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Streszczenie

Dodatek surfaktantow w biodegradacji weglowodorow stanowi jedng z metod, ktére moga
zwickszy¢ wydajnos¢ tego procesu. Podczas przeprowadzonych badan okreslono wplyw alkilopoli-
glukozydu, Lutensolu GD 70, na biodegradacj¢ oleju napedowego przez bakterie glebowe. Efektyw-
nos¢ biodegradacji oceniono metoda grawimetryczng. Zbadano takze zmiany zawartosci wybranych
frakeji alifatycznych, oznaczone za pomoca chromatografii gazowej. Porownano wyniki dla szcze-
péw ,.dzikich” oraz przechowywanych przez 12 miesiecy w warunkach stresowych, na oleju napedo-
wym. Dodatkowo okreslono takze wplyw alkilopoliglukozydu na zmiany hydrofobowosci po-
wierzchni komorek testowanych szczepow, stosujac metodg adhezji mikroorganizméow do weglowo-
dorow.

Wyniki wskazuja na korzystny wplyw Lutensolu GD 70 na biodegradacj¢ oleju napgdowego
przez badane szczepy srodowiskowe. W przypadku szczepu Sphingomonas maltophilia WE1 biode-
gradacja, po zastosowaniu surfaktantu, zwigkszyta si¢ z 28 do 45%. W przypadku szczepéw streso-
wanych, ktore byty dlugotrwale przechowywane w obecnosci oleju napgdowego (jako jedynego Zro-
dta wegla i energii) zaobserwowano niewielkie zmniejszenie efektywnos$ci biodegradacji po wprowa-
dzeniu surfaktantu. Dodatek zwigzku powierzchniowo czynnego znacznie wplywat na wlasciwosci
powierzchniowe komoérek, powodujac zmiany ich hydrofobowosci.

Uzyskane wyniki wskazuja na znaczny potencjat Lutensolu GD 70 w metodach wspomagania
naturalnych proceséw biodegradacji weglowodoréw ropopochodnych przez mikroorganizmy.

Stowa kluczowe: alkilopoliglukozydy, biodegradacja weglowodorow, chromatografia gazowa, hydro-
fobowos¢ komorek, olej napedowy, surfaktanty
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tu Lutensol GD 70 na biodegradacj¢ weglowodoréw oleju napgdowego przez wybrane szczepy bakte-
ryjne. Woda-Srodowisko-Obszary Wiejskie. T. 15. Z. 1 (49) s. 79-88.
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WSTEP

Powszechne i masowe wykorzystanie weglowodorow, pochodnych ropy naf-
towej, sprzyja ich niekontrolowanemu uwalnianiu do $rodowiska. Skazeniu ropo-
pochodnymi ulegaja zarowno wody gruntowe i podziemne, jak i gleba. Sposrod
stosowanych technik remediacji $srodowiska metody biologiczne wyr6zniajg si¢
duza skuteczno$cig oraz wzglednie niskimi kosztami. Na efektywnos$¢ procesow
biodegradacji weglowodorow majg wpltyw warunki srodowiskowe (m. in. pH, tem-
peratura), rodzaj obecnych mikroorganizméw oraz wilasciwosci fizykochemiczne
zanieczyszczen. Wsrdd tych ostatnich jednym z gtéwnych problemow jest ograni-
czona biodostgpnos¢ weglowodorow — ich niewielka rozpuszczalno$¢ w wodzie
i silna hydrofobowos$¢ [KOPYTKO, IBARRA MOJICA 2009; STELIGA 2010].

Jedng z mozliwosci rozwini¢cia powierzchni migdzyfazowej (i tym samym
zwigkszenia wydajnosci przenikania wegglowodoréow do wnetrza degradujacych je
mikroorganizméw) jest wykorzystanie surfaktantow. Nalezy jednak wzigé¢ pod
uwage, ze surfaktant przeznaczony do wspomagania proceséw remediacji powi-
nien by¢ tatwo biodegradowalny, by nie stat si¢ dodatkowym zanieczyszczeniem
srodowiska. Ponadto, co jest istotne, nie powinien ulega¢ rozktadowi zanim nie
spelni swej funkcji emulgatora [GRABAS i in. 2003].

