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Summary

The article covers a review of data taken from different publications which
are in connection with surface active substances (SAS) generated by microor-
ganisms and their role in biodegradation processes of petroleum pollutants.
The structure and properties of selected BSAS were described. The efficiency of
hydrocarbons degradation in the presence of synthetic and natural SAS was
characterized. The usefulness of biosurfactant for oil pollutants removal from
the soil environment was pointed out.
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Biodegradacja sktadnikéw zawartych w produktach naftowych
zalezy m.in. od rozpuszczalnosci w wodzie oraz stanu rozdrob-
nienia czasteczek umozliwiajacych ich pobor przez mikroorgani-
zmy. Rozpuszczalno$¢ weglowodoréw obniza sie wraz ze wzro-
stem masy czasteczkowej, na przyktad dla n-heksanu wynosi
12,3 mg/l, dla n-dekanu - 0,05 mg/l, a dla n-eikosanu -
3,1 X 10" mg/l (1). Wiele drobnoustrojéw zdolnych do zuzywania
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weglowodoréw jako zrodet wegla i energii wytwarza biologiczne zwiagzki po-
wierzchniowo czynne (BZPC), ktére obnizaja napiecie powierzchniowe i emulgujg
zanieczyszczenia ropopochodne. Mikroemulsje oraz hydrofobowa powierzchnia ko-
morek drobnoustrojéw sprzyjajg asocjacji kropel weglowodoréw i utatwiajg ich
transport przez hydrofobowe kanaly btony cytoplazmatycznej. Ponadto BZPC przy-
czyniajg sie do desorpcji weglowodoréw zaadsorbowanych w organicznych kom-
pleksach glebowych. BZPC obnizajgc napiecie powierzchniowe zwigkszaja po-
wierzchnie zajmowang przez sktadniki hydrofobowe, podobnie jak obnizajgc napie-
cie miedzyfazowe pomiedzy niemieszajgcymi sie cieczami tworzg powierzchnie do-
datkowa, umozliwiajgc ich mieszanie. Zjawiska te wywolane sg wzrostem energii
swobodnej uktadu, wynikajacym z braku mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych
czesci lipofilowej w fazie wodnej. Obnizenie energii swobodnej nastepuje poprzez
adsorpcje czesci hydrofobowej na organicznej matrycy lub poprzez tworzenie mice-
li - po przekroczeniu krytycznego stezenia micelarnego (CMC). CMC to minimalne
stezenie ZPC przy ktérym wolne monomery tworzg agregaty miceli. W miceli frag-
ment lipofllowy czasteczki ZPC wnika do fazy olejowo-weglowodorowej tworzac
rdzen pseudofazy hydrofobowej, a fragment hydrofilowy jest zanurzony w fazie
wodnej. Wzrasta stopien dyspersji zwigzkéw niepolarnych w roztworze ponad gra-
nice rozpuszczalno$ci w wodzie. Film (btona) wokdt czgsteczki weglowodorowej
charakteryzuje sie wystarczajgca wartoscig napiecia powierzchniowego, ktore za-
bezpiecza krople przed potgczeniem (koalescencjg). Obecno$¢ ZPC w glebie zwigk-
sza stezenie sktadnikow hydrofobowych w fazie wodnej, jonowe BZPC ,rozpusz-
czajy” alkany wskutek tworzenia miceli, a obojetne BZPC - tworzg na powierzchni
komorek hydrofobowy film umozliwiajacy przyleganie mikrokropel weglowodordéw.
BZPC charakteryzujg sie znacznie nizszymi wartosciami krytycznych stezen micelar-
nych anizeli ZPC syntetyczne (tab. 1) (2).

