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Wykorzystanie surfaktantow naturalnych
w biodegradacji oleju napedowego

Zastosowanie surfaktantow w bioremediacji srodowiska naturalnego skazonego substancjami ropopochodnymi
jest jednym ze sposobow zwigkszenia jej efektywnosci. Celem prowadzonych badan byta analiza wptywu stezenia
naturalnych surfaktantéw: ramnolipidow i saponin na biodegradacje oleju napgdowego. Oceniano takze modyfikacje
powierzchni komorek testowanych mikroorganizméw i jej wpltyw na biodegradacje weglowodordw. Wiasciwosci
powierzchniowe okres§lano na podstawie pomiaréw hydrofobowos$ci powierzchni komorek i warto$ci potencjatu
zeta. Stwierdzono, ze testowane surfaktanty zwigkszaja szybkos¢ rozktadu oleju napedowego przez badane mikro-
organizmy: Microbacterium sp. i Achromobacter sp., przy czym skuteczniejsze w testowanych uktadach okazato
si¢ zastosowanie saponin, surfaktantoéw pochodzenia roslinnego. Uzyskano pigciokrotny wzrost degradacji oleju
napedowego w stosunku do uktadu bez zwigzku powierzchniowo czynnego. Najwyzszej biodegradacji, po wpro-
wadzeniu 120 mg saponin na 1 litr oleju, towarzyszyl wzrost hydrofobowosci powierzchni komorek i zmniejszenie
fadunku powierzchniowego testowanych szczepow.

Stowa kluczowe: biodegradacja, hydrofobowos¢ powierzchni komorki, potencjatl zeta, saponiny, zwiazki powierzch-
niowo czynne.

The use of natural surfactants in the biodegradation of diesel ol

Application of surfactants in the bioremediation of contaminated environment with oil derivatives, is one of the ways
to increase its efficiency. The aim of this study was to analyze the effect of the concentration of natural surfactants:
rhamnolipids and saponins on the biodegradation of diesel oil. The modification of cell surface was determined on
the basis of measurements of cell surface hydrophobicity and values of the zeta potential. It has been found that
these surfactants have considerable potential, to increase the rate of oil degradation by microorganisms tested:
Microbacterium sp. and Achromobacter sp. Although the use of saponins, surfactants of vegetable origin turned out
to be more effective in tested systems. A 5-fold increase in degradation of the oil in relation to the system without the
surfactant was achieved. The highest biodegradation after the addition of 120 mg saponins / I of oil was accompanied
by an increase of cell surface hydrophobicity and reduction of the surface charge of the test strains.

Key words: biodegradation, cell surface hydrophobicity, saponins, surface active agents, zeta potential.

Wstep

Katastrofy ekologiczne z ostatnich lat pokazuja, ze pro-
blem skazenia $rodowiska naturalnego substancjami ropo-
pochodnymi jest ciagle aktualny i dotyczy catego $wiata.
Niekontrolowane przedostawanie si¢ do srodowiska natu-
ralnego produktow naftowych, ze wzgledu na ich toksyczny
charakter, negatywnie wptywa na rownowagg ekosystemow.
Zwiazki te degradujg wody gruntowe i powierzchniowe,
zanieczyszczajg glebeg, zaburzaja homeostaze, hamuja wy-
miang gazowa, ograniczajg dostep §wiatla, jak i zmniejszaja
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stezenie rozpuszczonego tlenu. Ponadto, ze wzgledu na
hydrofobowy charakter, sg stabo rozpuszczalne w wodzie
1 przez to charakteryzujg si¢ ograniczong bioprzyswajalnoscia
przez mikroorganizmy [5, 9]. Biodegradacja weglowodorow
zalezy od wielu czynnikéw, takich jak: struktura zwigzkoéw
weglowodorowych stanowiacych zanieczyszczenie, ich roz-
puszczalno$¢ w wodzie czy tez warunki fizykochemiczne
srodowiska. Pobieranie wegglowodorow przez mikroorganizmy
1ich wykorzystanie jako zrédta wegla i energii jest zazwyczaj



opisywane poprzez trzy mechanizmy [2]. Pierwszy dotyczy
zwigzkow o stosunkowo duzej rozpuszczalnosci w wodzie,
ktore sg bezposrednio pobierane z fazy wodnej, drugi opi-
suje wykorzystanie przez mikroorganizmy weglowodorow
z granicy faz ciecz—ciecz, trzeci za$§ — weglowodorow zso-
lubilizowanych [4, 13].

