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Streszczenie pracy doktorskiej:

Studies of the effects of persistent organic pollutants on model
biomembranes of soil decomposers

Przygotowana rozprawa doktorska dotyczy wplywu trwatych zanieczyszczen organicznych
(TZO) na modelowe blony komoérkowe destruentow glebowych, a w szczegdlnosci na
wlasciwosci fizyczne tych modelowych uktadow.

Trwale zanieczyszczenia organiczne (TZO) to grupa zwigzkéw organicznych, ktore sg
toksyczne, charakteryzuja si¢ znaczng trwaloscig w srodowisku i zdolno$cig do bioakumulacji
i biokondensacji. Z punktu widzenia chemicznego sa to najczesciej czasteczki
polihalogenowane: polifluorowane, polichlorowane lub polibromowane, za$§ liczne
podstawniki halogenowe odpowiadajg za stabilno$¢ chemiczng TZO. Jedng z najwazniejszych
prawnych regulacji, pod ktéra podlegaja TZO to Konwencja Sztokholmska, ktéra weszia
w zycie 2004 roku i ma na celu ochrong $§rodowiska naturalnego i zdrowia ludzkiego przed
szkodliwym dzialaniem TZO. Na pierwszej liscie TZO znalazto sig dwanascie
polichlorowanych zwigzkéw organicznych, zwane rowniez ,,parszywa dwunastka”. Lista TZO
Konwencji Sztokholmskiej jest nieustannie uzupeiniana o nowe substancje. Trwalos¢ TZO
zwigzana jest glownie z dlugim czasem poltrwania tych zwigzkéw w glebach i osadach
dennych. Co wigcej jak wskazujg wysokie wartosci wspotczynnikéw podziatu oktanol/woda
duza cze$é TZO to zwigzki wysoce hydrofobowe oraz wykazujgce wysokie powinowactwo do
bton komérkowych, dla tego tez TZO moga kumulowaé si¢ w tkankach organizméw. Po
przedostaniu si¢ do §rodowiska naturalnego TZO rozprzestrzeniajg si¢ glownie w atmosferze
i moga docieraé do obszaréw znaczaco oddalonych od Zrédta emisji. Doskonatym przyktadem
jest obecno$é TZO w Arktyce, Antarktydzie i obszarach potozonych w wysokich gérach.
W pierwszej kolejnoéci na skazenie TZO narazone s3 gleby i osady denne. Ze wzgledu na
charakter hydrofobowy wigkszo$ci TZO, czasteczki tych zwigzkéw adsorbujg si¢ na
powierzchni mineratéw glebowych lub absorbujg w mineratach porowatych. Zjawiska te

prowadza do zmniejszenia biodostgpnosci tych zwiazkéw dla mikroorganizméw glebowych.