Tabela 1

Poréwnanie wartosci napiecia powierzchniowego (NP) i napiecia miedzyfazowego (NMF) oraz krytycznego
stezenia micelarnego (CMC) biologicznych i syntetycznych ZPC (2)

NP NMF

Zre (niN/m) (niN/in) %/CI
kompleks glikolipidu Rhodococcus ruber 26,8 0,9 54
dikorynomykolan trehalozy R. erythropolis 36,0 17,0 4,0
tetraester trehalozy R. er}thropolis 26,0 < 10 15
ramnolipidy Pseudomonas aeruginosa 29,0 0,25 50-200
surfaktyna Bacillus subtilis 27,0 1,0 23
dodecylosiarczan sodu 37,0 0,02 2120
Tween 20 30,0 48 600
liniowy alkilobenzenosulfonian 47,0 < 10 590
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Na wihasciwosci fizyczno-chemiczne BZPC i syntetycznych ZPC wplywa réwnowaz-
nik hydrofilo-tipofilowy (HLB); niska wartos¢ rownowaznika wskazuje na przewage
lipofilowosci, a wysoka - na lepszg rozpuszczalnos¢ w wodzie. W tabeli 2 podano
wartosci HLB dla niejonowych ZPC i wynikajace z tych wartosci - zastosowania (2).

Tabela 2

Zastosowania niejonowych ZPC w zaleznosci od wartosci HLB (2)

HLB Zastosowanie

<3 filmy (btony) powierzchniowe
3-6 emulsje woda w oleju

7-9 czynniki nawilzajace
8-15 emulsje olej w wodzie
13-15 detergenty

15-18 solubizery

Mikroorganizmy produkujg niskoczasteczkowe ZPC jak glikolipidy i lipopeptydy
(tab. 3). Wsréd glikolipiddw wyrézni¢ mozna tetraestry trehalozy, dikorynomykola-
ny, fruktozolipidy, soforo- i ramnolipidy. Czes¢ cukrowa potaczona jest z kwasami
thuszczowymi wigzaniami glikozydowymi (2). Na rysunku ! przedstawiono strukture
Sciany komdrkowej Mycobacterium (Mycolata) z uwzglednieniem lokalizacji kwasow
mykolowych (3).

Tabela 3

Mikroorganizmy wytwarzajace BZPC (2)

Mikroorganizmy Typ BZPC
! 2
bakterie

Acinetobacter spp.

Acinetohacter radioresistens
Alcanivorax borkumensis
Arthrobacter spp.

Bacillus spp.

Clostridium spp.
Coiynebacterium spp.

Mycolata-Nocardia
Rhodococcus
Pseudomonas spp.
Serratia spp.
Thiobacillus spp.

emulsan (lipoheteropolisacharyd); lipopetyd, kwasy ttuszczowe, mono- i diglice-
rydy

alasan

glikolipid

glikolipidy, lipopeptydy, heteropolisacharydy

surfaktyna, ramnolipidy, kompleksy hydrokarboproteinowe, polimyksyna, grami-
cydyna

lipidy obojetne

kwasy korynomykolowe, kwasy ttuszczowe, acyloglukoza, fosfolipidy, kompleksy
polisacharydo-biatkowe

glikolipidy, lipidy objetne i kwasy ttuszczowe

dimykolany i dikorynomykolany trehalozy

wiskozyna, ornityna, glikolipidy

serrawettyna, rubiwettyna

fosfolipidy
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grzyby

Candida botnbicola i Pseudozyma  liposan (gtéwnie weglowodany), glikolipidy, soforolipidy
(Candida) antarctica peptydolipidy, kompleksy polisacharydéw z kwasami ttuszczowymi
Torulopsis glikolipidy, biatka

Do grupy Mycolata nalezg 3 rodziny Actinoinycetes - Corynebacteriaceae, Nocardiaceae,
(w tym rodzaj Rhodococcus), Mycobacteriaceoe, ktore w Scianie komorkowej zawierajg
kwasy mykolowe. Kwasy te zwigzane sg z warstwg arabinozo-galaktozowa potaczo-
ng wigzaniami fosfodiestrowymi z jednostkami kwasu muraminowego peptydogli-
kanu. Nocardia i Rhodococcus to tlenowe laseczki, na ogét gramdodatnie, czesciowo
kwasooporne. Rhodococcus rosnie na podtozach nieselektywnych. Lipopeptydy to
m.in. surfaktyna, wiskozyna i polimyksyna. BZPC niskoczasteczkowe obnizajg napie-
cie powierzchniowe i miedzyfazowe, ale na og6t nie stabilizujg emulsji. Wielko-

