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1. WSTEP

Systematyczny wzrost zuzycia produktéow naftowych (w 2007 roku zuzyto
85220 mln ton produktow naftowych czyli o 1,2% wiecej niz w roku 2006 [1]) stwarza
wigksze zagrozenie przedostawania si¢ ich do $rodowiska podczas produkcii,
przetwarzania, transportu czy tez magazynowania. Obecnos¢ produktow naftowych
w §rodowisku stanowi bezposrednie zagrozenie dla zywych organizméw. Produkty
naftowe ujemnie wptywaja na produkcj¢ roslinna, pogarszaja jakos¢ wod podziemnych
stwarzajac mozliwo$¢ zatrucia ludzi i zwierzat, niszczg zycie biologiczne w glebie na
skutek odcigcia doptywu powietrza i wody [2]. Dlatego tez konieczne jest usuwanie
zanieczyszczen naftowych ze $rodowiska gruntowo-wodnego poprzez zastosowanie
szeregu metod fizycznych, chemicznych lub biologicznych. Spo$rod wymienionych
najwieksza popularnos$cia ciesza si¢ metody biologiczne, przede wszystkim ze wzgledu
na to, iz sg bardziej przyjazne Srodowisku oraz wymagaja mniejszych naktadow
finansowych. Coraz cze¢éciej do oczyszczania gruntow zanieczyszczonych produktami
naftowymi stosuje si¢ biodegradacje, ktora zachodzi przy udziale mikroorganizméow
zdolnych do wykorzystywania we¢glowodorow w charakterze zrodta wegla i energii.
Proces ten przebiega efektywnie tylko wtedy, gdy substrat jest biodostepny dla
drobnoustrojow. W przypadku produktéw naftowych biodostgpno$é ograniczona jest
ich malg rozpuszczalno$scia w wodzie, co powoduje ograniczenie wzrostu
mikroorganizméw i spowalnia tempo procesu biodegradacji. W ostatnich latach
poswigca si¢ wiele uwagi mozliwosci stymulowania biodegradacji za pomoca
zwigzkow powierzchniowo czynnych pochodzenia syntetycznego, a takze coraz
czesciej naturalnego. Ma to przede wszystkim na celu skrdcenie czasu oraz zwigkszenie
stopnia biodegradacji produktow naftowych poprzez zwigkszenie biodostepno$ci
zwigzkow hydrofobowych dla rozktadajacych je mikroorganizméw.

Zastosowanie surfaktantow i biosurfaktantow w procesie biodegradacji
zwiagzkow hydrofobowych bylo przedmiotem wielu badan naukowych. Wyniki tych
analiz wskazujg na wigkszg atrakcyjnos¢ biosurfaktantow. W pordéwnaniu
z surfaktantami  syntetycznymi  biosurfaktanty  charakteryzuja  si¢  mniejsza
toksyczno$cig, wigksza biodegradowalnoscig oraz wigkszag efektywnos$cia dzialania

w szerokim zakresie temperatur, pH czy zasolenia. Wcigz nie ma jednoznacznej



odpowiedzi czy stosowanie biosurfaktantow wptywa korzystnie na proces biodegradacji
produktéw naftowych. W literaturze mozna znalez¢ doniesienia o pozytywnym,
negatywnym jak i obojetnym oddziatywaniu biosurfaktantéw na ten proces. Przyczyna
tak rozbieznych informacji s3 oddziatywania jakie zachodza pomigdzy
mikroorganizmami, biosurfaktantami i rozkltadanymi weglowodorami, dlatego kazdy
przypadek nalezy rozpatrywac oddzielnie 1 nie mozna wysnu¢ jednego generalnego
wniosku, ze biosurfaktanty stymuluja lub hamuja biodegradacj¢ substancji
hydrofobowych, nawet wtedy gdy badania dotycza tylko jednego biosurfaktantu. Dzieje
si¢ tak dlatego, ze mikroorganizmy w rdézny sposoéb pobieraja weglowodory
| biosurfaktant moze utatwia¢ lub utrudnia¢ ten proces.

Pomimo duzego =zainteresowania biosurfaktantami 1 ich potencjalnymi
zastosowaniami w wielu gateziach przemystu jak i w ochronie srodowiska, zwiazki te
nadal nie sg komercyjnie produkowane i zakup ich stanowi powazny problem.
Przyczyng takiego stanu rzeczy jest nieekonomiczny proces produkcji tych substancji,
spowodowany gtownie trudnosciami w izolacji ich z podtoza pohodowlanego

I oczyszczaniu.



2. STUDIA LITERATUROWE

2.1. CHARAKTERYSTYKA PRODUKTOW NAFTOWYCH

Produkty naftowe to mieszanina réznych zwigzkow, glownie weglowodorow:
parafin, naftenéw, arenéw oraz olefin.

Nafteny (cykloalkany lub cykloparafiny) to grupa weglowodorow wystepujaca
w najwigkszych iloéciach ($rednio 50% m/m) w ropie naftowej i produktach
pochodzacych z jej przerobu. Sg to nasycone wegglowodory pier§cieniowe, zawierajace
najczesciej pigcio- lub sze$ciocztonowe pierScienie z bocznym tancuchem 0 roznej
dlugosci. Najwigkszy udziat maja metylocyklopentan oraz metylocykloheksan, nawet
do 2% m/m ropy. W poréwnaniu z parafinami, cykloparafiny majg mniejszg lotno$¢
| wigkszg gestos¢ [2].

Parafiny (alkany) to druga po naftenach grupa weglowodorow wystepujaca
w ropie naftowej iproduktach naftowych w duzych iloSciach. Sg to nasycone
weglowodory tancuchowe o ogdlnym wzorze C,Han+. Parafiny moga posiadaé¢ tancuch
prosty (n-parafiny lub n-alkany) lub rozgateziony (izo-parafiny lub izo-alkany).
Rozgalezienie tancucha powoduje obnizenie temperatury wrzenia, tak wigc izo-parafiny
maja nizsze temperatury wrzenia niz ich odpowiedniki n-parafinowe [3].

Areny to weglowodory aromatyczne, czyli weglowodory pierscieniowe,
w ktorych wystepuja zdelokalizowane orbitale molekularne, obejmujace caly pierscien.
Areny dziela sie na jednopiericieniowe (BTEX-y') zawierajace jeden pierscien
benzenowy oraz wielopier$cieniowe (WWA?) zawierajgce min 2 skondensowane
pierécienie benzenowe. Surowa ropa naftowa zawiera do 15% m/m arendw, natomiast
oleje smarowe mogg posiada¢ nawet powyzej 50% m/m tych weglowodorow.
Najwigkszy udziat maja toluen i1 m-ksylen. JednopierScieniowe weglowodory
aromatyczne sa niebezpieczne dla $rodowiska ze wzgledu na toksycznos$c,

kancerogennos¢ i dobrg rozpuszczalno$¢ w wodzie.

' BTEX - grupa jednopierscieniowych weglowodordw aromatycznych, ktérej nazwa jest skrétem od
pierwszych liter: benzen, toluen, etylobenzen, ksylen

> WWA — wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne



Olefiny (alkeny) to nienasycone weglowodory posiadajgce jedno lub wiegcej
podwdjnych wigzan pomigdzy atomami wegla. Mogg mie¢ budowe tancuchowa lub
pierscieniowg. W surowej ropie naftowej nie wystgpuja, natomiast obecne s3
w produktach naftowych.

Produkty naftowe mozna podzieli¢ na:

— paliwa plynne:

v gaz ptynny,

v benzyna silnikowa,
v" paliwa lotnicze,

v' oleje napedowe,
v oleje opalowe,

— produkty niepaliwowe:
srodki smarowe,
woski naftowe,
asfalty,
koks naftowy,

AN NEENEEN

surowce petrochemiczne,
v inne [4].

Paliwa otrzymywane z ropy znajduja szerokie zastosowanie, a gospodarka
bedzie jeszcze dlugo uzalezniona od ich stosowania. SzczegOlnie jest to widoczne
w dynamicznym rozwoju przemystu rafineryjnego [5].

Paliwowe produkty naftowe sg substancjami praktycznie nierozpuszczalnymi
w wodzie. Dziataja szkodliwie na organizmy wodne, dlatego przedostanie si¢ ich
duzych ilo$ci do wod moze stwarzaé zagrozenie dla organizméw wodnych, jak rowniez
moze powodowac¢ dtugo utrzymujace si¢ niekorzystne zmiany w srodowisku wodnym.
Olej napgdowy jest substancjg 0 potencjalnym dziataniu rakotworczym. Benzyna
natomiast jest substancjg rakotworcza, mutagenna, szkodliwa i draznigca. Olej
napgdowy jest 1zejszy od wody, W wyniku czego gromadzi si¢ na jej powierzchni skad
czesciowo odparowuje. Benzyna réwniez jest 1zejsza od wody, ale charakteryzuje sie
tez duzg lotnoscig, wwyniku czego szybko odparowuje i nie kumuluje si¢
w srodowisku. Wiasciwoséci wybranych produktow naftowych przedstawiono w tabeli
1.



Tab. 1. Wiasciwosci wybranych produktéw paliwowych [6, 7, 8, 9].

Benzyna PKN ORLEN

Olej napedowy PKN ORLEN

Olej opalowy lekki

Paliwo lotnicze Grupa

PKN ORLEN LOTOS S.A.
-5°Cgat. B
Temperatura ) -20 °C gat. D 20 °C )
krzepnigcia -35°Cgat. F
-40 °C arktyczny klasa 1
Temperatura ok. 30 °C ok. 180 °C 180 °C 150 °C
poczatku wrzenia
T t
emperatra 210°C ok. 360 °C 360 °C 290 °C
konca wrzenia
T t . .
emperatura 51°C min 56 °C min 56 °C >38°C
zaptonu
Temperatura 340 °C (bezolowiowa 95) o o o
>
samozaplonu 350 °C (bezotowiowa 98) 210°C 210°C 200°C
1,3% obj. - 10,6%o0bj.
Granice (bezotowiowa 95) . i
. . ,11 — ok. 15,0 % . 7 —8,0% : k h
wybuchowosci 1,7% obj. - 10,5% obj. 3,11 -0k 15,0 % obj 0.7-8,0% obj brak danyc
(bezotowiowa 98)
Gestosé w tem 820 - 845 kg/m3 (gatunki B, D i
® e o P 0,720 — 0,775 g/cm3 F) maks. 860 kg/m3 0,755-0,840
800 - 845 kg/m3 (klasa 1)
Prezno$¢ par lato: 45,0 - 60,0 kPa brak danych - brak danych

zima: 60,0 - 90,0 kPa
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Preznos¢ par w

118,6 kPa (bezolowiowa 95)

temp. 50 °C 119,3 kPa (bezolowiowa 98) ] ok. 2 kPa brak danych
. 2,00 — 4,50 mm2/s (gatunki B, D
Lepkos¢ w temp. i
40 °C - I F) - brak danych
1,50 — 4,00 mm2/s (klasa 1)
Gestosc¢ par
wzgledem ok. 3,8 ok. 6 ok. 6 brak danych
powietrza

Rozpuszczalnos¢

praktycznie nie rozpuszcza si¢
w wodzie;
miesza si¢ z wigkszoscia
rozpuszczalnikéw organicznych

nie rozpuszcza si¢ w wodzie;

rozpuszcza si¢ w

weglowodorach, alkoholach,

eterach,
dwusiarczku wegla,
czterochlorku wegla,
chloroformie.

nie rozpuszcza si¢
w wodzie;
rozpuszcza sig
w weglowodorach,
alkoholach, eterach,
dwusiarczku wegla,
czterochlorku wegla,
chloroformie

nie rozpuszcza si¢
W wodzie, rozpuszcza si¢
w wigkszosci
rozpuszczalnikow
organicznych
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2.1.1. PRZYCZYNY ZANIECZYSZCZENIA SRODOWISKA PRODUKTAMI

NAFTOWYMI

Do $rodowiska wodnego i gruntowego przedostaje si¢ ok. 0,1-0,25% zuzywane;j
ropy naftowej, zczego wigkszo$¢ stanowi surowa ropa naftowa [10]. Sposrod
produktéw naftowych najczesciej uwalnianie do srodowiska sa paliwa (ich produkcja
stanowi 80-83% przetwarzanej ropy) [11].

Na skazenie produktami naftowymi narazone sg okolice rafinerii ropy naftowej,
baz magazynowych ropy i produktéw naftowych, stacji benzynowych oraz zaktadow
przemystowych. Produkty naftowe stanowig zanieczyszczenie terendw bylych baz
wojsk rosyjskich, a takze miejsc wypadkOw z udziatem $rodkéw transportu
przewozacych surowa ropg naftowa lub produkty pochodzace z jej przetwarzania [12].
W 2007 roku wycieki produktow naftowych podczas transportu (kolejowego,
drogowego, rurociggowego, wodnego) stanowily prawie 30% wszystkich zdarzen
0 znamionach powaznej awarii. Najwigkszy udzial miat transport drogowy — 15%
wszystkich zdarzen. Najpowazniejsze w skutkach sg jednak wycieki z rurociagdw ropy
naftowej i produktow naftowych, ktore stanowity ponad 5% wszystkich awarii w 2007
roku. Przyczynami tych zdarzen byly: zty stan techniczny pojazdow, zty stan techniczny
drog, nieprzestrzeganie przepisow ruchu drogowego, proby kradziezy paliw
Z rurociggdbw  przesylowych, uszkodzenia  wysokoci$nieniowych  rurociggow
przesytowych gazu w czasie robot ziemnych, korozja rurociggdéw [13]. Inng przyczyna
obecnosci produktéw naftowych w $rodowisku gruntowo-wodnym sg kopalnie ropy
naftowej (podczas wiercenia otworéw poszukiwawczych i eksploatacyjnych mogg do
srodowiska przedostawaé si¢ $cieki iodpady wiertnicze [14,15]), pojazdy
samochodowe, urzadzenia energetyczne, przemystowe 1 komunalne zuzywajace paliwa
lub/i inne produkty naftowe, przetwornie odpadow rafineryjnych i surowcow wtdrnych
oraz urzadzenia indywidualnego uzytku domowego [10].

Weglowodory zanieczyszczaja nie tylko $rodowisko ladowe, ale roéwniez
morskie. Przyczyny zanieczyszczenia morz produktami naftowymi:

— zegluga: przedostawanie si¢ ze statkow substancji zanieczyszczajacych
(ropa naftowa, oleje) w wyniku normalnej eksploatacji ( ok. 160-6500 ton
rocznie), jak rowniez podczas wypadkow czy awarii ( ok. 200-9000 ton

rocznie),
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— ceksploatacja rurociaggéw podmorskich: przypadkowe przedostanie si¢

produktéw naftowych do wdod morskich,

— lotnictwo i motoryzacja: przedostawanie si¢ poprzez atmosferg
wytwarzanych podczas normalnej eksploatacji spalin do wod morskich,

— wycieki ropy z dna: 0,6 mln ton rocznie.

Najczestszymi przyczynami wypadkow z udziatem statkow na Baltyku sa:
osadzenie na mieliznie (41%), kolizje (27%), uszkodzenia maszyn i urzadzen na
statkach (11%), przy czym w 39% zdarzen zawinit czynnik ludzki a w 20% — usterki
techniczne. Statki najczesciej uczestniczace w wypadkach to: towarowe (38%), promy
(15%), tankowce (13%), kontenerowce (10%) i masowce (10%) [16].

2.1.2. WPLYW ZANIECZYSZCZEN NAFTOWYCH NA SRODOWISKO

Produkty naftowe przedostajac si¢ do srodowiska gruntowo-wodnego w duzych
ilociach stanowig powazne zagrozenie dla wszystkich zZywych organizmow.
Uwalnianie ich do $srodowiska powoduje hamowanie wymiany gazowej, ograniczenie
dostepu $wiatla i zmniejszenie stezenia rozpuszczonego tlenu [17]. Skutkiem tego sg
zmiany skladu chemicznego ro$lin, zaprzestanie produkcji tlenu przez rosliny
zawierajace chlorofil, stopniowe obumieranie roslin, a w konsekwencji znaczny spadek
produkcji roslinnej. Obecnos$¢ zanieczyszczen naftowych w gruncie powoduje wzrost
dostgpnosci wegla organicznego 1 zmniejszenie dostepnosci azotu, o ktéry rosliny
zaczynaja konkurowaé. Niedostatek azotu powoduje zmniejszenie lub zahamowanie
wzrostu roslin. Weglowodory gazowe, ktorych zrodtem sa produkty naftowe, pod
wplywem bakterii ulegaja przemianom do wody i dwutlenku wegla. Gromadzenie si¢
w glebie dwutlenku wegla powoduje jej zakwaszenie, co wptywa na uwalnianie si¢
z glinokrzemiandéw toksycznego glinu. Zakwaszenie gleby wraz z deficytem tlenu
powoduje wzrost tatwo przyswajalnych jondw manganu i Zelaza, ktorych nadmiar
w glebie zaburza metabolizm ro$lin [18]. Produkty naftowe obecne w gruncie
powodujg degradacje i nieprzydatno$¢ uzytkowg gleby [19], niszczg strukturg
koloidalng gleby, zaburzaja pierwotne (zwig¢zto$¢, plastycznosé, lepkos¢) 1 wtorne
(wlasciwosci wodne, powietrzne i1 cieplne) wilasciwosci fizyczne gleby, niszcza
zdolnosci sorpcyjne gleby oraz zycie biologiczne srodowiska gruntowego [20].

Zanieczyszczenie gleby produktami naftowymi wplywa negatywnie na pobieranie przez
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ros$liny wody i soli mineralnych z podtoza oraz na oddychanie korzeniowe, w wyniku
czego Korzenie tracg zdolno$¢ wytwarzania wtosnikow. W zdegradowanej glebie tworzg
si¢ warunki beztlenowe, nasila si¢ denitryfikacja i procesy uwalniajace siarkowodor.
W wyniku tego powstaje wiele substancji toksycznych dla mikroorganizméw
tlenowych, korzeni roslin i fauny glebowej. Obecno$¢ zanieczyszczen naftowych
zmienia sktad i aktywno$¢ mikroflory glebowej ograniczajagc rozwdj niektorych
szczepow, zmieniajac warunki pokarmowe i energetyczne, pogarszajac wodne i tlenowe
warunki glebowe. Zanieczyszczenia naftowe obecne w wodach gruntowych w duzych
stezeniach stanowig bezposrednie zagrozenie dla zywych organizméw, zasiedlajacych
skazone s$rodowisko. Toksyczno$¢ tych substancji (Tab. 2) wynika zarowno z ich
wilasnosci fizycznych, jak i chemicznych. Produkty naftowe wplywajg negatywnie na
jakos¢ wod podziemnych i powierzchniowych. Dziataja toksycznie na zamieszkujaca
tam flor¢ i faung, ujemnie wptywaja na wtasciwosci organoleptyczne wody, utrudniajg
proces jej uzdatniania powodujac, ze nie nadaje si¢ ona do celéw pitnych [21].

