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S t r e s z c z e n i e 

Dodatek surfaktantów w biodegradacji węglowodorów stanowi jedną z metod, które mogą 
zwiększyć wydajność tego procesu. Podczas przeprowadzonych badań określono wpływ alkilopoli-
glukozydu, Lutensolu GD 70, na biodegradację oleju napędowego przez bakterie glebowe. Efektyw-
ność biodegradacji oceniono metodą grawimetryczną. Zbadano także zmiany zawartości wybranych 
frakcji alifatycznych, oznaczone za pomocą chromatografii gazowej. Porównano wyniki dla szcze-
pów „dzikich” oraz przechowywanych przez 12 miesięcy w warunkach stresowych, na oleju napędo-
wym. Dodatkowo określono także wpływ alkilopoliglukozydu na zmiany hydrofobowości po-
wierzchni komórek testowanych szczepów, stosując metodę adhezji mikroorganizmów do węglowo-
dorów.  

Wyniki wskazują na korzystny wpływ Lutensolu GD 70 na biodegradację oleju napędowego 
przez badane szczepy środowiskowe. W przypadku szczepu Sphingomonas maltophilia WE1 biode-
gradacja, po zastosowaniu surfaktantu, zwiększyła się z 28 do 45%. W przypadku szczepów streso-
wanych, które były długotrwale przechowywane w obecności oleju napędowego (jako jedynego źró-
dła węgla i energii) zaobserwowano niewielkie zmniejszenie efektywności biodegradacji po wprowa-
dzeniu surfaktantu. Dodatek związku powierzchniowo czynnego znacznie wpływał na właściwości 
powierzchniowe komórek, powodując zmiany ich hydrofobowości.  

Uzyskane wyniki wskazują na znaczny potencjał Lutensolu GD 70 w metodach wspomagania 
naturalnych procesów biodegradacji węglowodorów ropopochodnych przez mikroorganizmy. 

Słowa kluczowe: alkilopoliglukozydy, biodegradacja węglowodorów, chromatografia gazowa, hydro-
fobowość komórek, olej napędowy, surfaktanty 
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WSTĘP 

Powszechne i masowe wykorzystanie węglowodorów, pochodnych ropy naf-
towej, sprzyja ich niekontrolowanemu uwalnianiu do środowiska. Skażeniu ropo-
pochodnymi ulegają zarówno wody gruntowe i podziemne, jak i gleba. Spośród 
stosowanych technik remediacji środowiska metody biologiczne wyróżniają się 
dużą skutecznością oraz względnie niskimi kosztami. Na efektywność procesów 
biodegradacji węglowodorów mają wpływ warunki środowiskowe (m. in. pH, tem-
peratura), rodzaj obecnych mikroorganizmów oraz właściwości fizykochemiczne 
zanieczyszczeń. Wśród tych ostatnich jednym z głównych problemów jest ograni-
czona biodostępność węglowodorów – ich niewielka rozpuszczalność w wodzie 
i silna hydrofobowość [KOPYTKO, IBARRA MOJICA 2009; STELIGA 2010]. 

Jedną z możliwości rozwinięcia powierzchni międzyfazowej (i tym samym 
zwiększenia wydajności przenikania węglowodorów do wnętrza degradujących je 
mikroorganizmów) jest wykorzystanie surfaktantów. Należy jednak wziąć pod 
uwagę, że surfaktant przeznaczony do wspomagania procesów remediacji powi-
nien być łatwo biodegradowalny, by nie stał się dodatkowym zanieczyszczeniem 
środowiska. Ponadto, co jest istotne, nie powinien ulegać rozkładowi zanim nie 
spełni swej funkcji emulgatora [GRABAS i in. 2003]. 

Alkilopoliglukozydy, takie jak Lutensol GD 70, są syntetycznymi niejonowymi 
surfaktantami o małej toksyczności, pozwalającymi na znaczne zmniejszenie na-
pięcia powierzchniowego. Produkowane są one z surowców odnawialnych i stoso-
wane m. in. w kosmetykach i detergentach [IGLAUER i in. 2010; ZHANG i in. 2011]. 
Ze względu na ich właściwości można przypuszczać, że mogą znaleźć zastosowa-
nie w procesach biodegradacji ropopochodnych. Badania przeprowadzone przez 
SAŁEK i in. [2013] z wykorzystaniem alkilopoliglukozydów wykazały ich korzyst-
ny wpływ na biodegradację oleju napędowego. 

