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Zdolnosci metaboliczne bakterii degradujacych
ksantan i ich wptyw na wybrane ptuczki wiertnicze

Wstep

W celu powigkszenia lepkosci i wytrzymatosci struktu-
ralnej ptuczek wiertniczych stosowane sa rézne polimery
organiczne — zardwno naturalne, jak i syntetyczne. Szcze-
go6lne znaczenie maja polimery polisacharydowe. Polimery
skrobiowe i celulozowe maja za zadanie zapewnienie
zadanej lepkosci 1 wlasciwos$ci smarnych ptuczki wiert-
niczej, a obecnos¢ polimeréw guarowych i ksantanowych
znacznie poprawia zdolno$¢ wynoszenia zwiercin [15].
Polimer ksantanowy — zwany inaczej guma ksantanowa,
XC-polimerem lub potocznie ksantanem — powstaje na
skutek dziatania bakterii Xanthomonas campestris na
cukry proste. Xanthomonas campestris jest patogenem
ro$lin, a produkcja polimeru znajdujacego si¢ w otoczce
najprawdopodobniej pomaga skolonizowaé zaatakowany
organizm. Polimer ksantanowy zbudowany jest z rdze-
nia, ktéry tworza reszty D-glukozy potaczone wigzaniem
p-1,4-glikozydowym. Co druga czasteczka jest podsta-
wiona trdjsacharydem (wiazanie a-1,3-glikozydowe)
ztozonym z dwoéch reszt mannozy, rozdzielonych kwa-
sem glukuronowym. Wewngtrzne czasteczki mannozy
sa z reguty acetylowane w pozycji 6, a zewngtrzne w ok.
50% podstawione reszta kwasu pirogronowego w pozy-
cjach 416 [1]. Obecno$¢ reszt kwasowych powoduje, ze
czasteczka polimeru jest natadowana ujemnie. Czasteczka
przyjmuje strukturg helisy prawoskretnej, z tancuchami
bocznymi utozonymi wzdtuz rdzenia, natomiast w roztwo-
rach w obecnosci soli przyjmuje strukturg podwojnej helisy
o0 pigciokrotnej osi symetrii, w ktorej tancuchy gtowne uto-
zone sa przeciwlegle, a tancuchy boczne zawijaja si¢ wokot
nich [5]. Najprawdopodobniej struktura ta odpowiada za
wyjatkowe wiasciwosci gumy ksantanowej, co przektada
si¢ na jej szerokie zastosowanie w rozmaitych gateziach
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przemystu (tablica 1). Roztwor zawierajacy niewielkie
stezenie ksantanu (0,5+1,5%) charakteryzuje si¢ wysoka
lepkoscia, a gdy do roztworu doda sig s61 w stezeniu 0,1%
lub wyzszym, jego lepkos¢ jest niezmienna w zakresie
temperatur 0+100°C. W roztworach o duzej sile jonowe;j,
réwniez ponizej i powyzej zakresu temperatur, ksantan
okazuje si¢ stabilny. Co wigcej, ze wzgledu na swoje
wiasciwosci fizykochemiczne — w odroznieniu od innych
biopolimeréow — jest szczegdlnie odporny na zmiany pH
i degradacje. Polimer ksantanowy moze by¢ uzywany do
obrobki wszystkich rodzajow i odmian ptuczek wodno-dy-
spersyjnych, a jego najwicksza zaleta jest to, ze wymagane
wlasciwosci reologiczne pluczki wiertniczej uzyskiwane
sa przy niewielkich stezeniach (tablica 1).

Podczas prac wiertniczych czy rekonstrukcyjnych
w wigkszym lub mniejszym stopniu nastepuje filtracja
phuczki do strefy przyodwiertowej. Pozostate w strefie przy-
odwiertowej ksantany wptywaja w znacznym stopniu na
zdolnoéci produktywne tak udostepnionego ztoza. W chwili
obecnej przyjmuje sig, ze co najmniej dwa zjawiska sa
odpowiedzialne za uszkodzenie strefy przyodwiertowe;j
przez dodatki ksantanowe. W czasie pierwszej fazy filtracji
polimery ksantanowe wraz z ptuczka dostajq si¢ do strefy
przyodwiertowej i tam zostaja zaadsorobane na $cianach
poréw — zmieniajac ich zwilzalno$¢ i niekiedy znacznie
obnizajac wlasciwosci filtracyjne skaty. Nastepnie stajq si¢
czescia wlasnie utworzonego placka filtracyjnego, w duzym
stopniu wzmacniajac go mechanicznie poprzez tworzenie
struktury, w ktorej dodatkowo znajduja si¢ czasteczki
blokatora lub zwierciny. Aby skutecznie 1 efektywnie
usunac¢ przyczyny uszkodzenia przepuszczalno$ci nalezy
zniszczy¢ strukturg utworzong przez biopolimer. W tym



Tablica 1. Zastosowanie gumy ksantanowej [4]