Kwasy mykolowe

Rys. 1. Struktura $ciany komoérkowej Mycolata {Mycobacterium sp.).
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czasteczkowe BZPC to (lipo) polisacharydy i (lipo) proteiny stabilizujace emulsje, ale
nie obnizajgce napiecia powierzchniowego. Umozliwiajg jak emulsan i liposan adhe-
zje bakterii do powierzchni hydrofobowych. Na rysunkach 2, 3, i 4 przedstawiono
budowe chemiczng wybranych BZPC (1).
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n-alkan
cytochrom P-450
n-alkanol
oksydaza
n-alkanal
acylogliﬁzdy dehydrogenaza
Tkwas ttuszczowy

cytochrom P-450

kwas co- lub [co-1]-hydroksytluszczowy

Rys. 5. Utlenianie alkanu do kwaséw hydroksyduszczowych (1).

Biosynteza BZPC obejmuje formowanie czesci hydrofilowej i hydrofobowej
czasteczki. Stwierdzono, ze procesy te zachodzg bez- i z wykorzystaniem substratu
wzrostowego. Dotyczy to zaréwno rownolegtej syntezy obu czesci hydrofilowej
i hydrofobowej jak i produkcji poszczego6lnych czesci BZPC.

jedng z drog tworzenia kwasow hydroksytluszczowych moze by¢ wykorzystanie
n-alkanu obecnego w podtozu jako substratu (rys. 5) (1). Ramnoza uzyskana z gluko-
zy, jest prekursorem syntezy ramnolipidéw wydzielanych na zewnatrz komoérek. Mi-
kroorganizmy rosnace na podtozach zawierajgcych weglowodory tworzg estry tre-
halozy, fruktozy i sacharozy z kwasami mykolowymi. Kwasy te to niehydroksylowa-
ne i dtugotancuchowe a-alkilo-(3-hydroksylowane kwasy ttuszczowe; na przyktad tri-
mykolan trehalozy zawiera C67-74. Fiebig i wsp. (4) wyizolowali mieszanine glikolipi-
déw z komorek Pseudomonas cepacia rosnacych na podtozu z olejem stoneczniko-
wym. W warunkach wzrostu limitowanego tlenem i azotem uzyskano okoto 7 g/l
BZPC z 300 | hodowli. Drobnoustroje, oprécz estrow stanowigcych komponenty
Sciany komorkowej wytwarzajg inne sktadniki jak wolne kwasy korynomykolowe, li-
popeptydy, fosfolipidy, tluszcze obojetne i ich alkoholowe pochodne, wydzielane
pozakomdrkowo. BZPC o wilasciwosciach emulgujacych jak emulsan produkujg
szczepy Acinetobacter calcoaceticus rosngce na podtozu z wegtowodorami lub etano-
lem. Emulsan stanowig polisacharydy, kwasy ttuszczowe i biatka bedace elementami
$ciany komarkowej. Zrodtem emulgatoréw u Bacillus cereiis rosnacych na podtozu
z weglowodanami jest Sciang komorkowsa (1). juz w 1980 r. Cooper i Zajic (5) opubli-
kowali obszerng monografie na temat wytwarzania i zastosowania BZPC.

