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The influence of surfactants on hydrocarbons biodegradation by us-
ing Grampositive and Gramnegative bacterial strains

Summary

Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas putida, as Grampositive and Bacillus
subtilis and Bacillus licheniformis as Gramnegative strains were used as biological
agents in biodegradation process of model mixture of hydrocarbons alone. Fur-
thermore in the presence of the synthetic emulsifiers of polyoxyethylenated al-
cohol and alkylglucoside derivatives, natural emulsifier of rhamnolipid deriva-
tives and anionic surfactants were used.

Key words:
biodegradation, bacteria Grampositive, bacteria Gramnegative, surfactants,
hydrocarbons.

1. Wstep

W likwidacji skazenia srodowiska naturalnego substancjami
ropopochodnymi stosuje sie, m.in. metody bioremediacyjne wy-
korzystujgce bakterie do biodegradacji substancji ropopochod-
nych. Analiza zachowania sie mikroorganizméw w miejscach ska-
zonych ropa naftowa pokazuje imponujacy potencjat ich zdolno-
$ci biodegradacyjnych (1). Wsrdd réznych grup taksonomicznych
mozna znalezé organizmy, ktére potrafig metabolizowaé sktad-
niki ropy naftowej. W literaturze szczegélnie duzo uwagi po-
Swieca sie gatunkom nalezacym do bakterii, drozdzy i grzybéw
2-8).
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Biodegradacji zwigzkéw organicznych bardzo czesto towarzyszy wydzielanie
ré6znych substancji o charakterze zwigzkéw powierzchniowo czynnych (2,9). Jedng
z ich funkcji moze by¢ udziat w zwiekszaniu degradacji zwigzkéw trudno rozpusz-
czalnych w wodzie (10,11). R6znice w budowie $ciany komoérkowej, ktérych konse-
kwencja jest podziat na bakterie gramdodatnie i gramujemne, powoduja m.in. r6z-
na hydrofobowos¢ Sciany komérkowej, jest to prawdopodobnie jeden z istotnych
parametréw, ktory nalezy bra¢ pod uwage przy ocenie skutecznosci dziatania bakte-
rii w stosunku do weglowodoréw, jako zwigazkéw o duzej hydrofobowosci. Bakterie
w obrebie jednego rodzaju i gatunku mogg takze réznic¢ sie hydrofobowosciag (12).
Sciana komérkowa bakterii gramdodatnich jest gruba i sklada sie w 60-100% z pep-
tydoglikanu tworzgcego sie¢ trojwymiarowg. Dla wiekszosci bakterii z tej grupy
charakterystycznym sktadnikiem sg kwasy tejchojowe, ktére wystepujg w dwoch po-
staciach: rybitaiowy kwas tejchojowy i gticerolowy kwas tejchojowy. W skfad Scian
komérkowych niektérych bakterii gramdodatnich mogg takze wchodzi¢: polisacha-
rydy, biatka, ktére nie tworza struktury btonowej lub tez kwasy mykolowe. Bardziej
ztozong budowe posiadajg natomiast bakterie gramujemne. Gtéwnymi sktadnikami
Sciany komoérkowej sa: peptydoglikan i wystepujace w obrebie blony zewnetrznej
fosfolipidy, biatka i glikolipid - lipopolisacharyd (13).

W procesie bioremediacji skazern wywotanych substancjami ropopochodnymi
stosuje sie czesto dodatkowo zwigzki powierzchniowo czynne w celu zemulgowa-
nia weglowodoréw i utatwienia kontaktu z mikroorganizmami (11). W przeprowa-
dzanych przez nas badaniach nad wplywem surfaktantéw na biodegradacje modelo-
wych weglowodoréw wskazujemy na zréznicowana skutecznosé dziatania surfak-
tantdw w obecnosci réznych szczepéw bakterii (14,15).

Celem pracy byly badania nad wptywem niejonowych i anionowych surfaktantéw na
biodegradacje weglowodoréw przy udziale bakterii gramdodatnich i gramujemnych.