Sposob uzycia i stosowane stgzenie
[%]

Funkcja

Zywno$¢ i napoje

Sosy satatkowe (0,1+0,5)

Zywno$¢ sucha i sproszkowana (0,05+0,2)
Sosy, syropy, polewy, sery topione (0,05+0,2)
Mrozonki (0,05+0,2)

Napoje (0,05+0,2)

Pieczywo bezglutenowe (0,05+0,2)

Stabilizowanie emulsji

Utatwianie rozpraszania w wodzie

Zaggeszczanie (zapewnia stabilno$¢ cieplna i jednorodna lepkosc)
Stabilizowanie

Stabilizowanie

Zwigkszenie objgtosci i trwatosci pieczywa

Farmaceutyki i kosmetyki

Tabletki

Kremy i balsamy (0,1+1,0)

Szampony, mydta w ptynie i pasty do zgbow

Utlatwianie rozpuszczania (rozpadu)
Stabilizowanie emulsji
Poprawa warunkow ,,przeptywu” i stabilnosci piany

Rolnictwo
Dodatek do karmy dla zwierzat i sktadnik pestycy-
dow (0,03+0,4)

Stabilizowanie zawiesin (karma), utatwianie adhezji czasteczek i prze-
dtuzanie trwatos$ci (pestycydy)

Przemyst naftowy

Dodatek do pluczek wiertniczych i cieczy robo-
czych (0,1+0,4)

Intensyfikacja wydobycia ropy (0,05+0,2)

Zaggeszczanie (w celu nadania odpowiednich parametrow reologicz-
nych), utatwianie wypierania ropy naftowej poprzez zwigkszenie
lepkosci wody

Przemyst tekstylny
Farbowanie tekstyliow (0,05+0,2)

Tworzenie pian odpornych na dziatanie temperatur, modyfikowanie
przepltywu w procesie barwienia tkanin

celu stosuje si¢ niektore kwasy organiczne i/lub utlenia-
cze. Alternatywna metoda rozwiazania tego problemu
moze by¢ uzycie mikroorganizméw. Mozna otrzymac
mikroorganizm dysponujacy petnym zestawem enzymow
degradujacych polimer ksantanowy, wzglednie stworzy¢
uktad mikroorganizméw wzajemnie si¢ uzupehiajacych
(tzw. biopreparat). Biopreparaty tworzy si¢ na bazie sta-
rannie dobranych szczepoéw mikroorganizmow, izolowa-
nych wczesniej z naturalnych srodowisk [7]. Warunkiem
koniecznym pozwalajacym na skuteczne uzycie technologii

mikrobiologicznej jest dobor biopreparatu zawierajacego
takie mikroorganizmy, ktére w danym Srodowisku znajda
optymalne warunki dziatania, tzn. posiadaja cechy umoz-
liwiajace ich adaptacje i rozwdj. W przypadku polimerow
skrobiowych i celulozowych wykazano, ze zastosowanie
mikroorganizmoéw przynosi zadowalajace efekty [3]. Ce-
lem obecnej pracy bylo uzyskanie i scharakteryzowanie
mikroorganizmow degradujacych polimer ksantanowy,
pod katem mozliwos$ci wykorzystania ich w praktyce
przemystowe;j.

Materiaty i metody

Materiaty

Polimer ksantanowy czystosci technicznej pochodzit
z BDC Poland. Odczynniki zakupiono w firmach: POCH
Gliwice, Sigma, Fluka i Merck. Podtoza mikrobiologiczne
zostaly wykonane samodzielnie lub zostaty zakupione
w firmach Merck i Fluka. Test ID 32 GN pochodzil z firmy
Biomerieux.

Izolacja i oznaczenie liczby mikroorganizméw

10 g $wiezej 1 zhomogenizowanej gleby przenoszono
aseptycznie do 90 ml sterylnego roztworu soli fizjologicz-
nej, zawierajacego 0,18% pirofosforanu sodu (Na,P,0,).

Catos$¢ wytrzasano przez 30 minut przy 200 obr./min
w temperaturze pokojowej. Po tym okresie nadsacz prze-
noszono do sterylnej kolby, a nastgpnie, pobierajac 1 ml,
dokonywano seryjnych rozcienczen. 1 ml kazdego roz-
cienczenia wysiewano na szalki Petriego (metoda ptytek
lanych Kocha) albo do probéwek pomiarowych (metoda
NPL — najbardziej prawdopodobnej liczby). W przypadku
prob cieczy pobierano 1 ml i postgpowano analogicznie.
Ogdlng liczbe mikroorganizméw oznaczano na poditozu
statym, o nastgpujacym sktadzie na 1 litr:

o glukoza—0,5 g,

» ckstrakt drozdzowy — 0,5 g,

e pepton—0,5g,

* enzymatyczny hydrolizat kazeiny — 0,5 g,
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» skrobia rozpuszczalna — 0,5 g,

* pirogronian sodu — 0,3 g,

« K,HPO,-0,3¢g,

* MgSO,-7H,0-0,05g,

e agar—15g,

e pH72.

