1997). Kwasy z pier-
Scieniem cyklopropanowym powstaja w blonie
cytoplazmatycznej na skutek modyfikacji jednonie-
nasyconych taiicuchéw acylowych fosfolipidéw. Re-
akcje te przeprowadza syntaza cyklopropanowa,
ktéra wilacza do podwojnego wigzania w konfigu-
racji cis grupe —CH,, pochodzaca z S-adenozy-
nometioniny. Enzym wiaze si¢ odwracalnie z dwu-
warstwa lipidowa i odnajduje taicuchy acylowe
o wilasciwej geometrii, bedace substratem reakcji.
Kwasy o budowie cyklicznej powstaja najcze¢sciej
w pozZnej fazie logarytmicznego wzrostu lub w fa-
zie stacjonarnej (WANG, CRONAN, 1994). Ich biolo-
giczna rola nie jest wyjasniona. Uwaza sig, ze pier-
Scien cyklopropanowy zabezpiecza wiazanie po-
dwdjne przed utlenieniem, dzigki czemu stabilizuje
lipidy. Tworzenie CFAs zapewnia takze wigksza
oporno$¢ patogennych szczepéw E. coli na zmiany
pH, a w strukturze kwaséw mykolowych prawdo-
podobnie odpowiada za patogennos¢ wielu szcze-
péw  Mycobacterium (GROGAN, CRONAN, 1997;
CHANG, CroONAN, 1999; CronNaN, 2002).

Inna grupe kwasoéw ttuszczowych u bakterii sta-
nowia hydroksykwasy (HYFAS, ang. hydroxy fatty
acids), szeroko rozpowszechnione u paleczek
Gram-ujemnych i promieniowcéw. U bakterii
Gram-ujemnych wystgpuja w lipidzie A lipolisa-
charydéw, w ttuszczach zwiazanych z ornityna oraz
w postaci polimeru kwasu polihydroksymastowego
(PHB) (MORDARSKA, 1984; Das 1 in., 1994; DARr-
VEAU, 1998). Kwasy hydroksylowe moga przyjmo-
waé posta¢ a lub f. W postaci a grupa —OH jest
podstawiona przy weglu pierwszym od karboksylo-
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wego korica kwasu, a w postaci f — przy weglu
drugim. U bakterii a-hydroksykwasy pojawiaja si¢
rzadko i ich wystgpowanie ogranicza si¢ do kilku
ich rodzajow, z kolei B-hydroksykwasy sa po-
wszechne zaréwno u bakterii Gram-ujemnych, jak
i Gram-dodatnich. Dodatkowe grupy hydroksylowe
w taicuchu weglowodorowym nadaja kwasom
tluszczowym specyficzne wlasciwosci, przede
wszystkim wyzsza lepko$¢ i reaktywno$S¢ w po-
réwnaniu z kwasami nierozgatezionymi. Zdolnos¢
do syntezy mono-, di- i trihydroksykwaséw z pre-
kursoréw w postaci nienasyconych kwasow
thuszczowych z wigzaniem podwoéjnym przy weglu
C9 w konfiguracji cis ma na przykitad nowo opisa-
ny szczep Pseudomonas aeruginosa PR3 (BAE
i in., 2007).

Kwasy tluszczowe wbudowane w fosfolipidy
mayja istotne znaczenie dla struktury i funkcji btony.
Utrzymuja jej integralng strukture, wplywaja na
przepuszczalno$é, a takze zwigkszaja wydajnosé
sekrecji niektérych bialek enzymatycznych, na
przyktad pullanazy (CRONAN, GELMANN, 1975; DE
Kruurr, 1997; DENICH i1 in., 2003). Witasciwosci
btony zaleza od stosunku kwaséw prostotaricucho-
wych do rozgalgzionych oraz nienasyconych do cy-
klopropanowych. Wzrost zawartosci kwaséw niena-
syconych zwigksza plynnos¢ btony i nasila procesy
dyfuzyjne, z kolei wzrost udzialu kwaséw roz-
galezionych i1 cyklopropanowych usztywnia struk-
tur¢ blony i obniza jej przepuszczalnosé.

Kwasy ttuszczowe naleza do jednych z najbar-
dziej dynamicznych sktadnikéw komorek bakteryj-
nych. Czgsto podlegaja wymianie i modyfikacjom
w lipidach pod wplywem wielu czynnikéw, w tym
toksycznych zwiazkéw aromatycznych. Dzigki tej
zdolnosci bakterie moga si¢ tatwo przystosowywaé
do kolejnych faz wzrostu i adaptowa¢ do zmien-
nych warunkéw Srodowiskowych (SAIBIDOR, 1997).

1.5. Kwasy ttuszczowe jako biomarkery

Wiele gatunkéw bakterii lub fizjologicznie zbli-
zonych grup mikroorganizméw moze by¢ wykrywa-
nych w Srodowisku na podstawie charakterystycz-
nych wylacznie dla nich fosfolipidowych kwaséw
tluszczowych. Ich ilosciowa i jakoSciowa charaktery-
styka pozwala takze oceni¢ zywa biomase mikroor-
ganizméw oraz stan fizjologiczny komdrek (WHITE,
RINGELBERG, 1997; KozDROJ, VAN ELsas, 2001).

Na podstawie analizy kwasow ttuszczowych eks-
trahowanych z osadéw dennych wyrdézniono nastg-
pujace grupy mikroorganizméw: mikroeukariota
(wielonienasycone kwasy ttuszczowe), tlenowe pro-

kariota (jednonienasycone kwasy ttuszczowe), bak-
terie Gram-dodatnie i niektére beztlenowe
(nasycone 1 rozgalgzione kwasy tluszczowe
o diugosci taricucha acylowego od C14 do C16),
bakterie redukujace siarczany i pozostale beztleno-
we (nasycone i rozgalezione kwasy ttuszczowe
o dtugosci taiicucha acylowego od C16 do C19)
(MORGAN, WINSTANLEY, 1997). Rozgaltezione kwa-
sy tluszczowe wskazuja na obecno$¢ bakterii bez-
tlenowych i redukujacych siarczany z rodzaju De-
sulfovibrio. Kwas 16:0 10Me uwazany jest za mar-
kerowy dla rodzaju Desulfobacter, poniewaz nie
wystepuje u innych bakterii redukujacych siarcza-
ny. Rozgatezione kwasy o izomerii iso i anteiso sa
charakterystyczne dla bakterii Gram-dodatnich
i dla rodzajéw Cytophaga oraz Flavobacterium,
a kwasy cyklopropanowe — dla bakterii Gram-
-ujemnych i wielu anaerobowych Gram-dodatnich
(HaAack 1 in., 1994). Gram-ujemne bakterie maja
tez unikatowe kwasy hydroksylowe w lipidowe;j
czesci LPS, w btonie zewngtrznej. Jednonienasyco-
ne kwasy tluszczowe sa powszechne, lecz niespe-
cyficzne dla beztlenowych bakterii Gram-ujem-
nych. Kwasy wielonienasycone wystgpuja gtéwnie
u cyjanobakterii. Dla promieniowcéw charaktery-
styczne sa kwasy z grupa —CH; przy C10 (ZELLEs,
1999 a). Wysoka zawarto$¢ nienasyconych kwaséw
thuszczowych w poréwnaniu z wielonienasyconymi
wskazuje na dominacj¢ bakterii w Srodowisku.
Z kolei réznice w udziale kwaséw rozgatg¢zionych
do jednonienasyconych moga by¢ wykorzystane do
okreslenia proporcji bakterii Gram-dodatnich do
Gram-ujemnych w wodach morskich (MORGAN,
WINSTANLEY, 1997). Wyrézniono takze kilka kwa-
sow wskazujacych na obecnos¢ w glebie grzybow.
Naleza do nich dtugotaricuchowe kwasy nasycone
(24:0—26:0), nienasycony kwas 18:2 ®6,9 (stoso-
wany do obliczania biomasy grzybéw) oraz 16:1
w5 (typowy dla grzybéw mikoryzowych) (WELLS
11in., 1996; FROSTEGARD, BAATH, 1996; KELLY i in.,
1999 b). Markerowe kwasy tluszczowe wybranych
gatunkéw, rodzajéw i grup mikrobiologicznych ilu-
struje tabela 3.

Analiza ogélnej zawarto$ci PLFAs moze stuzy¢
takze do oznaczenia biomasy drobnoustrojéw
w préobach srodowiskowych (FROSTEGARD, BAATH,
1996). Fosfolipidy wystepuja jedynie w nienaruszo-
nych btonach, a wigc w zywych komoérkach.
W krétkim czasie po $mierci komérki endogenne
fosfolipazy hydrolizuja fosfolipidy, uwalniajac po-
larng grupe fosforanowa. Powstajace diglicerydy
maja identyczny sktad kwaséw tluszczowych z ory-
ginalnymi fosfolipidami. Dzigki temu fosfolipidowe
kwasy tluszczowe moga by¢ uzyte do oznaczenia
ogoblnej zywej biomasy (WHITE, RINGELBERG, 1997).
WILKE i in. (2004) wykorzystali PLFAs do oceny
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Tabela 3

Markerowe kwasy ttuszczowe wybranych gatunkéw, rodzajéw i grup mikrobiologicznych

Gatunek, rodzaj, grupa
mikrobiologiczna

Markerowe kwasy ttuszczowe

Literatura

18:1 w7c/w9t/ w12t

Desulfovibrio 15:1 w7c iso, 17:1 w7c iso, 19:1 w7c iso EDLUND i in. (1985)
Desulfobacter 16:0 10Me, 18:0 cy (w7,8) DOWLING i in. (1986)
Arthrobacter 15:0 anteiso, 17:0 (wysoka zawartosc) HaAck 1 in. (1994)
Pseudomonas 16:0 i 16:1 w7¢ (rownowazna zawartosc) HaAck i in. (1994)

Bacteroides

kwasy tluszczowe z parzysta liczbg C

OLssoN, PErssoN (1999)

Thiobacillus

17:1 w5 iso, 18:1 w6 10Me, 18:1 w6 11Me

KERGER i in. (1986)

Vibrio cholerae 19:1 11Me, 18: 2 06,9

GUCKERT i in. (1986)

Metanotrofy 16:1 w8c, 16:1 w5¢

NicHoLs i in. (1987)

Bakterie Gram-ujemne

(17:0 ¢y, 19:0 cy)

hydroksykwasy (np. 16:1 30H, 18:1 30H), kwasy nienasycone | CAVIGELLI i in. (1995),
(np. 16:1 w5¢,16:1 w7c, 18:1 w7c), kwasy cyklopropanowe

ZELLES (1999a)

Bakterie Gram-dodatnie
iso, 17:0 iso, 17:0 anteiso

kwasy tluszczowe iso i anteiso (np. 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0 | PENNANEN 1 in. (1998)

ZELLES (1999 a, b)

Cytophaga-Flavobacterium 16:1 w5c¢

FROSTEGARD i in. (1993 a),
KELLY i in. (1999 a)

Actinomycetales kwasy tluszczowe z grupa 10Me (np. 16:0 10Me, 17:0 10Me, | FROSTEGARD i in. (1993 a),
18:0 10Me KELLY i in. (1999 a)
Grzyby 16:1 w5c, 18:1 w9c, 18:2 w6,9¢, 18:3 w6, 20:4, 21:0, 23:0, 25:0 | OLssoN (1997),

FROSTEGARD i in. (1993 b, 1996),
LiNDAHL 1 in. (1997)
ZELLES (1999 b)

biomasy mikroorganizméw w glebie pochodzacej
z terendw lezacych w poblizu zaktadu produ-
kujacego materialy wybuchowe i skazonej 2,4,6-
-trinitrotoluenem (TNT). W glebie zanieczyszczo-
nej tym zwiazkiem st¢zenie PLFAs wynosito 46,6
nmoli g™' gleby, natomiast w glebie nieskazonej
bylo dwukrotnie wyzsze (111,5 nmoli g™' gleby),
co $Swiadczyto o toksycznym dziataniu TNT na ko-
morki bakterii.

Profil PLFAs moze stuzy¢ takze do oceny stanu
fizjologicznego komoérek, zmieniajacego si¢ pod
wplywem réznych czynnikéw, takich jak: tempe-
ratura, ciSnienie, pH, dostgpnos¢ tlenu, wody
i sktadnikéw odzywczych oraz obecno$¢ zwiazkow
toksycznych. Zalezy on takze od wieku kultury
i aktywnosci enzymatycznej mikroorganizméw
(§AJBIDOR, 1997; WHITE, RINGELBERG, 1997; RaMOS
i in., 2001). W warunkach ograniczonego dostgpu
substancji pokarmowych bakterie syntetyzuja kwa-
sy poly-g-hydroksyalkanowe (PHA), nie rosng i nie
rozmnazajq si¢. Dostarczenie niezb¢dnych do wzro-
stu sktadnikéw powoduje rozklad PHA i tworzenie
PLFAs. Glodzenie, susza i dlugotrwata ekspozycja
na czynniki indukujace przejscie bakterii do stacjo-
narnej fazy wzrostu prowadzi do przeksztatcenia
nienasyconych kwaséw tluszczowych 16:1 w7c¢
i 18:1 w7c¢c w odpowiadajace im kwasy cyklopro-
panowe 17:0 cy i 19:0 cy (GUCKERT i in., 1986;
KIEFT i in., 1994). Stosunek kwasow nienasyconych

do cyklopropanowych zalezy od mikroorganizmu
i Srodowiska, ktére ten zasiedla, ale zwykle przyj-
muje on warto$§¢ 0,05 w fazie logarytmicznego
wzrostu i 2,5 lub wyzsza w fazie stacjonarne;j.
LOFFAGEN i in. (2007) wykazali, ze brak sktadni-
kéw odzywcezych prowadzit w komdrkach szczepu
Pseudomonas putida P8 do wzrostu wartosci sto-
sunku kwaséw cyklopropanowych do cis-nienasy-
conych (cyklo/cis) z 0,1 do 1,55. Z kolei w Srodo-
wiskach zanieczyszczonych zwigzkami organiczny-
mi (alkoholami, fenolami i krétkotaincuchowymi
kwasami karboksylowymi) u bakterii dochodzi do
wzrostu zawartosci trans-nienasyconych kwaséw
tluszczowych w poréwnaniu z postacig cis (HEIPIE-
PER 1 in., 1995). Wzrost wartosci stosunku kwasow
thuszczowych o konfiguracji trans/cis powyzej 0,1
Swiadczy réwniez o starzeniu si¢ komoérek bakte-
ryjnych. Natomiast jego warto$¢ 0,05 Iub nizsza
wskazuje na ich dobra kondycje i brak wplywu
stresowych czynnikéw Srodowiskowych.

1.6. Wplyw zwiazkow aromatycznych
na btony bakteryjne

Zwiazki o strukturze aromatycznej wykazuja
duze powinowactwo do btony komdrkowej bakterii,
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wnikaja do jej lipofilowgo obszaru i ograniczaja
oddziatywania migdzy tadicuchami acylowymi fos-
folipidowych kwaséw ttuszczowych. Rezultatem
tego jest zaburzenie jej integralnej struktury,
wzrost przepuszczalnosci i ptynnosci. Powoduje to
zmian¢ potencjalu btonowego, usuwanie lipidow
i biatek z btony oraz wyptyw jondéw i substancji
drobnoczasteczkowych z komérki. Prowadzi to do
zahamowania oddychania i wzrostu bakterii, a na-
wet do lizy komoérek (HEIPIEPER i in., 1994; SIKKE-
MA i in., 1994, 1995; CERTIK i in., 2003; DERCOVA
iin., 2004).

Toksycznos$¢ poszczegdlnych zwigzkéw aroma-
tycznych zalezy od ich chemicznej struktury, stop-
nia hydrofobowosci, aktualnego stezenia w blonie,
lokalizacji w dwuwarstwie lipidowej i oddziatywani
ze skladnikami blony (SikkEMA 1 in., 1994).
Zwiazki amfipatyczne wnikaja i rozpuszczaja si¢
w btonie dos¢ tatwo, ze wzgledu na duze podo-
biefistwo do fosfolipidéw btonowych. Zwiazki aro-
matyczne z podstawnikami hydrofilowymi, szcze-
gblnie fenole, tatwo rozpuszczaja si¢ w warstwie li-
pidowej btony i wskutek tego sg bardziej toksyczne
w poréwnaniu z innymi zwigzkami organicznymi.
W zaleznosci od miejsca lokalizacji zwiazkéw aro-
matycznych zmieniaja si¢ wlasciwosci btony.
Zwiazki lipofilowe wchodza w interakcje z hydro-
fobowymi tarficuchami acylowymi, co wyraZnie
zmienia powierzchni¢ btony (CORNELL, SEPAROVIC,
1983). Wykazano, ze zjawisko to wywotuja przede
wszystkim zwiazki, ktérych logP wynosi 2—5
(benzen, toluen, o-ksylen, naftalen i bifenyle).
Z badan prowadzonych z uzyciem liposoméw zna-
kowanych fluorescencyjnie pS-chlorkiem rodaminy
oktadekanylu wynika, ze zwigkszenie powierzchni
btony jest spowodowane oddzialywaniem tych
zwiazkéw wylacznie z taiicuchami acylowymi lipi-
déw zewngtrznej strony dwuwarstwy lipidowej
w taki sposob, ze jedna czasteczka zwiazku przy-
pada na dwie czasteczki fosfolipidéw (HEIPIEPER
1 in., 1994). Zwiazki hydrofilowe powoduja z kolei
hydratacj¢ grup polarnych (ROTTENBERG, 1992). Ta-
kie zwiazki, jak: tetralina, bifenyle i antracen, wni-
kaja pomiedzy taricuchy acylowe fosfolipidéw, po-
wodujac ,,pgcznienie btony” i wzrost jej ptynnosci
(SIKKEMA 1 in., 1994). Dla poréwnania, alkany hy-
drofobowe (np. heksadekan, logP = 8,8) nie uszka-
dzaja btony, poniewaz oddzialuja z fadcuchami
kwaséw tluszczowych zaréwno wewnegtrznej, jak
i zewnetrznej dwuwarstwy lipidowej. Rezultatem
takiego oddzialywania jest wigksze uporzadkowa-
nie lipidéw, mniejsza przepuszczalnos¢ i ptynnosé,
ale zwigkszenie si¢ grubosci btony (MCINTOSH i in.,
1980).

1.7. Mechanizmy regulacji ptynnosci btony
bakterii w obecnosci zwiazkow aromatycznych

Bakterie w Srodowisku sg narazone na dziatanie
réznorodnych czynnikéw, takich jak zmiany tempe-
ratury, dostgpnos¢ sktadnikéw odzywczych i wody
oraz na obecnos¢ zwiazkow aromatycznych. W od-
powiedzi na fizykochemiczny stres uruchamiaja
one kompleksowe mechanizmy regulacyjne, dzigki
ktérym fatwo przystosowuja sie¢ do zmieniajacych
sie¢ warunkéw Srodowiskowych (SIKKEMA i in.,
1994, 1995; WEBER, DE BONT, 1996; IvANOVA 1 in.,
1999; BENEY, GErvals, 2001; Ramos i in., 1997,
2001; Sakamoto, MURATA, 2002; CHICHIB i in.,
2005; UNELL i in., 2007).

Jednym z podstawowych mechanizméw adapta-
cji bakterii do obecnosci zwiazkéw o strukturze
aromatycznej sa zmiany sktadu fosfolipidowych
kwaséw tluszczowych dotyczace stopnia ich nasy-
cenia, dtugosci taricuchéw acylowych, postsynte-
tycznych ich modyfikacji oraz stosunku ilosci lipi-
déw do biatek btonowych. Wzrost stopnia nasyce-
nia lipidéw btonowych w wyniku syntezy de novo
kwaséw tluszczowych (16:0 i 18:0) u szczepu
E. coli K-12 w obecnosci subletalnych stezen feno-
lu, 4-chlorofenolu i p-krezolu wykazali HEIPIEPER
i in. (1991). DIEreNBACH i in. (1992) u szczepu
Pseudomonas putida P8 obserwowali korelacje po-
migdzy wzrostem stopnia nasycenia lipidéw btony
a tolerancja komoérek na wysokie stgzenie 4-chloro-
fenolu (250 mg 17!), a KM i in. (2001) u Ralstonia
eutropha H850, hodowanego z dodatkiem bifenylu
w dawce 0,1%. Wyniki te wskazuja, ze synteza de
novo kwaséw tltuszczowych jest odpowiedzig ko-
morek bakterii na btonowo-aktywne zwiazki aro-
matyczne. Zachodzi ona jednak wytacznie w ko-
moérkach rosnacych, natomiast st¢zenia letalne ha-
muja jej przebieg. Uwaza sig, ze wigkszos¢ nowo
zsyntetyzowanych kwaséw stuzy do naprawy
uszkodzonej przez te zwiazki blony (LOFFHAGEN
1 in., 1995; HARTIG 1 in., 2005).

Innym mechanizmem regulacji ptynnosci btony
jest reakcja izomeryzacji cis-nienasyconych kwasow
thuszczowych do postaci trans. Zachodzi ona wtedy,
gdy ustaje biosynteza kwaséw tluszczowych, a wigc
w komorkach nierosnagcych. Reakcje taka przepro-
wadzaty na przyktad bakterie Pseudomonas putida
P8 w obecnosci fenolu, Pseudomonas putida NCTC
10936 w obecnosci 4-chlorofenolu i Pseudomonas
putida S12 w obecnosci fenolu, p-krezolu i toluenu
(DIEFENBACH 1 in., 1992; DIEFENBACH, KEWELOH,
1994; HEIPIEPER, DE BoONT, 1994; HEIPIEPER 1 iIn.,
1995; LOFFHAGEN i in., 2001). Nie jest to jednak re-
akcja zachodzaca u wszystkich bakterii. Nie obser-
wowano jej w obecnosci zwiazkow o strukturze aro-
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matycznej u szczepdw Rhodococcus sp. 33 1 She-
wanella putrefaciens ACAM 342 (NICHOLS 1 in.,
1994; GUTIERREZ 1 in., 1999).

Ekspozycja bakterii na dziatanie toksycznych
zwigzkéw aromatycznych prowadzi tez do syntezy
rozgatgzionych, nasyconych kwaséw tluszczowych
0 izomerii iso 1 anteiso. TSITKO i in. (1999) stwier-
dzili 5—10-krotny wzrost udziatu tych kwasow
u szczepu Rhodococcus opacus, hodowanego z do-
datkiem benzenu, fenolu, 4-chlorofenolu, chloro-
benzenu i toluenu. Podobnie wysoka zawartoscia
procentowa kwaséw o izomerii iso i anteiso cha-
rakteryzowaly sie¢ szczepy Pseudomonas stutzeri
i Pseudomonas putida w czasie degradacji naftale-
nu oraz Arthrobacter chlorophenolicus A6 w tem-
peraturze 5°C w obecnosci fenolu, 4-nitrofenolu
i 4-chlorofenolu (MRrRozIK i in., 2005; UNELL i in.,
2007).

Kolejnym, znanym mechanizmem postsyntetycz-
nych modyfikacji lipidéw btonowych jest tworzenie
kwaséw z pierscieniem cyklopropanowym. Obser-
wowany w profilu kwaséw tluszczowych znaczny
wzrost udziatu tych kwaséw, izolowanych z komo-
rek Ralstonia eutropha, hodowanych w podtozu
z dodatkiem bifenylu oraz z Pseudomonas stutzeri
i Pseudomonas vesicularis, rozktadajacych piroka-
teching i fenol, moze §wiadczy¢ o istotnej roli wy-
mienionych kwaséw w regulacji ptynnosci blony
komérkowej tych bakterii (KM i in., 2001; MRoZIK
iin., 2004).

Na fizykochemiczne wtasciwosci btony ma tak-
ze wptyw sklad hydrofilowych ,,gtéw” fosfolipi-
déw. WEBER 1 in. (1994) wykazali, ze u Pseudomo-
nas putida S12 w obecnosci toluenu dochodzito do
zmniejszenia udziatu fosfatydyloetanoloaminy (PE)
w blonie. PE jest fosfolipidem o stosunkowo matej
powierzchni ,,gtowy” w poréwnaniu z fosfatydylo-
glicerolem (PG) i difosfatydyloglicerolem (DPG).
Spadek udzialu PE, a wzrost PG i DPG powodo-
waly zwiekszenie S$redniej fosfolipidowej po-
wierzchni ,,gtowy”, prawdopodobnie w celu wy-
réwnania wigkszej objetosci taiicuchéw acylowych,
wywolanej akumulacja toluenu w btonie. Wbudo-
wanie PG i DPG do btony prowadzi do jej usztyw-
nienia i zmniejszenia stopnia nieuporzadkowania li-
pidéw, wywotanego obecnoscia czasteczek toluenu
migdzy taiicuchami acylowymi w sasiedztwie wy-
stepyjacych grup polarnych. Zmiany sktadu ,,gtéw”
polarnych fosfolipidéw sa mniej powszechnymi
modyfikacjami btony niz zmiany w sktadzie kwa-
sow tluszczowych, ale z powodu innej lokalizacji
tadunkéw w obszarach polarnych moga istotnie
wpltywa¢ na interakcje lipidy—biatka btonowe
(Rosas, 1980; SUWALSKY 1 in., 1990).

Akumulacja zwiazkéw aromatycznych w dwu-
warstwie lipidowej moze indukowaé syntezg do-

3 — Zmiany...

datkowych biatek btonowych. Zjawisko to obser-
wowali KEWELOH 1 in. (1990) u szczepu E. coli
K-12 hodowanego na podtozu z dodatkiem fenolu
w stezeniu 0,5 g I"'. W wyniku rozdzialu elektro-
foretycznego zidentyfikowali pojedyncze biatko
btonowe o masie molekularnej 45 kDa, ktérego
ilos¢ byla znacznie wyzsza w porédwnaniu z ko-
moérkami hodowanymi bez dodatku tego zwiazku.
Mozna sadzié, ze wzrost zawartoSci specyficzne-
go bialka lub kilku bialek zwigksza upakowanie
faiicuchéw acylowych w fosfolipidach. Stanowi to
ochrong komorki przed utrata jonéw i waznych
metabolitow.

1.8. Rozktad zwiazkéw aromatycznych w glebie

Rosnace zapotrzebowanie na produkty prze-
mystu petrochemicznego oraz wynikajaca z tego
konieczno$¢ ich magazynowania i dystrybucji stwa-
rzaja powazne zagrozenie dla Srodowiska glebo-
wego. Produkty ropopochodne i inne substancje
o strukturze aromatycznej rozpraszaja si¢ w glebie
w postaci substancji ptywajacych na jej powierzch-
ni, rozpuszczonych w wodzie, zanieczyszczen za-
adsorbowanych na czastkach gleby oraz gazéw. Ich
obecnos¢ w glebie wptywa w istotny sposob na jej
fizyczne, chemiczne i1 biologiczne wilasciwosci. Po-
woduja one przede wszystkim zmiany w ilosci
i sktadzie chemicznych substancji organicznych
w glebie, obnizenie jej pojemnosci wodnej i utrud-
nienie wymiany gazowej, zaburzaja stosunek za-
warto$ci wegla organicznego do azotu i fosforu
oraz wplywaja na wilasciwosci koloidéw glebo-
wych, w tym wymian¢ jonowa i pH (FINE i in.,
1997; InpERIIT, MALLIK, 1997). Toksyczne weglo-
wodory aromatyczne znajduje si¢ we wszystkich
warstwach gleby. Ich st¢zenie w glebach lesnych
waha si¢ od 5 ug kg™! do 100 ug kg™! gleby. Sub-
stancje aromatyczne dostaja si¢ w glab gleby wraz
z lis¢mi oraz igtami, na ktérych sg adsorbowane.
W glebach rolniczych ich st¢zenie wynosi od 10 g
kg! do 100 pg kg™ gleby. Wysokie stezenie wyste-
puje w glebach rejonéw przemystowych, w ktérych
moze wynosi¢ do 3000 ug kg™! gleby (MENZIE i in.,
1992). Wartos¢ ta niejednokrotnie jest przekroczo-
na, na przyktad na terenach rafinerii, w miejscach
niekontrolowanego wycieku substancji ropopo-
chodnych oraz przetadunku paliw.

Rozktad fenolu i innych zwiazkéw aromatycz-
nych przez wyselekcjonowane szczepy bakterii,
przeprowadzany w podtozach ptynnych w kontrolo-
wanych warunkach laboratoryjnych nie w petni wy-
jasnia, jak proces ten zachodzi w warunkach natu-
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ralnych w srodowisku przyrodniczym. Dlatego tez
konieczne wydaje si¢ prowadzenie badafi nad ich
rozktadem, z uwzglednieniem czynnikéw Srodowi-
skowych, wptywajacych na wydajnos$¢ procesu ich
biodegradacji.

Rozktad zwiazkéw aromatycznych w glebie jest
procesem ztozonym. Zalezy nie tylko od sktadu ze-
spotéw mikroorganizméw glebowych, lecz takze od
warunkéw Srodowiskowych. ROMANTSCHUK 1 in.
(2000) wyréznili pie¢ podstawowych czynnikéw
decydujacych o rozkladzie substancji organicznych
w glebie. Naleza do nich: temperatura, dostgp tlenu
atmosferycznego, stgzenie substancji odzywczych
i kosubstratéw, biodostepnos¢ zwiazku i potencjat
degradacyjny zasiedlajacych ja mikroorganizmoéw.
Do czynnikéw wptywajacych na przemiany tych
zanieczyszczen w glebie naleza réwniez: pH, za-
warto$¢ wody, struktura i typ gleby oraz wczesniej-
sza ekspozycja mikroorganizméw na ich obecnos$¢.
Nie bez znaczenia jest takze budowa chemiczna
i wlasciwosci substancji stanowiacej skazenie (tok-
syczno$¢, biodegradowalnosé i stgzenie). Z czyn-
nikéw biotycznych niezwykle wazna jest bio-
réznorodnos¢ mikroorganizmdéw zaangazowanych
w procesy degradacyjne, interakcje migdzy nimi,
stabilnos¢ i1 aktywnos$¢ enzymatyczna mikroorgani-
zméw, ich biomasa i zdolno$¢ do chemotaksji
(VOGEL, 1996).

Gleba odznacza sie heterogenicznoscia prze-
strzenng i od stopnia jej agregacji zalezy nie tylko
aktywno$¢ mikroorganizméw, lecz takze biodo-
stepnos¢  zwiazkéw aromatycznych. Dzigki tej
wlasciwosci w tej samej glebie powstaja zréznico-
wane siedliska mikroorganizméw o odmiennej za-
wartoSci sktadnikéw odzywczych i wody (RANJARD,
RicHAUME, 2001; Bronick, Lar, 2005). Zwigzki
aromatyczne im sa bardziej rozpuszczalne w roz-
tworze glebowym i mniej hydrofobowe, tym tatwiej
podlegaja degradacji mikrobiologiczne;j.

Rozktad fenolu w glebie, w przeciwieristwie do
innych zwiazkéw jednopierscieniowych oraz wielo-
pierscieniowych  weglowodoréw — aromatycznych
(WWA), nie jest przedmiotem intensywnych badan.
Niewiele prac dotyczy biotycznych i abiotycznych
czynnikéw wptywajacych na jego rozktad. Moze to
wynikaé z faktu, ze zwiazki o charakterze fenoli sa
gtéwnymi skladnikami jader jednostek mikrokon-
strualnych substancji humusowych i z tego wzgledu
trudno jest §ledzi¢ ich losy w Srodowisku glebo-
wym. Ponadto sa wysoce reaktywne w stosunku do
komplekséw organiczno-mineralnych gleby i szyb-
ko paruja z roztworu glebowego (GALLET, KELLER,
1999).

Rozktad fenolu w glebie pochodzacej z plantacji
trzciny cukrowej na Tajwanie przez szczep Ralsto-
nia taiwanensis TJ86 badali CHEN i in. (2004). Wy-

kazali, ze w glebie sterylnej, o pH 7,3, wilgotnos$ci
8,9% 1 zawartoSci materii organicznej 4,8%, catko-
wity rozklad tego zwiazku w stezeniu 500 ug g
s.m. gleby zachodzil w ciggu 9 dni, natomiast daw-
ka 1000 ug ¢! s.m. gleby rozkiadana byta w tym
czasie w 40%. Dla poréwnania, w glebie niesteryl-
nej i bez inokulowanych bakterii fenol w nizszej
dawce w tym czasie ulegatl mineralizacji w 30%,
a w wyzszym st¢zeniu nie byt w niej degradowany.
Z kolei SHIBATA i in. (2006) wykazali, ze rozkiad
fenolu w stezeniu 30 mg kg™! gleby w siedmiu réz-
nych glebach pochodzacych z plantacji ryzu w Ja-
ponii zalezal od ogdlnej zawartosci wegla orga-
nicznego oraz dostgpnosci tlenu. W warunkach
tlenowych czas rozktadu polowy wprowadzone;j
dawki fenolu wynosit od 1,7 dnia do 6,9 dnia,
a w warunkach beztlenowych byto to od 24 dni do
260 dni. Badania nad biodegradacja i adsorpcja fe-
nolu w glebie prowadzili takze BAKER i MAYFIELD
(1980) oraz Scort i in. (1982, 1983).

Przewazajaca wigkszo$¢ zanieczyszczeh o cha-
rakterze aromatycznym wiaze si¢ odwracalnie lub
nieodwracalnie z frakcjami humusowymi. Najwigk-
sze powinowactwo wykazuja one do frakcji humin,
mniejsze do kwaséw huminowych, a najmniejsze
do kwaséw fulwowych. SonG (2003) dowiddl, ze
33,4% wprowadzonego do gleby toluenu wigzato
si¢ z humusem, z tego 27,9% z frakcja humin, 3%
z frakcja kwasow huminowych i najmniej — 2,5%
z kwasami fulwowymi. Podobne wyniki otrzymat
on dla o-ksylenu. Bardziej hydrofobowy naftalen,
wprowadzony do gleby piaszczystej o niewielkiej
zawarto$ci materii organicznej, w najwigkszym
stopniu wigzat si¢ z huminami (59%), w mniej-
szym z kwasami fulwowymi (28,2%), a w naj-
mniejszym z kwasami huminowymi (12,8%)
(KoHL, Rice, 1998). Z badan XINGA i in. (1997,
2001) wynika, ze na wlasciwosci sorpcyjne gleby
maja wpltyw jej rodzaj, wiek i spos6b transformacji.
Rozktad zwigzkéw aromatycznych zachodzi lepiej
w glebach o wigkszej zawartoSci materii organicz-
nej. LALLAI i MURA (2004) wykazali, ze w glebie
zawierajacej 0,04% materii organicznej nie zacho-
dzita biodegradacja pentachlorofenolu, natomiast
w glebie o zawarto$ci 7—8% rozktad byt catkowi-
ty. Davis i MADSEN (1996) poréwnywali tempo
rozktadu toluenu w czterech rodzajach gleb: piasz-
czystej, piaszczysto-ilastej, gliniastej pochodzacej
ze Srodowiska zanieczyszczonego zwiazkami aro-
matycznymi oraz gliniastej, wolnej od zanieczysz-
czen. Najszybciej rozktad tego zwiazku zachodzit
w glebie piaszczysto-ilastej o zawartoSci materii or-
ganicznej 4%. Czas rozktadu potowy wprowadzo-
nej dawki toluenu 5 ug g™! gleby wynosit 57 godz.,
z kolei w glebie piaszczystej o zawartosci materii
organicznej 0,8% bylto to 165 godz.
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Waznym czynnikiem ograniczajacym tempo bio-
degradacji zwiazkéw aromatycznych jest zawarto$¢
wody w glebie. Zbyt niski poziom wilgoci ograni-
cza wzrost 1 przezywalno$¢ bakterii, a nadmiar
wody prowadzi do powstania warunkéw beztleno-
wych. Wplyw zawartosci wody na rozklad toluenu
w glebie badali Davis i MADSEN (1996). Niezaleznie
od dawki dodanego toluenu najszybciej jego roz-
ktad przebiegatl w glebie o 100% zawartosSci wody,
wolniej przy wilgotnosci 14%, a proces ten nie za-
chodzil, gdy zawarto§¢ wody wynosita 2%. Wptyw
r6znej wilgotnosci gleby (od 20% do 70%) na
wzrost, przezywalnos¢ i rozktad naftalenu w glebie
przez szczepy Pseudomonas putida G7 1 Pseudomo-
nas putida BS3701 badali takze FiLoNov i in.
(1999).

Biodegradacja zwiazkéw aromatycznych w gle-
bach zachodzi szybciej, gdy wystepuja w niej tatwo
przyswajalne zwiazki pokarmowe. Substancje orga-
niczne stanowia nie tylko Zrédlo wegla i energii,
lecz takze innych makrosktadnikéw pokarmowych,
gtéwnie fosforu, azotu i siarki. W wydajnej biode-
gradacji wazny jest stosunek ilosci wegla do azotu
i fosforu wystepujacych w glebie. Wedtug LIEBEGA
i CUTRIGHTA (1999) powinien on wynosi¢ 100:10:1,
a zdaniem DaAvisA i MADSENA (1996) — 100:9:2.
Zaréwno zbyt duza, jak i zbyt mata zawarto$¢ sub-
stancji organicznej wptywa hamujaco na proces
biodegradacji (HALUSKA i in., 1995). Z badan
CHAINEAU i in. (2003) wynika, ze uzycie mineral-
nych nawozéw azotowych i uzyskanie stosunku
C/N/P 100:10:1 w glebie znacznie zwigkszylo sto-
pieft eliminacji z niej zwigzkéw ropopochodnych.
W glebie wzbogaconej w zwiazki azotu 70—81%
zanieczyszczen uleglo degradacji, gdy tymczasem
w wyniku naturalnej atenuacji jedynie 56%. Po-
dobny ubytek ropopochodnych skazenn obserwowali
MARGESIN i SHINNER (2001) po uzyZnieniu gleby al-
pejskie;j.

Waznymi czynnikami w rozktadzie zwiazkéw
aromatycznych sa takze temperatura, pH i st¢zenie
dostgpnego tlenu; minimalna ilo§¢ powietrza wy-
petniajacego przestrzenie w glebie powinna wyno-
si¢ okoto 10%, optymalne pH 6—S8, a temperatura
20—30°C (LeaHYy, CorLweiLL, 1990; BOOPATHY,
2000). Nizsza temperatura w naszej szerokosci geo-
graficznej przez wigksza czgs¢ roku znacznie ogra-
nicza efektywna biodegradacj¢, poniewaz wptywa
na witasciwosci weglowodoréw (lepkos¢ i rozpusz-
czalno$¢ w wodzie) oraz obniza aktywnos¢ degra-
dacyjna mikroorganizméw (ERIKSSON i in., 2001).

Rozktad zwigzkéw aromatycznych zalezy takze
od wczesniejszej ekspozycji mikroorganizméw na
dziatanie tych zwigzkéw. Wykazano, ze w glebach
narazonych na ciagle zanieczyszczenie weglowodo-
rami aromatycznymi biodegradacja tych skazen za-

chodzita szybciej niz w miejscach, ktére nie byty
uprzednio poddane ich wpltywowi (DAvis, MADSEN,
1996). Wynika to z adaptacji bakterii do toksycz-
nych zwiazkéw aromatycznych i zwigkszenia ich
udzialu w zespotach mikroorganizméw zasie-
dlajacych skazone Srodowisko.

Niektore substancje aromatyczne s3 szybciej
rozktadane w glebie w obecnosci innych zwiazkow.
Efekt ten, zwany kometabolizmem, polega na tym,
ze jeden ze zwiazkéw wykorzystywany jest w pro-
cesie redukcji innego. W wyniku kometabolizmu
nastepuje na przyktad rozktad w glebie polichloro-
wanych bifenyli (PCB) przez szczepy Ralstonia eu-
tropha 1 Rhodococcus sp. Kosubstratami, akty-
wujacymi w komorkach tych bakterii gen bhp od-
powiedzialny za degradacje PCB, sa dodatkowo
wprowadzane do gleby monoterpeny i kwas salicy-
lowy (LEUPROMCHAI i in., 2002).

Mikrobiologiczny rozktad trwatych i toksycz-
nych zwiazkéw o strukturze aromatycznej jest jed-
nym z najefektywniejszych sposobéw usuwania ich
ze Srodowiska glebowego. Czynniki §rodowiskowe
oraz bioréznorodnos$¢ populacji zasiedlajacych gle-
be utrudniaja jednak Sledzenie w niej loséw i prze-
mian tych zwiazkéw oraz uniemozliwiaja doktadne
poznanie mechanizméw regulujacych aktywnosé
degradacyjna mikroorganizméw. Konieczne wydaje
si¢ wiec poszukiwanie metod stuzacych monitoro-
waniu stopnia eliminacji tych zwiazkéw z gleby
oraz zmian w sktadzie zespotéw mikroorganizméw
w warunkach stresu wywotanego obecnoscig sub-
stancji toksycznych.

1.9. Bioaugmentacja a rozktad
Zwigzkow aromatycznych w glebie

Zastosowanie do usuwania ze Srodowiska pro-
duktéw ropopochodnych, jedno- i wielopierscie-
niowych  weglowodoréw aromatycznych oraz
zwiazkéw chlorowcopochodnych konwencjonalnych
metod fizykochemicznych, takich jak: adsorpcja,
ekstrakcja rozpuszczalnikami organicznymi, utle-
nienie, odparowanie czy rozpuszczenie, nie zawsze
jest skuteczne i nie prowadzi do catkowitej ich eli-
minacji (LoH, WANG, 1998). Z wielu badan wyni-
ka, Zze obiecujaca technologia prowadzaca do ich
detoksykacji jest bioremediacja (ROMANTSCHUK,
2000; CHAINEAU 1 in., 2003; FISCHER i in., 2006;
PrpICH i in., 2006). Polega ona na zastosowaniu mi-
kroorganizméw lub wytwarzanych przez nie enzy-
méw w procesie oczyszczania Srodowiska z zanie-
czyszczef nie tylko przemystowych, lecz takze ko-
munalnych. Bioremediacj¢ mozna podzieli¢ na



dwie kategorie: in situ i ex situ. W bioremediacji in
situ usuwanie zanieczyszczen odbywa si¢ w miej-
scu ich wystepowania, a w ex situ zachodzi w in-
nym, specjalnie wyznaczonym do tego celu miej-
scu (BooraTHy, 2000).

Bioaugmentacja jest jedna z technik bioremedia-
cji, zardwno in situ, jak i ex situ, polegajaca na
wprowadzaniu do gleby wyselekcjonowanych mi-
kroorganizméw zdolnych do rozktadu wybranych
zanieczyszczen (Iwamoto, NAasu, 2001; WATANABE,
2001; EL FaNTROUSSI, AGATHOS, 2005). Idealne mi-
kroorganizmy uzyte w tym celu powinny si¢ cha-
rakteryzowaé: szerokim zakresem aktywnosci de-
gradacyjnej, odpowiednia szybkoscia dziatania,
niezbyt dtugim czasem zycia, mobilnoscig (zdolno-
Scig penetracji w glab systemu), zdolnoscia do ad-
hezji (z wyjatkiem punktu iniekcji w celu uniknig-
cia zatykania poréw w glebie), elastycznoscia (od-
porne na fluktuacje pH, sily jonowej, st¢zenia
jonéw metali cigzkich) oraz niewielkim kosztem
ich uzyskania (VOGEL, 1996). Pozyskiwanie takich
szczepow obejmuje selekcje mikroorganizméw gle-
bowych, izolacjg, otrzymanie czystych kultur oraz
testowanie ich pod wzgledem przydatnosci w bio-
degradacji konkretnego zanieczyszczenia.

Mozna wymieni¢ kilka sposobéw wprowadzania
egzogennego szczepu lub konsorcjéw bakterii do
gleby. Po dokonaniu selekc;ji i ich namnozeniu bak-
terie mozna wprowadza¢ do miejsca, z ktérego na-
turalnie pochodzity, lub do miejsc, w ktérych
zwigzek stanowiacy skazenie ma podobne
wlasciwosci chemiczne do tego, jaki zanieczysz-
czal pierwotne Zrédto ich pochodzenia. Po raz
pierwszy bioaugmentacje zakoriczona sukcesem
przeprowadzono w Japonii w 2000 roku, z uzyciem
degradujacego zwiazki aromatyczne szczepu Ral-
stonia eutropha KT-2, w celu usunigcia z gleby tri-
chloroetylenu (NAKAMURA 1 in., 2000). Reintroduk-
cja szczepdw Gordona sp. BP9 i Mycobacterium
sp. VF1 do gleb skazonych benzo[a]pirenem
1 szczepu Pseudomonas fluorescens NS1 do miejsc
zanieczyszczonych ropa naftowa takze w znacznym
stopniu przyspieszyla rozklad tych zwiazkéw
(KANALY, HArRAYAMA, 2000; BARATHI, VASUDEVAN,
2003). Poréwnanie szybkosci rozktadu oleju nape-
dowego w glebie na drodze naturalnej atenuacji,
biostymulacji i bioaugmentacji, z zastosowaniem
6-sktadnikowej mieszaniny bakterii z rodzajow Ba-
cillus, Acinetobacter i Pseudomonas, wykazalo, ze
wzbogacenie rodzimej mikroflory w nowe gatunki
bakterii przynosi lepsze efekty niz inne metody
bioremediacji (BENTO i in., 2005). Nie wszystkie
mikroorganizmy wyselekcjonowane laboratoryjnie
o okreslonym potencjale degradacyjnym nadaja si¢
jednak do bioaugmentacji. Jest to spowodowane
staba ich przezywalnoscia, niska zdolnoscia do

konkurowania z autochtonicznymi mikroorgani-
zmami lub zanikiem aktywnoS$ci enzymatycznej po
wprowadzeniu do gleby. W jaki sposéb i jakimi
metodami powinno si¢ bada¢ przydatnos¢ réznych
bakterii do bioaugmentacji, na przyktadzie szcze-
poéw Pseudomonas mendocina i Pseudomonas flu-
orescens wprowadzonych do gleb skazonych feno-
lem i zwiazkami ropopochodnymi, prezentuja
HEeINARU 1 in. (2005). Podkreslili oni takze, ze wa-
zne jest, aby takie mikroorganizmy byty bezpiecz-
ne dla cztowieka, nie produkowaly toksycznych
metabolitéw 1 nie oddziatywaly antagonistycznie
z naturalng mikroflora gleby.