W celu szybkiego usuwania substancji ropopochodnych
ze skazonych terenéw poszukuje si¢ sposobow, ktore beda
jednoczesnie przyjazne srodowisku. W ostatnich latach duza
popularno$cia ciesza si¢ metody polegajace na wykorzy-
staniu w procesach biodegradacyjnych surfaktantéw, ktore
charakteryzujg si¢ wlasciwosciami amfifilowymi. Zwigzki
powierzchniowo czynne dzigki swojej budowie obnizaja na-
pigcie powierzchniowe i migdzyfazowe cieczy oraz emulguja
substancje lipofilowe, powodujac zwigkszenie powierzchni
wymiany i rozpuszczalnosci [3]. Poza tym surfaktanty moga
istotnie zwickszy¢ ruchliwos¢ produktéw naftowych w $ro-
dowisku wodno-gruntowym. Moga one takze wptywaé na
posrednie produkty biodegradacji [14]. Uzycie surfaktantow

podczas bioremediacji gleby wiaze si¢ ze ztozonymi oddzia-
tywaniami pomig¢dzy surfaktantem, gleba, zanieczyszczeniem
1 mikroorganizmami. W bioremediacji Srodowiska naturalnego
skazonego substancjami ropopochodnymi wykorzystywane
sg zaro6wno syntetyczne, jak i naturalne zwigzki powierzch-
niowo czynne. Surfaktanty naturalne przewyzszaja swoimi
wlasciwosciami surfaktanty syntetyczne. Charakteryzujg si¢
nizsza toksycznoscia, lepszg biodegradowalnoscig i lepsza
kompatybilnoscia ze srodowiskiem [1]. W ostatnich latach
obok biosurfaktantow wytwarzanych przez mikroorganizmy
duza role odgrywaja zwigzki powierzchniowo czynne pocho-
dzenia roslinnego — saponiny.

Celem prowadzonych badan byta analiza wptywu st¢zenia
naturalnych surfaktantéw: ramnolipidéw 1 saponin na bio-
degradacje oleju napedowego. Oceniano takze modyfikacje
powierzchni komorek testowanych mikroorganizmow i jej
wplyw na biodegradacje. Modyfikacje okreslano na podstawie
pomiardw hydrofobowosci powierzchni komoérek i warto$ci
potencjatu zeta.

Metody badan

Mikroorganizmy i biodegradacja weglowodorow

W eksperymentach wykorzystano srodowiskowe szczepy
bakterii wyizolowane z gleby skazonej ropa naftowa — mi-
kroorganizmy z rodzajow Microbacterium sp. 1 Achromo-
bacter sp. Szczepy zostaly zidentyfikowane za pomoca
testow biochemicznych i techniki molekularnej. Biodegra-
dacji poddano olej napedowy, przefiltrowany przez saczek
0,2 um (Millex, Milipore). Hodowle o objetosci 50 ml pro-
wadzono przez 7 dni w temperaturze 30°C w inkubatorze
KS 4000 ic control firmy IKA. Zawarto$¢ oleju napgdo-
wego w hodowli wynosita poczatkowo 1% (v/v). Anali-
zowano zaro6wno biodegradacje oleju napedowego przez
testowane szczepy, jak rowniez wptyw dodatku surfaktan-
tow naturalnych, saponin i ramnolipidow, na skutecznosé
jego rozktadu. Saponiny sg ekstraktem z rosliny pustynne;j
Quillaya bark (Sigma Aldrich), ramnolipidy — biosurfaktan-
tem produkowanym przez bakterie Pseudomonas aeruginosa.
W eksperymentach wykorzystano preparat handlowy
JBR 425, bedacy 25-procentowym roztworem ramnolipi-
déw, produkowany przez Jeneil Biosurfactant Company
(USA). Do hodowli zostaty dodane surfaktanty w ilo$ciach:
6, 60, 120, 240 1 360 mg/l. Stosowano medium hodowlane
o nastgpujgcym skladzie (w g/l): 7,0 Na,HPO, - 2 H,0;
2,8 KH,PO,; 1,0 NH,CI; 0,5 NaCl; 0,01 MgSO, - 7 H,0;
0,001 FeSO, - 7 H,0; 0,0005 MnSO, - 4 H,0; 0,00064 ZnCl,;
0,0001 CaCl, - 6 H,0; 0,00006 BaCl,; 0,000036 CoSO, -
7 H,0; 0,000036 CuSO, - 5 H,0; 0,00065 H;BO,; 0,001 EDTA,;
0,0146 ml 37-procentowego HCI. Biodegradacje weglowo-