Alkilopoliglukozydy, takie jak Lutensol GD 70, sa syntetycznymi niejonowymi
surfaktantami o matej toksycznos$ci, pozwalajagcymi na znaczne zmniejszenie na-
piecia powierzchniowego. Produkowane sg one z surowcow odnawialnych i stoso-
wane m. in. w kosmetykach i detergentach [IGLAUER i in. 2010; ZHANG i in. 2011].
Ze wzgledu na ich wlasciwosci mozna przypuszczac, ze mogg znalez¢ zastosowa-
nie w procesach biodegradacji ropopochodnych. Badania przeprowadzone przez
SAELEK i in. [2013] z wykorzystaniem alkilopoliglukozydéw wykazaty ich korzyst-
ny wplyw na biodegradacje oleju napgdowego.

Celem niniejszej pracy jest okreslenie wptywu dodatku alkilopoliglukozydu,
Lutensolu GD 70, na biodegradacj¢ oleju napedowego przez wybrane szczepy bak-
teryjne oraz na zmiany hydrofobowosci powierzchni ich komorek. Badania prze-
prowadzono na szczepach srodowiskowych, szczepach dtugotrwale przechowywa-
nych na oleju napedowym, jako jedynym zrodle wegla, oraz na szczepie referen-

cyjnym.

MATERIAL I METODY BADAN

Szczepy bakteryjne. W badaniach wykorzystano szczepy S$rodowiskowe
Pseudomonas stutzeri ML1, Achromobacter denitrificans EW1, Sphingomonas
paucimobilis ML1, Stenotrophomonas maltophilia EW1 i Pseudomonas alcalige-
nes ES1, pochodzace z kolekcji Zaktadu Chemii Organicznej Politechniki Poznan-
skiej, wyizolowane z probek gleb skazonych substancjami ropopochodnymi.
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Osobne linie szczepow P. stutzeri i P. alcaligenes poddano stresowaniu poprzez
hodowlg na plytkach agarowych z dodatkiem oleju napgdowego, jako jedynego
zrodla wegla i energii, przez 12 miesiecy (pasazowanych co 21 dni). Ponadto wy-
korzystano szczep referencyjny Pseudomonas fluorescens ATCC 14700.

Odczynniki. Olej napedowy zakupiono na stacji benzynowej (PKN Orlen, Pol-
ska) 1 przefiltrowano przez saczek 0,2 um (Millex, Milipore). Lutensol GD 70 po-
chodzit z firmy BASF (Niemcy).

Prowadzenie hodowli i ocena biodegradacji. Do hodowli stosowano medium
o sktadzie (w g-dm): Na,HPO,-2H,0 — 7,0; KH,PO, — 2,8; NH,CI —1,0; NaCl —
0,5; MgSO,4-7H,0 — 0,01; FeSO4-7H,0 — 0,001; MnSO4-4H,0 — 0,0005; ZnCl, —
0,00064; CaCl,-6H,O — 0,0001; BaCl, — 0,00006; CoSO,4-7H,0 — 0,000036; Cu-
SO,4-5H,0 - 0,000036; H;BO5 — 0,00065; EDTA — 0,001 oraz 37% HCI1 — 0,0146
cm’. Hodowle o objetosci 50 cm’, ze znana nawazka oleju napedowego (ok. 1%
v/v) i okreslonym stezeniem surfaktantu (60, 120 i 360 mg-dm), prowadzono
w zakrecanych butelkach o objetosci 250 cm® w temperaturze 30°C. Po 7 dniach,
zgodnie z normg PN-86C-04573/01, okreslono stopien biodegradacji oleju nape-
dowego. Czes$¢ probek po ekstrakceji poddano analizie jakoS$ciowej i ilosciowej na
chromatografie gazowym HP 5890II z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym na
kolumnie kapilarnej DB-225 (Agilent Technologies; 30 m x 0,25 mm x 0,25 um).
Jako gazu nosnego uzyto helu. Dozowana objeto$é probki wynosita 5 mm’. Jako
odniesienia uzyto Crude Oil Quantitative Standard (Equal Mix by Weight Percent,
Supelco), stanowigcego mieszaning 13 weglowodorow alifatycznych (C10-C18,
C20, C22, C24 oraz C28).