Na szczeg6lna uwage zastuguje wykorzystanie
w bioaugmentacji mikroorganizméw zmodyfikowa-
nych genetycznie (GMMs, ang. genetically mo-
dified microorganisms) (SAYLER, Ripp, 2000;
ROMANTSCHUK 1 in., 2000; Top i in., 2002; EL FAN-
TROUSSI, AGATHOS, 2005). Tak skonstruowane labo-
ratoryjnie mikroorganizmy po wprowadzeniu do
gleby moga by¢ dawcami plazmidéw degradacyj-
nych czy transpozonéw dla potencjalnych biorcow
sposréd mikroflory autochtonicznej. Poniewaz pla-
zmidy sa fatwo przenoszone, mozliwe jest szybkie
rozprzestrzenianie si¢ zdolnosci degradacyjnych
wsréd mikroorganizméw na drodze horyzontalnego
transferu genéw (HGT, ang. horizontal gene trans-
fer) (Top, SPRINGAEL, 2003). Na przyktad plazmid
RP4:Tn4371 szczepu Enterobacter agglomerans
DK3, odpowiadajacy za rozktad bifenylu, do ktére-
go zostal wbudowany transpozon Tn4371, z duza
czestotliwoscia przekazywany byt do réznych ga-
tunkéw rodzimych bakterii glebowych (DE RORE
1 in., 1994). Transfer 1 ekspresje¢ plazmidu
RP4:TOL, kodujacego enzymy szlakéw rozktadu
benzenu, toluenu i ksylenu z Escherichia coli C600
do gatunkéw Sinorhizobium meliloti, Bradyrhizo-
bium japonicum 1 Bradyrhizobium elkanii, obser-
wowali HoLLOWELL 1 in. (1999). Z kolei NEwWBY
i in. (2000) wykazali mozliwo$¢ przenoszenia pla-
zmidu pJP4, odpowiadajacego za rozktad kwasu
2,4-dichlorofenoksyoctowego z E. coli do bakterii
glebowych, gléwnie =z rodzaju Pseudomonas
i Burkholderia. Przezywalnos¢ uzyskanych transko-
niugantéw zalezy od wielu czynnikéw: rodzaju gle-
by, zawartoSci materii organicznej, konkurencji,
obecnosci roslin, stgzenia substancji zanieczysz-
czajacych oraz metali cigzkich (RAMOS-GONZALES
1 in., 1991; HiL, Top, 1998; Topr i in., 2002).
GMMs moga wykazywaé szeroka specyficznosé
substratowa i mie¢ wysoki potencjat kataboliczny,
ale zwykle ging szybko lub ich przezywalnos¢
w skazonych Srodowiskach nie jest zadowalajaca.

Badania nad bioaugmentacja dowiodty, ze mi-
kroorganizmy zmodyfikowane genetycznie moga
odnosi¢ sukces w warunkach selekcyjnej presji spe-
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cyficznego substratu. Nie sa natomiast przydatne
w Srodowisku zawierajacym wiele substratow
i réznorodnych mikroorganizméw bez specyficznej
presji selekcyjnej. Zastosowanie GMMs do bioau-
gmentacji bez fizycznych ograniczen i zwiazane
z nim wzgledy biologicznego bezpieczeristwa bu-
dza wiele watpliwosci. Ze wzgledu na ograniczona
konkurencyjno$¢ wprowadzanie organizméw skon-
struowanych w laboratorium metodami inzynierii
genetycznej do otwartych systemOw nie jest po-
wszechnie akceptowane. Mikroorganizmy natural-
nie wystgpujace w Srodowisku maja potencjat do
tworzenia nowych szlakéw metabolicznych i sa
bardziej konkurencyjne, poniewaz przeszly selek-
cje naturalng (VAN DER MEER i in., 1992).

1.10. FAMEs w badaniach Srodowiskowych

Procedura izolacji i identyfikacji komérkowych
kwaséw tluszczowych (FAMESs) zostata opracowa-
na przez firm¢ MIDI Inc. (Newark, DE, USA) jako
metoda stuzaca do oceny przynaleznosci gatunko-
wej bakterii. Opiera si¢ ona na zalozeniu, ze sktad
komérkowych kwaséw ttuszczowych, uwarunkowa-
ny genetycznie, jest charakterystyczna cecha kaz-
dego gatunku. Wiedzac jednak, ze rézne czynniki
srodowiskowe modyfikuja profil kwaséw ttuszczo-
wych bakterii, mozliwe jest takze zastosowanie tej
metody do analizy kwaséw tluszczowych, ekstraho-
wanych bezposrednio z prébek gleby i wody. Wy-
korzystanie MIDI-FAME do identyfikacji bakterii
wymaga Scistego przestrzegania warunkéw hodowli
(sktad podtoza, temperatura, czas inkubacji) oraz
stosowania odczynnikéw chemicznych o wysokim
stopniu czystosci. Obecnie dzigki tej metodzie mo-
zna identyfikowaé¢ ponad 1500 gatunkéw bakterii.
BrM i in. (1999) uzyli metody MIDI-FAME do
identyfikacji dominujacych szczepdéw, izolowanych
z gleb zanieczyszczonych jonami cynku. Wykazali,
ze wsrod metaloopornych szczepéw najwiecej, bo
18 z 23, reprezentowalo rodzaj Arthrobacter. TIGHE
i in. (2000) uzyli tej metody do ustalenia zalezno-
sci filogenetycznych migdzy ponad 600 szczepami
nalezacymi do rodzajéw: Agrobacterium, Bradyrhi-
zobium, Mesorhizobium, Rhizobium 1 Sinorhizo-
bium.

Analiza kwaséw ttuszczowych izolowanych bez-
posrednio z gleby umozliwia okreslenie podo-
biefistw i réznic w zespotach mikroorganizméw.
THOMPSON 1 in. (1995) na podstawie réznej zawar-
tosci FAMEs izolowanych z dwdch identycznych,
ale odseparowanych zespotéw mikroorganizméw,
do ktérych wprowadzali genetycznie zmodyfikowa-

ny szczep Pseudomonas fluorescens lub szczep
dziki, wykazali, ze wigkszy wplyw na ich sktad
wywieral szczep dziki. W innych badaniach CAvi-
GELLI i in. (1995) stwierdzili réznice migdzy profi-
lami FAMEs ekstrahowanych bezposrednio z gleby
a wyizolowanych z niej mikroorganizméw, ho-
dowanych laboratoryjnie na podiozach statych.
IBEKWE 1 KENNEDY (1999) na podstawie analizy
FAME:s ekstrahowanych z dwéch réznych gleb, na
ktérych uprawiano pszenicg, jeczmieri i groch, wy-
kazali zréznicowany udzial bakterii Gram-dodat-
nich i Gram-ujemnych w strefie ryzosferowej i po-
zaryzosferowej. Na podstawie obecnosci i wysokiej
zawartoSci kwaséw 15:0, 15:0 iso, 17:0 1 17:0 an-
teiso zaobserwowali, ze w badanej glebie udziat
bakterii Gram-dodatnich byl podobny zaréwno
w ryzosferze, jak i w glebie pozakorzeniowej. Gle-
by réznity si¢ udzialem bakterii Gram-ujemnych,
ktére wyodrebnili na podstawie charakterystycz-
nych kwaséw 10:0 30H, 12:0 30H i 17:0 cy. Wig-
cej ich zasiedlalo glebe przykorzeniowa, a mniej
— pozakorzeniowa.

Uzycie MIDI-FAME w badaniach Srodowisko-
wych umozliwia ponadto ocen¢ wplywu wielu
czynnikéw  abiotycznych  (temperatury, pH,
zwiazkéw toksycznych) na sktad i bioréznorodnosé
zespoléw mikroorganizméw. WyraZzng zaleznos$¢
miedzy zmniejszajaca si¢ zawartoscia cis-nienasy-
conych kwaséw ttuszczowych (16:1 w7c¢ 1 18:1 w7c)
a wzrostem temperatury w glebie z 4°C do 25°C
oraz z 5°C do 30°C obserwowali PETERSEN i KLUG
(1994), a takze PETERSEN 1 BAATH (2003). HEIPIEPER
i in. (1996) wykazali, ze u szczepu Pseudomonas
putida S12 w niskim pH wzrastat stosunek
trans/cis nienasyconych kwaséw ttuszczowych z 0,1
do 0,4. CHaO i1 Hsu (2004) uzyli metody FAME do
oceny wplywu toluenu na sktad mikroorganizméw
glebowych. Dowiedli, ze przed wprowadzeniem
toluenu do gleby dominowaty w niej bakterie
Gram-dodatnie, gtéwnie z rodzajow Bacillus i Ce-
lulomonas, a po skazeniu gleby tym zwiazkiem do-
minujacymi staly si¢ bakterie z rodzajow Pseudo-
monas, Acinetobacter i Alcaligenes, znane ze zdol-
nosci do rozktadu wielu réznych zwigzkow
aromatycznych. Kozpros (2000) wykorzystat meto-
d¢ MIDI-FAME do oceny sktadu zespotéw mikro-
organizmow hatdy popiotowej oraz zuzlowej, me-
talurgicznej i niezelazowej. W materiale z hatdy
popiotowej wykazat obecnos¢ bakterii z grupy Cy-
tophaga-Flavobacterium, charakterystycznej dla
Srodowisk ubogich i silnie zdegradowanych, dla
ktérych markerowym kwasem tluszczowym jest
16:1 w5c. Halde niezelazowa z kolei cechowat duzy
udziat kwasu 18:2 w6,9 swiadczacy o dominacji
grzybéw. W innych badaniach Bunpy i in. (2004)
poréwnywali wplyw lekkiego oleju parafinowego
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i ciezkiego oleju napedowego na populacje mikro-
organizméw w glebie. Po 2 miesiacach w glebie
skazonej olejem parafinowym dominujacymi kwa-
sami byty 15:0 i 17:1 w8, a w glebie zawierajacej
olej napedowy — 18:2 06,9. Wyniki te potwier-
dzaja fakt, ze charakter zanieczyszczen ma istotny
wplyw na sktad populacji mikroorganizméw glebo-
wych.

Z wielu prac wynika, ze analiza MIDI-FAME
jest przydatng metoda w badaniach Srodowisko-
wych, chociaz wystgpuja w niej pewne ogranicze-
nia. Stosujac te metode, oprocz kwaséw ttuszczo-
wych pochodzacych z mikroorganizméw, izoluje
si¢ z gleby kwasy zwiazane z frakcjami préchnico-
wymi i korzeniami roslin (SCHUTTER, Dick, 2000).
Poréwnanie metody MIDI-FAME z PLFA przez
DRENOVSKY’EGO 1 in. (2004) wskazuje, ze dzieki
metodzie MIDI-FAME mozliwe byto izolowanie
kwaséw prostotaricuchowych o dtugosci taincucha

do C14, natomiast wsrod PLFAs kwasy te nie byty
identyfikowane. Ponadto w profilu kwaséw
tluszczowych uzyskanym metoda MIDI-FAME
stwierdzono wysoka zawartos¢ kwasu markerowe-
go dla grzybéw, tzn. 18:2 w6,9, a mniejszym
udziatem odznaczaly si¢ kwasy wskazujace na
obecnos¢ promieniowcéw. Mimo wskazanych
ograniczei w stosowaniu tej metody, jest ona po-
wszechnie uzywana w badaniach mikrobiologii
srodowiskowej i coraz czgsciej taczy si¢ ja z meto-
dami genetycznymi, na przyktad SLB/ENAP,
LH-PCR, PCR-DGGE i T-RFLP, stanowigcymi
wspllnie bardziej zintegrowane narze¢dzie w okre-
Slaniu zmian w sktadzie zespotéw mikroorgani-
zméw réznych srodowisk, zaréwno skazonych, jak
1 nieskazonych (VAN ELsAS 1 in., 1998; WHITE i in.,
1998; MACNAUGHTON 1 in., 1999; RITCHIE i in.,
2000; Kozpros, vaN ELsas, 2001; TURPEINEN 1 in.,
2004).



2. Cel pracy

Rozktad fenolu w warunkach laboratoryjnych
przez wyselekcjonowane z r6znych Srodowisk bak-
terie z rodzaju Pseudomonas jest procesem dobrze
poznanym zaréwno pod wzgledem biochemicznym,
jak i genetycznym. Znana jest budowa i mechanizm
dziatania dioksygenaz katecholowych, intermediaty
szlakéw metabolicznych orto i meta oraz lokaliza-
cja i organizacja gendw kodujacych enzymy prze-
mian katabolicznych tego zwiazku. O wyborze
szczepodw Pseudomonas vesicularis 1 Pseudomonas
sp. JS150 do planowanych badai zadecydowata
zdolno$¢ rozktadu przez nie wysokich stgzert feno-
lu w podtozach ptynnych (okoto 750 mg 17!), wyso-
ka aktywnos$¢ wiasciwa dioksygenaz katecholo-
wych (1,60—1,85 uM min~! mg~! biatka) oraz brak
informacji o mozliwosci wykorzystania tych bakte-
rii w procesie bioremediacji gleb zanieczyszczo-
nych zwiazkami fenolowymi.

Gtéwnym celem pracy bylo zbadanie, czy i jakie
zmiany zachodza w sktadzie komérkowych kwasow
tluszczowych szczepdw Pseudomonas vesicularis
i Pseudomonas sp. JS150 w czasie rozktadu fenolu
w glebie. Aby dokona¢ takiej analizy, konieczne
byto wykonanie badan polegajacych na ocenie
przezywalnosci tych szczepéw i sprawdzeniu, czy
sg zdolne do rozktadu fenolu po wprowadzeniu do
gleb. Ocene przezywalnosci i rozktad zastoso-
wanych stezen substratu fenolowego prowadzono

w czterech uktadach doswiadczalnych. Pierwszy
stanowity gleby sterylne, do ktdérych introdukowa-
no szczep Pseudomonas vesicularis, drugi — gleby
sterylne z Pseudomonas sp. JS150, trzeci — gleby
sterylne z wprowadzona mieszaning tych szcze-
péw, a czwarty — gleby niesterylne poddane bio-
augmentacji z uzyciem obu tych szczepéw. Z uwa-
gi na to, ze fenol wptywa na sktad i modyfikacje
kwaséw ttuszczowych tych bakterii w podtozach
ptynnych, podjeto prébe zbadania, dzieki jakim
znanym mechanizmom adaptacyjnym przystoso-
wuja si¢ one do obecnosci tego zwiazku w glebie.
Zastosowanie takich uktadéw doswiadczalnych
umozliwito poréwnanie zmian w profilach kwaséw
tluszczowych, wywotanych obecnoscia fenolu
w pojedynczych szczepach, z uzyskanymi z ich
mieszaniny oraz z profilami kwaséw pochodzacych
z gleb z mikroflora autochtoniczna i wprowadzo-
nymi szczepami Pseudomonas vesicularis i Pseu-
domonas sp. JS150.

Istotne byto takze zbadanie, czy analiza metylo-
wych estréw kwaséw tluszczowych (FAMEs) moze
by¢ przydatna do oceny stopnia usuwania fenolu
z gleby.

Zamierzeniem bylo réwniez wyrdznienie marke-
rowych kwaséw ttuszczowych, ktére mogtyby stu-
zy¢ do monitorowania procesu eliminacji tego
zwiazku ze Srodowiska glebowego.
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3. Materiaty i metody

3.1. Szczepy bakteryjne

W badaniach uzyto dwéch szczepéw bakteryj-
nych: Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp.
JS150, znanych ze zdolnosci do rozktadu fenolu
w podtozach ptynnych w kontrolowanych warun-
kach laboratoryjnych (HAIGLER i in., 1992; MRrozik
i in., 2002). Szczep Pseudomonas vesicularis wy-
izolowano z mieszanej populacji mikroorganizméw
osadu czynnego, pochodzacego z miejskiej oczysz-
czalni Sciekéw w Czgstochowie, z kolei szczep
Pseudomonas sp. JS150 otrzymano dzieki uprzej-
mosci dr. J.C. Spaina z Air Force Civil Engeener-
ing Suport Agency, Tyndall Air Force Base na Flo-
rydzie w USA. Szczep Pseudomonas vesicularis
jest szczepem dzikim, a Pseudomonas sp. JS150 —
szczepem zmienionym genetycznie. Wyjsciowy do
otrzymania szczepu Pseudomonas sp. JS150 byt
Pseudomonas sp. JS1, rozkladajacy p-dichloro-
benzen i poddany mutagenezie z uzyciem metano-
sulfonianu etylu.

3.2. Glehy

W badaniach korzystano z trzech rodzajéw gleb.
Probki pobierano z trzech stanowisk, z glebokosci
0—20 cm, w pazdzierniku, w latach 2005—2007.
Byly to: gleba lasu mieszanego w Sosnowcu, gleba
lasu sosnowego w Bukownie oraz gleba pod-
moktej taki w Sosnowcu. Gleby oznaczono umow-
nie: L1, L2 i G. Charakterystyke gleb przedstawia
tabela 4.

Pobrane probki gleb suszono w temperaturze po-
kojowej przez 48 godz., przesiewano przez sito
o Srednicy oczek 2 mm, porcjowano po 150 g do
szklanych naczyfi o objgtosci 180 ml i czterokrotnie
sterylizowano w odstgpach 24-godzinnych w auto-
klawie, w temperaturze 121°C, przy ci$nieniu 1,2
atmosfery, przez 40 min. Wilgotnos$¢ gleby dopro-
wadzano do 50% jej maksymalnej pojemnosci wod-
nej. Wszystkie gleby skazano trzema st¢zeniami fe-
nolu (Sigma-Aldrich, Niemcy): 1,7 mg g s.m.,,
3,3 mg ¢! s.m. oraz 5,0 mg g s.m. gleby, i prein-

Tabela 4

Charakterystyka gleb

Wiasciwosci

L2 G

Morfologia gleb

Materia organiczna, % 15,00 2,10 21,00
Wegiel organiczny, mg g~ 1,63 0,45 2,84
Kwasy huminowe, mg g™! 0,17 0,08 0,19
Kwasy fulwowe, mg g~ 2,90 1,39 3,81
Kwasy hymatomelanowe, mg g~! 0,06 0,04 0,09
Wilgotnosé, % 12,00 3,00 24,00
pH 8,10 7,10 6,95

Objasnienia: L1 — gleba lasu sosnowego, L2 — gleba lasu mieszanego, G — gleba podmoktej aki.
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kubowano przez 3 dni. Do bioaugmentacji uzyto
gleb, ktérych nie poddano procesowi sterylizacji.

3.3. Wprowadzanie bakterii do gleb

Przed wprowadzeniem pojedynczych szczepdéw
bakterii do sterylnych gleb namnazano je w bulionie
odzywczym (Becton Dickinson, USA) przez 6—8
godz., z wytrzasaniem (125 rpm), w temperaturze
28°C, uzyskujac 1,5 - 10° komérek w 1 ml hodowli.
Nastgpnie  zawiesing bakterii odwirowywano
(8000 - g) w 4°C przez 15 min i przemywano trzy-
krotnie 0,85% roztworem NaCl. Otrzymany osad
zawieszano w 13 ml 0,85% roztworu NaCl i wpro-
wadzano do gleb (2,5 - 10° komérek na 1 g s.m.
gleby) skazonych réznymi st¢zeniami fenolu. Aby
oceni¢ wptyw fenolu na przezywalno$¢ bakterii,
szczepy wprowadzano takze do gleb nieskazonych
fenolem. Natomiast dwuskladnikowa mieszanine
szczepow do inokulacji sporzadzano, taczac po okre-
Slonym czasie hodowli (6—8 godz.) identyczne ob-
jetosci zawiesiny komoérek obu szczepow, po czym
odwirowywano je i zawieszano w 13 ml 0,85% roz-
tworu NaCl, tak aby liczba komérek w 1 g s.m. gleby
wynosita 2,5 - 10°. W podobny sposéb przygotowy-
wano inokulat bakterii do bioaugmentacji. Wszyst-
kie gleby przechowywano w temperaturze pokojo-
wej, bez dostgpu Swiatla. Schemat prowadzenia ba-
dan biodegradacyjnych w glebach ilustruje rys. 2.

3.4. Metody analityczne

3.4.1. Ekstrakcja i oznaczanie fenolu

W celu oznaczenia stg¢zenia fenolu pobierano w 1.,
4.1 8. dniu, a dalej co 16 dni, 5 g gleby i umieszcza-
no w kolbach Erlenmayera o objgtosci 100 ml. Na-
stepnie wprowadzano 45 ml metanolu, wytrzasano
przez 30 min i saczono przez saczek bibutowy What-
man nr 4. W przesaczu oznaczano stgzenie fenolu
kolorymetryczng metoda z p-nitroaniling (LURIE,
RyBnikova, 1968). Do 1 ml przesaczu wprowadzano
1 ml zdwuazowanej p-nitroaniliny z uzyciem 2%
Na;NO,, 0,5 ml 10% Na,CO;, 1 ml 10% NaOH
i uzupetniano woda destylowang do 10 ml. Po 10 min
od momentu zmieszania reagentow mierzono absor-
bancj¢ roztworu przy dlugosci fali 4 = 550 nm. Ste-
zenie fenolu odczytywano z krzywej wzorcowej
o réwnaniu y = 0,0096x.

4 — Zmiany...

3.4.2. Oznaczanie zawartosci materii organicznej,
wegla organicznego, wilgotnosci,
frakeji kwasow prachnicowych i pH

Zawarto$§¢  procentowa materii  organicznej
w glebie oznaczano przez spalanie w piecu muflo-
wym, w temperaturze 600°C, przez 8 godz., wysu-
szonych do statej masy 5 g gleby (LITYNSKI i in.,
1972). Zawarto$¢ wegla organicznego oznacza-
no spektrofotometrycznie z uzyciem mieszaniny
0,067 M dichromianu potasu w kwasie siarkowym
(1:1) (KANDELER, 1995). Zawarto$¢ wody oznacza-
no metoda wagowa, polegajaca na wysuszeniu pro-
bek gleby do statej masy w 105°C (LiTYNsKI i in.,
1972). Ekstrakcje kwaséw huminowych (Hum), ful-
wowych (Ful) i hymatomelanowych (Hym) z gleby
prowadzono metoda opisana przez SZCZEPA-
NIEC-CIECIAK 1 KOSCIELNIAK (1999). Etapy ekstrak-
cji kwaséw humusowych z gleby ilustruje rys. 3.

Zawarto$¢ poszczeg6lnych frakcji kwaséw hu-
musowych oznaczano spektrofotometrycznie, ko-
rzystajac z wzoréw:

0,5-1,724(S, —S,)

Hum = )
88-A, +0,25-A,+05 A,
881724 (S, —S,)
Ful = 5
88:-A, +025-A,+05 A,
0,25-1,724(S, —58S,)
Hym =

88-A,+025-A,+05 A,

gdzie: S; — zawarto$¢ wegla organicznego w pro-
bie wyekstrahowanej tugiem [mg], S, — zawarto$¢
wegla organicznego w prébie podstawowej [mg],
A,, A; 1 A, — absorbancje kolejnych roztwordw.

Odczyn pH gleby oznaczano potencjometrycznie
w wodnym roztworze gleby w stosunku 1:2 po
2 godz. wytrzasania, z uzyciem pehametru Elme-
tron CX-731.

3.5. Analizy mikrobiologiczne

3.5.1. Oznaczanie liczebnosci bakterii

Oznaczenia liczby bakterii w glebach skazonych
fenolem oraz w glebach kontrolnych przeprowadza-
no metodag ptytek tartych (LORCH i in., 1995) w 1.,
4.1 8. dniu, a nast¢pnie co 16 dni od wprowadze-
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Gleba 150 ml 0,1 M NaOH

—

" Zawartos¢ wegla organicznego (S) ||

Inkubacja, 3 dni

o

Saczenie

\

Huminy Frakcje rozpuszczalne
(osad) przesacz
absorbancja, A = 465 nm
l (Av)
|| Zawartos¢ wegla organicznego (S,) " 25ml 0,1 MHCI | 80°C
Saczenie

e

absorbancja, A = 465 nm
(A3)

roztwor alkoholowy + 1 ml 2 M NaOH

Ful
przesacz + 25 ml 2 M NaOH ogrzewanie
absorbancja, A = 465 nm
(A2)
v
Hym Hum

osad + 50 ml 0,1 M NaOH
absorbancja, A = 465 nm
(Ag)

Rys. 3. Schemat ekstrakcji kwaséw huminowych, fulwowych i hymatomelanowych z gleby

nia ich do gleby. W tym celu po 5 g gleby umiesz-
czano w kolbach Erlenmayera zawierajacych 45 ml
0,85% roztworu NaCl i wytrzasano w temperaturze
pokojowej przez 30 min. Po dokonaniu tych czyn-
nosci sporzadzano szereg 10-krotnych rozcieficzen
zawiesiny glebowej w 0,85% roztworze NaCl
i wysiewano po 100 pl z rozcieficzen 10#—107% na
plytki Petriego z agarem odzywczym (BTL, L.6dZ)
w trzech powtdrzeniach. Ptytki inkubowano
w 28°C przez 48 godz., a nastgpnie liczono wy-
roste kolonie, przyjmujac, ze jedna kolonia odpo-
wiada jednej komodrce bakteryjnej. Liczbe bakterii
Pseudomonas sp. JS150 wprowadzonych do gleb
sterylnych w postaci 2-sktadnikowej mieszaniny
z Pseudomonas vesicularis oznaczano na ptytkach

z agarem odzywczym z dodatkiem ryfampicyny
(Pharmaceutical Works Polfa, Trachomin), na
ktéra szczep ten byt oporny, w stezeniu 100 pg g™
Poniewaz Pseudomonas vesicularis nie byt oporny
na ryfampicyng i inne antybiotyki, liczebnos¢ ko-
moérek tego szczepu w mieszaninie oznaczano,
odejmujac od ogdlnej liczby bakterii wyrostych na
ptytkach z agarem odzywczym liczbe bakterii
Pseudomonas sp. JS150 opornych na ryfampicyng.
Dodatkowo podczas liczenia bakterii zwracano
uwage na morfologie wyrostych kolonii. Szczep
Pseudomonas vesicularis tworzyt drobne, I$nigce
kolonie o zabarwieniu bezowym, z kolei Pseudo-
monas sp. JS150 rést w postaci wigkszych, mato-
wych kolonii o biatym kolorze. Liczebnos¢ bakterii
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Pseudomonas sp. JIS150 w glebach poddanych bio-
augmentacji oceniano, korzystajac z jego opornosci
na ryfampicyng, natomiast liczby bakterii Pseudo-
monas vesicularis nie oznaczano z powodu braku
cechy wyrézniajacej go wsrod mikroflory auto-
chtonicznej. Liczbe komérek w 1 g s.m. gleby po-
dawano w skali logarytmicznej (log j.t.k.).

3.5.2. lzolacja i identyfikacja kwasow ttuszczowych
z komdrek bakterii oraz z gleby

Izolacje kwaséw thuszczowych z komoérek bakte-
rii prowadzono zgodnie z procedura opracowana
przez SasserA (1990), a z gleby — wedlug Koz-
DROJA (2000). W celu wyznaczenia profilu kwaséw
tluszczowych uzytych w badaniach bakterii hodo-
wano je w 100 ml bulionu odzywczego. Po 6—8
godz. inkubacji hodowle wirowano (8000 - g)
w 4°C przez 15 min. Z otrzymanego osadu pobie-
rano sterylna eza 40 mg bakterii i umieszczano
w probéwkach Pyrex o objetosci 13 ml. W celu izo-
lacji kwaséw ttuszczowych z gleby odwazano 5 g
i umieszczano w probowkach Pyrex o objetosci
30 ml. Do préb zawierajacych bakterie dodawano
1 ml, a do préb zawierajacych glebe¢ — 5 ml od-
czynnika R1 (150 g NaOH w 50% metanolu), po-
wodujacego saponifikacje. Wszystkie probéwki
worteksowano przez 10—20 s, a nast¢pnie inkubo-
wano w lazni wodnej o temperaturze 100°C przez
30 min. Po tym czasie zawarto$¢ probowek
ochtadzano i do probéwek zawierajacych bakterie
dodawano 2 ml, a do zawierajacych glebe — 10 ml
odczynnika R2 (325 ml 6 M HCl i 275 ml metano-
lu) w celu przeksztatcenia nielotnych soli sodowych
kwaséw tluszczowych w ich lotne pochodne —
estry metylowe (FAMEs). Préby worteksowano
10—20 s i umieszczano ponownie w tazni wodnej
o temperaturze 80°C na 10 min. Po tym czasie pro-
béwki ochtadzano i dodawano odczynnika R3 (hek-
san/eter metylowy tert-butylu, 1:1): do probéwek
zawierajacych bakterie — 1,25 ml, a do probowek
z glebg — 2 ml. Zawarto$¢ wszystkich probéwek
delikatnie mieszano na mieszadle rotacyjnym przez
10 min. Etap ten mial na celu ekstrakcje metylo-
wych estréow kwaséw ttuszczowych z fazy wodnej
do fazy organicznej. Po rozdzieleniu si¢ faz oddzie-

lano faz¢ wodna od organicznej. Z probowek za-
wierajacych bakterie usuwano dolng fazg wodng za
pomoca pipety pasterowskiej. Z kolei z probéwek
zawierajacych glebe pipeta pasterowska zbierano
gbrng faz¢ organiczng i przenoszono do probéwek
o pojemnosci 13 ml firmy Pyrex. Do fazy organicz-
nej obu typéw probek dodawano 3 ml odczynnika
R4 (1,2% NaOH w H,0), ktéry powodowal usu-
nigcie  wolnych, niezmetylowanych kwaséw
tluszczowych, zanieczyszczajacych prébe. Zawar-
tos¢ wszystkich probodwek delikatnie mieszano
przez 5 min. Gdy pojawiata si¢ emulsja, do préb
dodawano kilka kropli odczynnika RS (nasycony
roztwor NaCl) i ponownie delikatnie mieszano. Po
rozwarstwieniu sie faz ekstrakt kwasow ttuszczo-
wych przenoszono do naczyniek chromatograficz-
nych firmy Hawlett—Packard. Rozdziat FAMEs
prowadzono za pomoca chromatografu gazowego
Hawlett—Packard 6890, wyposazonego w kapi-
larng kolumne HP Ultra 2 (fenylo-metylo-krze-
mionkowa o Srednicy 0,2 mm, dtugosci 25 m i gru-
bosci 0,33 pm) z wodorem jako gazem nos$nym
1 detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym FID. Roz-
dzielone FAMESs identyfikowano z wykorzysta-
niem oprogramowania Sherlock, w wersji 3,90, fir-
my MIDI (Microbial ID Inc., Newark, DE, USA).
Do kalibracji stosowano standardowa mieszaning
kwaséw thuszczowych (MIDI System Calibration
Standard) firmy Hawlett—Packard.

3.6. Analiza statystyczna

Przedstawione wyniki sa Srednimi z trzech po-
wtorzen. Wszystkie obliczenia (stezenie fenolu, li-
czebnos$¢ bakterii, warto$ci Srednie i odchylenia
standardowe) oraz wykresy wykonano z zastosowa-
niem arkuszy kalkulacyjnych Microsoft® Excel
w wersji 9.0.

Do oceny wptywu fenolu na zmiany procen-
towego udzialu poszczegdlnych grup kwaséw
thuszczowych w profilu FAMEs w czasie wykorzy-
stano analize wariancji z powtérzeniami ANOVA.
Istotne statystycznie réznice (p <0,05) migdzy
Srednimi oceniano, dokonujac obliczen wartosci
najmniejszych istotnych réznic (NIR), z zastosowa-
niem programu STATISTICA® w wersji 6.0 PL.
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4. Wyniki badan

4.1. Wprowadzenie bakterii do gleb sterylnych

4.1.1. Rozktad fenolu w glebach
przez szczep Pseudomonas vesicularis

Badania  biodegradacyjne  przeprowadzono
w trzech rodzajach sterylnych gleb skazonych fe-
nolem w stezeniach 1,7 mg g7!, 3,3 mg g i 5,0 mg
¢!, do ktérych wprowadzono szczep Pseudomonas
vesicularis. Jako kontrole w badaniach tych stuzyty
gleby sterylne skazone takimi samymi st¢zeniami
fenolu. Gleby z introdukowanym szczepem i ska-
zone fenolem oznaczono Llg,g;, L2gp; 1 Ggigis
a gleby kontrolne — L1g, L2g i Gg (gdzie B1 w in-
deksie dolnym to Pseudomonas vesicularis, a F —
fenol).

Z przeprowadzonych obserwacji wynika, ze
szczep Pseudomonas vesicularis byt zdolny do
rozktadu zastosowanych stgzeri fenolu we wszyst-
kich glebach. Dawke 1,7 mg g~! degradowal w gle-
bie L1g,g; W ciagu 52 dni, w glebie L2g,5; W ciagu
80 dni, a w glebie Gg,g; W ciagu 44 dni. Rozktad
fenolu w stezeniu 3,3 mg g trwal w glebie Ll,p;
80 dni, w glebie L2g,g; — 112 dni, a w glebie
Gg,p1 — 64 dni. Czas degradacji najwyzszej dawki
fenolu 5,0 mg ¢! przez ten szczep wynosil w gle-
bach: Llgg; — 112 dni, w L2g; — 144 dni,
a w Gg,g; — 80 dni. Najwigkszy ubytek wprowa-
dzonego do gleb fenolu nastgpowat w ciagu pierw-
szych 4 dni inkubacji, zaréwno w glebach z wpro-
wadzonym szczepem, jak i w glebach kontrolnych.
W glebie L1g,p; skazonej uzytymi dawkami fenolu
zawieral si¢ w przedziale 43,53—58,00%, w glebie
L2g,5; — W przedziale 29,40—34,76%, a w glebie
Ggip1 — W zakresie 38,82—51,80%. W glebach
kontrolnych byt mniejszy i ksztattowal si¢ nasteg-

pujaco: 43,88—48,18% w Llg, 25,29—32,24%
w L2g 1 34,12—49,40% w Gg. W kolejnych dniach
stezenie fenolu nie zmieniato si¢ w glebach kon-
trolnych, w glebach Llg,5;, L2g,p; 1 Gg,p; Obser-
wowano natomiast stopniowy rozktad wprowadzo-
nego fenolu. Dynamike rozktadu fenolu w steze-
niach 1,7 mg ¢!, 3,3 mg g i 5,0 mg g! przez
szczep Pseudomonas vesicularis w glebach L1, L2
i G oraz zmiany stezenia fenolu w glebach kontrol-
nych ilustruje rys. 4.

4.1.2. Przezywalno$é szczepu
Pseudomonas vesicularis
po wprowadzeniu do gleb

Przezywalnos¢ bakterii Pseudomonas vesicularis
badano w glebach L1, L2 i G skazonych fenolem
w stezeniach 1,7 mg g!, 3,3 mg ¢'i 5,0 mg g!
oraz w nieskazonych glebach kontrolnych, zawie-
rajacych bakterie. Gleby z wprowadzonym szcze-
pem i skazone fenolem oznaczono: Llg,g;, L2pp
i Gy, a gleby kontrolne: Llg;, L2g; i Gg; (gdzie
B1 w indeksie dolnym odpowiada bakteriom Pseu-
domonas vesicularis, F za$ oznacza fenol).

Najwigkszy spadek liczebnosci komodrek obser-
wowano w glebach: Llg,g;, L2gr5; 1 Grip1, ska-
zonych zastosowanymi dawkami fenolu w ciagu
pierwszych 4 dni inkubacji. W glebach Llg,p;,
L2, 1 Ggp; zanieczyszczonych najnizsza dawka
tego zwigzku byl on najmniejszy i stanowil odpo-
wiednio: 13,30%, 25,00% i 13,51% wprowadzone;j
liczby bakterii. W glebach skazonych fenolem
w stezeniu 3,3 mg g~! gleby spadek liczby bakterii
byt wigkszy i wynosit: w glebie Llg,p; 36,17%,
w glebie L2g,p; 42,02%, a w glebie Gg,p; 32,98%
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Rys. 4. Dynamika rozktadu fenolu w stezeniach 1,7 mg g™, 3,3 mg g1 5,0 mg g! w glebach L1 (A), L2 (B) i G (C)
przez szczep Pseudomonas vesicularis oraz zmiany st¢zenia fenolu w glebach kontrolnych

wyjsciowej liczby komérek. W glebach skazonych
najwyzsza dawka fenolu réwna 5,0 mg g~! byl on
najwiekszy i wynosit: w glebie Llg,g; 45,21%,
w glebie L2g,5; 52,13%, a w glebie G, 43,83%.
W kolejnych dniach we wszystkich glebach ska-
zonych fenolem liczebno$¢ bakterii malata
i w dniu, w ktérym stwierdzano catkowity rozktad
tego zwiazku, ksztaltowata si¢ w zaleznosci od
stopnia skazenia gleb w przedziale: 35,64—57,23%
w glebie Llg,p;, 23,94—40,64% w glebie L2k,
i 44,47—69,04% w glebie Gg,p;. Dla poréwnania,

w glebach kontrolnych liczba bakterii w kolejnych
dniach prowadzenia oznaczei byta podobna:
w glebie Lly; zawierala si¢ w przedziale
82,98—86,17%, w glebie L2y, przedzial ten wyno-
sit 63,83—71,28%, a w glebie Gg; — 86,60—
87,98%. Przezywalnos¢ szczepu Pseudomonas ve-
sicularis w glebach L1, L2 i G skazonych fenolem
w stezeniach 1,7 mg g%, 33 mg ¢! i 5,0 mg g!
oraz glebach kontrolnych, niezawierajacych fenolu,
przedstawia rys. 5.
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4.1.3. Zawarto$¢ materii organiczne;,
wegla organicznego,
frakcji kwasow prochnicowych oraz pH
w glebach z wprowadzonym szczepem
Pseudomonas vesicularis

W glebach Llg,p;, L2g,5; 1 Grpi przed rozpo-
czgciem i po zakoniczeniu badarn biodegradacyjnych
oznaczano zawarto$¢ materii organicznej, wegla or-

ganicznego, frakcji kwaséw prochnicowych oraz
mierzono pH. Identycznych pomiaréw dokonywa-
no w glebach kontrolnych L1y, L2g; i Gg; oraz
Llg, L2g i Gg. Po zakoriczeniu inkubacji we
wszystkich uktadach doswiadczalnych stwierdzono
niewielkie zmiany pH gleby, nieprzekraczajace 1
jednostki w skali pH. Najwigkszy ubytek materii
organicznej i wegla organicznego oznaczano
w glebach Llg;, L2g; 1 G, oraz w glebie Gg,p;
z dodatkiem wszystkich zastosowanych stgzen fe-
nolu. Z analizy frakcji kwaséw préchnicowych wy-
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nika, ze najwigkszym spadkiem zawartosci kwa-
sow fulwowych odznaczaly si¢ gleby kontrolne
Llg;, L2g; i Gg;. Mniejsza ich zawarto$¢ ozna-
czano takze w glebach L1g,p;, L2g,p; 1 Ggp; ska-
zonych fenolem w stezeniach 1,7 mg ¢!, 3,3 mg
g'i5,0mg g gleby. Z kolei zawarto$s¢ kwaséw
huminowych i hymatomelanowych we wszystkich
glebach byta podobna przed i po zakorczeniu ba-
dan. Zawarto$¢ materii organicznej, wegla orga-
nicznego, frakcji kwaséw préchnicowych oraz pH
przed i po degradacji fenolu w stgzeniach 1,7 mg
¢!, 33 mg g'is50mgg! przez szczep Pseudo-
monas vesicularis w glebach L1, L2 i G oraz
w glebach kontrolnych przedstawiono w tabeli 5.

4.1.4. Analiza kwasow ttuszczowych
szczepu Pseudomonas vesicularis
w czasie rozktadu fenolu w glebach

Chcac ocenié, jak zmienia si¢ sktad komorko-
wych kwaséw ttuszczowych szczepu Pseudomonas
vesicularis w czasie degradacji fenolu w glebach
L1, L2 i G, izolowano z nich bezposrednio w kolej-
nych dniach inkubacji metylowe estry kwasow
tluszczowych (FAMESs). Profil kwasow ttuszczo-
wych izolowanych z komérek szczepu Pseudomo-
nas vesicularis hodowanego w bulionie odzyw-
czym przed introdukcja do gleb przedstawiono
w tabeli 6. Wpltyw wrzrastajacych stgzen fenolu
1,7mg ¢!, 3,3 mg g'i5,0mg g gleby na profil
kwasow ttuszczowych Pseudomonas vesicularis
okreslano, poréwnujac sktad kwaséw izolowanych
z gleb L1, L2 i G skazonych zastosowanymi daw-
kami fenolu oraz nieskazonych gleb kontrolnych
zawierajacych bakterie. Na potrzeby analizy uzy-
skanych profili FAMEs wyekstrahowane z gleb
kwasy tluszczowe podzielono na dwie grupy.
Pierwsza stanowily kwasy nasycone, a druga —
nienasycone. Ze wzgledu na duza réznorodnosé
kwaséw nasyconych dokonano ich dodatkowego
podziatu na: prostotaficuchowe, rozgatgzione, hy-
droksylowe oraz cyklopropanowe.

W pierwszej serii ekstrahowano kwasy thuszczo-
we z gleb Llggi, L2g5; 1 Ggpi skazonych feno-
lem w stezeniu 1,7 mg g™' oraz gleb kontrolnych
L1y, L2g; i Gg;. Wyniki analiz chromatograficz-
nych wykazaty, ze zawarto§¢ kwaséw prostotaricu-
chowych ekstrahowanych z gleby Llg,z; w kolej-
nych dniach inkubacji byta podobna do ich zawar-
tosci w glebie L1y, i zawierata si¢ w przedziale
42,84—49,51% wszystkich wyizolowanych kwa-
sow. Zwiekszal sie natomiast znacznie udzial kwa-

5 — Zmiany...

Tabela 6
Profil kwaséw ttuszczowych izolowanych
z komérek Pseudomonas vesicularis,
hodowanych w bulionie odzywczym, przed
wprowadzeniem do gleb

Zawarto$¢
Kwasy tluszczowe
procentowa
Nasycone
10:0 1,20
10:0 30H 2,97
11:0 1,10
11:0 iso 0,79
12:0 6,17
12:0 20H 1,52
12:0 30H 4,04
14:0 4,57
15:0 0,87
15:0 iso 3,68
15:0 anteiso 2,74
16:0 28,65
16:0 iso 0,88
17:0 1,25
17:0 ¢y 5,20
18:0 2,88
Nienasycone
16:1 w7c 10,24
18:1 w7¢ 11,24
18:1 w8c 6,12
18:1 w9c 2,39
18:1 w7c/wl9t/wl2t 1,30
Nasycone/nienasycone 2,18
sOw rozgatezionych — z 7,64% w 1. dniu do

18,05% w 32. dniu. W dniach 48. i 52. obserwo-
wano spadek udziatu tej grupy kwaséw odpowied-
nio do 8,61% i 7,61%, gdy tymczasem w glebie
L1g; ich zawarto$¢ od dnia 1. do 52. byta podobna
i wynosita 42,45—46,42% wszystkich wyizolowa-
nych FAMEs. Od 4. dnia w glebie L1g,g; nie wy-
krywano kwaséw hydroksylowych. Na uwage
zasluguje grupa kwaséw cyklopropanowych repre-
zentowana przez dwa kwasy 17:0 ¢y i 19:0 cy
w10c. Pierwszy z nich oznaczano wytacznie w gle-
bie L1y, z kolei drugi izolowano z gleby Llg,g,
od 16. dnia. Zawarto$¢ kwasu 19:0 cy wl0c zwigk-
szata sie z 5,20% w 16. dniu do 8,56% w 32. dniu,
a nastgpnie malata i w ostatnim 20. dniu inkubacji
wynosita 2,11% ogdlnej zawarto$ci kwaséw. Zmia-
ny zawartosci procentowej wyrdéznionych grup
kwaséw ttuszczowych wplynety w glebie Llg,p;
na wartosci stosunku kwaséw nasyconych do nie-
nasyconych w kolejnych dniach prowadzenia ozna-
czen. Stosunek ten wzrastal od dnia 4. do 32.
z 1,49 do 2,84, a nast¢pnie malat i w dniu 52. byt
podobny do wartosci stosunku tych kwaséw w gle-
bie L1g;. Zmiany w udziale procentowym wyrdz-
nionych grup kwaséw ttuszczowych w czasie roz-
ktadu fenolu w stezeniu 1,7 mg g™ przez Pseudo-
monas vesicularis w glebie Llg,p; oraz w glebie
kontrolnej L1g; prezentuje tabela 7.