Tab. 2. Toksyczno$¢ wybranych produktéw naftowych [6, 7, 8].

ToksycznoS$¢ ostra Ekotoksyczno$¢

- ryby

LD50 doustne, szczur >5 000 | LC50/96 h 8,3 — 27 mg/I

Benzyna PKN | mg/kg - skorupiaki
ORLEN LD50 dermalne, krélik >2 000 | EC50/48 h 4,5 — 32 mg/I

mg/kg - glony
IC50/72 h 3,1 - 30 000 mg/I
- ryby

LC50/96 h Jordanella floridae 54 mg/I
LD50 doustne, szczur > 5000 | LC50/8 dni Pimephales promelas 31 mg/I

Olej napedowy | mg/kg TLm/96 h Cyprinodon variegatus 93 mg/I
PKN ORLEN LD50 przez skore, krolik > - skorupiaki
4100 mg/kg TLm/48 h Palamonestes pugio 3,4 mg/I
- algi
EC50/12 dni Focus endatatus 20 mg/I
Olej opatowy -ryby
lekki PKN Brak danych LC50 /96h Jordanella floridae 54 mg/I
ORLEN LC50 /96h Pimephales promelas 35 mg/I

Niektore sktadniki produktow naftowych wykazujg wiasciwosci toksyczne,
mutagenne i kancerogenne [22, 23] wobec wszystkich zywych organizméw. Wsrod
zanieczyszczen  naftowych  szczegélnie niebezpieczne dla  czlowieka sg

wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA), ktore powstaja podczas
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niecatkowitego spalania produktow naftowych, jak rowniez w procesach przerobki ropy
naftowej. Zwiazki te przedostajg si¢ ze srodowiska do organizmu czltowieka drogg
oddechowa, pokarmowa oraz poprzez skore, a W wyniku ich metabolizowania powstaja
zwigzki epoksydowe o charakterze mutagennym i kancerogennym, ktore moga by¢
odpowiedzialne za rozwo6j raka ptuc, jelit, watroby, trzustki lub skory [24, 25].

O zanieczyszczeniu $rodowiska produktami naftowymi $wiadczy ich obecnos¢
w ilosciach przekraczajacych dopuszczalne st¢zenia. Rozporzadzenie Ministra
Srodowiska z dnia 9 wrzesnia 2002 r. w sprawie standardow jakosci gleby oraz
standardow jakosci ziemi (Dz. U.02.165.1359 z dnia 4 pazdziernika 2002 r.)
w odniesieniu  do produktéow naftowych reguluje dopuszczalne zawartosci
weglowodorow:  Cg-Cp2  (benzyna), Ci2-Cszs (olej mineralny), weglowodorow
aromatycznych oraz wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych w glebie
(Tab. 3). Odno$nie standardow dotyczacych wéd podziemnych nie ma uregulowan
prawnych. Istniejg jedynie wskazowki metodyczne, opracowane przez Panstwowa
Inspekcje Ochrony Srodowiska, dotyczace oceny stopnia zanieczyszczenia $rodowiska

gruntowo-wodnego produktami naftowymi (Tab. 4).
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Tab. 3. Dopuszczalne stezenia weglowodorow w glebie [mg/kg] wg rozporzadzenia
Ministra Srodowiska z dnia 9 wrzesnia 2002 r. w sprawie standardow jakoéci gleby oraz
standardow jakos$ci ziemi. (Dz. U.02.165.1359 z dnia 4 pazdziernika 2002 r.).

Substancja Tereny Grunty rolne, lesne, zadrzewione, Tereny przemystowe,
chronione osiedlowe gornicze,
przepisami komunikacyjne

ustaw glebokos$¢ [m ppt]
0-0,3 0,3-15 >15 | 02 | 2-15
Wodoprzepuszczalnos¢ gruntow [m/s]

do ponizej do ponizej do ponizej

1x107 | 1x10" | 1x107 | 1x10” 1x107 | 1x10”
Cs-C12 1 1 5 375 50 750 500 50 750

C1-Css 30 50 200 | 1000 | 1000 | 3000 | 3000 | 1000 | 3000

weglowodory aromatyczne (WA)
benzen 0,05d 0,1 0,2 25 3 50 100 3 150
etylobenzen 0,05d 0,1 1 75 10 150 200 10 250
toluen 0,05d 0,1 1 75 5 150 200 230
ksylen 0,05d 0,1 1 35 75 100 150
styren 0,1 0,1 1 5 2 100 60 100
suma WA 0,1 0,1 1 75 10 150 200 10 250
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA)
naftalen 0,1 0,1 5 20 10 40 50 10 40
fenantren 0,1 0,1 5 20 10 40 50 10 40
antracen 0,1 0,1 5 20 10 40 50 10 40
fluoranten 0,1 0,1 5 20 10 40 50 10 40
chrysen 0,1 0,1 5 20 10 40 50 10 40
ZE:‘;&? 0,1 0L | 5 | 20 | 10 | 40 | 50 | 10 | 40
benzo(a)

piren 0,02 0,03 5 10 5 40 50 5 40
Eigzr‘ﬁln 0,1 oL | 5 | 10 | 5 | 4 |50 | 5 | 40
gg:‘;‘; (r?h') 0,1 o1 | 10 | 10 | 5 | 40 |50 | 5 | 100
suma WWA 1 1 20 40 20 200 250 20 200

d — granica wykrywalnosci, ppt — pod poziomem terenu
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Tab. 4. Dopuszczalne stezenia wgglowodorow w wodach podziemnych [ pg/dma].

Substancja Tereny chronione | Grunty rolne, lesne, | Tereny przemyslowe,
przepisami ustaw zadrzewione, gornicze,
osiedlowe komunikacyjne

Benzen 0,2 1 5

Etylobenzen 0,2 20 60
Toluen 0,2 15 50
Ksylen 0,2 20 60
Fenol 0,2 15 50
suma WWA 0,2 30 100
Ce-C12 10 40 150
C12-Css 50 200 600

2.2. BIODEGRADACJA PRODUKTOW NAFTOWYCH

Produkty naftowe sa zanieczyszczeniami 0 niskiej rozpuszczalnosci w wodzie
[26], a usunigcie ich ze Srodowiska jest bardzo trudne, kosztowne i czesto tylko
czesciowo skuteczne [27]. Do rekultywacji terenow skazonych produktami naftowymi
stosuje si¢ metody fizyczne, chemiczne i biologiczne [28]. Metody fizyczne takie jak
ptukanie  gruntu, wentylacja gruntu, desorpcja parg wodna, ekstrakcja
rozpuszczalnikiem, odczerpywanie fazy organicznej z powierzchni wéd gruntowych
czy odpompowywanie zanieczyszczonej wody gruntowej i oddzielanie frakcji olejowej
z wykorzystaniem separatora pozwalaja jedynie na przeniesienie zanieczyszczenia
w inne miejsce. Ponadto stosowanie metod fizycznych do oczyszczania gruntow
skazonych produktami naftowymi jest czesto nieefektywne ze wzglgdu na malg
rozpuszczalno$¢ tych substancji w wodzie oraz z powodu adsorbowania si¢
zanieczyszczen na czastkach gleby. W ostatnich latach najwigkszym zainteresowaniem
cieszg si¢ metody biologiczne, w ktorych gléwna role odgrywaja mikroorganizmy
zdolne do wykorzystywania weglowodorow w charakterze zrodta wegla i energii [29].
Zaleta metod biologicznych jest fakt, ze:

— umozliwiajg bezposrednig degradacje zanieczyszczen [30],

— wykorzystuja szlaki metaboliczne mikroorganizméw prowadzace do

powstania nieszkodliwych produktéw koncowych: H,O i CO,,
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— zanieczyszczenia sg zrodtem energii potrzebnej do ich unieszkodliwienia,

— nie wystepuja skutki uboczne w postaci niszczenia krajobrazu w miejscu

ich stosowania,
— koszt oczyszczania jest nizszy w porownaniu z innymi metodami.

Wiele bakterii posiada zdolno$¢ do rozktadania weglowodorow. Nalezg one
m.in. do takich rodzajow jak Pseudomonas, Bacillus [31], Rhodococcus [32],
Sphingomonas, Aeromonas, Alcaligenes, Acinetobacter, Arthobacter, Brevibacterium,
Xanthomonas i Mycobacterium [33]. Toleruja one wysokie stgzenia weglowodorow
I posiadaja wysoka zdolno$¢ degradacji. W literaturze szeroko opisano [24, 25, 26, 28,
34, 131, 132, 139, 140, 141, 183, 197] biodegradacje pojedynczych alkanow i WWA
przez pojedyncze szczepy i mieszane kultury, natomiast na temat biodegradacji
mieszanin we¢glowodorow takich jak ropa naftowa jest mato informacji. Weglowodory
alifatyczne latwo ulegaja biodegradacji, podczas gdy rozgalezione weglowodory
fancuchowe sg oporne na atak mikrobiologiczny i moga akumulowac si¢ w $srodowisku
[34]. WWA zawierajagce mniej niz 3 pierScienie sg czesto wykorzystywane przez
mikroorganizmy jako jedyne Zrodto wegla i energii, podczas gdy mineralizacja WWA
zawierajacych wigcej niz 3 piercienie nie jest tak powszechna, i w niektorych
przypadkach jest mozliwa tylko w obecnosci innych substratow (kosubstratow). Latwiej
degradowane przez bakterie sg weglowodory w stanie rozpuszczonym w wodzie,
podczas gdy degradacja statych weglowodoréw jest trudna przede wszystkim dlatego,
ze rozproszenie fazy statej w fazie wodnej wymaga zuzycia duzej ilosci energii [35].
Powszechnie wiadomo, ze jeden gatunek nie jest w stanie catkowicie roztozy¢ zadnej
ropy naftowej, ktora jest mieszaning roznych weglowodoréw. W degradacje ropy
naftowej oraz olejow rafinowanych zaangazowane jest konsorcjum bakterii, z ktorych
poszczegolne gatunki moga rozktada¢ inne weglowodory [36] i wykorzystywac rozne

szlaki metaboliczne.
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2.2.1. WPLYW CZYNNIKOW FIZYCZNO-CHEMICZNYCH
| BIOLOGICZNYCH NA SZYBKOSC PROCESU BIODEGRADACII

PRODUKTOW NAFTOWYCH

Podstawowe czynniki wptywajace na biodegradacje [37] produktow naftowych

W skazonym $rodowisku to:

— stezenie 1 struktura chemiczna zanieczyszczen naftowych,

— obecnos¢ zwigzkow biogennych takich jak azot 1 fosfor,

— temperatura,

— wilgotnos¢,

- pH,

— dostepnos¢ tlenu,

— zawartos$¢ substancji organicznych,

— wystepowanie zwigzkow toksycznych,

— sktad ilosciowy 1 jakosciowy mikroorganizmoéw,

— aktywnos¢ biologiczna mikroorganizmow [38, 39].

Najtatwiej biodegradacji ulegaja n-alkany, w nastgpnej kolejnosci alkany
rozgatezione, weglowodory aromatyczne o matej masie czasteczkowej i na koncu
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne. Im dhuzszy tancuch posiada n-alkan
tym trudniej ulega on biologicznemu rozktadowi. Rowniez rozgal¢zienie tancucha
wplywa na podatno$¢ na biodegradacje. Weglowodory rozgalezione sa trudniej
rozktadane niz te o prostych tancuchach. Biodegradacja wegglowodoréw moze
zachodzi¢ w szerokim zakresie temperatur, aczkolwiek optymalna temperatura dla
wzrostu wigkszosci drobnoustrojow wynosi 18-30 °C. Odczyn podloza ma réwniez
ogromne znaczenie i najbardziej optymalny powinien miesci¢ si¢ w zakresie 6-8. Aby
proces biodegradacji zachodzit sprawnie nalezy zapewni¢ bakteriom odpowiednia ilosé
wegla, azotu i fosforu, gdyz sa to pierwiastki niezbedne do produkcji bialek przez
mikroorganizmy, a wi¢c niezbedne do powstawania nowych komorek. Powszechnie
uwaza si¢, ze wiasciwa proporcja wegla do azotu 1 fosforu to 10:1:0,1. Drobnoustroje
do wzrostu i rozmnazania potrzebuja rowniez wody i tlenu, dlatego ich odpowiednia
ilo$¢ pozytywnie wplywa na stopien biodegradacji. Obecno$¢ innych niz weglowodory

zrodet wegla oraz substancji toksycznych moze opodznia¢ proces biodegradacii.
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Drobnoustroje najpierw rozktadajg substancje latwiej biodegradowalne, a dopiero
p6zniej weglowodory bedace sktadnikami produktow naftowych. Natomiast substancje
toksyczne hamuja wzrost mikroorganizmow. Postep procesu biodegradacji uzalezniony
jest od sktadu ilo$ciowego i jakoSciowego mikroorganizmoéw oraz od ich wyposazenia
enzymatycznego.

Biodegradacja jest procesem tanim, ekologicznie bezpiecznym, pozwalajacym
na obnizenie st¢zenia zanieczyszczen naftowych w Srodowisku. Istnieje jednak wiele
czynnikow, ktore ograniczajg ten proces w srodowisku gruntowo-wodnym. Wsrod nich
mozna wyrdznic:

— nierozpuszczalno$¢ zanieczyszczen w wodzie,

— adsorpcja na czastkach gleby,

— mala bioprzyswajalno$¢ dla mikroorganizmow,

— zmniejszenie mobilnosci mikroorganizmow w srodowisku
gruntowo-wodnym,

— niska aktywno$¢ degradacyjna mikroorganizmow autochtonicznych,

— deficyt substancji biogennych (N, P),

— niska temperatura,

— podwyzszone zasolenie [40, 41].

2.2.2. TLENOWY | BEZTLENOWY ROZKEAD WEGLOWODOROW

Weglowodory sg degradowane przez drobnoustroje zar6wno w warunkach
tlenowych jak i beztlenowych. W przypadku mikroorganizméw tlenowych pierwszymi
enzymami biorgcymi udziat w rozkladzie n-alkanow sag monooksygenazy, podczas gdy
weglowodory aromatyczne atakowane sg przez dioksygenazy. Rozgatgzione
weglowodory aromatyczne degradowane sg poprzez atak na pier$cien aromatyczny przy
pomocy dioksygenaz lub na cz¢$¢ tancuchowa przy pomocy monooksygenaz albo
poprzez jednoczesny atak na obie grupy [42]. Enzymy te wiaczajg grupy hydroksylowe
pochodzace od tlenu czasteczkowego do tancucha alifatycznego lub do pierscienia
aromatycznego. Alkohole powstate z weglowodorow alifatycznych sg dalej utleniane do
odpowiednich kwasow, a zwiazki fenolowe powstajace w wyniku hydroksylowania
pierscieni aromatycznych sa bezposrednio prekursorami do tlenowego rozktadu

pier$cieni [43, 44]. Alkany cykliczne z rozgalezionymi podstawnikami rozktadane sa



20

przy uzyciu monooksygenaz [45, 46], a w wyniku ich biologicznego utleniania powstaja
kwasy dikarboksylowe, ktore dalej sg metabolizowane w komorkach mikroorganizmow
zarbwno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Beztlenowy rozktad n-alkanow
przebiega wedlug dwoch mechanizmoéw. Pierwszy z nich polega na aktywacji
terminalnego atomu wegla w czgsteczce n-alkanu 1 przylaczeniu do czasteczki
fumaranu. Drugi polega na karboksylacji przy atomie Cz;. Oba te mechanizmy
zaobserwowano roéwniez w beztlenowym rozktadzie weglowodoréow aromatycznych.
Natomiast n-alkeny moga by¢ rozkladane zaréwno przez utlenianie podwdjnego
wigzania przy atomie Ci, jak réwniez przez przylaczenie jednostki badz jednostek
weglowych do atomow Cj, C3 i do terminalnego atomu wegla na nasyconym koncu
czgsteczki. Utlenianie podwojnego wigzania prowadzi najpierw do powstania alkoholu
pierwszorzedowego, a nastgpnie do liniowego kwasu ttuszczowego [47], podczas gdy
przytaczanie wegla organicznego prowadzi do powstania metylo-, etylo- rozgatezionych

kwasow tluszczowych [48].

2.2.3. SPOSOBY ZWIEKSZENIA SKUTECZNOSCI PROCESU

BIODEGRADACJI PRODUKTOW NAFTOWYCH

Biodegradacja prowadzona w warunkach naturalnych jest procesem powolnym.
Dlatego w celu uzyskania wickszego stopnia degradacji stosuje si¢ Szereg zabiegow
wspomagajacych. Jedna z metod wspomagajacych biodegradacje jest stosowanie
pozywek. Obecnos¢ w srodowisku gruntowo-wodnym duzych ilosci zanieczyszczen
naftowych powoduje zachwianie naturalnych proporcji substancji biogennych
w wyniku wzrostu ilosci wegla w stosunku do zawartosci azotu 1 fosforu.
Niedostateczna ilo$¢ azotu i fosforu przy duzej zawartosci wegla spowalnia naturalny
przebieg biodegradacji produktow naftowych. W celu zwigkszenia skutecznosci tego
procesu uzupeltnia si¢ niedobory azotu i fosforu poprzez wprowadzanie do srodowiska
gruntowo-wodnego preparatdéw o odpowiednio dobranym sktadzie. Preparaty w postaci
ciektej lub stalej wprowadza si¢ w rdzny sposéb w zaleznosci od glebokosci
wystepowania skazenia. Wiekszo$¢ procesow biodegradacji produktow naftowych
zachodzi w warunkach tlenowych, dlatego szybkos¢ i wydajno$¢ biodegradacji zalezy
od odpowiedniej zawarto$ci tlenu w powietrzu gruntowym. Wzbogacenie $rodowiska

gruntowo-wodnego w tlen mozna osiagna¢ poprzez wprowadzanie preparatow
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chemicznych (np. nadtlenkéw), ktére w czasie powolnego rozktadu, uwalniajg tlen.
Innym sposobem jest wtlaczanie powietrza do S$rodowiska gruntowo-wodnego
W miejscu  wystgpowania zanieczyszczenia. Podczas tego procesu, zwanego
biowentylacja, dochodzi do odparowania wraz ze strumieniem powietrza najbardziej
lotnych sktadnikow zanieczyszczenia co zwigksza stopien oczyszczenia srodowiska
gruntowo-wodnego. Zdarzajg si¢ rowniez przypadki, w ktorych naturalne Srodowisko
ubogie jest w mikroorganizmy zdolne do metabolizowania zanieczyszczen naftowych.
W takich sytuacjach konieczne jest wprowadzanie do zanieczyszczonego srodowiska
biopreparatdéw zawierajagcych aktywne mikroorganizmy o znanych zdolnosciach
metabolicznych (bioaugmentacja). Mikroorganizmy wprowadza si¢ do gruntu
najczesciej w postaci cieklych zawiesin. Sposob ten nie jest bez wad. Wprowadzenie do
srodowiska mikroorganizméw, ktore nie sa dla niego naturalne niesie ze soba
zagrozenie zachwiania naturalnej réwnowagi ekologicznej oczyszczanego terenu.
Ponadto biopreparat trzeba wprowadza¢ do $rodowiska gruntowo-wodnego
kilkakrotnie. Umozliwia to uzyskanie odpowiedniej koncentracji mikroorganizmow
I efektywny przebieg procesu biodegradacji zanieczyszczen naftowych [49, 50].
Niedostgpno$¢ zanieczyszczen naftowych dla drobnoustrojow z powodu ich
hydrofobowoséci ibraku rozpuszczalnosci w wodzie stanowi odrebny problem
utrudniajgcy biodegradacje produktéw naftowych [51]. Zwickszenie biodostepnosci
produktow naftowych mozna osiggna¢ poprzez stosowanie surfaktantow [52], ktore
zmniejszaja napigcie powierzchniowe powodujac lepsza dyspersje hydrofobowych
zanieczyszczen w wodzie [53]. Brak wiedzy o losie tych substancji w srodowisku
ogranicza ich szerokie stosowanie, szczegolnie w warunkach in situ [54]. Alternatywa
dla syntetycznych surfaktantow sg naturalnie produkowane przez drobnoustroje
biosurfaktanty [rozdziat 2.6]. Zaleta biosurfaktantow jest ich réznorodnos¢ strukturalna,
wicksza efektywno$¢ 1mniejsza toksycznos¢ w poréwnaniu z surfaktantami
syntetycznymi oraz krotsza obecno$¢ W srodowisku z powodu ich wigkszej

biodegradowalnosci [55].