Biorgc pod uwage efektywno$¢ i znikomg ingerencj¢ w srodowisko naturalne, obiecujgca
metoda usuwania TZO z gleb i osadéw dennych jest bioremediacja. Proces ten polega na
wykorzystaniu zdolno$ci mikroorganizméw glebowych, takich jak bakterie i grzyby, zwanych
rowniez destruentami glebowymi, do pelnej mineralizacji TZO lub tez przeksztatcania ich do
mniej toksycznych metabolitow. Jedng z najczgSciej stosowanych metod bioremediacji jest
bioaugmentacja, ktora polega na wprowadzaniu odpowiednich szczepow bakterii lub grzybow,
zdolnych do degradacji TZO, do gleb skazonych przez te substancje. Metoda ta jednak czgsto
okazuje sie nieskuteczng z powodu toksyczno$ci TZO w stosunku do destruentéw glebowych.
Wigkszo§¢ TZO to hydrofobowe zwigzki organiczne, ktére moga wykazywaé wysokie
powinowactwo do bton komérkowych. W procesach biodegradacji TZO przez mikroorganizmy
glebowe w pierwszej kolejnoéci dochodzi do wbudowania czasteczek TZO do blon
komorkowych destruentow. Jest to etap niezbedny metabolizmu tych substancji. Zwykle
pierwszy etap ich degradacji polega na utlenieniu przez enzymy zwigzane z blonami, jak
cytochrom P450, monooksygenazy, czy dehalogenazy. Dalsze etapy degradacji mogg by¢
roéwniez zwigzane z blong plazmatyczng lub tez polarne metabolity TZO transportowane sg do
cytoplazmy komorek destruentéw i tam poddawane dalszej degradacji. Jednakze gromadzenie
sie czgsteczek TZO w blonie plazmatycznej moze spowodowaé powazne zaburzenia jej
funkcjonalnosci, istotnie wplywajac na wiasciwoscei fizyczne membrany. Obecno$¢ TZO
w blonie moze wpltywaé na jej ptynno$é i przepuszczalno$¢ oraz na aktywno$é biatek
blonowych, w tym rozmaitych enzymow kluczowych dla funkcjonowania komorki. Negatywne
zmiany zwigzane z gromadzeniem si¢ TZO w blonach plazmatycznych bakterii i grzybow
glebowych moga doprowadzi¢ do $émierci tych komérek, a w szerszej perspektywie do
zubozenia biocenoz destruentow glebowych i spowolnienia procesow degradacji martwe;j
materii organicznej w glebie.

Niektore bakterie i grzyby, rozwingty mechanizmy przeciwdziatajace negatywnym skutkom
obecnoéci TZO w blonie plazmatycznej, przede wszystkim modyfikujac sklad fosfolipidowy
membrany, tak by obecne w niej czasteczki TZO w jak najmniejszym stopniu wplywaty na jej
funkcjonalnos¢.

Idgc tym tropem mozna stwierdzi¢, ze niektore mikroorganizmy lepiej funkcjonujg
w glebach skazonych TZO, a inne znacznie gorzej, a ich przystosowanie lub brak
przystosowania do obecno$ci TZO w glebie i zdolnos¢ lub brak zdolno$ci do degradacji tych
zwigzkow sg bezposrednio zwigzane z budowa blony plazmatycznej. Stwierdzenie to prowadzi
do gléwnej hipotezy badawczej niniejszej rozprawy doktorskiej. Otéz zalozono, ze toksyczno$¢

TZO wzgledem mikroorganizmow jest bezposrednio zwigzana ze skladem lipidowym blony



plazmatycznej. Poznanie korelacji pomigdzy sktadem lipidowym a toksycznodcig istotnych
srodowiskowo TZO pozwolitoby na skuteczniejsze dobieranie szczepéw bakterii i grzybow do
procesu bioaugmentacji stosowanego w bioremediacji gleb skazonych tymi substancjami.

Ze wzgledu na zlozonoé¢ budowy membran bakterii lub grzyboéw, w niniejszej pracy
postanowiono wykorzysta¢ monowarstwy Langmuira jako uproszczony model blon
plazmatycznych bakterii Gram dodatnich, wewngtrznej btony plazmatycznej bakterii Gram
ujemnych oraz bion plazmatycznych grzybow.