Pomiar hydrofobowos$ci metoda mikrobiologicznej adhezji do weglowodo-
réw (MATH). W metodzie wykorzystano bufor fosforowo-mocznikowo-magnezo-
wy (PUM) o sktadzie (w mg-dm_3): K,HPO, - 19,7; KH,PO,4 — 7,26; H,NCONH, —
1,8; MgS0O4 7H,0 — 0,2. 30 cm’ hodowli wirowano (8000 obr.min'; 5 min,
10°C), zlewano supernatant, a oddzieclong biomas¢ dwukrotnie przemywano bufo-
rem PUM. Nastepnie wytrzasano biomase z 5 cm’ buforu PUM i mierzono absor-
bancj¢ probki przy dlugosci fali 550 nm na spektrofotomatrze UV-1601PC (Shi-
madzu). Nastepnie dodawano do kazdej probki 0,5 cm® heksadekanu, wytrzasano
przez 2 min i odstawiano do momentu rozdziatu faz, po czym mierzono absorban-
cj¢ fazy wodnej. Stopien hydrofobowosci H komorek obliczano ze wzoru:

H= [(A() *Al)/A()]' 100%

gdzie:
Ay 1 A; — absorbancja fazy wodnej przed i po wprowadzeniu heksadekanu.

Probe odniesienia stanowily komorki bakteryjne z hodowli plynnej z burszty-
nianem sodu, jako jedynym zrédlem wegla.
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WYNIKI I DYSKUSJA

W poréwnaniu z hodowlg odniesienia na bursztynianie, w obecnosci surfaktan-
tu nastgpil nieznaczny wzrost hydrofobowosci powierzchni komorek szczepow
P. paucimobilis, S. maltophilia, A. denitrificans 1 P. fluorescens (rys. 1). W obec-
nosci oleju napedowego trzy z badanych szczepoéw (P. stutzeri, S. maltophilia,
A. denitrificans) wykazaty zwigkszenie hydrofobowosci, w przypadku pozostatych
nie nastgpity znaczne zmiany. Obecno$¢ w hodowli zarowno oleju napgdowego,
jak 1 surfaktantu spowodowata zwigkszenie hydrofobowosci S. paucimobilis z 3 do
96% w pordéwnaniu z hodowla tylko z olejem napgdowym. Z kolei szczepy S. mal-
tophilia 1 P. stutzeri na obecno$¢ surfaktantu w hodowli z olejem napgdowym za-
reagowaly zmniejszeniem (o ponad 20 punktow procentowych) hydrofobowosci
powierzchni komorek.
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Rys. 1. Hydrofobowos$¢ powierzchni komérek wybranych szczepow srodowiskowych oraz szczepu
referencyjnego Pseudomonas fluorescens ATCC 14700 po 7 dniach eksperymentu; hodowle na:
bursztynianie sodu, Lutensolu GD 70 o stezeniu 120 mg-dm >, oleju napgdowym oraz mieszaninie
oleju z surfaktantem; zrodto: wyniki wlasne

