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Opis wynalazku

W literaturze przedmiotu znane sg metody wybarwiania organizméw zywych. Przyktadem moze
by¢ wybarwianie fluorescencyjne pozwalajgce na odréznienie komérek przetrwalnikowych (podlegaja-
cych wybarwieniu) od komérek wegetatywnych (nie nastepuje wybarwienie). We wcze$niejszych meto-
dach wybarwiania za pomocag tioflawiny T (thioflavin T) nie byto mozliwos$ci odréznienia komérek wege-
tatywnych od przetrwalnikowych, co stanowi duze utrudnienie z uwagi na potrzebne umiejetnosci
w oznaczaniu obu grup komérek. Utatwienie w procedurze rozrézniania osiggnieto poprzez stworzenie
metody wybarwiania fluorescencyjnego przy zastosowaniu odpowiednich barwnikéw. Metoda wybar-
wiania fluorescencyjnego zostata zastosowana do wybarwiania komérek przetrwalnikowych bakterii
(m.in. Bacillus sp., Clostridium sp., Sporolactobacillus sp., Geobacillus sp., Thermoanaerobacter sp.).
Wymieniona metoda ma znaczenie dla przemystu spozywczego w celu okres$lenia jakosci zywnosci oraz
podniesienia jej bezpieczenstwa dla konsumentéw. Za pomocg wybarwiania fluorescencyjnego mozna
stwierdzi¢, ze komorki przetrwalnikowe ulegty sterylizaciji, co jest wazne dla okre$lenia bezpieczenstwa
zywnosci, kosmetykdw oraz farmaceutykéw, a takze przy badaniu jakosci wody (WO 2015037578).

Oméwiona powyzej metoda odnosi sie do specyficznych produktéw i organizméw — wybranych
szczepOw bakterii. Z uwagi na stosowanie w Srodowisku coraz wiekszej iloSci réznego typu materiatow
o réznej podatnosSci na porastanie przez organizmy zywe istnieje potrzeba stworzenia szybkiej metody
oceny tego zjawiska. Przyktadowo struktury porowate takie jak beton pozostajgce w srodowisku wod-
nym i/lub Ilagdowym, badz na granicy obu $rodowisk sg narazone na dziatanie czynnikdéw abiotycznych,
jak réwniez biotycznych. Poczatkowo organizmy osiadajg na powierzchni struktur porowatych. Wraz
z uptywem czasu gtebsze warstwy struktury porowatej, przyktadowo betonu stajg sie siedliskiem dla
drobnoustrojéw, takich jak bakterie, pierwotniaki, grzyby. Nastepnie zasiedlajg strukture porowatg, row-
niez organizmy wicksze, takie jak drobne bezkregowce. Tworzg sie tancuchy troficzne. Pdzniej, w miare
postepujacej korozji, organizmy przenoszg sie w coraz gtebsze warstwy betonu. Korozja biologiczna
ma wplyw na trwato$¢ budowli betonowych i stanowi jeden z probleméw wspétczesnej techniki i tech-
nologii budownictwa.

Dotychczas problem zwigzany z rozpoznaniem tempa korozji biologicznej i jej zasiegu w gtgb
struktury porowatej jest niewystarczajgco poznany. W literaturze przedmiotu wystepuje niedostatek te-
stow, ktére pozwolityby w sposdb szybki poznaé tempo korozji biologicznej oraz dawatyby mozliwos¢
poréwnania tego procesu dla r6znych rodzajéw struktur porowatych (rodzaj i gesto$é materiatu) oraz
w réznych warunkach $rodowiskowych.

Opracowana metoda pozwala na okre$lenie zasiegu wystepowania organizméw na powierzchni
i wewnatrz struktury porowatej oraz tempa ich przesuwania sie w gfgb struktury. Umozliwia, takze na
rozpoznanie powstajgcych gradientéw tworzonych przez organizmy przemieszczajgce sie w pionie, po-
ziomie, w zaleznoéci od czynnikdéw Srodowiskowych takich, jak m.in.: woda, temperatura, o$wietlenie,
pH oraz na styku powierzchni woda-powietrze, gdzie zmiany warunkéw $rodowiskowych bywajg gwat-
towne (falowanie, czeste zamarzanie i rozmarzanie, wysychanie i nawadnianie, itp.), a takze tworzgcych
sie tancuchéw troficznych.