Ogolna liczbe grzybow oznaczano na statym podtozu
Czapex-Dox. W celu oznaczenia catkowitej liczby mi-
kroorganizmow zdolnych do rozktadu gumy ksantanowej
(depolimeryzujacych ksantan) stosowano podtoze mine-
ralne wedtug Kijewskiej, pH 7,2. Do podloza mineralne-
go dodawano 20 ml roztworu mikroelementow. Izolacje
mikroorganizmoéw rozktadajacych polimer ksantanowy
prowadzono na tym samym podtozu. Wyroste kolonie
przenoszono nastepnie na takie samo podtoze, lecz ptyn-
ne, w celu wykluczenia mikroorganizméw wyrostych na
ptytkach agarowych (wykorzystujacych ewentualne za-
nieczyszczenia obecne w agarze, wzglednie pozostatosci
zwiazkow organicznych pochodzacych z wysiewanych prob
gleby). Mikroorganizmy ponownie przenoszono na podtoze
state i dokonywano standardowego posiewu redukcyjnego
w celu uzyskania czystych szczepow. Posiew redukcyjny
powtarzano 37 razy, a wyizolowane w ten sposob szczepy
dodawano do banku szczepow INiG. Rownolegle wykony-
wano posiew na podtozu statym niezawierajacym ksantanu,
w celu odrzucenia mikroorganizméw — zdolnych réwniez
do hydrolizy samego agaru (agar jest takze zwiazkiem
polisacharydowym). Do dalszych badan kwalifikowano
tylko bakterie, natomiast grzyby wykluczano — ze wzgledu
na brak mozliwo$ci zastosowania ich w warunkach zto-
zowych. Nastepnie badano cechy przydatne w warunkach
ztozowych, takie jak: ruchliwo$¢, wzrost w warunkach tle-
nowych/beztlenowych (zdolno$¢ do wzrostu w warunkach
beztlenowych badano metoda ptytkowa Kocha, inkubujac
mikroorganizmy w pojemniku Anaerostat™ z wktadem do
tworzenia atmosfery beztlenowej Anaerocult firmy Merck),
w zakresie temperatur 4+40°C, w szerokim zakresie pH
(4+10) oraz tolerancj¢ stezenia NaCl do 10%.

Identyfikacja mikroorganizmow

Identyfikacj¢ przeprowadzono w nastgpujacy sposob:
*  Oceng morfologii mikroorganizméw: ksztatt i barwe ko-
lonii wyrostych na podtozu agarowym, a takze grzybni
grzybow i pseudogrzybni promieniowcow. Korzystano
z Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology [6].
» Techniki mikroskopowe: ksztatt komorek, ocena ru-
chliwos$ci, barwienie metoda Grama, Ziehl-Nielsena,
barwienie spor metoda Dornera w modyfikacji Sny-
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dera, barwienie otoczek (czerwien Kongo + barwnik

Maneval’a).

* Badanie cech biochemicznych: katalaza, oksydaza,
redukcja azotanéw, tworzenie indolu oraz siarkowo-
doru. Wykonano tylko czg$¢ niezbednych oznaczen,
poniewaz rutynowo wykorzystywano dost¢pne w han-
dlu testy biochemiczne oraz poétautomatyczny system
Mini API® firmy Biomerieux, znajdujacy si¢ na wy-
posazeniu Zaktadu Mikrobiologii INiG. Wykorzystano
test ID 32 GN. Jest to wystandaryzowany zestaw do
automatycznej identyfikacji pateczek gram-ujemnych,
ktory wykorzystuje 32 zminiaturyzowane testy asymi-
lacyjne (biochemiczne) i bazg danych. Sktada si¢ on
z 32 studzienek, z ktoérych kazda zawiera odwodniony
substrat (w wigkszos$ci jest to substrat weglowoda-
nowy). Do potptynnego, ubogiego podtoza nanosi
si¢ zawiesing badanego mikroorganizmu i po 24+48
godzinach inkubacji wykrywa si¢ wzrost w kazdej
studzience przy uzyciu aparatu miniAPI”. W studzience
oznaczonej 1.0 znajduje si¢ L-ramnoza, w studzience
1.1 N-acetyloglukozamina, w studzience 1.2 D-ryboza,
w 1.3 inozytol itd. W przypadku pateczek gram-
ujemnych test pozwala na precyzyjna identyfikacje
szeregu z nich, natomiast w przypadku innych mikro-
organizmow jest on przydatny w uzyskaniu profilu cech
metabolicznych badanego drobnoustroju.