2.3. BIOSURFAKTANTY

Biosurfaktanty to surfaktanty pochodzenia biologicznego [56, 57], czyli zwiazki

powierzchniowo czynne, charakteryzujace si¢ aktywnoscig powierzchniowg
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w roztworach wodnych. Przejaw ich aktywnosci powierzchniowej to gtownie zdolnos¢
do adsorbowania si¢ na granicy faz, zdolno$¢ do obnizania napi¢cia powierzchniowego
I migdzyfazowego, zdolno$¢ do tworzenia stabilnych emulsji lub mikroemulsji oraz

dobre wlasciwosci zwilzajace, myjace i piorace.

2.3.1. BUDOWA CHEMICZNA

Biosurfaktanty to czasteczki o budowie amfifilowej, zawierajace cze$¢

hydrofilowa zwana ,,glowa” i cz¢$¢ hydrofobowa zwang ,,ogonem” (Rys. 1).

Q/\/\/\/\/\/

cz¢$¢ hydrofilowa cz¢$¢ hydrofobowa

Rys. 1. Schemat budowy biosurfaktantu.

Cze$¢ hydrofilowa wykazuje powinowactwo do substancji polarnych, podczas
gdy czes$¢ hydrofobowa wykazuje duze powinowactwo do cieczy niepolarnych i brak
powinowactwa do wody [58]. Obecno$¢ czegsci hydrofilowej odpowiada za
rozpuszczanie si¢ biosurfaktantow w wodzie, natomiast czg¢$¢ hydrofobowa decyduje
0 rozpuszczalnosci biosurfaktantow w olejach i innych cieczach niepolarnych oraz
wplywa na ich koncentracj¢ w przestrzeni miedzyfazowej [59]. Cze$¢ hydrofilowa
biosurfaktantéw moga stanowi¢ weglowodany, aminokwasy, cykliczne peptydy,
alkohole, estry, grupy fosforanowe, karboksylowe, hydroksylowe, sulfonowe i inne.
Natomiast grupa hydrofobowa biosurfaktantow moze by¢ zbudowana z biatek,
peptydow o wysokiej zawartosci tancuchow hydrofobowych, ale najczesciej
z dlugotancuchowych kwasow tluszczowych, hydroksykwasow tluszczowych lub

a-alkilo-B-hydroksykwasow ttuszczowych [60].

2.3.2. PODZIAL BIOSURFAKTANTOW

Klasyfikacja biosurfaktantow opiera si¢ na ich budowie chemicznej. Wyrdznia

si¢ nastepujace grupy surfaktantoéw pochodzenia naturalnego:
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— glikolipidy sktadaja si¢ z lipidu oraz z jednostek cukrowych takich jak
trenaloza, soforoza, ramnoza, celobioza, glukoza; umozliwiaja

mikroorganizmom pobieranie stabo polarnych weglowodorow,

— liposacharydy to zewnatrzkomorkowe, rozpuszczalne w wodzie emulgatory
o duzej masie czgsteczkowej produkowane przez bakterie rozktadajace

weglowodory np. Acinetobacter calcoaceticus (emulsan),

— lipopeptydy np. lipidy ornitynowe i subtylizyna produkowane przez
Bacillus  subtilis sa najbardziej efektywnymi  biosurfaktantami,

zbudowanymi z kwasu tluszczowego i przytaczonego do niego peptydu,

— fosfolipidy obecne w kazdej komorce jako sktadnik btony komoérkowej, ale
réwniez produkowane na zewnatrz komoérki np. przez Corynebacterium
lepus, zbudowane z dwoch czgsteczek kwasu tluszczowego 1 reszty

fosforanowej przytaczonych do czasteczki glicerolu,

— kwasy tluszczowe i oboje¢tne lipidy [61].

2.3.3. WLASCIWOSCI

Biosurfaktanty dzi¢ki swej amfifilowej budowie charakteryzuja si¢ aktywnos$cia
powierzchniows, ktora przejawia si¢ przede wszystkim w ich zdolnosci do obnizania
napigcia powierzchniowego roztworéw wodnych. Napigcie powierzchniowe odnosi si¢
do sil dzialajacych na powierzchni fazy cieklej graniczacej z faza gazowa i jest
wynikiem niezrownowazenia sit dzialajacych na czasteczki znajdujgce si¢ na
powierzchni cieczy i wewnatrz cieczy. Napigcie powierzchniowe jest wielkoScig stalg
charakterystyczng dla kazdej cieczy, zalezng od temperatury i od srodowiska, z Ktorym
ta ciecz si¢ styka. Napigcie powierzchniowe osigga minimum przy tzw. krytycznym
stezeniu micelarnym CMC, czyli stgzeniu, przy ktorym czasteczki zwigzkow
powierzchniowo czynnych zaczynajg taczy¢ si¢ w agregaty zwane micelami.

Innym przejawem aktywno$ci powierzchniowej biosurfaktantow jest zdolno$¢
do gromadzenia si¢ ich czasteczek na granicy faz o rdéznej polarnosci [62], np.
woda/powietrze, woda/olej, woda/ciato stale. Czasteczki zwigzkow powierzchniowo
czynnych adsorbuja si¢ na powierzchni fazy cieklej w ten sposob, ze czes¢ hydrofilowa

(polarna) skierowana jest do wnetrza cieczy, a cz¢$¢ hydrofobowa na zewnatrz cieczy
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(Rys. 2) w wyniku czego napigcie powierzchniowe si¢ obniza [63]. Adsorbowanie si¢
czasteczek na powierzchni fazy ciektej powoduje, ze stezenie substancji rozpuszczone]
w warstwie powierzchniowej zwykle rozni si¢ od stezenia substancji rozpuszczonej
w warstwach nizszych. Czasteczki zwigzkéw powierzchniowo czynnych adsorbujg si¢
na powierzchni granicy faz tym lepiej, im bardziej widoczna jest w nich asymetria grup

hydrofilowych i hydrofobowych [64].

OO0O0O0U wods

Rys. 2. Schemat monomolekularnej warstwy czasteczek biosurfaktantu na powierzchni

wody.

W wielu przypadkach biosurfaktanty charakteryzuja si¢ zdolnoscig do tworzenia
roztworow koloidalnych, w ktérych fazg¢ rozproszong stanowig dynamiczne agregaty:
micele kuliste, micele cylindryczne, pecherzyki, a takze do tworzenia warstw
podwdjnych w uktadach lamelarnych, btonach komérkowych i podobnych strukturach
(Rys. 3). W procesie otrzymywania emulsji wazng role odgrywa roznica napiec
powierzchniowych mig¢dzy cieczami. Im jest ona mniejsza, tym latwiej powstaje
emulsja. W przypadku, gdy napiecie migdzyfazowe osiggnie warto$¢ ponizej 1 N/m,
emulsja powstaje samorzutnie. Zmniejszenie napi¢cia miedzyfazowego mozna wywolaé
dodatkiem substancji, ktore tworzg monowarstw¢ molekularng na powierzchni kropelek
dyspergowanej cieczy. Emulsja jest uktadem heterogenicznym, w ktorym obie fazy
wystepuja w stanie cieklym i charakteryzuja si¢ brakiem wzajemnej mieszalnosci faz
lub bardzo ograniczona rozpuszczalno$cig. Charakterystyczng cecha warstw
adsorpcyjnych biosurfaktantow na granicy faz woda/olej jest mozliwos¢ obnizenia
napi¢cia mig¢dzyfazowego do bardzo matych wartosci, czgsto zblizonych do zera,
abardzo male napigcia migdzyfazowe sa odpowiedzialne za tworzenie tzw.
mikroemulsji. Mikroemulsja to termodynamicznie trwaly, optycznie izotropowy

| transparentny, jednofazowy uktad, ztozony z wody, weglowodoru i surfaktantu [65].
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W skali makroskopowej jest mieszaning homogeniczng, natomiast w skali molekularnej

— heterogeniczng [66].

lamella (dwuwarstwa)

Rys. 3. Przyktady agregatow tworzonych przez czgsteczki biosurfaktantow [67].

Biosurfaktanty w roztworach wodnych o niskich stezeniach wystepuja w postaci
pojedynczych czasteczek, dimeréw lub niewielkich agregatow. Wraz ze wzrostem
stezenia tworzg si¢ coraz wigksze agregaty, az wreszcie dochodzi do formowania micel
[68]. W micelach wystepuje okreslona orientacja czasteczek zwigzkoéw powierzchniowo
czynnych. Hydrofilowe glowy polarne skierowane sg na zewngtrz w kierunku wody,
a hydrofobowe tancuchy weglowodorowe skierowane sa do wnetrza, unikajac w ten
sposdb kontaktu z woda. Roztwory micelarne maja zdolno$¢ rozpuszczania zwigzkoéw
trudno rozpuszczalnych. Jest to tzw. proces solubilizacji [65]. Dodatni wptyw na
solubilizacj¢ ma wzrost dtugosci tancucha weglowodorowego surfaktantu (obnizenie
CMC i zwigkszenie liczby agregacji), dodatek elektrolitu oraz rozpuszczalnych
zwigzkow organicznych, majacych wpltyw na wartos¢ CMC 1 liczbe agregacji.
Natomiast ujemnie na solubilizacje wptywa m.in. rozgale¢zienie hydrofobowej czesci
surfaktantu, duze stezenie elektrolitu, wigksze ilosci alkoholi o krotkich tancuchach
weglowodorowych.

Biosurfaktanty cechuja si¢ wysoka specyficzno$cia dziatania, wysoka
aktywnoscig powierzchniows, stabilnoscig temperaturowg i odpornoscig na zmiany pH

w szerokim zakresie [69, 70]. Sg one zwigzkami zazwyczaj nietoksycznymi, ktore tatwo
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ulegaja biodegradacji [71], nie akumulujg si¢ w naturalnych ekosystemach, wigc nie
stwarzaja zagrozen ekologicznych. Gloéwna fizjologiczng rolg biosurfaktantéw jest
umozliwienie bakteriom i grzybom, ktore je produkuja, wykorzystywania do wzrostu
nierozpuszczalnych ~w  wodzie  substancji  odzywczych. Stad  wiekszos¢
mikroorganizmow produkujacych biosurfaktanty posiada zdolno$¢ rozktadania
weglowodoréw. Te zwigzki powierzchniowo czynne, ktore sg uwalniane na zewnatrz
komorki powoduja emulgowanie weglowodorow, natomiast te ktore sa zwigzane ze
sciang  komorkowa ulatwiaja  penetracj¢  weglowodorow  do  przestrzeni
peryplazmatycznej. Biosurfaktanty powoduja zwiekszenie dostgpnosci
nierozpuszczalnych w wodzie substratow. Ich obecnos¢ powoduje przechodzenie
substancji cieklych do micel, a nastepnie rozprowadzanie ich po powierzchni komorki.
W przypadku substratow begdacych ciatami stalymi obecno$¢ biosurfaktantow powoduje
zwilzanie 1 dyspergowanie tych substancji, w wyniku czego zwigksza si¢ ich
powierzchnia. Mikroorganizmy wykazuja wiele przystosowan do mozliwosci
wykorzystywania weglowodorow jako substratu pokarmowego. W czasie wzrostu
w $cianie komorkowej mikroorganizméw nastepuja zmiany polegajace na zwigkszeniu
jej hydrofobowosci, dzigki czemu biosurfaktanty zwigzane ze $ciang komorkowa, takie
jak lipidy trehalozowe ulatwiaja wigzanie 1 w konsekwencji pasywny transport
substratow do wnetrza komoérek mikroorganizmow. Zwigzki powierzchniowo czynne
wydzielane na zewnatrz komorki, np. lipidy ramnozowe i soforozowe poprzez
tworzenie micel powoduja pseudosolubilizacje weglowodordw i zwigkszenie ich
powierzchni [136].

Biosurfaktanty odgrywaja zasadniczg role¢ w ulatwianiu poruszania
mikroorganizmom, ktore je produkuja, ponadto biorg udzial w fizjologicznych
procesach komorkowych takich jak sygnalizowanie czy réznicowanie komorek, jak
rowniez w tworzeniu biofilmow [72]. Posiadajg tez wlasciwosci 0 znaczeniu
terapeutycznym i biomedycznym takie jak dziatanie antybakteryjne [73, 74],
antygrzybicze i antywirusowe, hamuja tworzenie skrzepow fibrynowych i wykazuja
dziatanie antyadhezyjne w stosunku do niektorych mikroorganizmow patogennych [75].

Mikroorganizmy produkuja wielko- 1 matoczasteczkowe biosurfaktanty.
Matoczasteczkowe to gtownie glikolipidy i lipopeptydy, ktore sg bardziej efektywne

W obnizaniu  napigcia  powierzchniowego 1 miedzyfazowego.  Natomiast
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wielkoczgsteczkowe to polisacharydy, lipopolisacharydy, ktore sg efektywne
w stabilizowaniu emulsji typu olej w wodzie. Masa czasteczkowa biosurfaktantow
wynosi od 500 do1500 Da, a ich CMC od 1 do 200 mg/l [72].

2.3.4. OTRZYMYWANIE

Biosurfaktanty sg produkowane jako uboczne produkty metabolizmu [76],
gléwnie przez bakterie tlenowe podczas ich wzrostu na rozpuszczalnych w wodzie lub
hydrofobowych substratach [77]. Zwykle do produkcji biosurfaktantow substratami sg
weglowodory, poniewaz ich funkcja jest zwigzana z ulatwianiem mikroorganizmom
pobierania hydrofobowych zwigzkéw. Jednak stosowanie weglowodorow jako
substratbw wymaga wlozenia wigkszej energii w celu uzyskania odpowiedniej
dyspersji. Problem ten nie istnieje w przypadku zwigzkdéw rozpuszczalnych w wodzie,
dlatego stosowanie ich jako substratow rowniez ma swoje zalety. Biosurfaktanty moga
by¢ wydzielane na zewnatrz lub by¢ zwigzane z powierzchnig komorki. Pomimo swych
wielu zalet nie sg produkowane na duza skale ze wzgledow ekonomicznych. Szacuje
sig, ze koszty surowcow stanowig od 10 do 30% catkowitych kosztow produkcji
w wigkszosci procesow biotechnologicznych. W zwiazku z tym mozna obnizy¢ koszty
surowcow stosujac tanie, pochodzace z przemystu rolniczego [78] lub odpadowe
substraty np. oleje pochodzenia ro$linnego [79] takie jak rzepakowy, kukurydziany,
stonecznikowy, sojowy, odpady z rafinacji olejow, odpady z przemystu ttuszczowego
takie jak 10j, olej ze zwierzat morskich, smalec, substancje wysokoskrobiowe takie jak
odpady z przerabiania ziemniakoéw, zboz, nasion jadalnych, serwatk¢ z przemystu
mleczarskiego czy Scieki z gorzelni.

Waznym krokiem do obnizenia kosztoéw pozyskiwania biosurfaktantow jest
zwickszenie wydajnosci ich produkcji i izolacji, bowiem efektywny i ekonomiczny
proces produkcji i separacji jest fundamentem do zyskownego otrzymywania
bioproduktu. Poza rodzajem substratu na ilos¢ i jakos¢ wyprodukowanych
mikrobiologicznie surfaktantow wptywa sktad podtoza do hodowli mikroorganizméow
produkujacych te zwiazki. Znaczacy wplyw maja takie sktadniki jak azot, zelazo
I mangan np. ograniczenie azotu zwigksza produkcje bioproduktow u Pseudomonas
aeruginosa BS-2 i Ustilago maydis. Stosunek pierwiastkéw C:N, C:P, C:Fe czy C:Mg
réwniez wptywa na produkcje biosurfaktantow, dlatego wiasciwy dobor tych proporcji

zwicksza wydajno$¢ produkcji naturalnych surfaktantow. Niemniej jednak standardowe
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metody optymalizacji sktadu podtoza do hodowli pozwalaja na zmian¢ zawartosci tylko
jednego pierwiastka podczas jednego eksperymentu, pozostawiajagc zawartosci
pozostalych pierwiastkow na ustalonym poziomie, dlatego jest to proces czasochtonny,
pracochtonny i nie daje pewnosci uzyskania optymalnego podtoza do produkcji
bioproduktu. Rozwigzaniem tego problemu jest stosowanie statystycznej optymalizacji
opartej na metodologii odpowiedzi powierzchni [80]. Metoda ta zostata zastosowana ze
skutkiem pozytywnym do okreslenia optymalnego podtoza i optymalnych warunkow
hodowli dla zwigkszonej produkcji surfaktyny przez szczep Bacillus subtilis oraz do
zwigkszenia produkcji biosurfaktantow przez szczep Pseudomonas aeruginosa AT 10
[75]. Nawet jezeli produkcja biosurfaktantow jest prowadzona przy optymalnym
sktadzie podioza i przy optymalnych warunkach to proces ten jest niekompletny bez
efektywnego 1 ekonomicznego sposobu izolacji produktu z podtoza po hodowli. Dla
wielu produktow biotechnologicznych procesy separacji pochlaniaja ok. 60%
catkowitych kosztow produkc;ji.