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 badan wynika, ze wpltyw Lutensolu GD 70 na proces biodegradacji oleju na-
pedowego jest korzystny. Biodegradacja oleju napedowego przez badane szczepy
srodowiskowe w hodowlach z surfaktantem byta efektywniejsza niz w analogicz-
nych uktadach bez jego dodatku. Najmniejszy wplyw zaobserwowano w przypad-
ku P. stutzeri (zwigkszenie z 20 do 28%), a najwickszy — w przypadku S. maltophi-
lia (zwigkszenie z 28 do 45%). Jedynie srodowiskowy szczep S. paucimobilis
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w obecnosci surfaktantu o stezeniu w hodowli 120 mg-dm wykazal zmniejszong
zdolno$¢ do biodegradacji oleju napedowego w poréwnaniu z hodowlami bez sur-
faktantu (rys. 2.) (zmniejszenie z 39 do 29%). Negatywny wplyw dodatku surfak-
tantu zaobserwowano rowniez w przypadku referencyjnego szczepu P. fluorescens
(zmniejszenie z 43 do 27%).
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Rys. 2. Biodegradacja oleju napedowego przez wybrane bakteryjne szczepy srodowiskowe oraz
szczep referencyjny Pseudomonas fluorescens ATCC 14700, po 7 dniach eksperymentu w obecnosci
i bez Lutensolu GD 70 o stezeniu 120 mg-dm™; zrodto: wyniki whasne

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™; source: own study

Porownano takze efektywnos¢ biodegradacji bez i w obecnosci Lutensolu GD
70 dwoch wybranych szczepdw, przechowywanych na uniwersalnej pozywce oraz
w obecnosci oleju napedowego jako jedynego zrodta wegla i energii (rys. 3). Szcze-
py ,.niestresowane” wykazaty zwigkszenie skutecznosci biodegradacji o kilka pun-
ktow procentowych, a na szczepy ,,stresowane” dodatek surfaktantu wptynat nega-
tywnie. Szczegolnie widoczne bylo to w przypadku szczepu P. alcaligenes — bio-
degradacja oleju napedowego po dodaniu surfaktantu zmniejszyta si¢ z 69 do 20%.

Okreslono takze wptyw stezenia surfaktantu na efektywno$¢ biodegradacji ole-
ju napgedowego przez cztery wybrane szczepy $rodowiskowe. Przeprowadzono ho-
dowle bez surfaktantu oraz z jego dodatkiem w iloéci 60, 120 i 360 mg-dm™.
Wszystkie badane szczepy, z wyjatkiem S. paucimobilis, wykazywaly wigksza
zdolnos¢ do biodegradacji w obecnosci surfaktantu (rys. 4), nie zaobserwowano
natomiast wyraznej korelacji migdzy wzrostem zawartosci surfaktantu a wydajno-
$cig biodegradacji. W przypadku A. denitrificans oraz S. maltophilia najlepsze wy-
niki otrzymano w hodowlach z najwigkszym stezeniem surfaktantu (360 mg-dm™)
— biodegradacja oleju napedowego w tych probkach wynosita 67 i 45%. W przy-
padku szczepu P. stutzeri najwigksza biodegradacje (34%) uzyskano po wprowa-
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Rys. 3. Biodegradacja oleju napedowego przez dwa wybrane szczepy srodowiskowe hodowane
na uniwersalnej pozywce i w warunkach ,,stresowych” (na plytkach agarowych z olejem napedowym,
pasazowanie przez 12 miesigcy) po 7 dniach; probki bez oraz z Lutensolem GD 70 o stezeniu
120 mg-dm™>; zrodto: wyniki wlasne

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
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Rys. 4. Biodegradacja oleju napgdowego przez wybrane bakteryjne szczepy srodowiskowe,
w zaleznosci od stgzenia Luetnsolu GD 70, po 7 dniach eksperymentu; zrodto: wyniki wlasne

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

© ITP Woda Srod. Obsz. Wiej. 2015 (I-1II). T. 15. Z. 1 (49)



W. Smutek, E. Kaczorek: Ocena wplywu niejonowego surfaktantu Lutensol GD 70... 97

dzeniu 60 mg-dm> Lutensolu GD 70. Zmiany stopnia biodegradacji badanych
szczepow mogly wynika¢ z konieczno$ci zmian w metabolizmie tych mikroorgani-
Zmow.