Jedno i dwusktadnikowe monowarstwy Langmuira, stosowane jako modele biomembran,
byly tworzone przez klasy fosfolipidow ktére najczgSciej wystepuja W blonach
plazmatycznych wyzej wymienionych mikroorganizméw: fosfatydyloetanoloaminy (PE)
bedace glownymi sktadnikami wewnetrznych blon plazmatycznych bakterii Gram ujemnych,
karidiolipiny (CL) i fosfatydyloglicerole (PG) stanowigce giowne skladniki bion
plazmatycznych bakterii Gram dodatnich oraz fosfatydylocholiny (PC) bedgce glownymi
fosfolipidami blon grzyboéw glebowych. Do badan zostaty wybrane TZO, o ktérych wiadomo
z literatury naukowej, ze sg bardzo rozpowszechnione w $rodowisku, na wszystkich
kontynentach i szeroko$ciach geograficznych oraz ze powoduja powazne skazenia gleb.
Zwiazki te mozna podzieli¢ na trzy grupy: perfluorowane weglowodory i ich polarne pochodne,
polichlorowane pestycydy oraz polichlorowane bifenyle. Dodatkowo do badan wybrano
rowniez rozpuszcezalne w wodzie metabolity badanych TZO ktore czgsto sg bardziej toksyczne
dla mikroorganizmoéw glebowych od wyjsciowych hydrofobowych molekut TZO. W pierwszej
kolejnosci badano mechaniczne wiaciwosci modelowych biomembran. Badane monowarstwy
Langmuira poddawano kompresji rejestrujac izotermy cisnienia powierzchniowego w funkcji
§redniej powierzchni przypadajacej na czasteczkg w monowarstwie. Ponadto badane modelowe
membrany charakteryzowano z pomoca licznych komplementarnych mikroskopowych,
spektroskopowych i rentgenowskich technik eksperymentalnych. Do wizualizacji morfologii
badanych uktadéw modelowych zastosowano mikroskopi¢ kata Brewstera (BAM). Do badania
upakowania czasteczek fosfolipidow w monowarstwie w skali molekularnej zastosowano
technike dyfrakcji promieniowania synchrotronowego GIXD (grazing incidence X-ray
diffraction). Obie techniki dostarczajg gléwnie informacje o sposobie porzadkowania sig
i samoorganizacji tancuchéw weglowodorowych w monowarstwie. By uzyska¢ rowniez
informacje o organizacji gtéw polamych fosfolipidéw w badanych modelowych membranach
zastosowano dedykowana dla takich ukladow spektroskopi¢ PM-IRRAS (polarization

modulated infrared reflection-absorption spectroscopy). Wszelkie badania prowadzono



poréwnawczo charakteryzujac modelowe membrany nie zawierajace czasteczek TZO oraz te
wzbogacone czasteczkami TZO.

Wyniki pokazaty, ze oddziatywania TZO/fosfolipidy nie tylko zalezg od klasy fosfolipidow
tworzacych monowarstwe, ale w przypadku monowarstw dwusktadnikowych w znacznym
stopniu od wzajemnej proporcji fosfolipidéw. W dyskusji wplywu badanych TZO na
wlasciwosci modelowych biomembran bardzo istotna okazata si¢ struktura czasteczek TZO.
Okazalo sig, ze zwiazki bedace izomerami w bardzo rozny sposob wplywaty na whasciwosci
badanych monowarstw. W szczegblnosci mozna bylo to zaobserwowa¢ w badaniach
dotyczacych polichlorowanych bifenyli, gdzie zmiana polozenia jednego atomu chloru
drastycznie zmieniala aktywno$¢ membranowa tych czasteczek.

Aktywno$é membranowg TZO czesto w literaturze wiaze si¢ z hydrofobowoscig tych
zwiazkéw mierzong wspotczynnikiem podziatu oktanol/woda (Kow). Mozna by zaklada¢, ze im
wicksza warto§¢ logKow tym wigksza aktywno§¢ membranowa czgsteczek TZO.
Przeprowadzone badania wykazaly jednak, ze takie podejscie jest zbyt uproszczone i, ze
zdecydowanie wazniejsza jest struktura danego zwiagzku. Odpowiednie rozmieszczenie
podstawnikéw chlorowych w zwiazkach polichlorowanych powoduje, ze moga si¢ one
skutecznie wbudowaé pomigdzy taficuchy weglowodorowe fosfolipidow tworzgcych
monowarstwe. Jak juz wspomniano zmiana potozenia jednego atomu chloru w czgsteczce TZO
moze diametralnie zmieni¢ jej wlasciwosci membranowe, uniemozliwiajac skuteczng
inkorporacje tych czasteczek do modelowej membrany. Przeprowadzone badania pozwolity
wskazaé czasteczki istotnych $rodowiskowo TZO, ktére nie wbudowujg si¢ do monowarstw
Langmuira. W takiej sytuacji w realiach prowadzonych eksperymentéw czasteczki te albo
tworza wielowarstwowe agregaty na granicy faz woda/powietrze albo tez warstwy adsorpcyjne
o gruboéci jednej czasteczki na monowarstwie fosfolipidu. Te dwie sytuacje byty fatwe do
rozréznienia przy zastosowaniu mikroskopii BAM. Udato si¢ wykaza¢, ze czasteczki TZO
zawierajgce wiele atomoéw chloru lub catkowicie perchlorowane tworzg wielowarstwowe
agregaty, natomiast czgsteczki perfluorowane monowarstwy adsorpcyjne. Szczegélnie dobrze
widaé te tendencje na przyktadzie pary perfluorobifenyl/perchlorobifenyl.