Tabela 7

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw tluszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 1,7 mg g™! przez szczep
Pseudomonas vesicularis w glebie L1

Nasycone
Gleba L1 prostotaficu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nli\iisgsil(z:r:;/e
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y wlOc
Dzieri 1. | Llg, 48,88% 6,22° 6,12%d¢ 4,58* 4,58% 0,00? 34,88* 1,89
Llpg, | 47,210 7,64 5,62 3,70° 3,70 0,00* 35,83 1,79
Dzien 4. |Llyg, 42,45° 7,134 4,64° 3,12°¢ 3,12¢ 0,00* 42,66°h 1,34
Llg,p, 48,25% 11,35¢ 0,00° 0,00 0,00¢ 0,00? 40,04° 1,49
Dziefi 8. | Lly, 43,88¢ 7,22¢ 5,210 3,24¢ 3,24¢ 0,00 40,45¢ 1,47
Llgg,; 49,51° 14,04° 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00? 36,75% 1,72
Dzien 16. | Llg; 45,629 7,25¢ 6,01%4 1,66° 1,66° 0,00° 39.,46¢ 1,53
Llg,g 48,23% 17,29 0,00° 5,20 0,00¢ 5,20 29,28°¢ 2,42
Dzien 32. | Llg, 44,53° 6,47° 6,86 1,41° 1,41° 0,00 40,7354 1,46
Llg,g 47,37 18,058 0,00° 8,568 0,00¢ 8,56° 26,02 2,84
Dzieri 48. | L1y, 44,75¢ 7,28¢ 5,37¢ 1,47¢ 1,47¢ 0,00? 41,13 1,43
Llgg; 42,84¢ 8,61" 0,00° 4,42h 0,00¢ 4,42¢ 44,138 1,27
Dzien 52. | Llg, 43,16 6,944 6,01° 1,62° 1,62° 0,00* 4227 1,37
Llg,g, 45,571 7,611 0,00° 2,11 0,00¢ 2,11° 44,718 1,33
Objasnienia: Lly — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; L1g,5; — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (g3, — szczep Pseu-

domonas vesicularis, y — fenol). Istotne réznice wzgledem kontroli w procentowej zawarto$ci wyrdznionej grupy kwaséw ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi lite-

rami (ANOVA, n =3, p < 0,05).

W glebie L2g,p; skazonej fenolem w stezeniu
1,7 mg ¢! od dnia 1. do 32. zwiekszat sie zaréwno
udziat kwaséw prostotadicuchowych, jak i roz-
galezionych, odpowiednio z 48,48% do 53,84%
iz 695% do 15,97%. Dla poréwnania w glebie
L2y zawartos¢ tych kwasow w tym czasie za-
wierata si¢ w  przedziale 45,42—49,54%
i 8,00—10,94%. Kwasow hydroksylowych z gleby
L2g,p; nie izolowano od dnia 4., a w glebie L2p;
wystgpowaly we wszystkich dniach prowadzenia
oznaczen. Ich zawarto§¢ w glebie L2g;, poza 1.
dniem (4,11%), utrzymywata si¢ na podobnym po-
ziomie i wynosita 2,06—2,65% wszystkich wyizo-
lowanych FAMEs. Kwas cyklopropanowy 17:0 cy
byt obecny w profilu FAMEs, ekstrahowanych za-
réwno z gleby L2, jak i z gleby L2g,p;. Jego
udziat w glebie L2, od dnia 4. do 80. byt znacznie
mniejszy niz w 1. dniu (4,50%) i zawieral si¢
w przedziale 1,01—1,86%, natomiast w glebie
L2g,g; wynosit w tym czasie 0,30—5,16%. Od
dnia 32. w glebie L2, pojawiat si¢ drugi z kwa-
sow cyklopropanowych — 19:0 ¢y wlOc. Byt to
nowy rodzaj kwasu, wystepujacy wytacznie w gle-
bie L2g,p;. Jego udziat w 32. dniu wynosit 5,99%
i zwigkszyt si¢ do 64. dnia do 14,27%. W glebie
L2g,5; W czasie degradacji fenolu przez Pseudomo-
nas vesicularis obserwowano wzrost wartosci sto-
sunku kwas6éw nasyconych do nienasyconych z 1,76
w 1. dniu do 3,28 w 48. dniu. Dla poréwnania
w glebie L2g; stosunek ten w kolejnych dniach izo-
lacji kwas6éw byt nizszy i zawierat si¢ w przedziale

1,52—1,78. Zmiany w udziale procentowym wy-
r6znionych grup kwaséw tluszczowych w glebach
L2g,5; 1 L2g, oraz wartosci stosunku kwasow na-
syconych do nienasyconych przedstawia tabela 8.

W glebie Gg,p; pod wptywem fenolu w stezeniu
1,7 mg g' najwieksze zmiany w poréwnaniu
z gleba Gg; obserwowano w udziale procentowym
kwaséw rozgalezionych. Ich zawarto$¢ zwiekszata
sic z 921% w 1. dniu do 22,47% w 16. dniu,
a w kolejnych dniach systematycznie si¢ zmniej-
szata i w 44. dniu byta podobna do ich zawartosci
w glebie Gg;. Kwasy hydroksylowe w glebie Gg,p;
oznaczano do 8. dnia, a w nastgpnych dniach po-
miaréw nie stwierdzano juz ich obecnoSci wsréd
izolowanych FAMEs. Kwas cyklopropanowy 17:0
cy ekstrahowano zaréwno z gleby Gg, jak i z gleby
Gr,p1 We wszystkich dniach prowadzenia oznaczen.
Drugi z kwaséw cyklopropanowych — 19:0 cy
wl0c, pojawial sie¢ w profilu FAMEs w 8. dniu
z udziatem 7,54%. Do 16. dnia jego udziat zwigk-
szat si¢ do 10,28%, a nastgpnie malat i w 44. dniu
wynosit 3,20%. Udziat kwaséw prostotaicucho-
wych w czasie degradacji fenolu w glebie Gg,p;
zmienial si¢ nieznacznie w poréwnaniu z kontrola
1 zawieral si¢ w przedziale 49,16—54,10%. Sto-
sunek kwaséw nasyconych do nienasyconych
w glebie Gg,p; byl najwyzszy w 16. dniu (7,22),
a najnizszy w 44. dniu (1,97). W glebie Gg;
w kolejnych dniach oznaczen miescit si¢ w zakre-
sie 1,95—2,26. Prezentowane wyniki ilustruje
tabela 9.
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Tabela 8

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw tluszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 1,7 mg g™! przez szczep
Pseudomonas vesicularis w glebie L2

Nasycone
Gleba L2 prostotaficu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nli\iisgsi/(::;/e
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y w8c
Dziedi 1. | L2, 46,42:0¢ 8,00° 4,11° 4,50 4,50 0,00 36,29° 1,74
L2p5: 48.48° 6,95 4,15 4,16* 4,16 0,00 36,26 1,76
Dziefi 4. |12y, 49,54° 10,94¢ 2,11° 1,41° 1,41° 0,00° 36,00° 1,78
L2k | 50,61%¢ 13,514 0,00° 5,16° 5,16° 0,00 30,72° 2,26
Dziei 8. | L2, 47,88* 10,500 2,06° 1,01° 1,01° 0,00° 38,56° 1,59
L2pp | 51,56%4 13,79%¢ 0,00° 4,14 4,142 0,00 30,51° 2,28
Dzien 16. | L2g, 47,42° 10,2851 2,584 1,74% 1,74% 0,00° 37,98¢ 1,63
L2pp | 52,724f 14,38¢ 0,00° 2,98¢ 2,98° 0,00° 29,92° 2,34
Dzien 32. | L2g 45,42° 10,94¢h 2,479 1,514 1,514 0,00 39,66¢ 1,52
L2551 53,84¢ 15,97 0,00° 6,79" 0,80" 5,99° 23,40° 327
Drzieri 48. | L2y, 47,26 9,178 2,16° 1,724 1,724 0,00 39,694 1,52
L2pp | 52,924f 14,164 0,00° 9,56¢ 0,34 9,22¢ 23,36° 3,28
Dziei 64. |12y, 46,04° 1021 2,65 1,47¢ 1,47¢ 0,00° 39,634 1,52
245 50,18¢ 8,62! 0,00° 14,57 0,30 14,274 26,63 2,76
Dzieri 80. | L2, 47,40 10,60%" 2,38%¢ 1,86 1,86 0,00 37,76° 1,65
L2¢,5, 47,90° 7,82 0,00¢ 7,13 0,66" 6,47° 37,15° 1,69
Objasnienia: L2y — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; L2p,5, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (3, — szczep

Pseudomonas vesicularis, y — fenol). Istotne réznice wzgledem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi

literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

Tabela 9

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw tluszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 1,7 mg g™! przez szczep
Pseudomonas vesicularis w glebie G

Nasycone
Gleba G prostotaicu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nli\iisgsi/(::;/e
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y wlOc
Dzien 1. |Gy, 49,18* 7,13% 7,16% 3,12¢ 3,12% 0,00* 33,41% 1,99
Ggipi 49,93*¢ 9,21° 5,13° 2,94% 2,94% 0,00* 32,79% 2,05
Dzier 4. | Gg, 47,19° 12,81° 6,24¢ 3,06* 3,06*¢ 0,00? 30,70° 2,26
Ggip; 50,22% 15,63¢ 3,669 2,01° 2,01° 0,00* 28,48¢ 2,51
Dzien 8. | Gg; 49,15° 12,97¢ 4,16° 2,66° 2,66° 0,00* 31,06° 2,22
Grypi 54,10 19,05° 1,00 8,714 1,174 7,54 17,144 4,83
Dzien 16. | Gg,; 50,574 12,1250 2,078 1,94¢ 1,94¢ 0,00* 33,30% 2,00
Ge,pi 53,98° 22,47 0,00" 11,38f 1,104 10,28° 12,17¢ 7,22
Dzien 32. | Gg, 49,794 12,99¢ 2,548 1,518 1,51° 0,00* 33,17¢ 2,01
Ggipi 53,04¢ 18,298 0,000 6,191 0,908 5,294 22,48f 3,45
Dziefi 44. | Gy, 50,24¢ 11,86" 2,611 1,398 1,39 0,00 33,90° 1,95
Gg,pi 49,16° 12,511 0,000 4,66 1,461 3,20° 33,67¢ 1,97
Objasnienia: Gg; — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; Gg,5, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (3; — szczep Pseudo-

monas vesicularis, . — fenol). Istotne réznice wzgledem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwasow ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi litera-

mi (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

W drugiej serii badai analizowano wptyw feno-
lu w stezeniu 3,3 mg g! gleby na profil kwaséw
tluszczowych szczepu Pseudomonas vesicularis in-
trodukowanego do sterylnych gleb L1, L2 i G. Ska-
zenie gleby Llg,p; ta dawka fenolu wywotato
w komoérkach bakterii wzrost zawartosci procento-

wej kwaséw prostotanicuchowych w dniach od 1.
do 16. 2 47,56% do 58,75%. Do 48. dnia zwiekszat
si¢ takze udzial kwaséw rozgal¢zionych z 8,86%
w 1. dniu do 22,97% w 48. dniu. W kolejnych
dniach zawartos¢ tych kwaséw systematycznie
malata. W glebie Llg,z; od dnia 4. do 80. nie
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oznaczano kwaséw hydroksylowych, gdy tymcza-
sem w glebie L1y, byly one obecne i charakteryzo-
waly si¢ udzialem procentowym wynoszacym
4,64—7,06%. Kwas cyklopropanowy 17:0 cy wy-
stgpowat wsréd izolowanych FAMEs zaréwno
z gleby L1g,g;, jak i z gleby L1g; do dnia 8., nato-
miast w kolejnych dniach wykrywano go jedynie
w glebie Llg;. Kwas 19:0 ¢y wlOc byl obecny
w profilu kwaséw ttuszczowych izolowanych wy-
tacznie z gleby Llg,z; od dnia 32. do 80. Jego
udziat byl najwyzszy w dniu 48. (9,87%), a najniz-
szy w dniu 80. (2,77%). Podobnie najwyzszy byt
w 48. dniu stosunek kwaséw nasyconych do niena-
syconych (6,13), a najnizszy w 80. dniu (1,80).
W glebie L1g; stosunek ten w czasie prowadzenia
eksperymentu zawieral si¢ w przedziale 1,34—
1,89. Zmiany w udziale procentowym wyrdéznio-
nych grup kwaséw tluszczowych w czasie rozktadu
fenolu w stezeniu 3,3 mg g~! przez Pseudomonas
vesicularis w glebie L1g,g; oraz w glebie kontrol-
nej L1y, przedstawia tabela 10.

s6w z tych grup zwigkszata si¢ od dnia 1. do 32.,
odpowiednio z 49,37% do 56,59% i z 8,59% do
21,84%. W glebie kontrolnej L2g; w tym czasie
wynosita 45,42—49,54% i 8,00—10,94%, odpo-
wiednio w przypadku kwaséw prostotaiicuchowych
1 rozgatezionych. Od dnia 48. do 112. udzial kwa-
sOw prostotaricuchowych w glebie L2, systema-
tycznie malat, kwasow rozgatezionych utrzymywat
si¢ na podobnym poziomie do dnia 80., a w kolej-
nych dniach zmniejszal si¢ i w 112. dniu wyno-
sit 11,22% og6lnej zawartosci wyizolowanych
FAMEs. Od dnia 16. z gleby L2, nie izolowano
hydroksykwaséw. Zawarto$¢ kwasu 17:0 cy w tej
glebie zmniejszata si¢ z 4,10% w 1. dniu do 0,26%
w 48. dniu, w ktérym izolowano z niej po raz
pierwszy kwas o budowie cyklicznej 19:0 cy wl0c
(10,33%). Najwyzszym udzialem odznaczal si¢ on
w dniu 80. (17,98%), co wptyneglo na wzrost war-
tosci stosunku kwaséw nasyconych do nienasyco-
nych (6,94). Zmiany w udziale procentowym wy-
réznionych grup kwaséw tluszczowych w glebie

Tabela 10

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 3,3 mg g™! przez szczep
Pseudomonas vesicularis w glebie L1

Nasycone
Gleba L1 prostotaricu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nli\jaisaii/(.):r(l)(;/e
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y w10c
Dzied 1. |Llg, 48,88° 6,22 6,12° 4,58 4,58 0,00° 34,88* 1,89
Llgg 47,56 8,86° 4,16° 4,41° 4,412 0,00 35,01° 1,86
Dzieii 4. | Lly, 42.45¢ 7,13¢ 4,64° 3,12° 3,12° 0,00 42,66 1,34
Ll 54,76¢ 12,06¢ 0,00¢ 1,94 1,94 0,00 31,24° 2,20
Dziei 8. | LIy, 43,88¢ 7,22¢ 5.21¢ 3,24° 3,24° 0,00 40,454 1,47
Llg,g, 57,08" 14,21° 0,004 0,84¢ 0,844 0,00° 27,87° 2,47
Dziefi 16. | Llg, 43,88¢ 7,22¢ 5.21° 3,24¢ 3,24¢ 0,00 40,45" 1,47
Llgg, 58,75¢ 19,00" 0,00¢ 0,00" 0,00" 0,00 22,258 3,49
Dzieni 32. |Lly, 44,53¢ 6,47 6,86° 1,418 1,418 0,00 40,734 1,46
Llgg, 54,72¢ 20,03¢ 0,00 7,21 0,00" 7,21° 18,04" 4,54
Dzien 48. |Llg, 44,75¢ 7,28° 5,37 1,472 1,478 0,00° 41,13¢ 1,43
Llgg, 53,06" 22,97 0,00¢ 9,87 0,00 9,87¢ 14,011 6,13
Dzieii 64. | Llg, 45,66 7.41¢ 6,86° 1,578 1,578 0,00 38,50/ 1,60
Llg,g, 51,65 18,241 0,004 5,01 0,00 5,014 25,01k 2,99
Dziefi 80. | Llg, 43,15¢ 7,28° 7,06 1,94% 1,94" 0,00 40,57%4 1,46
Llp,g, 48,85° 12,71 0,004 2,77 0,00 2,77 35,67 1,80
Objasnienia: Ll — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; Llp,;, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (3, — szczep

Pseudomonas vesicularis, y — fenol). Istotne réznice wzgledem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi

literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

Fenol w stezeniu 3,3 mg g gleby powodowat
tez istotne zmiany w sktadzie komérkowych kwa-
sOw tluszczowych u szczepu Pseudomonas vesicu-
laris w glebie L2g,g,. Polegaly one, podobnie jak
w glebie L1g,p;, na wzroscie udziatu procentowego
kwaséw  prostotaricuchowych i rozgatezionych
w poczatkowych dniach inkubacji. Zawarto$¢ kwa-

L2p,5 1 W glebie L2g, oraz wartosci stosunku
kwaséw nasyconych do nienasyconych w tych gle-
bach przedstawia tabela 11.

Z analiz chromatograficznych wynika, ze fenol
w stezeniu 3,3 mg g' gleby wplywal takze na
udziat wyréznionych grup kwaséw tluszczowych
w komoérkach Pseudomonas vesicularis w glebie



Tabela 11

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 3,3 mg g™! przez szczep

Pseudomonas vesicularis w glebie L2

Nasycone
Gleba L2 prostotaricu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nll?iicyocten/e
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y wl0c
Dzien 1. |L2g, 46,42%¢ 8,00% 4,11% 4,507 4,50° 0,00* 36,297 1,74
L2¢.5; 49,37% 8,59° 3,84° 4,10° 4,10° 0,00? 34,10° 1,92
Dzien 4. | L2, 49,54* 10,94¢ 2,11°¢ 1,41°¢ 1,41°¢ 0,00* 36,007 1,78
L2pp; 51,57 15,944 2,459 3,68¢ 3,68¢ 0,00 26,36° 2,78
Dzien 8. | L2y, 47,88*¢ 10,50° 2,06¢ 1,01¢ 1,01°¢ 0,00? 38,564 1,59
L2p,5; 52,83 17,60 1,62°¢ 2,07* 2,07" 0,00* 25,88°¢ 2,86
Dzien 16. | L2g, 47,42%¢ 10,28¢ 2,58t 1,748 1,748 0,00° 37,98¢ 1,63
L2p,5; 56,55¢ 19,45¢ 0,008 0,88" 0,88" 0,00* 23,12°¢ 3,33
Dzien 32. | L2, 45,42° 10,94¢ 2,47 1,518 1,518 0,00° 39,66 1,52
| 56,59¢ 21,84h 0,008 0,40' 0,40' 0,00? 21,178 3,72
Dzieni 48. | L2y, 47,26° 9,17 2,16° 1,72¢ 1,728 0,00* 39,69 1,52
L2¢.5; 56,014 15,19 0,008 10,59 0,26' 10,33° 18,21" 4,49
Dzien 64. | L2, 46,041 10,21¢ 2,65° 1,47¢ 1,47¢ 0,00* 39,63f 1,52
L2p5 | 55,574¢ 15,36% 0,002 15,47% 0,201 15,27¢ 13,60 6,35
Dzien 80. | L2, 47,40° 10,60° 2,38f 1,862 1,868 0,00* 37,764 1,65
L2p.5 53,618 15,584 0,008 18,22 0,241 17,98¢ 12,59 6,94
Dzien 96. | L2y, 47,76° 10,94° 2,30 1,918 1,918 0,00° 37,09¢ 1,70
L2p,5; 50,11% 13,06 0,002 12,79™ 0,28 12,51¢ 24,04% 3,16
Dzien 112.| L2, 46,96" 10,78¢ 2,04¢ 1,868 1,868 0,00? 38,36 1,61
L2p,5; 49,46! 11,22°¢ 0,008 8,70" 0,26' 8,441 30,59™ 2,27
Objasnienia: L2 — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; L2g,5, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (3, — szczep

Pseudomonas vesicularis, . — fenol). Istotne réznice wzgledem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw tluszczowych w czasie oznaczono réznymi

literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

Ggipi. Zawartos¢ w komorkach bakterii kwasow
prostotaficachowych wzrosta o 5% od dnia 1. do 8.,
a od dnia 1. do 32. 0 16,70% wzrosta w nich zawar-
tos¢ kwasow rozgatezionych. W obecnosci fenolu
bakterie nie syntetyzowaty hydroksykwaséw od
dnia 16., w ktérym wsréd izolowanych FAMEs po-
jawit si¢ kwas 19:0 ¢y w10c (11,33%). Jego zawar-
tos¢ w kolejnych dniach malata i w 64. dniu wyno-
sita 2,77%. Drugi z kwaséw cyklopropanowych
17:0 ¢y wystgpowal u bakterii zaréwno w glebie
Ggi, jak i Gg,p; przez caly czas trwania ekspery-
mentu. W glebie Gg; jego udziat ksztattowatl sig
w przedziale 1,42—3,12%, a w glebie Gp,g; —
w przedziale 1,00—3,33%. Zmiany w udziale pro-
centowym wyréznionych grup kwasow tluszczo-
wych w glebach Gg,p; 1 Gg; przedstawia tabela 12.

W trzeciej serii izolowano kwasy ttuszczowe
z gleb L1, L2 i G skazonych najwyzszym stgze-
niem fenolu 5,0 mg g' i zawierajacych szczep
Pseudomonas vesicularis oraz z gleb kontrolnych.
W glebie L1g,5; najwyzsza zawarto$S¢ kwaséw pro-
stotancuchowych — 59,42%, i rozgatgzionych —
21,16%, oznaczano w 32. dniu inkubacji. W kolej-
nych dniach ich udzial systematycznie si¢ zmniej-

szat i w ostatnim 112. dniu wynosit odpowiednio
54,13% i 14,20%. Od dnia 4. z gleby tej nie izolo-
wano hydroksykwaséw, a od dnia 16. do 112. —
kwasu z pierscieniem cyklopropanowym 17:0 cy.
Drugi z kwaséw o budowie cyklicznej — 19:0 cy
wl0c, pojawial si¢ wsrdd izolowanych z gleby
L1g,z; FAMEs w dniu 48. z udziatem 9,26%. Do
dnia 80. jego zawartos¢ zwigkszata si¢ do 17,47%,
a w kolejnych malata i w ostatnim dniu inkubacji
wynosita 6,33%. W glebie Llg, zmiany udzialu
poszczegdlnych grup kwaséw byty niewielkie. Za-
warto§¢ procentowa kwasOw prostotaficuchowych
w ciagu 112 dni ksztaltowata si¢ w zakresie
40,89—48,88%, kwaséw rozgal¢zionych w zakre-
sie 6,22—8,03%, a hydroksylowych — w grani-
cach 4,64—7,06%. Z kolei udziat kwasu 17:0 cy
w profilu FAMEs w dniach od 1. do 16. wynosit
3,12—4,58%, a w kolejnych malat i zawierat si¢
w przedziale 1,41—1,94%. Wyniki tych obserwacji
zawiera tabela 13.

W glebie L2p,5; najwyzsza zawarto$¢ kwaséw
prostotaiicuchowych, wynoszaca 56,76%, oznacza-
no w dniu 48., a kwaséw rozgalezionych —
24.89% — w dniu 32. Od dnia 48. nie ekstrahowa-

— 37 —



Tabela 12

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 3,3 mg g™! przez szczep
Pseudomonas vesicularis w glebie G

Nasycone
Gleba G pros;l(;}:vicu. rozgalezione | hydroksylowe Cykigggpa_ - (;:yklopropan.owe Nienasycone nli\i?lsg’scy(::;/e
:0 ¢y 19:0 ¢y wl0c
Dzieri 1. | Gg, 49,18 7,13% 7,16* 3,128 3,12% 0,00* 33,41% 1,99
Gr,pi 47,98* 9,12° 5,07° 3,33¢ 3,33¢ 0,00 34,50° 1,90
Dzied 4. | Gy, 47,19° 12,81°¢ 6,24° 3,06* 3,06 0,00* 30,70° 2,26
Gg,p 49,95% 16,52¢ 2,30¢ 2,05° 2,05° 0,00? 29,18¢ 2,43
Dziefi 8. | G, 49,15% 12,97° 4,16° 2,66¢ 2,66° 0,00 31,06° 2,22
Grup) 52,95 22.46° 1,77° 1,449 1,449 0,00" 21,38¢ 3,68
Dziefi 16. | G, 50,57¢ 12,12 2,07¢ 1,94¢ 1,94¢ 0,00? 33,30° 2,00
Grup; 52,05 25,388 0,00" 12,45' 1,12f 11,33 10,12 8,88
Dziefi 32. | Gy, 49,79* 12,99¢ 2,541 1,518 1,518 0,00* 33,17° 2,01
Gr.pi 49,50° 25,83" 0,00" 8,92" 1,00° 7,92 15,75¢ 535
Drzieri 48. | Gy, 50,1644 12,07" 2,58 1,42%¢ 1,428 0,00 33,77° 1,96
Gg,p) 49,17* 20,47 0,00" 6,93! 1,16 5,77 23,430 3,27
Dzien 64. | Gy, 51,9744 1091 2,40 1,478 1,47¢ 0,00* 33,25% 2,01
Gg,p) 49,204 17,26 0,00" 4,03} 1,26 2,77° 29,514 2,39
Objasnienia: Gy — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; G,z — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (3; — szczep Pseudo-

monas vesicularis,  — fenol). Istotne réznice wzgledem kontroli w procentowej zawartosci wyrdéznionej grupy kwaséw thuszczowych w czasie oznaczono réznymi litera-
mi (ANOVA, n =3, p < 0,05).

Tabela 13

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw tluszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 5,0 mg g™ przez szczep
Pseudomonas vesicularis w glebie L1

Grupa kwasow tluszczowych
Gleba L1 prostotaricu- rozgalezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nii?;;o;ie
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y w10c

Dzien 1. |Llyg, 48,88¢ 6,22° 6,12° 4,58 4,58° 0,00° 34,88¢ 1,89
Llgg, 48,15¢ 10,80° 3,97° 4,47 4,47 0,00 32,61° 2,07
Dzieii 4. |Llg, 42.45° 7,13¢ 4,64° 3,12° 3,12° 0,00 42,66 1,34
Llgp 52,95¢ 12,93¢ 0,00 2,98° 2,08° 0,00° 31,144 2,21
Dziei 8. | LIy, 43,88¢ 7,22¢ 5.21¢ 3,24 3,24° 0,00 40,45¢ 1,47
Llpg, | 57.50%¢ 16,85¢ 0,004 1,72 1,72¢ 0,00° 23,93f 3,18
Dziei 16. |Lly, 43,88" 7,22¢ 5.21° 3,244 3,24¢ 0,00 40,45¢ 1,47
Llpg | 58.40%¢ 19,97 0,004 0,00° 0,00° 0,00° 21,630 3,62
Dziefi 32. |Llg, 44,534 6,47 6,86 1,41 1,41 0,00° 40,73¢ 1,46
Llgg, 59,42¢ 21,168 0,00¢ 0,00° 0,00° 0,00° 19,421 4,15
Dzien 48. | Llg, 44,759 7,28¢ 5,37° 1,47 1,47 0,00° 41,13¢ 1,43
Llp,g, 57,198 20,868 0,004 9,262 0,00° 9,26° 12,69 6,88
Dziefi 64. | L1, 45,66 7.41° 6,86 1,57¢ 1,57¢ 0,00° 38,508 1,60
Llg,g, 55,14" 19,27 0,00 15,62 0,00° 15,62° 9,97 9,03
Dzieii 80. | Llg, 43,15 7,28¢ 7,06 1,944 1,94¢ 0,00° 40,57° 1,46
Llg,g, 55.27" 19,01 0,004 17,47 0,00° 17,47¢ 8,25! 11,12
Dziefi 96. | L1y, 41,16 8,03¢ 6,438 1,51° 1,51° 0,00 42,87° 1,33
Llp,g; 57,658 18,59 0,004 10,77 0,00° 10,77¢ 12,991 6,70
Dzier 112.| L1, 40,89° 7,53¢ 6,12° 1,744 1,744 0,00 43,72° 1,29
Llgg 54,13 14,27 0,007 6,33% 0,00° 6,33" 25,27™ 2,96

Objasnienia: Ll — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; L1z, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (3; — szczep

Pseudomonas vesicularis,  — fenol). Istotne réznice wzgledem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwasow ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi
literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).



no z niej kwaséw hydroksylowych. Znacznemu
spadkowi udzialu kwaséw rozgatezionych w dniu
48. towarzyszyto pojawienie si¢ wsrdd izolowa-
nych FAMEs kwasu 19:0 ¢y wlOc o zawartosci
14,28%. Najwyzszym udzialem charakteryzowat
sic on w 64. dniu (21,06%), co znalazlo odzwier-
ciedlenie w najwyzszej w tym dniu wartosci sto-
sunku kwaséw nasyconych do nienasyconych
(9,36). W nastgpnych dniach jego udzial systema-
tycznie malat i w 144. dniu wynosit 5,12% og6lne;j
zawartosci wszystkich kwasow. Kwas cyklopropa-
nowy 17:0 cy najwyzszym udzialem, wynoszacym
4,22%, charakteryzowat si¢ w glebie Llp,g; w 1.
dniu. Do 8. dnia jego zawarto$¢ malata (1,24%),
a w dniach od 16. do 144. nie przekraczata 1%.
Dla poréwnania w glebie L2g; udziat tego kwasu
tez byl najwyzszy w 1. dniu (4,50%), a od nastep-
nego dnia pomiaréw zmniejszat si¢ i do dnia 144,
zawieral si¢ w przedziale 1,01—1,91%. Zmiany
w udziale procentowym wyréznionych grup kwa-

sow tluszczowych w glebach L2g,p; i L2, oraz
wartosci stosunku kwaséw nasyconych do nienasy-
conych przedstawia tabela 14.

W glebie Gg,p; skazonej fenolem w stezeniu
50 mg ¢! do dnia 16. zwickszal sie¢ zaréwno
udziat kwaséw prostotaiicuchowych, jak i roz-
galezionych, odpowiednio o 4,30% i 14,60%.
W kolejnych dniach oznaczen, podobnie jak w gle-
bach Llg,g; 1 L2g,;, ich udzial si¢ zmniejszal.
W dniu 16. z gleby Gg,p; ekstrahowano takze kwas
19:0 ¢y w10c o wysokim udziale procentowym, wy-
noszacym 12,28%. W tym dniu najwyzszy byl tez
stosunek kwaséw nasyconych do nienasyconych
(10,20). Do dnia 32. zawartos¢ kwasu 19:0 cy w10c
zwigkszala si¢ do 17,16%, w kolejnych dniach
malata i w ostatnim 80. dniu wynosita 7,06%. Wy-
sokiej zawartosci kwasu 19:0 cy wlOc towarzyszyt
niewielki udzial kwasu 17:0 c¢y, wynoszacy
0,37—0,74%. Dla poréwnania zawarto$¢ kwasu
17:0 cy w glebie Gg, byta znacznie wyzsza i mie-

Tabela 14

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 5,0 mg g™ przez szczep
Pseudomonas vesicularis w glebie L2

Nasycone
Gleba L2 prostotaricu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nIi\;SgsCy(:;r:)erfe
chowe nowe 17:0 cy 19:0 ¢y ©10c
Dziedi 1. | L2, 46,42¢ 8,00° 4,11° 4,50 4,50° 0,00° 36,29 1,74
L2p,5 48,39* 8,84° 3,91° 4,228 4,208 0,00° 34,64° 1,89
Dzier 4. | L2y, 49,54° 10,94° 2,11° 1,41° 1,41° 0,00 36,00° 1,78
L2551 52,37 15,104 1,16° 3,50° 3,50° 0,00° 27.87° 2,59
Dzien 8. | L2 47,88¢ 10,50° 2,06° 1,014 1,014 0,00° 38,564 1,59
L2, 53,914 21,39 0,784 1,244 1,244 0,00 22,68¢ 3,41
Dzien 16. | L2y 47,42° 10,28° 2,58¢ 1,74¢ 1,74¢ 0,00° 37,98¢ 1,63
L2551 55,68° 3,20 0,49° 0,63 0,63 0,00 20,00 4,00
Dziefi 32. | L2, 45.42" 10,94¢ 2,47¢ 1,518 1,51¢ 0,00° 39,662 1,52
25,5 56,74° 24,89¢ 0,162 0,70 0,70 0,00° 17,510 4,71
Dzieni 48. | L2, 47,26 9,17" 2,16° 1,72¢ 1,72¢ 0,00° 39,692 1,52
L2p,p 56,76° 14,141 0,00" 14,930 0,65 14,28° 14,17 6,06
Dziefi 64. | L2g, 46,04 10,21¢ 2,65 1,478 1,478 0,00 39,638 1,52
L2p5: 55,83¢ 12,72 0,00" 21,801 0,741 21,06 9,65' 9,36
Dziefi 80. |L2g, 47,40 10,60° 2,38° 1,86° 1,86° 0,00° 37,76 1,65
L2p,5 53,334 12,681 0,00" 18,77 0,63 18,144 15,20k 5,57
Dzien 96. | L2y, 47,76 10,94 2,30° 1,91° 1,91¢ 0,00° 37,09¢ 1,70
L2551 51,54¢ 9,08 0,00" 13,90 0,69" 13,21° 25,48 2,92
Dzien 112.| L2g, 46,96 10,78° 2,04° 1,86° 1,86° 0,00° 38.,36¢ 1,61
25,5 50,588 9,22k 0,00" 9,86 0,72 9,141 30,34™ 2,30
Dzieni 128.|L2g, 45,50 10,99¢ 2,27 1,77¢ 1,77¢ 0,00 39,47¢ 1,53
25,5 51,168 7,65 0,00" 7,85™ 0,79 7,068 33,34 2,00
Dzien 144.| L2, 44.,90" 11,12¢ 2,35¢ 1,502 1,508 0,00 40,13¢ 1,49
L2p5: 51,20¢ 7,47 0,00" 5,96 0,84 5,120 35,37" 1,83
Objasnienia: L2 — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; L2g,3, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (3, — szczep

Pseudomonas vesicularis, . — fenol). Istotne réznice wzgledem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw tluszczowych w czasie oznaczono réznymi

literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).



Tabela 15

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 5,0 mg g™! przez szczep

Pseudomonas vesicularis w glebie G

Nasycone
. N /
Gleba G prostotaficu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone ni;sg:y(:;ie
chowe nowe 17:0 cy 19:0 ¢y wl10c
Dzien 1. |Gy, 49,18* 7,13 7,16 3,12 3,128 0,00 33,41° 1,99
Grypi 49,58° 9,40° 5,12° 3,10° 3,10° 0,00° 32,80° 2,05
Dziefi 4. | Gy, 47,19° 12,81¢ 6,24 3,06 3,06 0,00° 30,70° 2,26
Grypi 53,74 20,41¢ 2,014 1,63° 1,63° 0,00 22,21¢ 3,50
Dzien 8. |Gy, 49,15° 12,97 4,16° 2,66 2,66 0,00° 31,06° 2,22
Gr,p 55,364 26,76° 1,70" 0,66° 0,66° 0,00° 15,524 5,44
Dzien 16. | Gy, 50,57¢ 12,12° 2,078 1,94¢ 1,94¢ 0,00° 33,30° 2,00
Gr,p 53,89¢ 24,00" 0,53" 12,65° 0,37° 12,28° 8,93¢ 10,20
Dzieii 32. | Gy, 49,79 12,99¢ 2,541 1,51° 1,51° 0,00 33,17° 2,01
Grypi 51,46° 20,58¢ 0,00/ 17,578 0,41° 17,16° 10,39° 8,62
Drzieri 48. | Gy, 50,16%" 12,07° 2,58 1,42 1,42f 0,00 33,77° 1,96
Gryp; 50,54¢ 17,628 0,00/ 16,00 0,48° 15,52¢ 15,844 531
Drzieri 64. | Gy, 51,97¢ 1091" 2,40 1,47 1,47 0,00 33,25° 2,01
Grypi 48,990 15,421 0,00/ 10,62! 0,50° 10,12¢ 24,97 3,00
Dzien 80. | Gy, 50,88° 9,12} 2,57 1,914 1,914 0,00° 35,618 1,81
Gr.p) 48,04" 11,82k 0,00/ 7,80 0,74# 7,06" 32,34 2,09
Objasnienia: Gg — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; Gy, 5, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (3, — szczep Pseudo-

monas vesicularis, y — fenol). Istotne réznice wzgledem kontroli w procentowej zawartosci wyrdéznionej grupy kwaséw thuszczowych w czasie oznaczono réznymi litera-

mi (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

Scita si¢ w przedziale 1,42—3,12%. Od dnia 32.
nie izolowano z gleby Gg,p; kwaséw hydroksylo-
wych. Prezentowane wyniki zawiera tabela 15.

Poréwnanie zmian zachodzacych w obecnosci
réznych stezei fenolu w sktadzie komoérkowych
kwasoéw ttuszczowych u szczepu Pseudomonas ve-
sicularis, wprowadzonego do sterylnych gleb L1,
L2 i G, prezentuje rys. 6.

4.1.5. Rozktad fenolu w glebach
przez szczep Pseudomonas sp. JS150

Gleby skazone fenolem z wprowadzonym szcze-
pem Pseudomonas sp. JS150 oznaczono Llg,p,,
L2g,p, 1 Gg,po, a gleby kontrolne — jako L1g, L2k
1 Gr (gdzie B2 w indeksie dolnym odpowiada bak-
teriom Pseudomonas sp. JS150, a F oznacza fenol).

Szczep Pseudomonas sp. JS150, podobnie jak
Pseudomonas vesicularis, rozktadal fenol w steze-
niach 1,7 mg g, 33 mg ¢g' 150 mg g!' w gle-
bach Llg,p,, L2g5> 1 Grupo. Najwickszy ubytek
wprowadzonych dawek fenolu obserwowano we
wszystkich glebach w ciggu pierwszych 4 dni inku-
bacji. W tym czasie w glebie Llgg, ubylo
51,76—59,60% wprowadzonego fenolu, w glebie

L2g,5, ubytek ten wynosit 35,20—51,52%,
a w glebie Gg,go — 38,24—53,20%. W glebach
kontrolnych ubytek fenolu byl mniejszy i wynosit:
w glebie Llg 42,20—48,18%, w glebie L2g
25,29—32,12%, a w glebie Gg — 41,18—49,40%.
Szczep Pseudomonas sp. JS150 rozktadat wszyst-
kie stezenia fenolu w krétszym czasie niz Pseudo-
monas vesicularis, a najszybciej rozktad tego
zwiazku przeprowadzal w glebie Gg,p,. Dawke
1,7 mg ¢! degradowat w tej glebie w ciagu 28 dni,
dawke 3,3 mg g‘1 w czasie 48 dni, a dawke
50 mg g!' w ciagu 64 dni. W glebie Llgg,
rozktad fenolu odbywat si¢ wolniej niz w glebie
Gpypy 1 trwal 48 dni, gdy skazono ja dawka
1,7 mg g7'; rozktad fenolu liczyt 64 dni, gdy do
gleby tej wprowadzono 3,3 mg ¢! fenolu i 96 dni,
gdy zastosowano dawke 5,0 mg g™! tego zwiazku.
Najwolniej degradacja uzytych st¢zen substratu fe-
nolowego przez szczep Pseudomonas sp. JS150
odbywata si¢ w glebie L2, g, i trwata odpowiednio
64, 96 1 124 dni. Dynamike rozktadu fenolu w ste-
zeniach 1,7 mg ¢!, 3,3 mg g1 5,0 mg g w gle-
bach L1, L2 i G oraz zmiany stgzenia fenolu
w glebach kontrolnych ilustruje rys. 7.
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Rys. 6. Zawartos¢ procentowa wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych u szczepu Pseudomonas vesicularis w czasie
degradacji fenolu w stezeniach 1,7 mg g™ (A), 3,3 mg g! (B) i 5,0 mg g (C) w glebach Llp,g;, L2z,
i GF+B1
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4.1.6. Przezywalno$¢ szczepu Pseudomonas
sp. JS150 po wprowadzeniu do gleb

Przezywalno$¢ szczepu Pseudomonas sp. JS150
zaréwno w glebach skazonych fenolem, jak i w gle-
bach kontrolnych réznita si¢ od przezywalnosci
w nich bakterii Pseudomonas vesicularis. W 4.
dniu inkubacji w glebach Llg,p,, L2gr5, 1 Gripo
skazonych wszystkimi dawkami fenolu obserwowa-
no mniejszy spadek wprowadzonej liczby bakterii
Pseudomonas sp. JS150 niz w glebach z wpro-
wadzonym szczepem Pseudomonas vesicularis.
Najmniejszy byl on w glebie Gg, i dla stezer
1,7mg ¢!, 33 mg ¢g'i50 mg g wynosit odpo-
wiednio: 8,4%, 27,23% 1 32,87% wyjsciowej liczby
komoérek. Spadek liczby wprowadzonych bakterii
w glebie L1g,p, skazonej wzrastajacymi st¢zeniami
fenolu byt wigkszy niz w glebie Gg,p, 1 wynosit od-
powiednio: 13,62%, 29,68% i 38,94%, z kolei naj-
wigkszy byt w glebie L2g,p,, w ktérej stanowit
29,57%, 43,94% 1 46,60% dodanej liczby komorek.
Wigksza liczbe bakterii Pseudomonas sp. JS150 niz
Pseudomonas vesicularis oznaczano takze w gle-
bach Llg,ps, L2gp> 1 Gpg, W dniu catkowitego
rozktadu zastosowanych dawek fenolu. Szczep
Pseudomonas sp. JS150 rést réwniez lepiej w gle-
bach kontrolnych, niezawierajacych substratu feno-
lowego. Poza kontrolna gleba L2g,, w kolejnych
dniach inkubacji oznaczano w nich wigcej bakterii
niz do nich wprowadzono. W ostatnim dniu wyko-
nywania oznaczen liczebno$¢ bakterii w glebie
L1y, byta o 8% wigksza od wyjsciowej liczby ko-
morek, a w glebie Gg, — 0 22,55%. W kontrolnej
glebie L2z, w kolejnych dniach inkubacji liczba
bakterii byta podobna i wynosita 95% wprowadzo-
nych do niej bakterii. Przezywalno$¢ szczepu Pseu-
domonas sp. JS150 w glebach skazonych fenolem
w stezeniach 1,7 mg ¢!, 3,3 mg ¢! i 50 mg g!
oraz w glebach kontrolnych przedstawia rys. 8.

4.1.1. Zawarto$¢ materii organicznej, wegla
organicznego, frakcji kwasow prachnicowych
oraz pH w glebach z wprowadzonym
szczepem Pseudomonas sp. JS150

W glebach L1, L2 i G z wprowadzonym szcze-
pem Pseudomonas sp. JS150 i skazonych fenolem
w stezeniach 1,7 mg ¢!, 3,3 mg ¢! i 50 mg g!
oraz glebach kontrolnych przed i po zakonczeniu
obserwacji biodegradacyjnych oznaczano zawartos¢
materii organicznej, wegla organicznego, frakcji

kwaséw prochnicowych i mierzono pH. Najwigksze
zmiany w zawartoSci materii organicznej i wegla
organicznego obserwowano w nieskazonych gle-
bach kontrolnych zawierajacych bakterie. W glebie
L1g, w dniach od 1. do 96. ubytek materii organicz-
nej wynosit 1,1%, a wegla organicznego —
27,54%. W glebie L2g, w dniach od 1. do 124.
ubyto 0,52% materii organicznej i 51% wegla orga-
nicznego, a w Gy, w dniach od 1. do 64. odpowied-
nio — 0,82% 1 27,80%. W glebach kontrolnych od-
notowano najwigkszy spadek zawarto$ci kwasow
fulwowych, wynoszacy: w L1g, — 24,85%, w L2p,
— 29,08%, a w Ggy — 9,21%. Dla poréwnania
w glebie L1, skazonej zastosowanymi st¢zenia-
mi fenolu w ostatnim dniu badan biodegradacyj-
nych ubylo 0,22—0,45% materii organicznej
i 8,93—10,29% wegla organicznego, w glebie
L2g,, odpowiednio 0,17—0,44% i 20,83—27,45%,
aw Ggugy — 0,43—0,67% 1 5,42—9,01%. Najwiek-
szym spadkiem zawartosci kwaséw fulwowych wy-
r6znialy si¢ wsréd nich gleby Llg,g, 1 Gpp, ska-
zone najwyzsza dawka fenolu — 5,0 mg ¢! gleby.
Zawarto$¢ kwaséw huminowych i hymatomelano-
wych we wszystkich glebach skazonych fenolem
i zawierajacych wprowadzone bakterie byta podob-
na. Odczyn pH gleb zmniejszat si¢ w czasie inkuba-
¢cji, nie przekraczajac 1 jednostki w skali pH. Wyni-
ki tych obserwacji zawiera tabela 16.