doréw wyznaczono na podstawie zmodyfikowanej normy
PN-86C-04573/01.

Mikrobiologiczna adhezja mikroorganizmow do
weglowodorow

Hydrofobowos¢ powierzchni komoérek testowanych mikro-
organizméw hodowanych w roznych uktadach oceniano testem
adhezji do heksadekanu (MATH) wedlug metody Rosenberga
iin. [11]. Pomiaru hydrofobowos$ci dokonywano w fazie lo-
garytmicznego wzrostu komoérek. Hodowle prowadzono na
réznych zrodtach wegla: glukozie, bursztynianie sodu, oleju
nap¢dowym, heksadekanie, roznych stezeniach testowanych
surfaktantow i mieszaninach oleju napedowego z surfaktantem
o réznym stgzeniu. Do przemywania biomasy wykorzystywano
roztwor buforowy PUM (fosforowo-mocznikowo-magnezo-
wy) o pH 7,2 (o sktadzie [g/1]: 19,7 K,HPO,; 7,26 KH,PO,;
1,8 H,NCONH, i 0,2 MgSO, - 7 H,0). Gegstos$¢ optyczng
mierzono przy dtugos$ci fali 550 nm na spektrofotometrze
UV-Vis (Shimadzu). Hydrofobowos$ci wyznaczono z zaleznosci:

H= (4, A/, - 100%

gdzie: A, — wyjsciowa gesto$¢ optyczna, A, — gesto$¢ optyczna
po wytrzasaniu z heksadekanem. Wynik kazdego z ekspery-
mentow jest $rednig z pigciu prob.

Potencjat zeta
Potencjat zeta (potencjat elektrokinetyczny, tadu-
nek powierzchniowy) jest wielkoscia opisujaca roéznice
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potencjalu migdzy powierzchnig czastki ciata stalego (lub
kropli cieczy w emulsji) a otaczajacym je roztworem. War-
to$¢ bezwzgledna potencjatu zeta opisuje sktonnosé¢ do
sedymentacji i agregacji zawieszonych w roztworze czg-
stek — im ten potencjat jest blizszy zeru, tym mniej stabilna
1 szybciej sedymentujgca jest zawiesina.

W badaniach potencjat zeta obliczono z rbwnania Smo-
luchowskiego [10], na podstawie pomiarow ruchliwosci
elektroforetycznej za pomoca aparatu ZetaPlus (Brookhaven

Instruments Co, USA). Hodowle prowadzono na takich
samych Zrodtach wegla jak w pomiarach hydrofobowosci
powierzchni komorek.

Po okreslonym czasie hodowli (faza logarytmicznego
przyrostu biomasy bakteryjnej) komorki bakteryjne od-
wirowano i przemyto dwa razy buforem PUM. Nastegpnie
bakterie zawieszano w tym samym buforze, uzyskujac za-
wiesing komorek (o zawarto$ci okoto 10® jtk/ml), w ktorej
okres$lano tadunek zgromadzony na ich powierzchni.