W celu uzyskania potwierdzenia wynikow, dla wyizo-
lowanych mikroorganizméw przeprowadzono sekwen-
cjonowanie genu kodujacego 16S rRNA [17]. Badania te
zostaly wykonane w Centrum Badan DNA, Laboratorium
Genetyki Medycznej, ul Mickiewicza 31, 60-835 Po-
znan. Zastosowano metodg enzymatycznej amplifikacji
(PCR-I — ang. polymerase chain reaction, czyli reakcji
tancuchowej polimerazy) fragmentow DNA przy uzyciu
starterow, flankujacych ok. 500-nukleotydowy fragment
badanego genu i oceniano dlugos¢ fragmentow DNA na
zelu agarozowym. Kolejny etap to enzymatyczna reakcja
sekwencjonowania (PCR-II), z wykorzystaniem zestawu
do sekwencjonowania BigDye Terminator v 3.0 Ready
Reaction Cycle Sequencing Sequencing Kit, firmy Amer-
sham Biosystems. Analiz¢ sekwencjonowania wykonano
przy uzyciu sekwenatora kapilarnego ABI Prizm® 3100
Genetic Analyser. Identyfikacja byta mozliwa dzigki ba-
zie danych sekwencji 16S rDNA MicroSeq, jak réwniez
dzigki programowi BLAST, znajdujacemu si¢ na stronie
National Center of Biotechnology Information — pod ad-
resem http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. Uzyskane
sekwencje zostaly zamieszczone w GenBank i sa dostgpne
pod numerami HQ423409+HQ423411.



Ocena zdolnosci degradowania polimeru ksantanowego

Zdolnos¢ degradacji polimerow oceniano inkubujac
mieszaning bakteryjna w podlozu zawierajacym polimer
ksantanowy (3 g/litr). Do iloSciowego oznaczenia postuzo-
no si¢ zmodyfikowana metoda wykorzystujaca odczynnik
dinitrosalicylowy [8]. Hydroliza tych wiazan pozwala na
uwolnienie monomerdéw i w konsekwencji — ilo§ciowe
oznaczenie danego polimeru. Z kazdej badanej hodowli
pobierano po 1 mli przesaczano przez saczek (w celu usu-
nigcia zanieczyszczen) do oddzielnych probéwek. Nastepnie
dodawano 9 ml 20-proc. kwasu siarkowego i inkubowano
w temp. 90°C. Czas hydrolizy wynosit minimum 2 godz.
Po tym okresie z kazdej probowki pobierano po 0,5 ml
hydrolizatu i przenoszono do nowej probowki. Nastgpnie
zobojetniano kazda probke, przez dodanie niewielkiej ob-
jetoscei stezonego KOH. Do kazdej probowki dodawano po
1 ml odczynnika dinitrosalicylowego i inkubowano w tazni
wodnej w temp. 90°C przez kolejne 10 min. Proboéwki
chtodzono, dodawano po 10 ml wody destylowanej i po do-
ktadnym wymieszaniu mierzono absorbancjg, przy dlugosci
fali 540 nm wzgledem proby $lepej, na spektrofotometrze
Marcel Media Eko. Jako standardu uzyto roztworu glukozy
o stezeniu 1,8 mg/ml, w zakresie 0,5+5 mM. Przedstawiajac
wyniki poshuzono sig arbitralng jednostka ,,% degradacji”,
w celu lepszego odzwierciedlenia faktycznego poziomu
rozktadu polimeréw. Postapiono w ten sposob, poniewaz
badany zwiazek byt produktem o czystosci technicznej,
zatem ustalenie jego doktadnego st¢zenia nie jest mozliwe
jesli nie dysponuje si¢ — jako standardem — zwigzkiem

o czystosci analitycznej 1 znanej masie czasteczkowe;.
Tym niemniej metoda jest bardzo wygodna i pozwala na
szybkie oszacowanie stopnia degradacji polimeréw. Wyzsza
warto$¢ oznacza wigkszy stopien degradacji.

Ptuczki wiertnicze

W badaniach wykorzystano dwie phuczki zawieraja-
ce w swoim sktadzie polimer ksantanowy (XCD), ktore
obecnie sg powszechnie stosowane w wiertnictwie. Sktad
ptuczek byt nastepujacy:

* Phuczka nr 1 na bazie skrobi:
1. Rotomag — 3%,
2. XCD - 0,2%,
3. KCI - 5%,
4. Blokator M-25 — 7%.
» Phuczka nr 2 na bazie celulozy:
1. Polofix LV — 2%,
2. XCD - 0,2%,
3. KCI - 5%,
4. Blokator M-25 — 7%.

Przed rozpoczeciem badan phuczki poddano sterylizacji,
a nastgpnie skazono je wybranymi szczepami mikroorga-
nizmoéw. Phuczki inkubowano w temperaturze 30°C przez
okres 12 tygodni, systematycznie oznaczajac ich whasci-
wosci reologiczne. Pomiary wlasciwos$ci reologicznych
prowadzono na sze$ciozakresowym wiskozymetrze Fann
UG 35SA. Interpretacji wynikow dokonano w oparciu
o program komputerowy, przyjmujac do obliczen model
reologiczny Binghama.