4.1.8. Analiza kwasow ttuszczowych
szczepu Pseudomonas sp. JS150
w czasie rozktadu fenolu w glebach

Przed wprowadzeniem komorek bakterii Pseu-
domonas sp. JS150 do sterylnych gleb L1, L2 i G
wyznaczono profil ich kwaséw ttuszczowych, ktéry
prezentuje tabela 17. Wptyw réznych dawek fenolu
na sktad komérkowych kwaséw ttuszczowych bak-
terii Pseudomonas sp. JS150 po introdukcji do ste-
rylnych gleb oceniano, poréwnujac go z profilem
kwaséw uzyskanych z gleb kontrolnych. Analizie
poddano, podobnie jak u szczepu Pseudomonas ve-
sicularis, kwasy nasycone (prostotaricuchowe, roz-
gal¢zione, hydroksylowe i cyklopropanowe) oraz
nienasycone. Obliczono takze stosunek kwaséw na-
syconych do nienasyconych w kolejnych dniach
prowadzenia analiz.

W pierwszej serii izolowano kwasy ttuszczowe
z gleb: Llg,p), L2g,p, 1 Gg,p, skazonych najnizsza
dawka fenolu wynoszaca 1,7 mg ¢! gleby, oraz
z gleb kontrolnych L1g,, L2, 1 Gg,. Od dnia 1. do
8. w komorkach bakterii w glebie L1g,p, nastepo-
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Tabela 17
Profil kwaséw ttuszczowych izolowanych
z komérek Pseudomonas sp. JS150,
hodowanych w bulionie odzywczym,
przed wprowadzeniem do gleb

Zawarto$¢
Kwasy ttuszczowe
procentowa
Nasycone
10:0 2,09
11:0 iso 3,74
12:0 30H 2,05
13:0 iso 0,54
14:0 2,37
14:0 iso 4,55
15:0 1,24
15:0 iso 31,65
15:0 anteiso 11,75
16:0 11,71
16:0 iso 1,22
17:0 iso 3,69
17:0 cy 3,06
18:0 1,37
19:0 iso 0,75
Nienasycone
16:1 w7c 10,61
17:1 w9¢ 3,72
18:1 w9c 2,67
18:1 w7¢ wl9t/wl12t 1,42
Nasycone/nienasycone 4,43

wal wzrost udzialu procentowego kwaséw pro-
stotaiicuchowych z 29,53% do 40,34%, kwasow
hydroksylowych z 2,43% do 2,91% oraz spadek
kwasoéw rozgalezionych z 52,64% do 43,36%. Od
16. dnia zawarto$¢ kwaséw prostotaiicuchowych
i hydroksylowych zmniejszata sig, a zawartos¢

kwaséw rozgalezionych wzrastata i w ostatnim
dniu inkubacji wynosita odpowiednio: 25,67%,
2,16% i 49,96% wszystkich izolowanych FAME:s.
W 16. dniu z gleby tej po raz pierwszy izolowano
kwas cyklopropanowy 19:0 cy wlOc z udzialem
7,94%. W 32. dniu oznaczano go 13,27%,
a w ostatnim, 48. dniu — 6,25%. Drugiego z kwa-
sow cyklopropanowych 17:0 cy nie ekstrahowano
z tej gleby. Do 16. dnia zwigkszal si¢ stosunek
kwaséw nasyconych do nienasyconych z 5,49 w 1.
dniu do najwyzszej wartosci 6,79 w 16. dniu.
W kolejnych dniach malat i w 48. dniu wynosit
5,27. Dla poréwnania w glebie L1y, zawartos¢ pro-
centowa kwaséw prostotaricuchowych w czasie
trwania eksperymentu zawierala si¢ w przedziale
27,07—34,91%, kwaséw rozgalezionych w grani-
cach 40,28—47,24%, hydroksylowych w zakresie
1,99—3,04%, kwasu cyklopropanowego 17:0 cy
w przedziale 2,35—3,11%, kwaséw nienasyconych
w granicach 18,29—20,98%, a stosunek kwasow
nasyconych do nienasyconych wynosit 3,77—4,47.
Procentowa zawartos¢ wyrdznionych grup kwaséw
tluszczowych w czasie rozktadu fenolu w st¢zeniu
1,7 mg g™! przez Pseudomonas sp. IS150 w glebie
L1 przedstawia tabela 18.

W komérkach Pseudomonas sp. JS150 w glebie
L2k, 5, skazonej fenolem w stezeniu 1,7 mg ¢! za-
warto$¢ kwaséw prostotanicuchowych zwigkszata
si¢ od dnia 1. do 16. z 31,31% do 45,75%, w kolej-
nych malata i w 76. dniu byla bliska tej, jaka
oznaczono po 24-godzinnej ekspozycji bakterii na
fenol. Kwaséw rozgatezionych izolowano z tej gle-
by prawie dwukrotnie mniej do dnia 64. (26,90%)

Tabela 18

Procentowa zawarto$¢ wyréznionych grup kwaséw thuszczowych w czasie rozkladu fenolu w stezeniu 1,7 mg g™ przez szczep
Pseudomonas sp. JS150 w glebie L1

Nasycone
Gleba L1 pr()s;(:)};icu_ rozgalezione | hydroksylowe Cykrll(z)r‘:jspa_ - ;yﬁklopropanlowe‘ Nienasycone nli\i:?lszi/sif(:(l)en/e
0 cy 19:0 ¢y wl0c
Dziei 1. | Llg, 27,07% 47,24° 2,36 2,35¢ 2,35 0,00° 20,98° 3,77
Llgg, | 29,53 52,64° 2,43¢ 0,00° 0,00° 0,00° 15,40%0 5,49
Dzieri 4. |Lly, 30,68¢ 4529¢ 3,04 2,71¢ 2,71¢ 0,00 18,29 4,47
Llpg, | 34,649 48,30¢ 2,60 0,00° 0,00° 0,00° 14,46° 5,92
Dziefi 8. |Llg, 33,38° 41,86° 2,51° 3,114 3,11¢ 0,00 19,14¢ 4,22
Llgg, 40,34 43,36 2,914 0,00 0,00° 0,00° 13,39° 6,47
Dziefi 16. | Llg, 34,918 40,28¢ 2,474 2,74¢ 2,74 0,00° 19,601 4,10
Llpg, | 3647 39,89¢ 2,87¢4 7,94° 0,00° 7,94 12,83¢ 6,79
Dziefi 32. | Llg, 34,432 41,098 1,99 2,48° 2,48° 0,00 20,014 4,00
Llg,g, 28,68 40,048 2,21 13,27 0,00° 13,27¢ 15,80" 5,33
Dzien 48. | Llg, 32,530 43,451 2,248 3,074 3,07¢ 0,00° 18,71¢¢ 4,34
Llpg, | 25,67¢ 49,96' 2,16 6,25¢ 0,00° 6,25 15,96" 527
Objasnienia: Lly, — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; Llg,5, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (g, — szczep

Pseudomonas sp. JIS150, p — fenol). Istotne réznice wzglgdem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi

literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

— 46 —



Tabela 19

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw tluszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 1,7 mg g™! przez szczep

Pseudomonas sp. JS150 w glebie L2

Nasycone
Gleba L2 prostotaficu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nli\iisgsi/(::;/e
chowe nowe 17:0 cy 19:0 ¢y wl10c
Dzien 1. |L2g, 27,54 46,06 2,51° 2,64 2,64 0,00 21,25 3,71
L2555 31,31° 48,49° 0,00° 2,31° 2,31° 0,00° 17,89° 4,59
Dziefi 4. |L2g, 31,77¢ 46,62° 1,36° 2,35¢ 2,35¢ 0,00° 17,90 4,57
L2p.5) 37,98¢ 43,45¢ 0,00 1,924 1,924 0,00 16,65¢ 5,01
Dzien 8. | L2z, 32,01¢ 46,17 1,39 2,42° 2,42° 0,00° 18,01° 4,55
L2p,m0 43,35° 39,354 0,00° 1,16° 1,16° 0,00 16,14%¢ 5,20
Dziefi 16. | L2;, 31,48 46,69 1,64¢ 2,44¢ 2,44° 0,00 17,75¢ 4,63
L2550 45,75" 37.64° 0,00° 0,81° 0,81° 0,00° 15,80%¢ 5,33
Dziefi 32. | L2g, 31,84¢ 47,54" 1,29° 2,168 2,168 0,00 17,17¢ 4,82
L2550 37,148 34,188 0,00° 13,040 0,00t 13,04° 15,64° 5,39
Dzieni 48. |L2;, 31,98¢ 46,94° 1,53f 2,51° 2,511 0,00° 17,04¢ 4,87
| D 33,03" 26,85" 0,00 23 441 0,00" 23,44¢ 15,78¢ 5,34
Dziefi 64. | L2, 30,711 47,59 1,478 2,39¢ 2,39¢ 0,00° 17,84¢ 4,61
L2p.5) 32,94 26,90 0,00° 18,98 0,00" 18,98¢ 21,18f 3,72
Dzien 76. | L2g, 31.46° 46,74 1,75 3,12¢ 3,121 0,00° 16,93¢ 491
L2, 29,21k 40,044 0,00° 9,34! 0,00" 9,34¢ 21,41° 3,67

Objasnienia: L2 — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; L2p,5, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (3, — szczep
Pseudomonas sp. JIS150, p — fenol). Istotne réznice wzglgdem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwasow ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi

literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

w poréwnaniu z 1. dniem (48,49%), a hydroksylo-
we nie pojawialy si¢ wsréd uzyskanych FAMEs
w zadnym dniu prowadzenia ekstrakcji. Od dnia
32. do 76. oznaczano w tej glebie kwas cyklopro-
panowy 19:0 ¢y wlOc, z najwigkszym udzialem
23,44% w 48. dniu. Kwas 17:0 cy charakteryzo-
wal si¢ znacznie mniejsza zawartoscig procentowa
0,81—2,31% 1 wystepowal w profilu jedynie do
16. dnia. Stosunek kwaséw nasyconych do niena-
syconych najwyzsze wartoSci w tej glebie, wy-
noszace 5,34 i 5,39, przyjmowat w dniach 32. i 48.
W glebie kontrolnej L2g,, poza hydroksykwasami,
ktérych oznaczano od dnia 4. prawie dwukrotnie
mniej niz w 1. dniu, nie obserwowano wigkszych
réznic w zawartosci pozostalych grup kwasow
tluszczowych. Podobnie od dnia 4. do 76. wartos¢
stosunku kwaséw ttuszczowych nasyconych do
nienasyconych byla podobna i zawierata sig
w przedziale 4,55—4,91. Prezentowane wyniki ilu-
struje tabela 19.

Z analiz chromatograficznych wynika, ze fenol
w stezeniu 1,7 mg g~' powodowal tez istotne zmia-
ny w komérkach Pseudomonas sp. JS150 w glebie
Ggips- Od dnia 1. do 8. zwigkszata si¢ w nich za-
warto$¢ kwaséw prostotaricuchowych z 31,24% do
43,45%. W kolejnych dniach udziat kwaséw z tej
grupy malat i w 28. dniu, w ktérym nie oznaczano
fenolu w tej glebie, wynosit 34,14% og6lnej zawar-
tosci kwasow. Jednoczesnie migdzy dniem 1. a 16.

obserwowano stopniowy spadek zawartosci kwa-
sOw rozgatezionych o 20,79%, a hydroksylowych
0 1,71%. Od 8. dnia z gleby tej izolowano kwas
z pierscieniem cyklopropanowym 19:0 cy wlOc,
ktéry najwyzszym udziatem (16,79%) odznaczat
si¢ w dniu 16. Tak wysoki jego udziat wplynal na
warto$¢ stosunku kwaséw nasyconych do nienasy-
conych, ktéra wzrosta w tym dniu do 9,13. Drugie-
go z kwaséw o budowie cyklicznej 17:0 cy bakte-
rie nie syntetyzowaly w obecnosci wprowadzonego
fenolu. W glebie kontrolnej Gg, tez obserwowano
zmiany w zawartosci wyréznionych grup kwaséw
tluszczowych, ale nie tak znaczace, jak w obecno-
$ci fenolu. W poréwnaniu z dniem 1., w dniu 28.
nastapit wzrost udzialu kwaséw prostotaiicucho-
wych o 5,68%, cyklopropanowego 17:0 cy
0 0,24%, spadek zawartoSci kwasOw rozgatezio-
nych o 6,09% i hydroksylowych o 0,16%. Zmiany
te nie miaty jednak wptywu na warto$¢ stosunku
kwaséw nasyconych do nienasyconych, ktéry w 1.
dniu wynosit 4,15, a w dniu 28. — 4,06. Procento-
wy udzial wyréznionych grup kwaséw tluszczo-
wych w czasie rozktadu fenolu przez Pseudomonas
sp. JS150 w glebie Gg,p, oraz glebie kontrolne;j
Gg, przedstawia tabela 20.

W kolejnej serii analizowano zmiany w sktfa-
dzie komoérkowych kwaséw ttuszczowych szczepu
Pseudomonas sp. JS150 w glebach L1, L2 i G
w obecnosci fenolu w stezeniu 3,3 mg g! oraz
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Tabela 20

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw tluszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 1,7 mg g™! przez szczep
Pseudomonas sp. JS150 w glebie G

Nasycone
. N /
Gleba G prostotaficu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone ni;sg:y(:;ie
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y w10c

Dziei 1. |Gy, 24,69* 51,80% 2,16 1,92 1,92 0,00 19,434 4,15
Gr.po 31,24° 49,67° 2,98° 0,00° 0,00° 0,00 16,11° 521
Dziefi 4. | Gp, 26,56° 49,93¢ 1,08° 2,20 2,20 0,00° 20,23¢ 3,94
Grypo 33,934 48,769 2,434 0,00° 0,00° 0,00a 14,88¢ 5,72
Dziei 8. | Gg, 28,45¢ 47,96 1,47° 2,14¢ 2,14¢ 0,00° 19,98¢ 4,01
Grypo 43 45" 37,98" 1,88f 6,484 0,00° 6,48° 10,21¢ 8,79
Dzieii 16. | Gy, 28,66° 46,15¢ 1,77¢ 2,49° 2,494 0,00° 20,93¢ 3,78
Gr.pa 43,19 28,88" 1,27 16,79¢ 0,00° 16,79¢ 9,87 9,13
Dziefi 28. | Gy, 30,378 4571¢ 2,00! 2,16 2,16° 0,00 19,76 4,06
Gr.po 34,149 40,701 2,05 10,248 0,00° 10,24¢ 12,87¢ 6,77

Objasnienia: Gy, — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; Gg,, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (g, — szczep Pseudo-
monas sp. JS150, p — fenol). Istotne réznice wzgledem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi literami

(ANOVA, n =3, p < 0,05).

w glebach kontrolnych. W glebie L1g,p, stwierdzo-
no wzrost zawartosci procentowej kwaséw pro-
stotaiicuchowych od dnia 1. do 16. o 21,13% oraz
spadek udziatu kwaséw rozgatezionych do dnia 48.
0 32,86%. Dla poréwnania w glebie L1y, udzial
kwaséw prostotaricuchowych w tym czasie zwigk-
szyl sie 0 7,84%, a rozgatgzionych zmalat o 3,79%.
Zawartos¢ kwaséw hydroksylowych w glebie
Llg,g, W czasie rozktadu fenolu przez bakterie
oraz w glebie L1y, byla podobna i zawierata si¢

w przedziale 1,95—3,04% wszystkich wyizolowa-
nych FAMEs. Obecnosci kwasu cyklopropanowe-
go 17:0 cy nie wykrywano wsréd izolowanych
z gleby L2p,z, kwaséw, natomiast kwas 19:0 cy
w10c wystgpowal w niej od dnia 8. do 64. Najwyz-
sza zawarto$cia, wynoszacg 31,13%, kwas ten cha-
rakteryzowat si¢ w dniu 48., a najnizsza, wy-
noszaca 8,79%, w dniu 16., w ktéorym po raz
pierwszy ekstrahowano go z tej gleby. Z gleby
kontrolnej L1y, izolowano wytacznie kwas 17:0 cy,

Tabela 21

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 3,3 mg g™! przez szczep
Pseudomonas sp. JS150 w glebie L1

Nasycone
Gleba L1 prostotaficu- rozgalezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nlliiicyocten/e
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y wl0c
Dziei 1. | Llg, 27,07° 47,24° 2,36 2,35 2,35 0,00 20,98° 3,77
Llgg | 28,36 54,42° 2,15 0,00 0,00° 0,00 15,07° 5,64
Dziei 4. | Llg, 30,68° 4529¢ 3,04° 2,71¢ 2,71¢ 0,00 18,29¢ 4,47
Llg,g, 36,824 48,364 2,61° 0,00° 0,00° 0,00° 12,214 7,19
Dziei 8. | Llg, 33,38¢ 41,86° 2,51° 3,114 3,11¢ 0,00 19,14° 4,22
Llpp, 46,68" 31,63 2,47 8,94° 0,00° 8,94° 10,28" 8,73
Dziefi 16. | Llg, 34,918 40,28¢ 2,47 2,74¢ 2,74 0,00 19,602 4,10
Llpg, | 49,49 30,74 1,99¢ 8,79 0,00° 8,79° 8,99 10,12
Dziefi 32. |Llg, 34,438 41,09 1,994 2,48° 2,48° 0,00 20,01%¢ 4,00
Llg,go 43,93 25,718 2,16° 21,37* 0,00° 21,37¢ 6,83 13,64
Dzien 48. |Llg, 32,53¢ 43,45 2,24f 3,07¢ 3,07¢ 0,00° 18,71¢ 4,34
Llgp, 3527 21,56' 2,67 31,138 0,00° 31,13¢ 9,37" 9,67
Dziefi 64. | Llg, 32,80° 45,95¢ 1,95¢ 1,79 1,79° 0,00 17,51¢ 4,71
Llg,p, 27,48" 30,83" 2,948 26,941 0,00° 26,94° 11,81¢ 7.47

Objasnienia: Llg, — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; L1gz, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (3, — szczep
Pseudomonas sp. JIS150, p — fenol). Istotne réznice wzglgdem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwasow ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi
literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).
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z udziatem 1,79—3,11%. ZawartoS¢ kwasow nie-
nasyconych u bakterii w glebie L1g,5, malata do
dnia 32., z 15,07% w dniu 1. do 6,83% w dniu 32.,
a nastgpnie stopniowo zwigkszata si¢ i w ostatnim
dniu wynosita 11,81%. W glebie L1y, udzial kwa-
sOw nienasyconych byl podobny w kolejnych
dniach analiz chromatograficznych 1 wynosit
17,51—20,98%. Najwyzsza wartos¢ (13,64) stosu-
nek kwaséw nasyconych do nienasyconych izolo-
wanych z gleby Llgp, przyjmowat w dniu 32.,
a najnizsza (5,64) po 24-godzinnej ekspozycji bak-
terii na fenol. W 64. dniu, tj. w dniu, w ktérym
stwierdzono catkowity rozklad fenolu przez wpro-
wadzone do tej gleby bakterie, stosunek ten wyno-
sit 7,47. Dla poréwnania w glebie kontrolnej L1y,
stosunek kwaséw nasyconych do nienasyconych
byt podobny w dniach od 4. do 64. i miescit si¢
w przedziale 4,00—4,71. Otrzymane wyniki ilu-
struje tabela 21.

W glebie L2g,p, reakcjg bakterii na fenol w stg-
zeniu 3,3 mg g! w poczatkowych dniach inkubacji
byt wzrost udzialu kwaséw prostotaficuchowych
7 30,01% w dniu 1. do 51,32% w dniu 32. Wzrosto-
wi zawartosci tych kwaséw towarzyszyl spadek
udzialu kwaséw rozgatezionych. Hydroksykwaséw
nie identyfikowano wsréd uzyskanych z tej gleby

FAMEs, a kwas cyklopropanowy 17:0 cy oznacza-
no jedynie do dnia 32. Jego udziat byl niewielki
i wynosit 1,63—2,57% ogo6lnej zawartosci kwa-
sOw. Znacznie wyzsza zawartos$cig charakteryzo-
wal si¢ natomiast kwas 19:0 ¢y wlOc, izolowany
z gleby L2g,p, od 48. dnia do 96. dnia. Jego udziat
w tym czasie mieScit sie¢ w przedziale
15,15—26,70%. Obserwowanym zmianom w za-
wartosci kwaséw nasyconych towarzyszyly nie-
wielkie réznice w udziale kwaséw nienasyconych.
W dniach od 1. do 64. udziat tych kwaséw byt po-
dobny i miescit si¢ w zakresie 13,26—14,92%, na-
tomiast w dniu 80. i 96. byl nieznacznie wyzszy
i wynosit odpowiednio 16,64% i 17,58%. Stosunek
kwas6é6w nasyconych do nienasyconych w kolej-
nych dniach prowadzenia oznaczeri zwigkszat sie
i najwyzsze wartosci (6,54 i 6,50) osiggat w dniach
48. 1 64. Dla poréwnania w glebie kontrolnej L2y,
udziat kwasow prostotaficuchowych w czasie trwa-
nia eksperymentu ksztattowal si¢ w przedziale
27,54—32,01%, kwaséw rozgalezionych w za-
kresie  46,060—47,59%, hydroksylowych —
1,29—2,51%, cyklopropanowego 17:0 ¢y —
2,16—3,06%, a nienasyconych — 17,04—21,25%.
Niewiele zmienialy si¢ takze wartoSci stosunku
kwaséw nasyconych do nienasyconych, ekstraho-

Tabela 22

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 3,3 mg g™! przez szczep
Pseudomonas sp. JS150 w glebie L2

Nasycone
Gleba L2 proz;looljvicu_ rozgalezione | hydroksylowe Cykrll?:\l;zpa_ - ;y.klopropan.ow‘e . Nienasycone nli\jjlszicyocti/e
0 cy 19:0 ¢y wl0c

Dziefi 1. | L2, 27,54* 46,06* 2,51% 2,64% 2,64 0,00* 21,25% 3,71
| B 30,01° 52,50° 0,00° 2,57 2,57 0,00? 14,92° 5,70
Dziefi 4. | L2, 31,77° 46,62° 1,36° 2,35° 2,35° 0,00 17,90¢ 4,57
L2c.5 38,314 45,18* 0,00° 2,04° 2,04¢ 0,00* 14,47° 591
Dzien 8. | L2, 32,01¢ 46,17* 1,39¢ 2,42° 2,42° 0,00* 18,01¢ 4,55
| D 45,56° 38,25¢ 0,00° 2,16° 2,16¢ 0,00* 14,03 6,13
Dzien 16. | L2g, 31,48° 46,69 1,64¢ 2,44° 2,44° 0,00 17,75¢ 4,63
| D 48,78" 35,02¢ 0,00° 1,92¢ 1,92¢ 0,00 14,26° 6,01
Dzien 32. | L2, 31,84¢ 47,54% 1,29° 2,16° 2,16 0,00* 17,174 4,82
| B 51,328 33,35¢ 0,00° 1,63 1,638 0,00 13,70 6,30
Dzien 48. | L2, 31,98° 46,94* 1,53¢ 2,51° 2,51° 0,00* 17,04¢ 4,87
| B 42,75 25,29 0,00° 18,70¢ 0,00" 18,70° 13,26 6,54
Dziefi 64. | L2, 30,711 47,59 1,47¢ 2,39° 2,39° 0,00* 17,84¢ 4,61
L2 | 38,05 21,312 0,00° 26,70 0,00" 26,70° 13,341 6,50
Dzien 80. | L2y, 29,741 46,56" 1,87 3,06 3,06! 0,00? 18,77¢ 4,33
L2k | 36,14 28,13 0,00° 19,09¢ 0,00" 19,09° 16,64" 5,01
Dziefi 96. | L2, 29,741 46,56" 1,87 3,06! 3,06! 0,00? 18,77¢ 4,33
| D 28,96 38,31°¢ 0,00° 15,15 0,00" 15,15¢ 17,58 4,69

Objasnienia: L2y — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; L2z, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (5, — szczep

Pseudomonas sp. JIS150,  — fenol). Istotne réznice wzglgdem kontroli w procentowej zawartosci wyrdéznionej grupy kwaséw ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi

literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

7 — Zmiany...
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wanych z tej gleby, ktoére zawieraty si¢ w przedzia-
le 3,71—4,87. Prezentowane wyniki zestawiono
w tabeli 22.

Fenol w stezeniu 3,3 mg ¢! gleby w podobny
sposob wptywal na sktad komoérkowych kwaséw
tluszczowych szczepu Pseudomonas sp. JS150 in-
trodukowanego do gleby G, jak w pozostatych gle-
bach. Najwigkszy wzrost o 15,52% zawartosci
kwaséw prostotanicuchowych u bakterii wprowa-
dzonych do gleby Gg,p, stwierdzono w 8. dniu po-
miaréw, podczas gdy w nieobecnosci fenolu ich
udziat w komorkach w glebie Gp, W czasie trwania
eksperymentu wzrést o 7,79%. Kolejna, wazna
zmiana w glebie Gg,p, dotyczyta kwaséw roz-
galezionych, ktérych udziat w dniach od 1. do 16.
zmalal o 24,39%. Dla poréwnania w glebie kon-
trolnej Gg, zawarto$§¢ kwaséw z tej grupy zmniej-
szyta si¢ w tym czasie o 13,44%. Z kolei zawarto$¢
hydroksykwaséw w kolejnych dniach izolowania
FAMEs z gleb Gg,p, i Gg, byla podobna i zawie-
rata si¢ w przedziale 1,08—2,64% wszystkich wy-
izolowanych FAMEs. Kwasu cyklopropanowego
17:0 cy nie wykrywano w profilach kwaséw uzy-
skanych z gleby Gg,p,, ale identyfikowano go
w glebie kontrolnej Gg,, w ktérej charakteryzowat
si¢ udzialem 1,92—2,49%. Drugi z kwaséw o bu-
dowie cyklicznej 19:0 ¢y wlOc izolowano
wylacznie z gleby skazonej fenolem od dnia 8.
Jego zawartos$¢ procentowa byla wysoka i miescita
siec w dniach od 8. do 48. w zakresie
11,37—23,28% ogoblnej zawartosci otrzymanych
z tej gleby FAMEs. Udzial kwaséw nienasyconych
w glebie Gg,p, zmniejszat si¢ od dnia 1. do 16.

z 16,75% do 7,09%, a nastgpnie zwigkszat sie
1 w 48. dniu wynosit 14,38%. W kontrolnej glebie
Gp, zawarto$¢ kwasOw nienasyconych nie zmie-
niata si¢ istotnie. Najwyzsza wartos$¢ (13,10) stosu-
nek kwasOw nasyconych do nienasyconych, ekstra-
howanych z gleby Gg,p,, osiagal w dniu 16., nato-
miast w tym dniu w komorkach bakterii
wprowadzonych do gleby Gg,p, byl ponad 3-krot-
nie nizszy (3,78). Procentowa zawarto$¢ wyrdznio-
nych grup kwaséw tluszczowych w czasie degrada-
cji fenolu w stezeniu 3,3 mg g~! gleby przez Pseu-
domonas sp. JS150 w glebie Gg,p, oraz w glebie
kontrolnej Gg, przedstawia tabela 23.

W kolejnej serii badano, jak fenol w stezeniu
5,0 mg ¢! gleby wptywa na zawarto$¢ procentowa
wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych u szcze-
pu Pseudomonas sp. JS150 w glebach L1, L2 i G.
Stwierdzono, ze bez wzgledu na rodzaj gleby, do
ktérej wprowadzono bakterie, od dnia 1. do 16. pod
wplywem fenolu dochodzito w ich komdrkach do
wzrostu zawarto$ci procentowej kwasow  pro-
stolanicuchowych. W tym czasie w bakteriach
w glebie Llg,p, udzial tych kwaséw wzrdst
0 26,23%, w glebie L2g,p, 0 22,37%, a w glebie
Gr,p2 0 15,03%. W kolejnych dniach ich zawartos¢
si¢ zmniejszata i w ostatnim dniu, w ktérym
stwierdzano catkowity rozktad przez bakterie wpro-
wadzonego do gleby fenolu, wynosita: w L1g,z, —
28,56%, w L2F+B2 — 28,16%, a w GF+B2 —
36,37% ogoblnej zawartosci kwasow. W glebach
kontrolnych ich udziat w trakcie trwania badan tak-
7e si¢ zmienial, ale obserwowane zmiany nie byly
tak duze, jak w glebach skazonych fenolem. Ich za-

Tabela 23

Procentowa zawarto$¢ wyréznionych grup kwaséw thiszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 3,3 mg g~! przez szczep
Pseudomonas sp. JS150 w glebie G

Nasycone
. N /
Gleba G prostotaricu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone ni;sgs(;(:;ie
chowe nowe 170 ¢y | 19:0 ¢y wl0c¢
Dziefi 1. |Gpg, 24,69* 51,80% 2,16 1,92 1,92 0,00 19,434 4,15
Gr.po 29,66° 51,53 2,06 0,00° 0,00° 0,00° 16,75° 4,97
Dzien 4. | Gp, 26,56° 49,93° 1,08 2,20° 2,20° 0,00 20,23¢ 3,94
Gr.p2 35,98¢ 46,32° 2,42° 0,00 0,00° 0,00° 15,28¢ 5,54
Dzier 8. |Gp, 28,45¢ 47,96 1,479 2,14¢ 2,14¢ 0,00° 19,98¢ 4,01
Grypo 45,18 31,16° 2,16 11,379 0,00° 11,37° 10,13¢ 8,87
Dziefi 16. | Gy, 28,66° 46,15° 1,77 2,49° 2,49¢ 0,00° 20,93¢ 3,78
Grypo 44,168 27,148 1,94 19,67" 0,00° 19,67° 7,09 13,10
Dziefi 32. | Gy, 31,71" 43,24" 1,97¢ 2,19¢ 2,19¢ 0,00° 20,89° 3,79
Gr.pa 34,711 32,641 1,66" 23,28¢ 0,00° 23,28¢ 7,718 11,97
Dzieni 48. | Gy, 32,48" 44,18 2,641 2,31¢ 2,31¢ 0,00 18,39 4,44
Gr.po 29,27 38,29% 1,93 16,13" 0,00° 16,13¢ 14,38 5,95

Objasnienia: Gy, — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; Gg,, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (g, — szczep Pseudo-
monas sp. JS150, p — fenol). Istotne réznice wzgledem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwasoéw ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi literami

(ANOVA, n =3, p < 0,05).
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warto$¢ w glebie L1y, miescita si¢ w przedziale
27,07—3491%, w glebie L2z, w przedziale
27,54—32,01%, a w glebie Gg, — w przedziale
24,69—32,48%. Przeciwnie do zawartosci kwasow
prostotaricuchowych ksztattowat si¢ w glebach ska-
zonych fenolem udziat kwaséw rozgat¢zionych. Do
dnia 16. ich zawartos$¢ si¢ zmniejszyta: o 29,27%
w glebie Llg,,, o 17,03% w glebie L2g,p,
10 3240% w glebie Gg,py, a w kolejnych dniach
si¢ zwigkszala i w ostatnim dniu prowadzenia
oznaczen wynosita odpowiednio: 43,88%, 49,17%
i 29,68%. W glebie L2g,, w obecnosci fenolu
w bakteriach nie wystgpowaty hydroksykwasy, na-
tomiast z gleb L1g,p, 1 Gg,p, izolowano je w kaz-
dym dniu przeprowadzanych ekstrakcji. W glebie
Llg,p, ich zawarto§¢ miescila si¢ w przedziale
2,16—3,07%, a w glebie Gp,go — W przedziale
1,49—2,20% Z gleb L1F+B2 1 GF+B2 nowy kwas
cyklopropanowy 19:0 ¢y wlOc izolowano od 8.
dnia, a z gleby L2g,p, od 32. dnia. Jego zawartos¢
procentowa byta wysoka i zawierala si¢ w glebie
Llg,g, W przedziale 9,68—38,60%, w glebie
L2, 5, w zakresie 6,27—28,26%, a w glebie Gg,p»

w granicach 15,55—30,48% og6lnej zawartosci
wszystkich kwaséw. Drugi z kwaséw cyklopropa-
nowych 17:0 ¢y wystgpowal w bakteriach w gle-
bach kontrolnych oraz w glebie L2g,z, do dnia,
w ktérym ekstrahowano z niej po raz pierwszy
kwas 19:0 cy w10c. Wzrost wartosci stosunku kwa-
sow nasyconych do nienasyconych obserwowano
w glebie L1g,p, do dnia 48., w glebie L2g,p, do
64. dnia, a w glebie Gg,p, do 32. dnia, w ktérych
osiagal najwyzsze wartosci, wynoszace odpowied-
nio: 14,08, 9,50 i 16,83. Dla poréwnania w bakte-
riach w glebach kontrolnych stosunek ten zawierat
si¢ w przedziale 3,71—4,87. Procentowa zawarto$¢
wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych w czasie
degradacji fenolu w stezeniu 5,0 mg g' gleby
przez Pseudomonas sp. JS150 w glebach Llg,p,,
L2g,p, 1 Gg,p, oraz w glebach kontrolnych przed-
stawiaja tabele 24—26.

Poréwnanie zmian zachodzacych w obecnosci
réznych stgzen fenolu w skladzie komoérkowych
kwasow ttuszczowych u szczepu Pseudomonas sp.
JS150, wprowadzonego do sterylnych gleb L1, L2
1 G, prezentuje rys. 9.

Tabela 24

Procentowa zawarto$¢ wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 5,0 mg g™ przez szczep
Pseudomonas sp. JS150 w glebie L1

Nasycone
Gleba L1 prostotaricu- rozgalezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nli\iisgscy(:g;/e
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y wl0c
Dziei 1. | Llg, 27,07° 47,24° 2,36 2,35 2,35 0,00 20,98° 3,77
Llg,g, 29,16° 53,67° 2,64° 0,00° 0,00° 0,00° 14,53° 5,88
Dzien 4. |Llg, 30,68° 45,29° 3,04¢ 2,71¢ 2,71¢ 0,00 18,29 4,47
Llpg, | 37449 47,76¢ 3,07 0,00 0,00° 0,00 11,734 7,53
Dziefi 8. |Llg, 33,38° 41,86° 2,514 3,114 3,11¢ 0,00 19,14¢ 4,22
Llgp, 51,56 27,76 2,74° 9,68° 0,00° 9,68° 826" 11,11
Dziefi 16. | Llg, 34,918 40,28¢ 2,47 2,74¢ 2,74° 0,00 19,608 4,10
Llpg | 55,39 24,40 2,54° 10,11¢ 0,00° 10,11° 7,56" 12,23
Dzien 32. |Llg, 34,438 41,09 1,99 2,481 2,48° 0,00° 20,01%¢ 4,00
Llg,p, 40,97 19,92 2,408 29,05 0,00° 29,05¢ 7,66 12,05
Dziei 48. | Llg, 32,53¢ 43,45% 2,24° 3,07¢ 3,07¢ 0,00 18,71¢ 4,34
Llpgo 33,19¢ 18,79' 2,98° 38,418 0,00° 38,414 6,63 14,08
Dziefi 64. | Llg, 32,80° 45,95¢ 1,95 1,79 1,79¢ 0,00 17,51% 4,71
Llgp, 26,19 24,11" 2,51 38,602 0,00° 38,60¢ 8,59" 10,64
Dzieii 80. |Llg, 34,792 43,20%F 2,17° 2,16 2,16 0,00 17,68 4,66
Llg,g, 29,56% 36,03™ 2,161 19,241 0,00° 19,24° 13,01' 6,69
Dzien 96. |Llg, 34,412 42,61°% 1,75 2,64¢ 2,64%¢ 0,00° 18,59¢ 4,38
Llpg, | 28,56% 43,88" 2,64 10,09¢ 0,00° 10,09° 14,83° 5,74

Objasnienia: Llg, — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; L1p,z, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (3, — szczep
Pseudomonas sp. JS150, p — fenol). Istotne réznice wzglgdem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwasow ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi

literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).



Tabela 25

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 5,0 mg g™! przez szczep
Pseudomonas sp. JS150 w glebie L2

Nasycone
B . Nasycone/
Gleba L2 prostotaricu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nienasycone
chowe nowe 17:0 cy 19:0 ¢y wl0c
Dzien 1. |L2g, 27,54* 46,06 2,51% 2,64% 2,641 0,00? 21,25% 3,71
L2550 31,49° 50,85° 0,00° 2,47° 2,47° 0,00* 15,19 5,58
Dzien 4. | L2, 31,77¢ 46,62% 1,36¢ 2,35¢ 2,35¢ 0,00? 17,90%¢ 4,57
L2p,p0 37,39¢ 46,16° 0,00° 1,63¢ 1,634 0,00? 14,82° 5,75
Dzien 8. | L2, 32,01°¢ 46,17* 1,39¢ 2,42°¢ 2,42°¢ 0,00* 18,01%# 4,55
L2c.p0 51,60° 35,844 0,00° 1,49¢ 1,49¢ 0,00? 11,07¢ 8,03
Dzien 16. | L2, 31,48¢ 46,69* 1,64¢ 2,44%¢ 2,44%¢ 0,00* 17,75¢ 4,63
L2¢.5 53,86 33,82°¢ 0,00° 1,53¢ 1,53¢ 0,00* 10,79¢ 8,27
Dzien 32. | L2, 31,84¢ 47,54% 1,29¢ 2,16 2,16 0,00? 17,17° 4,82
L2550 40,49¢ 27,79 0,00° 21,51# 0,008 21,51° 10,21°¢ 8,79
Dzieni 48. | L2, 31,98° 46,94% 1,534 2,51¢ 2,51°¢ 0,00? 17,04¢ 4,87
L2p,p0 37,30 23,638 0,00° 28,26" 0,008 28,26° 10,814¢ 8,25
Dzien 64. | L2, 30,71¢h 47,59* 1,47¢ 2,39°¢ 2,39¢ 0,00* 17,84¢ 4,61
L2p,p0 37,344 34,69°¢ 0,00° 18,45' 0,008 18,454 9,52 9,50
Dzien 80. | L2, 29,74 46,56* 1,87 3,06 3,06" 0,00* 18,77% 4,33
L2¢.5 35,511 39,820 0,00° 13,06* 0,008 13,06° 11,61¢ 7,61
Dzien 96. | L2, 29,74 46,56* 1,87 3,06 3,06" 0,00? 18,778 4,33
L2550 31,07° 44,28t 0,00° 10,97 0,008 10,97 13,68" 6,31
Dzien 112.| L2, 29,46" 45,73% 1,12# 2,74% 2,74% 0,00* 20,95% 3,77
L2p,50 30,22° 46,28t 0,00° 8,04™ 0,008 8,04¢ 15,465 5,47
Dzien 124.| L2, 30,90¢ 45,09* 0,96" 2,43°¢ 2,43¢ 0,00* 20,62¢ 3,85
L2p,p0 28,16/ 49,17° 0,00° 6,27" 0,008 6,27" 16,40' 5,09

Objasnienia: L2 — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; L2p,5, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (3, — szczep
Pseudomonas sp. JIS150, p — fenol). Istotne réznice wzglgdem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwasow ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi
literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

Tabela 26

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw ttuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 5,0 mg g™! przez szczep
Pseudomonas sp. JS150 w glebie G

Nasycone
Gleba G prostotaricu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nIi\glsaysCyocr;ze
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y wl0c
Dziei 1. |Gy, 24,69* 51,80° 2,16 1,92 1,92 0,00 19,43% 4,15
Grpo 33,27° 4727° 2,20 0,00 0,00° 0,00 17,26° 4,79
Dzier 4. | Gg, 26,56° 49,93¢ 1,08 2,20° 2,20° 0,00° 20,23¢ 3,94
[ 38,174 44,90¢ 1,96° 0,00 0,00° 0,00 14,97¢ 5,68
Dzieri 8. | Gp, 28,45¢ 47,96 1,474 2,14¢ 2,14¢ 0,00 19,98¢ 4,01
Grypo 47,59° 26,87 1,49¢ 15,55¢ 0,00° 15,55° 8,50° 10,76
Dzieii 16. | Gy, 28,66° 46,15¢ 1,77° 2,49¢ 2,49¢ 0,00° 20,93%¢ 3,78
Grypo 48,30" 19,40 1,81° 24,55¢ 0,00° 24,55¢ 5,94 15,84
Dziefi 32. | Gy, 31,718 4324 1,97 2,19¢ 2,19¢ 0,00 20,89° 3,79
Gr.po 41,31" 20,90’ 1,70¢ 30,482 0,00° 30,484 5,618 16,83
Dziefi 48. | G, 32,488 44,18% 2,64 2,31° 2,31° 0,00 18,39 4,44
Grpo 43,331 26,43 1,534 21,26" 0,00° 21,26° 745 12,42
Dziei 64. | Gg, 31,962 46,21¢ 1,92f 1,95 1,95 0,00 17,96 4,57
Grypo 36,79 29,68 1,574 18,79 0,00° 18,79° 13,17 6,59
Objasnienia: Gy, — gleba z wprowadzonymi bakteriami nieskazona fenolem; Gy, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi bakteriami (, — szczep

Pseudomonas sp. JIS150, p — fenol). Istotne réznice wzglgdem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwasow ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi
literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).
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Rys. 9. Zawartos¢ procentowa wyréznionych grup kwaséw u szczepu Pseudomonas sp. JS150 w czasie degradacji fenolu
w stezeniach 1,7 mg g! (A), 3,3 mg ¢! B) i 5,0 mg ¢! (C) w glebach L1p,p,, L2pps i Grypo
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4.1.9. Rozktad fenolu w glebach
przez mieszaning szczepow
Pseudomonas vesicularis
i Pseudomonas sp. J$S150

W tym etapie badan przeprowadzono obserwa-
cje rozktadu fenolu w stezeniach 1,7 mg g,
33mg g!is50mgg! wglebach L1, L2 i G, do
ktérych po wysterylizowaniu wprowadzono miesza-
ning szczepdw Pseudomonas vesicularis i Pseudo-
monas sp. JS150. Kontrolami w tych badaniach
byty gleby skazone fenolem, niezawierajace bakte-
rii. Pierwszy rodzaj gleb oznaczono jako Llg.y,
L2pm 1 Graw, a drugi jako Llg, L2k 1 G (gdzie M
w indeksie dolnym odpowiada mieszaninie szcze-
péw, a F oznacza fenol).

Rozktad fenolu w stezeniach 1,7 mg g7,
33mg g'i50 mg g! w glebach Llgy, L2pym
i Gryv zachodzil w krétszym czasie niz przez poje-
dynczo wprowadzone do nich szczepy. W glebie
L1g,m catkowita degradacje tego zwiazku w dawce
1,7 mg g! stwierdzono w 32. dniu, w glebie L2p,\
byt to 52. dziei, a w glebie Gg, — 24. dzien. Fe-
nol w stezeniu 3,3 mg g~! ulegat rozktadowi w tych
glebach odpowiednio w ciagu 52, 80 i 44 dni,
a w stezeniu 5,0 mg g' — w czasie 80, 112 i 60
dni. Podobnie do gleb z pojedynczo wprowadzony-
mi szczepami, najwigkszy ubytek wprowadzonych
do nich stgzert fenolu nastgpowal w ciagu pierw-
szych 4 dni inkubacji. W glebie L1g,y wynosit on
51,48—58,24%, w glebie L2g,y — 34—47,06%,
a w glebie Gg,y stanowit 52,35—61,20%. W gle-
bach kontrolnych ubytek zastosowanych stgzeri fe-
nolu byl mniejszy i ksztattowal si¢ nastgpujaco:
w przedziale 42,94—46,36% w glebie L1y, w za-
kresie 23,53—30,30% w glebie L2 i w granicach
41,76—48,20% w glebie Gg. W kolejnych dniach
stezenie fenolu w glebach kontrolnych utrzymywato
si¢ na podobnym poziomie, a w glebach Llgy,
L2g v 1 Gy zmniegjszalo sig, co §wiadczyto o po-
stepujacym rozktadzie fenolu przez mieszaning
szczepow Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas
sp. JS150. Dynamike rozktadu wzrastajacych stg-
zefi fenolu przez te szczepy w glebach L1, L2 i G
ilustruje rys. 10.

4.1.10. Przezywalno$¢ szczepow
Pseudomonas vesicularis
i Pseudomonas sp. J$S150
po wprowadzeniu do gleb

Przezywalnos¢ szczepéw Pseudomonas vesicu-
laris 1 Pseudomonas sp. JS150 badano w glebach
Llga, L2pam 1 Grau skazonych fenolem w stgze-
niach 1,7 mg ¢!, 3,3 mg g!' i 50 mg g! oraz
w glebach kontrolnych L1y, L2y i Gy niezawie-
rajacych fenolu. Stwierdzono, ze przezywalnosé
kazdego z nich w glebach L1g,\, L2pm 1 Gray za-
nieczyszczonych fenolem w dawce 1,7 mg g
i 3,3 mg ¢! byla podobna, a w obecnosci najwyz-
szego stezenia tego zwiazku, czyli 5,0 mg g7, le-
piej r6st w nich szczep Pseudomonas sp. JS150.
Najwiekszy spadek wprowadzonej liczby komoérek
obu szczepdw w glebach Llg,y, L2py 1 G
oznaczano w ciagu pierwszych 4 dni inkubacji. Im
wyzsza dawka fenolu skazano gleby, tym spadek
liczby bakterii w tym czasie byl wiekszy. Na
przyktad w glebie L1g,\ z dodatkiem fenolu w stg-
zeniu 1,7 mg g™! ubylo 13,74% wyjsciowej liczby
komorek Pseudomonas vesicularis 1 12,42% Pseu-
domonas sp. JS150, a w tej samej glebie z dodat-
kiem 5,0 mg g' fenolu — odpowiednio 48,90%
i 41,76%. Dla poréwnania: w glebie L1y, liczba ko-
moérek Pseudomonas vesicularis zmniejszyta sig
w tym czasie o 3,50%, a Pseudomonas sp. JS150
0 1,00%. W poréwnaniu z Pseudomonas vesicula-
ris szczep Pseudomonas sp. JS150 charakteryzowat
si¢ lepszym wzrostem w glebach kontrolnych L1y
1 Gy. Liczba komdrek tego szczepu byta w nich
wyzsza od tej, jaka do nich wprowadzano. Przezy-
walnos¢ obu szczepéow w glebach L1, L2 i G za-
réwno w obecnosci, jak i nieobecnosci fenolu ilu-
struja rys. 11 1 12.