Celem niniejszej pracy jest określenie wpływu dodatku alkilopoliglukozydu, 
Lutensolu GD 70, na biodegradację oleju napędowego przez wybrane szczepy bak-
teryjne oraz na zmiany hydrofobowości powierzchni ich komórek. Badania prze-
prowadzono na szczepach środowiskowych, szczepach długotrwale przechowywa-
nych na oleju napędowym, jako jedynym źródle węgla, oraz na szczepie referen-
cyjnym. 

MATERIAŁ I METODY BADAŃ 

Szczepy bakteryjne. W badaniach wykorzystano szczepy środowiskowe 
Pseudomonas stutzeri ML1, Achromobacter denitrificans EW1, Sphingomonas 
paucimobilis ML1, Stenotrophomonas maltophilia EW1 i Pseudomonas alcalige-
nes ES1, pochodzące z kolekcji Zakładu Chemii Organicznej Politechniki Poznań-
skiej, wyizolowane z próbek gleb skażonych substancjami ropopochodnymi. 
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Osobne linie szczepów P. stutzeri i P. alcaligenes poddano stresowaniu poprzez 
hodowlę na płytkach agarowych z dodatkiem oleju napędowego, jako jedynego 
źródła węgla i energii, przez 12 miesięcy (pasażowanych co 21 dni). Ponadto wy-
korzystano szczep referencyjny Pseudomonas fluorescens ATCC 14700.  

Odczynniki. Olej napędowy zakupiono na stacji benzynowej (PKN Orlen, Pol-
ska) i przefiltrowano przez sączek 0,2 m (Millex, Milipore). Lutensol GD 70 po-
chodził z firmy BASF (Niemcy).  

Prowadzenie hodowli i ocena biodegradacji. Do hodowli stosowano medium 
o składzie (w g·dm–3): Na2HPO4·2H2O – 7,0; KH2PO4 – 2,8; NH4Cl –1,0; NaCl – 
0,5; MgSO4·7H2O – 0,01; FeSO4·7H2O – 0,001; MnSO4·4H2O – 0,0005; ZnCl2 – 
0,00064; CaCl2·6H2O – 0,0001; BaCl2 – 0,00006; CoSO4·7H2O – 0,000036; Cu-
SO4·5H2O – 0,000036; H3BO3 – 0,00065; EDTA – 0,001 oraz 37% HCl – 0,0146 
cm3. Hodowle o objętości 50 cm3, ze znaną naważką oleju napędowego (ok. 1% 
v/v) i określonym stężeniem surfaktantu (60, 120 i 360 mg·dm–3), prowadzono 
w zakręcanych butelkach o objętości 250 cm3 w temperaturze 30°C. Po 7 dniach, 
zgodnie z normą PN-86C-04573/01, określono stopień biodegradacji oleju napę-
dowego. Część próbek po ekstrakcji poddano analizie jakościowej i ilościowej na 
chromatografie gazowym HP 5890II z detektorem płomieniowo-jonizacyjnym na 
kolumnie kapilarnej DB-225 (Agilent Technologies; 30 m × 0,25 mm × 0,25 m). 
Jako gazu nośnego użyto helu. Dozowana objętość próbki wynosiła 5 mm3. Jako 
odniesienia użyto Crude Oil Quantitative Standard (Equal Mix by Weight Percent, 
Supelco), stanowiącego mieszaninę 13 węglowodorów alifatycznych (C10–C18, 
C20, C22, C24 oraz C28). 

Pomiar hydrofobowości metodą mikrobiologicznej adhezji do węglowodo-
rów (MATH). W metodzie wykorzystano bufor fosforowo-mocznikowo-magnezo-
wy (PUM) o składzie (w mg·dm–3): K2HPO4 – 19,7; KH2PO4 – 7,26; H2NCONH2 – 
1,8; MgSO4·7H2O – 0,2. 30 cm3 hodowli wirowano (8000 obr.·min–1; 5 min, 
10°C), zlewano supernatant, a oddzieloną biomasę dwukrotnie przemywano bufo-
rem PUM. Następnie wytrząsano biomasę z 5 cm3 buforu PUM i mierzono absor-
bancję próbki przy długości fali 550 nm na spektrofotomatrze UV-1601PC (Shi-
madzu). Następnie dodawano do każdej próbki 0,5 cm3 heksadekanu, wytrząsano 
przez 2 min i odstawiano do momentu rozdziału faz, po czym mierzono absorban-
cję fazy wodnej. Stopień hydrofobowości H komórek obliczano ze wzoru: 

H = [(A0 – A1)/A0]·100% 

gdzie: 
    A0 i A1 – absorbancja fazy wodnej przed i po wprowadzeniu heksadekanu.  

