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KATARZYNA CZACZYK, KAMILA MYSZKA

BIOSYNTEZA EGZOPOLISACHARYDOW I ICH ROLA
W ADHEZJI BACILLUS MEGATERIUM
DO POWIERZCHNI STALI NIERDZEWNEJ

Streszczenie

Celem badan byto okres$lenie wptywu dostgpnosci sktadnikéw odzywcezych w §rodowisku wzrostu na
biosyntezg egzopolisacharydéw (EPS) przez Bacillus megaterium. Okreslano takze zalezno$¢ pomigdzy
iloécig produkowanych EPS a adhezja bakterii do powierzchni stali nierdzewnej (304L). W celu oszaco-
wania ilosci syntetyzowanych egzopolisacharydéw zastosowano metodg polegajaca na oddzieleniu ich za
pomoca fal ultradzwigkowych i spektrofotometrycznym oznaczeniu po kwasnej hydrolizie. Badanie adhe-
zji Bacillus megaterium przeprowadzono nowa, nieopisywang dotad w literaturze, metoda szacowania
stopnia adhezji wg 9-stopniowe;j skali.

Wykazano, ze w wigkszo$ci wariantow do$wiadczenia biosynteza egzopolisacharydow wystapita
w najwigkszym stopniu w poczatkowych etapach hodowli (4. i 8. godzina). Przy braku Zrédla azotu
W pozywce, przez pierwsze 24 godz. hodowli nie stwierdzono obecnosci pozakomoérkowych weglowoda-
néw. Ich wzmozona produkcj¢ odnotowano dopiero w 48 godzinie trwania procesu i to na bardzo wyso-
kim poziomie (0,035 mg EPS/10° jtk). W wickszosci wariantéw doswiadczenia wykazano korelacje po-
migdzy ilo$cia syntetyzowanych egzopolisacharydow na poszczegodlnych etapach hodowli a adhezja
komorek Bacillus megaterium do powierzchni stali nierdzewnej. Zaobserwowano takze pojawienie sig¢
wyzszych stopni adhezji przy niskiej produkcji zewnatrzkomorkowych polisacharydéw, co moze $wiad-
czy¢ o tym, ze w takich warunkach inne czynniki, oprocz biosyntezy egzopolisacharydow, odgrywaja
istotna rolg w procesie adhezji drobnoustrojow do powierzchni nieozywionych.

Stowa kluczowe: egzopolisacharydy (EPS), biofilm, adhezja.

Wprowadzenie

Egzopolisacharydy sa integralna czgscia bton biologicznych. Powstale na drodze
asocjacji lub polimeryzacji skupiska tych biopolimeréow wypetiajg puste przestrzenie
migdzy komorkami w kazdym biofilmie. Substancje EPS (ang. extracellular polymeric
substances) naleza do czynnikdéw strukturalnych, nadajacych blonom biologicznym
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trojwymiarowa, heterogenna posta¢. Synteza pozakomoérkowych polisacharydow przez
drobnoustroje osiadle na powierzchni sprzyja tworzeniu si¢ populacji zlozonych
z kilku badz kilkunastu r6znych gatunkéw (w tym z mikroorganizméw niewytwarzaja-
cych EPS).

Zewnatrzkomorkowe polisacharydy warunkuja szybka adaptacj¢ komorek do da-
nych warunkoéw otoczenia [1, 10]. Powyzsze substancje zabezpieczaja dojrzata postaé
biofilmu przed zmianami ci$nienia osmotycznego i pH $rodowiska. Matryca weglowo-
danowa skutecznie chroni mikrokolonie przed dzialaniem promieniowania UV, nisz-
czacym DNA komorek [2]. Egzopolisacharydy, na drodze wymiany jonowej, utrud-
nionej dyfuzji czy poprzez zjawisko adsorpcji, inaktywuja badz zmniejszaja wrazli-
wos$¢ drobnoustrojow na dziatanie srodkéw antymikrobiologicznych (gtownie antybio-
tykow).