Wyniki i dyskusja

Biodegradacja oleju napedowego prowadzona byta przez
dwa szczepy bakterii wyizolowane ze Srodowiska natural-
nego: Achromobacter sp. 1 Microbacterium sp. Pomiar hy-
drofobowosci powierzchni komorek zostat przeprowadzony
na podstawie metody MATH (mikrobiologicz-
na adhezja do weglowodorow). W metodzie tej

— 60
przyjmuje si¢, ze wickszemu stopniowi adhezji _F: 5
komorek do weglowodoréw odpowiada wicksza o
hydrofobowos$¢ powierzchni. Jako powierzchnie §_ g 40
hydrofobowe przyjmuje sig takie, ktorych wartos¢ 3 & 30
przekracza 50%, hydrofilowo-hydrofobowe — gdy _§ E 20
wartos$¢ ta jest w granicach 30+50%, a hydrofi- ‘g 10
lowe — w przypadku wartosci hydrofobowosci = .

ponizej 30%. Testowane szczepy charakteryzowaly
si¢ wlasciwos$ciami hydrofilowymi (rysunek 1),
przy czym wyjsciowa hydrofobowos$¢ szczepu
Microbacterium sp. byta wyzsza (25%) w stosunku
do szczepu Achromobacter sp. (12%). Analiza
uzyskanych wynikow badan wykazala, ze hydro-
fobowo$¢ powierzchni komorek jest zalezna od

rodzaju zrédla wegla zastosowanego w hodowli bakteryjne;.
Wzrost cech hydrofobowych zaobserwowano w przypadku
wykorzystania hydrofobowych Zrédet wegla: heksadekanu
i oleju napedowego.

Zrédto wegla

1 Achromobacter sp. M Microbacterium sp.

Rys. 1. Hydrofobowosci powierzchni komorek szczepow
Achromobacter sp. i Microbacterium sp. po hodowli na r6znych
rodzajach zrédta wegla: W — hydrofobowos¢ wyjsciowa, H — heksadekan,
G — glukoza, B — bursztynian sodu, ON — olej napedowy

Biodegradacja oleju napedowego

Testowane szczepy srodowiskowe po 7 dniach pro-
wadzenia hodowli degradowaly olej napgdowy na pozio-
mie 10+12%. Wprowadzenie do uktadu z Achromobac-
ter sp. saponin lub ramnolipidow znacznie przyspiesza
biologiczny rozktad oleju napedowego (rysunek 2a). Stopien
biologicznego rozkladu przez testowane mikroorganizmy
jedynie w przypadku saponin uzalezniony jest od stezenia
surfaktantu. Najwyzszy stopien biodegradacji oleju napg-
dowego osiagnieto przy stezeniu saponin 120 mg/1 (68%).
Dla ramnolipidéw nie zaobserwowano wplywu steze-
nia tego surfaktantu na biodegradacje oleju napedowego
(40+43%). W przypadku szczepu Microbacterium sp. odno-
towano wpltyw stezenia obu surfaktantow na biodegradacje
oleju napedowego (rysunek 2b). Takze i w tym badaniu
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wyzsza biodegradacj¢ uzyskano po wprowadzeniu saponin
do uktadu. Najwyzsza wartos¢ biologicznego rozktadu
zaobserwowano, gdy do hodowli bakteryjnej wprowadzo-
no 120 mg/l saponin (54%). W przypadku ramnolipidéw
wraz ze wzrostem ich st¢zenia nieznacznie zwigkszata si¢
biodegradacja oleju napedowego, ktora dla 360 mg/l wy-
niosta 43%. Tan i Kong [12] przeprowadzili badania, ktore
wykazaly, ze dodanie biosurfaktantu przyczynia si¢ do po-
budzenia autochtonicznej flory mikroorganizmoéw, a przez
to do zwigkszenia szybkosci procesu biodegradacji. Dobor
odpowiedniego surfaktantu i zastosowanie go w praktyce
wymaga poznania ztozonych interakcji, jakie wystepuja po-
miedzy zwigzkiem powierzchniowo czynnym, powierzchnia
komorki danego szczepu a zanieczyszczeniem.



spadek hydrofobowosci po wprowadze-

60 1 niu saponin (rysunek 3b). Natomiast

S . T dodanie ich do uktadu z olejem napedo-
© wym spowodowato wzrost ilosci hydro-
& 40 I I L fobowych komorek, ktora utrzymywata
% 30 I si¢ na pordéwnywalnym poziomie nieza-
3 20 leznie od stezenia zwigzku powierzchnio-
@ 10 - wo czynnego. Z kolei wraz ze zwigksze-
0 _:i | | | ] niem stezenia ramnolipidow odnotowano