Wyniki

W pierwszym etapie badan uzyskano 18 mieszanych
kultur mikroorganizmoéw, posiadajacych zdolno$¢ wykorzy-
stywania ksantanu jako jedynego zrodta wegla. Ich cechy
zebrano w tablicy 2. Kultury te charakteryzowaty si¢ wzro-
stem w warunkach tlenowych i beztlenowych, w zakresie
temperatur 30+50°C (niektore nawet do 60°C), a wigkszos¢
z nich (13 kultur) tolerowata stgzenie NaCl do 10%.

Poniewaz obserwacje mikroskopowe w wigkszos$ci uzy-
skanych konsorcjow wykazaty rowniez obecno$¢ grzybow,
dalsze postepowanie miato na celu uzyskanie czystych
szczepOw bakteryjnych. Szczepow takich — wykorzystu-
jacych polimer ksantanowy jako jedyne zrodto wegla —
uzyskano 5 i zasility one bank szczepoéw INIG (oznaczenia
odpowiednio IN40+IN44). Parametry fizjologiczne nie
odpowiadaty parametrom stwierdzonym dla mieszanych
kultur, co sugeruje, ze w mieszanych kulturach znajdowaty

si¢ takze szczepy nie degradujace ksantan, a korzystaja-
ce z produktéw metabolizmu innych mikroorganizméw
(wzglednie, ze czes¢ stwierdzonych cech nalezy przypisaé
grzybom). Wyizolowane szczepy wykazywaly wzrost
w zakresie pH 6+9 (4 szczepy) 1 5+9 (1 szczep), (tablica 3).
Jesli chodzi o zakres temperaturowy, sa to typowe szczepy
mezofilne, z optimum wzrostu 20+30°C, cho¢ byly one
takze zdolne do wzrostu w szerszym zakresie temperatur.
Z kolei tylko 1 szczep wykazywat wzrost w 3% NaCl,
a dla pozostatych stezenie 1% stanowilo gorna granice.
Wykonane badania identyfikacyjne pozwolity zakwalifi-
kowac 2 szczepy (IN40 i IN41) do rodzaju Bacillus (a po
dalszych analizach do rodzaju Paenibacillus), za$ 3 kolejne
(IN42+IN44) — do rodzaju Sphingobacterium. Doktadne
charakterystyki wyizolowanych szczepdéw przedstawiono
w tablicy 3, przy czym uwzgledniono tylko charakterystyki

nr 1/2011 33



NAFTA-GAZ

Tablica 2. Charakterystyka kultur mikroorganizméow wyizolowanych z r6znych Zrodet

A Woda zlozowa +/+ +/- + + 6,1-10°
B Woda zlozowa +/+ +/- + + 4,7-10°
C Woda zlozowa +/+ +/- + + 4,2-10°
D Woda zlozowa +/+ +/- + + 3,8-10°
E Woda zlozowa +/+ ++ + + 5,1-10°
F Dot urobkowy +/+ +/- + + 1,4 -107
G Dot urobkowy +/+ +/+ + + 7,5 107
H Dot urobkowy +/+ +/+ + + 8,9-10°
1 Dot urobkowy +/+ +/- + + 83-10°
J Dot urobkowy +/+ +/- + - 2,2-10°
K sg:gsxrsc,)kg ++ ++ + + 5.8+ 107
L Sé‘rl:ifg;‘;kg +H+ +- + + 2,6 10°
w [ e | ]
N SE::SJ{:;? ++ +- + - 9,1-10°
0 Kopalnia +/+ +- + + 1,9 107
Wieliczka ’
P Gleba +/+ +/- + - 6,3-10°
R Gleba +/+ +/- + - 54-10°
S Gleba +/+ +/- + - 4,9-10°

17 efekt pozytywny, ,,-” efekt negatywny, jtk. — jednostki tworzace kolonie

Tablica 3. Charakterystyka wyizolowanych szczepow bakteryjnych

Barwienie Grama + + - -
Wzrost tlenowy + + + +
Wzrost beztlenowy + + - -
Ruchliwo$é¢ + + - -
Ksztatt pateczki pateczki pateczki pateczki
Tworzenie przetrwalnikow + + - -
Tworzenie indolu - - - -
pH 69 69 69 5+9
4/22/30/37/40 [°C] +/+/+/+/— —/+/+/+/— +/+/ - +/+/+/+/—-
Tolerancja NaCl [%] 0,1+1 0,1+1 0,13 0,1+1
Katalaza + + + +
Oksydaza - - + +
f-Galaktozydaza + + + +
o-Glukozydaza + +
L-Ramnoza - - - -
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cd. Tablica 3.