Sacharydowe substancje polimerowe odgrywaja takze istotna rol¢ w adhezji mi-
kroorganizméw do powierzchni i sa czgsto okreslane mianem ,,polisacharydow adhe-
zyjnych” [6]. Najwigksza produkcja tych substancji wystepuje we wczesnych etapach
tworzenia sig¢ biofilmu, co wspomaga przyczepianie si¢ komorek do ptaszczyzn statych
[9]. Literatura dostarcza rowniez przeciwstawnych informacji, negujacych wpltyw eg-
zopolisacharydow na adhezje komorek do powierzchni ciat statych. Parkar i wsp. [11]
badajac adhezje¢ termofilnych szczepdéw Bacillus sp. do powierzchni nierdzewne;j stali,
nie stwierdzili zalezno$ci pomigdzy iloscig syntetyzowanych na zewnatrz komorek
polisacharydow a adhezja. Stwierdza sig, iz usuniecie zewngtrznej warstwy polisacha-
rydowej moze jedynie utatwi¢ interakcje pomig¢dzy innymi komponentami EPS a dana
powierzchnia. Ponadto niektére z egzopolisacharydéw nie uczestnicza w tworzeniu si¢
biofilmu. Ich obecnos¢ w pustych przestrzeniach miedzy komoérkami drobnoustrojow
sprzyja tylko wytworzeniu jego tréjwymiarowej struktury.

Celem przedstawionych badan byto okreslenie wptywu dostepnosci sktadnikdéw
odzywczych w srodowisku wzrostu na biosynteze egzopolisacharydow przez Bacillus
megaterium 1 ich roli w adhezji do powierzchni stali nierdzewne;.

Materialy i metody badan

Mikroorganizmy

W badaniach wykorzystano szczep Bacillus megaterium, pochodzacy z kolekcji
wiasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci, Akademii Rolniczej
w Poznaniu. Przed przystapieniem do badan drobnoustroje dwukrotnie pasazowano.

Rolnicza im. A. Cieszkowskiego, ul. Wojska Polskiego 48, 60-627 Poznan
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Podloza hodowlane

Bacillus megaterium hodowano w temp. 37°C w warunkach dynamicznych
(100 obr./min) na podlozu o statej zawartosci peptonu kazeinowego (10 g/l) i zmieniaja-
cym si¢ udziale glukozy (0; 5 i 10 g/l) oraz na pozywce o statej dostepnosci glukozy
(5 g/l) i zmieniajacym si¢ udziale peptonu kazeinowego (0; 101 20 g/l) przy pH=7 po-
zywki w kazdym wariancie doswiadczenia. Czas prowadzenia hodowli wynosit 96 godz.

Oznaczanie egzopolisacharydow

Poziom wytwarzanych egzopolisacharydéw oznaczano w 4, 8, 24, 48, 72
196 godz. trwania procesu. Ptynna hodowle Bacillus megaterium w ilosci 100 ml wi-
rowano przez 20 min (1000 g). Uzyskany osad zawieszano w 100 ml dejonizowanej
wody i ustalano gestos¢ optyczna (ODssonm) odpowiadajaca 1 x 10°jtk. Komorki trak-
towano nast¢pnie ultradzwigkami (2 min/200 W) i wirowano przez 10 min (1000 g).
Nastegpnie 1 ml supernatantu (kroplami) wprowadzano do probdéwek zawierajacych
8 ml 99,8% roztworu alkoholu etylowego. Proby przechowywano w temp. 4°C przez
24 godz. i ponownie wirowano przez 20 min (5500 g) w temp 4°C. Po zlaniu superna-
tantu osad egzopolisacharydow zawieszano w 1 ml wody destylowanej. Kwasnej hy-
drolizy dokonywano z uzyciem 7 ml 77% roztworu H,SO., schladzajac jednoczesnie
proby w tazni lodowej. Po dodaniu 1 ml 1% roztworu tryptofanu i ogrzewaniu prob
w tazni wodnej w temp. 100°C przez 20 min, dokonywano pomiaru ilosci syntetyzo-
wanych egzopolisacharydéw metoda spektrofotometryczna (A=500 nm). Jako wzorzec
zastosowano dekstran (Mp. 48000, Fluka, Szwajcaria) [3, 11].

Przygotowanie powierzchni do badan

Ptytki ze stali nierdzewnej (typ 304L) o wymiarach 1 cm x 6,5 cm x 1 mm, trak-
towano 50% roztworem HNO; w temp. 70°C przez 10 min. Po doktadnym wyptukaniu
w wodzie destylowanej ptytki umieszczano w szklanych naczyniach i autoklawowano
(121°C, 15 min) [11].