2. Materiaty i metody

2.1. Zestawienie stosowanych szczepow

Badania mikrobiologiczne prowadzono z czystymi szczepami bakteryjnymi:

a) bakterie gramujemne:

- Pseudomonas aeruginosa TK - szczep wyizolowany z gruntu skazonego ropa,
profil biochemiczny - 20573067073,

- Pseudomonas putida - szczep wyizolowany z gleby, profil biochemiczny -
42072067073;

b) bakterie gramdodatnie:

- Bacillus subtilis - szczep wyizolowany z biopreparatu Enzybac, profil bioche-
miczny - 1706165255761100,
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- Bocillus licheniforniis - szczep wyizolowany z biopreparatu Putidoil, profil bio-
chemiczny - 1707165671341400.

2.2. Zestawienie stosowanych zwigzkéw powierzchniowo czynnych

Jako zwiazki powierzchniowo czynne wykorzystano: niejonowe zwigzki z grupy
zwigzkoéw polioksyetylenowanych (AT-7, L-10, Rokanol L-9, estry metylowe kwasow
kokosowych), alkiloglikozydy (Lutensol GD-70, Glukopon 650) oraz dodecylosulfonian
sodu (SDS) z grupy anionowych zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Stosowano tak-
ze mieszaning naturalnych emulgatoréw z grupy ramnolipidéw, wytwarzanych przez
szczep Pseudomonas aeruginosa (JBR-425), nalezgce do grupy anionowych zwigzkoéw po-
wierzchniowo czynnych. W badanych ukfadach poczatkowe stezenie zwigzkéw po-
wierzchniowo czynnych wynosito 0,0085% (ponizej krytycznego stezenia micelarnego).

2.3. Metodyka badan biodegradacji weglowodoréw

Biodegradacji poddawano modelowg mieszanine weglowodorow dodekanu (C12)
i heksadekanu (Gig) zmieszanych w stosunku wagowym 1:1, jak i zemulgowanych we-
glowodoréw. Uzywano 2 ml mieszaniny weglowodorow. Stezenie zwigzkéw powierzch-
niowo czynnych na poczatku eksperymentu byto 0,8% w stosunku do weglowodorow.

Do 100 ml wody dodawano 42 ml roztworu bakteryjnego (stanowigcego zawiesing
okreslonego szczepu bakterii w roztworze 12,8 g (NH4)2HP04 -I- 2,3 g NH4NO3/1000 ml).
W przygotowanym w ten spos6b roztworze liczba bakterii byta rzedu 1010 w ml.
Préby inkubowano w temperaturze 20-30°C na wytrzasarce przez 7 dni, w warunkach
tlenowych, w kolbach zamknietych korkami z waty, owinietymi folig aluminiowa.

3. Wyniki i ich oméwienie

Wyniki biodegradacji weglowodoréw i zemulgowanych weglowodoréw w obec-
nosci bakterii gramdodatnich i gramujemnych przez testowane zwigzki powierzch-
niowo czynne przedstawiono na rysunkach od | do 9.

Uzycie preparatu AT 7, ktory jest mieszaning polioksyetylenowanego alkoholu
alifatycznego i polioksyetylenowanego estru kwasu alifatycznego, wpltywato korzyst-
nie na biodegradacje weglowodordw przebiegajaca przy uzyciu szczepéw z rodzaju
Bacillus (bakterie gramdodatnie). Stopien biodegradacji w uktadzie zemulgowanym
dla szczepu Bacillus subtilis byt wyzszy o 13,6%, a dla szczepu Bacillus licheniformis
0 11,5% w stosunku do uktadu niezemulgowanego. Dla szczepu Pseudomonas putida
obserwowano nieznaczny wzrost stopnia biodegradacji, natomiast dla szczepu
Pseudomonas aeruginosa Pa TK jego obnizenie.
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Rys. | Wplyw AT 7 na biodegradacje weglowodoréw przez czyste szczepy bakteryjne: Pseudomonas
aeruginosa Pa TK (1), Pseudomonas putida (2), Bacillus subtilis (3), Bacillus licheniformis (4).
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Rys. 2 Wplyw L-10 na biodegradacje weglowodoréw przez czyste szczepy bakteryjne: Pseudomonas
aeruginosa Pa TK (1), Pseudomonas putida (2), Bacillus subtilis (3), Bacillus licheniformis (4).
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O Biodegradacja weglowodoréw
[ Biodegradacja zemulgowanych weglowodoréw (Rokanol L-9)

Rys. 3. Wptyw Rokanolu L-9 na biodegradacje weglowodoréw przez czyste szczepy bikteryjne:
Pseudomonas aeruginosa Pa TK (1), Pseudomonas putida (2), Bacillus subtilis (3), Bacillus licheniprmis (4).