Izolacja biosurfaktantéw zalezy od ich tadunku jonowego, rozpuszczalnos$ci
w wodzie i ich umiejscowienia (wewngetrzne, zewngtrzne lub zwigzane z komorka).
Najczgsciej stosowane konwencjonalne techniki izolacji biosurfaktantow to wytracanie
kwasem, siarczanem amonu, acetonem, ekstrakcja z uzyciem butanolu, octanu etylu,
pentanu, heksanu oraz mieszanin chloroform-metanol, dichlorometan-metanol,
krystalizacja, wirowanie. Najcze$ciej techniki te stosowane s3 razem w roéznych
kombinacjach np. najpierw stracanie a nastgpnie wirowanie lub strgcanie a pdzniej
ekstrakcja itp. Badania wskazuja, ze ciggte usuwanie biosurfaktantow podczas procesu
fermentacji poprzez zastosowanie roéznych technik powoduje wzrost stezenia komorek
w reaktorze i zwigkszenie produkcji skutkiem czego jest kilkakrotny wzrost wydajnosci
procesu [81], atakze znaczaca redukcja kosztow. Wsrod niekonwencjonalnych, ale
zarazem interesujgcych i skutecznych metod izolowania biosurfaktantow z hodowli
ciggltej wymieni¢ mozna: frakcjonowanie piany, filtracj¢ z przeptywem krzyzowo-
pradowym, adsorpcj¢ na zywicach polistyrenowych, adsorpcje na weglu aktywnym,
diafiltracje, ultrafiltracj¢ i chromatografie jonowymienng [82].

Wyzej wymienione metody izolacji biosurfaktantoéw opierajg si¢ na ich

nastepujacych wiasciwosciach:
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— wytracanie kwasem — biosurfaktanty staja si¢ nierozpuszczalne przy niskim

pHa

— wytrgcanie siarczanem amonu — wysalanie polimerowych i bogatych

W biatka biosurfaktantéw powoduje ich stracanie,

— ekstrakcja rozpuszczalnikami -  Dbiosurfaktanty sa rozpuszczalne

W rozpuszczalnikach dzigki obecnosci hydrofobowego ogona,

— wirowanie — nierozpuszczalne biosurfaktanty opadaja pod wptywem sity

odsrodkowej,

— frakcjonowanie piany — biosurfaktanty dzigki aktywno$ci powierzchniowe;j

tworza piang,

— filtracja membranowa - biosurfaktanty powyzej krytycznego stgzenia
micelarnego tworzg micele, ktore zatrzymywane sg przez membrany

porowate,

— adsorbcja na zywicach polistyrenowych lub na weglu aktywnym
- biosurfaktanty adsorbuja si¢ na sorbencie, a nastgpnie sa desorbowane

przy pomocy rozpuszczalnikow organicznych,

— chromatografia jonowymienna — natadowane biosurfaktanty przytaczaja sie
do zywic jonowymiennych a nastgpnie sa wymywane przy pomocy

odpowiednich buforow [83].

2.3.5. ZASTOSOWANIA

Biosurfaktanty =~ charakteryzuje  zdolno$¢  do:  obnizania  napigcia
powierzchniowego i miedzyfazowego [84], tworzenia oraz destabilizacji emulsji
(rozdziat faz), solubilizacji zwigzkéw hydrofobowych w roztworach wodnych,
tworzenia pian 1 zeli, wyodrgbniania metali, zwilzania, czyszczenia, flokulacji,
hamowania lub stymulowania wzrostu mikroorganizméw.

W  zaleznosci od potencjalnego zastosowania, biosurfaktanty powinny
charakteryzowa¢ si¢ wysoka lub niskg aktywno$cig biologiczng, np. zwigzki
powierzchniowo czynne uzywane do oczyszczania gleb i wod, czy jako dodatki do

zywnosci lub $rodki higieny osobistej nie powinny wykazywaé aktywnosci biologiczne;j
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ani by¢ toksyczne. Natomiast biosurfaktanty stosowane jako $rodki antybakteryjne,
antygrzybiczne, antywirusowe, wspomagajace dzialanie pestycydow, herbicydow czy
defoliantéw powinny dziata¢ w jak najmniejszym stezeniu.

Biosurfaktanty stosuje si¢ do zwickszenia efektywnosci pozyskiwania ropy
naftowej, gdyz tradycyjnymi metodami nie udaje si¢ wydoby¢ wigcej niz 50 %
zawartosci poktadéw. Wykorzystuje si¢ je jako srodki do zwilzania skaty, micelarnego
zawadniania, emulgowania, deemulgowania, redukcji lepkos$ci cigzkiej ropy naftowe;j
[85]. Mikrobiologiczne metody intensyfikacji wydobycia ropy naftowej (MEOR
- microbial enhanced oil recovery) polegaja na dodawaniu do wody, pompowanej do
prawie wyczerpanych pokladow ropy, biosurfaktantow lub produkujacych je
mikroorganizmow, ktorych wiasciwosci powierzchniowe umozliwiaja wydobycie
pozostatosci. Dzigki tej metodzie mozna uzyskac 30 % wzrost wydobycia ropy naftowe;j
[61].

Biosurfaktanty sg ekologicznie bezpieczne [86, 87] i dlatego stosuje si¢ je do
usuwania zanieczyszczen weglowodorowych zwod i gleb oraz nierozpuszczalnych
w wodzie zwigzkow toksycznych [88, 89]. W metodach in situ wykorzystuje sig
mieszane kultury mikroorganizmoéw, zdolnych do wytwarzania biosurfaktantow.
Natomiast w metodach ex situ wykorzystuje si¢ biosurfaktanty, ktore sg wyizolowane
z hodowli mikroorganizmdéw i czg¢sciowo podczyszczone. Zwigzki powierzchniowo
czynne obnizajac napig¢cie mi¢dzyfazowe olej/woda, zwilzaja powierzchni¢ substancji
hydrofobowych w wyniku czego wzrasta ich dyspersja w wodzie, a tym samym
dostepnos¢ dla obecnych w srodowisku mikroorganizméw. Ma to zasadniczy wptyw na
efektywnos$¢ procesu biodegradacji zanieczyszczenh. W procesach tworzenia emuls;ji
typu olej w wodzie biosurfaktanty sg bardziej selektywne w porownaniu z surfaktantami
syntetycznymi, apoza tym uzywa si¢ ich znacznie mniej, co ma duze znaczenie
ekonomiczne i ekologiczne.

Biosurfaktanty sa wykorzystywane podczas produkcji olejow smarowych oraz
benzyny [90]. Stosuje si¢ je takze do usuwania wyciekow ropy naftowej, do
oczyszczania kolumn piaskowych z benzyny, do odzyskiwania bituminu z piasku
roponos$nego, do usuwania z gleby heksachlorobifenylu oraz metali ci¢zkich majacych
wlasciwo$ci rakotworcze [91, 92, 93]. Wykorzystywane sg rowniez przez przemyst

celulozowo-papierniczy [94], gbrniczy, metalurgiczny [95], a takze rolnictwo do
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rozpuszczania irozdrabniania nawozOow sztucznych i pestycydow. W przemysle
kosmetycznym [96] stosowane sg ze wzgledu na brak toksycznosci, znakomite
wlasciwosci zwilzajace oraz tagodne dziatanie na skorg. Lipidy soforozowe sg uzywane
do produkcji kosmetykéw o wilasciwosciach nawilzajacych skorg. Lipidy soforozowe
i ramnozowe wykorzystuje si¢ rowniez w przemysle farmaceutycznym jako
pomocnicze $rodki emulgujace do transportu lekdw w miejsce ich dziatania, do
uzupehiania surfaktantu plucnego jak réwniez jako $rodki wspomagajace do
szczepionek [97]. Niektdre biosurfaktanty znalazly zastosowanie w przemysle
spozywczym [98] jako S$rodki konserwujgce [88], emulgatory do przetwarzania
surowcow, gdzie odgrywaja znaczaca rol¢ w uzyskiwaniu doktadnie wymaganej
konsystencji produktow [99], np. lipidy soforozowe stanowig dodatki do pieczywa,
podnoszac jego jakos¢ i1 przedluzajac czas przydatno$ci do spozycia. Inng cecha
biosurfaktantéw jest ich zdolno$¢ do hamowania korozji metali [100].

Zalety biosurfaktantow w poréwnaniu z surfaktantami syntetycznymi:

— aktywno$¢ powierzchniowa 1 miedzyfazowa: sa bardziej efektywne
i wydajne, majg mniejsze CMC dzigki czemu mniejsza ilo$¢ powoduje

wigksze obnizenie napigcia powierzchniowego,

— tolerancja na zmiany temperatury: niektore biosurfaktanty np. ramnolipidy
nie ulegaja rozktadowi ani nie tracg wtasciwosci powierzchniowych nawet

w temperaturze 90 °C,

— tolerancja na zmiany sily jonowej: biosurfaktanty nie ulegaja straceniu ani
wysalaniu nawet w roztworach zawierajacych 10% soli podczas gdy

chemiczne surfaktanty ulegajg dezaktywacji juz w 2-3% roztworach soli
— tolerancja na zmiany pH w szerokim zakresie,

— wicksza biodegradowalno$¢: biosurfaktanty sa tatwo rozktadane w wodzie

i glebie,

— rozklad emulsji: emulsje tworzone z uzyciem biosurfaktantow mozna tatwo

ztamac¢ poprzez dodanie odpowiedniego enzymu,
— nizsza toksyczno$¢ [101],

— mozliwos¢ produkcji z odpadowych surowcow [102].
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2.4, RAMNOLIPIDY

Ramnolipidy naleza do glikolipidow, ktore sa najbardziej powszechna klasa
biosurfaktantow produkowanych przez mikroorganizmy. Sa najcze$ciej izolowanymi
I najlepiej poznanymi zewnatrzkomérkowymi biosurfaktantami wytwarzanymi gtownie
przez szczep Pseudomonas aeruginosa. Bakterie tego gatunku zdolne sg do
wytwarzania szesciu réznych ramnolipidow, ktore posiadaja podobng budowe
chemiczng i aktywnos$¢ powierzchniowa a ich $rednia masa czasteczkowa wynosi 577
Da. Ramnolipidy redukuja napigcie powierzchniowe roztworow wodnych do 30 mN/m
a ich krytyczne stezenie micelarne zawiera si¢ w zakresie 24-54 mg/l. Czasteczka
ramnolipidu sklada si¢ z jednej lub dwodch czasteczek ramnozy przytaczonych do
jednej, dwoch lub trzech czasteczek kwasoéw thuszczowych o dhlugosci tancucha
weglowego od 8 do 12 atomow. Ramnolipidy produkowane sa jako mieszanina
homologow (Rys. 4), ktoére moga roznic sie dtugoscig fancucha kwasu thuszczowego lub
iloscig jednostek ramnozy. Ramnolipidy z dtuzszymi fancuchami kwasoéw thuszczowych
sa bardziej hydrofobowe, natomiast gdy ramnoza wystepuje w postaci dimeru maja
bardziej hydrofilowy charakter. Roznice w budowie chemicznej moga wptywaé na
aktywno$¢ powierzchniowg i stabilno$¢ ramnolipidow w fazie wodnej. Najczescie)
spotykane formy ramnolipidow to monoramnolipid i diramnolipid sktadajace si¢
z kwasu hydroksydekanowego oraz odpowiednio jednej lub dwoch czasteczek ramnozy
[103]. Sktad produkowanej mieszaniny ramnolipidow zalezy od substratu i warunkow
hodowli. Ramnolipidy mogg by¢ produkowane zaréwno z substratow hydrofobowych
jak i hydrofilowych [104]. Szczep Pseudomonas aeruginosa zdolny jest do produkcji
ramnolipidéw z takich substratow jak glukoza, fruktoza, mannoza, melasa, glicerol,
mannitol, olej roslinny (np. stonecznikowy, sojowy, babassu), n-parafiny, heksadekan,
olej parafinowy, kwas mlekowy, pepton, kwas palmitynowy, stearynowy, oleinowy,
linolowy, bursztyniany, pirogroniany, cytryniany [60, 85, 94, 99, 105, 106]. Synteza
ramnolipidow zalezy od stezenia komoérek w hodowli i jest najbardziej efektywna
w fazie stacjonarnej [107]. Ograniczenie skladnikow mineralnych powoduje
zmniejszenie wzrostu mikroorganizmow 1 zwigkszong produkcje ramnolipidow.
Standardowo stosuje si¢ zmniejszenie ilosci azotu jednak okazuje si¢, ze najbardziej
efektywne jest ograniczenie fosforu, ktdére powoduje nawet 5-krotny wzrost produkcji

ramnolipidow w poréwnaniu do hodowli z ograniczonym azotem. Podobne rezultaty
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mozna osiggnaé przez zmniejszenie ilosci siarki w podtozu, podczas gdy ograniczenie
magnezu daje gorsze wyniki, a zmniejszona ilo$¢ wapnia i zelaza nie wpltywa hamujaco

na wzrost komorek.
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Rys. 4. Najczes$ciej spotykane struktury ramnolipidow.

2.4.1. BIOSYNTEZA

Biosynteza ramnolipidow obejmuje dwie kolejne reakcje przeniesienia ramnozy
katalizowane przez specyficzne transferazy ramnozylowe (RT 1 i RT 2). Szlak
biochemiczny syntezy ramnolipidéw przedstawia rysunek (Rys. 5). Donorem ramnozy
w obu reakcjach jest deoksytymidynodifosforamnoza (dTDP-L-ramnoza), ktora reaguje
w pierwszej reakcji z B-hydroksydekano-p-hydroksydekanianem a w drugiej reakcji
z monoramnolipidem. Enzym RT 1 sktada si¢ z dwoch polipeptydéw kodowanych
przez geny rhlA i rhiB. Enzym RT 1 jako substratu moze uzywac B-hydroksykwasow
zardwno przytaczonych do ACP jak rowniez przytaczonych do CoA. Enzym RT 2
kodowany przez gen rhlC zaangazowany jest w biosyntez¢ lipopolisacharydu (LPS).
Synteza czgsteczki kwasu thuszczowego przebiega W obecnosci enzymu RhlG wedlug
0goblnego szlaku metabolicznego syntezy kwasow ttuszczowych. Substratem do syntezy

dTDP-L-ramnozy jest fosforan-1-glukozy, a enzymy zaangazowane w ta synteze sa
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kodowane przez geny rlm. Za transformacje¢ fosforanu-6-glukozy w fosforan-1-glukozy
odpowiedzialny jest enzym AlgC [97, 108, 109, 110].

2.4.2. WLASCIWOSCI | ZASTOSOWANIA

Ramnolipidy posiadaja silne wlasciwosci powierzchniowo czynne, obnizajg
napigcie  powierzchniowe do 25-30 mN/m oraz napigcie miedzyfazowe
heksadekan/woda do 1 mN/m [103]. Ramnolipidy charakteryzujg si¢ wysoka
aktywnoS$cig antybakteryjng 1 antywirusowa [111] dzigki czemu moga by¢ stosowane
jako pestycydy. Ramnolipidy sa zwigzkami nietoksycznymi [112] uzywanymi jako
dodatki do kosmetykow, a takze do tworzenia liposomow iemulsji co jest istotne
w przemys$le kosmetycznym. Mogg shuzy¢ rowniez jako zrodto ramnozy [106], ktdra
jest warto§ciowym zwigzkiem chemicznym produkowanym przez ekstrakcje
kwercetyny z kory dgbowej, naringiny ze skorek cytrusow lub rutyny z kory debowe;j
lub innych roslin. Proces ten wymaga toksycznych, korozyjnych chemikaliow
| generuje ogromne ilo$ci uporczywych aromatycznych odpadow. Ramnolipidy
produkowane podczas fermentacji moga by¢ tatwo zhydrolizowane w celu oddzielenia
ramnozy. Jest to przyjazna Srodowisku alternatywa dla produkcji ramnozy. Zdolnos¢
ramnolipiddw do efektywnego emulgowania surowej ropy naftowej, benzenu oraz
mieszanin weglowodoréw z wodg czyni je uzytecznymi W bioremediacji [99].
Ramnolipidy majg zastosowanie w przemysle rafineryjnym do zwigkszania wydobycia
ropy naftowej, do oczyszczania morz i wybrzezy zanieczyszczonych weglowodorami,
a takze do oczyszczania terendw skazonych metalami cigzkimi. Moga rowniez stuzy¢
jako dodatki do betonu zwigkszajace jego wytrzymatos¢ jednoczesnie powodujac
oszczednos$¢ cementu. Ramnolipidy mogg by¢ komercyjnie produkowane z wydajnoscia
100 g/1, co sprawia, ze koszty ich produkcji sg konkurencyjne w stosunku do kosztow
produkcji syntetycznych surfaktantow [108].