artykuty

+

N-acetyloglukozamina

D-Ryboza

Inozytol

Sacharoza

D-Maltoza

Kwas itakonowy

Kwas suberynowy

|+ |+ |+
+ |+ |+
|+ [+ |+

Malonian sodu

Octan sodu

Kwas mlekowy

o S T N (T ey

L-Alanina

+ |+ |+
+ |+ [+
+ |+ ]+

5-Ketoglukonian potasu -

+

Glikogen

Kwas 3-hydroksybenzoesowy -

L-Seryna

D-Mannitol

Salicyna

+
+
D-Glukoza +
+
+

D-Melibioza

L-Fukoza -

D-Sorbitol -

L-Arabinoza -

D-Mannoza

Kwas propionowy

Kwas dekanowy

Kwas walerianowy

Cytrynian tréjsodowy

|+ ]+ ]+

L-Histydyna

2-Ketoglukonian potasu -

Kwas 3-hydroksymastowy

Kwas 4-hydroksybenzoesowy

+ |+ |+

L-Prolina

+ + +

Agar -

17 oznacza efekt pozytywny, ,,-” efekt negatywny. Substraty wymienione w tablicy stuzyty jako jedyne zrodto wegla i/lub azotu.
Wigkszo$¢ wynikow otrzymano na podstawie testu API 32 GN firmy Biomerieux.

czterech z nich, jako ze dla szczepow IN42 1 IN44 roznica
wystapita tylko w jednej ze wszystkich analizowanych
cech, co sugeruje, ze szczepy te moga reprezentowac ten
sam gatunek.

Ostatnim testem byto badanie stopnia degradacji po-
limeru. Sposrod testowanych probek tylko szczep IN41
byt w stanie samodzielnie zdegradowa¢ polimer (98,7%

degradacji — tablica 4). Dla pozostatych szczepéw uzyskane
warto$ci nie przekraczaly 30%, co sugeruje, ze degradacji
ulegaty wylacznie tancuchy boczne, a nie rdzen polimeru.
Tezg t¢ potwierdza fakt, ze mieszana kultura (konsorcjum),
oznaczona ,,K”, byta zdolna do degradowania catego poli-
meru, a wigc zawierata mikroorganizmy atakujace tancuch
glowny, po usunigciu chroniacych go tancuchow bocznych.
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Tablica 4. Zdolnos¢ wyizolowanych mikroorganizméw
do degradowania polimeru ksantanowego

Wyizolowany szczep/kultura Procent degradacji

26,4 (24,1+29,7)
98,7 (97,5+99,2)
27,6 (24,5+30,1)
27,2 (23,9+31,6)
29,3 (25,4+31, 9)
99,1 (97,5+99,6)

Paenibacillus sp. IN40
Paenibacillus sp. IN41
Sphingobacterium sp. IN42

Sphingobacterium sp. IN43

Sphingobacterium sp. IN44

K (konsorcjum)

W kolejnym etapie badan analizowano wptyw mikro-
organizmow na pluczki wiertnicze. Do badan wykorzy-
stano Paenibacillus sp. — szczep IN41 oraz konsorcjum K.
Wykonane badania wykazaty roznice, wyrazone lepkoscia
plastyczna i wytrzymato$cia strukturalna, jesli chodzi o oba
rodzaje pluczek. Uzyskane wyniki wskazuja, ze pluczka

20
18 ¢

L]
16

Ptuczka 1 szczep IN41 L
Ptuczka 1 konsorcjum K

w  —
g \\“ —+— Pluczka 2 szczep IN41
é 14 ‘\ —— Pluczka 2 konsorcjum K
g 12
N \\
(&)
2 10
17}
g S
s 8
B
g st gt
Q
8 4
2
0 ; ; ; ; , ;

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Czas [godZ]

Rys. 2. Zmiany lepkosci plastycznej ptuczek ksantanowych
pod wptywem dziatania mikroorganizmow
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Rys. 4. Zmiany granicy plynigcia ptuczek ksantanowych
pod wptywem dziatania mikroorganizmow
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nr 2 podlegata catkowitej biodegradacji (rysunek 1), nato-
miast ptuczka nr 1 — tylko w relatywnie niewielkim stopniu.
Nie zaobserwowano zasadniczych roznic pomiedzy dzia-

taniem szczepu IN41 oraz konsorcjum K (rysunki 2-5).

Pl W] W Wl G
Rys. 1. Pluczka nr 2 po szeséciu tygodniach. Widoczne
catkowite zniszczenie struktury pluczki oraz réznice
w lepkos$ci pomigdzy poszczegdlnymi probami
(front ,,ptynigcia” zatrzymuje si¢ w innym miejscu)
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Rys. 3. Zmiany lepkosci pozornej ptuczek ksantanowych
pod wptywem dziatania mikroorganizméw
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Rys. 5. Zmiany wytrzymatosci strukturalnej ptuczek
ksantanowych pod wplywem dziatania mikroorganizmow