Próbę odniesienia stanowiły komórki bakteryjne z hodowli płynnej z burszty-
nianem sodu, jako jedynym źródłem węgla. 
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WYNIKI I DYSKUSJA 

W porównaniu z hodowlą odniesienia na bursztynianie, w obecności surfaktan-
tu nastąpił nieznaczny wzrost hydrofobowości powierzchni komórek szczepów 
P. paucimobilis, S. maltophilia, A. denitrificans i P. fluorescens (rys. 1). W obec-
ności oleju napędowego trzy z badanych szczepów (P. stutzeri, S. maltophilia, 
A. denitrificans) wykazały zwiększenie hydrofobowości, w przypadku pozostałych 
nie nastąpiły znaczne zmiany. Obecność w hodowli zarówno oleju napędowego, 
jak i surfaktantu spowodowała zwiększenie hydrofobowości S. paucimobilis z 3 do 
96% w porównaniu z hodowlą tylko z olejem napędowym. Z kolei szczepy S. mal-
tophilia i P. stutzeri na obecność surfaktantu w hodowli z olejem napędowym za-
reagowały zmniejszeniem (o ponad 20 punktów procentowych) hydrofobowości 
powierzchni komórek.  

 
Rys. 1. Hydrofobowość powierzchni komórek wybranych szczepów środowiskowych oraz szczepu 

referencyjnego Pseudomonas fluorescens ATCC 14700 po 7 dniach eksperymentu; hodowle na: 
bursztynianie sodu, Lutensolu GD 70 o stężeniu 120 mg·dm–3, oleju napędowym oraz mieszaninie 

oleju z surfaktantem; źródło: wyniki własne 

Fig. 1. Cell surface hydrophobicity of selected environmental bacterial strains and a reference strain 
Pseudomonas fluorescens ATCC 14700; measurements were done after 7 days of experiment for 

cultures in sodium succinate, Lutensol GD 70 at a concentration of 120 mg·dm–3, with diesel oil and 
with a mixture of diesel oil and surfactant; source: own study 

Z badań wynika, że wpływ Lutensolu GD 70 na proces biodegradacji oleju na-
pędowego jest korzystny. Biodegradacja oleju napędowego przez badane szczepy 
środowiskowe w hodowlach z surfaktantem była efektywniejsza niż w analogicz-
nych układach bez jego dodatku. Najmniejszy wpływ zaobserwowano w przypad-
ku P. stutzeri (zwiększenie z 20 do 28%), a największy – w przypadku S. maltophi-
lia (zwiększenie z 28 do 45%). Jedynie środowiskowy szczep S. paucimobilis 
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w obecności surfaktantu o stężeniu w hodowli 120 mg·dm–3 wykazał zmniejszoną 
zdolność do biodegradacji oleju napędowego w porównaniu z hodowlami bez sur-
faktantu (rys. 2.) (zmniejszenie z 39 do 29%). Negatywny wpływ dodatku surfak-
tantu zaobserwowano również w przypadku referencyjnego szczepu P. fluorescens 
(zmniejszenie z 43 do 27%).  

 
Rys. 2. Biodegradacja oleju napędowego przez wybrane bakteryjne szczepy środowiskowe oraz 

szczep referencyjny Pseudomonas fluorescens ATCC 14700, po 7 dniach eksperymentu w obecności 
i bez Lutensolu GD 70 o stężeniu 120 mg·dm–3; źródło: wyniki własne 

Fig. 2. Biodegradation of diesel oil by selected environmental bacterial strains and a reference strain 
Pseudomonas fluorescens ATCC 14700; measurements were done after 7 days of experiments  

without and with Lutensol GD 70 at a concentration of 120 mg·dm–3; source: own study 

Porównano także efektywność biodegradacji bez i w obecności Lutensolu GD 
70 dwóch wybranych szczepów, przechowywanych na uniwersalnej pożywce oraz 
w obecności oleju napędowego jako jedynego źródła węgla i energii (rys. 3). Szcze-
py „niestresowane” wykazały zwiększenie skuteczności biodegradacji o kilka pun-
któw procentowych, a na szczepy „stresowane” dodatek surfaktantu wpłynął nega-
tywnie. Szczególnie widoczne było to w przypadku szczepu P. alcaligenes – bio-
degradacja oleju napędowego po dodaniu surfaktantu zmniejszyła się z 69 do 20%. 