4.1.11. Zawarto$¢ materii organiczne;,
wegla organicznego,
frakcji kwasow prochnicowych
oraz pH w glebach
Z wprowadzong mieszaning szczepow
Pseudomonas vesicularis
i Pseudomonas sp. JS150

Na podstawie oznaczen zawartosci materii orga-
nicznej i wegla organicznego przed i po degrada-
cji fenolu w stezeniach 1,7 mg g', 3,3 mg g
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Rys. 10. Dynamika rozktadu fenolu w stezeniach 1,7 mg g7', 3,3 mg g™ i 5,0 mg g™' w glebie L1 (A), L2 (B)
oraz G (C) przez mieszaning szczepéw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150 oraz zmia-

ny st¢zenia fenolu w glebach sterylnych
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Rys. 11. Przezywalnos¢ szczepu Pseudomonas vesicularis wprowadzonego w mieszaninie z Pseudomonas sp. JS150
do gleb L1 (A), L2 (B) i G (C) w czasie rozktadu fenolu w stgzeniach 1,7 mg g”!, 3.3 mg g!i 5,0 mg g™
oraz w glebach kontrolnych (nieskazonych)
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Rys. 12. Przezywalnos¢ szczepu Pseudomonas sp. JS150 wprowadzonego w mieszaninie z Pseudomonas vesicularis
do gleb L1 (A), L2 (B) i G (C) w czasie rozktadu fenolu w stezeniach 1,7 mg ¢!, 3,3 mg ¢! i 5,0 mg g
oraz w glebach kontrolnych (nieskazonych)
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i 5,0 mg g! przez mieszaning szczepéw Pseudo-
monas vesicularis 1 Pseudomonas sp. JS150 w gle-
bach L1gy, L2k 1 Gy stwierdzono, ze ich uby-
tek byl podobny niezaleznie od wprowadzonej
dawki tego zwiazku. W glebie L1,y ubyto Srednio
0,45% materii organicznej i 2,70% wegla organicz-
nego, w glebie L2k, odpowiednio 0,10% i 5,00%,
aw Ggay — 0,70% 1 5,00%. W glebach tych na-
stgpowat takze spadek zawartosci kwaséw fulwo-
wych, w Llgy o okoto 0,30 mg ¢!, w L2pym
00,10 mg g!, a w Gpyy 0 0,22 mg g! gleby.
W glebach kontrolnych ubytek materii organicznej
i wegla organicznego byt wigkszy i wynosit odpo-
wiednio 3,29% i 22,16% w L1y, 0,67% i 30,19%
w L2y oraz 4,10% i 21,22% w Gy;. Kwasow ful-
wowych ubylo z nich 0,34 mg ¢!, 0,13 mg g
i 0,20 mg g! gleby. Jednoczesnie stwierdzono, ze
zawartos¢ kwasow huminowych i1 hymatomela-
nowych nie zmieniata si¢ zar6wno w skazonych
fenolem glebach z introdukowana mieszaning
szczepoéw, jak i w glebach kontrolnych. Zmiany
odczynu pH byty niewielkie i nie przekraczaty 1
jednostki w skali pH. Przedstawione wyniki ilu-
struje tabela 27.

4.1.12. Analiza kwasow ttuszczowych
w czasie rozktadu fenolu w glebach
przez mieszaning szczepow Pseudomonas
vesicularis i Pseudomonas sp. JS150

Wplyw réznych dawek fenolu na profil kwaséw
tluszczowych izolowanych z gleb Llg,, L2g.y
i Gg,m po wprowadzeniu do nich mieszaniny szcze-
péw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp.
JS150 oceniano, poréwnujac sktad kwaséow w ko-
lejnych dniach prowadzenia oznaczen oraz z profi-
lami kwaséw pochodzacych z gleb kontrolnych
L1y, L2y 1 Gy

W glebach L1g,y 1 Ggav, W ktérych rozktad fe-
nolu w stezeniu 1,7 mg ¢! przez mieszanine szcze-
péw Pseudomonas vesicularis 1 Pseudomonas sp.
JS150 zachodzil w krétszym czasie niz w L2g,\,
do dnia 8. obserwowano niewielki wzrost zawarto-
Sci procentowej kwaséw prostotaiicuchowych i roz-
galezionych. Wynosit on odpowiednio 4,78%
i 3,28% kwaséw prostotancuchowych oraz 3,61%
i 1,44% kwaséw rozgatezionych. W glebie L2g,y
wzrost udziatu tych kwaséw nastgpowal do dnia 16.
i byt wigkszy niz w glebach Llg, i Gy, gdyz
wynosit  9,94%  kwaséw  prostotancuchowych
i 4,69% rozgatgzionych. Dla pordwnania w glebie
kontrolnej L1y, zawarto$¢ kwaséw prostotaricucho-

wych w tym czasie si¢ nie zmienita, w Gy; zmniej-
szyta sig o 1,67%, a zawartoS¢ kwasow
rozgatgzionych w obu glebach zmalata o okoto
2%. Z kolei w glebie L2y, udzial kwaséw pro-
stotaiicuchowych do dnia 16. zmalat o 2,33%,
a rozgatezionych wzrést o 1,78%. Hydroksykwa-
sow w glebie L1g, ubywato w kolejnych dniach
prowadzenia oznaczen z 4,27% w dniu 1. do
1,45% w dniu 32., z L2g, nie izolowano ich od
dnia 8., a w glebie G, W dniach od 1. do 24. ich
zawartos¢ zawierala si¢ w przedziale 2,92—4,51%.
W nieskazonych fenolem glebach L1y i Gy zawar-
tos§¢ kwaséw hydroksylowych w czasie trwania
eksperymentu systematycznie malata i w ostatnim
dniu prowadzenia analiz zmniejszyla si¢ o okoto
1,50%, natomiast w glebie L2y, po spadku ich
udziatu do dnia 8. z 4,22% do 3,11% obserwowano
ponowny jego wzrost do okoto 4,00%. Nowy kwas
cyklopropanowy 19:0 ¢y wlOc izolowano z gleb
L1g,m 1 Gy 0od dnia 8., a z L2g,y — od dnia 32.
Najwyzszym udzialem charakteryzowal si¢ on
wsrod FAMEs uzyskanych z gleby L2g.y
(14,66—19,33%), nizszym (9,18—17,78%)
z Gpav, @ najnizszym (7,21—15,44%) z L1gy. Od
dnia, w ktérym pojawiat si¢ on wsrdd izolowanych
FAMEs, zawartos¢ drugiego kwasu o budowie cy-
klicznej 17:0 cy zmniejszala si¢ i wynosita okoto
1% lub nie wystgpowal on w uzyskanym profilu
kwaséw. W odréznieniu od gleb skazonych feno-
lem, w glebach kontrolnych L1y i Gy udziat kwa-
su 17:0 cy zwigkszat si¢ lub, jak w glebie L2y, po-
zostawat na podobnym poziomie. Obserwowanym
w obecnosci fenolu zmianom w zawartosci po-
szczegblnych grup kwaséw tluszczowych w ko-
morkach bakterii towarzyszyt wzrost wartosci sto-
sunku kwasoéw nasyconych do nienasyconych do
dnia, w ktérym udziat kwasu z pierscieniem cyklo-
propanowym 19:0 cy wlOc byt najwyzszy. W 16.
dniu w glebach L1g,; i Ggy Wynosit odpowiednio
6,501 6,39, a w dniu 32. w L2,y — 4,82. W gle-
bach kontrolnych L1y, L2y; 1 Gy réznice w zawar-
tosci kwaséw z poszczeg6lnych grup nie miaty
znaczacego wplywu na wartos¢ stosunku kwasow
nasyconych do nienasyconych w kolejnych dniach
prowadzenia analiz. WartoSci tego stosunku
ksztaltowaly si¢ w nastgpujacych przedziatach:
2,22—2,49 w L1y, 2,01—2,61 w L2y, 1 2,27—2,83
w Gy Zmiany w udziale procentowym kwasow
tluszczowych w czasie rozktadu fenolu w stgzeniu
1,7 mg g przez mieszaning szczepéw Pseudomo-
nas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150 w gle-
bach Llgy, L2pam 1 Gy oraz w glebach kontrol-
nych przedstawiaja tabele 28—30.

W kolejnym etapie analizowano wptyw fenolu
w stezeniu 3,3 mg g! na zawarto$¢ procentowa
wyrdznionych grup kwaséw ttuszczowych u szcze-
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Tabela 28

Procentowa zawarto$¢ wyréznionych grup kwaséw thuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 1,7 mg g~! przez mieszaning

szczepOw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150 w glebie L1

Nasycone N y

B . asycone,

Gleba L1 prostotaficu- rozgalezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nienasycone

chowe nowe 17:0 cy 19:0 ¢y wl0c

Dziedi 1. |Lly 35,74% 27,62% 4,242 3,76 3,76° 0,00 28,64% 2,49
Llpm 36,76° 26,75° 4,27 3,19° 3,19° 0,00 29,03% 2,44
Dziei 4. | Lly 38,73¢ 26,21¢¢ 3,83° 3,20 3,20 0,00 29,03% 2,44
Llg,y 40,449 27,06%° 3,16° 5,601 5,601 0,00° 23,74° 3,21
Dzief 8. |Lly 36,02¢ 25,51° 2,98¢ 5,16° 5,16° 0,00 30,33° 2,30
Llpm 41,54° 30,36¢ 2,28° 8,37 1,16 7,21° 17,45¢ 4,73
Dzieii 16. | L1y, 35,74% 25,05 245" 5,708 5,708 0,00 31,06° 2,22
| Y 38,94 29,344 1,948 16,41" 0,97" 15,44° 13,37° 6,50
Dziefi 32. | Lly 35,16° 26,76*¢ 2,77 591! 591! 0,00 29,40° 2,40
Llpy 33,492 28,13 1,45 8,41 0,00’ 8,41¢ 28,52 2,51

Objasnienia: Ll — gleba z wprowadzonymi szczepami nieskazona fenolem; L1, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami. Istotne réznice wzgle-
dem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw tluszczowych w czasie oznaczono réznymi literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

Tabela 29

Procentowa zawarto$¢ wyréznionych grup kwaséw thuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 1,7 mg g™! przez mieszaning

szczepOdw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150 w glebie L2

Nasycone N y
. . asycone
Gleba L2 prostolaricu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nienasycone
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y w8c

Dzied 1. |L2y 38,02¢ 26,11% 4,22¢ 3,76* 3,76 0,00* 27,89° 2,59
L2¢m 36,38° 26,81% 4,01° 3,19 3,19° 0,00* 29,61° 2,38
Dziefi 4. | L2y 34,06° 27,99° 3,26¢ 3,92¢ 3,92¢ 0,00 30,77¢ 2,25
L2 40,289 29,32¢ 1,17¢ 2,274 2,274 0,00° 26,96¢ 2,71
Dzien 8. |L2y 37,56° 24,75¢ 3,11° 4,03¢ 4,03¢ 0,00* 30,55° 2,27
L2¢ v 44,32f 29,94° 0,00" 2,06 2,06 0,00* 23,68° 3,22
Dziefi 16. | L2y 35,698 27,89° 4,028 3,79%¢ 3,79%¢¢ 0,00 28,61° 2,50
L2pm 46,321 31,50" 0,00 2,324 2,324 0,00* 19,86" 4,04
Dzien 32. | L2y, 38,301 26,174 4,15% 3,67%¢ 3,67% 0,00* 27,71* 2,61
L2gm 39,32} 27,508 0,00" 16,00° 0,008 16,00 17,188 4,82
Dziefi 48. | L2y 35,16* 28,05° 3,61 3,90*¢ 3,90¢¢ 0,00 29,28" 2,42
L2cm 35,57 25,14" 0,00 19,33 0,008 19,33¢ 17,96' 4,57
Dzien 52. | L2y, 33,31 25,65 4,008 4,02° 4,02%¢ 0,00* 33,02 2,01
L2gm 36,94° 24,18 0,00" 14,66° 0,008 14,66¢ 24,22° 3,13

Objasnienia: L2y, — gleba z wprowadzonymi szczepami nieskazona fenolem; L2\, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami. Istotne réznice wzgle-
dem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

Tabela 30

Procentowa zawarto$¢ wyréznionych grup kwaséw tluszczowych w czasie rozkladu fenolu w stezeniu 1,7 mg g~' przez mieszanine

szczepOw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150 w glebie G

Nasycone
Gleba G prostotaricu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nllisicy(itie
chowe nowe 17:0 cy 19:0 cy w8c
Dzieii 1. |Gy 36,73 29,00° 4,66 3,52 3,52 0,00 26,09° 2,83
Giam 36,16 28,37%¢ 4,51° 3,16 3,16 0,00 27,80° 2,72
Dzieri 4. |Gy, 34,02° 26,51° 4,70° 421° 4.21° 0,00° 30,56 2,27
G 39,40° 27,465 3,05¢ 2,014 2,014 0,00° 24,48¢ 3,08
Dzieii 8. |Gy 35,069 27,23 3,76¢ 4,65 4,65 0,00 29,30° 2,41
Gram 39,44¢ 29,814 2,92¢ 10,19 1,01° 9,18° 17,641 4,69
Dzieii 16. | Gy, 35,70° 28,61° 3,45 4,80° 4,80° 0,00° 27,448 2,64
ey 38,69° 26,85% 3,148 17,788 0,008 17,78 13,54 6,39
Dzien 24. | Gy 34,12%0de 29,01% 2,95" 4,16° 4,16° 0,00 29,76 2,36
Gram 37,50 26,00 3,04%¢h 11,00 0,008 11,00¢ 22.46' 3,45

Objasnienia: Gy — gleba z wprowadzonymi szczepami nieskazona fenolem; Gg,,; — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami. Istotne réznice wzgle-
dem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw thuszczowych w czasie oznaczono réznymi literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).



poéw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp.
JS150 w czasie rozkladu tego zwiazku w glebach
Llga, L2pa 1 Gpay. Podobnie jak w poprzedniej
serii, u bakterii w glebach L1g,y; i Ggyy Wzrost za-
wartosci kwaséw prostotaiicuchowych obserwowa-
no do dnia 8., a w L2g,5 do dnia 16. Wynosit on
w tym czasie w glebie L1gpy — 9,31%, w glebie
L2g,g — 8,12%, a w glebie Gg,y — 1,4%. Kwa-
sOw rozgal¢zionych oznaczano w tych dniach
w glebie Llgy o 10,56% wiecej, w L2pm
o 7,87% wigcej niz po 24-godzinnej ekspozycji
obu szczepow na fenol, a w glebie Gg 0 1,15%
wigcej. Udzial kwaséw hydroksylowych w glebie
L1g,y W kolejnych dniach prowadzenia oznaczen
zawieral si¢ w przedziale 2,02—3,15%, w glebie
Ggam — W zakresie 1,65—4,56%, a w glebie
L2g,\ do dnia 8. — w granicach 2,15—3,83%.
W nastgpnych dniach nie wykrywano juz ich
wsrod izolowanych z gleby L2g,,; FAMEs. Kwas
cyklopropanowy 19:0 cy wl0c ekstrahowano z gle-
by Llg, od dnia 16. (9,99%), z gleby L2g,\ od
dnia 32. (15,51%), a z gleby Gg, od dnia 8.
(12,45%). Jego najwyzszy udzial w tych glebach
byl podobny i miescit si¢ w zakresie 9,99—
25,28%. Drugi z kwaséw cyklopropanowych 17:0
cy wystepowatl u bakterii we wszystkich glebach
skazonych fenolem =z udzialem: 1,67—3,11%
w Llpa, 3,28—4,23% w L2p 1 1,17—3,12%
W Ggyy do dnia, w ktérym po raz pierwszy ekstra-
howano z nich kwas 19:0 ¢y wlOc. W kolejnych
dniach jego udziat zmniejszat si¢ i rzadko przekra-
czat 1%. Z kolei w glebach nieskazonych fenolem

jego zawartos¢ zwigkszata si¢ z 3,76% w 1. dniu
do 6,43% w 52. dniu w glebie L1y, z 3,52% w 1.
dniu do 4,90% w 44. dniu w glebie Gy, natomiast
w L2, stanowila okoto 4,00% przez caly czas
trwania eksperymentu. Najwyzsza warto$¢ (10,83)
stosunek kwaséw nasyconych do nienasyconych
osiagat u bakterii w glebie L1g W dniu 32., 7,15
w glebie 12,5 w dniu 48. i 6,92 w glebie Gg,y
w dniu 16. Jednoczesnie stwierdzono, ze zmiany
w zawartosci wyréznionych grup kwaséw ttuszczo-
wych u obu szczepéw w glebach kontrolnych nie
miaty wigkszego wpltywu na wartosSci stosunku
kwaséw nasyconych do nienasyconych. Stosunek
ten w kolejnych dniach analiz zawierat si¢ w prze-
dziale: 2,19—249 w glebie L1y, 2,25—2,86
w glebie L2y i 2,14—2,83 w glebie Gy. Zmiany
w udziale procentowym analizowanych grup kwa-
sow ttuszczowych w czasie rozktadu fenolu w ste-
zeniu 3,3 mg g ' przez mieszanine szczepOw
Pseudomonas vesicularis 1 Pseudomonas sp. JS150
w glebach Llgy, L2p 1 Gpay oraz w glebach
kontrolnych ilustruja tabele 31—33.

Z analiz chromatograficznych wynika, ze fenol
w stezeniu 5,0 mg g! tez powodowal istotne zmia-
ny w sktadzie kwaséw ttuszczowych szczepéw
Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150,
wprowadzonych w postaci mieszaniny do steryl-
nych gleb L1, L2 i G. Polegaly one na wzroscie
udzialu kwaséw: prostolaiicuchowych i rozgate-
zionych o okoto 10% w glebie L1g,y do dnia 8.,
prostofaticuchowych o 11,13% 1 rozgalgzionych
0 5,14% w glebie L2p,; do dnia 16. oraz pro-

Tabela 31

Procentowa zawarto$¢ wyréznionych grup kwaséw thiszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 3,3 mg g~! przez mieszaning
szczepdw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150 w glebie L1

Nasycone
) . Nasycone/
Gleba L1 prostotaicu- rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nienasycone
chowe nowe 17:0 cy 19:0 ¢y wl10c

Dzien 1. | LIy 35,74 27,62 4,24% 3,76 3,76 0,00 28,64 2,49
Ll 36,67° 28,39° 3,15° 3,11° 3,11° 0,00 28,68% 2,49
Dziefi 4. |Lly 38,73¢ 26,21¢ 3,83¢ 3,20° 3,20° 0,00° 29,03* 2,44
Ll 41,12¢ 36,06¢ 3,009 1,674 1,674 0,00 16,21° 517
Dzien 8. |Lly 36,0248 25,51¢ 2,984 5,16° 5,16° 0,00° 30,33¢ 2,30
Llpy 45,98° 38,95¢ 2,28° 1,704 1,704 0,00 11,09¢ 8,02
Dzieii 16. | L1y, 35,74%¢ 25,05¢ 245" 5,70 5,70 0,00° 31,06° 2,22
Ll 41,294 35,80¢ 2,441 10,718 0,728 9,99° 9,76° 9,25
Drzier 32. | L1y 35,16 26,762 2,774 5,910 5,91h 0,00 29,40° 2,40
Ll 38.,88f 24,84" 2,028 25,811 0,53 25,28¢ 8,45 10,83
Dzien 48. |L1,, 36,268 26,278 2,220 5,96" 5,96" 0,00 29,29° 2,41
Ll 37,00° 25,141 2,97 18,50/ 0,41 18,09¢ 16,39° 5,10
Dziefi 52. | L1y, 33,51" 26,948 1,82 6,43% 6,43% 0,00° 31,30¢ 2,19
Llpy 31,15 27,29 3,04 13,99! 0,92! 13,07° 24,538 3,08

Objasnienia: Ll — gleba z wprowadzonymi szczepami nieskazona fenolem; L1, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami. Istotne réznice wzgle-
dem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwasow ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).
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Tabela 32

Procentowa zawarto$¢ wyréznionych grup kwaséw thuszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 3,3 mg g™! przez mieszaning

szczepOdw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150 w glebie L2

Nasycone
B L Nasycone/
Gleba L2 prostotaricu- rozgalezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nienasycone
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y w8¢
Dzieii 1. | L2y, 38,02 26,11% 4,22° 3,76 3,76 0,00 27,89° 2,59
L2 36,67° 25,98° 3,83 3,28° 3,28° 0,00 30,24 2,31
Dzied 4. |L2y 34,06° 27,99 3,26 3,92¢ 3,92¢ 0,00 30,77 2,25
L2 39,154 28.97° 3,71° 4,114 4,114 0,00° 24,06 3,16
Dziedd 8. |L2y 37,56 24,75¢ 3,11¢ 4,03 4,03° 0,00 30,55 2,27
L2 41,78° 30,09 2,15¢ 4,234 423" 0,00 21,75 3,60
Dzien 16. | L2y, 35,69" 27,89° 4,02 3,79%¢ 3,79%¢¢ 0,00 28,61 2,50
L2 44,79¢ 33,85 0,00¢ 3,57 3,57 0,00 17,79 4,62
Dzien 32. | L2y 38,30" 26,17° 4,15% 3,67%¢ 3,67 0,00° 27,71 2,61
L2 40,541 28,69° 0,002 16,65 1,140 15,51° 14,12 6,08
Dzien 48. | L2y 35,16 28,05° 3,61" 3,90%¢ 3,90%¢¢ 0,00° 29,28 2,42
L2 37,75 27,168 0,008 22,828 0,53 22,29¢ 12,27 7,15
Dziei 64. | L2y, 37,85" 28,61° 3,77 3,86%¢ 3,86%¢ 0,00 2591 2,86
L2 38,47 26,29* 0,008 18,79" 0,70’ 18,09¢ 16,45 5,08
Dzieri 80. | L2y, 38,28" 28,30° 3,13¢ 3,49 3,49% 0,00° 26,80 2,73
L2k 35,50! 25,99 0,008 15,12 1,62! 13,50° 23,39 3,28

Objasnienia: L2y — gleba z wprowadzonymi szczepami nieskazona fenolem; L2, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami. Istotne réznice wzgle-
dem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw thuszczowych w czasie oznaczono réznymi literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

Tabela 33

Procentowa zawarto§¢ wyréznionych grup kwaséw thiszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 3,3 mg g™! przez mieszaning

szczepéw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150 w glebie G

Nasycone
. Na /
Gleba G pros;olaﬁcu— rozgatezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nieigaz;iftrz)ie
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y w8c

Dzien 1. |Gy, 36,73¢ 29,00 4,66* 3,52¢ 3,52 0,00 26,09* 2,83
Gpom 38,62%¢ 28,53% 4,51 3,12° 3,12° 0,00° 2522 2,97
Dzien 4. |Gy, 34,02¢ 26,51° 4,70 4,21° 4,21° 0,00° 30,56° 2,27
Gram 39,50°¢ 29,51% 4,56 2,60 2,60 0,00 23,83¢ 3,20
Dzien 8. |Gy, 35,06¢ 27,23° 3,76 4,65 4,65° 0,00° 29,30¢ 2,41
Gram 40,02° 29,68° 3,00° 15,62 1,17° 12,45° 13,68° 6,31
Dzieii 16. |Gy, 35,70 28,61% 3,45¢ 4,808 4,80°%h 0,00° 27,44 2,64
Grom 38,838 22.,46° 2,73¢ 23,36" 0,568 22,80° 12,628 6,92
Dzieri 32. |Gy, 34,844 25,504 2,92 4,938 493" 0,00° 31,81" 2,14
Gr.m 36,440 20,94¢ 1,658 24,791 0,701 24,094 16,18 5,18
Dzien 44. | Gy, 33,80¢ 26,92° 3,041 4,908 4,90%h 0,00 31,34h 2,19
Gr.m 35,89" 20,60° 1,698 19,93 0,84 19,09¢ 21,89 3,57

Objasnienia: Gy — gleba z wprowadzonymi szczepami nieskazona fenolem; G,y — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami. Istotne réznice wzgle-
dem kontroli w procentowej zawartosci wyrdéznionej grupy kwasow thuszczowych w czasie oznaczono réznymi literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

stotaicuchowych o 8,88% i rozgalgzionych
0 0,95% w Gg, do dnia 4. Dla poréwnania w tym
czasie zawartos¢ kwasow prostotaricuchowych
w glebie L1y, zwigkszyta si¢ o 0,28%, a kwasow
rozgatezionych — zmniejszyta si¢ o 2,11%, w gle-
bie L2y, zmniejszyta si¢ o 2,33% zawartos¢ kwa-
sOw prostotaricuchowych i zwigkszyta si¢ o 1,78%

zawarto$¢ kwaséw rozgalezionych, a w glebie Gy
zmniejszyta si¢ o 2,71% zawartos¢ kwaséw pro-
stofaiicuchowych i1 0 2,49% rozgatezionych. W ko-
lejnych dniach w glebach skazonych fenolem za-
warto$¢ kwaséw z tych grup malata i w ostatnim
dniu prowadzenia analiz byla podobna do oznacza-
nej w dniu 1., a w glebach nieskazonych utrzymy-



wala si¢ na podobnym poziomie. Udziat hydroksy-
kwaséw w czasie trwania eksperymentu w glebie
L1g ksztaltowat sie w przedziale 1,09—4,16%,
w glebie Gg,y — W granicach 3,19—4.,81%,
a w glebie L2g, do dnia 32. byl to przedziat
4,15—4,22%. W kolejnych dniach pomiaréw
w glebie L2p,; nie wykrywano ich obecnosci
wsrod otrzymanych FAMEs. W nieskazonych gle-
bach kontrolnych zawarto§¢ kwaséw hydroksylo-
wych byla nieznacznie wyzsza i zawierata sig
w przedziale 2,06—4,24% w glebie L1y, w zakre-
sie 3,11—4,22% w glebie L2y i w granicach
2,92—4770% w glebie Gy Stwierdzono, ze im
wyzszym stgzeniem fenolu skazano gleby, tym
wiecej izolowano z nich kwasu cyklopropanowego
19:0 cy wl0c. Jego udzial w glebie L1y, od dnia
16. do dnia 80. zawieral sig w przedziale
9,41—29,29%, w glebie L2g,\; od dnia 32. do dnia
112. miescit sig¢ w granicach 13,50—27,21%,
a w glebie Gg, od dnia 8. do 60. — w zakresie
14,05—27,82%. Towarzyszyt mu w tych dniach
w glebach L2g,\ i Ggam kwas 17:0 cy, z udziatem
okoto 1%, a w glebie L1,y od dnia 32. nie ozna-
czano go wsréd uzyskanych FAMEs. Dla poréwna-

nia w kontrolnej glebie L1y zawartos¢ kwasu
z pierscieniem cyklopropanowym 17:0 cy od dnia
8. (5,16%) zwigkszata si¢ i w dniu 80. wynosita
6,30%, w glebie L2y, utrzymywata si¢ w podob-
nym zakresie 3,44—4,03%, a w glebie Gy; wzrosta
z 3,52% w dniu 1. do 4,81% w dniu 60. Stosunek
kwaséw nasyconych do nienasyconych zwigkszal
sie¢ w glebie L1g, do dnia 32., w ktérym osiaggat
najwyzsza wartos¢ 15,47, w glebie L2g,\ byl to
dzien 64. (8,94), a w glebie Gg,, — dzien 16.
(12,42). Dla poréwnania, w glebach kontrolnych
Lly, L2y 1 Gy zawierat si¢ w przedziale
1,94—2,97. Procentowa zawarto$¢ wyréznionych
grup kwaséw ttuszczowych w czasie rozktadu fe-
nolu w stezeniu 5,0 mg g ' przez mieszaning
szczepOw Pseudomonas vesicularis 1 Pseudomonas
sp. JS150 w glebach Llggyy, L2pam 1 Gray oOraz
w glebach kontrolnych zawieraja tabele 34—36.

Poréwnanie zmian zachodzacych w obecnosci
réznych stgzen fenolu w skladzie komoérkowych
kwasow tluszczowych szczepdw Pseudomonas ve-
sicularis 1 Pseudomonas sp. JS150, wprowadzo-
nych w postaci mieszaniny do sterylnych gleb L1,
L2 i G, prezentuje rys. 13.

Tabela 34

Procentowa zawarto$¢ wyréznionych grup kwaséw thiszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 5,0 mg g™! przez mieszaning
szczepOw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150 w glebie L1

Nasycone
. Nasycone/
Gleba L1 prostotaricu- rozgalezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nienasycone
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y wl0c
Dziedi 1. | Lly 35,74% 27,62 4,242 3,76 3,76 0,00° 28,64° 2,49
Ll 37,16° 28,11% 4,16 3,66 3,66° 0,00° 26,91° 2,72
Dziefi 4. |Lly 38,73¢ 26,21 3,83° 3,20° 3,20° 0,00 29,03% 2,44
Ll 41,67¢ 31,97° 1,82¢ 1,57¢ 1,57° 0,00 22,97° 3,35
Dzied 8. |Lly, 36,0240 25,51° 2,984 5,169 5,16¢ 0,00° 30,334 2,30
Ll 47.41° 37,77¢ 1,74¢ 1,47 1,47 0,00° 11,61° 7,61
Dzieii 16. | L1y, 35,74%h 25,05° 2,45¢ 5,70° 5,70° 0,00 31,06% 2,22
Llpy 40,778 33,97¢ 1,44 15,58 1,29 14,29° 8,23" 11,14
Dziefi 32. | Lly 35,16° 26,76 2,77¢ 5,91¢ 5,918 0,00° 29,40° 2,40
Ll 35,348 28,21% 1,098 29,292 0,00" 29,29¢ 6,072 15,47
Dzieni 48. | L1y 36,26" 26,27 2,200 5,96 5,968 0,00° 29,294 2,41
Llpy 35,61% 29,168 1,99" 25,220 0,00" 25,224 8,02" 11,47
Dziefi 64. | L1y, 32,70 27,16 2,06 6,68 6,68 0,00 31,40' 2,19
Ll 38,24} 31,50 2,531 15,26 0,00" 15,26 12,47 7,02
Dzieii 80. | L1y, 30,66 26,54 2,44° 6,30! 6,30 0,00° 34,06 1,94
Llpy 36,27 30,541 2,68 9,41% 0,00" 9,41° 21,10' 3,74

Objasnienia: Lly — gleba z wprowadzonymi szczepami nieskazona fenolem; L1g,\; — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami. Istotne réznice wzgle-
dem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw ttuszczowych w czasie oznaczono réznymi literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).




Tabela 35

Procentowa zawarto$¢ wyréznionych grup kwaséw thiszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 5,0 mg g™! przez mieszaning

szczepdw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150 w glebie L2

Nasycone
Gleba L2 prostolaricu- rozgalezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone niis;if::)en/e
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y w8c¢
Dziedi 1. | L2y 38,0240 26,11% 4,22¢ 3,76 3,76 0,00° 27,89° 2,59
L2pm 36,50° 24,97° 4,16 3,48° 3,48° 0,00° 30,89° 2,24
Dziefi 4. |L2y 34,06° 27,99¢h 3,26 3,92¢ 3,92¢ 0,00 30,77° 2,25
25 39,894 27,21¢ 4,04 3,18¢ 3,18¢ 0,00° 25,68¢ 2,89
Dziei 8. | L2y 37,56* 24,75 3,114 4,03 4,03 0,00° 30,55¢ 2,27
L2k 43,72¢ 29,07" 2,51¢ 2,61° 2,61° 0,00° 22,09° 3,53
Dzieii 16. | L2y, 35,69 27,89¢h 4,02 3,79 3,79%¢¢ 0,00° 28,61° 2,50
L2pu 47,638 30,11° 2,178 2,24 2,248 0,00° 17,85 4,60
Dziefi 32. | L2y 38,301 26,17% 4,15 3,67 3,67° 0,00° 27,71% 2,61
L2pm 43,48¢ 26,50* 0,00" 18,428 0,92" 17,50° 11,60¢ 7,62
Drzier 48. | L2y, 35,16 28,05%h 3,611 3,90%¢ 3,90*¢¢ 0,00 29,28" 2,42
L2pm | 39,814 25,0140 0,00" 25,08" 0,58 24,50° 10,101 8,90
Dziefi 64. | L2y, 37,85M 28,61° 3,77 3,86° 3,86 0,00° 25,91 2,86
L2py | 39,184 23,078h 0,00" 27,69 0,48 27,214 10,06' 8,94
Dzieii 80. | L2y, 38,28" 28,30° 3,13%4 3,49 3,49¢ 0,00° 26,80 2,73
L2py | 39,944 24,44° 0,00" 23,23k 0,71' 22,52¢ 12,39 7,07
Dziefi 96. | L2y, 38,701 29,16° 3,17°¢ 3,76 3,76 0,00° 2521 2,97
L2pm 39,07 24,50° 1,91% 20,06' 1,52! 18,541 14,46' 5,91
Dzien 112.| L2y, 38,02 27,61 3,741 3,44 3,44 0,00 27,19 2,68
25 37,16* 23,94° 0,00" 15,44! 1,94" 13,50" 23,46™ 3,26

Objasnienia: L2y — gleba z wprowadzonymi szczepami nieskazona fenolem; L2\, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami. Istotne réznice wzgle-
dem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw tluszczowych w czasie oznaczono réznymi literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).

Tabela 36

Procentowa zawarto$¢ wyréznionych grup kwaséw thiszczowych w czasie rozktadu fenolu w stezeniu 5,0 mg g™! przez mieszaning

szczepOw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150 w glebie G

Nasycone
. Nasycone/
Gleba G prostotaricu- rozgalezione | hydroksylowe cyklopropa- cyklopropanowe Nienasycone nienasycone
chowe nowe 17:0 ¢y 19:0 ¢y w8c

Dzien 1. |Gy 36,73* 29,00%¢ 4,66% 3,52% 3,52% 0,00* 26,09 2,83
Grim 37,12% 28,37% 4,73% 3,444 3,448 0,00* 26,34% 2,80
Dzien 4. |Gy 34,02° 26,51° 4,70% 4,21° 4,21° 0,00? 30,56° 2,27
Geim 46,00¢ 29,32°¢ 4,81% 1,42°¢ 1,42¢ 0,00* 18,45¢ 4,42
Dzien 8. |Gy 35,064 27,23° 3,76° 4,659 4,659 0,00* 29,30¢ 2,41
Geim 41,57° 25,99¢ 4,26° 17,93¢ 0,77¢ 17,16° 10,25¢ 8,76
Dzien 16. | Gy 35,70° 28,61% 3,459 4,80 4,807 0,00* 27.,44f 2,64
Geam 38,34¢ 23,68° 4,64% 25,89¢ 0,96 24,93¢ 7,458 12,42
Dzien 32. | Gy 34,844 25,50" 2,92¢ 4,93" 4,934 0,00* 31,81" 2,14
Grim 36,03" 21,448 4,07¢ 28,72" 0,90 27,82¢ 9,74° 9,27
Dzien 48. | Gy 34,015¢ 27,18° 3,04° 4,90 4,904 0,00? 30,87 2,24
Geim 35,94" 28,63c¢ 3,19 20,35 0,841 19,51¢ 11,89 7,41
Dzieri 60. | Gy, 32,87 26,49° 3,16° 481" 4,814 0,00° 32,67" 2,06
Geim 36,64" 28,17¢ 3,57¢ 14,59 0,54¢ 14,05¢ 17,03% 4,87

Objasnienia: Gy — gleba z wprowadzonymi szczepami nieskazona fenolem; Gg,, — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami. Istotne réznice wzgle-
dem kontroli w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw ttluszczowych w czasie oznaczono réznymi literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05).
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Rys. 13. Zawartos¢ procentowa wyréznionych grup kwaséw tluszczowych w czasie degradacji fenolu w stezeniach 1,7 mg g
(A), 33 mg ¢! (B)i5,0mg g (C) przez mieszaning szczepéw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150
w glebach Llg,y, L2y 1 Geem
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4.2. Wprowadzenie bakterii do gleb niesterylnych

4.2.1. Rozktad fenolu
w glebach poddanych hioaugmentaciji
Z uzyciem mieszaniny szczepow
Pseudomonas vesicularis
i Pseudomonas sp. JS150

Aby zbadad, czy wzbogacenie mikroflory auto-
chtonicznej gleb L1, L2 i G o nowe szczepy bakte-
rii, zdolne do rozktadu fenolu, moze wptywacé na
tempo eliminacji z nich tego zwigzku, przepro-
wadzono dwie serie badai biodegradacyjnych.
W  pierwszej mierzono ubytek wprowadzonego
fenolu w stezeniach 1,7 mg ¢!, 33 mg g!
i 5,0 mg g! w glebach poddanych bioaugmentacji
Z uzyciem mieszaniny szczepéw Pseudomonas ve-
sicularis 1 Pseudomonas sp. JS150, ktére oznaczo-
no jako Llg,gm, L2pgm 1 Gy, @ W drugiej uby-
tek fenolu w tych samych st¢zeniach w glebach
niebioaugmentowanych Llyg, L2yp i Gnp (gdzie F
w indeksie dolnym oznacza fenol, N — gleby nie-
sterylne, a BM odpowiada glebom poddanym bio-
augmentacji z wykorzystaniem mieszaniny tych
Szczepow).

Rozktad fenolu w stezeniu 1,7 mg g™' w glebach
poddanych bioaugmentacji najszybciej zachodzit
w glebie Gg,gmy, bo W ciagu 8 dni. W glebie
L1g,pm calkowita degradacje tego zwiazku stwier-
dzano w dniu 16., a w glebie L2g, g — W dniu 32.
W glebach niebioaugmentowanych tez obserwowa-
no rozktad wprowadzonego do nich fenolu, ale
w dhluzszym czasie niz w glebach wzbogaconych
o szczepy Pseudomonas vesicularis 1 Pseudomonas
sp. JS150. W glebach Gyg, Llng i L2y czas po-
trzebny do petnej degradacji tego zwiazku przez
mikroflor¢ rodzima wynosil odpowiednio: 16, 24
i 60 dni. Wyzsze dawki fenolu (3,3 mg g’!
i 5,0 mg g!) réwniez w krétszym czasie ulegaly
eliminacji z gleby Gggpy niz z gleb Llggy
i L2g,py. Catkowity rozktad tego zwiazku w steze-
niu 3,3 mg g stwierdzano w glebie Gp,gy W dniu
12., a w stezeniu 5,0 mg g' — w dniu 20. Dla
poréwnania w glebie Gyr skazonej tymi dawkami
fenolu nie oznaczano jego obecnosci odpowiednio
w dniu 20. i 32. Wolniej usuwanie przez mikroor-
ganizmy wyzszych dawek fenolu zachodzito w gle-
bie L1g,gMm, a najwolniej w L2g, gy Czas potrzebny
do pelnej degradacji wprowadzonego do gleby
Llg,py fenolu w stezeniu 3,3 mg g™' wynosil 24
dni, a dawki 5,0 mg ¢! — 52 dni. W glebie L1y
catkowity rozktad tych dawek fenolu stwierdzano

odpowiednio w dniu 36. 1 68. Réznica w czasie eli-
minacji substratu fenolowego w st¢zeniu 3,3 mg
g1150 mg g! byla najwigksza migdzy glebami
L2g,gm oraz L2yg i wynosita 20 dni. Wyniki tych
obserwacji ilustruje rys. 14.

4.2.2. Wptyw fenolu
na przezywalnos¢ mikroorganizmow
w glebach poddanych hioaugmentacji

Réwnoczesnie z badaniami biodegradacyjnymi
oznaczano przezywalno$¢ szczepu Pseudomonas
sp. JS150 oraz frakcji hodowlanej mikroorgani-
zméw autochtonicznych w glebach Ll gy, L2psm
i Gg,gym skazonych fenolem w stezeniach 1,7 mg g™,
3,3mg g'15,0mg g! gleby. Nie udato sig oceni¢
w nich przezywalnosci drugiego z wprowadzonych
szczepow Pseudomonas vesicularis z powodu braku
cechy selekcyjnej, pozwalajacej na wyrdznienie go
sposroéd mikroflory rodzime;.

Stwierdzono, ze im wyzszym stezeniem fenolu
skazano gleby Llggyv, L2pem 1 Gripm, tym
mniejsza liczbg komoérek Pseudomonas sp. JS150
oznaczano w kolejnych dniach analiz. Najwigkszy
spadek liczby bakterii obserwowano w ciagu pierw-
szych 4 dni od wprowadzenia ich do gleby. Wynosit
on w glebach Llggy, L2psm 1 Gram skazonych
dawka fenolu 1,7 mg g' odpowiednio: 25,11%,
31,81% 1 18,62% wyjsciowej liczby komoérek. Dla
poréwnania, w tych glebach z dodatkiem 5,0 mg g~!
fenolu ubywato w tym czasie odpowiednio: 37,23%,
43.94% 1 39,15% wprowadzonej liczby bakterii.
Spadek ogélnej liczebnosci bakterii heterotroficz-
nych w glebach bioaugmentowanych w ciagu pierw-
szych 4 dni inkubacji byl mniejszy i wynosit
w L1F+BM — 16,49%, w L2F+BM — 21,28%
1 W Gggm — 15% komorek, a w glebach z dodat-
kiem 5,0 mg g fenolu odpowiednio: 29,26%,
32,98% 1 30,32%. W kolejnych dniach zaréwno li-
czebno$¢ bakterii Pseudomonas sp. JS150, jak
1 bakterii heterotroficznych we wszystkich glebach
si¢ zmniejszata. Z przeprowadzonych obserwacji
wynika, ze szczep Pseudomonas sp. JS150 i bakte-
rie autochtoniczne najlepiej przezywaly w obecno-
Sci zastosowanych dawek fenolu w glebie Gggwm,
a stabym wzrostem charakteryzowaty si¢ w glebie
L2g,gm- Wplyw fenolu na przezywalnos$¢ bakterii
w glebach L1, L2 i G poddanych bioaugmentacji
z uzyciem mieszaniny szczepdw Pseudomonas vesi-
cularis i Pseudomonas sp. JS150 przedstawia rys. 15.

W glebach kontrolnych bez dodatku fenolu, do
ktérych wprowadzono mieszaning szczepéw, w ko-
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lejnych dniach prowadzenia oznaczen liczebnos¢
komérek Pseudomonas sp. JS150 w Llgy 1 Gy
zawierata si¢ w przedziale 75—85% wyjsciowej
liczby bakterii, natomiast w L2g); byta nizsza i wy-
nosita 55—65%. Zastosowane stezenia fenolu
miaty takze wplyw na liczebno$¢ bakterii hetero-
troficznych w glebach Llyg, L2yr i Gnp, niezawie-
rajacych mieszaniny szczepow Pseudomonas vesi-
cularis 1 Pseudomonas sp. JS150. Po skazeniu ich
tym zwiazkiem ginglo 20—25% populacji tych
bakterii w glebie Llyg, 15—19% w Gyg
i 45—54% w L2y (wyniki nieilustrowane).

4.2.3. ZawartoS¢ materii organicznej,
wegla organicznego,
frakcji kwasow prdchnicowych oraz pH
w glebach poddanych bioaugmentacii

W niesterylnych glebach Llyg, L2yr 1 Gyr ska-
zonych fenolem oraz w glebach poddanych bioaug-
mentacji z uzyciem mieszaniny szczepdw Pseudo-
monas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150, z do-
datkiem (L1g,pm, L2psm 1 Grigm) 1 bez dodatku
tego zwiazku (L1gy, L2gy 1 Gpum), przed i po za-
koriczeniu badan biodegradacyjnych oznaczano za-
warto$¢ materii organicznej, wegla organicznego,
kwasoéw préchnicowych oraz mierzono pH. Stwier-
dzono, ze w glebach Llyg, L2yr i Gy Wzrost stg-
zenia wprowadzonego fenolu skorelowany byt
z niewielkim ubytkiem w nich materii organicznej,
wynoszacym 0,12—0,42%. Sposréd gleb podda-
nych bioaugmentacji i skazonych zastosowanymi
dawkami fenolu najwiekszy spadek zawartosci
procentowej materii  organicznej, Wynoszacy
0,75—0,85%, obserwowano w glebie L1g, gy, nato-
miast w glebach L2g,gv 1 Ggpy byl on mniejszy
i zawieral si¢ w przedziale 0,16—0,34%. Dla po-
réwnania, w glebach z wprowadzona mieszaning
szczepéw 1 nieskazonych fenolem spadek ten byt
wigkszy 1 miescit si¢ w zakresie 0,96—1,82%. We-
gla organicznego najwigcej ubywato z gleb Llgy,
L2gy 1 Ggum, @ najmniej z gleby Gg,gy skazonej za-
stosowanymi stezeniami fenolu. We wszystkich gle-
bach stwierdzono spadek zawartoSci kwaséw ful-
wowych, natomiast zawarto$¢ kwaséw huminowych
i hymatomelanowych si¢ nie zmieniata. Odczyn pH
wszystkich gleb zmniejszat sig, nie przekraczajac 1
jednostki w skali pH. Prezentowane wyniki zawiera
tabela 37.