Przeprowadzono rowniez badania wplywu rozpuszczalnych w wodzie metabolitow
badanych TZO na wiasciwosci fizyczne badanych modelowych biomembran. Tu szczegélnie
skuteczne okazaly si¢ testy penetracji polegajace na wstrzykiwaniu st¢Zonego etanolowego
roztworu badanego metabolitu do subfazy pod monowarstwe skompresowana do zadanego
ci$nienia powierzchniowego. Okazato sig, ze rozpuszczalne w wodzie metabolity TZO moga

powodowa¢ destrukcje badanych monowarstw w znacznie wigkszym stopniu niz wyjsciowe



hydrofobowe czgsteczki TZO. Szczegolnie jaskrawym przyktadem jest tutaj pentachlorofenol
bedacy metabolitem dwo6ch pestycydow nalezacych do TZO: heksachlorobenzenu
i heksachlorocykloheksanu. Okazalo si¢, ze obie te czasteczki wywieraty nieznaczny wptyw na
badane modele biomembran: nie wbudowywaly si¢ do tych modeli niezaleznie od ich sktadu,
natomiast tworzyly warstwy adsorpcyjne na ich powierzchni. Ich metabolit pentachlorofenol
okazat si¢ w znacznym stopniu zaburza¢ organizacj¢ modelowych membran, réwniez tych
szczegblnie odpornych na negatywne skutki zwigzane z inkorporacjg TZO.

Wyniki uzyskane dla uktadéw modelowych oceniono réwniez pod katem mozliwoscei
wykorzystania ich w bioaugmentacji, czyli wskazania przy jakim skladzie lipidowym blony
plazmatycznej mikroorganizmy mogly by by¢ najbardziej skuteczne w remediacji gleb
skazonych konkretnymi TZO. Na podstawie przeprowadzonych badah mozna stwierdzié, ze
najbardziej perspektywiczne bylyby tu uktady modelowe o znacznej zawartosci kardiolipiny.
Czasteczki badanych TZO byly w stanie wbudowywaé si¢ do takich monowarstw,
a jednoczeénie ich inkorporacja powodowata jedynie niewielkie zmiany wiasciwosci
fizycznych tych uktadow. Mozna by stad wyciagna¢ wniosek, ze bakterie Gram dodatnie,
ktérych blony plazmatyczne sg zbudowane gltownie z fosfolipidéw anionowych: kardiolipin
i fosfatydylogliceroli moglyby byé¢ najbardziej skuteczne w bioremediacji gleb skazonych
badanymi TZO. Nalezy rowniez podkre$li¢, ze w wielu punktach referowane w niniejszej pracy
doktorskiej badania przeprowadzone na uproszczonych modelach biomembran byly zbiezne
z wynikami uzyskanymi dla hodowli mikroorganizmoéw glebowych znanymi z literatury
naukowej. Badania prowadzone na monowarstwach Langmuira sg szybkie, stosunkowo proste
i w wersji podstawowej nie wymagaja bardzo kosztownej aparatury. Dlatego zdaniem autorki

cze$ciej powinny by¢ wykorzystywane przy opracowywaniu skutecznych metod bioremediacji.