Określono także wpływ stężenia surfaktantu na efektywność biodegradacji ole-
ju napędowego przez cztery wybrane szczepy środowiskowe. Przeprowadzono ho-
dowle bez surfaktantu oraz z jego dodatkiem w ilości 60, 120 i 360 mg·dm–3. 
Wszystkie badane szczepy, z wyjątkiem S. paucimobilis, wykazywały większą 
zdolność do biodegradacji w obecności surfaktantu (rys. 4), nie zaobserwowano 
natomiast wyraźnej korelacji między wzrostem zawartości surfaktantu a wydajno-
ścią biodegradacji. W przypadku A. denitrificans oraz S. maltophilia najlepsze wy-
niki otrzymano w hodowlach z największym stężeniem surfaktantu (360 mg·dm–3) 
– biodegradacja oleju napędowego w tych próbkach wynosiła 67 i 45%. W przy-
padku szczepu  P. stutzeri  największą biodegradację (34%)  uzyskano po wprowa-  
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Rys. 3. Biodegradacja oleju napędowego przez dwa wybrane szczepy środowiskowe hodowane  

na uniwersalnej pożywce i w warunkach „stresowych” (na płytkach agarowych z olejem napędowym, 
pasażowanie przez 12 miesięcy) po 7 dniach; próbki bez oraz z Lutensolem GD 70 o stężeniu  

120 mg·dm–3; źródło: wyniki własne 

Fig. 3. Comparison of diesel oil biodegradation by two selected bacterial strains grown on universal 
nutrition agar plates and in stress conditions (on agar plates with diesel oil as the only carbon and 
energy source passaged for 12 months); measurements were done after 7 days of experiment for  
cultures without and with Lutensol GD 70 at a concentration of 120 mg·dm–3; source: own study 

 

 
Rys. 4. Biodegradacja oleju napędowego przez wybrane bakteryjne szczepy środowiskowe,  

w zależności od stężenia Luetnsolu GD 70, po 7 dniach eksperymentu; źródło: wyniki własne 

Fig. 4. Diesel oil biodegradation by selected environmental bacterial strains for different  
concentrations of Lutensol GD 70; measurements were done after 7 days of the experiment;  

source: own study 
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dzeniu 60 mg·dm–3 Lutensolu GD 70. Zmiany stopnia biodegradacji badanych 
szczepów mogły wynikać z konieczności zmian w metabolizmie tych mikroorgani-
zmów. 

W hodowlach szczepu P. stutzeri na uniwersalnym podłożu oraz w warunkach 
stresowych z olejem napędowym, jako jedynym źródłem węgla, dokonano analiz 
jakościowych i ilościowych wybranych frakcji alifatycznych oleju napędowego 
(rys. 5). W hodowli ze szczepem stresowanym całkowicie uległy biodegradacji 
frakcje o krótszym łańcuchu węglowym C12–C13. Dodatek Lutensolu GD 70 
wpłynął korzystnie na biodegradację wszystkich frakcji, szczególnie o dłuższym 
łańcuchu (C16–C18), które w układach bez surfaktantu były biodegradowalne 
w najniższym stopniu.  

 
Rys. 5. Zmiany zawartości wybranych frakcji alifatycznych oleju napędowego podczas biodegradacji 

przez szczep P. stutzeri przechowywany w warunkach standardowych i w warunkach stresowych  
(na płytkach agarowych z olejem napędowym jako jedynym źródłem węgla i energii, pasażowanie 

przez 12 miesięcy) po 7 dniach eksperymentu; próby bez oraz z dodatkiem Lutensolu GD 70  
o stężeniu 120 mg·dm-3; ilości frakcji przeliczono dla naważek 100 mg oleju napędowego;  