Dodanie do weglowodoréw syntetycznych emulgatoréw z grupy polioksyet/lenowa-
nych alkoholi (L-10 - rys. 2, Rokanol L-9 - rys. 3) prowadzito do obnizenia stojnia bio-
degradacji gdy uzyto szczepow Pseudomonas aeruginosa Pa TK i Pseudomonas pitido. Dla
szczepu Pseudomonas putida obnizenie biodegradacji byto niewielkie i wynosito od 2,2%
(L-10) do 2,8% (Rokanol L-9). Natomiast dla szczepu Pseudomonas aeruginosa Pa "K obser-
wowano znacznie wyzszy spadek stopnia biodegradacji, ktory wynosi dla L-IC - 8,4%,
a dla Rokanolu L-9 - 13,4%. Dla bakterii gramdodatnich obserwowano wzros' stopnia
biodegradacji dla obu testowanych szczepéw. Dla szczepu Bacillus subtilis zastosowanie
emulgatora L-10 powodowato wzrost stopnia biodegradaciji weglowodoréw o 2,S%, nato-
miast Rokanolu L-9 o 3,9% w stosunku do uktadu niezemulgowanego. W pzypadku
szczepu Bacillus licheniformis wzrost ten wynosit odpowiednio 1,1 oraz o 4,2%

Zastosowanie emulgatoréw z grupy alkilopoliglukozydéw (Lutensol CD 70 -
rys. 4, Glucopon 650 - rys. 5) do biodegradcji weglowodoréw przez szczepy
Pseudomonas aeruginosa Pa TK i Pseudomonas putida powodowato obnizenie stopnia
biodegradacji uktadéw zemulgowanych dla obu testowanych szczepéw. Stopieh bio-
degradaciji ulegt obnizeniu o 9,8% dla szczepu Pseudomonas aeruginosa PaTh i o 5,6%
dla szczepu Pseudomonas putida w stosunku do uktadu niezemulgowanego. Korzyst-
ny wptyw tych emulgatoréw na biodegradacje weglowodoréw obserwowaro u bak-
terii gramdodatnich. Szczep Bacillus subtilis w obecnosci Lutensolu GD-70 powodo-
wal wzrost stopnia biodegradacji weglowodoréw o 4,9% w stosunku do ukadu bez
emulgatora. Natomiast dla Glucoponu 650 obserwowano wzrost stopnii biode-
gradacji w stosunku do uktadu niezemulgowanego o 6,3%. Dla szczepuBacillus
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Rys. 4. Wplyw Lutensolu GD 70 na biodegradacje weglowodoréw przez czyste szczepy bakteryjne;
Pseudomonas aeruginosa Pa TK (1), Pseudomonas putida (2), Bacillus subtilis (3), Bacillus licheniformis (4).

licheniformis najlepsze rezultaty uzyskano dla Glukoponu 650, dla ktérego odnoto-
wano wzrost stopnia biodegradacji o 17,5% w stosunku do ukfadu niezemulgowane-
go. Obserwowano takze dodatni wptyw Lutensolu GD 70 na biodegradacje weglo-
wodordéw. Po 7 dniach biodegradacji uzyskano wzrost stopnia biodegradacji o 6,6%
w stosunku do ukfadu bez emulgatora.
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Rys. 5. Wplyw Glukoponu 650 na biodegradacje weglowodoréw przez czyste szczepy bakteryjne:
Pseudomonas aeruginosa Pa TK (1), Pseudomonas putida (2), Bacillus subtilis (3), Bacillus licheniformis (4).
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O Biodegradacja weglowodoréw

[ Biodegradacja zemulgowanych weglowodoréw (oksyetylenowane estry metylowe
kwaséw kokosowych)

Rys. 6. Wptyw oksyetylenowanych estréw metylowych kwaséw kokosowych na biodegradacje we-
glowodoréw przez czyste szczepy bakteryjne: Pseudomonas aeruginosa Pa TK (]), Pseudomonasputida (2),
Bacillus subtilis (3), Bacillus licheniformis (4).