2.4.3. METODY IDENTYFIKACJI RAMNOLIPIDOW

Metody stuzgce do wykrywania, identyfikacji i oznaczania ilo$ci ramnolipidow
mozna podzieli¢ na: posrednie, kolorymetryczne i chromatograficzne. Metody
posrednie oparte sg na badaniach wtasciwosci fizycznych ramnolipidow, takich jak
napi¢cie powierzchniowe czy aktywnos¢ hemolityczna. Metody kolorymetryczne

umozliwiajg Oznaczanie stezen substancji barwnych na podstawie absorbcji ich
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roztworow w zakresie $wiatla widzialnego. Jesli badana substancja nie tworzy
barwnych roztworéw to mozna otrzymac¢ jej barwne formy na drodze reakcji
chemicznych, np. w wyniku reakcji kompleksowania. Metody chromatograficzne
polegaja na rozdzieleniu badanej mieszaniny zwigzkéw, a nastgpnie na detekcji
poszczegdlnych sktadnikéw. Ramnolipidy produkowane s3 przez drobnoustroje
w postaci mieszaniny homologéw. Metody chromatograficzne w przeciwienstwie do
metod posrednich 1 kolorymetrycznych, umozliwiaja rozdzielenie mieszaniny

ramnolipidow i analize poszczegdlnych homologdéw [114].
Wsrod metod posrednich wyrdznia sig:
— Pomiar napigcia powierzchniowego

Czasteczki o budowie amfifilowej gromadzg si¢ na granicy faz i powyzej CMC
tworza micele lub pecherzyki. Ponizej CMC napigcie powierzchniowe i miedzyfazowe
wodnych roztwordw zwiazkéw powierzchniowo czynnych =zalezy od st¢zenia
aktywnego zwigzku. Wlasciwos¢ t¢ wykorzystuje si¢ do okreslania catkowitej ilosci
ramnolipidow. W celu wyznaczenia st¢zenia ramnolipidu nalezy sporzadzi¢ krzywa
wzorcowa, a badang probke nalezy rozcienczy¢ tak, zeby zawierata 1-50 mg/l
ramnolipidu. Wada te] metody jest jej wrazliwo$¢ rowniez na inne zwigzki

powierzchniowo czynne, a takze brak informacji o sktadzie probki.
— Badanie aktywnos$ci hemolitycznej

Wykonuje si¢ je na ptytkach agarowych z krwig. B-hemoliza powoduje
catkowity rozpad czerwonych krwinek, co widoczne jest na podiozu w postaci
tworzacych si¢ jasnych stref wokot kolonii bakterii, podczas gdy a-hemoliza powoduje
czesciowy lize czerwonych krwinek, w wyniku czego podtoze barwi si¢ na zielono. Ta
metoda nadaje si¢ tylko do badan nowych szczepdéw bakterii pod katem wytwarzania
biosurfaktantow. Hemoliza nie jest reakcja specyficzng dla ramnolipidéw, gdyz enzymy

lityczne (np. proteazy), rowniez przeprowadzajg t¢ sama reakcje.
Do metod kolorymetrycznych naleza:
— Test na agarze zawierajgcym CTAB (bromek cetylotrimetyloamoniowy)

Metoda oparta jest na tworzeniu nierozpuszczalnych par jonowych surfaktantow
anionowych (ramnolipidy) z surfaktantami kationowymi (CTAB). Test wykonuje si¢ na
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ptytkach agarowych zawierajagcych CTAB 1 bigkit metylenowy. Pojawienie si¢
ciemnoniebieskiej barwy wokot kolonii oznacza wytwarzanie ramnolipidow przez
badane szczepy bakterii. Istnieje zwigzek miedzy $rednicg zabarwionych pol
a stezeniem ramnolipidu. Pomimo, tego metoda ta nie nadaje si¢ do okreslania ilosci
wytwarzanego ramnolipidu, poniewaz na $rednice zabarwionych pol wptywa wielko$¢
kolonii, czas inkubacji, migracja ramnolipidow, a nawet poziom wypelnienia ptytek

agarem.
— Metoda antronowa

Test ten polega na reakcji ramnozy w obecno$ci mocnego kwasu z antronem
(9,10-dihydro-9-oksoantracen). W wyniku ogrzewania powstaje zabarwienie, Kktore
mozna zmierzy¢ spektrofotometrycznie przy ditugosci fali 645 nm.  Stezenie
ramnolipidu odczytuje si¢ z krzywej wzorcowej wykonanej dla ramnozy lub
ramnolipidu. Jest to szybkie i fatwe oznaczenie. Obecnos¢ w badanej prébce niektorych
substancji, np. rozpuszczalnikow, nieorganicznych soli, bialek, substancji utleniajacych,

zaktoca pomiar.
— Metoda orcynowa

Metoda ta  jest oparta na  reakcji  ramnozy z  orcyng
(1,3-dihydroksy-5-metylobenzen) w  obecnosci  60%  kwasu  siarkowego.
Spektrofotometryczny pomiar absorbancji roztworu otrzymanego w wyniku w/w reakcji
pozwala na oznaczenie st¢zenia ramnolipidu wobec krzywej wzorcowej dla ramnozy
lub ramnolipidu. Absorbancj¢ mierzy si¢ przy dlugosci fali 505 nm.

Metody chromatograficzne stosowane w jakosciowej 1 iloSciowej analizie

ramnolipidow to:
— Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Metoda polega na rozdzieleniu skladnikow wystepujacych w badanej
mieszaninie podczas jej przechodzenia przez faz¢ stacjonarng (adsorbent) osadzong na
ptytce. Rozdziat dokonuje si¢ na podstawie zroznicowanego powinowactwa sktadnikéw
probki do adsorbentu. Potozenie plamek na chromatogramie umozliwia analize
jakosciowa skladnikoéw mieszaniny, a wielko$¢ 1 intensywno$¢ ich zabarwienia
- iloéciowg. Chromatografia TLC stosowana jest do okreslania sktadu ekstraktow

ramnolipidow z podtoza pohodowlanego i do ich wstepnego oczyszczania na grubszej
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chromatograficznej warstwie. Chromatografia w normalnym uktadzie faz na ptytkach
z zelem krzemionkowym 60 i mieszaning eluentow chloroform:metanol:woda/20%
wodny roztwor kwasu octowego (65:15:2) pozwala na rozdzielenie ramnolipidow na
zawierajagce monosacharydowe lub disacharydowe grupy polarne. TLC zuzyciem
ptytek RP-8 oraz mieszaniny rozpuszczalnikow metanol-woda-kwas trifluorooctowy
(90:10:0,25) umozliwia rozdziat ramnolipidow ze wzgledu na diugo$¢ tancucha
alkilowego kwasu tluszczowego. Powstale w wyniku rozdzialu homologi mozna
zaobserwowa¢ na powstaltym chromatogramie w postaci plamek, po wcze$niejszym
wybarwieniu odpowiednimi odczynnikami chemicznymi. Odczynniki wybarwiajace
odpowiednie dla ramnolipidow to np. difenyloamina lub odczynniki specyficzne dla
cukrow  (antron, 4-metoksybeznoaldehyd) 1 kwaséw tluszczowych (zielen
bromokrezolowa, bigkit bromotymolowy, 2°,7’-dichlorofluoresceina). Poréwnanie
czasOw retencji rozdzielonych sktadnikéw z czasami retencji standardowych substancji
umozliwia  zidentyfikowanie poszczegdlnych homologéw. Metoda ta pozwala na
analizowanie duzej ilosci probek o malej objetosci 1 zuzywa male objetosci

organicznych rozpuszczalnikdéw w poréwnaniu z chromatografig kolumnowa.
— Chromatografia gazowa (GC)

Zasada metody jest rozdzielanie sktadnikéw mieszaniny na dtugich i cienkich
kolumnach. Oddziatywania wystepujace miedzy rozdzielanymi skladnikami
a wypelieniem kolumn hamujg przeptyw rozdzielanych zwigzkéw chemicznych przez
kolumng. W wyniku tego jedne sktadniki mieszaniny opuszczaja kolumng wcze$niej
a inne — pdzniej. Odpowiedni detektor umozliwia identyfikacje kolejno wychodzacych
Z kolumny sktadnikow rozdzielanej mieszaniny. Metoda ta r6zni si¢ od poprzedniej
przede wszystkim tym, ze w chromatografii cieczowej fazg ruchomg jest ciecz,
a w chromatografii gazowej — gaz. Ramnolipidy analizuje si¢ technikg chromatografii
gazowej po wczesniejszej hydrolizie czasteczek. W wyniku hydrolizy otrzymuje si¢
mieszaning ramnozy i kwasow tlhuszczowych. Ramnoza jest analizowana ilo$ciowo po
uprzedniej derywatyzacji do estrow trimetylosilylowych. Nie dostarcza to jednak
zadnych informacji na temat skladu ramnolipidu. Dopiero analiza kwasow
tluszczowych lub ich estrow metylowych umozliwia identyfikacje hydroksykwasow

thuszczowych w ramnolipidach.
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— Woysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

Zasada rozdzielania mieszanin tg metoda jest taka sama jak w chromatografii
TLC. Roznica polega na tym, ze w celu rozdzielenia sktadnikow mieszanina przeptywa
przez faz¢ stacjonarng osadzong w kolumnie a nie na plytce. Fazg ruchomg jest ciecz.
Do rozdzielenia ramnolipidow  stosuje si¢ kolumny z zelem krzemionkowym
I odwroconym uktadem faz, z gradientem mieszaniny acetonitrylu i wody (30-70%
acetonitrylu do 70-100% acetonitrylu). Jednak by okresli¢ ilo§¢ ramnolipidu potrzebny
jest wzorzec. Ponadto przy zastosowaniu HPLC nie jest mozliwe rozdzielenie izomerow
strukturalnych (np. Rha-Cy0-Cg i Rha-Cg-Cyp), ktdre moga by¢ rozréznione tylko przez
posobng spektrometri¢ mas (MSMS). W przypadku stosowania HPLC-MS analizowane
probki powinny by¢ oczyszczone, poniewaz sole i1 inne zanieczyszczenia wptywaja na
jonizacje czasteczek ramnolipidu, co oddziatluje na intensywno$¢ mierzonych sygnatow.
Wysoka czutos¢ metody HPLC-MS pozwala na analiz¢ probek o bardzo matlych
stezeniach ramnolipidow. Ponadto kiedy odpowiednio przygotuje si¢ badang probke to
HPLC jest najbardziej odpowiednig metoda do identyfikacji 1 okreslania ilo$ci

ramnolipidow. Metoda umozliwia rowniez analizowanie duzej ilosci prébek.

2.4.4. METODY IZOLACJI | OCZYSZCZANIA RAMNOLIPIDOW

W celu wyizolowania wyprodukowanych przez bakterie ramnolipidow stosuje
si¢ szereg metod w zalezno$ci od sposobu prowadzenia hodowli. Inne metody
wykorzystuje si¢ do izolacji ramnolipidéw z hodowli okresowych, a inne do izolacji
Zhodowli ciaglych. Pierwszym etapem zawsze jest jednak oddzielenie
mikroorganizméw 1 zmniejszenie objetosci roztworu. W skali laboratoryjnej
mikroorganizmy po hodowli okresowej oddziela si¢ poprzez wirowanie, Kktore
poprzedza etap izolacji [114]. Do okresowej separacji ramnolipidow z podioza

pohodowlanego i wstgpnego ich oczyszczenia stosuje si¢ nastgpujace metody:
— Stracanie

Ramnolipidy ulegaja straceniu w obecnosci kwasu (najczesciej stosowany jest
IM HCI) lub siarczanu amonu [115]. Obnizenie pH powoduje, ze ramnolipid
przechodzi w form¢ kwasowsg, ktora jest nierozpuszczalna w wodzie. Osad mozna
oddzieli¢ od roztworu poprzez wirowanie, a nastgpnie rozpusci¢ w odpowiednim

buforze. W celu lepszego wytracania zaleca si¢ przechowywanie roztworu przez kilka
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godzin w temp. 4 °C. Siarczan amonu réwniez powoduje obnizenie pH i wytrgcanie

ramnolipidow przez wysalanie.
— Ekstrakcja rozpuszczalnikami

Ekstrakcja uzywana jest do oddzielenia ramnolipidow od zwigzkow
hydrofilowych, ktére nie rozpuszczaja si¢ w rozpuszczalnikach organicznych.
W metodzie tej stosuje si¢ jeden rozpuszczalnik np. octan etylu lub mieszaning
rozpuszczalnikbw w roznych proporcjach np. chloroform-metanol (2:1). W celu
zwigkszenia wydajnosci ekstrakcji mozna wczesniej probke zakwasi¢, spowoduje to

przejscie ramnolipidow w formy protonowane, czyli mniej rozpuszczalne w wodzie.
— Selektywna krystalizacja

Selektywna krystalizacje stosuje si¢ po uprzednim straceniu lub po ekstrakcji
ramnolipiddw z podtoza pohodowlanego i ponownym rozpuszczeniu w rozpuszczalniku
organicznym. Kiedy ramnolipidy sg skoncentrowane w rozpuszczalniku dodatek innego
rozpuszczalnika, np. heksanu w polgczeniu z obnizeniem temperatury powoduje
selektywng krystalizacje.

Podczas ciaglego procesu produkcji ramnolipidu trzeba stale odbiera¢
ramnolipid z hodowli, gdyz duze jego st¢zenie powoduje zmniejszenie wydajnosci
produkcji. Metodami wykorzystywanymi do izolacji i oczyszczania ramnolipidow

w ciaglych procesach produkcyjnych sa:
— Adsorpcja

W metodzie tej ramnolipid adsorbuje si¢ na sorbencie podczas przeptywu
podiloza pohodowlanego przez kolumng. Jako sorbenty wykorzystywane sa zywice
polistyrenowe, na ktorych absorbuja si¢ hydrofobowe i amfifilowe substancje w wyniku
hydrofobowych oddziatywan. Sterylne podtoze pohodowlane aplikuje si¢ bezposrednio
na kolumng¢ zréwnowazong 0,1 M buforem fosforanowym o pH 6,1. Nastepnie przez
kolumng przepuszcza si¢ wode destylowang, skutkiem czego jest usunigcie pigmentow
I wolnych kwasow ttuszczowych. Kolejnym etapem jest wymycie ramnolipidow. Do
tego celu najczeSciej stosowany jest metanol. Po odparowaniu rozpuszczalnika
otrzymuje si¢ surowg mieszaning ramnolipiddéw, ktorej dalsze oczyszczanie mozna

przeprowadzi¢  z zastosowaniem metod chromatograficznych po  ponownym
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rozpuszczeniu ramnolipidow w odpowiednim buforze. Adsorbent podlega regeneracji
przy pomocy 1 M NaOH.

Innym adsorbentem jest wegiel aktywny. Adsorpcja jest mozliwa w zakresie pH
5-10 i temperaturze 40°C, desorpcja i regeneracja nastgpuje z uzyciem acetonu przy
30°C. Metoda ta pozwala odzyska¢ prawie 90% ramnolipidow.

Chromatografia adsorpcyjna reprezentuje doskonalg alternatywe dla ekstrake;ji
rozpuszczalnikami, poniewaz jest procesem ciaglym 1 zuzywa mniejsze ilosci

rozpuszczalnikow.
— Wymiana jonowa

W wyzszym pH ramnolipidy sg naladowane ujemnie, wigc mozna je oddziela¢
na stabych anionowych wymieniaczach w procesie chromatografii jonowymienne;.
Wymieniacz anionowy jest rOwnowazony przy pomocy buforu Tris HCI o pH 8 lub
wyzszym zawierajagcym 10% etanolu. Ramnolipidy wymywa si¢ z kolumny buforem
zawierajacym 0,6 M NaCl. W celu usunigcia soli z frakcji ramnolipidowej stosuje si¢
adsorpcje¢ lub ekstrakcje. Po odparowaniu rozpuszczalnika otrzymuje si¢ stala,
higroskopijng mieszaning ramnolipidow, ktora wcigz zawiera pewne ilosci kwasow
thuszczowych i pigmentow. Zywice jonowymienng mozna regenerowaé buforem

zawierajacym 2 M NaCl i 20% etanolu.
— Filtracja membranowa

Niskie pH, st¢zenie ramnolipidow wyzsze od CMC, obecnos¢ biatek i1 innych
sktadnikdbw w podtozu pohodowlanym promujg powstawanie micel. Micele sg o 2-3
rzedy wielko$ci wieksze od pojedynczych czgsteczek, dlatego moga by¢ zatrzymywane
przez membrany porowate o granicznej masie molowej 10 kDa. Bezposrednia filtracja
podioza pohodowlanego powoduje, ze podczas separacji na membranie, w wyniku
zageszczania, tworzy si¢ warstwa zelu, ktora dziata jak dodatkowa membrana.
W konsekwencji ramnolipidy w postaci micel zatrzymywane sg przez membrang,
a mniejsze sktadniki ptynu pohodowlanego takie jak sole mineralne, cukry, barwniki
przechodzag przez membrang. Uzyskuje si¢ w ten sposéb oddzielenie

matoczasteczkowych zanieczyszczen od ramnolipidow.

— Frakcjonowanie piany
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W procesie tym wykorzystuje si¢ wlasciwosci pianotworcze ramnolipiddw.
Ramnolipidy koncentrujg si¢ na granicy faz powietrze/woda tworzac piang. Piana jest
zbierana w procesie potokowym do specjalnego zbiornika, a kiedy piana opadnie
otrzymuje si¢ czysty roztwor ramnolipidu.

Po oddzieleniu ramnolipidow od bakterii i substancji rozpuszczalnych w wodzie
dalsze oczyszczanie przeprowadza si¢ z wykorzystaniem technik chromatograficznych.
Do mniejszych objgtosci stosuje si¢ preparatywna chromatografi¢ cienkowarstwowa,
podczas gdy probki o wicksze] objetosci oczyszcza si¢ na kolumnach

chromatograficznych.
— Preparatywna chromatografia cienkowarstwowa

Proces preparatywnej TLC jest bardzo podobny do analitycznej TLC. Prébki po
ekstrakcji z ptynu pohodowlanego nanosi si¢ na preparatywne plytki TLC z zelem
krzemionkowym. Faza ruchoma jest mieszanina rozpuszczalnikow chloroform-metanol-
woda/kwas octowy (65:15:2). Zaadsorbowane na zelu krzemionkowym (osadzonym na
ptytce) ramnolipidy wymywa si¢ metanolem lub mieszaning chloroform-metanol.
Opisana metoda jest prosta i nie wymaga uzywania drogiego sprzetu, ale nadaje si¢

tylko do oczyszczania matych probek.
— Chromatografia kolumnowa w normalnym uktadzie faz

Kolumnowa chromatografia w normalnym uktadzie faz jest standardowa metoda
separacji ramnolipidow z probek o duzych objgtoSciach. Zakwaszong mieszaning
ramnolipidow, rozpuszczong w rozpuszczalniku np. chloroformie, nanosi si¢ na
kolumne z zelem krzemionkowym. Plukanie kolumny chloroformem powoduje
wymywanie obojetnych lipidéw oraz pigmentow. Ramnolipidy wymywa si¢ z kolumny
mieszaning chloroform-metanol w stosunku 50:3 dla Rha-C1p-C1p 1 50:50 dla
Rha-Rha-C1p-C10. Po odparowaniu rozpuszczalnika, pozostalos¢ rozpuszcza sie
w roztworze zasadowym, nastepnie zakwasza i poddaje rekrystalizacji, w wyniku czego

otrzymuje si¢ ramnolipidy w postaci krysztatow.
— Chromatografia kolumnowa w odwroconym uktadzie faz

Na kolumnach chromatograficznych w odwrdéconym uktadzie faz nastepuje
rozdzielanie mieszanin ramnolipidow wedtlug dlugosci tancuchow hydroksykwasow

thuszczowych. Wstepnie oczyszczong mieszaning ramnolipidow zakwasza sig,
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a nastgpnie nanosi na kolumng RP18. Ramnolipidy rozdziela si¢ izokratycznie uzywajac
mieszaniny acetonitrylu 70% iwody destylowanej 30%. Otrzymane frakcje
ramnolipidow (glownie Rha-C10-C19 i Rha-Rha-Cyp-C1p) wolne sg od kwasow
tluszczowych i pigmentow. Ramnolipidy, ktore opuscity kolumng¢ poddaje si¢
krystalizacji, w wyniku ktorej otrzymuje si¢ je w postaci biatego proszku. Dodatkowe

oczyszczanie nie jest konieczne.