ON 60 120 360 powolny wzrost ilo§ci komorek hydro-
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wowano po wprowadzeniu ramnolipi-

& Saponiny M Ramnolipidy déw do uktadu z olejem napedowym

b 5 do stezenia 120 mg/l (45%). Zastoso-
60 wanie wigkszych ilosci ramnolipidow

X 50 I spowodowato zmniejszenie ilo$ci hydro-
% 0 . I- fobowych komorek w uktadzie. Zhong
K . . iin. [15, 16] wskazuja, ze adsorpcja ram-
30 nolipidéw powoduje zmiane hydrofilo-
;% 20 - wych wlasciwosci powierzchni komorek,
10 - ktoéra moze prowadzi¢ do skuteczniejszej

0 _j : : : . mineralizacji weglowodorow. Wptyw

ON ON + 60 ON +120 ON +360 surfaktantow na wtasciwosci powierzch-

Stezenie surfaktantu [mg/I]

4 Saponiny & Ramnolipidy

niowe zalezy zaréwno od ich rodzaju,
jak 1 od mikroorganizmoéw, na ktore od-
dziatujg [6].

Rys. 2. Wplyw stezenia saponin i ramnolipidow na biodegradacje oleju

napgdowego przez szczep: (a) Achromobacter sp., (b) Microbacterium sp.

Czas trwania procesu: 7 dni

Witasciwosci powierzchniowe mikroorganizmow
w ukfadach z surfaktantami

Wplyw saponin i ramnolipidéw na modyfikacje po-
wierzchni komorek testowanych szczepow okreslano po-
przez pomiar hydrofobowosci powierzchni komérek na
podstawie adhezji do wegglowodordéw oraz poprzez pomiar
potencjatu zeta.

Hydrofobowos¢ powierzchni komorek

Testowane surfaktanty — saponiny i ramnolipidy w od-
mienny sposob modyfikuja powierzchni¢ testowanych mi-
kroorganizmow. W przypadku szczepu Achromobacter sp.
zaobserwowano wraz ze wzrostem stezenia zarowno sapo-
nin, jak i ramnolipidéw zmniejszenie ilosci hydrofobowych
komorek (rysunek 3a). Wprowadzenie tych zwigzkéw po-
wierzchniowo czynnych do uktadu z olejem napedowym
tylko w przypadku uzycia saponin spowodowato istotne
zmiany w hydrofobowosci powierzchni komorek testowa-
nego szczepu. Wraz ze wzrostem stezenia saponin hydro-
fobowos¢ rosta i przy 240 mg/l wyniosta 49%. W przypad-
ku szczepu Microbacterium sp. odnotowano gwaltowny

Potencjat zeta

Wyzszym tadunkiem powierzchnio-
wym w testowanych ukladach charakteryzowatl si¢ szczep
Achromobacter sp. (tablica 1). Analizujac wptyw iloSci
wprowadzonych do uktadéw surfaktantéw na tadunek po-
wierzchniowy testowanych szczepéw podczas biodegradacji
oleju napedowego, istotne roznice zaobserwowano tylko
w przypadku szczepu Microbacterium sp., i to w uktadzie
z ramnolipidami. Wraz ze wzrostem st¢zenia odnotowano
obnizenie wartos$ci potencjatu zeta, zwickszala si¢ wiec row-
niez stabilnos¢ uktadu, a komorki bakteryjne mialy mniejsza
sktonnos¢ do sedymentacji i agregacji. W rezultacie mozliwa
byta intensywniejsza wymiana sktadnikoéw pokarmowych
i biodegradowalnych zwigzkoéw migdzy biomasg bakteryjna
a roztworem hodowlanym.