Poréwnujac mozliwosci stosowania BZPC i ZPC syntetycznych nalezy podkreslié,
ze BZPC sg mniej toksyczne dla mikroorganizmoéw anizeli syntetyczne (tab. 4) (2),
posiadaja nizsze wartosci CMC, ulegaja biodegradacji, nie wymagaja szczegélnych
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metod oczyszczania. W procesach przemywania zanieczyszczonego gruntu sg odzy-
skiwane i moga by¢ ponownie wprowadzane do Srodowiska. Mozliwosci te sg istot-
ne z uwagi na fakt, ze produkcja BZPC na skale przemystows jest znacznie drozsza
anizeli syntetycznych ZPC. Chociaz uznaje sie poglad o niewielkiej toksycznosci
BZPC w odniesieniu do mikroorganizmow to jednak pojawiajg sie dane w pismien-
nictwie o niektérych zwigzkach posiadajacych znaczne wiasciwosci antybakteryjne
i antygrzybowe. Habe i wsp. (6) wyizolowali ramnolipid RL47T2 z komdrek Pseudomonas
aeruginosa 47T2 NCBIM 40044 rosnacych na Sciekach zawierajacych olej stosowany
do smazenia. Produkt wykazat obnizenie napiecia powierzchniowego do 32,8 mN/m
i napiecia miedzyfazowego wobec nafty do | mN/m, CMC = 108,8 mg/l. Wydajno$¢
produkcji ramnolipidu wynosita 0,93 g/g biatka z biomasy bakterii - 8,7 g/l. Okres-
lono wartosci minimalne stezeh tego BZPC hamujgce wzrost mikroorganizmow
(MIC) o cechach patogennych (tab. 5). Autorzy zalecajg stosowanie ramnolipidu
RL47T2 do bioremediacji w przemysle spozywczym i agrochemicznym.

Tabela 4

Poréwnanie toksycznosci biologicznych i syntetycznych ZPC (2)

ZPC EC50 (mg/l)
kompleks glikolipidu Rhodococcus ruber AC 235 650
dikonnomykolan trehalozy R. erythropolis 49
tetraester trehalozy R. erythropolis 286
ramnolipidy Pseudomonas aeruginosa 50
nonylofenolo (-etyleno)9-octan (EQ 9) 78
stearynian sacharozy (DK 50) 67
Finasol OSR-5 7
Corexit 9597 5
Inipol EAP 22 0-004

W praktyce do bioremediacji gruntéw najczesciej wykorzystuje sie syntetyczne
ZPC, ktore jednak stwarzajg problemy w przebiegu proceséw. Moga wywiera¢ tok-
syczny wptyw na mikroorganizmy i obniza¢ dostepno$¢ substratow zawartych w mi-
celach; sg takze dos¢ oporne na biodegradacje. Wsréd wielu prac prowadzonych
z uzyciem syntetycznych ZPC na uwage zastugujg badania Carmichael i Pfaendera
(7). Autorzy stwierdzili, ze niejonowe ZPC Triton X-100 w stezeniach od | do 0,5%
i Inipol EAP-22 w stezeniu 1,66 ml/l hamowaty biochemiczny rozktad fenantrenu,
wykazujgc raczej efekty toksyczne anizeli oddziatywania ich stezeh przekracza-
jacych wartosci CMC. Chen i wsp. (8) okreslili wptyw 2 anionowych ZPC (dodecylo-
siarczanu sodu - SDS i dodecylobenzenosulfonianu sodu - SDBS) oraz 2 niejono-
wych ZPC (POE i CA-620) na biodegradacje naftalenu i fenantrenu w glebie, jak row-
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niez oddziatywanie weglowodoréw na biochemiczny rozktad tych ZPC. Wykazano,
ze na ogot, ZPC charakteryzowaty sie negatywnym wptywem na degradacje naftale-
nu i fenantrenu, z wyjatkiem SDS, ktory nie hamowat rozktadu naftalenu. Obecnosé
weglowodoréw obnizata efektywnos¢ biodegradacji ZPC. Nalezy jednak podkreslic,
ze w badaniach uzyto znaczne stezenie SDS-600 mg/l, ktére stanowito 1/4 micelar-
nego stezenia krytycznego. Autorzy wskazali, ze do celéw praktycznych nalezy sto-
sowaé ZPC ulegajace powolnej biodegradacji, poniewaz oporne na rozktad ZPC po-
zostajg w $rodowisku, a szybko degradowane nie sg wydajne, bo zwiekszaja koszty
procesu bioremediacji. Sposrdd badanych ZPC wybrano SDS wspomagajacy biode-
gradacje zanieczyszczeh ropopochodnych przez szczepy bakterii adaptowane do
rozktadu naftalenu. Mennen i wsp. (9) nie zaobserwowali wptywu ZPC na efekt bio-
degradacji oleju napedowego w glebie. Dodatek ZPC do zanieczyszczonego gruntu
wigze sie z koniecznoscig jego rozkladu. Rittmann i wsp. (10) stwierdzili, ze biode-
gradacja liniowego alkilobenzenosulfonianu (LAS) zalezy od jego sorpcji - im wyz-
sze stezenie w zakresie 1-10 mg/l, tym efekt rozktadu byt wiekszy, ale w ciggu 30-60
min; nastepnie efekt rozkladu znacznie ulegt obnizeniu, a autorzy ttumaczyli to zja-
wisko miedzyfazowym transportem masy. Z kolei Yadav i wsp. (11) badajac degrada-
cje LAS przez grzyby wykazali, ze ulega catkowitemu rozktadowi w stezeniach
< 4 mg/l, a powolnej biodegradacji - w wyzszych stezeniach.