Badanie adhezji

W plynnych hodowlach Bacillus megaterium po 4, 8, 24 1 48 godz. umieszczano
ptytki ze stali nierdzewnej. Po 1 godz. ptytki usuwano i przemywano roztworem bufo-
ru (pH 7,2) celem usunigcia komodrek nietrwale zwiazanych z powierzchnia. Plytki
zabarwiano oranzem akrydyny (0,01%) i prowadzono obserwacj¢ pod mikroskopem
fluorescencyjnym (CARL-ZEISS, Axiovert 200, Niemcy). Okreslenia stopni adhezji
komérek Bacillus megaterium do powierzchni stali nierdzewnej dokonano metoda
opisana przez Le Thi i wsp. [7]. Technika ta polega na oszacowaniu 50 pdl widzenia
wg 9-stopniowej skali:
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1 stopien — od 0 do 5 komérek w polu widzenia;

2 stopien — od 5 do 50 komoérek w polu widzenia;

3 stopien — tylko pojedyncze komarki (powyzej 50 w polu widzenia), brak mi-
kroskupisk;

4 stopien — pojedyncze komorki + mate mikroskupiska;

5 stopien — duze skupiska, ale nie taczace si¢ + pojedyncze komorki;

6 stopien — laczace si¢ mikroskupiska + pojedyncze komorki;

7 stopien — Y pola widzenia pokryta biofilmem;

8 stopien — Y: pola widzenia pokryta biofilmem;

9 stopien — cate pole widzenia pokryte biofilmem.

Kazdy wariant eksperymentu sktadat si¢ z dwoch do§wiadczen, ktére przeprowa-
dzano w dwoch powtorzeniach.

Wryniki i dyskusja

Kinetyke produkcji egzopolisacharydow przez Bacillus megaterium, w zaleznos$ci
od dostepnosci glukozy oraz peptonu kazeinowego w podtozu hodowlanym, przedsta-
wiono na rys. 1. i 2. Niezaleznie od zawartosci glukozy w pozywce, najwigksza inten-
sywnos$¢ syntezy pozakomodrkowych polisacharydow przez badane drobnoustroje za-
obserwowano w poczatkowych etapach hodowli (4-8 godz.) i ksztattowata si¢ ona na
poziomie 0,01-0,015 mg EPS/10°jtk (rys. 1).
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Rys. 1.  Wplyw dostgpnosci glukozy na kinetyke produkcji egzopolisacharydow przez Bacillus megate-
rium.
Fig. 1.  Effect of the glucose availability on the production kinetics of exopolysacharides by Bacillus
megaterium.
W kazdym wariancie doswiadczenia odnotowano wyrazne zmniejszenie poziomu

produkcji polisacharydoéw po 24 godz. prowadzenia eksperymentu.
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Na rys. 2. przedstawiono produkcje EPS w zalezno$ci od zawartosci peptonu ka-
zeinowego w podtozu hodowlanym. Bardzo wysoki poziom syntetyzowanych egzopo-
lisacharydow (0,035 mg/10°jtk) zaobserwowano w 48 godz. procesu przy braku zrodta
azotu w $rodowisku hodowlanym. W pozostatych wariantach doswiadczenia synteza
pozakomoérkowych weglowodandow byla znacznie mniejsza i osiagneta maksymalna
wartos¢ 0,01 mg/10°jtk w 8 godz. procesu (10 g/l peptonu kazeinowego) i 0,006
mg/10° jtk w 24 godz. procesu (20 g/l peptonu kazeinowego).
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Rys. 2. Wplyw dostgpnosci peptonu kazeinowego na kinetyke produkcji egzopolisacharydoéw przez
Bacillus megaterium.

Fig. 2.  Effect of the casein peptone availability on the production kinetics of the exopolysacharides by
Bacillus megaterium.