We wszystkich testowanych uktadach oksyetylenowane estry metylowe kwaséw
kokosowych obnizaty w niewielkim stopniu biodegradacje w odniesieniu do uktadu
bez emulgatora. Najwiekszy spadek zanotowano dla szczepu Pseudomonas aeruginosa
Pa TK - 5,3%, a dla pozostatych czterech szczepéw obnizenie biodegradacji byto
zblizone i wynosito od 2,4 do 4,0%.

Dodanie do emulgowania uktadu dodecylosulfonianu sodu (SDS) powodowato
wzrost stopnia biodegradacji weglowodoréw w obecnosci bakterii gramujemnych.
Najwiekszy wzrost obserwowano dla szczepu Pseudomonas aeruginosa Pa TK, dla ktére-
go biodegradacja weglowodorow wzrosta o 12,4% w stosunku do uktadu niezemulgo-
wanego. Natomiast dla szczepu Pseudomonas putida obserwowany wzrost wynosit
8,1%. Dodanie SDS-u do uktadu z bakteriami z rodzaju Bacillus powodowato obnizenie
stopnia biodegradacji weglowodoréw dla obu testowanych szczep6w od 2,9 do 7,2%.

Dodanie ramnolipidéw do ukladéw zawierajacych weglowodory powodowato
najwiekszy wzrost stopnia biodegradacji weglowodoréw dla szczepu Pseudomonas
aeruginosa TK. Wzrost ten wynosit 19,4%. Dla szczepu Pseudomonas putida obserwo-
wano wzrost biodegradacji o 5,6%. Natomiast zr6znicowane oddzialywanie zanoto-
wano dla szczepdw z rodzaju Bacillus. Dla szczepu Bacillus subtilis obserwowano nie-
znaczne obnizenie stopnia biodegradacji o 5,1%, a w przypadku szczepu Bacillus
licheniformis biodegradacja zemulgowanych weglowodoréw wzrosta o 7,2%. Ramno-
lipidy, nalezace do anionowych zwigzkdéw powierzchniowo czynnych, sg biosynte-
zowane przez szczep Pseudomonas aeruginosa. Dlatego oddziatywanie z tyrr.i bakte-
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Rys. 7. Wptyw SDS na biodegradacje weglowodoréw przez czyste szczepy bakteryjne: Pseudomonas
aeruginosa Pa TK (1), Pseudomonas putida (2), Bacillus subtilis (3), Bacillus Ucheniformis (4).

riami bylo szczegolnie skuteczne. Obok wtasciwosci emulgujacych, wykazujg one

takze bakteriostatyczne dziatanie w stosunku do niektérych mikroorganizmow,
m.in. dla szczepéw Bacillus (16).

gatunek bakterii
m Biodegradacja weglowodoréw
[ Biodegradacja zemulgowanych weglowodoréw (JBR 425)

Rys. 8. Wplyw JBR 425 na biodegradacje weglowodoréw przez czyste szczepy bakteryjne: Pseudomonas
aeruginosa Pa TK (1), Pseudomonas putida (2), Bacillus subtilis (3), Bacillus Ucheniformis (4).
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Prowadzono takze badania nad wptywem stezenia emulgatoréw na skutecznosé
procesu biodegradacji przy uzyciu szczepéw Pseudomonas putida i Bacillus subtilis.
Wyniki przedstawiono w tabelach 1 i 2.

Tabela 1
Wplyw stezenia emulgatoréw: AT 7, L-10, Lutensol GD 70, na biodegradacje weglowodoréw przez szczep

Bacillus subtilis (7 dni)

Stopien biodegradacji przy stezeniach emulgatoréw w stosunku do weglowodoréw (%)
Rodzaj emulgatora

0 0,04 0,2 0,4 0,8 12

AT 7 34,9 25,0 21,8 359 48,4 27,3

L-10 34,9 27,0 30,0 24,5 37,4 26,2

Lutensol GD 70 34,9 31,0 36,6 27,3 39,8 24,3
Tabela 2

Wplyw stezenia preparatu JBR 425 na biodegradacje weglowodoréw przez szczepy Bacillus subtilis
i Pseudomonas putida (7 dni)

Stopien biodegradaciji przy réznych stezeniach emulgatora w stosunku do weglowodoréw (%)
Gatunek bakterii

0 0,04 0,2 0,4 0,8 12
B. subtilis 34,9 19,7 35,1 18,0 29,8 25,2
Ps. putida 32,9 18,0 19.1 20,2 38,5 32,0

Otrzymane wyniki wskazujg na zréznicowany wplyw stezenia emulgatoréw na
przebieg biodegradacji. Dla przebadanych emulgatoréw: AT 7, L-10 i Lutensolu GD
70 stezenie emulgatora 0,8% w stosunku do weglowodoréw byto optymalne. Wyz-
sze niz optymalne stezenie emulgatora hamowato proces biodegradacji.