Tabela 5

Mikrobiologiczne wiasciwosci RL4TX2 (6)

Mikroorganizmy MIC (mg/])
| 2

gramujemne
Salmonella thyphimurium ATCC 16028 128
Proteus mirabilis CECT 170 >256
Enterobacter aerogenes CECT 689 4
Eschericbia coli ATCC 8739 64
Serratia marcescens CECT 274 8
Klebsiella pneumoniae CECT 17832 0,5
Alcaligenes faecalis ATCC 8750 64
Citrobacterfreundii ATCC 22636 64
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 256
Bordetella bronchiseptica ATCC 461 128
gramdodatnie
Arthrobacter oxydans ATCC 8010 128
Staphylococcus epidermidis 32
Staphylococcus aureus ATCC 6538 32
Bacillus cereus var, mycoide ATCC 11778 64
Bacillus subtilis ATCC 6633 16
Micrococcus luteus ATCC 9631 64
Mycobacterium phlei ATCC 41423 128
Clostridium perfringens 128
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! 2

drozdze

Candida albicans ATCC 10231 >256
Rhodotorula rubra CECT 1158 >256
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 >256
plesnie

Aspergillus niger ATCC 14604 >256
Chaetonium globosum ATCC 6205 64
Penicillium chrysogeum CECE 2802 >256
Penicillium funiculosutn CECE 2914 16
Aureobasidium pullulanas ATCC 9348 >256
Gliocadium trirens ATCC 4645 32
Botrytis cinerea 170
Colletotrichum gloeosporioides 276
Rhizoctonia solani 109
Fusarium solani 75