W obu wariantach doswiadczen po 48 godz. hodowli produkcja egzopolisachary-
dow przez Bacillus megaterium ustabilizowala sig na statym, niskim poziomie.
Mechanizmy warunkujace syntezg EPS w komorce sa bardzo zlozone i obejmuja
zarowno regulacje pozytywne, jak i negatywne. Odpowiedzialne sa za to biatka obecne
w $rodowisku wzrostu drobnoustrojow (ang. environmental sensor protein, effector
protein). Zalezy to takze od stanu fizjologicznego komorek. Sekrecja EPS wzrasta
w warunkach glodowych i spada, gdy dostgpne sa zrodta wegla i azotu, ktore wykorzy-
stywane sa na wzrost i regeneracj¢ komorki. Wg Wai 1 wsp. [13] w warunkach glodo-
wych nastepuje sekrecja amorficznych polisacharydow i ekspresja adhezyjnych EPS.
Gandhi i wsp. [5], prowadzac badania nad czynnikami determinujacymi wysoka
produkcje zewnatrzkomoérkowych weglowodandow przez Bacillus megaterium, wyka-
zali istotny wpltyw zwiazkow azotu (tj. siarczanu amonu, chlorku amonu i azotu amo-
nu) na przyrost biomasy komoérek i wzrost syntezy polisacharydow. Indukujacy wptyw
zrodta wegla (sacharozy) na synteze egzopolisacharydéw udowodniono takze w bada-
niach prowadzonych przez Gandhi i wsp. [5], Galas i wsp. [4] oraz Lindsay i wsp. [8].
Sutherland [12] wykazal, ze wptyw czasu hodowli na wytwarzanie polisachary-
doéw drobnoustrojowych jest cecha gatunkowa, a nawet szczepowa. Badane szczepy
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Pseudomonas aeruginosa prowadzily najwigksza syntez¢ biopolimerow na ectapie
adaptacji komoérek do danych warunkow $rodowiska, a wigc w poczatkowych godzi-
nach trwania procesu. Podobne zaleznosci zaobserwowano w niniejszej pracy, gdzie
w wigkszosci wariantow doswiadczen najwigksza syntezg egzopolisacharydow zaob-
serwowano w poczatkowych etapach hodowli (4 1 8 godzina).

W przedstawionej pracy badano takze role zewnatrzkomodrkowych polisachary-
déw w poczatkowych etapach tworzenia sig biofilmu bakteryjnego. Zastosowanie me-
tody opracowanej przez Le Thi i wsp. [7] pozwolito wyeliminowa¢ blgdy wystegpujace
w czasie okre$lania liczebnosci przyczepionych do danych plaszczyzn komorek innymi
metodami. Mozliwe bylo takze dokonanie oceny stopnia zaawansowania zjawiska
powstawania biofilmu. Badanie adhezji komdrek drobnoustrojow za pomoca skali
9-stopniowej jest nowa metoda, dotad nieopisywana w literaturze. Techniki badania
adhezji drobnoustrojow do powierzchni, poprzez bezposrednie liczenie komorek pod
mikroskopem, nie znajduja zastosowania przy bardziej zaawansowanych etapach tego
procesu. Réwniez metody polegajace na odrywaniu komorek mikroorganizméow od
badanych powierzchni i okreslaniu ich liczby w tradycyjnych posiewach mikrobiolo-
gicznych budza wiele watpliwosci (mozliwos¢ uszkodzenia komorek, konieczno$é
potwierdzenia skutecznosci odczepiania).

Wyniki oceny stopnia adhezji komorek Bacillus megaterium przedstawiono
wtab. 1.1 2.

Jako dominujace stopnie adhezji uznano te, ktorych udzial wynosit minimum
20% oraz odnotowano pojawienie si¢ wyzszych stopni adhezji. We wszystkich do-
swiadczeniach przewazat 2. i 4. stopien adhezji, ale w poszczegélnych przypadkach
obserwowano takze pojawienie si¢ wyzszych stopni adhezji (5-8). W wigkszo$ci wa-
riantow bylo to wyraznie skorelowane ze zwigkszona produkcja egzopolisacharydow
przez komorki Bacillus megaterium. Substraty metaboliczne dostepne w Srodowisku
wzrostu drobnoustrojéw sa rowniez bezposrednim induktorem syntezy okreslonego
rodzaju polisacharydu zewnatrzkomorkowego. Te $cisle zdefiniowane pod wzgledem
struktury makroczasteczki uczestnicza w powstawaniu stabilnych mechanicznie sta-
diow biofilmu, odpowiadajacych 4. oraz 5. stopniowi adhezji. Z danych przedstawio-
nych w tab. 2. wynika, ze nawet przy niskiej biosyntezie egzopolisacharydéw, poja-
wiajace si¢ stopnie adhezji byly stosunkowo wysokie. Wskazuje to na fakt, ze przy
obnizonej produkcji zewnatrzkomérkowych polisacharydéw inne czynniki odgrywaja
istotna role w procesie adhezji drobnoustrojow do powierzchni nieozywionych. Moze
to by¢ rowniez cecha charakterystyczna dla okreslonego gatunku czy szczepu mikro-
organizmu.
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Najwigksze zaawansowanie procesu adhezji odnotowano w 4. godzinie hodowli
prowadzonej na pozywce zawierajacej 10 g/l glukozy. Jednym z dominujacych byt 5.
stopien adhezji, a takze pojawily si¢ bardziej zaawansowane etapy przyczepiania si¢
komorek (nawet 8. stopien). W tym samym czasie obserwowano rowniez intensywna
produkcje egzopolisacharydéow (0,015 mg EPS/10°jtk). Mechanizmy tego zjawiska
moga polega¢ na tworzeniu warstwy kondycjonujacej, stwarzajac korzystniejsze wa-
runki do adhezji lub posredniczeniu w kohezji komoérek. Biosynteza EPS jest cecha
gatunkowa. Parkar i wsp. [11] wykazali roznice w ilosci produkowanych egzopolisa-
charydow przez rozne szczepy Bacillus sp. W powyzszych badaniach nie stwierdzono
jednak korelacji pomigdzy iloscia zewnatrzkomoérkowych polisacharydéw a adhezja
komoérek do powierzchni stali nierdzewnej. Podobne zaleznosci obserwowali Flint
i wsp. [3]. Znajomo$¢ i zrozumienie mechanizméw powstawania bton biologicznych
na plaszczyznach uzytkowych nadal stanowi aktualny problem, a niniejsza praca jest
jedynie czescia badan zmierzajacych do okreslenia czynnikow wpltywajacych na ten
proces.