Analizujac wlasciwosci powierzchniowe i biodegradacje
oleju napedowego przez testowane szczepy, zaobserwowano
odmienny wptyw tego samego surfaktantu na komorki bak-
teryjne. W przypadku saponin, dla obu szczepdw, najwyzszg
biodegradacje¢ oleju napedowego uzyskano, wprowadzajac do
uktadu 120 mg/l surfaktantu. Szczepy te charakteryzowaly
si¢ wlasciwo$ciami hydrofilowo-hydrofobowymi, jednakze
ich tadunek powierzchniowy byt odmienny. Wyzszy tadunek

Nafta-Gaz, nr 2/2015 107



NAFTA-GAZ

a)

Hydrofobowos¢ powierzchni

b)

Hydrofobowos$¢ powierzchni
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Rys. 3. Wplyw stgzenia saponin i ramnolipidow na hydrofobowos¢
powierzchni komorek: (a) Achromobacter sp., (b) Microbacterium sp.

powierzchniowy miat szczep Achromo-
bacter sp. (—16 mV), natomiast warto$¢
ta w przypadku Microbacterium sp.
wynosita —21,4 mV. Stosujac ramnoli-
pidy, zaobserwowano, ze dla szczepu
Achromobacter sp. zmianom hydrofo-
bowosci powierzchni komorek wraz ze
wzrostem stezenia surfaktantu nie to-
warzyszyly zmiany w skuteczno$ci bio-
degradacji, ktora niezaleznie od ilo$ci
stosowanego surfaktantu utrzymywata
si¢ na podobnym poziomie. Z kolei
w przypadku szczepu Microbacterium
sp. wzrostowi biodegradacji wraz ze
zwiekszong iloScig zastosowanych
ramnolipidow towarzyszyto zmniej-
szenie tadunku powierzchniowego.
Ladunek na powierzchni komorki jest
wynikiem oddziatywan grup funkcyj-
nych, regulowanych metabolicznie,
obecnych na jej powierzchni [8]. Liu
iin. [7] zaobserwowali zmiang tadunku
powierzchniowego szczepu Penicillium
simplicissimum pod wplywem saponin.

Tablica 1. Wplyw ste¢zenia saponin i ramnolipidow dodanych do uktadu z olejem napgdowym
na potencjat zeta szczepow Achromobacter sp. i Microbacterium sp.

6 -12,2 +£0,02 -9,1 £0,09
60 —10,4 +£0,01 —14,3 £0,06
120 —-11,5+0,07 -16,1 +£0,06
240 —10,4 +£0,08 -25,5+0,07
360 -11,3 £0,05 -27,3 +£0,08
| Stesenicsaponinmg/] | dchromobactersp. | Microbacteriumsp. |
6 -12,9+0,10 —18,9 +0,09
60 —15,6 +£0,08 —20,6 +0,08
120 —-16,0 £0,06 -21,4 +£0,05
240 —-15,2 +0,10 -22,3 +£0,08
360 —-15,6 +£0,03 —22,4 +£0,06
| Zwdowedla | dcwomobacersp | Microbacteriumsp. |
Glukoza —10,6 +£0,10 —20,2 +0,06
Bursztynian sodu -10,6 £0,08 —21,7 £0,08
Heksadekan -13,1 +£0,07 —18,6 +0,07
Olej napgdowy -13,3£0,12 -15,1 +0,09
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Whnioski

Testowane zwigzki powierzchniowo czynne posiadajg
znaczny potencjal aplikacyjny. Ponadto ich biodegrado-
walno$¢ i kompatybilnos$¢ ze srodowiskiem powoduja,
ze sg one dobrym narzedziem z ekologicznego punktu
widzenia. Zastosowanie zarowno biosurfaktantow, jak
i surfaktantéw pochodzenia roslinnego wplywa korzystnie
na biodegradacje oleju napgdowego, powodujac znaczne jej

zwickszenie. Saponiny, surfaktanty pochodzenia ro§linnego,
zwiekszaja biodegradacje oleju napedowego efektywniej
niz ramnolipidy.

Najwyzszej biodegradacji (wzrost pigciokrotny), po
wprowadzeniu 120 mg/1 saponin, towarzyszyt wzrost hy-
drofobowosci powierzchni komorek i zmniejszenie tadunku
powierzchniowego testowanych szczepow.

Projekt zostal sfinansowany ze §rodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji numer DEC-2012/07/B/

NZ9/00950.
Prosimy cytowac jako: Nafta-Gaz 2015, nr 2, s. 104-109

Artykul nadestano do Redakcji 23.09.2014 r. Zatwierdzono do druku 24.11.2014 r.
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