Dyskusja

W ogolnym zarysie degradacja polimeréow sacharydo-
wych polega na depolimeryzacji, tzn. rozerwaniu wigzan
glikozydowych pomigdzy poszczegdlnymi monomerami.
W przypadku ksantanu, skuteczne sa 3 mechanizmy degra-
dacji: kwasna hydroliza, hydroliza oksydacyjno-redukcyjna
oraz biodegradacja. W badaniach nad kwasna hydroliza
wykazano odporno$¢ ksantanu na dziatanie stabych kwa-
sow. W zakresie pH 1+4 najbardziej labilne okazuje si¢
wigzanie pomigdzy terminalng reszta mannozy, a kwasem
glukuronowym. Pozostate wiazania sa bardziej stabilne,
a szczegolnie trwale okazuja si¢ te wewnatrz rdzenia, taczace
monomery glukozy (tempo hydrolizy jest ok. 10-krotnie
wolniejsze). Mechanizm oksydacyjno-redukcyjny (hydro-
liza polimeru w obecnos$ci czynnika redukcyjnego i tlenu
czasteczkowego) polega na tworzeniu wolnego rodnika,
atakujacego tancuch. Mechanizm ten jest skuteczniejszy,
poniewaz prowadzi do rozpadu catego tancucha w jednako-
wym tempie. Trzeci mechanizm to mechanizm biologiczny,
polegajacy na hydrolizie enzymatycznej. Wykazano, ze
celulazy (enzymy odpowiedzialne za hydrolizg celulozy)
potrafia w pewnym stopniu atakowa¢ wiazanie -1,4, przy
czym hydroliza odbywa si¢ w sposob przypadkowy. Z cala
pewnoscia tancuchy boczne utrudniaja zadanie celulazom,
dlatego efekt samodzielnego dziatania tych enzymow jest
relatywnie staby [2]. Do pelnego rozktadu polimeru potrze-
ba wigc kilku enzymow. Nankai i in. [10] podali schemat
enzymatycznej degradacji ksantanu. W procesie tym musza
uczestniczy¢: liaza ksantanowa (usuwa terminalng mannozg),
[S-D-glukanaza (endocelulaza — hydrolizuje niektore wiaza-
nia f-1,4 wewnatrz czasteczki ksantanu), f-D-glukozydaza
(hydrolizuje wigzanie pomig¢dzy dwiema resztami glukozy),
hydrolaza glukuronylowa (wiazanie pomig¢dzy kwasem glu-
kuronowym i wewngtrzng mannoza) oraz a-mannozydaza
(wiazanie a-1,3). Jak widag, jest to system dos¢ ztozony.
Stad tez bierze si¢ odpornos$¢ polimeru ksantanowego na
biodegradacjg, jako Ze istnieje niewiele mikroorganizmow
posiadajacych wszystkie niezbedne enzymy.

Technologie mikrobiologiczne znajduja coraz szersze
zastosowanie w przemysle naftowym. Rutynowo stosowane
sa technologie wspomagajace eksploatacjg ropy naftowej
[11] i usuwajace zanieczyszczenia srodowiskowe [13].
Szerokie zdolnosci mikroorganizmoéw do degradowania
polisacharyddw [16] daja szanse¢ na podobne zastosowanie
jesli chodzi o usuwanie uszkodzen strefy przyodwiertowe;.
Np. firma Micro-Bac International ma w swojej ofercie dwa
bioprodukty przeznaczone do degradowania polimerow
polisacharydowych: Frac-Bac — degradujacy polimery