4.2.4. Analiza kwasow ttuszczowych
w czasie rozktadu fenolu
w glebach poddanych bioaugmentacji

Przed przystapieniem do bioaugmentacji wyizo-
lowano i zidentyfikowano kwasy tluszczowe ze
Swiezych gleb L1, L2 i G. Najwigksza réznorodno-
Scia kwaséw charakteryzowata si¢ gleba L1 (24
kwasy), a najmniejsza — gleba L2 (14 kwaséw).
ZawartoS¢  kwaséw  prostotaiicuchowych,  roz-
galezionych, hydroksylowych i cyklopropanowych
wynosita w glebie L1 odpowiednio: 34,56%,
3,46%, 2,22% 1 12,41%, w glebie L2 — 40,78%,
6,44%, 0% i 11,14%, a w glebie G — 31,61%,
7,98%, 3,56% 1 13,30%. Kwaséw nienasyconych
oznaczono w glebie L1 47,35%, w glebie L2 —
41,64%, a w glebie G — 43,55%. Na podkreslenie
zastuguje wysoki udzial w tych glebach kwasu cy-
klopropanowego 17:0 cy. Profile kwaséw ttuszczo-
wych tych gleb zawiera tabela 38.

W pierwszej serii analizowano zmiany w zawar-
tosci procentowej wyréznionych grup kwaséw
thuszczowych w glebie L1 poddanej bioaugmentacji
z uzyciem mieszaniny szczepéw Pseudomonas ve-
sicularis 1 Pseudomonas sp. JS150, z dodatkiem
i bez dodatku fenolu, oraz w glebie skazonej tym
zwiazkiem i niebioaugmentowanej. Stwierdzono, ze
po dodaniu do gleby Llg,gy fenolu w stezeniach
1,7mg g!, 33 mg g'i5,0 mg g zawartos¢ pro-
centowa kwaséw prostotaiicuchowych i rozgatezio-
nych w kolejnych dniach prowadzenia izolacji, nie-
zaleznie od uzytej dawki tego zwiazku, byla po-
dobna. Odpowiednio do wzrastajacych stezeri feno-
Iu wynosita w tej glebie: 36,62—39,23%, 36,50—
39,94% 1 38,76—41,19% kwaséw prostotancu-
chowych oraz 23,53—28,53%, 24,11—30,27%
1 22,96—29,94% kwaséw rozgalezionych. Kwasow
hydroksylowych najmniej oznaczano w niej po
wprowadzeniu najwyzszej dawki fenolu wy-
noszacej 5,0 mg g~! gleby. Najwiekszy wptyw za-
stosowane st¢zenia substratu fenolowego mialty na
udzial kwaséw cyklopropanowych 17:0 cy i 19:0 ¢y
w10c. Pierwszy z nich najwyzsza zawartoscia cha-
rakteryzowat si¢ w dniu 1. (okoto 15,50% niezalez-
nie od stezenia fenolu), a w kolejnych dniach inku-
bacji jego udzial gwaltownie malat do okoto 1%
lub nie pojawiat si¢ on wsréd izolowanych FAME:s.
Od dnia 4. z gleby Llggy, skazonej wszystkimi
stgzeniami fenolu, izolowano drugi z kwaséw cy-
klopropanowych 19:0 cy wlOc. Najwyzszy jego
udzial, wynoszacy 16,59%, stwierdzano w glebie
L1g,gm W dniu 4., po wprowadzeniu fenolu w daw-
ce 1,7 mg ¢!, natomiast po skazeniu jej 3,3 mg g~!
i 50 mg g fenolu jego udzial byl najwyzszy
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Tabela 38
Profile kwaséw izolowanych z gleb L1, L2 i G

Rodzaje kwaséw Zawarto$¢ procentowa
thuszczowych gleba Ll | glebal2 | gleba G
Nasycone
9:0 0,61 0,00 0,00
10:0 0,48 0,00 1,87
10:0 30H 0,77 0,00 1,99
12:0 5,50 7,88 4,54
12:0 20H 0,39 0,00 1,57
12:0 30H 1,06 0,00 0,00
14:0 3,84 7,12 6,93
15:0 iso 1,16 3,28 2,57
15:0 anteiso 0,93 3,16 3,54
16:0 18,86 22,72 14,12
16:0 N alkohol 1,37 0,00 1,87
17:0 ¢y 12,41 11,14 13,30
18:0 4,11 1,80 3,34
20:0 1,16 1,26 0,81
Nienasycone
15:1 w5¢ 1,58 8,41 2,14
15:1 w8c 12,79 0,92 2,99
16:1 w5¢ 6,31 12,81 12,93
16:1 w7c 5,99 7,94 6,83
17:1 wl0c 0,78 0,00 5,96
18:1 w9c¢ 15,27 7,02 5,80
18:1 w7c/w9t/12¢ 1,36 0,00 4,12
18:2 w6,9¢ 2,09 4,54 2,78
18:3 06,9,12¢ 1,18 0,00 0,00
Nasycone/nienasycone 1,11 1,40 1,30

w dniu 8., odpowiednio wynosit 20,06% i 23,44%.
W kolejnych dniach inkubacji zawarto§¢ kwasu
19:0 cy wl0c zmniejszala sig, a zwiekszata si¢ za-
warto$¢ kwasu 17:0 cy. Jednoczesnie stwierdzono,
7ze do dnia, w ktérym udziat kwasu 19:0 cy wlOc
byl najwyzszy, wzrastal stosunek kwaséw nasyco-
nych do nienasyconych. W glebie L1g,gy skazone;j
dawka fenolu 1,7 mg g~! najwyzsza wartos¢ (6,43)
osiaggal w dniu 4., a po wprowadzeniu 3,3 mg g!
i 5,0 mg g! tego zwiazku — w dniu 8., odpowied-
nio 8,751 11,74. W glebie LlyF, skazonej wszyst-
kimi stgzeniami fenolu i niezawierajacej mieszani-
ny szczepow Pseudomonas vesicularis i Pseudo-
monas sp. JS150, najwigksze zmiany obserwowano
w udziale procentowym kwaséw rozgat¢zionych,
cyklopropanowych i nienasyconych. W kolejnych
dniach prowadzenia oznaczen ich zawartos¢, nieza-
leznie od uzytych dawek fenolu, wzrastata i zawie-
rala si¢ w przedziale 3,39—12,66%. Kwas cy-
klopropanowy 19:0 ¢y wl0Oc izolowano z niej od
dnia 4. Jego udzial byl najwiekszy w dniu 8.
w glebie skazonej fenolem w stezeniu 1,7 mg g
i 3,3 mg g (odpowiednio 19,04% i 20,05%),
z kolei w glebie z dawka 5,0 mg ¢! — w dniu 32.
(24,71%). Jednoczesnie stwierdzono, ze w czasie
rozktadu fenolu w glebie Llyg zmniejszal sig
udzial kwaséw nienasyconych. Obserwowane
zmiany w zawartosci poszczegdlnych grup kwaséw

znalazty odzwierciedlenie w warto$ci stosunku
kwaséw nasyconych do nienasyconych. W glebie
L1yr skazonej dawka fenolu wynoszaca 1,7 mg g!
zwigkszat sie do dnia 8. (2,28), dawka 3,3 mg g!
— do dnia 16. (2,51), a dawka 5,0 mg g‘1 — do
dnia 32. (3,68) i nie osiagal w niej tak wysokich
wartosci, jak w glebie Llggy. Z kolei w glebie
L1gm, poddanej bioaugmentacji i nieskazonej feno-
lem réznice w zawartoSci analizowanych grup
kwaséw ttuszczowych byly niewielkie i nie miaty
wigkszego wplywu na wartosci stosunku kwasoéw
nasyconych do nienasyconych w kolejnych dniach
pomiaréw (3,83—4,66). Zawarto$¢ procentowa
wyréznionych grup kwaséw ttluszczowych izolowa-
nych z gleby L1, skazonej fenolem w stgzeniach
1,7mg g!, 3,3 mg g'i5,0 mg g!, poddanej bio-
augmentacji z uzyciem szczepOw Pseudomonas ve-
sicularis i Pseudomonas sp. JS150, oraz z gleby
niebioaugmentowanej przedstawia rys. 16, a warto-
Sci stosunku kwaséw nasyconych do nienasyco-
nych pokazuje rys. 17.

W drugiej serii badano wplyw zastosowanych
stezefi fenolu na zawarto$¢ kwaséw tluszczowych
w glebie L2 poddanej bioaugmentacji z wykorzy-
staniem mieszaniny szczepéw Pseudomonas vesi-
cularis 1 Pseudomonas sp. JS150. Analizowano
takze sktad kwaséw w glebie bioaugmentowa-
nej i nieskazonej fenolem oraz w zanieczyszczonej
tym zwiazkiem i niepoddanej bioaugmentacji.
W glebie L2gpy z dodatkiem fenolu w stezeniu
1,7 mg g'i 3,3 mg g! stwierdzono wzrost zawar-
tosci kwaséw prostotaiicuchowych do dnia 16.,
a z dodatkiem 5,0 mg g! do dnia 32. o okoto
8,50%. Udzial kwaséw rozgal¢zionych w tym cza-
sie pozostawat zblizony i zawieral si¢, odpowiednio
do zastosowanych dawek fenolu, w przedziatach:
26,72—28,13%, 28,01—31,01% 1 27,64—31,24%.
Nie zmieniala si¢ takze istotnie w tej glebie pod
wplywem fenolu zawarto$¢ kwaséw hydroksylo-
wych. Najwazniejsze réznice sposrod analizowa-
nych grup dotyczyty kwaséw cyklopropanowych.
Kwas 17:0 cy najwigkszym udziatem, niezaleznie
od wuzytej dawki fenolu, charakteryzowat si¢
w dniach od 1. do 4. (okoto 12,00%). W kolejnych
dniach jego zawarto$¢ gwattownie malata w glebie
L2p, gy skazonej dawkami fenolu 1,7 mg g7' i 3,3
mg ¢! i do czasu izolowania z niej kwasu 19:0 cy
w10c nie przekraczata 5,00%. W glebie L2k, g\ za-
nieczyszczonej najwyzsza dawka substratu fenolo-
wego 5,0 mg g~! obecnosci kwasu 19:0 ¢y w10c nie
towarzyszyl kwas 17:0 cy. Jednoczesnie stwierdzo-
no, ze im wyzszym stezeniem fenolu skazano glebe
L2pgm, tym wigcej ekstrahowano z niej kwasu
19:0 cy wl0Oc. W glebie skazonej dawka 1,7 mg g
i 3,3 mg g! najwiecej oznaczano go w dniu 16.,
odpowiednio 10,59% i 11,57%, a z dodatkiem feno-
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Rys. 16. Zawartos¢ procentowa wyrdéznionych grup kwaséw tluszczowych izolowanych z gleby L1, skazonej i nieskazonej fenolem
w stezeniach 1,7 mg g™ (A), 3,3 mg g™ (B)i 5,0 mg g”! (C) i poddanej bioaugmentacji z uzyciem szczepéw Pseudomonas ve-
sicularis i Pseudomonas sp. JS150, oraz z gleby niebioaugmentowanej

1 — gleba nieskazona fenolem z wprowadzonymi szczepami (Llgy), 2 — gleba skazona fenolem bez wprowadzonych szczepow (LIyp),
3 — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami (L1g,p)). Istotne réznice w procentowej zawartosci wyréznionej grupy kwaséw
thuszczowych w czasie migdzy glebami 1, 2 i 3 oznaczono réznymi literami (ANOVA, n = 3, p < 0,05). Litery poza kolumnami dotycza grupy
kwaséw ttuszczowych o zawartosci 0%
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Rys. 17. Wartosci stosunku kwaséw nasyconych do nienasyconych w glebie L1, skazonej fenolem w stezeniach 1,7 mg g
(A), 3,3 mg ¢! B)i 50 mg g! (C) i poddanej bioaugmentacji z uzyciem szczepéw Pseudomonas vesicularis
i Pseudomonas sp. JS150, oraz w glebie nieskazonej i niebioaugmentowane;j

1 — gleba nieskazona fenolem z wprowadzonymi szczepami (L1lgyy), 2 — gleba skazona fenolem bez wprowadzonych szcze-
péw (Llyp), 3 — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami (L1p,py,). Srednia £SD

lu w stezeniu 5,0 mg g~! — w dniu 48. (15,44%).
W dniu 16. w glebie L2g, g\ zanieczyszczonej fe-
nolem w stezeniu 1,7 mg g i 3,3 mg g! najwyz-
sza wartos¢ osiagal takze stosunek kwaséw nasy-
conych do nienasyconych, wynoszaca odpowiednio
7,53 1 11,89, a w glebie z dodatkiem 5,0 mg g~
tego zwiazku — w dniu 32. (14,27). Z kolei na
podstawie profili FAMEs uzyskanych z gleby
L2\k skazonej wszystkimi st¢zeniami fenolu i nie-
zawierajacej szczepOw Pseudomonas vesicularis
i Pseudomonas sp. JS150 stwierdzono, ze giéwne
réznice w poréwnaniu z profilami kwaséw ekstra-
howanych z gleby L2,y dotyczyly kwaséw hy-
droksylowych i cyklopropanowych. Hydroksykwa-
sOw nie izolowano z tej gleby, zawartoS¢ kwasu
19:0 cy wl0c byta nizsza niz w L2g,py, a 17:0 ¢y
w dniach, w ktérych wystepowal wsréd izolo-
wanych FAMEs — wyzsza. Warto$¢ stosunku

10 — Zmiany...

kwaséw nasyconych do nienasyconych w glebie
L2yr z dodatkiem fenolu w stezeniu 1,7 mg g!
i 3,3 mg ¢! zwiekszata sie do dnia 32., w ktérym
wynosita odpowiednio 1,63 i 2,63, a z dodatkiem
5,0 mg g! — do dnia 48. (3,66). W zadnym dniu
prowadzenia oznaczen nie osiggata tak wysokich
wartosci, jak w glebie L2g,gy. Dla porédwnania,
w glebie L2py; poddanej bioaugmentacji i nieska-
zonej fenolem stwierdzono w kolejnych dniach
prowadzenia analiz: podobny udzial kwaséw pro-
stotaicuchowych i cyklopropanowego 17:0 cy, spa-
dek zawartoSci kwaséw rozgalezionych, brak hy-
droksykwaséw od dnia 8. i ponad 2-krotnie nizszy
stosunek kwaséw nasyconych do nienasyconych
w poréwnaniu z dniem 1. ZawartoS¢ procentowa
wyréznionych grup kwaséw tluszczowych izolowa-
nych z gleby L2, skazonej i nieskazonej fenolem
w stezeniach 1,7 mg g%, 33 mg ¢! i 5,0 mg ¢!
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i poddanej bioaugmentacji z uzyciem szczepOw
Pseudomonas vesicularis 1 Pseudomonas sp.
JS150, oraz z gleby niebioaugmentowanej przed-
stawia rys. 18, a wartosci stosunku kwasow nasy-
conych do nienasyconych pokazuje rys. 19.

Z analiz chromatograficznych wynikaja takze
réznice wywolane wzrastajacymi stezeniami feno-
lu, w skladzie kwaséw tluszczowych izolowanych
z gleby G, do ktérej wprowadzono mieszaning
szczepdw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas
sp. JS150. Fenol w stezeniu 1,7 mg g! powodowal
u mikroorganizméw w tej glebie niewielkie zmiany
w zawartoSci kwaséw prostotadicuchowych, roz-
gatezionych i hydroksylowych. W dniach od 1. do
8. ich zawarto$¢ miescila si¢ odpowiednio w naste-
pwjacych przedziatach: 35,67—40,61%, 24,81—
28,86% 1 2,49—3,83%. Istotng zmiana wsrdd izo-
lowanych z tej gleby FAMEs byto pojawienie si¢
w 4. dniu kwasu 19:0 ¢y wlOc z udziatem 19,80%.

A

W tym dniu najwyzszy byt tez stosunek kwasow
nasyconych do nienasyconych, wynoszacy 8,09.
W glebie Gg,py skazonej fenolem w stezeniu
3,3 mg g zawarto§¢ kwaséw prostotaricuchowych
w dniach od 1. do 16. zawierala si¢ w przedziale
32,19—38,35%, kwaséw rozgal¢zionych 24,16—
29,05%, a hydroksylowych — 2,64—4,11%. W 8.
dniu po raz pierwszy ekstrahowano z niej kwas
19:0 ¢y wl0Oc z udzialem 19,45%. Do tego dnia
zwigkszat si¢ takze stosunek kwaséw nasyconych
do nienasyconych z 4,69 do 7,40. Dawka fenolu
5,0 mg g!' réwniez nie powodowala w glebie
Gr,pm Wickszych réznic w zawartosci kwaséw pro-
stotaiicuchowych, rozgalezionych i hydroksykwa-
s6w od dnia 1. do 20. Ich udzial wynosit w tym
czasie odpowiednio: 36,16—41,71%, 26,12—
33,93% 1 3,19—4,45%. Od 8. dnia w profilu
FAMEs pojawial si¢ kwas 19:0 cy wlOc. Jego
udziat w tym dniu byl najwyzszy (21,72%),
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Rys. 19. Wartosci stosunku kwaséw nasyconych do nienasyconych w glebie L2, skazonej fenolem w stezeniach 1,7 mg g
(A), 33 mg ¢! B)i 50 mg g! (C) i poddanej bioaugmentacji z uzyciem szczepéw Pseudomonas vesicularis
i Pseudomonas sp. JS150, oraz w glebie nieskazonej i niebioaugmentowane;j

1 — gleba nieskazona fenolem z wprowadzonymi szczepami (L2g)(), 2 — gleba skazona fenolem bez wprowadzonych szcze-
péw (L2yp), 3 — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami (L2p,py,). Stednia £SD
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Rys. 20. Zawarto$¢ procentowa wyrdznionych grup kwaséw ttuszczowych izolowanych z gleby G, skazonej i nieska-
zonej fenolem w stezeniach 1,7 mg g™ (A), 3,3 mg g (B)i 5,0 mg g (C) i poddanej bioaugmentacji
z uzyciem szczepéw Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150, oraz z gleby niebioaugmentowanej
1 — gleba nieskazona fenolem z wprowadzonymi szczepami (Ggyp), 2 — gleba skazona fenolem bez wprowadzonych
szczepow (Gyp), 3 — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami (Gp,p)y). Istotne réznice w procentowej za-
warto§ci wyréznionej grupy kwaséw tluszczowych w czasie migdzy glebami 1, 2 i 3 oznaczono réznymi literami
(ANOVA, n = 3, p < 0,05). Litery obok kolumn dotycza grupy kwaséw ttuszczowych o zawartosci 0%

— 77 —



dzien 1. dzien 4.

dzien 8. dzien 16.

ol nall Ml w.

dzien 1. dzien 4. dzien 8. dzien 12. dzien 16. dzien 20.
12
10
8 |
6 -
Al
. fall Nall Ball Bn 0a
0 |
1 2 3 1 2 3 1 3 1 2 3 1 2 1 2
c dzien 1. dzien 4. dzien 8. dzien 16. dzien 20. dzien 32.
12
ES
10 - B
8 |
6 -
4 -
el 1all 18 il s
O |
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2

Rys. 21. Wartosci stosunku kwaséw nasyconych do nienasyconych w glebie G, skazonej fenolem w stezeniach 1,7 mg g
(A), 33 mg g! (B)i 5,0 mg g! (C) i poddanej bioaugmentacji z uzyciem szczepéw Pseudomonas vesicularis
i Pseudomonas sp. JS150, oraz w glebie nieskazonej i niebioaugmentowane;j

1 — gleba nieskazona fenolem z wprowadzonymi szczepami (Ggy;), 2 — gleba skazona fenolem bez wprowadzonych szcze-
péw (Gnp)s 3 — gleba skazona fenolem z wprowadzonymi szczepami (Gg,pyy). Srednia +SD

a w kolejnych malat i w 20. dniu byt 2-krotnie niz-
szy. W 8. dniu najwyzsza warto$¢ osiagal takze
stosunek kwaséw nasyconych do nienasyconych
(10,92). Dla poréwnania, w glebie Gyr, skazonej
fenolem i niepoddanej bioaugmentacji, obserwowa-
no znaczacy wzrost udziatu kwaséw rozgalgzio-
nych. W glebie Gyg po wprowadzeniu fenolu
w stezeniu 1,7 mg g~! ich zawarto$¢ zwiekszyla sie
do 8. dnia o 10,44%, po dodaniu 3,3 mg g! tego
zwiazku zwigkszyta si¢ do 16. dnia o 10,98%, a po
skazeniu jej stgzeniem 5,0 mg g' do 16. dnia
zwigkszyta sig o 13,16%. Nie obserwowano nato-
miast wigkszego wptywu uzytych stgzeri substratu
fenolowego na zawarto$¢ kwaséw prostotaficucho-
wych i hydroksylowych. Kwas z pierScieniem cy-
klopropanowym 19:0 ¢y wlOc najwigkszym
udziatem (25,18%) odznaczat si¢ w glebie Gyr

skazonej dawka 5,0 mg g-! w 16. dniu, w ktérym
tez najwyzszy byt stosunek kwaséw nasyconych do
nienasyconych (6,55). Z kolei w glebie Ggy;, pod-
danej bioaugmentacji i nieskazonej fenolem, profil
kwaséw ttuszczowych w kolejnych dniach prowa-
dzenia oznaczefi byt podobny, a stosunek kwaséw
nasyconych do nienasyconych zawierat si¢ w prze-
dziale 2,71—3,31. Zawarto$¢ procentowa wyrdz-
nionych grup kwaséw ttuszczowych izolowanych
z gleby G, skazonej i nieskazonej fenolem w stgze-
niach 1,7 mg g%, 3,3 mg ¢! i 5,0 mg g}, poddane;j
bioaugmentacji z uzyciem szczepow Pseudomonas
vesicularis 1 Pseudomonas sp. JS150, oraz z gleby
niebioaugmentowanej przedstawia rys. 20, a warto-
Sci stosunku kwaséw nasyconych do nienasyco-
nych pokazuje rys. 21.
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0. Dyskusja

9.1. Degradacja fenolu przez hakterie
w badanych glebach

Bakterie rozktadajace fenol i jego pochodne sa
szeroko rozpowszechnione w Srodowisku. Wyste-
puja nie tylko w glebie, lecz takze w wodzie
i w osadach dennych. Przewazajaca wiekszos¢
wsrdd uzyskanych z tych Srodowisk izolatéw stano-
wia gatunki z rodzaju Pseudomonas, cho¢ nie tylko
one sa zdolne do rozktadu fenolu. Do dobrze scha-
rakteryzowanych pod wzglgdem biochemicznym
i genetycznym nalezg takie szczepy, jak: Ewingella
americana, Ralstonia taiwanensis TI86 1 Serratia
plymuthica GC (CHEN i in., 2004; KHLEIFAT, 2006;
PrADHAN, INGLE, 2007). Oddzielna grupe wsrdd
bakterii degradujacych zwiazki fenolowe stanowia
bakterie modyfikowane genetycznie (GMMs), na
przyktad: Pseudomonas putida F1-Te, Pseudomo-
nas putida DOT-T1-Km, Pseudomonas sp. B13,
Pseudomonas sp. CF600 (DmpR), Comamonas te-
stosteroni tNT(R503) 1 Comamonas testosteroni
E23, skonstruowane z uzyciem metod inzynierii ge-
netycznej na potrzeby bioremediacji in situ (SHIN-
GLER 1 in., 1993; PAVEL, SHINGLER, 1994; HUERTAS
11in., 1998; YaP i in., 1999; vAN DER MEER 1 in.,
2001; WATANABE 1 in., 2002a).

Badania przeprowadzone nad rozkiadem fenolu
przez szczepy Pseudomonas vesicularis i/lub Pseu-
domonas sp. JS150 po ich wprowadzeniu do ste-
rylnych gleb potwierdzity nieopisywang dotad w li-
teraturze zdolnos¢ obu szczepéw do rozktadu feno-
Iu w tym Srodowisku. Stwierdzono, ze tempo
eliminacji z gleb tego zwiazku zalezalo od ich
wilasciwosci fizykochemicznych, stopnia skazenia
i od tego, czy dodano do nich pojedyncze szczepy,
czy ich mieszaning. Niezaleznie od skiadu inoku-
lum, najszybciej mikrobiologiczny rozktad fenolu
zachodzit w gliniastej, takowej glebie G o najwyz-

szej zawartosci materii organicznej (21%), wolniej
w lesnej glebie L1 o Sredniej zawarto$ci materii
organicznej (15%), a najwolniej w piaszczystej,
lesnej glebie L2, ubogiej w materi¢ organiczng
(2,10%). Uzyskane wyniki wskazuja takze, ze wraz
ze wzrostem st¢zenia wprowadzanego do gleb fe-
nolu wydluzat si¢ czas jego catkowitej degradacji
przez introdukowane szczepy. W najkrétszym cza-
sie przeprowadzaly one rozktad fenolu w dawce
1,7 mg g~! gleby, a wyzsze jego stezenia metaboli-
zowaly wolniej. Najwieksza roznice w czasie
rozktadu fenolu wprowadzonego do gleby w dawce
1,7mg g'i5,0mg g!, wynoszaca 64 dni, stwier-
dzono dla gleby L2 z wprowadzonym szczepem
Pseudomonas vesicularis. Dla poréwnania, roznica
ta dla gleby G zawierajacej szczep Pseudomonas
vesicularis wynosita 36 dni, a dla gleby L1 — 60
dni. Szybciej rozktad fenolu we wszystkich gle-
bach przeprowadzat szczep Pseudomonas sp.
JS$150. Dawke 1,7 mg g~! rozkladat w glebach L1,
L2 i G o 16 dni krécej niz Pseudomonas vesicula-
ris, a dawke 5,0 mg ¢! rozktadal krécej o odpo-
wiednio 16 i 20 dni. Réznica w czasie degradacji
najnizszego 1 najwyzszego stezenia fenolu przez
ten szczep byla najmniejsza dla gleby G, dla ktdrej
wynosita 36 dni, w L2 byla wyzsza i wynosita 48
dni, a najwigksza byta dla gleby L2 — 60 dni. Jed-
nocze$nie stwierdzono, ze rozktad fenolu przez
mieszaning szczepdw Pseudomonas vesicularis
1 Pseudomonas sp. JS150 zachodzit we wszystkich
glebach w krétszym czasie niz przez pojedynczo
wprowadzone do nich szczepy. Fenol w st¢zeniu
1,7 mg g byt rozktadany przez nie w glebie G
0 20 dni krécej niz przez Pseudomonas vesicularis
i 0 4 dni krécej niz przez Pseudomonas sp. JS150,
w glebie L1 odpowiednio byto to o 20 i 16 dni
krécej, a w glebie L2 — o0 28 i 16 dni krécej. Fe-
nol w dawce 5,0 mg ¢! ulegat z kolei eliminacji
przez mieszaning szczepéw z gleby G w czasie



krétszym o 20 dni w poréwnaniu z Pseudomonas
vesicularis i 0 4 dni w poréwnaniu z Pseudomonas
sp. JS150, z gleby L1 bylo to odpowiednio o 32
1 16 dni krécej, a z gleby L2 — 0 32 i 12 dni kr6-
cej. Najwieksza réznice pomiedzy czasem rozktadu
najnizszego i najwyzszego stgzenia fenolu przez
mieszaning szczepOw wykazano w przypadku gle-
by L2 (60 dni), mniejsza dla gleby L1 (48 dni),
a najmniejsza — dla gleby G (36 dni). Podobne za-
leznosci migdzy czasem rozkladu réznych stezen
fenolu a zawarto$cia materii organicznej w glebie
obserwowali CHEN i in. (2004). Stwierdzili, ze do-
dany do sterylnej gleby, zawierajacej 4,8% materii
organicznej, szczep Ralstonia taiwanensis TI86
rozktadal fenol w stezeniu 500 pg g' w ciagu 9
dni, a wyzsza dawke wynoszaca 1000 pg g feno-
Iu metabolizowat w tym czasie w 40%.

Davis i MADSEN (1996) wykazali, ze w glebie
piaszczystej o zawartosci 0,8% materii organiczne;j
50% wprowadzonego toluenu w dawce 5 pg g!
ulegto rozktadowi w ciggu 165 godz., w glebie
piaszczysto-gliniastej o zawartoSci materii orga-
nicznej 4,0% — w czasie 57 godz., a w glebie gli-
niastej o najwyzszej zawartosci materii organiczne;j
5,5% — w ciagu 48 godz. Zaleznos¢ rozktadu PCB
przez introdukowany do siedmiu réznych, steryl-
nych gleb szczep Alcaligenes xylosoxidans od za-
warto$ci w nich materii organicznej badali takze
HALUSKA 1 in. (1995). Na podstawie uzyskanych
wynikéw stwierdzili, ze najwiecej, bo 96,4%,
wprowadzonego do nich PCB uleglo rozktadowi
w ciggu 60 dni w glebie o najwigkszej zawartoSci
materii organicznej (2,6%). Z badafi laboratoryj-
nych prowadzonych zaréwno w podtozach ptyn-
nych, jak i w glebach wiadomo, ze rozktad fenolu
1 innych zwiazkéw aromatycznych przez pojedyn-
cze szczepy zachodzi wolniej niz przez ich popula-
cje mieszane. Wynika to z faktu, ze pojedyncze
szczepy moga metabolizowaé ograniczong liczbg
zwiazkéw, gdy tymczasem ich konsorcja maja bar-
dziej réznorodny potencjal enzymatyczny i wigksze
mozliwosci degradowania nie tylko pojedynczych
substratéw, lecz takze ztozonych ich mieszanin
(GHAZALI i in., 2004). GoswaMi i in. (2005) wyka-
zali, ze czyste kultury szczepow Ralstonia erytro-
polis M1 i Pseudomonas fluorescens P1 rozktadaty
fenol w stezeniu 100 mg I”! w czasie wynoszacym
odpowiednio 26 i 30 godz., gdy tymczasem ich
mieszanina dokonywata tego w ciagu 20 godz. Po-
dobne wyniki otrzymali HAUGLAND 1 in. (1990)
w badaniach nad rozktadem kwasu 2,4-dichlo-
rofenoksyoctowego i 2,4,5-trichlorofenoksyoctow-
ego przez mieszaning szczepow Pseudomonas ce-
pacia AC1100 1 Alcaligenes eutrophus JMP134.
Dowiedli, ze degradacja tych zwiazkéw zachodzita
efektywniej przez mieszane populacje tych bakterii

niz przez indywidualne szczepy. W innych bada-
niach REARDON i in. (2002) obserwowali szybszy
rozktad jednopierscieniowych weglowodoréw aro-
matycznych przez mieszaning dwoéch szczepdw
Pseudomonas putida F1 1 Burkholderia (Pseudo-
monas) sp. JS150 w poréwnaniu z pojedynczymi
szczepami. Z kolei YUAN i in. (2000) wykazali, ze
rozktad fenantrenu w stezeniu 5 mg I"! przez mie-
szaning szesciu szczepow trwat 28 godz., podczas
gdy kazdy z nich degradowal go w ciagu 6—38
godz. Aby zbadad, jak zachodzi rozktad zwiazkéw
aromatycznych przez mieszane populacje bakterii,
konieczne jest doktadne sprecyzowanie ich roli
w przypadku poszczegélnych gatunkéw. HARDER
i DukHUIZEN (1982) zaproponowali, aby zwiazki
odgrywajace te sama rolg dla bakterii nazwa¢ ho-
mologicznymi, a odgrywajace rézng rolg — hetero-
logicznymi.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze rozktad feno-
Iu w glebach L1, L2 i G przez pojedynczo wprowa-
dzone do nich szczepy Pseudomonas vesicularis
i Pseudomonas sp. JS150 oraz przez ich mieszaning
trwat znacznie dluzej w poréwnaniu z jego
rozktadem przez te szczepy oraz inne gatunki bak-
terii w podiozach ptynnych o znanym sktadzie.
Szczep Pseudomonas vesicularis w zmodyfiko-
wanej pozywce Kojima rozkladat fenol w stezeniu
376 mg I"' w ciagu 15 godz. (MROZIK i in., 2007),
a Pseudomonas sp. JS150 — w ciagu 10 godz.
(dane niepublikowane). Bar i in. (2007) wyka-
zali, ze szczep Alcaligenes faecalis, hodowany
w pozywce mineralnej (MSM), przeprowadzat
rozktad fenolu w stezeniu 50 mg 1! w ciagu 99
godz., w stezeniu 100 mg 1" — w ciagu 57 godz.,
a 150 mg I"! — w czasie 27 godz. Degradacja wzra-
stajacych stezenn fenolu w coraz krétszym czasie
mogta wynika¢ ze wzrostu aktywnosci enzymow
uczestniczacych w rozktadzie tego zwiazku w ko-
morkach bakterii. Przeciwny efekt wzrastajacych
stezenn fenolu na czas jego rozktadu przez szczep
Pseudomonas putida ATCC 49451 obserwowali
WaNG i Lon (2001). Wykazali, ze szczep ten degra-
dowal dawke 200 mg I"! w ciagu 14 godz., a dawke
4-krotnie wyzsza — w czasie 38 godz. Znacznie
krécej w poréwnaniu z Alcaligenes faecalis fenol
w dawce 50 mg ¢! w zmodyfikowanej pozywce
Huntera (MSB) rozktadat szczep Pseudomonas pu-
tida F1. Czas potrzebny do catkowitej degradacji
tego st¢zenia fenolu wynosit 18 godz. (ABUHAMED
i in., 2004). Inne, znane ze zdolnosci rozktadu wy-
sokich stezen fenolu, ale réznigce si¢ migdzy soba
aktywnoscia degradacyjna, sa szczepy Pseudomo-
nas putida MTCC 1194 i Serratia plymuthica GC
(KUMAR 1 in., 2005; PRADHAN, INGLE, 2007). Pierw-
szy z nich przeprowadzal pelny rozkitad fenolu
w dawce 1000 mg 1! w ciagu 162 godz., natomiast



drugi w czasie znacznie dtuzszym, bo liczacym 11
dni. Do rozkladu fenolu zdolne sa takze bakterie
z rodzaju Ralstonia. CHEN i in. (2004) wykazali, ze
zdolno$¢ taka mial szczep Ralstonia taiwanensis,
ktéry wymagat 18 godz. hodowli do pelnego roz-
ktadu fenolu w stezeniu 500 pg 1.

Spetnianie przez glebe takich podstawowych
funkcji, jak: magazynowanie i dostarczanie sktadni-
kéw pokarmowych, zatrzymywanie wody oraz
unieszkodliwianie sktadnikéw potencjalnie toksycz-
nych, zalezy od jej zdolnoSci sorpcyjnych. Zjawisko
adsorpcji zwiazkéw organicznych w glebie zalezy
od zawartosci w niej materii organicznej, rodzaju
1 ilosci glin, pojemnosci wodnej, wymiany jonowej
oraz aktywnos$ci degradacyjnej mikroorganizméw.
Przewazajaca wigkszos$¢ zanieczyszczen organicz-
nych, dostajacych sie¢ do gleby, wiaze si¢ odwracal-
nie lub nieodwracalnie z frakcjami kwaséw préch-
nicowych, co ogranicza ich przemieszczanie si¢
i rozktad lub zostaje uwigzionych w mikroporach
agregatéw glebowych (STEINBERG i in., 1987; KoHL,
RicE, 1998). Najwigksze powinowactwo do kwaséw
fulwowych, humusowych i do humin wykazuja
zwiazki niepolarne, hydrofobowe, o duzej masie
molekularnej (np. PCB 1 WWA), a o wiele mniej-
sze — zwiazki zawierajace grupy polarne
i o mniejszej masie czasteczkowej (XING, 2001).
Znaczenie ochronne substancji humusowych polega
nie tylko na adsorbowaniu zanieczyszczen orga-
nicznych, lecz takze na przyspieszaniu ich rozkta-
du w wyniku dostarczania mikroorganizmom
zwigzkéw pokarmowych. Mozna sadzié, ze zwigza-
nie zwiazkéw aromatycznych w mikroporach agre-
gatéw glebowych czyni je bardziej dostgpnymi dla
bakterii, ktére chetniej kolonizuja mikropory niz
makropory. Na taka lokalizacj¢ bakterii w glebie
wskazuja wyniki badain HATTORIEGO (1988) oraz
RAINARDA 1 in. (1997), ktérzy wykazali, ze ponad
80% wystepujacych w analizowanych glebach bak-
terii zasiedlato wnetrze mikroporéw glebowych.
Srodowisko to z powodu niewielkiej objetosci,
matych wahan wilgotnosci oraz funkcji ochronne;j
przed atakiem pierwotniakéw wydaje si¢ lepszym
miejscem bytowania dla bakterii niz makropory
(RAINARD, RICHAUME, 2001). Obserwowany przez
BELLINA i in. (1990) oraz ROBINSONA i in. (1990)
efektywny rozktad zaadsorbowanego w glebie pen-
tachlorofenolu i toluenu moze potwierdza¢ zwiazek
miedzy wigksza ich biodostepnoscia w postaci
zwigzanej dla bakterii a zdolnoScig zasiedlania
przez nie okreslonych miejsc w glebie. Nie wszyst-
kie jednak zwiazki aromatyczne zwiazane z sub-
stancjami préchnicowymi gleby podlegaja roz-
ktadowi mikrobiologicznemu. AL BASHIR i in.
(1990) wykazali na przyktad, ze bardziej hydrofo-
bowy naftalen nie jest biodegradowany do momen-
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tu, az nie ulegnie desorpcji z agregatéw glebowych
i nie przedostanie si¢ do roztworu glebowego.
Z kolei GUERIN i BoyD (1992) stwierdzili, ze nie-
ktére gatunki bakterii rozkladaja wytacznie nafta-
len w postaci zaadsorbowanej do agregatow glebo-
wych, a dla innych jest on dostgpny jedynie w po-
staci rozpuszczonej w roztworze glebowym.

Wyniki uzyskane z oznaczen stgzenia fenolu
w sterylnych glebach L1, L2 i G, do ktérych nie do-
dawano szczepdw Pseudomonas vesicularis i Pseu-
domonas sp. JS150, jednoznacznie wskazuja, ze
zjawisko adsorpcji fenolu w tych glebach zacho-
dzito i zalezato od zawartosci w nich materii orga-
nicznej. Najwigkszy ubytek wprowadzonego do
nich fenolu stwierdzono w ciagu pierwszych czte-
rech dni od introdukcji do nich szczepéw. Podobny
byt on w glebach L1 i G, a znacznie mniegjszy
w ubogiej w materi¢ organiczng glebie L2. W po-
réwnaniu ze skazonymi glebami kontrolnymi
w ciagu pierwszych czterech dni ubytek wszystkich
stezen fenolu byt najwigkszy w glebach, do ktérych
wprowadzono mieszaning szczepéw Pseudomonas
vesicularis 1 Pseudomonas sp. JS150. W glebach
tych stezenie fenolu zmniejszylo sie o okoto
12—17% w poréwnaniu z kontrola, natomiast
w glebach z pojedynczo wprowadzonymi szczepa-
mi — o okoto 2—11%. Wskazuje to na zainicjowa-
ny w tym czasie proces rozktadu fenolu we wszyst-
kich ukladach doswiadczalnych oraz potwierdza
wyzsza aktywno$¢ degradacyjna mieszaniny szcze-
péw niz pojedynczych ich gatunkéw. W kolejnych
dniach pomiaréw ste¢zenie fenolu w glebach kon-
trolnych utrzymywato si¢ na podobnym poziomie,
co moze $swiadczy¢ o ustalonej rownowadze miedzy
stezeniem fenolu zwiazanego z faza stala gleby
a jego stezeniem w roztworze glebowym. Aby to
potwierdzi¢, konieczne sa dodatkowe badania po-
réwnawcze w glebach sterylnych i niesterylnych,
obejmujace wptyw preinkubacji, okreslenie czasu
potrzebnego do osiggnigcia stanu réwnowagi
i wptyw réznych stezeri fenolu na jego adsorpcije
w glebie. Stosowne wydaje si¢ réwniez do tego celu
opracowanie matematyczne z wykorzystaniem row-
nania Freundlicha (S = KCV, gdzie S oznacza ilo$¢
zaadsorbowanego zwiazku na 1 g gleby (ug g™), C
jest stezeniem w stanie réwnowagi (ug ml™), a K
i N sa stalymi) oraz wyznaczenie parametru E, po-
zwalajacego na jednoznaczne odrdznienie fizyczne;j
adsorpcji od mikrobiologicznej degradacji.

Z licznych prac wynika, ze tempo eliminacji
zwiazkéw aromatycznych z gleby zalezy od przezy-
walnosci wprowadzonych do niej bakterii oraz ich
aktywnosci degradacyjnej. Przeprowadzone ozna-
czenia liczby komoérek Pseudomonas vesicularis
i Pseudomonas sp. JS150 w czasie degradacji feno-
lu w stezeniach 1,7 mg g, 3.3 mg g'i 5,0 mg g!
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w glebach L1, L2 i G wykazatly, ze lepsza przezy-
walnoscia odznaczat si¢ w nich Pseudomonas sp.
JS150. Spadek liczby komérek tego szczepu
w ciagu pierwszych 4 dni od wprowadzenia ich do
gleb L1 i G skazonych dawkami fenolu 3,3 mg g~
i 5,0 mg g!' byt o okoto 10% mniejszy niz ko-
morek Pseudomonas vesicularis, z koleil nie r6znit
si¢ w glebie L2 z dodatkiem fenolu w stgzeniu
1,7 mg g~'. W glebie L2 skazonej wszystkimi ste-
zeniami fenolu spadek liczby komérek obu szcze-
péw w tym czasie byt podobny. Szczep Pseudomo-
nas sp. JS150 przezywal takze lepiej w glebach
kontrolnych w poréwnaniu z Pseudomonas vesicu-
laris. W ostatnim dniu prowadzenia pomiaréw
w glebie G liczebnos¢ komérek tego szczepu byta
wigksza o okoto 23% od liczby, jaka do niej wpro-
wadzono, w glebie L1 o 8%, a w L2 spadta o 5%
w poréwnaniu z wyjsciowa liczba bakterii. Dla po-
rownania, liczba bakterii Pseudomonas vesicularis
w glebach kontrolnych L1 i G nie przekraczata
87% wyjsciowej liczby komérek, a w glebie L2 —
72%. Szczep Pseudomonas sp. JS150 charaktery-
zowat sie takze wieksza zdolnoscia do namnazania,
szczegllnie w obecnosci najwyzszej dawki fenolu
5,0 mg g”!, w glebach, do ktérych wprowadzono
g0 w postaci mieszaniny z Pseudomonas vesicula-
ris. W glebach nieskazonych L1 i G, zawierajacych
oba szczepy, takze przezywal lepiej niz Pseudomo-
nas vesicularis i przez caty czas trwania ekspery-
mentu stwierdzano w nich wigcej komorek niz
wprowadzono.