2.5. SEPARACJA MIKROORGANIZMOW Z ZASTOSOWANIEM

TECHNIK MEMBRANOWYCH

Pierwszym krokiem w procesie izolacji biosurfaktantdw jest rozdzielenie
biomasy i1 podioza pohodowlanego. Najczesciej mikroorganizmy oddziela si¢ poprzez
wirowanie. Jednak metoda ta nie pozwala na uzyskanie sterylnego supernatantu, gdyz
nie da si¢ unikna¢ przedostania pojedynczych komorek. Drobnoustroje rozmnazajg si¢
bardzo szybko 1 obecno$¢ substancji odzywczych w supernatancie sprzyja ich
wzrostowi, co stanowi problem na dalszych etapach izolacji ramnolipidow. Ponadto
wirowanie jest procesem energochtonnym [116], nieekonomicznym i czesto
nieefektywnym. Alternatywa dla wirowania sg techniki membranowe, w szczegolnoSci
mikrofiltracja i ultrafiltracja [117]. Sg to procesy ci$nieniowe, oparte na zasadzie
rozdziatu sitowego, wykorzystujagce membrany porowate. Proces rozdziatu opiera si¢ na
wykorzystaniu selektywnego dziatania membrany i réznicy ci$nien hydrostatycznych
panujacych po obu stronach membrany. Pod wptywem tych czynnikow jedne sktadniki
mieszaniny sg transportowane przez membrang tworzac strumien permeatu, a pozostate
tworza strumien zat¢zony zwany retentatem. W mikrofiltracji uzywane sg membrany
symetryczne o grubosci warstwy separujacej 10-150 um i wielkosci porow 0,2-10 pum,
natomiast w ultrafiltracji — membrany porowate asymetryczne (zbudowane z warstwy
nosnej - suportu o grubosci 50-150 um i warstwy separujgcej — naskorkowej o grubosci
od 0,1 do 1,0 um). Ultrafiltracja stosowana jest do rozdzielania zwigzkow o $rednicach
1-100 nm czyli odpowiednio o masie molowej 5-100 kDa [118]. Oba te procesy nie
wymagaja duzego zuzycia energii, gdyz ci$nienia niezb¢dne do separacji wynosza
w przypadku mikrofiltracji < 0,3 MPa, a dla ultrafiltracji < 1MPa. Procesy filtracyjne
mogg przebiega¢ w ukladzie z przeplywem jednokierunkowym (ang. dead-end) lub
krzyzowo-pradowym (ang. cross-flow) (Rys. 6). W uktadzie jednokierunkowym
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surowiec 1 permeat przeptywaja prostopadle do membrany, podczas gdy w uktadzie
krzyzowo-pradowym surowiec przeplywa Stycznie, a permeat prostopadle do
powierzchni membrany. Gdy surowiec przeptywa przez membrang w strumieniu
jednokierunkowym skierowanym ku powierzchni, jego czastki pozostaja na filtrze
tworzac narastajagcg warstwe tzw. ,placek filtracyjny” (ang. cake). W ukladzie
krzyzowo-pradowym, dzigki stycznemu przeptywowi surowca nad membrang,
nawarstwianie si¢ czgsteK na powierzchni membrany jest ograniczone, dzigki czemu

mozna 0siggnaé wyzszy $redni strumien podczas procesu.

a) b)
surowiec surowiec

| —

by b

permeat permeat

Rys. 6. Filtracja w przeptywie a) jednokierunkowym (ang. dead-end) i b) krzyzowo-
pradowym (ang. cross-flow).

Gléwnymi parametrami oceniajacymi przechodzenie substancji separowanej
przez membrang s3: strumien permeatu i wspotczynnik zatrzymania.

Objetosciowy strumien permeatu wyraza wzor (1):

%4

Jv == (1)

tA
gdzie: J, — objetosciowy strumien permeatu, V — objetos¢ permeatu,
t — czas, A — powierzchnia membrany.

Wspotczynnik zatrzymania wyraza wzor (2):

R=1-2 )

Cr
gdzie: R — wspotczynnik zatrzymania substancji, C, — stezenie substancji
W permeacie, ¢, — st¢zenie substancji w retentacie.

Strumien permeatu dla czystej wody zalezy liniowo od cisnienia

transmembranowego, co mozna opisa¢ wzorem (3):
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_ APy
=

J 3)

gdzie: 4Py — ci$nienie transmembranowe, Ry, —opér membrany.

Podczas prowadzenia procesow membranowych obserwuje si¢ spadek
strumienia permeatu w czasie. Jest on zwigzany z takimi zjawiskami jak polaryzacja
stezeniowa 1 blokowanie membran, ktére towarzyszg separacji i moga powodowac
dodatkowe opory transportu. Zjawisko polaryzacji stgzeniowej powoduje utworzenie
przy powierzchni membrany warstewki zawiesiny o st¢zeniu przewyzszajacym $rednie
stezenie separowanej substancji. Efektem polaryzacji stezeniowej jest spadek szybkosci
procesu oraz zmiany wlasnosci separacyjnych membrany. Mocno zageszczona
zawiesina moze tworzyC¢ przy powierzchni membrany warstwe placka filtracyjnego
(Rw), ktory stanowi duzy opdr dla transportu. Gdy rozpuszczalno$¢ w warstwie
polaryzacyjnej jest przekroczona, roztwor podlega zelowaniu (Ryj) 1 tworzy wtdrng
membrang, ktora stanowi kolejny opor wobec transportowanych sktadnikéw. Z punktu
widzenia wydajnosci procesu (Rf) zjawiskiem wysoce niekorzystnym jest réwniez
blokowanie membran (ang. fouling). Polega ono na odktadaniu si¢ substancji (czastek
zawieszonych, koloidow, rozpuszczalnych zwiazkéw wielkoczasteczkowych, soli) na
powierzchni membrany i/lub w jej porach, co powoduje ograniczenie jej
przepuszczalnosci. Najbardziej podatne na fouling sa membrany porowate, a wigc
glownie ultrafiltracyjne i mikrofiltracyjne. Fouling moze mie¢ charakter odwracalny
badZz nieodwracalny. Jezeli mozna przywroci¢ membranie poczatkowa wydajnosé to
mowi si¢ o foulingu odwracalnym. Wszystkie opisane wyzej opory powodujg znaczny

spadek strumienia permeatu co przedstawia rownanie (4):

] — APtT’
Rm+Ry+Rzel+Rs

4)

Polaryzacji stezeniowej czesto towarzyszy uniezaleznienie si¢ strumienia
permeatu od sity napgedowej procesu (Rys. 7 - linie czerwone). W cisnieniowych
procesach membranowych strumien permeatu ustala si¢ na stalym poziomie
w warunkach wysokiego cis$nienia i st¢zenia, ale niskiej predkoSci retentatu.
W przypadku niskich ci$nien transmembranowych, strumien zalezy liniowo od
Cisnienia transmembranowego (WzOr 3), gdyz w takich warunkach dominuje jedynie
op6ér membrany. Po przekroczeniu pewnej wartosci ci$nienia transmembranowego,

strumien permeatu przestaje wzrasta¢ liniowo 1 ustala si¢ na statym poziomie. Wtedy
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to opory warstewki  (Ry), ktorych wielko$¢ jest wuzalezniona od wielkosci
ci$nienia transmembranowego, oraz inne dodatkowe opory (rownanie 4) dominujg nad
oporami membrany (Rn). W takiej sytuacji zwigkszanie ci$nienia nie powoduje wzrostu
strumienia, jedynie zwicksza koszty procesu separacji. Sterowanie grubo$cig warstewki
placka filtracyjnego przez dobor parametréw hydrodynamicznych umozliwia
osiggniecie optymalnej wydajnosci procesu. Wedtlug teorii strumienia krytycznego
[119, 120, 121] sity dzialajace na czastki w sgsiedztwie membrany mogg pozostawac
W stanie réwnowagi z silami unoszenia ku membranie. Dzigki temu w pewnych
warunkach (ponizej strumienia o wartosci krytycznej) nie tworzy si¢ placek filtracyjny
anad membrang przemieszcza si¢ jedynie warstewka polaryzacyjna zawiesiny
0 zwigkszonym stezeniu. Brak dodatkowych oporéw warstwy przymembranowej
powoduje, Zze strumien permeatu jest staly i ma warto$¢ strumienia dla czystej wody.
W takich warunkach proces jest stabilny w czasie i nie obserwuje si¢ spadku strumienia,

W Wyniku czego proces separacji przebiega z wysoka wydajnoscia.
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Rys. 7. Strumien krytyczny i jego rodzaje — Sposoby wyznaczania.

Warto$¢ strumienia krytycznego wyznacza si¢ graficznie (Rys. 7). Jest on
strumieniem, ktory ze wzrostem przytozonego cisnienia transmembranowego, odrywa
si¢ od linii czystej wody (silna forma strumienia krytycznego, linie czerwone,

strumienie 1 i 2) lub staje si¢ nieliniowy (staba forma, linia niebieska, strumien 3) [121].
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Wielkos$¢ strumienia krytycznego zalezy od ksztattu 1 wielkos$ci separowanych czastek,
predkosci przeptywu zawiesiny, st¢zenia zawiesiny oraz konfiguracji modutu
membranowego.

Separacja membranowa umozliwia skuteczne oddzielenie mikroorganizméw
Z mieszaniny, co umozliwia otrzymanie sterylnego ptynu pohodowlanego. Dobierajac
wlasciwy rodzaj membrany mozna zapewni¢ koncentrowanie si¢ zawiesiny tylko na jej
powierzchni, zapobiegajac blokowaniu si¢ poréw. Kontrola grubosci warstewki placka
filtracyjnego umozliwia dobér odpowiednich warunkéow hydrodynamicznych tak, by

proces byt wydajny.

2.6. ROLA SURFAKTANTOW W BIODEGRADACII

Surfaktanty moga oddziatywa¢ zarowno pozytywnie jak i negatywnie na proces
biodegradacji zwigzkoéw hydrofobowych [122], a mogg réwniez w ogdle nie wplywaé
na ten proces. Zalezy to od charakteru chemicznego surfaktantoéw i zanieczyszczen oraz
od fizjologii mikroorganizméow. Niejonowe surfaktanty stymulujg, podczas gdy jonowe
hamuja biodegradacje¢ [123]. Pozytywne oddziatywanie surfaktantéw spowodowane jest
wzrostem rozpuszczalnosci hydrofobowych zwigzkéw w wodzie, co powoduje podziat
miedzy hydrofobowe rdzenie micel, poprawia transport masy zanieczyszczen z gleby do
fazy wodnej 1 zwigksza biodostepnos¢ tych zwigzkow dla rozkladajacych je
mikroorganizméw [124, 125]. Ponadto surfaktanty powoduja wzrost hydrofobowosci
btony komorkowej [126] co promuje wigkszg powierzchni¢ kontaktu pomigdzy
weglowodorem 1 komorka bakterii [127]. Modyfikacja powierzchni $ciany komdrkowej
moze by¢ realizowana poprzez adsorpcje surfaktantu na komorce bakterii lub poprzez
zwigkszenie przepuszczalnosci btony komorkowej. Hydrofobowo$¢ powierzchni
komorek szerokiego zakresu mikroorganizmOw przypisywana jest obecno$ci biatek
| thuszczy w $cianie komorkowej. Dodatek zwigzkow powierzchniowo czynnych
prawdopodobnie prowadzi do fenotypowych zmian w powierzchni mikroorganizmow
podczas wzrostu. Tak wigc hydrofobowos¢ komorki bakteryjnej, bedaca wynikiem
powinowactwa komorek do zanieczyszczen ropopochodnych, w obecnosci
surfaktantow moze ulec zmianie. W przypadku bakterii szybko rozktadajacych zwigzki
ropopochodne wzrost stopnia biodegradacji zwigzany jest ze spadkiem hydrofobowosci.

Na statej powierzchni przy pewnym stezeniu tzw. krytycznym stezeniu admicelarnym
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CAC surfaktanty adsorbuja si¢ na powierzchni w postaci jedno lub dwuwarstwowych
agregatow. Natomiast w roztworach wodnych surfaktanty wystepuja w postaci
monomeru, a kiedy st¢zenie surfaktantu osiggnie warto$¢ réwng CMC zaczynaja
tworzy¢ si¢ micele. W hydrofobowym rdzeniu micel dochodzi do solubilizowania
zwigzkoéw nierozpuszczalnych w wodzie [128], co umozliwia komorkom asymilacje
tych substancji w postaci zemulgowanych matych kropel [129]. Gléwnym parametrem
wplywajacym na skuteczno$¢ surfaktantow w usuwaniu weglowodoréw jest stezenie
I struktura surfaktantu i weglowodoru, ale rowniez pH i sila jonowa, ktore moga
zmienia¢ konfiguracj¢ surfaktantowych agregatow [130]. Biodegradacja WWA
W obecnosci surfaktantéw rzadko przebiega ze zwigkszong skutecznoscig. Przy stezeniu
surfaktantu ponizej] CMC nie ma zadnego efektu, a przy st¢zeniu rownym lub wyzszym
od CMC obserwuje sie zahamowanie mineralizacji, co sugeruje, ze substrat wewnatrz
micel nie jest biodostepny. W literaturze znajduja si¢ tez doniesienia na temat
pozytywnego wptywu surfaktantoéw na biodegradacje weglowodoréw np. Triton X-100
i Brij 30 w st¢zeniu powyzej CMC stymulujg degradacj¢ naftalenu [95].

Negatywne efekty stosowania surfaktantow moga wynika¢ z toksycznosci
surfaktantu, ktory wptywa na zwigkszenie przepuszczalnosci lub powoduje lize btony
komorkowej poprzez oddziatywanie z lipidowymi sktadnikami lub w wyniku reakcji
czgsteczek surfaktantu z biatkami niezb¢dnymi do prawidlowego funkcjonowania
komarki. Toksyczno$¢ surfaktantow zalezy od ich charakteru jonowego. Wydaje sig, ze
niejonowe surfaktanty s3 najmniej mikrobiologicznie aktywne. W przypadku
biodegradacji fenantrenu toksyczno$¢ rosnie w nastepujacy sposob: surfaktanty
niejonowe < surfaktanty anionowe < surfaktanty kationowe. W przypadku surfaktantéw
0 podobnej strukturze i zawierajacych takie same czeSci hydrofilowe ich toksycznosc¢
zalezy od dtugosci tancucha i maleje wraz ze wzrostem jego dhugosci [131]. Surfaktanty
moga wptywaé¢ hamujaco na proces biodegradacji weglowodoréw z powodu wzrostu
toksyczno$ci  zanieczyszczen. Spowodowane jest to glownie wystepowaniem
zanieczyszczen W fazie wodnej w zwigkszonym stezeniu , jak rowniez efektem
maskowania tzn. niedostgpnosci weglowodorow obecnych w micelach. Surfaktanty
mogg tez utrudnia¢ adhezje komoérek do hydrofobowych substratow i zmniejszaé
dostepno$¢ zsolubilizowanego weglowodoru. W niektérych przypadkach surfaktant

dziala jak bariera utrudniajgca bezposredni kontakt migedzy komorka i substancja
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organiczng [132, 133]. Preferencyjna degradacja surfaktantéw réwniez moze byc¢
przyczyng ich negatywnego wptywu na biodegradacje zwigzkow hydrofobowych. Efekt
negatywny w tym przypadku moze by¢ spowodowany przez:

— wyczerpanie sktadnikow mineralnych i tlenu,

— toksycznos$¢ produktow posrednich, ktore czesto sg bardziej toksyczne niz

produkt wyjsciowy,

— preferencyjng  degradacje  surfaktantu = spowalniajgca  degradacje

zanieczyszczen.

Degradacja surfaktantow ma rowniez swoje zalety, m.in. usunigcie surfaktantu
z zanieczyszczonego terenu [134]. Surfaktant wykorzystywany przez mikroorganizmy
w charakterze substratu pokarmowego powoduje przyrost biomasy, skutkiem czego jest
wzrost stopnia usunigcia zanieczyszczen. Ponadto obecnos¢ ulegajacego rozktadowi
surfaktantu moze zwigksza¢ pobieranie weglowodorow przez drobnoustroje

wykorzystujace nastgpujace mechanizmy:

— emulgowanie  weglowodorow; surfaktanty ~ obnizajac  napiecie
powierzchniowe umozliwiajg powstanie makro- lub mikroemulsji,
W wyniku czego zwigksza si¢ powierzchnia kontaktu i transport masowy

weglowodorow do fazy wodnej ulega poprawie,

— zwigkszenie rozpuszczalnoSci zwane  solubilizacjg, spowodowane
obecnoscia micel. Hydrofobowe zwigzki organiczne sa rozpuszczane
wewnatrz rdzeni micel, podczas gdy bardziej hydrofilowe czasteczki takie
jak jednopier§cieniowe weglowodory aromatyczne mogg by¢ obecne

zarowno w rdzeniu jak i w warstwie zewnetrznej micel,

— ulatwiony transport zanieczyszczen dzigki oddziatywaniom miedzy
czasteczkami zwigzkéw zanieczyszczajacych i1 pojedynczymi czasteczkami

surfaktantéw lub micelami.

Te trzy mechanizmy poprawiaja transport masowy weglowodorow, lecz sa
trudne do rozrdznienia [135].
Naturalne zwiagzki powierzchniowo czynne réwniez ulatwiajag pobieranie

zanieczyszczen naftowych przez drobnoustroje [136]. Biosurfaktanty wystepuja jako
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substancje wewnatrzkomorkowe, zewnatrzkomorkowe i zlokalizowane na powierzchni
komorki. Te obecne na powierzchni komorki zwigkszajg hydrofobowos$¢ komorek
ulatwiajaC przylaczanie si¢ weglowodoréw, w wyniku czego nastgpuje pasywny
transport do wnetrza komorki, niewymagajacy zadnej energii ani specjalnych
sktadnikéw blony. Ponadto ograniczajg zwilzanie powierzchni komoérek, co powoduje
wzrost powierzchni bezposredniego kontaktu weglowodoru z komoérka na granicy faz
woda/weglowodor. Z kolei biosurfaktanty wydzielane na zewnatrz komorki powoduja
pseudosolubilizacj¢ umozliwiajac pobieranie zdyspergowanych weglowodoréw przez
komorki, ktére nie majg hydrofobowych powierzchni  komdrek. Wzrost
mikroorganizmow wykorzystujacych weglowodory w charakterze zrodia wegla
| energii jest mozliwy tylko na granicy faz weglowodoér/woda, poniewaz oksygenazy
biorgce udziat w metabolizowaniu we¢glowodordow nigdy nie s3 wydzielane na zewnatrz,
lecz sa zawsze zwigzane z btong komérkowa [137]. Mikroorganizmy wyksztalcity kilka
mechanizmow ulatwiajagcych im pobieranie substancji hydrofobowych. Volkering [135]

uwaza, ze drobnoustroje pobierajg ciekte weglowodory przez:
— pobieranie zsolubilizowanych weglowodorow,
— pobieranie we¢glowodorow rozpuszczonych w fazie wodnej,
— bezposrednie pobieranie weglowodoréw z granicy faz ciecz/ciecz.