skrobiowe i celulozowe oraz Gum-Bac — przeznaczony do
usuwania uszkodzen spowodowanych guma guarowa. Nie
istnieje natomiast produkt, ktoéry z powodzeniem mozna
zastosowac do rozktadu polimeréw ksantanowych, cho¢
opisano juz przyktad pozytywnego zastosowania biotech-
nologii w usuwaniu uszkodzen spowodowanych przez
polimer ksantanowy [14]. Wynika to z faktu (co zostato
wykazane w niniejszej pracy), ze jest problem z uzyskaniem
mikroorganizméw o zadawalajacych cechach. Dotyczy
to przede wszystkim optymalnej temperatury dziatania,
ktora w przypadku biopreparatéw stosowanych w zlozu
powinna zawiera¢ si¢ w przedziale 30+50°C, a tempera-
tura suboptymalna powinna znacznie wykracza¢ poza ten
przedziat. Dla wyizolowanych mikroorganizméw optimum
temperaturowe znajdowato si¢ w przedziale 20+30°C. Druga
sprawa jest tolerancja wyzszych stezen soli; wstepne wyniki
wskazywaty na to, ze udalo si¢ otrzymac¢ mikroorganizmy
tolerujace stgzenie soli do 10%, podczas gdy wyizolowa-
ne szczepy nie posiadaty tej cechy. Najprawdopodobniej
mieszane kultury zawieraly mikroorganizmy tolerujace
wysokie stezenia soli, ktore korzystaty z produktow meta-
bolizmu szczepoéw degradujacych ksantan. Inna mozliwosé
to obecnos¢ grzybow, ktore charakteryzowaty sie wysoka
zdolno$cia rozktadu ksantanu, zostaly jednak odrzucone ze
wzgledu na brak mozliwosci zastosowania w warunkach
ztozowych. Z drugiej strony nalezy zwrdci¢ uwage na
stosunkowo szeroki zakres akceptowanego odczynu $ro-
dowiska. Cho¢ optimum dla wszystkich wyizolowanych
szczepow oscyluje w okolicach pH 7, to jednak zdolnosci
tolerowania rozmaitego pH (dla jednego szczepu nawet
5+9) nalezy uzna¢ za wystarczajace. Wigkszym klopotem
moze by¢ fakt, ze 3 z pigciu wyizolowanych mikroorga-
nizmoéw sg tlenowcami, co moze powaznie utrudniac ich
dziatanie w Srodowisku ztozowym. Nalezy jednak pamigtac,
7e zawsze pewna ilos¢ tlenu jest rozpuszczona w wodzie
przeznaczonej do sporzadzenia cieczy zabiegowej i moze to
by¢ wystarczajace st¢zenie dla rozwoju mikroorganizmow.
Poza tym wyizolowane szczepy mozna takze zastosowac
razem innymi, zdolnymi do dziatania w warunkach beztle-
nowych. Ostatni problem (by¢ moze najwazniejszy) dotyczy
zdolnos$ci degradowania czasteczki ksantanu do momentu,
w ktorym traci ona swoje wlasciwosci — co objawia si¢
klarowaniem roztworu i spadkiem jego lepkosci. Sposrod
pigciu otrzymanych szczepow tylko jeden charakteryzowat
si¢ samodzielna zdolno$cia degradowania catej czasteczki
ksantanu. Pozostate degradowaty ksantan tylko do pewnego
stopnia i w sposob niewystarczajacy do zaobserwowania
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wymaganych zmian. Co istotne, petna degradacja wystepo-
wata w mieszanej kulturze (konsorcjum K); oznacza to, ze
wspotdziatanie kilku mikroorganizméw jest wskazane. Jest
to zgodne z wezesniejszymi doniesieniami literaturowymi
[12], w ktorych mowa byta o tym, ze wiele mikroorgani-
zm6éw ma zdolno$¢ hydrolizowania tylko jednego typu
wiazania w czasteczce ksantanu i dotyczy to tancuchow
bocznych. Ze wzgledu na fakt, ze tancuchy boczne pehnia
funkcje ochronna i stabilizujaca catej czasteczki, ich degra-
dacja (a czgsto juz usunigcie terminalnej reszty mannozy)
powoduje odstonigcie wigzan f-1,4-glikozydowych tancu-
cha glownego (rdzenia), przez co cala czasteczka ksantanu
staje si¢ podatna na dzialanie enzymow. Wykazano réznice
co do wptywu mikroorganizmow jesli chodzi o oba rodzaje
ptuczek, przy czym nalezy zwroci¢ uwage, ze znaczace
zmiany parametrow nastgpowaly w pluczce numer 2, a wigc
tej, ktorej sktadnikiem (obok polimeru ksantanowego) byt
polimer celulozowy. W czasteczce celulozy podstawo-
wym wiazaniem jest wigzanie f-1,4-glikozydowe, czyli
to samo, ktore jest odpowiedzialne za tworzenie rdzenia

czasteczki ksantanu. Innymi stowy, mikroorganizmy zdolne
do degradacji ksantanu sa w stanie réwniez degradowac
celulozeg. Pluczka numer 1 byta ptuczka skrobiowa i nie
obserwowano w niej istotnych zmian. Uzyskano réwno-
cze$nie potwierdzenie, ze otrzymane mikoorganizmy sg
w stanie wykazywaé aktywno$¢ w srodowisku phuczki
wiertniczej. Wydaje si¢ wigc najbardziej logiczne, aby
wyizolowane szczepy dotaczy¢ do posiadanego wlasnego
biopreparatu INiG (wzglednie komercyjnych preparatow
Frac-Bac i Gum-Bac), a nastepnie przeprowadzi¢ badania
nad degradacja pluczek wiertniczych oraz usuwaniem
uszkodzen strefy przyodwiertowej na rdzeniach piaskow-
cowych w warunkach otworopodobnych.

Na zakonczenie nalezy podkresli¢, ze sam fakt uzyskania
pieciu czystych szczepow zdolnych do rozktadu polimeru
ksantanowego mozna uzna¢ za sukces. Dwa z nich zaliczaty
si¢ do rodzaju Paenibacillus, ktoérego przedstawiciele byli
opisani jako zdolni do atakowania polimeru ksantanowego
[9, 12], podczas gdy pozostate trzy zaliczaty si¢ do rodzaju
Sphingobacterium, co jest nowoscia.

Artykut nadestano do Redakeji 26.10.2010 r. Przyjeto do druku 13.01.2011 .
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