Spadek liczebnoSci komoérek trzech mutantéw
Pseudomonas putida EEZ15 (Ap', Km"), P. putida
F1 (Rif") i P. putida DOT-T1 (Rif", Cm") po doda-
niu do gleby toluenu w stgzeniu 1% obserwowali
takze HUERTAS 1 in. (1998). Sposrdéd nich najbar-
dziej wrazliwy na t¢ dawke toluenu byt Pseudomo-
nas putida EEZ15, ktérego liczba komédrek w ciagu
kilku godzin drastycznie zmalata, a po 24 godz. nie
izolowano go z tej gleby. Liczba komérek dwdéch
pozostatych szczepéw takze zmalata z 10° do
102—10* w 1 g gleby, ale w nastepnych dniach sys-
tematycznie si¢ zwigkszata i w 30 dniu po dodaniu
toluenu wynosita 10>—10° w 1 g gleby. Z kolei to-
luen w stezeniu 10% powodowal natychmiastowa
Smieré wszystkich szczepéw, o czym $wiadczyt
brak wzrostu komérek na selekcyjnych podtozach
z dodatkiem odpowiednich antybiotykéw. Autorzy
ci nie stwierdzili natomiast wptywu heptanu (10%)
1 propylobenzenu (0,1—10%) na przezywalnos¢
tych szczepéw. Przeciwny efekt w przezywalnosci
komérek Pseudomonas cepacia AC1100 w glebie
w obecnosci kwasu 2,4,5-trichlorofenoksyoctowego
w stezeniu 1 ug g' obserwowali CHATTERJEE i in.
(1982). Po skazeniu gleby tym zwiazkiem nastapit
gwaltowny wzrost liczby komorek, ktéra zmniej-

szyta si¢ dopiero po 7 dniach, gdy wprowadzony
kwas 2,4,5-trichlorofenoksyoctowy ulegt rozktado-
wi w 95%. Wzrost liczebnosci mikroorganizmow
po dodaniu wzrastajacych stezen toluenu do r6z-
nych gleb obserwowali takze Davis i MADSEN
(1996). Najwigksze roznice w liczebnosci bakterii
degradujacych ten zwiazek stwierdzali migdzy
glebg piaszczysta a piaszczysto-gliniasta. W pierw-
szej z nich przed dodaniem toluenu oznaczyli jedy-
nie 10 komérek w 1 g gleby, a w drugiej 6,01 -10%.
Po skazeniu tych gleb toluenem w stgzeniu
5 ug g! liczba bakterii degradujacych toluen stop-
niowo si¢ zwigkszala i w ostatnim dniu ekspery-
mentu wynosita 2,81 1031 2,20- 109, odpowiednio
w 1 g gleby piaszczystej i piaszczysto-gliniaste;j.
Dla poréwnania, w glebie gliniastej skazonej ta
dawka toluenu liczba bakterii zmniejszyta sig
z wyjsciowej 2,53-10° do 1,72-10° w 1 g gleby.
Nie zawsze jednak zauwaza si¢ bezposrednia za-
lezno$¢ miedzy przezywalnoscia szczepéw a ich
aktywnoscia degradacyjna. Brak takiej korelacji
stwierdzili HALUSKA i in. (1999) w badaniach nad
rozktadem PCB w réznych glebach przez Alcalige-
nes xylosoxidans. Wykazali oni, ze wysokiej prze-
zywalno$ci tego szczepu w réznych glebach nie
zawsze towarzyszyla eliminacja z nich tych samych
stezen PCB. Wplyw gestosci zawiesiny bakterii na
rozktad fenolu oraz udziat poszczegdlnych szcze-
péw w jego eliminacji badano takze w podtozach
ptynnych. KHLEIFAT (2006) stwierdzit, ze w zalez-
nosci od gestosci komoérek Ewingella americana
w zawiesinie (ODgy = 0,25 0,4 1 0,6) czas pelnej
degradacji fenolu w stgzeniu 300 ppm przez ten
szczep byt rézny i wynosit odpowiednio 24 godz.,
48 godz. i 72 godz. W innych badaniach Goswami
1 in. (2005) dowiedli na podstawie oznaczen liczby
komérek szczepow Rhodococcus erythropolis M1
i Pseudomonas fluorescens PI1, hodowanych
w podlozu M3 z dodatkiem fenolu w stezeniu
100 mg 1I"!, ze do 8 godz. udzial obu szczepéw
w rozktadzie tego zwiazku byt réwnorzedny, w ko-
lejnych godzinach lepiej rést i wyzsza aktywnosé
enzymatyczna wykazywal dominujacy w tej mie-
szaninie Rhodococcus erythropolis M1.
Oznaczenia og6lnej zawartosci materii organicz-
nej, wegla organicznego i frakcji kwaséw humuso-
wych (fulwowych, huminowych i hymatomelano-
wych) wydawaty si¢ istotne, poniewaz bakterie
moga wykorzystywac je jako Zrédto wegla, azotu
czy sktadnikéw mineralnych. Ponadto wiedzac, ze
zwiazki typu fenoli sa gtéwnymi sktadnikami bu-
dulcowymi jader substancji humusowych, mozna
byto na podstawie ich zawartosci stwierdzi¢ poten-
cjalne wykorzystanie wprowadzonego do gleby fe-
nolu jako substratu do ich syntezy. Najwigkszy
ubytek w zawartosci procentowej materii organicz-



nej oraz wegla organicznego w kontrolnych gle-
bach L1, L2 i G, zawierajacych pojedyncze szcze-
py Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp.
JS150 lub ich mieszaning, wskazuje na to, ze ko-
rzystaly one z nich jako Zrédla wegla i energii.
Mniejszy ubytek materii organicznej i wegla orga-
nicznego z gleb w czasie degradacji wszystkich
stezefi fenolu przez badane szczepy moze z kolei
sugerowac, ze bakterie, majac do dyspozycji wpro-
wadzony do gleb substrat fenolowy, preferencyjnie
wykorzystywaly go jako Zrédlo wegla i energii,
a w mniejszym stopniu korzystaty z wegla zawar-
tego w materii organicznej gleby. Obserwowany
takze w czasie rozktadu fenolu spadek zawartosci
kwaséw fulwowych moze Swiadczy¢ o ingerencji
bakterii w ich strukture, polegajacej na odtaczaniu
od rozbudowanych jader aromatycznych jednostek
monomerycznych, ktére mogly dla nich stanowié
Zrédto wegla i energii. Kwasy fulwowe uwaza sie
za ,niedojrzata” posta¢ kwaséw huminowych;
w poréwnaniu z nimi sktadaja si¢ z prostszych
zwigzkéw o nizszej masie czasteczkowej. Sg tatwo
rozpuszczalne w wodzie i ruchliwe w glebie, co
w poréwnaniu z kwasami huminowymi i huminami
czyni je bardziej podatnymi na rozktad w okreslo-
nych warunkach bioekologicznych (KoHL, RICE,
1998). Takie zjawisko zachodzi na przyktad w gle-
bach uprawnych, w ktérych w wyniku zabiegéw
agrotechnicznych nastgpuja po sobie okresy szyb-
kiego rozktadu zwigzkéw prochnicznych oraz
okresy akumulacji préchnicy w wyniku uprawy od-
powiednich ro§lin. Nizsza zawarto$¢ kwaséw hu-
minowych w glebie skazonej lekkim olejem napeg-
dowym w stezeniach 5%, 15% i 25% oraz cigzkim
olejem Hipol w poréwnaniu z gleba kontrolna w 2.
tygodniu eksperymentu stwierdzili MAELACHOW -
SKA-JuTsz i in. (1997). Po dodaniu do skazonej gle-
by CaCO; i wyizolowanego z terenu rafinerii
szczepu Pseudomonas sp. nastapit w niej w pierw-
szych 12 tygodniach znaczny wzrost zawarto$ci
kwaséw huminowych. Sole wapnia, regulujac pH,
nadaja tlenowy charakter procesom rozktadu sub-
stancji organicznej, przyspieszajac w ten sposéb jej
mineralizacj¢ i gromadzenie humusu, natomiast
rola bakterii mogtaby polega¢ na wbudowywaniu
metabolitéw posrednich powstatych w czasie
rozktadu oleju napgdowego, w strukturg kwaséw
huminowych. Znaczenie substancji prochnicowych
w mikrobiologicznym rozktadzie zwiazkéw aro-
matycznych nie jest doktadnie wyjasnione. SIVAGU-
RUNATHAN i in. (2003) wykazali na przyktad, ze
kwasy huminowe w odpowiednim st¢zeniu hamuja
rozktad toluenu przez szczep Pseudomonas fluo-
rescens. Wprowadzenie ich do podloza w stgzeniu
0,02% nie miatlo wptywu na czas degradacji to-
luenu przez bakterie, a stezenie 0,04% znacznie

wydluzato czas jego catkowitego rozktadu.
W obecnosci wyzszych stezei kwasdw humino-
wych rozktad toluenu byt catkowicie zahamowany.
Z kolei ORTEGA-CALVO i SAIZ-JIMENEZ (1998) udo-
wodnili, ze dzigki kwasom huminowym w stezeniu
100 yg ml' mozliwy byt rozktad fenantrenu
w dawce 1 pug ml™! przez szczep Pseudomonas flu-
orescens. Dzigki jednoczesnej adsorpcji fenantrenu
i bakterii przez kwasy huminowe dochodzito do
bezposredniego kontaktu ich komérek z ksenobio-
tykiem, co w znacznym stopniu przyspieszato ich
rozktad.

0.2. Bioaugmentacja jako metoda wspomagajaca
rozktad fenolu w glebie

Bioaugmentacja jest jedna z obiecujacych tech-
nik bioremediacji gleb, stosowang w celu zwigk-
szenia tempa usuwania z nich takich zanieczysz-
czen, jak: weglowodory alifatyczne i aromatycz-
ne, chlorowcopochodne, polichlorowane bifenyle,
2,4,6-trinitrololuen i pestycydy. Chociaz wprowa-
dzanie do zanieczyszczonych Srodowisk wyselek-
cjonowanych mikroorganizméw nie jest koncepcja
nowa, opisano dotad zaledwie kilka jej zastosowan
w warunkach polowych. Wigkszos¢ badan prowa-
dzi si¢ nadal w warunkach laboratoryjnych, najcze-
Sciej w glebach sterylnych, ktére wedtug EL FAN-
TROUSSIEGO 1 AGATHOSA (2005) sa chgtniej koloni-
zowane przez obce szczepy niz gleby naturalne
i fatwiej jest w nich kontrolowaé rozmieszczenie,
przezywalno$¢ oraz aktywnos$¢ wprowadzonych
szczepow. Pomija si¢ jednak wtedy wptyw czynni-
kéw biotycznych, takich jak: oddzialywania z mi-
kroflora autochtoniczna (drapieznictwo i wspdiza-
wodnictwo o sktadniki pokarmowe czy akceptory
elektronéw), obecnos$¢ korzeni uwalniajacych rézne
zwiazki organiczne oraz wiele czynnikéw abiotycz-
nych (pH, dostgpnos¢ wody, tlenu czy temperature)
(VAN VEEN i in., 1997). Badania takie sa wazne, po-
niewaz pozwalaja poznaé losy introdukowanych
mikroorganizméw w glebie i ich znaczenie w usu-
waniu zanieczyszczen, jednakze nie odzwiercie-
dlaja w pelni wzajemnych relacji migdzy obcymi
i rodzimymi mikroorganizmami oraz skazeniami.
Wedlug ALEKSANDRA (1999), wydajnos¢ bioreme-
diacji jest funkcja aktywnoSci w naturalnym Srodo-
wisku inokulowanych szczepéw do rozktadu okre-
Slonego typu zanieczyszczen.

Dob6r odpowiednich mikroorganizméw do bio-
augmentacji nie jest zadaniem fatwym. Oprécz wy-
sokiej skutecznosci rozkladu okreslonych zanie-
czyszczen, powinny mie¢ zdolno$¢ adaptacji i roz-
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woju w nowym Srodowisku (VOGEL, 1996).
Mikroorganizmy mozna wprowadzaé do gleby
w postaci: pojedynczych szczepéw preadaptowa-
nych do rozktadu danego zwiazku, preadaptowa-
nych mieszanych populacji, GMMs lub dodanie
stosownych genéw wbudowanych w wektory, kt6-
re najczesciej w procesie koniugacji moga by¢é
przenoszone do komdrek bakterii naturalnie zasie-
dlajacych glebe (EL FanTrROUSSI, AGATHOS, 2005).
Ostatnio zwraca si¢ takze uwage na korzysci wyni-
kajace z laczenia z soba w inokulacie szczepdw
bakterii i grzybéw mikroskopowych (JACQUES i in.,
2008).

W przeprowadzonej bioaugmentacji gleb L1, L2
i G zastosowano opcje 1 i 2, tzn. wprowadzono do
nich mieszaning preadaptowanych do rozktadu fe-
nolu w stgzeniu 4 mM komoérek dzikiego szczepu
Pseudomonas vesicularis 1 zmienionego na drodze
mutagenezy Pseudomonas sp. JS150. Uzyskany
efekt bioaugmentacji mozna uzna¢ za pomyslny,
poniewaz udato si¢ zwigkszy¢ wydajnos¢ elimina-
cji fenolu z gleb L1, L2 i G skazonych tym
zwiazkiem w poréwnaniu z glebami niebioaugmen-
towanymi. Najszybciej rozklad fenolu w stezeniach
1,7 mg ¢!, 33 mg g i 50 mg g! zachodzit
w poddanej bioaugmentacji glebie G. Odpowiednio
dla wzrastajacych dawek fenolu trwal w niej krécej
0 8, 121 32 dni niz w glebie L1 i 0 24, 32 i 56 dni
krécej niz w glebie L2. Moglo to wynikaé nie tylko
z wigkszej aktywnosci degradacyjnej, lecz takze
z lepszej niz w glebach L1 i L2 przezywalnosci
w obecnosci fenolu zaréwno bakterii heterotroficz-
nych, jak i szczepu Pseudomonas sp. JS150. Sku-
teczniejsza degradacja fenolu przez wzbogacona
rodzima mikroflorg o szczepy Pseudomonas vesi-
cularis 1 Pseudomonas sp. JS150 w poréwnaniu ze
skazonymi, ale niebioaugmentowanymi glebami
kontrolnymi moze wskazywaé na zachodzace mig-
dzy nimi oddziatywania synergistyczne. Brak infor-
macji o przezywalnosci drugiego z wprowadzonych
szczepdw Pseudomonas vesicularis uniemozliwia
jednak doktadne sprecyzowanie tych zaleznosci.
W glebach niebioaugmentowanych rozktad wszyst-
kich stgzent fenolu przez naturalnie zasiedlajace je
mikroorganizmy takze zachodzil, co moze $wiad-
czy¢ o ewentualnej wczesniejszej ekspozycji rodzi-
mej mikroflory na fenol i obecnosci gatunkéw za-
wierajacych informacje genetyczna o rozkladzie
tego zwiazku. Trwal on jednak dluzej niz w gle-
bach zawierajacych mieszaning szczepéw Pseudo-
monas vesicularis 1 Pseudomonas sp. JS150.
W glebie G mikroorganizmy autochtoniczne degra-
dowaly fenol w dawkach 1,7 mg g'i 3,3 mg g!
w czasie o 8 dni dluzszym niz w glebie poddane;j
bioaugmentacji, a w dawce 5,0 mg g~! fenolu —
dtuzej o 12 dni. W glebie L1 réznice w czasie

rozktadu wzrastajacych stezen fenolu byty wigksze
i wynosily odpowiednio: 8, 12 i 16 dni, a najwigk-
sze byly w glebie L2, w ktorej zawieraty sig
w przedziale 20—28 dni. Z oznaczenn zawartoSci
materii organicznej i wegla organicznego wynika,
ze zarowno w skazonych glebach poddanych, jak
i niepoddanych bioaugmentacji mikroorganizmy
korzystaty nie tylko z fenolu jako Zrédla wegla
i energii, lecz takze z innych zwiazkéw w nich wy-
stepujacych, cho¢ preferencyjnie wykorzystywaty
fenol. Podobnie jak w dniu catkowitego rozktadu
fenolu przez szczepy Pseudomonas vesicularis
i Pseudomonas sp. JS150, dodane pojedynczo czy
w postaci mieszaniny do gleb sterylnych, a takze
w glebach skazonych i nieskazonych oraz bioaug-
mentowanych i niebioaugmentowanych w ostatnim
dniu prowadzenia oznaczen stwierdzono nieznacz-
ny spadek zawartoSci kwaséw fulwowych, co po-
twierdza mozliwos¢ wykorzystania ich przez mi-
kroorganizmy jako dodatkowego 7Zrédlta wegla.
Zdolnos¢ skutecznej degradacji fenolu w glebach
bioaugmentowanych z zastosowaniem szczepdw
Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150
moze by¢ wykorzystana na przyktad do sporzadza-
nia konsorcjéw mikroorganizméw w projektach re-
kultywacji gleb zanieczyszczonych zwiazkami fe-
nolowymi czy ropopochodnymi. Biopreparaty,
bedace mieszaninami mikroorganizméw o réznym
sktadzie gatunkowym i proporcjach ilosciowych,
po wprowadzeniu do gleb znacznie wspomagaja,
a niekiedy wrecz warunkujg procesy likwidacji
skazei. Mozliwosci praktycznego wykorzystania
bioaugmentacji do eliminacji fenolu z gleb dotad
w literaturze nie opisano, co moze wynika¢ z po-
wszechnie przyjetego pogladu, ze zwiazek ten sto-
sunkowo latwo jest usuwany przez mikroorgani-
zmy z tego Srodowiska i nie stwarza takiego za-
grozenia dla ekosystemow, jak na przyktad
chlorowcopochodne, PCB czy WWA. Nie oznacza
to jednak, ze nie mozna postuzy¢ si¢ tym zabie-
giem do usuwania fenolu z gleby czy wdéd w miej-
scach naglego skazenia wysokimi st¢zeniami tego
zwiazku, szczegllnie gdy samooczyszczanie jest
mato skuteczne lub nie zachodzi.

Wigcej uwagi, w poréwnaniu ze zwigzkami fe-
nolowymi, poswigca si¢ natomiast znaczeniu bio-
augmentacji w rozkladzie mniej podatnych na atak
mikrobiologiczny zwiazkéw ksenobiotycznych. Za-
dowalajacy wynik bioaugmentacji w usuwaniu wy-
branych WWA 7z gleby otrzymali JACQUES 1 in.
(2008). Zwigkszenie wydajnosci rozktadu antrace-
nu, fenantrenu i pirenu uzyskali dzigki wzbogace-
niu gleby w 6-sktadnikowa mieszaning, w sktad
ktérej wchodzito pigé szczepdw bakterii: Mycobac-
terium fortuitum, Bacillus cereus, Microbacterium
sp., Gordonia polyisoprenivorans i szczep z rodzi-
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ny Microbacteriaceae, oraz jeden gatunek grzyba
Fusarium oxysporum. Mieszanina tych szczepdw
rozkladata w 99%, 99% i 96% odpowiednio: antra-
cen, fenantren i piren w ciagu 70 dni, i w 78%
wszystkie WWA w tym samym czasie. Kazdy
z tych szczepoéw byl znacznie mniej efektywny
w rozktadzie WWA w poréwnaniu z konsorcjum,
co wskazuje na ich synergistyczne oddziatywania
w mineralizacji WWA. Uzupetnienie mieszaniny
szczepow bakteryjnych o gatunek grzyba Fusarium
oxysporum miato znaczny wplyw na przebieg bio-
degradacji WWA. Wedlug jednej z hipotez, ruch
strzegpek grzyba, do ktérych wigza sie bakterie,
umozliwia przemieszczanie si¢ ich w kierunku za-
nieczyszczenia. Wedtug BOONCHANA i in. (2000),
grzyb inicjuje utlenienie WWA, uwalniajac bar-
dziej polarne metabolity, ktére z kolei przez bakte-
rie sa przeksztatcane do CO, i H,0O. Pozytywny
wynik bioaugmentacji z wykorzystaniem autochto-
nicznych szczepéw bakterii zdolnych do rozkladu
WWA w glebie uzyskali takze KanaLy i Ha-
RAYAMA (2000). Po reintrodukcji dwéch izolatéw,
nalezacych do rodzajéw Gordona i Mycobacte-
rium, tempo rozktadu pirenu w glebie zwigkszyto
si¢ 6-krotnie w poréwnaniu z gleba bez inokulowa-
nych bakterii. Podobnie BARATHI i VASUDEVAN
(2003) obserwowali wigksza wydajnos¢ usuwania
sktadnikéw ropy naftowej z gleby w ciggu 30 dni
po reintrodukcji do niej szczepu Pseudomonas
fluorescens NS1. Zakoniczong sukcesem bioaug-
mentacje z zastosowaniem anaerobowych konsor-
cjéw bakterii do rozktadu benzenu, toluenu, etylo-
benzenu i ksylenu (BTEX) przeprowadzili takze
Da SiLva i ALVAREZ (2004).

Nie zawsze jednak uzycie w bioaugmentacji wy-
specjalizowanych w rozkladzie okreSlonych zanie-
czyszczeh szczepOw przynosi spodziewanie rezulta-
ty. WENDEROTH 1 in. (2003) wykazali, ze rozktad
chlorobenzenu w wodach podziemnych zalezat od
uzytego do tego celu szczepu. Sposréd kilku szcze-
péw z rodzaju Pseudomonas o tych samych zdolno-
Sciach do rozktadu chloro- i dichlorobenzenu tylko
niektére zwigkszaty wydajnos¢ ich biodegradacji.
Na przykitad Pseudomonas putida GJ31 i Pseudo-
monas putida F1 przyspieszaty rozktad, gdy tym-
czasem Pseudomonas aeruginosa RHO1 nie miat
wigkszego wpltywu na wydajnos¢ procesu. Losy
wprowadzonych szczepdw Pseudomonas mendoci-
na PC1, Pseudomonas fluorescens PC18, PC20
1 PC24 do gleb skazonych fenolem i ropa naftowa
badali takze HEINARU i in. (2005). Kazdy z tych
szczepéw rozkladal inne zwiazki aromatyczne
i uruchamial w ich obecnosci rézne szlaki me-
taboliczne. Wszystkie szczepy rozktadaty fenol
i p-krezol, ale nie rozktadaty m-toluenu, szczep
PC20 wykazywat zdolnos¢ degradacji salicylanu

i naftalenu. Szczepy PC1 1 PC18 rozktadaty fenol
szlakiem meta, szczep PC20 — meta i orto,
a PC24 — orto. Rozklad p-krezolu szczepy PCI1
i PC20 przeprowadzaty droga meta, a szczepy
PC18 i PC24 — szlakiem orto. Wyniki uzyskane
z analizy DGGE produktéow reakcji PCR genéw
16S rRNA i genu kodujacego wigksza podjednost-
ke hydroksylazy fenolowej (LmPH) dowiodly, ze
dominujacym szczepem w glebie skazonej ropa
naftowa byt Pseudomonas fluorescens PC20,
a w glebie zanieczyszczonej fenolem — Pseudo-
monas mendocina PC1. Poza ta réznica, mieszani-
na introdukowanych bakterii wykazywala takze
zréznicowane typy wzrostu w zaleznosci od rodza-
ju zanieczyszczenia. W glebie skazonej ropa szcze-
py rosty w postaci rozgalezionych agregatéw,
a w glebie skazonej fenolem wzrost ich byt réwno-
mierny. Przewaga réznych szczepéw w okreslo-
nych glebach wskazuje, ze rozktad znajdujacych
sie¢ w niej zanieczyszczen przebiegal odmiennymi
szlakami metabolicznymi, z kolei forma koloniza-
cji, szczegblnie w glebie skazonej ropa naftowa,
mogta mie¢ znaczenie w wykorzystywaniu inter-
mediatéw rozktadu danego zwiazku w jednym
miejscu przez kilka szczepéw réwnoczesnie. W in-
nych badaniach JERNBERG i JANSsON (2002) uzyli
szczepu  Arthrobacter — chlorophenolicus ~ A6L
(z chromosomalnym genem [uc kodujacym lucyfe-
razg) do usuwania 4-chlorofenolu z piaszczysto-
-gliniastej gleby uprawnej. Dokonujac pomiaréw
aktywnosci lucyferazy, oznaczenia liczby bakterii
metodg ptytkowq i analizy T-RFLP, mozliwe byto
Sledzenie przezywalnosci inokulowanego szczepu
w glebie i jego oddziatywan z mikroflora autochto-
niczna. Uzyskane z tych analiz wyniki pozwolity
stwierdzi¢, ze Arthrobacter chlorophenolicus A6L
miat znaczaca przewage w glebie zanieczyszczone;j
4-chlorofenolem. Ponadto zwiazek ten stymulo-
wat wzrost bakterii, ktére rozktadaty go w stezeniu
180 pg g' w ciagu 8 dni. Odpowiedni dobér
szczepéw do bioaugmentacji tez jest niezwykle
wazny, gdy zamierza sie¢ wykorzystaé GMMs.
NEwBY i in. (2000) wykazali, ze transfer plazmidu
pJP4 z naturalnego gospodarza Ralstonia eutropha
JMP134 i zmodyfikowanego szczepu E. coli D11,
zawierajacego ten plazmid, do autochtonicznych
biorcéw w glebie skazonej kwasem 2,4-dichloro-
fenoksyoctowym odbywat si¢ z r6zna czestotliwo-
Scia. Analiza izolowanych z gleb transkoniugan-
téw, bedacych gidéwnie przedstawicielami bakterii
z rodzajow Burkholderia i Ralstonia, wskazuje, ze
bardziej wydajny w transferze plazmidu pJP4 byt
szczep E. coli D11. Transkoniuganty z plazmidem
pochodzacym z komoérek E. coli D11 wykazy-
waty takze wyzsza aktywnos$¢ degradacji kwasu
2,4-dichlorofenoksyoctowego. Zwiazek ten w ste-



zeniu 500 pg ¢! degradowaty w ciagu 7 dni, pod-
czas gdy transkoniuganty z plazmidem uzyskanym
z komérek Ralstonia eutropha JMP134 — w ciagu
28 dni. Badania te dowodza, ze bioaugmentacja
z zastosowaniem bakterii niosacych plazmidy
moze prowadzi¢ do transferu genéw do autochto-
nicznych biorcéw, oraz jak wazny jest dobér odpo-
wiednich szczepow do inokulacji dla wyzszej sku-
tecznosci usuwania zanieczyszczen z gleby.
Zastosowanie w bioaugmentacji szczepéw bak-
terii modyfikowanych genetycznie nie jest po-
wszechnie akceptowane, jednak takie badania sa
konieczne, poniewaz wyjasniaja zjawisko horyzon-
talnego transferu genéw 1 genetycznej adaptacji
bakterii do ksenobiotykéw. De LipTHAY i in. (2001)
wykazali mozliwos$¢ horyzontalnego transferu genu
tfdA niesionego przez plazmid pRO103 z komdrek
E. coli HB101 do degradujacych fenol biorcéw Ral-
stonia eutropha AEO106 i gatunkéw autochtonicz-
nych, co znacznie zwigkszyto tempo rozktadu kwa-
su 2.4-dichlorofenoksyoctowego zaréwno w gle-
bach sterylnych, jak i niesterylnych. Gen tfdA
koduje dioksygenaze 2,4-dichlorofenoksy/2-okso-
glutaranowa, ktéra przeksztatca kwas fenoksyocto-
wy do fenolu. Z przedstawionych badan wynika, ze
w efekcie HGT mozliwe jest uzupetnianie szlakéw
metabolicznych o nowe geny, co rozszerza zakres
degradowanych zwiazkéw przez mikroorganizmy.
Zjawisko to potwierdzaja takze rezultaty WATANA-
BE i in. (2002 a, 2002 b), ktérzy wprowadzili do na-
turalnie wystepujacego i dominujacego w osadzie
czynnym szczepu Comamonas sp. tN7 geny phc,
kodujace podjednostki hydroksylazy fenolowej i jej
regulatory transkrypcyjne, pochodzace z Comamo-
nas testosteroni RS5. W wyniku udanego transferu
gendéw phc stwierdzili wysoka aktywnos¢ utlenia-
nia fenolu przez wprowadzonego do osadu czyn-
nego transkoniuganta rN7(R503) w poréwnaniu
z osadem zawierajacym szczepy Comamonas sp.
N7 i Comamonas testosteroni RS. Potwierdza to,
ze dominujace szczepy w populacjach mikroorgani-
zmoéw zanieczyszczonych $Srodowisk sa dobrymi
kandydatami na gospodarzy nowych genéw katabo-
licznych, zwigkszajacych ich potencjat degradacyj-
ny. Wigksza wydajnos¢ rozktadu alkoholu benzylo-
wego (BA) w osadzie czynnym uzyskali takze
NANCHARAIAN i in. (2008) dzieki wzbogaceniu go
o nowy szczep Pseudomonas putida KT2442,
niosgcy plazmid TOL. Badanie ekspresji reportero-
wego biatka GFP (ang. green fluorescent protein),
kodowanego w plazmidzie tego szczepu, z wyko-
rzystaniem konfokalnego, laserowego mikroskopu
skaningowego (CLSM), pozwolito in sifu monitoro-
waé¢ rozmieszczenie wprowadzonych komorek
i transfer plazmidu do innych bakterii. Badania mi-
kroskopowe wykazaty, ze szczep Pseudomonas pu-

tida KT2442 wiazatl si¢ z powierzchnia specjalnie
przygotowanych  ktaczkéw, tworzac granule
(o $rednich rozmiarach 1,8 mm x 0,86 mm),
w ciggu kilku godzin penetrowal ich wnetrze
i w wyniku proliferacji tworzyt wyrazne mikro-
kolonie, w ktérych pojawialy sie transkoniuganty.
Rezultatem tego byt rozktad BA w stgzeniu 5 mM
w ciggu 6 godz., podczas gdy osad niepoddany
bioaugmentacji w zasadzie tego zwiazku nie
rozktadat. Dzigki informacji genetycznej nabytej
w wyniku HGT bakterie moga zasiedla¢ nowe ni-
sze ekologiczne. Transfer ruchomych elementéw
genetycznych powoduje nagle pojawienie si¢ zdol-
nosci wykorzystywania wcze$niej nieprzyswajal-
nych 7Zrédet wegla. Wykazano, ze niektére szlaki
metaboliczne maja strukture mozaikowa, co §wiad-
czy, ze zostaly ztozone z pojedynczych genéw lub
grup gendéw, pochodzacych od réznych bakterii,
w trakcie wielu niezaleznych proceséw HGT (Top
1 in., 2002; Top, SPRINGAEL, 2003).

Praktyka w zwigkszaniu tempa rozktadu wielu
trwatych i niebezpiecznych zanieczyszczen orga-
nicznych jest kombinacja bioaugmentacji z biosty-
mulacja. Biostymulacja polega na wprowadzeniu
do srodowiska dodatkowych Zrédet wegla lub ak-
ceptoréw elektronéw stymulujacych wzrost mikro-
organizmow. SiLvA i in. (2004) polaczyli bioaug-
mentacje z biostymulacjg w celu eliminacji z gleby
atrazyny. Wprowadzonym do gleby szczepem byt
Pseudomonas sp. ADP, a dodatkowymi Zrédtami
wegla 1 energii — cytrynian oraz bursztynian.
W wyniku tego zabiegu przezywalnos$¢ inokulowa-
nego szczepu w obecno$ci atrazyny byla lepsza
i zwigkszylo si¢ tempo jej mineralizacji. Dzigki
kombinacji tych dwéch metod mozliwe bylo takze
usuni¢cie ropy naftowej z nadbrzeznych skat po ka-
tastrofie tankowca Exxon Valdez w ciesninie Prince
Williams w USA. W wyniku zastosowania prepara-
téw biologicznych i1 nawozdéw, znanych pod han-
dlowa nazwa Inipol EAP22 i Customblen, po 10
dniach czarne powierzchnie skat staly sig¢ biale
i wolne od zanieczyszczeni (ATLAS, 1995). Mozna
przeprowadzad tez bioaugmentacj¢ z jednoczesnym
wprowadzaniem surfaktantéw. Taka strategia jest
skuteczna szczegdlnie w usuwaniu wysoce hydro-
fobowych WWA. GARON i in. (2004) wykazali, ze
w wyniku wprowadzenia do gleby szczepu Absidia
cylindrospora 1 surfaktantu maltozylo-cyklodekstri-
nu zwigkszyla si¢ biodostgpnos$¢ fluorenu i tempo
jego degradaciji.



5.3. Wykorzystanie analizy FAMEs
do monitorowania tempa rozktadu fenolu
w glebie

Chcac doktadnie okresli¢ efekty mikrobiologicz-
nej degradacji zanieczyszczen organicznych w gle-
bie, konieczne sa nie tylko pomiary ich aktualnego
stezenia czy identyfikacja produktéw posrednich
powstajacych w czasie ich utleniania, lecz takze
wazna jest biologiczna aktywno$¢ gleby. Mozna ja
ocenié, stosujac standardowe analizy mikrobiolo-
giczne, polegajace na oznaczeniu ogdlnej liczebno-
Sci bakterii heterotroficznych, aktywnosci enzy-
méw  (dehydrogenazy, fosfatazy, katalazy, lipazy
i ureazy) czy tempa respiracji gleby. Oznaczenia li-
czebnoSci bakterii heterotroficznych umozliwiaja
oceng stopnia aklimatyzacji bakterii do panujacych
warunkéw w glebie, a pomiary aktywnosci enzy-
méw i testy respirometryczne sa dobrymi biomar-
kerami ich aktywnosci metabolicznej (TUNLID,
WHITE, 1992; LANGBEHN, STEINHART, 1995; BALBA
i in., 1998; MARGESIN i in., 2000). Alternatywna
metoda, niezalezna od technik hodowlanych, stoso-
wang do oznaczania zywej biomasy i statusu fizjo-
logicznego bakterii jest analiza fosfolipidowych
kwaséw ttuszczowych (PLFAs) (KAUR i in., 2005).
Fosfolipidy sa dobrymi biomarkerami. Poniewaz
wystepuja w komorkach bakterii w statej ilosci
w stosunku do ich biomasy, sa szybko rozktadane
po Smierci komérki, nie stanowia materiatu zapaso-
wego 1 nie sa skladnikami zanieczyszczei pocho-
dzenia antropogenicznego (WHITE, RINGELBERG,
1997). Jakosciowa i iloSciowa analiza PLFAs zna-
lazta takze szerokie zastosowanie w ocenie sktadu
i struktury zespotéw mikroorganizméw w Srodo-
wiskach skazonych r6znymi zwigzkami, na
przyktad trinitrotoluenem, trinitrobenzenem (FuL-
LER, MANNING, 2004), WWA (RINGELBERG 1 in.,
1997), substancjami ropopochodnymi (MAacCNAU-
GHTON 1i in., 1999) czy jonami metali cigzkich (PEN-
NANEN 1 in., 1998, 2001) oraz w czasie rozktadu za-
nieczyszczen organicznych w procesie komposto-
wania (STEGER 1 in., 2003; BARIE i in., 2008). Inna
metoda, oparta na izolacji komérkowych kwasow
tluszczowych i réwniez czgsto stosowana w bada-
niach Srodowiskowych, jest analiza MIDI-FAME.
Podobnie jak PLFA, stosuje si¢ ja do oceny stanu
fizjologicznego komérek oraz bioréznorodnosci ze-
spotéw mikroorganizméw zaréwno skazonych, jak
i nieskazonych srodowisk (IBEKWE, KENNEDY, 1999;
Kozpros, 2000; CHao, Hsu, 2004). Wskaznikami
postepu bioremediacji gleb, szczegdlnie zanie-
czyszczonych ropa naftowa, moga by¢ takze obec-
ne w niej w danym momencie okreslone weglowo-

dory. Z uwagi na to, Ze bakterie szybciej roz-
ktadaja alkany prostotaiicuchowe, w mniejszym
stopniu rozgatgzione (np. pristan, fitan czy hopan)
oraz izoprenoidowe, warto$¢ stosunku alkanéw
prostotanicuchowych do rozgatezionych moze by¢
wskaznikiem stopnia ich eliminacji ze Srodowisk
zanieczyszczonych zwiazkami ropopochodnymi
(WANG 1 in., 1994).

W przeprowadzonych badaniach podjeto prébe
zastosowania metody MIDI-FAME do monitorowa-
nia stopnia rozktadu fenolu przez szczepy Pseudo-
monas vesicularis 1 Pseudomonas sp. JS150 po
wprowadzeniu do sterylnych gleb oraz w glebach
poddanych bioaugmentacji. Dokonanie szcze-
g6lowych analiz kwaséw ttuszczowych w czasie
biodegradacji fenolu w glebach, w réznych ukta-
dach doswiadczalnych, pozwolito zaobserwowaé
podobieristwa i réznice w sktadzie i zawartosci
kwasow u pojedynczych szczepéw, w ich mieszani-
nie oraz w obecnosci mikroflory autochtonicznej
w zaleznosci od rodzaju gleby i stezenia fenolu. Na
podstawie analizy profili kwaséw ttuszczowych
mozliwe byto takze stwierdzenie, dzigki jakim me-
chanizmom bakterie adaptuja si¢ do obecnosci fe-
nolu w glebie.

Pierwsza reakcja bakterii Pseudomonas vesicu-
laris po wprowadzeniu ich do sterylnych gleb ska-
zonych fenolem w stezeniach 1,7 mg ¢!, 3.3 mg g!
i 5,0 mg ¢! byl wzrost w ich komérkach zawarto-
Sci procentowej kwasow nasyconych, prostotaricu-
chowych (10:0, 14:0, 15:0, 16:0 i 18:0). Stwierdzo-
no, ze im wyzsza dawka fenolu skazono gleby L1
i L2, tym wzrost procentowego udzialu kwaséw
z tej grupy byl wigkszy, natomiast w glebie G nie-
zaleznie od stgzenia fenolu byt podobny. Z gleby
L1 skazonej fenolem w stezeniu 1,7 mg g~! izolo-
wano do dnia 8. o 1,02% wigcej kwaséw pro-
stotaiicuchowych niz po 24-godzinnej ekspozycji
bakterii na ten zwiagzek, z gleby z dodatkiem
3,3 mg g! fenolu do dnia 16. o 11,19%, a z gleby
skazonej 5,0 mg ¢! fenolu do dnia 32. o 11,27%.
Dla poréwnania, z gleby L2 skazonej wzra-
stajacymi st¢zeniami fenolu ekstrahowano tych
kwaséw odpowiednio wigcej o 5,36% do dnia 32.,
0 7,22% do dnia 32.1 o 8,37% do dnia 48. W ko-
moérkach bakterii w glebie G wzrost zawarto$ci
kwaséw nasyconych, prostotancuchowych w mniej-
szym stopniu zalezat od dawki fenolu i do dnia 8.
w tej glebie skazonej wszystkimi stezeniami fenolu
zawieral si¢ w przedziale 4,17—4,97%. Z kolei
u bakterii w nieskazonych glebach kontrolnych nie
stwierdzono wigkszych réznic w udziale kwaséw
prostotanicuchowych w kolejnych dniach oznaczen.
U szczepu Pseudomonas sp. JS150, dodanego do
gleb L1, L2 i G, wzrost udzialu kwaséw nasyco-
nych, prostotaiicuchowych (10:0, 14:0, 15:0, 16:0



i 18:0) w porédwnaniu z Pseudomonas vesicularis
byl znacznie wigkszy. Z gleby L1 zanieczyszczonej
fenolem w stezeniach 1,7 mg g7', 3,3 mg g!
i 5,0 mg ¢! w poréwnaniu z dniem 1. izolowano
tych kwaséow wigcej odpowiednio o 10,81%,
21,13% 1 26,23% do dnia 16., z gleby L2
0 14,44%, 21,31% i 22,37% do dnia 32., a z gleby
G — o 12,21%, 15,52% i 15,03% do dnia 16.
W komoérkach bakterii w nieskazonych glebach
kontrolnych takze stwierdzono wzrost zawartosci
kwaséw rozgalezionych, ale w przedziale 5—8%.
Tak znaczne réznice migdzy Pseudomonas vesicu-
laris a Pseudomonas sp. JS150 w udziale tych
kwaséw mogly wynika¢ z innej ich zawartosci
w wyjsSciowych profilach bakterii, hodowanych
w bulionie odzywczym, przed introdukcja do gleb.
W komoérkach Pseudomonas vesicularis kwasy te
stanowity 46,69% ogélnej zawartosci izolowanych
FAMEs, a u Pseudomonas sp. JS150 ich udziat byt
prawie 3-krotnie mniejszy (18,78%). Zawartos¢
kwaséw nasyconych, prostotancuchowych zwigk-
szala si¢ takze u obu szczepéw wprowadzonych
w postaci mieszaniny do skazonych wszystkimi
stezeniami fenolu gleb L1, L2 i G. Do dnia 8.
z gleby L1 izolowano tych kwaséw odpowiednio
do zastosowanych stgzen fenolu wigcej o 4,78%,
9,31% 1 10,25%, z gleby L2 do dnia 16. 0 9,94%,
8,12% 1 11,13%, a z gleby G w dniach od 4. do 8.
o 3,28%, 1,40% i 8,88% w poréwnaniu z ich
udzialem w komoérkach obu szczepéw w dniu 1.
Podobna zawarto$¢ kwasow nasyconych, prosto-
faiicuchowych w komérkach Pseudomonas vesicu-
laris 1 Pseudomonas sp. JS150 w glebach kontrol-
nych lub nieznaczny ich spadek (2—5%) w poréw-
naniu z glebami skazonymi moze wskazywac na
wazny udzial kwaséw z tej grupy w modyfikacji li-
pidéw btonowych w obecnosci fenolu w celu za-
pewnienia zaréwno wilasciwej ptynnosci, przepusz-
czalnosci, jak i integralnoSci btony. Wzrost stopnia
nasycenia btony w wyniku syntezy de novo kwa-
sow tluszczowych jest jednym z najpowszechniej
wystepujacych u bakterii mechanizméw adaptacji
do toksycznych zwiazkéw fenolowych. Taka zdol-
no$¢ bakterii do zmiany wlasciwosci btony
w obecnosci fenolu u szczepu E. coli K-12 i Pseu-
domonas putida P8, a w obecnosci 4-chlorofenolu
w komoérkach Pseudomonas putida NCTC 10936
obserwowali KEWELOH 1 in. (1991), HEIPIEPER 1 in.
(1992) oraz LOFFHAGEN i in. (2001). Nowo zsynte-
tyzowane kwasy nasycone prawdopodobnie wbu-
dowywane sg do fosfolipidéw btonowych w celu
naprawy blony uszkodzonej przez te zwiazki.
Wedlug PINKARTA 1 in. (1996), moze na to wskazy-
waé szybka wymiana kwaséw nasyconych w PG
i PE, obserwowana u Pseudomonas putida (szcze-
pu Idaho) w warunkach ekspozycji na o-ksylen.

Podobny do obserwowanego pod wpltywem
zwiazkow fenolowych efekt wzrostu ptynnosci
i przepuszczalno$ci blony komdérkowej bakterii
moze wywotywaé podwyzszona temperatura oraz
obecnos¢ w podtozu hodowlanym niektérych alko-
holi czy krétkotaricachowych kwaséw karboksylo-
wych. INGRAM (1976) wykazal na przyktad, ze
u E. coli K-12 CSH1 w obecnosci heksanolu
i kwasu octowego wzrastata zawartos¢ kwasow
12:0, 14:0 i 16:0, a LOFFHAGEN i in. (2001) stwier-
dzili wzrost udziatu kwasu 16:0 i 18:0 w komor-
kach Pseudomonas putida NCTC 10936, hodowa-
nych w temperaturze 40°C.

Wzrostowi zawartoSci kwaséw nasyconych, pro-
stotaricuchowych w komérkach bakterii Pseudomo-
nas vesicularis w poczatkowych dniach prowadze-
nia eksperymentu towarzyszyl wzrost udziatu pro-
centowego kwaséw rozgalezionych (11:0 iso, 15:0
iso, 15:0 anteiso 1 16:0 iso). W stosunku do ich za-
wartos$ci w dniu 1. z gleb L1 i L2 skazonych feno-
lem w stezeniu 1,7 mg g~! izolowano ich w dniu
32. wigcej odpowiednio o 10,41% i 9,02%, a z gle-
by G w dniu 16. o 13,26% wiecej. Wigkszy wzrost
ich udzialu obserwowano w glebach skazonych fe-
nolem w dawce 3,3 mg g~!. Z gleby L1 izolowano
ich w dniu 48. o 14,11% wigcej niz w dniu 1.,
z gleby L2 w dniu 32. o 13,25% wiecej, a z gleby
G w dniu 32. 0 16,71% wigcej. Z gleb L1 i L2 ska-
zonych 5,0 mg g! fenolu ekstrahowano ich nato-
miast w dniu 32. wigcej odpowiednio o 10,36%
i 16,05%, a z gleby G w dniu 16. o 14,60% wiece;.
W kolejnych dniach, w ktérych stgzenie wprowa-
dzonego fenolu systematycznie si¢ zmniejszato, ob-
serwowano spadek udzialu procentowego kwaséw
rozgatezionych. W nieskazonych glebach kontrol-
nych z wprowadzonym szczepem Pseudomonas ve-
sicularis udzial kwaséw rozgatgzionych przez caty
czas trwania eksperymentu byt podobny lub obser-
wowano nieznaczny wzrost ich zawartoSci, wy-
noszacy 4—6%. Przeciwnie, w komoérkach szczepu
Pseudomonas sp. IS150 wzrostowi zawartosci kwa-
sow nasyconych towarzyszyt znaczny spadek
udziatu kwaséw rozgatezionych, reprezentowanych
przez: 11:0 iso, 13:0 iso, 14:0 iso, 15:0 iso, 15:0 an-
teiso, 16:0 iso, 17:0 iso 1 19:0 iso. Réznica w za-
wartosci tych kwaséw migdzy dniem 1. a dniem 16.
w glebie L1 skazonej najnizszym stgzeniem fenolu
wynosita 12,75%, a miedzy dniem 1. a 48. w glebie
skazonej dawkami 3,3 mg ¢! i 5,0 mg g~! wynosita
odpowiednio 13,24% i 34,88%. Ze skazonej gleby
L2 takze izolowano znacznie mniej kwasow roz-
gatezionych. W dniu 48. ich zawartos¢ w glebie L2
skazonej najnizszym i najwyzszym stezeniem feno-
lu byta o 21,64% i 27,22% mniejsza niz w dniu 1.,
a w glebie skazonej dawka 3,3 mg g”' — 0 27,21%
mniejsza. Wsréd FAMEs uzyskanych z gleby G



skazonej wzrastajacymi st¢zeniami fenolu udziat
kwaséw rozgatgzionych w dniu 16. w poréwnaniu
z dniem 1. byl mniejszy odpowiednio o 20,79%,
24,39% i1 27,87%. W nastgpnych dniach, gdy steze-
nie wprowadzonego fenolu bylo coraz mniejsze,
zawartos¢ kwaséw rozgatezionych w komorkach
Pseudomonas sp. JS150 zwigkszata sig, a gdy
stwierdzono catkowity jego rozktad, byta podobna
do ich udzialu w komérkach w nieskazonych gle-
bach kontrolnych. Dla poréwnania, w komérkach
tych bakterii w kontrolnych glebach L1 i G tez na-
stgpowal spadek udzialu kwaséw rozgalgzionych,
ale byt on znacznie mniejszy niz w glebach ska-
zonych i1 wynosit okoto 7—9%. Wyjatek stanowita
kontrolna gleba L2, w ktérej zawarto§¢ kwasow
rozgatezionych w kolejnych dniach pomiaréw byta
podobna. Otrzymane wyniki wskazuja, ze szczepy
Pseudomonas vesicularis 1 Pseudomonas sp.
JS150, dodane pojedynczo do zanieczyszczonych
fenolem gleb, w odmienny sposéb regulowaty
ptynnos¢ i przepuszczalnos¢ blony z wykorzysta-
niem kwaséw rozgalezionych. Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze znacznie réznity si¢ one migdzy
soba zawartoscia tych kwaséow w profilu wyjscio-
wym FAMESs, przed introdukcja do gleb. Szczep
Pseudomonas vesicularis zawieral ich zaledwie
8,09%, a u Pseudomonas sp. JS150 byty one domi-
nujace w grupie kwaséw nasyconych, wsréd kto-
rych stanowity 57,85% wszystkich wyizolowanych
kwaséw. Z kolei zawartos¢ kwaséw rozgalezio-
nych, pochodzacych z gleb, do ktérych wprowa-
dzono oba te szczepy, rownoczesnie zwigkszata sig
w poczatkowych dniach prowadzenia oznaczen.
Nie byt to jednak znaczny wzrost i w stosunku do
ich zawarto$ci w dniu 1. w skazonej glebie L1 za-
wieral sig w przedziale 3,61—10,56% w ciagu
pierwszych 8 lub 16 dni, w L2 miescit si¢ w prze-
dziale 4,69—7,87% w ciagu 16 dni, a w glebie G
— w przedziale 0,95—1,44% w ciagu 4 lub 8 dni.
Jednoczesnie stwierdzono, ze zawarto$¢ kwasow
rozgatezionych u bakterii w glebach kontrolnych
byta podobna lub obserwowano nieznaczny jej spa-
dek, ktory nie przekraczat 4%.