Pierwszy mechanizm umozliwia bakteriom pobieranie weglowodoréw z rdzeni micel
przez potaczenie z btong komorkowsa (Rys. 8a). Drugi mechanizm dotyczy zwigzkow
0 stosunkowo wysokiej rozpuszczalnosci w wodzie. Rolg biosurfaktantu jest w tym
przypadku zwigkszenie transportu masowego weglowodoru do fazy wodnej (Rys. 8b).
Natomiast bezposrednie pobieranie weglowodoréw z granicy faz ciecz/ciecz wymaga
przylaczenia komoérek bakterii do substratu, w ktorym kluczowa rolge odgrywa
hydrofobowos$¢ powierzchni komorki i wytwarzanie zwigzanych ze $ciang komérkowa

biosurfaktantow (Rys. 8c).
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Rys. 8. Mechanizmy utatwiajagce mikroorganizmom pobieranie weglowodorow [132].
Wg Cameotry [138] mechanizmy utatwiajagce pobieranie hydrofobowych

zwiazkow przez drobnoustroje to:
— bezposredni kontakt komorek z duzymi kroplami weglowodorow,

— oddziatywania  komorek z  zsolubilizowanymi  weglowodorami
wystepujacymi W postaci kropel o rozmiarach komorek (wzrost dyspersji

utatwia kontakt w celu pobrania weglowodoru),
— pobieranie weglowodoru wraz z otaczajgcym go surfaktantem.

Rola surfaktantu polega na zwigkszeniu dostgpnosci weglowodoréw poprzez
zwigkszenie solubilizacji, ale na tym si¢ nie konczy. Wydaje si¢, ze weglowodor
zamkniety w miceli surfaktantu jest formg, w ktorej komorka pobiera weglowodor.
Energia potrzebna na pobranie weglowodoru dzielona jest pomiedzy proces pinocytozy
oraz proces przeniesienia surfaktantu bez weglowodoru z wnetrza komoérki na zewnatrz.
Pobrany biosurfaktant moze by¢ rowniez wykorzystany w celu utworzenia btony wokot

pobranego weglowodoru w celu podzielenia go na mniejsze czasteczki i1 zwigkszenia
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powierzchni metabolizowania. Pelen proces pobierania wegglowodorow jest
potaczeniem  mechanizmu  pobierania  przez  bezposredni  kontakt  oraz
pseudosolubilizacji weglowodoréw do mikrokropel. Oba mechanizmy sa utatwione
przez biosurfaktanty i1 wystepuja jednoczesnie w celu zwigkszenia i1 ulatwienia
pobierania weglowodorow.

Przyktadem pozytywnego oddziatywania biosurfaktantow na biodegradacje
zanieczyszczen naftowych jest zwickszenie skutecznosci biodegradacji alkanow
W obecno$ci ramnolipiddéw, soforozolipidow i fosfolipiddw. Dodatek ramnolipidu
W stezeniu powyzej CMC powoduje wzrost biodegradacji heksadekanu, oktadekanu,
kreozotu 1 innych mieszanin weglowodoréw w glebie oraz promuje biodegradacje
osadow petrochemicznych [95]. Niemniej jednak biosurfaktanty mogg roéwniez
hamowa¢ biodegradacj¢. Inhibicja moze by¢ spowodowana specyfika rodzaju
mikroorganizméw lub substratu. Na przyktad soforozolipidy stymuluja biodegradacje
weglowodorow u rodzaju Torulopsis, za$ uinnych rodzajéw hamujg. Natomiast
w przypadku inhibicji spowodowanej specyfikg substratu biosurfaktanty otrzymane
z glukozy lub oleju roslinnego hamuja biodegradacj¢ weglowodoréw ropopochodnych,
podczas gdy biosurfaktanty otrzymane z wgglowodoréw ropopochodnych nie powoduja
hamowania ich biodegradacji [139]. Wigkszo$¢ mikroorganizméw produkuje
mieszaniny biosurfaktantow o podobnej strukturze, ale o roéznych wlasciwosciach
fizykochemicznych. Na przyktad rodzaj Torulopsis produkuje soforozolipidy w formie
kwasow lub laktonéw, a Arthrobacter paraffineus moze produkowaé zaréwno
trehalozolipidy 1 sukrozolipidy w zaleznosci od substratu weglowego uzytego
W pozywce. Struktura biosurfaktantow moze w rézny sposéb wptywaé na metabolizm
weglowodoréw, na przyktad laktonowe formy soforozolipidéw hamuja rozklad
heksadekanu, podczas gdy formy kwasowe powoduja stymulacje tego procesu. Wplyw
surfaktantu na biodegradacje weglowodorow zalezy od struktury surfaktantu, stanu
fizycznego substratu, stopnia dyspersji 1 emulgowania weglowodoru oraz od rodzaju
szczepu degradujacego. Na przyklad oktadekan bedacy weglowodorem statym jest
degradowany szybciej bez dodatku biosurfaktantu niz heksadekan bedacy
weglowodorem ciektym, ale w obecnosci biosurfaktantu sytuacja ulega zmianie i wtedy
heksadekan jest rozkladany szybciej niz oktadekan. Jest to zwigzane z wigkszym

wzrostem dyspersji cieklego weglowodoru niz stalego w obecnosci biosurfaktantu
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[140]. Na biodegradacje z uzyciem biosurfaktantow wpltywa rowniez pH poniewaz
oddziatuje ono na morfologie mikroorganizmow jak i biosurfaktantow. Np. morfologia
ramnolipidow jest funkcja pH i1 zmienia si¢ od lamelarnej przez pecherzykowa do
micelarnej wraz ze wzrostem pH. Struktura w jakiej wystgpuje biosurfaktant wptywa na
dyspersje  organicznych zwigzkéw. Wpltyw ramnolipidow na biodegradacje
hydrofobowych substancji zalezy od rodzaju szczepu irodzaju zanieczyszczenia, np.
ramnolipid hamuje biodegradacj¢ fenantrenu przez szczepy Sphingomonas sp.
I Paenibacillus sp., jednak mechanizmy odpowiedzialne za taki efekt sg rozne dla obu
szczepow. W przypadku szczepu Sphingomonas sp. dzialanie hamujgce biodegradacje
spowodowane jest toksycznym oddzialywaniem ramnolipidu na ten szczep, natomiast
w przypadku szczepu Paenibacillus sp., dla ktérego ramnolipid nie jest toksyczny
inhibicja biodegradacji moze wynika¢ z toksyczno$ci zemulgowanego fenantrenu lub ze
wzrostu toksycznosci ramnolipidu w obecnosci fenantrenu [141]. Testy toksycznosci
wykazuja, ze obecnos$¢ zsolubilizowanego fenantrenu powoduje wzrost toksycznosci
surfaktantu 100-krotnie [95]. Dodatek ramnolipidu w stezeniu 6mM stymuluje
biodegradacj¢ oktadekanu przez szczepy wolno degradujace, natomiast ta sama ilos¢
biosurfaktantu w przypadku mikroorganizméw szybko degradujacych nie wplywa na
biodegradacje. Obecnos¢ ramnolipidu w stezeni 0,6 mM hamuje biodegradacje
oktadekanu zaréwno przez wolno jak i szybko rozktadajgce drobnoustroje na min. 100
godzin. Po tym czasie stopien biodegradacji wzrasta i jest porownywalny do kontroli.
Kiedy bakterie hodowane s3 tylko na oktadekanie (bez dodatku ramnolipidu) to
hydrofobowo$¢ komorek szybko degradujacych jest wieksza niz wolno degradujgcych.
Natomiast kiedy substratem jest oktadekan w obecnosci ramnolipidu hydrofobowos¢
komorek bakterii wolno degradujacych wzrasta dramatycznie, podczas gdy dla bakterii
szybko degradujacych pozostaje bez zmian. Ponadto wzrost ten wystepuje tylko wtedy,
gdy substratem jest zwigzek stabo rozpuszczalny w wodzie np. heksadekan lub
oktadekan [95]. Biosurfaktanty mogg zwigksza¢ dyspersje stabo rozpuszczalnych
organicznych zwigzkOw na dwa sposoby; po pierwsze — zmniejszajac napiecie
powierzchniowe i miedzyfazowe podtoza hodowlanego, zwickszajac tym samym
dyspersje zwigzkéw organicznych na poziomie molekularnym, po drugie — fizyczne
oddzialywania biosurfaktantu z czasteczkami stabo rozpuszczalnych zwigzkow

organicznych zwigkszaja ich dyspersj¢ — wzrost rozproszenia ponizej CMC
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spowodowany jest hydrofobowymi oddzialywaniami pomi¢dzy monomerami
biosurfaktantu i czasteczkami stabo rozpuszczalnych zwigzkéw organicznych,
natomiast wzrost rozproszenia powyzej CMC jest wywotany ,kapsutkowaniem”
czasteczek tych zwigzkéw wewnatrz micel lub dwuwarstwowych agregatow.
Stosowanie biosurfaktantow jest atrakcyjne ze wzgledu na to, iz sg to produkty
naturalne, biodegradowalne i potencjalnic mogg by¢ uzywane w remediacji in Situ.
Niemniej jednak nie da si¢ przewidzie¢ zachowania konkretnego biosurfaktantu bez
przeprowadzenia badan laboratoryjnych, poniewaz wptyw biosurfaktantow na proces
biodegradacji zalezy od wielu czynnikow, takich jak: rodzaj zanieczyszczenia, rodzaj

mikroorganizmu czy rodzaj biosurfaktantu.
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3. CEL | ZAKRES PRACY

Celem badan bylo okreslenie wptywu ramnolipidu otrzymanego ze szczepu
Pseudomonas aeruginosa Bl na biodegradacj¢ frakcji destylacyjnych ropy naftowej
wraz z opracowaniem warunkOw procesu otrzymywania tego biosurfaktantu ze

szczegOlnym uwzglednieniem etapu izolacji i oczyszczania.
Zakres badan:

— izolacja z gleby zanieczyszczonej produktami naftowymi szczepu

Pseudomonas aeruginosa wytwarzajacego biosurfaktant (ramnolipid),
— 0znaczenie przynaleznosci taksonomicznej wyizolowanego szczepu,
— ocena zdolno$ci wytwarzania biosurfaktantu przez wyizolowany szczep,

— otrzymanie ramnolipidu z zastosowaniem innowacyjnych metod izolacji

I 0Cczyszczania,

— okreslenie wiasciwosci fizycznych, chemicznych 1 biologicznych

wyizolowanego ramnolipidu

— zbadanie wptywu ramnolipidu na proces biodegradacji frakcji

destylacyjnych ropy naftowej

— ustalenie warunkow (stezenia ramnolipidu, stezenia i rodzaju substratu,
pH, temperatury, natleniania, rodzaju mikroorganizméw), w ktorych
obserwuje si¢ stymulujacy wptyw ramnolipidu na biodegradacje frakcji

ropy naftowej.
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4. MATERIALY

4.1. PODLOZA MIKROBIOLOGICZNE

Roztwoér fizjologiczny

NaCl 859
woda destylowana 1000 cm®

NaCl rozpuszczono w wodzie destylowanej, rozlano do probéwek po 9 cm®

I sterylizowano w temperaturze 121 °C przez 20 minut.

Agar odzywczy

pepton 49
wyciag migsny 0449
enzymatyczny hydrolizat 544
kazeiny

hydrolizat drozdzy 17¢
NaCl 35g
agar 10g

woda destylowana 1000 cm?

Sktadniki rozpuszczono w wodzie destylowanej i sterylizowano w temperaturze 121 °C

przez 20 minut.

Bulion odzywczy

wyciagg migsny 349
pepton 109
NaCl 50

woda destylowana 1000 cm®

Sktadniki rozpuszczono w wodzie destylowanej i sterylizowano w temperaturze 121 °C

przez 20 minut.



Podloze Siskinej-Trocenko

KH2PO4

Na;HPO,
(NH4)2SO4
MgSO,- 7H,0
CaCl,- 2H,0
woda destylowana

mikroelementy

57

1,56 ¢
2,13 ¢
059
02¢g
0,019
1000 cm®

1cmd

Sktadniki rozpuszczono wg wymienionej Kkolejnosci w wodzie destylowanej

i sterylizowano w temperaturze 121 °C przez 20 minut.

Mikroelementy:

FeCl; - 6H,0
H3;BO;
Ca(NO3),- 6H,0
ZnS0O4- 7TH0
CuSOy- 5H,0
MnCl;- H,O
woda destylowana

Agarz TTC

wycigg miesny

pepton

NaCl

agar

woda destylowana

2,79
01g
0,05 g
01g
0,005 g
0,005 g
1000 cm®

39

10 g

5¢

350

1000 cm®
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1% roztwér chlorku 5cm
2,3,5-trifenylotetrazoliowego
(TTC)

Wycigg migsny, pepton, NaCl i agar rozpuszczono w wodzie destylowanej
i sterylizowano w temperaturze 121 °C przez 20 minut. Do wysterylizowanego podtoza

dodano 1% roztwor TTC przygotowany w sterylnej wodzie destylowane;j.

Podloze plynne ze wskaznikiem Andrade

woda peptonowa 10% 100 cm®
glukoza 590
wskaznik Andrade 10 cm®
woda destylowana 900 cm®

Do wody destylowanej dodano wod¢ peptonowa, doprowadzono pH do 7,1-7,3, dodano
wskaznik Andrade (po dodaniu pH powinno wynosi¢ 7,5) 1 glukoze. Po rozpuszczeniu
glukozy podtoze rozlano do probowek z rurkami Dirhama i sterylizowano

w temperaturze 110 °C przez 30 minut.

Woda peptonowa 10%

pepton 100 g
NaCl 509
KNO; 1g
Na,COs 0,74 g
woda destylowana 1000 cm®

Sktadniki rozpuszczono w wodzie destylowanej i sterylizowano w temperaturze
121 °C przez 20 minut.

Wskaznik Andrade

fuksyna kwasna 029

woda destylowana 100 cm®
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Fuksyne rozpuszczono w wodzie destylowanej i doprowadzono pH do 6,8-7,2

przy uzyciu 1M NaOH. Wskaznik Andrade w $rodowisku kwasnym zmienia

barwe na czerwona.

Podloze Hugh-L eifson

pepton
NaCl
KH,;PO,
glukoza
agar

btekit bromotymolowy 0,4%

roztwor alkoholowy

woda destylowana

29
59
03¢
10¢g
39

7.5cm’

1000 cm?®

Rozpuszczono sktadniki ogrzewajgc na koszu grzejnym, doprowadzono pH do 7,3,
dodano wskaznik i rozlano do probowek. Sterylizowano w temperaturze 110 °C przez

30 minut.

I sterylizowano w temperaturze 121 °C przez 20 minut.

Podloze wg Wei
KH,PO4 544 ¢
Na;HPO, 5,68 ¢
(NH4)2S04 0,24 ¢
MgSO, - 7H,0 0,14 ¢
CaCl; - 2H,0 0,0088 g
FeSO, - 7H,0 0,0011 ¢
EDTA 0,0012 g
Woda destylowana 1000 ml
Glicerol 20 ¢
Sktadniki rozpuszczono wg wymienionej kolejnosci w wodzie destylowanej



Agar z krwia
Ptytki 90 mm firmy GRASO BIOTECH

4.2. BARWNIKI

Fiolet krystaliczny

fiolet krystaliczny
96% alkohol etylowy

Fuksyna fenolowa wq Ziehla

Roztwor A

fuksyna zasadowa
96% alkohol etylowy
Roztwdr B

5% roztwor wodny

fenolu
Zmieszano roztwory A i B.

Blekit metylenowy wg Lofflera

Roztwor A

btekit metylenowy
96% alkohol etylowy
Roztwdr B

0,01% roztwér KOH

Zmieszano roztwory A i B.

4.3. ODCZYNNIKI

Plyn Lugola
jod

Kl

109

100 cm®

1g

29

60
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woda destylowana 300 cm®
Alkohol etylowy

M = 46,07 g/mol, d = 0,81 g/cm® bezbarwna ciecz o charakterystycznym
zapachu, POCh CZDA zawarto$¢ min. 96%

Alkohol metylowy

M = 32,04 g/mol, d = 0,79 g/cm®, bezbarwna ciecz o charakterystycznym
zapachu, POCh CZDA zawarto$¢ min. 99,8%

Nadtlenek wodoru

M = 34,02 g/mol d = 1,11 g/cm®, bezbarwna ciecz o lekko ostrym zapachu,
POCh CZDA zawartos¢ 30%

Chlorowodorek tetrametylo-p-fenylodiaminy
M = 237,17 g/mol, biala krystaliczna substancja o lekkim zapachu, FLUKA CZ
Kwas siarkowy

M = 98,08 g/mol, d = 1,84 g/cm?®, bezbarwna ciecz bez zapachu, POCh CZDA

zawarto$s¢ min. 95%
Kwas solny

M = 36,46 g/mol, d = 1,19 g/cm®, bezbarwna ciecz o ostrym zapachu, POCh
CZDA zawarto$¢ 35- 38%

Orcyna

M = 124,14 g/mol, krystaliczna substancja o barwie zblizonej do bialej,
ALDRICH

Dichlorometan

M = 84,93 g/mol, d = 1,32 g/cm®, bezbarwna ciecz o stodkawym zapachu, POCh
CZDA

Chlorek sodu

M = 58,44 g/mol, d = 2,16 g/cm®, bezbarwna krystaliczna substancja, POCh
CZDA
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Smar silikonowy

d = 1,1 g/cm?, biata pasta bez zapachu, POCh

4.4. INNE

olej LOTOS 10W40

bursztynowa oleista ciecz o charakterystycznym zapachu, LOTOS OIL S.A.
Ropa naftowa ,,URAL”

d = 0,861 g/cma, gesta brunatna oleista ciecz o charakterystycznym zapachu,

Zaktady Rafineryjne Polskiego Koncernu Naftowego ,,ORLEN” S.A. Plock

Wyzej wymienione substancje stosowano w badaniach dotyczacych wykrywania

zdolnosci bakterii do wytwarzania biosurfaktantow [4].