Do oceny i zobrazowania zasiegu wystepowania organizmow w strukturach porowatych zastoso-
wano réz bengalski (Rose Bengal lub Rose Bengal sodium salt), powszechnie znany zwigzek che-
miczny (4,5,6,7-tetrachloro-2'4'5' 7'-tetraiodofluorescein), o sumarycznym wzorze chemicznym
C20H4Cl4 1405. ROz bengalski jest barwnikiem stosowanym w biologii, jak rowniez medycynie. W latach
50-tych r6z bengalski znalazt zastosowanie w procedurze wybarwiania otwornic Foraminifera (Walton
1952). W pozniejszych latach ré6z bengalski znalazt zastosowanie w wybarwianiu préb zawierajgcych
drobne (mikroskopowych rozmiardéw), najczesciej bezbarwne organizmy wodne — meiobentos (m.in.
Wojtasik 2007, 2013, Wojtasik, Burska 2015). Zaletg wybarwiania prébek r6zem bengalskim jest moz-
liwo$¢é odréznienia organizméw zywych w momencie pobrania proby od martwych, ktére sie nie wybar-
wiajg. Przyktadowe wybarwione organizmy przedstawiono na Fig. 1. i Fig. 2.

Zastosowanie rézu bengalskiego do wybarwiania probek struktur porowatych (w tym betonu),
ktére majg podlegaé ocenie pod wzgledem podatnosci na korozje biologiczng pozwala nie tylko okresli¢
zasieg wnikania organizmow w strukture betonu, ale takze na tatwiejszg identyfikacje drobnych organi-
zméw (kolonii bakterii, grzybdw, porostéw), niewielkich rozmiaréw bezkregowcdw. Przyktadowe, wybar-
wione struktury porowate o réznej intensywno$ci zasiedlania przez organizmy zywe przedstawiono na
Fig. 3.
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Prezentowana metoda wybarwiania moze mie¢ zastosowanie w przypadku réznych struktur po-
rowatych, w tym betonu hydrotechnicznego. Zastosowanie metody moze mie¢ znaczenie w okre$laniu
tempa biodegradacji oraz tworzenia sie fancuchéw troficznych. Z drugiej strony do okres$lenia odporno-
Sci na porastanie, trwatosci struktur oraz do oceny toksycznos$ci materiatow.

Roztwér r6zu bengalskiego moze byé, w zaleznoéci od potrzeb, stosowany wraz z substancjami
standardowo uzywanymi do konserwacji drobnych organizméw, bezkregowcédw (alkohol etylowy, for-
maldehyd, mieszaniny alkoholu etylowego i glicerolu itp.). Natomiast istotnym czynnikiem jest zwrdcenie
uwagi na wartoéci parametréow takich jak pH roztworu konserwujgcego (szczegdlnie jesli dodatkiem w
mieszaninie jest kwas, np. kwas octowy), tak aby nie powodowato to dodatkowej korozji substancji po-
rowatej, przyktadowo betonu, przez co obraz struktury wewnetrznej mogtby odbiegaé od rzeczywistej
przed zastosowaniem ptynu konserwujgcego.
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Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie r6zu bengalskiego w ocenie poros$niecia lub korozji substancji porowatych,
w tym materiatéw budowlanych, w szczegélnosSci betonu hydrotechnicznego znamienny tym,
ze poprzez wybarwianie substancji porowatych roztworem wodnym rézu bengalskiego lub
rézu bengalskiego w standardowej substancji konserwujgcej organizmy, uzyskuje sie barwny
obraz w miejscach wystepowania zywych komoérek drobnoustrojéw lub drobnych organi-
zmébw wyzszych, w szczego6lnosci bezkregowcow i glonow.

2. Zastosowanie rézu bengalskiego w ocenie poro$niecia lub korozji substancji porowatych, we-
dtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do zastosowania w pracach badawczych, technicznych,
budownictwie, przemysle, ekspertyzach zwigzanych z oceng korozji biologicznej substancji
porowatych oraz w analizach toksyczno$ci substancji porowatych na Srodowisko biotyczne.
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Rysunki

E.
Fig. 1. Przyklad organizméw bezkregowych wybarwionych rézem bengalskim: A. Bivalvia, B.
Oligochaeta, C. Diptera larvae, Chironomidae, D. Nematoda, E. Cladocera, F. Copepoda,

Harpacticoida,

Fig. 2. Przyklad wybarwionych rézem bengalskim organizméow bezkregowych (m.in.
Nematoda w srodkowej czgsci zdjgcia) wsrod niewybarwionych ziaren piasku (do wybarwienia

organizmow zastosowano Rose Bengal sodium salt, SIGMA nr R3877-5G),
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Fig. 3. Struktury porowate zasiedlone przez organizmy zywe (wybarwione na rézowo): A.

niewielki stopien pokrycia organizmami, B. intensywna kolonizacja przez organizmy struktury

porowatej (do wybarwienia struktury porowatej zastosowano Rose Bengal, ALDRICH nr
198250-5G),