źródło: wyniki własne 

Fig. 5. Changes in the content of selected aliphatic fractions of diesel oil during its biodegradation by 
P. stutzeri sp. grown on universal nutrition agar plates and in stress conditions (on agar plates with 
diesel oil as the only carbon and energy source passaged for 12 months). Measurements were done 
after 7 days of experiment for cultures without and with Lutensol GD 70 at a concentration of 120 

mg·dm-3; the amounts of fractions were calculated for initial weight of diesel oil 100 mg; source: own 
study 
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Wpływ surfaktantów na biodegradację węglowodorów był przedmiotem badań 
wielu badaczy. SAŁEK i in. [2013] stwierdziły zwiększenie biodegradacji w obec-
ności wybranych alkilopoliglukozydów. MOHANTY i MUKHERJI [2007] w hodow-
lach Exiguobacterium aurantiacum i Burkholderia cepacia również uzyskali 
zwiększoną biodegradację oleju napędowego w obecności syntetycznego surfak-
tantu, tj. Tritonu X-100. Z kolei WYRWAS i in. [2011], badając biodegradację oleju 
przez konsorcjum bakteryjne wyizolowane z gleby, stwierdzili negatywny wpływ 
Tritonu X-100 na efektywność procesu. WANG i in. [2008] zaobserwowali zwięk-
szenie biodegradacji oleju napędowego w obecności naturalnych surfaktantów – 
ramnolipidów oraz surfaktyny.  

SUN i in. [2008] zbadali wpływ surfaktantów syntetycznych oraz ramnolipidów 
na biodegradację węglowodorów. W rezultacie zaobserwowali jedynie nieznaczne 
zwiększenie biodegradacji w obecności wszystkich zastosowanych surfaktantów. 
Ze względu na zróżnicowany wpływ dodatku surfaktantu na biodegradację węglo-
wodorów każdorazowe ich zastosowanie powinno być poprzedzone wnikliwą ana-
lizą. 

WNIOSKI 

1. Wpływ zastosowanego alkilopoliglukozydu, Lutensolu GD 70, na biodegra-
dację jest niejednoznaczny. W przypadku większości badanych szczepów wykaza-
no wyższą efektywność biodegradacji w obecności surfaktantu. Z kolei szczep re-
ferencyjny P. fluorescens ATCC 14700 oraz „stresowane” szczepy P. stutzeri oraz 
P. alcaligenes lepiej biodegradowały olej bez dodatku surfaktantu. Przyczyną tego 
mogły być różnice w budowie ściany komórkowej i właściwościach powierzch-
niowych komórek wywołane warunkami stresowymi. 

2. Z przedstawionych badań wynika, że wspomaganie procesu biodegradacji 
węglowodorów poprzez zastosowanie Lutensolu GD 70 może być korzystne. Jest 
to szczególnie widoczne w przypadku biodegradacji węglowodorów o długich łań-
cuchach. Należy jednak pamiętać, że końcowy efekt zastosowania surfaktantu 
w dużym stopniu zależy od gatunku, a nawet szczepu bakteryjnego w obrębie da-
nego gatunku.  

Projekt sfinansowano ze środków Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie 
decyzji numer DEC-2012/07/B/NZ9/00950. 
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Wojciech SMUŁEK, Ewa KACZOREK 

ASSESSMENT OF THE EFFECT OF NON-IONIC SURFACTANT LUTENSOL GD 70  
ON BIODEGRADATION OF DIESEL OIL HYDROCARBONS  

BY SELECTED BACTERIAL STRAINS 

Key words: alkyl polyglycosides, cell hydrophobicity, gas chromatography, hydrocarbons biodegra-
dation, surfactants 

S u m m a r y 

Addition of surfactants is one of the methods, which can improve biodegradation of hydrocar-
bons. In this study the effect of an alkyl polyglycoside, Lutensol GD 70, on biodegradation of diesel 
oil by soil bacteria was determined. Gravimetric method was used to evaluate the efficiency of bio-
degradation. The changes in the content of selected aliphatic fractions were also examined by gas 
chromatography. The results for “wild” strains and for those stored for 12 months in stress conditions 
on diesel oil were compared. Additionally, the influence of Lutensol GD 70 on cell surface hydro-
phobic properties of tested strains was examined with the method of microbial adhesion to hydrocar-
bons (MATH).  
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The results show a beneficial effect of Lutensol GD 70 on diesel oil biodegradation by tested en-
vironmental strains. The increase in biodegradability was approx. 50% in one of the strains. Slightly 
decreased efficiency of biodegradation was observed in stressed strains. Addition of the surfactant 
markedly influenced the properties of cell surface by changing its hydrophobicity.  

The results indicate the significant potential of Lutensol GD 70 in supporting natural processes of 
biodegradation of petroleum by microorganisms. 
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