Na podstawie analogicznych badan dotyczgacych wpltywu ramnolipidéw dla
szczepu Bacillus subtilis wykazano, ze tylko przy uzyciu stezenia ramnolipidéw 0,2%
w stosunku do weglowodoréw stopien biodegradacji byt poréwnywalny z uktadem
niezemulgowanym przez ramnolipidy. Dla innych przebadanych stezeri ramnolipi-
déw obserwowano obnizenie biodegradacji weglowodoréw. Natomiast dla szczepu
Pseudomonas putida najwyzszy stopieni biodegradacji, wynoszacy 38,5%, uzyskano
przy stezeniu 0,8% w stosunku do weglowodoréw, mniejsze ilosci ramnolipidéw
wplywaly negatywnie na biodegradacje weglowodoréw, obnizajgc ja od 16,0 do
18,3%.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze dodatni wplyw na bio-
degradacje weglowodoréw w obecnosci bakterii gramdodatnich mialy przebadane
zwigzki powierzchniowo czynne z grupy polioksyetylenowanych alkoholi i alkilopo-
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liglikozydow. Zaobserwowano takze korzystny wptyw emulgatora AT 7, ktéry jest
mieszaning polioksyetylenowanego alkoholu alifatycznego i polioksyetylenowane-
go estru kwasu alifatycznego. Natomiast zastosowanie oksyetylenowanych estrow
metylowych kwasow kokosowych wptywato negatywnie na przebieg procesu biode-
gradacji weglowodoréw. Negatywne oddziatywanie na skutecznosé bakterii gram-
dodatnich obserwowano réwniez dla SDS-u.

Anionowe zwigzki powierzchniowo czynne, zaréwno syntetyczny (SDS) jak i na-
turalny (]JBR 425) wplywaly natomiast korzystnie na biodegradacje prowadzong w o-
becnosci bakterii gramujemnych. Dla pozostalych przebadanych emulgatoréw nie
stwierdzono korzystnego oddziatywania tych zwigzkéw z bakteriami gramujemny-
mi. Przyczyng takiego stanu moga by¢ réznice w budowie powierzchni bakterii
gramdodatnich i gramujemnych. Powierzchnia ta moze ulega¢ zmianom pod wpty-
wem dodawanych zwigzkéw powierzchniowo czynnych, ktére mogg modyfikowac
Sciane komoérkowa bakterii. Takze stezenie zwiazkéw powierzchniowo czynnych
ma istotny wptyw na oddziatywanie bakterii w stosunku do weglowodoréw. Dlatego
tez niezmiernie waznym elementem jest dobér odpowiedniego zwigzku powierzch-
niowo czynnego, a takze uzycie go w odpowiedniej ilosci.

4. WniosKki

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna zauwazy¢, ze szczepy bakteryjne
z r6zng szybkoscig rozkladaja weglowodory w zaleznosci od uzytego emulgatora.
U przebadanych bakterii gramdodatnich obserwuje sie korzystny wptyw na biode-
gradacje weglowodoréw polioksyetylenowanych alkoholi oraz alkilopoliglikozy-
doéw. Natomiast w przypadku testowanych szczepéw nalezacych do bakterii gram-
ujemnych najskuteczniejsze okazaty sie anionowe zwigzki powierzchniowo czynne.
W zwiazku z tym efektywne zastosowanie emulgatorow w procesach bioremediacji
skazonej wody i gruntu powinno by¢ poprzedzone okresleniem sktadu bakteryjne-
go $rodowiska i doborem do tego $rodowiska odpowiedniej mieszaniny emulgato-
réow naturalnych i syntetycznych o whasciwym stezeniu.

Praca finansowana z badan wlasnych BW 32/003/2003.
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