Whioski

1. W wigkszo$ci wariantow doswiadczenia najwigksza intensywnos$¢ biosyntezy eg-
zopolisacharydow przez komorki Bacillus megaterium zaobserwowano w poczat-
kowych etapach hodowli (4. 1 8. godzina).

2. Najwigksza intensywno$¢ biosyntezy pozakomorkowych weglowodandéw przez
komérki Bacillus megaterium odnotowano przy najwigkszej zawartosci zrodla we-
gla w podtozu hodowlanym (10 g/1).

3. Przy braku zrodla azotu, przez pierwsze 24 godziny hodowli nie stwierdzono
obecnosci egzopolisacharydow. Ich wzmozona produkcj¢ odnotowano dopiero
w 48 godzinie trwania procesu (0,035 mg/10° komorek).

4. W wigkszosci wariantow doswiadczenia wykazano, ze stopien adhezji Bacillus me-
gaterium do powierzchni stali nierdzewnej jest zalezny od ilosci wytworzonego EPS.

Praca wykonana w ramach projektu badawczego KBN nr 3P06T 01024
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BIOSYNTHESIS OF EXOPOLYSACCHARIDES AND THEIR ROLE IN THE ADHESION
OF BACILLUS MEGATERIUM TO A STAINLESS STEEL SURFACE

Summary

The purpose of this investigation was to determine the effect of availability of nutritious components
in a culture medium on the biosynthesis of exopolysaccharides (EPS) Bacillus megaterium. Furthermore,
a dependence between the amount of EPS produced and the adhesion of bacteria to stainless steel surface
(304L) was defined. For the purpose of determining the amount of EPS synthesized, they were separated
by ultrasonic waves and, after the acid hydrolysis accomplished, a spectrophotometric assay was applied.
The adhesion of Bacillus megaterium was investigated by an absolutely novel method of estimating
degrees of adhesion on a nine-degree scale; so far, this method has not been mentioned in any literature.

It was proved that in the majority of experimental cases, the highest level of the EPS biosynthesis oc-
curred at the beginning of this process (during the 4™ and 8" hour). When the source of nitrogen was unavail-
able during the initial 24 hours of the process, no extracellular carbohydrates were present. An intensified
production of carbohydrates was reported only during the 48" hour of the process ensuing, with a very high
production level (0,035 mg EPS/ 10° cfu). In the majority of experimental cases, it was proved that a correla-
tion existed between the amount of synthesized exopolysaccharides, at each individual stage of development
of the bacterial culture, and the adhesion of Bacillus megaterium cells to a stainless steel surface. Additional-
ly, it was reported that the adhesion degree of bacteria was higher during a low production of extracellular
polysaccharides. Tis fact shows that, besides the biosynthesis of exopolysacchariodes, some other factors play
a significant role in the adhesion of micro-organisms to abiotic surfaces.

Key words: exopolysaccharides (EPS), biofilm, adhesion.