W hodowlach szczepu P. stutzeri na uniwersalnym podtozu oraz w warunkach
stresowych z olejem napgdowym, jako jedynym zrédlem wegla, dokonano analiz
jakosciowych i ilosSciowych wybranych frakeji alifatycznych oleju napgdowego
(rys. 5). W hodowli ze szczepem stresowanym catkowicie ulegly biodegradacji
frakcje o krotszym tancuchu weglowym C12—C13. Dodatek Lutensolu GD 70
wplynat korzystnie na biodegradacje wszystkich frakcji, szczegodlnie o dluzszym
tancuchu (C16-C18), ktéore w ukladach bez surfaktantu byly biodegradowalne
W najnizszym stopniu.
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Rys. 5. Zmiany zawarto$ci wybranych frakcji alifatycznych oleju napedowego podczas biodegradacji
przez szczep P. stutzeri przechowywany w warunkach standardowych i w warunkach stresowych
(na plytkach agarowych z olejem napgdowym jako jedynym Zrodltem wegla i energii, pasazowanie
przez 12 miesiecy) po 7 dniach eksperymentu; proby bez oraz z dodatkiem Lutensolu GD 70
o stezeniu 120 mg-dm’; ilosci frakeji przeliczono dla nawazek 100 mg oleju napedowego;
zrédto: wyniki wlasne

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™; the amounts of fractions were calculated for initial weight of diesel oil 100 mg; source: own

study
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Wplyw surfaktantow na biodegradacj¢ weglowodorow byt przedmiotem badan
wielu badaczy. SALEK i in. [2013] stwierdzily zwigkszenie biodegradacji w obec-
no$ci wybranych alkilopoliglukozydow. MOHANTY i MUKHERII [2007] w hodow-
lach Exiguobacterium aurantiacum 1 Burkholderia cepacia rébwniez uzyskali
zwigkszong biodegradacj¢ oleju napgdowego w obecnosci syntetycznego surfak-
tantu, tj. Tritonu X-100. Z kolei WYRWAS i in. [2011], badajac biodegradacj¢ oleju
przez konsorcjum bakteryjne wyizolowane z gleby, stwierdzili negatywny wplyw
Tritonu X-100 na efektywnos¢ procesu. WANG i in. [2008] zaobserwowali zwigk-
szenie biodegradacji oleju napgdowego w obecnosci naturalnych surfaktantow —
ramnolipidow oraz surfaktyny.

SUN i in. [2008] zbadali wplyw surfaktantéw syntetycznych oraz ramnolipidow
na biodegradacje weglowodorow. W rezultacie zaobserwowali jedynie nieznaczne
zwickszenie biodegradacji w obecnosci wszystkich zastosowanych surfaktantow.
Ze wzgledu na zroznicowany wplyw dodatku surfaktantu na biodegradacj¢ weglo-
wodoréw kazdorazowe ich zastosowanie powinno by¢ poprzedzone wnikliwg ana-
lizg.

WNIOSKI

1. Wplyw zastosowanego alkilopoliglukozydu, Lutensolu GD 70, na biodegra-
dacje jest niejednoznaczny. W przypadku wigkszosci badanych szczepéw wykaza-
no wyzsza efektywno$¢ biodegradacji w obecnosci surfaktantu. Z kolei szczep re-
ferencyjny P. fluorescens ATCC 14700 oraz ,,stresowane” szczepy P. stutzeri oraz
P. alcaligenes lepiej biodegradowaty olej bez dodatku surfaktantu. Przyczyna tego
mogly by¢ roéznice w budowie $ciany komodrkowej i wlasciwosciach powierzch-
niowych komorek wywotane warunkami stresowymi.

2. Z przedstawionych badan wynika, ze wspomaganie procesu biodegradacji
weglowodorow poprzez zastosowanie Lutensolu GD 70 moze by¢ korzystne. Jest
to szczegolnie widoczne w przypadku biodegradaciji weglowodorow o dhugich tan-
cuchach. Nalezy jednak pamigta¢, ze koncowy efekt zastosowania surfaktantu
w duzym stopniu zalezy od gatunku, a nawet szczepu bakteryjnego w obrebie da-
nego gatunku.

Projekt sfinansowano ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie
decyzji numer DEC-2012/07/B/NZ9/00950.
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Wojciech SMULEK, 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

Summary

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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