W ostatnich latach rozpoczeto intensywne prace nad mozliwoscia wykorzystania
BZPC w procesach remediacji gruntéw. Dohse i Lion (12) udowodnili, ze zewnatrz-
komorkowe polimery bakterii glebowych biorg udziat w desorpcji fenantrenu i jego
transporcie w $rodowisku. Oberbremer i wsp. (13) wykazali, ze BZPC ulegaja biode-
gradacji po wyczerpaniu weglowodorow jako zrodet wegla. Page i wsp. (14) stwier-
dzili, ze BZPC Rhodococcus H13-A byt 35-krotnie bardziej efektywny w zwiekszeniu
transferu masy policyklicznych weglowodoréw aromatycznych do fazy wodnej ani-
zeli Tween 80. Szeroki zakres badan nad BZPC Rhodococcus spp. wykonywano w la-
boratoriach Szkocji i Rosji (2). Wyizolowane szczepy tych bakterii charakteryzowaty
sie zdolnoscia obnizania napiecia powierzchniowego do okoto 26-28 mN/m (kontrol-
na proba - 64 mN/m), a napiecia miedzyfazowego do okoto 1,3-6,3 mN/m (kontrola
- 38 mN/m); krytyczne stezenie micelarne zawierato sie w granicach 16-128 mg/I.
Wykazano, ze BZPC wyizolowane z komdrek Rhodococcus ruber AC 235 byty 100-
-1000-krotnie mniej toksyczne anizeli syntetyczne ZPC (Inipol EAP22, Corexit 9597,
Finasol OSR-5), 2-10-krotnie mniej szkodliwe anizeli trehalozolipidy R. erythropolis
i 13-krotnie anizeli ramnolipidy Pseudomonas aeruginosa. \WWprowadzenie szczepOw
Rhodococcus zdolnych do degradaciji alifatycznych i aromatycznych weglowodoréw
do zanieczyszczonego gruntu przyspieszyto proces biodegradacji o 20-25% i skutko-
wato obnizeniem zawartosci ropopochodnych 75,5% w 3 miesigce (przy poczatko-
wej wysokiej ich zawartosci w gruncie - 4,3%). Do ekstrakcji BZPC produkowanych
przez Rhodococcus ssp. zastosowano eter metylo-tert butylowy (MTBE) i sonifikacje
komarek. Z danych piSmiennictwa wynika, ze etery, w tym MTBE, sg stosowane jako
dodatki tlenowe do benzyn w ilosci 2,7%, zastepujgce zwigzki otowiu i inne toksycz-
ne komponenty (15). Stad tez w gruntach zanieczyszczonych benzyng zawierajgca
MTBE, do ktérych wprowadzone sg szczepy Rhodococcus moze nastgpi¢ wymywanie
BZPC z komorek do $rodowiska, przyspieszajac ,,rozpuszczanie” weglowodordw.

BIOTECHNOLOGIA 1 (64) 43-53 2004 51



Maria tebkowska

Podkresli¢ takze nalezy, ze MTBE ulega biodegradacji, m.in. przez bakterie utle-
niajgce propan. StefFan i wsp. (16) stwierdzili, ze MTBE w stezeniu 20 mg/l jest
rozktadany w > 60% w czasie krétszym niz 30 godzin.

Zdolnos$¢ drobnoustrojéw do przezycia w mikro- i makroemulsjach ,,woda w ole-
ju” oraz zachowanie aktywnosci katalitycznej enzymdw (17) nawet przez kilka tygo-
dni, wykazuje mozliwosci biodegradacji weglowodoréw w gruntach w obecnosci
emulgatoréw w diuzszym czasie. BZPC wykorzysta¢ mozna nie tylko do oczyszcza-
nia gruntéw z produktéw ropopochodnych, ale takze z innych zanieczyszczen jak
PCB i metali ciezkich. Sadowski (18) w obszernej publikacji przedstawit mozliwosci
zastosowania BZPC w procesach wydobycia ropy naftowej ze zt6z w obecnosci so-
lanki i gazu ziemnego. Wprowadzenie BZPC powoduje zmniejszenie napiecia mie-
dzyfazowego na granicy ropa naftowa/solanka lub woda, oderwanie filmu olejowe-
go od powierzchni mineratéw ztoza i emutgacje ropy. Emulgacja piaskdw roponos-
nych wymaga kolejnego etapu - deemulgacji majacej na celu uzyskanie ziaren mi-
neralnych z granicy faz olej/woda we frakcji wodnej i przeniesienie emulgatora do
fazy hydrofobowej. Stwierdzono, ze BZPC jak m.in. mannan i glukomannan z droz-
dzy i dekstran z Leuconostoc posiadajg whasciwosci deemulgujace.

W Swietle tych informaciji, jak sie wydaje, celowe jest prowadzenie badar nad
sposobami hodowli mikroorganizmow produkujgcych BZPC i metodami uzyskiwa-
nia tych substancji na skale przemystows. Szeroki zakres zastosowania BZPC po-
twierdza celowo$¢ takich przedsiewziec.
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