Zmiany w sktadzie i zawartoSci kwaséw roz-
galezionych sa znanym z literatury mechanizmem
adaptacji bakterii do zwiazkéw toksycznych, jed-
nakze ich rola w budowie i funkcji btony komdrko-
wej nie jest dokladnie wyjasniona. Wzrost zawarto-
Sci kwasu 18:0 10Me obserwowat na przyktad
GUTIERREZ 1 in. (1999) u szczepu Rhodococcus sp.
33 w obecnosci benzenu, a kwaséw 15:0 iso, 15:0
anteiso, 18:0 10Me 1 19:0 10Me RHEE i in. (1996)
u szczepu Pimelobacter sp. KCTC 0074 BP
w obecnosci pirydyny. TsITKO i in. (1999) u szcze-
pu Rhodococcus opacus, hodowanego z dodatkiem
benzenu, fenolu, 4-chlorofenolu, chlorobenzenu

12 — Zmiany...

i toluenu, takze wykazali wzrost zawartosci kwa-
sOw rozgatezionych. Z kolei z badait UNELLA i in.
(2007) wynika, ze szczep Arthrobacter chlorophe-
nolicus A6 adaptuje si¢ do zmiennej temperatury
i obecnosci zwiazkéw fenolowych dzigki zmianie
proporcji w btonie ilosci kwaséw rozgatezionych
o izomerii anteiso do iso. Stwierdzili, ze komorki
rosnace w temperaturze 5°C zawieraly dwukrotnie
wigcej kwasOw o izomerii anteiso (stosunek ante-
iso/iso: 15,5) niz rosnace w temperaturze 28°C
(stosunek anteiso/iso: 7,8). W wyzszej temperatu-
rze i w obecnosci fenolu, 4-chlorofenolu oraz
4-nitrofenolu stosunek zawartosci kwasoéw o izo-
merii anteiso/iso zmniejszat si¢, co czynilo btong
bardziej sztywna i przeciwdziatalo wzrostowi jej
ptynnosci. Wplyw temperatury oraz zasolenia na
zawartos¢ kwasow rozgatezionych o izomerii iso
u szczepow Aeromonas caviae LMG 13455, A. hy-
drophila LMG 2844 i A. sobria LMG 3783 obser-
wowali takze CHICHIB 1 in. (2005).

Szczepy Pseudomonas vesicularis 1 Pseudomo-
nas sp. JS150 réznity si¢ takze migdzy sobq rodza-
jami i zawarto$cia procentowa hydroksykwaséw.
W komoérkach Pseudomonas vesicularis ich udziat
stanowit 8,53% wszystkich wyizolowanych kwaséw
i reprezentowane byly przez trzy kwasy: 10:0 30H,
12:0 20H i 12:0 30H, z kolei u Pseudomonas sp.
JS150 wystepowat tylko jeden hydroksykwas 12:0
30H, ktérego udziat w profilu FAMEs wynosit
2,05%. Po wprowadzeniu bakterii do skazonych fe-
nolem gleb L1, L2 i G zawarto$¢ kwaséw hydro-
ksylowych systematycznie si¢ zmniejszata lub nie
byty obecne wsrdd izolowanych FAMEs, co wska-
zuje na brak ich udziatu w mechanizmach adaptacji
bakterii do obecnosci tego zwiazku. Dla poréwna-
nia, w komoérkach obu szczepéw w nieskazonych
glebach kontrolnych w kolejnych dniach analiz
chromatograficznych kwasy te identyfikowano
z udziatem 2,04—7,16% u Pseudomonas vesicula-
ris, z udziatem 0,96—3,04% u Pseudomonas sp.
JS150 i 1,82—4,70%, gdy do gleb wprowadzono
oba te szczepy rownoczesnie.

Na szczeg6lng uwage sposréd kwaséw nasyco-
nych zastuguja kwasy cyklopropanowe 17:0 cy
i 19:0 ¢y wlOc. Pierwszy z nich identyfikowano
u obu szczepéw wprowadzonych do nieskazonych
gleb kontrolnych, we wszystkich dniach prowadze-
nia oznaczen, z kolei drugi byl nowym rodzajem
kwasu, syntetyzowanym przez bakterie wylacznie
w obecnosci fenolu. Kwas cyklopropanowy 17:0 cy
izolowano réwniez z gleb skazonych wszystkimi
stezeniami fenolu, zaréwno z pojedynczo, jak
i wspélnie wprowadzonymi szczepami Pseudomo-
nas vesicularis 1 Pseudomonas sp. JS150, ale
wylacznie w poczatkowych dniach eksperymentu.
Kwas 19:0 ¢y wlOc izolowano natomiast z nich od



dnia, w ktérym stwierdzono ponad 50% ubytek
wprowadzonego do nich substratu fenolowego,
a wigc nie byto to wczesniej niz w 16. dniu w gle-
bie L1, w 32. dniu w glebie L2 i w 8. dniu w gle-
bie G. Do tego czasu zawartos¢ kwasu 17:0 cy
w komorkach obu szczepéw we wszystkich gle-
bach skazonych fenolem malata lub bylo go brak
wsréd wyizolowanych FAMEs. Gdy pojawil sig
kwas 19:0 ¢y wlOc, z reguty nie obserwowano
obecnosci kwasu 17:0 ¢y w profilach FAMEs,
a gdy wystgpowat, wowczas jego udzial byl nie-
wielki i nie przekraczat 1%. Zawartos$¢ procentowa
kwasu 19:0 cy wlOc byta wysoka i u bakterii
Pseudomonas vesicularis wprowadzonych do gleb
L1, L2 i G skazonych wszystkimi st¢zeniami feno-
Iu miescita si¢ w przedziale 2,11—21,06%. Dla
poréwnania, jego udziat zawieratl si¢ w zakresie
6,25—38,60%, gdy izolowano go ze skazonych
wszystkimi stgzeniami fenolu gleb L1, L2 i G
z dodanym szczepem Pseudomonas sp. JS150, na-
tomiast ze skazonych gleb zawierajacych oba
szczepy, kwas 19:0 ¢y wlOc stanowil 7,21—
27,82% ogblnej zawartoSci wszystkich kwasow.
Jednoczesnie stwierdzono, ze kwas 19:0 cy wlOc
wystepowal u Pseudomonas vesicularis i Pseudo-
monas sp. JS150 do momentu, az wprowadzony do
gleb fenol nie ulegt catkowitej biodegradacji, cho¢
w tych dniach jego zawarto$¢ byta znacznie nizsza
w poréwnaniu z dniem, w ktérym pojawil si¢ po
raz pierwszy. Zaobserwowano réwniez, ze poja-
wieniu si¢ kwasu 19:0 cy wl0c towarzyszyt spadek
zawartoSci kwaséw nasyconych, prostotaficucho-
wych i rozgatezionych u Pseudomonas vesicularis,
spadek udziatu kwaséw  prostotaiicuchowych
i wzrost rozgatezionych u Pseudomonas sp. JS150,
a gdy oba szczepy wprowadzono do skazonych fe-
nolem gleb réwnoczesnie, obserwowano spadek
zawartosci zaréwno kwaséw prostotaricuchowych,
jak 1 rozgatezionych. Uzyskane wyniki dowodza,
ze kolejna reakcja bakterii Pseudomonas vesicula-
ris i Pseudomonas sp. JS150 w warunkach ekspo-
zycji na fenol, po ustaleniu odpowiedniego sktadu
i proporcji kwaséw prostotaicuchowych i1 roz-
gatezionych w fosfolipidach btonowych, byto two-
rzenie kwasu cyklopropanowego 19:0 cy wlOc.
Kwas ten mogt powsta¢ z kwasu nienasyconego
18:1 w9¢ w wyniku cyklizacji podwdjnego wiaza-
nia przez przylaczenie grupy —CH, pochodzacej
z S-adenozynometioniny. Stwierdzony spadek za-
wartosci tego kwasu w profilach FAMEs, uzyska-
nych z gleb L1, L2 i G skazonych wszystkimi stg-
zeniami fenolu i zawierajacych zaréwno pojedyn-
czo wprowadzone do nich szczepy, jak i ich
mieszaning, moze wskazywaé, ze taka reakcja
w ich komdrkach prawdopodobnie zachodzita.
Dzigki przeprowadzonym analizom loséw kwaséw

cyklopropanowych 17:0 ¢y i 19:0 ¢y wlOc w ko-
moérkach Pseudomonas vesicularis i Pseudomonas
sp. JS150 w obecnosci réznych stgzen fenolu wy-
daje sie, ze sposrdd nich kwas 19:0 cy wl0c moze
by¢ wygodnym biomarkerem w ocenie stopnia
usuwania fenolu ze srodowiska glebowego. W ja-
kim celu bakterie syntetyzuja kwasy cyklopropano-
we 1 jaka odgrywaja one role fizjologiczna, dotad
nie wyjasniono. Prawdopodobnie kwasy z pierscie-
niem cyklopropanowym usztywniaja btong, redu-
kuja efekt wpltywu temperatury na jej wlasciwosci
oraz ograniczaja ruchy i oddziatywania migedzy
konicami taricuchéw acylowych sasiadujacych fos-
folipidéw (DUFOURE 1 in., 1984; GROGAN, CRONAN,
1997). Tworzenie kwaséw z pierScieniem cyklo-
propanowym chroni komorki bakterii nie tylko
przed toksycznym dziataniem zwigzkéw aroma-
tycznych czy alkoholi alifatycznych, lecz takze
przed zmianami temperatury, ciSnienia i zasolenia
(DENICH 1 in., 2003; KABELITZ i in., 2003; CHICHIB
1 in., 2005).

Poza kwasami prostotaricuchowymi, rozgalgzio-
nymi i cyklopropanowymi, analizie poddano takze
kwasy nienasycone, reprezentowane u Pseudo-
monas vesicularis przez: 16:1 w7c, 17:1 w9c, 18:1
w7c, 18:1 w8c, 18:1 w9c 1 18:1 w7c/wt/wl2t,
a u Pseudomonas sp. JIS150 przez: 16:1 w7c, 17:1
w9c, 18:1 w9c 1 18:1 w7c/w9t/wl12t. Stwierdzono, ze
zawarto$¢ tych kwaséw w komorkach obu szcze-
péw wprowadzonych do skazonych wszystkimi ste-
zeniami fenolu gleb L1, L2 i G zmniejszata si¢ do
dnia, w ktérym izolowano z nich po raz pierwszy
kwas cyklopropanowy 19:0 cy wlOc lub do dnia,
w ktérym jego zawarto$¢ procentowa byta najwyz-
sza, a w komorkach tych bakterii w nieskazonych
glebach kontrolnych utrzymywata si¢ na podobnym
poziomie. Wedlug KEWELOHA i HEIPIEPERA (1996),
obecnos¢ kwaséw nienasyconych w konfiguracji cis
w fosfolipidach btonowych czyni btong mniej
sztywna, bardziej nieuporzadkowana 1 plynna
w poréwnaniu z kwasami nasyconymi i nienasyco-
nymi w konfiguracji trans. Z powodu braku mozli-
wosci swobodnej rotacji migdzy atomami wegla
tworzacymi  wiazanie podwdjne w  kwasach
ttuszczowych w konfiguracji cis nie dochodzi do
wytworzenia optymalnych oddziatywan hydrofobo-
wych migdzy taficuchami acylowymi fosfolipido-
wych kwaséw tluszczowych, co zmniejsza stopien
uporzadkowania lipidéw blony i nie chroni w do-
statecznym stopniu komoérki przed wptywem do jej
wnetrza zwiazkow toksycznych. Aby temu zapo-
biec, niektére gatunki bakterii przeprowadzaja
reakcje  izomeryzacji  nienasyconych kwaséw
thuszczowych w konfiguracji cis do postaci trans.
Taki mechanizm adaptacji do obecnosci zwiazkéw
fenolowych opisano na przyklad u bakterii Pseudo-



monas putida P8 i Pseudomonas putida NCTC
10936 (HEIPIEPER 1 in., 1992; LOFFHAGEN 1 in.,
2001), a nie wystepowal on w szczepach Lactoba-
cillus plantarum 1 Ralstonia eutropha H850
(Rozks, PERrEs, 1998; KiMm i in., 2001). Reakcji ta-
kiej nie przeprowadzaty takze wykorzystane w ba-
daniach szczepy Pseudomonas vesicularis i Pseu-
domonas sp. JS150.

Dobrym wskaznikiem stopnia rozktadu fenolu
w glebach L1, L2 i G przez Pseudomonas vesicula-
ris 1 Pseudomonas sp. JS150 byla takze wartos¢
stosunku kwaséw nasyconych do nienasyconych.
Stosunek ten najwyzsze wartosci przyjmowal, gdy
stezenie wprowadzonego do gleb fenolu zmniej-
szyto si¢ o ponad 50% i gdy zawarto$¢ kwasu cy-
klopropanowego 19:0 ¢y w10c u obu szczepdw byta
najwyzsza. W komorkach Pseudomonas vesicula-
ris, wprowadzonych do gleby L1 skazonej fenolem
w stezeniach 1,7 mg g!, 3,3 mg g i 5,0 mg g',
warto$¢ tego stosunku wzrosta odpowiednio z 1,79
w dniu 1. do 2,84 w dniu 32., z 1,86 do 6,13
w dniu 48. 1 z 2,07 do 9,03 w dniu 64., a w komér-
kach Pseudomonas sp. JS150 z 5,49 w dniu 1. do
6,79 w dniu 16., z 5,64 do 13,64 w dniu 32.
iz 588 do 14,08 w dniu 48. Dla poréwnania,
w komoérkach Pseudomonas vesicularis w glebie G
skazonej tymi dawkami fenolu najwyzsza warto$¢
stosunku kwaséw nasyconych do nienasyconych
wynosita odpowiednio: 7,22 w dniu 16., 8,88
w dniu 16. i 8,62 w dniu 32. i byta 3—4-krotnie
wyzsza niz w dniu 1. Z kolei w komoérkach Pseu-
domonas sp. JS150 wprowadzonych do skazonej fe-
nolem gleby G stosunek kwaséw nasyconych do
nienasyconych najwyzsza warto$¢ wynoszaca 9,13
przyjmowat w dniu 16., gdy skazono ja dawka fe-
nolu 1,7 mg ¢!, 13,10 w dniu 16., gdy wprowadzo-
no do niej 3,3 mg ¢! fenolu, i 16,83 w dniu 32.,
gdy skazono ja dawka 5,0 mg g tego zwiazku
1 byt 2—3-krotnie wyzszy w poréwnaniu z jego
warto$cia w 1. dniu. Podobng zalezno$¢ migdzy
wartoscia stosunku kwaséw nasyconych do niena-
syconych a stopniem rozktadu wprowadzonego fe-
nolu obserwowano takze w komoérkach Pseudomo-
nas vesicularis i Pseudomonas sp. JS150, dodanych
réwnoczesnie do gleb L1, L2 i G. Dla poréwnania,
stosunek ten u bakterii Pseudomonas vesicularis
w nieskazonych glebach kontrolnych zawierat sie
w przedziale 1,29—2,26, u Pseudomonas sp. JS150
— w granicach 3,71—4.,91, a gdy oba te szczepy
wprowadzono do nich w postaci mieszaniny,
ksztattowat sie w zakresie 1,94—2,97. Wzrost sto-
sunku kwas6éw nasyconych do nienasyconych w ko-
moérkach Rhodococcus sp. 33 w obecnosci benzenu
oraz u Ralstonia eutropha H850 w obecnosci bife-
nylu stwierdzili réwniez GUTIERREZ i in. (1999)
oraz KM 1 in. (2001).

Z przeprowadzonych analiz sktadu i zawartosci
kwaséw ttuszczowych w komoérkach badanych
szczepow podczas rozktadu przez nie fenolu w gle-
bach L1, L2 i G wynika, ze w zaleznosci od
aktualnego stg¢zenia tego zwiazku w glebie urucha-
mialy one rézne mechanizmy, pozwalajace na
utrzymanie wtasciwej ptynnosci btony komoérkowej
i prawidtowe jej funkcjonowanie. Gdy stgzenie fe-
nolu byto wysokie, gtéwna reakcje obu szczepéw
stanowita synteza de novo i zmiany w skladzie
kwaséw nasyconych 1 rozgatgzionych, a gdy
zmniejszylo si¢ o ponad potowe, bakterie tworzyty
kwas cyklopropanowy 19:0 cy wl0c. Obserwowane
zmiany w skladzie kwaséw tluszczowych u obu
szczepéw w czasie degradacji fenolu znalazly od-
zwierciedlenie w wartosci stosunku kwasow nasy-
conych do nienasyconych, ktéry wspélnie z kwa-
sem cyklopropanowym 19:0 cy wl0c mozna uznaé
za wskazniki oceny stopnia eliminacji fenolu z gle-
by z udziatem tych bakterii.

Przed przystapieniem do bioaugmentacji gleb
L1, L2 i G, z uzyciem mieszaniny szczepéw
Pseudomonas  vesicularis 1 Pseudomonas  sp.
JS150, dokonano poréwnania profili wyizolowa-
nych z nich kwaséw tluszczowych, co uzupetnito
charakterystyke gleb o informacje o mozliwym
sktadzie mikroflory autochtonicznej. Stwierdzono,
ze we wszystkich glebach wystgpowaly bakterie
Gram-ujemne, poniewaz ws$réd wizolowanych
z nich FAMEs byty obecne markerowe dla tej gru-
py mikrobiologicznej kwasy 16:1 w5c, 16:1 w7c¢
i 17:0 cy, oraz bakterie Gram-dodatnie, wyrdzniane
na podstawie obecnosci kwaséw rozgatgzionych
15:0 iso oraz 15:0 anteiso (CAVIGELLI i in., 1995;
PENNANEN 1 in., 1998; ZELLES, 1999 a, 1999 b).
O obecnosci bakterii z rodzaju Pseudomonas
w glebach L1 1 G $§wiadczyt kwas 18:1
w7c/wIt/wl2t, a obecnos¢ grzybéw we wszystkich
glebach potwierdzaty markerowe dla tej grupy mi-
kroorganizméw kwasy 18:2 w6,9c oraz 16:1 w5Sc
(HAACK 1 in., 1994; FROSTEGARD 1 in., 1996; OLs-
SON, 1999). Kwas 16:1 w5c moze takze wskazywac
na wystepowanie w glebach bakterii z rodzaju Cy-
tophaga 1 Flavobacterium oraz grzybéw mikoryzo-
wych, a 15:0 anteiso na obecno$¢ bakterii z rodza-
ju Arthrobacter (FROSTEGARD 1 in., 1993 a; Haack
11n., 1994; KELLY i in., 1999 a; OLssoN, 1999). Nie
zidentyfikowano natomiast w zadnej z gleb kwa-
sow 16:0 10Me, 17:0 10Me i 18:0 10Me, typowych
dla promieniowcéw (ZELLES, 1999 a). Chociaz pro-
file kwasow moga wskazywaé na podobiefistwo
w sktadzie mikroorganizméw zasiedlajacych gleby
L1, L2 i G, to r6zna zawarto$¢ procentowa po-
szczegllnych kwaséw markerowych moze Swiad-
czyé, 7ze dominujacymi byly w nich inne rodzaje
czy grupy mikrobiologiczne.
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7 analiz kwaséw ttuszczowych, przeprowadzo-
nych dla gleb L1, L2 i G poddanych bioaugmenta-
cji z uzyciem mieszaniny szczepow Pseudomonas
vesicularis 1 Pseudomonas sp. JS150 i skazonych
fenolem w stezeniach 1,7 mg g7, 3,3 mg g
i 5,0 mg ¢!, wynika, ze najwigksze zmiany wsréd
izolowanych z tych gleb FAMEs dotyczyly kwa-
sow cyklopropanowych 17:0 ¢y i 19:0 ¢y wlOc.
Pierwszy z nich najwyzsza zawartoscia charakte-
ryzowal si¢ z reguly w ciagu pierwszych 4 lub 8
dni od wprowadzenia obu szczepéw do gleb, nato-
miast w kolejnych dniach jego udziat gwattownie
malat. Tak nagly spadek jego zawartosci skorelo-
wany byl z pojawieniem si¢ nowego kwasu o bu-
dowie cyklicznej 19:0 wl0c. Obecnos¢ tego kwasu
w profilach FAMEs zalezata od aktualnego steze-
nia fenolu w glebie i niezaleznie od dawki fenolu,
jaka skazono gleby L1, L2 i G, izolowano go
z nich wylacznie wtedy, gdy ubytek wprowadzo-
nego fenolu wynosit 50—60%. Poniewaz rozktad
fenolu w glebach bioaugmentowanych zachodzit
szybciej niz przez wprowadzone do sterylnych
gleb szczepy Pseudomonas vesicularis i/lub Pseu-
domonas sp. JS150, izolowano go z nich znacznie
wczesniej, tzn. w 4. lub 8. dniu trwania ekspery-
mentu. Z kolei w zalezno$ci od stezenia fenolu,
jakim skazono gleby, oraz od rodzaju gleby
ksztattowatl si¢ jego udziat procentowy. Najwyzszy
byt w glebie L1, skazonej najwyzszym stezeniem
fenolu 5,0 mg ¢!, i stanowit w 8. dniu 23,44%
ogolnej zawartosci wszystkich kwaséw w prébie.
Najnizszy byt natomiast w glebie L2 zanieczysz-
czonej fenolem w dawce 1,7 mg g!, w ktérej wy-
nosit w 16. dniu 10,59%. W kolejnych dniach
wraz ze spadkiem st¢zenia wprowadzonego fenolu
jego zawarto$¢ si¢ zmniejszata. Zwigkszat si¢ na-
tomiast udzial kwasu 18:1 w9c, co moze wskazy-
wacé na istotng jego role w procesie postsyntetycz-
nej modyfikacji do kwasu cyklopropanowego. Po-
dobna zalezno$¢ migdzy zawartoscia kwasu 19:0
cy wl0c a aktualnym st¢zeniem i rodzajem gleby
obserwowano w niebioaugmentowanych glebach
skazonych fenolem, z kolei z gleb poddanych bio-
augmentacji, a nieskazonych fenolem, poza kwa-
sem 17:0 cy, nie izolowano innego kwasu cyklo-
propanowego. Wyniki te potwierdzaja istotng rolg
kwasu 19:0 ¢y wlOc w mechanizmach adaptacji do
obecnosci fenolu nie tylko wyselekcjonowanych
laboratoryjnie szczepéw Pseudomonas vesicularis
1 Pseudomonas sp. JS150, lecz takze innych ga-
tunkéw mikroorganizméw naturalnie zasiedla-
jacych glebe. Konieczne sa jednak dalsze badania
na poziomie fizjologicznym i genetycznym, wy-
jasniajace dokladny mechanizm tworzenia tego
kwasu i jego regulacje w zaleznoSci od st¢zenia
fenolu.

W  bioaugmentowanych i skazonych fenolem
glebach L1, L2 i G zmieniat si¢ takze udzial kwa-
sOow prostotaricuchowych i1 rozgatgzionych, ale
w znacznie mniejszym stopniu niz w glebach ste-
rylnych, do ktérych wprowadzono szczepy Pseudo-
monas vesicularis i/lub Pseudomonas sp. JS150.
W poddanej bioaugmentacji glebie L1 skazonej
wszystkimi st¢zeniami fenolu stwierdzono wzrost
zawartosci kwasow prostotaiicuchowych w ciagu
pierwszych 4 dni o okoto 2—3% i 0 6—7% kwa-
sow rozgale¢zionych, w glebie G w tym czasie o od-
powiednio 2—4% i 3—6%, a w glebie L2 w ciagu
32 dni 0 8% i 1—4%. Dla poréwnania, w glebach
niebioaugmentowanych i skazonych fenolem wzrost
zawartoSci kwaséw prostotaficuchowych 1 roz-
galezionych w poczatkowych dniach byl wigkszy
i wynosit okoto 4—5% i 7—9% w L1, 3—7,5%
i 2—10,5% w L2 oraz 0,5—5,5% 1 10—13%
w glebie G. Z kolei udzial kwaséw hydroksylo-
wych w glebach skazonych pozostawal na podob-
nym poziomie, zmniejszal si¢ lub nie byly one
obecne wsrdd wyizolowanych FAMEs, co wskazuje
na mniejszy ich udziat w regulacji ptynnosci btony
u bakterii w obecnosci fenolu. Stwierdzono takze,
7e wzrostowi zawartosci procentowej kwaséw pro-
stotadicuchowych i rozgatgzionych u mikroorgani-
zméw w glebach skazonych fenolem towarzyszyt
spadek udziatu kwaséw nienasyconych, zazwyczaj
do dnia, w ktérym izolowano z nich po raz pierw-
szy kwas cyklopropanowy 19:0 ¢y wlOc, lub do
dnia, w ktérym jego udzial byl najwyzszy. Sposréd
kwaséw nienasyconych, izolowanych z bioaugmen-
towanych gleb L1, L2 i G skazonych wszystkimi
stezeniami fenolu, na uwage zastuguje kwas 18:1
w7clw9t/wl2t, ktérego udziat w kolejnych dniach
oznaczen zawieral si¢ w przedziale 1,98—4,78%.
Jego obecnos$¢ moze §wiadczy¢ o szybkiej aklima-
tyzacji wprowadzonych szczepow Pseudomonas ve-
sicularis 1 Pseudomonas sp. JS150 do nowego dla
nich Srodowiska zycia. Ze skazonych fenolem gleb
L1 i G z mikroflora autochtoniczng kwas ten takze
izolowano z udziatem 0,69—1,19%, co moze wska-
zywaé na wystgpowanie w nich bakterii z rodzaju
Pseudomonas, natomiast nie identyfikowano go
wsréd ekstrahowanych FAMEs z gleby L2. W gle-
bie L2 sposréd kwaséw nienasyconych wysokim
udzialem charakteryzowaly si¢ kwasy 15:1 w5c
i 18:2 w6,9¢c, potwierdzajace dominacje w nigj
grzybow.

Podobnie jak podczas rozktadu fenolu przez
szczepy Pseudomonas vesicularis i/lub Pseudomo-
nas sp. JS150 dodane do gleb sterylnych, tak
i w skazonych glebach poddanych i niepoddanych
bioaugmentacji dobrym wskaZnikiem stopnia de-
gradacji wprowadzonego do nich fenolu okazat si¢
stosunek kwasdéw nasyconych do nienasyconych.



Zaobserwowano, ze gdy stezenie fenolu w glebach
bylo dos¢ wysokie, warto$¢ tego stosunku w kolej-
nych dniach si¢ zwigkszata, a gdy stwierdzono
ubytek ponad 50% wyjsciowej jego dawki — sys-
tematycznie si¢ zmniejszata. W skazonych fenolem
glebach niebioaugmentowanych warto$¢ stosunku
kwaséw nasyconych do nienasyconych takze wzra-
stala, ale nie przyjmowata tak wysokich wartosci,
jak w glebach poddanych bioaugmentacji, co
mogto wynika¢ ze znacznie mniejszej liczebnosci
obecnych w nich mikroorganizméw. W glebach L1
i G poddanych bioaugmentacji i skazonych fe-
nolem w stezeniach 1,7 mg g, 3,3 mg g
i 5,0 mg g wartos¢ tego stosunku zawierala sig
odpowiednio w przedziatach — 2,85—11,74
i 3,08—10,92, a dla poréwnania, w glebach L1 i G
bez wprowadzonych szczepéw byly to zakresy:
1,05—3,68 i 1,09—6,55.

Z przeprowadzonych badai wynika, ze z metody
MIDI-FAME mozna korzysta¢ w monitorowaniu
postepu eliminacji fenolu z gleby. Na podstawie
analizy profili kwaséw ttuszczowych oraz wartosci
stosunku kwaséw nasyconych do nienasyconych
mozna oceni¢, czy zachodzi mikrobiologiczny
rozktad fenolu w glebie, a informacje o kwasie
z pierScieniem cyklopropanowym 19:0 cy wlOc
moga wskazywaé na stopien zaawansowania tego
procesu. Ze wzgledu na stwierdzona przydatnosé
zaréwno stosunku kwaséw nasyconych do nienasy-
conych, jak i kwasu 19:0 ¢y wl0Oc do oceny stopnia
mikrobiologicznego rozktadu fenolu, mozna uznaé
je za dobre markery zanieczyszczenia Srodowiska
tym zwiazkiem.

Dotychczas metod¢ MIDI-FAME stosowano
przede wszystkim w badaniach bioréznorodnos$ci
mikroorganizméw réznych Srodowisk, zaréwno
wolnych od zanieczyszczen, jak i skazonych rézny-
mi zwiazkami organicznymi. RITCHIE i in. (2000)
uzyli jej na przyktad do charakterystyki zespotow
mikroorganizméw w glebach porosnigtych trawami,
kostrzewa i rajgrasem, a IBEKWE i KENNEDY (1999)
— do badania zréznicowania mikroorganizmdw
w strefie korzeniowej i pozakorzeniowej w zalezno-
$ci od tego, czy uprawiano na nich zboza czy rosli-
ny straczkowe. FRrIES 1 in. (1997), stosujac metode
MIDI-FAME, oceniali skiad zespotéw mikroorga-
nizméw w Srodowisku wodnym w obecnosci to-
luenu i fenolu jako dodatkowych Zrédet wegla
w  kometabolicznym rozktadzie trichloroetenu,
a BANOWETZ i in. (2006) uzyli jej do badania stabil-
nosci profili FAMEs po zalaniu gleby woda. Z ko-
lei SHUTTER 1 Dick (2000) oraz DRENOWSKY i in.
(2004) poréwnywali metody MIDI-FAME i PLFA
pod wzgledem poziomu detekcji poszczegdlnych
kwaséw ttuszczowych 1 precyzyjnosci ekstrakcji
FAME:s z prébek réznych gleb. Na podstawie uzy-
skanych wynikéw dokonali oceny sktadu zespotéw
mikroorganizméw w glebach, na ktérych uprawia-
no zboza, warzywa, bawelng, winogrona, w gle-
bach pochodzacych z plantacji drzew migdato-
wych, figowych i orzecha wiloskiego, glebach
lesnych, takowych z szafranami oraz ugorach. Wy-
korzystanie metody MIDI-FAME do monitorowa-
nia stopnia usuwania fenolu z gleby moze by¢ no-
wym jej zastosowaniem w badaniach Srodowisko-
wych.



6. Ogolne wnioski

. Rozklad fenolu przez wybrane szczepy bakterii
z rodzaju Pseudomonas zalezal od rodzaju gle-
by, do ktérej je wprowadzono, stopnia jej skaze-
nia oraz skiadu inokulum.

. Stwierdzono bezposrednia zalezno$¢ migdzy
tempem eliminacji fenolu z gleby a przezywal-
noscia wprowadzonych do niej szczepow.

. Analiza profili kwaséw ttuszczowych umozli-
wita monitorowanie proceséw degradacyjnych
zachodzacych z udziatem bakterii w glebie oraz
oceng stopnia zanieczyszczenia Srodowiska gle-
bowego tym zwiazkiem.

. Wykazano zréznicowanie mechanizméw regu-
lujacych ptynnos$¢ i przepuszczalnos¢ bakteryj-
nej blony komérkowej w zaleznosci od aktualne-
go stgzenia fenolu w glebie.
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5. Obserwowane zmiany w skladzie kwasow

thuszczowych u wyselekcjonowanych laborato-
ryjnie szczepdw bakterii z rodzaju Pseudomonas
oraz u bakterii naturalnie zasiedlajacych glebe
wskazuja, ze mechanizmy adaptacji do obecno-
Sci fenolu byty u nich podobne.

. Uzyskane wyniki pokazuja, Zze bioaugmentacja

z wykorzystaniem badanych szczepéw bakterii
jest skuteczng metoda usuwania fenolu ze Srodo-
wiska glebowego.

. Za biomarkery stopnia zanieczyszczenia gleby

fenolem uznano kwas cyklopropanowy 19:0 cy
w10c oraz stosunek kwaséw nasyconych do nie-
nasyconych.
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Agnieszka Mrozik

Changes in bacterial fatty acid composition during phenol degradation
in soil

Summary

The aim of this study was to investigate the effects of
phenol on fatty acid composition of Pseudomonas
vesicularis and Pseudomonas sp. JS150 strains intro-
duced into sterile L1, L2 and G soils and in Pseudomo-
nas-inoculated non-sterile soils. Phenol was added to all
soils at the concentration of 1.7 mg g7, 3.3 mg ¢! and
5.0 mg g~!. Simultaneously, the survival of both strains
introduced into soils was estimated. The investigations
were conducted in four separate experimental arrange-
ments. The first comprised sterile soils with introduced
Pseudomonas vesicularis strain, the second — sterile
soils with Pseudomonas sp. JS150, the third-sterile soils
containing the mixture of these strains and the fourth —
Pseudomonas-inoculated non-sterile soils. FAMEs ex-
tracted from these soils at the following sampling days
were analysed by GC method and identified using soft-
ware Sherlock, 3,90.

It was found that phenol degradation by Pseudomo-
nas vesicularis or/and Pseudomonas sp. JS150 depended
on type of soil, phenol contamination and inoculum
composition. The highest phenol removal at each con-
centration in L1, L2 and G soils was observed when
bacteria were used as a mixture, phenol was metabo-
lized slower by Pseudomonas sp. JS150 and much
slower by Pseudomonas vesicularis. It was also demon-
strated that independently on inoculum composition
phenol degradation rate varied depending on type of
soil. In G soil with the highest amount of organic matter
phenol degradation proceeded faster than in L1 soil with
intermediate amount of organic matter and in L2 soil
with the lowest amount of organic matter. Obtained re-
sults also indicated that increasing dose of phenol made
its biodegradation much longer. On the basis of bacte-
rial counts it was showed that Pseudomonas sp. JS150
strain better survived both in phenol-polluted and the
unpolluted soils in comparison with Pseudomonas
vesicularis.  Bioaugmentation  with  Pseudomonas
vesicularis and Pseudomonas sp. JS150 strain in all
soils resulted in the increase of effectiveness of phenol
removal as compared to control samples. It indicated
that the interactions between autochtonous bacteria and
strains introduced into soils were synergic.

The analyses of fatty acid percentages and composi-
tion in bacterial cells showed that they regulated of
membrane fluidity and permeability in response to ac-
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tual phenol concentration in soil. The first reaction of
both strains in the presence of phenol added was de
novo synthesis and changes in composition of saturated,
straight-chain and branched fatty acids at the beginning
days of experiment. While the phenol concentration de-
creased above 50% of dose used cyclopropane fatty acid
19:0 ¢y wl0c from these cells was isolated. In turn, the
abundance of hydroxy fatty acids in that time decreased
or they were not present in FAMEs profiles. The ratio
of saturated/unsaturated fatty acids appeared the useful
marker for rate of phenol degradation by Pseudomonas
vesicularis or/and Pseudomonas sp. JS150. At the first
days of experiment when phenol concentration in soils
was high saturated/unsaturated ratio increased. It highest
value was calculated generally at day when the abun-
dance of 19:0 cy wlOc fatty acid was the highest
whereas at the following days simultaneously with phe-
nol removal it decreased. The value of sat/unsat ratio
varied in response to the type of soil, inoculum compo-
sition and dose of phenol added. The similar correla-
tions between phenol concentration, the presence of
19:0 ¢y wl0c fatty acid and value of sat/unsat ratio were
observed in phenol amended and Pseudomonas-inocu-
lated soils and phenol amended but not-inoculated soils.
The abundance of saturated, straight-chain and branched
fatty acids changed also in these soils but the changes
were significantly lower as compared to sterile soils
with introduced of Pseudomonas vesicularis or/and
Pseudomonas sp. JS150 strains. In turn, the amount of
hydroxy fatty acids isolated from these soils remained at
the similar level. It indicates that adaptive mechanisms
to the presence of phenol were similar both in labora-
tory selective of Pseudomonas vesicularis and Pseudo-
monas sp. JS150 strains and in other species of bacteria
naturally existing in soil.

It was confirmed that MIDI-FAME method could be
used to monitor the progress of phenol elimination from
soil. On the basis of fatty acid profiles and analysis of
value of sat/unsat ratio it is possible to estimate if deg-
radation of phenol by microorganisms in soil proceeds
and the presence and abundance of 19:0 cy wlOc fatty
acid indicate the progress of this process. For this rea-
son, they may be good biomarkers of phenol contami-
nated environments.
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Agnieszka Mrozik

Die Verinderungen in der Zusammensetzung der bakteriellen Fettsiuren wihrend
des Phenolzerfalls im Boden

Zusammenfassung

Zum Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Einwir-
kung des Phenols auf die Zusammensetzung der Fett-
sdauren bei den Stidmmen Pseudomonas vesicularis und
Pseudomonas sp. JS150 in sterilen Boden L1, L2 und G,
und in nicht sterilen, mit Hilfe der genannten Stimme
bioaugmentierten Boden. Alle Boden wurden mit dem
Phenol in der Konzentration von 1,7 mg ¢!, 3,3 mg g
und 5,0 mg g! verpestet. Gleichzeitig untersuchte man
die Lebensfidhigkeit der beiden Bakterienstimme nach
deren Introduktion in den Boden. Die Untersuchungen
wurden in vier Versuchssystemen durchgefiihrt. Das ers-
te System bildeten sterile Boden, zu denen der Stamm
Pseudomonas vesicularis gegeben wurde, das zweite —
sterile Boden mit Pseudomonas sp. JS150, das dritte —
sterile Boden mit einer Mischung von den zwei genann-
ten Stimmen, und das vierte System — nicht sterile,
mittels der beiden Stimme bioaugmentierte Boden. Die
aus den Boden in den einzelnen Versuchstagen gewon-
nenen FAMEs wurden mittels der GC Methode getrennt
und mittels der Sherlock-Software (Version 3,90) identi-
fiziert.

Der durch die in sterile Boden L1, L2 und G einge-
fuhrten Bakterienstimme Pseudomonas vesicularis
und/oder Pseodomonas sp. JS150 verursachte Phenol-
zerfall hing von der Bodenart, deren Verpestungsgrad
und der Zusammensetzung des Inokulums ab. Am
schnellsten wurden alle Phenolkonzentrationen in L1,
L2 und G-Boden von dem Bakteriengemisch zerfallen.
Der Stamm Pseudomonas sp. JS150 verursachte den
langsameren und der Stamm Pseudomonas vesicularis
den langsamsten Phenolzerfall. AuBlerdem stellte man
Folgendes fest: unabhingig von der Inokulumszusam-
mensetzung kam es zum schnellsten mikrobiologischen
Phenolzerfall im G-Boden mit dem hochsten Gehalt der
organischen Materie, zum langsameren Phenolzerfall im
L1-Boden mit mittlerem Gehalt der organischen Materie
und zum langsamsten Zerfall in dem an organischer
Materie armen L2-Boden. Je hoher die in die Boden ei-
gefiihrte Phenolgabe war, desto lianger dauerte es, bis
die sich in den Boden befindenden Bakterienstimme zur
volliger Degradation des Phenols gefiihrt haben. Auf-
grund der Bakterienzdhlung wurde festgestellt, dass eine
bessere Lebensfihigkeit nicht nur in den mit Phenol
verpesteten Boden, sondern auch in den Kontrollboden
bei dem Stamm Pseudomonas sp. JS150 aufgewiesen

wurde. Der Bioaugmentationseffekt der Boden mit dem
Gemisch von den beiden Bakterienstimmen konnte be-
friedigend beurteilt werden, denn die Effizienz des da-
raus eliminierten Phenols im Vergleich zu Kontrollbo-
den wesentlich groBer war. Die Ursache dafiir kann
synergistische Wechselwirkung zwischen den autoch-
thonen Bakterien und den neu eingefiihrten Bakteriens-
timmen sein.

Aus den Analysen der Zusammensetzung und des
Gehaltes von Fettsduren in den Zellen der untersuchten
Bakterienstimme wihrend der Phenolzersetzung im Bo-
den geht Folgendes hervor: je nach der aktuellen Phe-
nolkonzentration im Boden werden von den Fettsduren
verschiedene Mechanismen in Gang gebracht, welche
die Fliissigkeit und die Durchléssigkeit der Zellhaut zu
regulieren haben. Die beiden Bakterienstimme reagier-
ten auf den Phenol mit der de novo Synthese und der
Verianderung in der Zusammensetzung von unverzweig-
ten und verzweigten gesittigten Fettsduren. Wenn sich
die Konzentration des eingefiihrten Phenols um iiber
eine Hilfte verringert hatte, wurde aus den Bakterien-
zellen die Zyklopropansdure 19:0 cy wlOc abgesondert.
Der Gehalt von Hydroxylsduren in den Zellen der bei-
den Bakterienstimme war wihrend des Phenolzerfalls
niedriger oder die Sdure war in den FAMEs Profilen gar
nicht vorhanden. Als ein guter Indikator fiir den Grad
des von Pseudomonas vesicularis und/oder Pseudomo-
nas sp. JS150 in den Boden ablaufenden Phenolzerfalls
zeigte sich das Verhiltnis von den gesittigten und unge-
sattigten Fettsduren. In den ersten Tagen bei hoher Phe-
nolkonzentration wurde dieses Verhiltnis hoher. Den
hochsten Wert erreichte es meist an dem Tag, als der
hochste Gehalt von der Séure 19:0 ¢y wlOc beobachtet
wurde. In den néchsten Tagen mit niedrigeren Phenol-
konzentrationen in den Boden wurde das Verhiltnis im-
mer niedriger. Das Verhiltnis von den gesittigten und
ungesittigten Fettsduren hing von der Bodenart, der Zu-
sammensetzung des Inokulums und der Gabe des zur
Bodenverpestung verwendeten Phenols ab. Solche
Wechselwirkungen zwischen der Phenolkonzentration,
dem Vorkommen von der Sdure 19:0 ¢y wlOc und dem
Verhiltnis von den gesittigten und ungesittigten Fett-
sduren wurden auch sowohl in den bioaugmentierten,
wie auch in den nicht augmentierten phenolverpesteten
Boden festgestellt. In den Boden wurde der Anteil von
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unverzweigten und verzweigten Fettsduren weniger ver-
dndert als in sterilen Boden mit den Stimmen von Pseu-
domonas vesicularis und/oder Pseudomonas sp. JS150,
der Anteil von Oxykarbonsduren dagegen war in den
beiden Boden dhnlich. Das kann auf dhnliche Mechanis-
men der Anpassung ans Phenolvorhandensein nicht nur
bei laborausgewdhlten Stimmen Pseudomonas vesicula-
ris und Pseudomonas sp. JS150, sondern auch bei ande-
ren, in den untersuchten Boden natiirlicherweise ange-
siedelten Mikroorganismen hindeuten.

14*

Es wurde festgestellt, dass man die MIDI-FAME-
-Methode zum Uberwachen der Phenolausscheidungs-
progression aus dem Boden anwenden kann. Die Analy-
se von den Fettsdureprofilen und von dem Verhiltnis
von den gesittigten und ungesittigten Fettsduren kann
zur Bestidtigung des Phenolverfalls im Boden verwendet
werden; das Vorhandensein und der Prozentgehalt von
der 19:0 ¢y wlOc Sdure kann auf den Entwicklungsrad
des Prozesses hindeuten. So konnen die Fettsdure als
Biomarkers der Bodenverunreinigung mit Phenol be-
trachtet werden.
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