4.5. ROPA NAFTOWA | JEJ FRAKCIJE

Przedmiotem badan byla otrzymana z Akademii Gorniczo-Hutniczej
w Krakowie polska podkarpacka ropa naftowa GROBLA oraz jej frakcje destylacyjne:
frakcja olejowa o temperaturze wrzenia 180-350°C oraz frakcja cigzka o temperaturze
wrzenie powyzej 350°C. Ropa naftowa GROBLA nie zawiera zanieczyszczen

siarkowych 1 charakteryzuje si¢ ponizszymi wtasciwosciami:

Gestos¢ w 20°C, kg/m’ 805

Lepko$é w 20°C, mm?/s 3,19
Liczba kwasowa, mg KOH/g 0,16
Zawarto$¢ siarki, % m/m 0,73

Sktad grupowy, % m/m:

weglowodory nasycone 70,9
aromaty 18,3
zZywice 8,5
asfalteny 2,3
Wskaznik nasycone/aromaty 3,9
% n-alkanow 4,9

Poczatek destylacji, °C 67
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4.6. BAKTERIE

Do produkcji biosurfaktantow uzyto szczepu Pseudomonas aeruginosa Bl
wyizolowanego wczesniej z gleby zanieczyszczonej zwigzkami naftowymi. Jest to
paleczka gram ujemna naturalnic wystepujagca w glebie, posiadajagca zdolnosé
wykorzystywania weglowodorow w charakterze zrodta wegla 1 energii, produkujaca
ramnolipidy.

W badaniach nad stymulacjg procesu biodegradacji produktow naftowych
wykorzystano nastepujgce szczepy bakterii: Pseudomonas putida, Acinetobacter
calcoaceticus i Rhodococcus erythropolis. Zastosowano te szczepy w dwdch
wariantach: szczepy adaptowane do rozktadu weglowodoréw pochodzace z kolekcji
Zaktadu Biologii i Ekologii Politechniki Wroctawskiej oraz szczepy nieadaptowane do
rozktadu weglowodorow zakupione z Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw Instytutu

Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Panstwowej Akademii Nauk we Wroctawiu.
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5. METODYKA BADAN

5.1. SPOSOB OZNACZANIA PRZYNALEZNOSCI

TAKSONOMICZNEJ BAKTERII PSEUDOMONAS AERUGINOSA Bl

W celu okreslenia przynalezno$ci taksonomicznej wyizolowanego z gleby
szczepu Pseudomonas aeruginosa Bl wykonano barwienie Grama, test API ID 32 GN

oraz testy okreslajace nastepujace cechy:
— ruchliwos¢,
— aktywno$¢ katalazowa,
— aktywnos$¢ oksydazowa,
— wytwarzanie kwasu z glukozy,
— sposob metabolizowania glukozy (utlenianie czy fermentacja),

5.1.1. BARWIENIE METODA GRAMA

Przygotowany preparat utrwalony zalano fioletem krystalicznym na 1,5 min,
a nastgpnie sptukano wodg 1 zalano ptynem Lugola na 1,5 min. Kolejnym krokiem byto
doktadne sptukanie preparatu 96% alkoholem az do momentu odbarwienia, jednak nie
dhuzej niz przez 30 sekund, wyplukanie alkoholu woda i zalanie preparatu fuksyna
fenolowa wg Ziehla na 30 sekund. Ostatnim etapem byto wyptukanie preparatu woda
| osuszenie bibulg. Barwienic metodg Grama pozwala okresli¢ ksztatt komorki oraz
réznicuje bakteriec na gram dodatnie i gram ujemne w zalezno$ci od budowy $ciany
komorkowej. Bakterie gram dodatnie majg gruba $ciang¢ komorkowsa z duzg zawartoscia
mureiny (peptydoglikan) i barwig si¢ na niebiesko, a bakterie gram ujemne majg cienka

$ciang komorkowa z malg zawarto$cig mureiny i barwig si¢ na czerwono [142].
5.1.2. OCENA RUCHLIWOSCI BAKTERII NA PODEOZU POLPLYNNYM

zTTC

Probowki  zawierajace  poOlptynny  agar odzywczy z  chlorkiem

2,3,5-trifenylotetrazoliowym (TTC) w postaci stupka zaszczepiono §wiezg zawiesing
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bakterii przygotowang w roztworze fizjologicznym z 24-godzinnej hodowli na skosie
agarowym. Inokulacj¢ wykonano poprzez wktucie w podtoze igla preparacyjna na
gleboko$¢ ok. 5 cm. Tak zaszczepione probowki inkubowano w temperaturze 22 °C
i codziennie przez 7 dni obserwowano rezultaty. Pojawienie si¢ czerwonej barwy
W catej objetosci pozywki §wiadczy o ruchliwo$ci bakterii, natomiast pojawienie si¢
czerwonej barwy tylko w linii wklucia oznacza brak zdolnosci bakterii do poruszania
si¢. Czerwona barwa powstaje w wyniku redukcji bezbarwnego TTC do czerwonego

formazanu[143].

5.1.3. MIKROSKOPOWA OCENA RUCHLIWOSCI BAKTERII W KROPLI

WISZACEJ

Do przygotowania preparatu przyzyciowego uzyto szkieltka podstawowego
z ,tezka”. Na szkietko podstawowe wokot | tezki” naniesiono 4 niewielkie krople smaru
silikonowego. Na szkietku nakrywkowym umieszczono krople zawiesiny bakterii
w roztworze fizjologicznym przygotowanej z 24-godzinnej hodowli na skosie
agarowym. Szkietko nakrywkowe potozono delikatnie na szkietku podstawowym tak,
aby smar silikonowy znajdowat si¢ w rogach szkietka nakrywkowego. Smar silikonowy
utrzymuje szkietko nakrywkowe tak by wiszaca kropla zawiesiny nie dotykala szkietka
podstawowego [143]. Przygotowany preparat ogladano pod mikroskopem.

5.1.4. WYKRYWANIE AKTYWNOSCI KATALAZOWEJ

Katalaza jest enzymem metabolicznym, ktory rozklada toksyczny dla bakterii
nadtlenek wodoru (H,O,;) do wody i tlenu. Zdolno$¢ wytwarzania katalazy ma
wigkszo$¢ bakterii tlenowych 1 wzglednie beztlenowych oraz niektére bakterie
beztlenowe. Test na wykrycie katalazy przeprowadzono si¢ na szkietku podstawowym.
W umieszczonej na szkietku kropli 3% wody utlenionej zawieszono bakterie
z 24-godzinnej hodowli na skosie agarowym. Pojawienie si¢ pecherzykéw tlenu
$wiadczy o wyniku dodatnim czyli o wytwarzaniu katalazy przez badane
mikroorganizmy [143].
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5.1.5. WYKRYWANIE AKTYWNOSCI OKSYDAZOWE]J]

Oksydaza cytochromowa jest enzymem oddechowym, ktory przenosi elektrony
z uktadu cytochromowego na tlen czasteczkowy. Oksydaza przekazujac elektrony
bierze udzial w powstaniu czasteczki wody [144, 145]. Test na wyrycie oksydazy
cytochromowej wykonano poprzez wykonanie rozmazu z 24-godzinnej hodowli na
skosie agarowym na pasku bibuly za pomoca szklanej bagietki. Na rozmaz naniesiono
krople 1% wodnego roztworu chlorowodorku tetrametylo-p-fenylodiaminy [143].
Pojawienie si¢ granatowej barwy w ciggu 1 minuty $wiadczy o wyniku dodatnim, czyli
o wytwarzaniu oksydazy cytochromowej. Granatowa barwa pochodzi od powstajacego

btekitu indolofenolowego.

5.1.6. WYKRYWANIE KWASU Z GLUKOZY

Wytwarzanie kwasu z glukozy zbadano na podtozu ptynnym z odczynnikiem
Andrade. Probowki z podlozem zaszczepiono 1 cm® zawiesiny bakterii w roztworze
fizjologicznym przygotowanej z 24-godzinnej hodowli na skosie agarowym. Inkubacje
prowadzono w temperaturze 22 °C przez 7 dni, codziennie sprawdzajac czy
w probdwkach pojawia si¢ kwas lub kwas i gaz. O obecnos$ci kwasu $wiadczy zmiana
barwy podloza ze stomkowej na r6zowa, natomiast powstajacy gaz zbiera si¢ w rurkach

Dirhama [146].

5.1.7. TeEsTO-F

Test wykonano na podtozu Hugh —Leifson w postaci stupkow. Bezposrednio
przed uzyciem podtoze zregenerowano w celu usunig¢cia rozpuszczonego tlenu.
Regeneracj¢ prowadzono poprzez gotowanie proboéwek z podtozem przez 20 minut po
czym podioze szybko schtodzono. Dwie probowki z tak przygotowanym podiozem
zaszczepiono poprzez wkilucie igly preparacyjnej z zawiesing bakterii w roztworze
fizjologicznym przygotowang z 24-godzinnej hodowli na skosie agarowym. Jedng
probowke zalano ciekla parafing tak by utworzyla si¢ warstwa o grubosci ok. 1 cm.
W probowce z parafing panuja warunki beztlenowe, a w probowce bez parafiny
tlenowe. Probdwki inkubowano przez 14 dni codziennie obserwujac rezultaty. Zmiana
barwy podtoza z zielonej na z6ttg w probowce bez parafiny i brak zmian w podiozu

W probowce z parafing §wiadczg o utlenianiu glukozy. Zmiana barwy podtoza z zielone;j
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na z6tta w obu probdéwkach $wiadczg o fermentacji glukozy. Brak zmian barwy podioza
w obu probowkach lub wystgpienie barwy niebieskiej w proboéwce bez parafiny

$wiadczg o braku rozktadu glukozy [146].

5.2. OZNACZANIE ZDOLNOSCI BAKTERII PSEUDOMONAS

AERUGINOSA DO WYTWARZANIA BIOSURFAKTANTOW

5.2.1. WYKRYWANIE AKTYWNOSCI HEMOLITYCZNEJ

Szczep posiano na podloze agarowe z krwig i inkubowano przez 48 godzin
w temperaturze 37 °C. Pojawienie si¢ jasnych stref wokot kolonii spowodowanych
hemoliza $wiadczy o produkcji biosurfaktantow. Srednica jasnych stref jest $cisle
zwigzana ze stgzeniem biosurfaktantu. Jednak w niniejszych badaniach uzyto tej
metody jedynie w Sensie jakosciowym, czyli rozpatrywano czy badany szczep bakterii
produkuje biosurfaktanty czy nie produkuje [147].

5.2.2. METODA ,,DROP-COLLAPSE”

Test metodg ,,drop-colapse” wykonano w polistyrenowych ptytkach typu
Biolog z 96-mikrostudzienkami. Kazda ptytka posiadata przykrywke. Przed uzyciem
plytki zostaly wyptukane trzy razy goraca wodg, etanolem i wodag destylowang, po
czym zostaly wysuszone i zdezynfekowane pod promieniowaniem UV. Po takim
przygotowaniu do kazdej studzienki w ptytce dodano 2 pl oleju LOTOS 10W40
I odstawiono na 24 godziny w celu rownomiernego pokrycia dna studzienek cienka
warstwg oleju. Na powierzchni¢ oleju naniesiono 5 pl hodowli plynnej bakterii
Pseudomonas aeruginosa i obserwowano ksztatt kropli po 1 minucie [148, 149 , 150].
Jesli kropla nie zmienita ksztattu to wynik uznawano za ujemny, natomiast jesli kropla
ulegta sptaszczeniu i powigkszyla znacznie swa $rednice lub catkowicie si¢ rozmyta to

wynik uznawano za dodatni. Analizowano 15 kropel.

5.2.3. METODA ,,0IL-SPREADING”

® wody destylowane;.

Do szalki Petriego o $rednicy 10 cm nalano 20 cm
Nastepnie na powierzchni¢ wody naniesiono bardzo ostroznie 20 pl surowej ropy

naftowej, ktora utworzyta cieniutkg warstewke. Na warstewke ropy naniesiono 10 pl
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ptynnej hodowli bakterii Pseudomonas aeruginosa [151]. Je$li na powierzchni ropy
powstala jasna strefa w miejscu naniesienia hodowli bakterii to wynik uznawano za

dodatni, natomiast jesli nie pojawita si¢ jasna strefa to wynik uznawano za ujemny.

5.2.4. POMIAR NAPIECIA POWIERZCHNIOWEGO

Napiecie powierzchniowe mierzono tensjometrem STA-1 niemieckiej firmy
SINTERFACE metoda Du Nouy (odrywania pier$cienia) [152], ktora polega na tym, ze
zanurza si¢ w badanej cieczy cienki platynowy pierScien tak, aby zostal catkowicie
zwilzony. Nastepnie powoli wyjmuje si¢ pierScien z badanej cieczy mierzac przy tym
site potrzebng do oderwania pierscienia od powierzchni cieczy. Warto$¢ tej sity opisuje
ponizszy wzor:

Fmax

- 4nRf

14

R — promien platynowego pier§cienia
f — poprawka bedgca funkcjg geometrii pierScienia i gestoscig badanej cieczy

5.3. METODYKA OTRZYMYWANIA RAMNOLIPIDOW

Do produkcji biosurfaktantow uzyto szczepu Pseudomonas aeruginosa
wyizolowanego z gleby skazonej produktami naftowymi. Bakterie Pseudomonas
aeruginosa wytwarzaja ramnolipidy, anionowe biosurfaktanty z grupy glikolipidow.
Przygotowano inokulum zaszczepiajac 50 cm® podtoza H z glicerolem (2%) eza pelng
bakterii ze skosu agarowego. Inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 22 lub 30
°C. Po 24 godz. zaszczepiono wiasciwe hodowle przygotowanym inokulum w ilo$ci
2%. Hodowle prowadzono w kolbach Erlenmayera o pojemnosci 1000 cm?®
zawierajagcych 500 ¢cm® podloza. Badano produkcje biosurfaktantow na podiozu
mineralnym wg Siskinej -Trocenko (podtoze H) zawierajacym jako substrat glicerol
wilosci: 1%, 2%, 3% 1 4% oraz na podlozu wg Wei. Hodowle inkubowano
w temperaturze 22 i 30 °C przez 11 dni wytrzasajagc na wytrzasarce z predkoscig 130
obr/min. Co drugi dzien badano przyrost biomasy metoda filtrow membranowych oraz
wyznaczajac ODggo, przyrost biosurfaktantu metoda kolorymetryczng oraz napigcie

powierzchniowe metodg odrywania pierscienia.
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5.3.1. METODYKA OZNACZANIA BIOMASY

Do oznaczenia ilo$ci biomasy zastosowano metod¢ wagowa z wykorzystaniem
filtrow membranowych oraz pomiar gestosci optycznej. Gesto$¢ optyczna hodowli
mierzono przy dlugosci fali A=600 nm na spektrofotometrze SHIMADZU UV-1601.
Otrzymane wartosci absorbancji przeliczano na ilo$¢ biomasy w g/l wg krzywe;j
wzorcowej sporzadzonej metodg wagowa z wykorzystaniem filtrow membranowych
oraz na ilo$¢ bakterii wyrazong w jtk/ml (jtk-jednostki tworzace kolonie) wg krzywej
wzorcowej wyznaczonej metoda ptytkowa Kocha stosujgc posiew glebinowy zawiesin
0 okre§lonym ODggo na podloze agarowe odzywcze. W metodzie wagowej

wykorzystano polistyrenowy zestaw do filtracji 0 pojemnosci 250 cm®

firmy
NALGENE oraz nylonowe filtry membranowe firmy Whatman o wielko$ci porow 0,2
um. Filtry membranowe przed zastosowaniem zwazono. 5 cm® hodowli przesaczono
pod préznig po czym filtr membranowy wysuszono w suszarce w temperaturze 40 °C
przez 24 godziny i odstawiono do eksykatora. Po 24 godz. filtr zwazono i obliczono

biomase [153].

5.3.2. METODYKA OZNACZANIA STEZENIA RAMNOLIPIDU

Do oznaczania st¢zenia ramnolipidu wykorzystano metode kolorymetryczna.
W metodzie tej ramnolipid ulega hydrolizie w obecnosci stezonego kwasu siarkowego.
Otrzymana po hydrolizie ramnoza reaguje z orcyng tworzac barwny zwigzek. Ilos¢
ramnozy lub ramnolipidu mozna oznaczy¢ spektrofotometrycznie i odczytac z krzywe;j
wzorcowej. W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej sporzadzono roztwory
ramnolipidu o st¢zeniach: 0, 500, 1000, 1500 i 2000 mg/l. Do probéwek wlano po 0,4
cm® roztworéw ramnolipidu o wiw stezeniach idodano po 3,4 ml odczynnika
reakcyjnego. Probowki wstawiono do tazni wodnej o T=80 °C na 15 min. Po ostudzeniu
przez 5 min w tazni wodnej o0 temperaturze 18 °C zmierzono absorbancj¢ przy A=505
nm wobec §lepej proby. W ten sam sposob oznaczono zawarto$¢ ramnolipidu w probce

badanej [154].
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54, METODYKA ODDZIELANIA BAKTERII OD PODELOZA

POHODOWLANEGO

Do oddzielenia mikroorganizméw od podloza pohodowlanego zastosowano
techniki membranowe poniewaz wirowanie w wirdwce laboratoryjnej nie pozwalalo na
catkowite usuniecie bakterii z roztworu, co powodowato zanieczyszczenie produktu

komérkami bakterii.

5.4.1. SEPARACJA MIKROORGANIZMOW W UKLADZIE

JEDNOKIERUNKOWYM

W celu ustalenia warunkéw procesu badanie nad separacjag mikroorganizmow
prowadzono w matej skali w komorce filtracyjnej o pojemnosci 200 cm®
z wbudowanym mieszadtem magnetycznym (Rys. 9). Separacje mikroorganizmow
prowadzono z zastosowaniem dwdch membran: mikrofiltracyjnej o wielkosci porow
0,1 um oraz ultrafiltracyjnej o MWCO 100 kDa. Obie membrany wykonane byty
Z polichlorku winylu (PVC) i posiadaty powierzchni¢ permeacji 28,7 cm?. Okreslono
wplyw ci$nienia, st¢zenia biomasy oraz mieszania na strumien permeatu. Ci$nienie
badano w zakresie 1-2 bara, stezenie biomasy w zakresie 1-4 g/l, predkos¢ mieszania
Olub 250 obr/min. Przeptyw przez membran¢ okreSlano zbierajac permeat
w odpowiednich okresach czasu. Zwazone probki permeatu przeliczano na objegtosé

uwzgledniajac gestos¢ cieczy. Strumien permeatu obliczano z ponizszego wzoru:

3
cm
in)

= —— . — i~ » 600
powierzchnia permeacji (cm?)

l ) przeptyw przez membrane (

strumien (LM H lub
m2h
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1 — zbiornik
2 — mieszadto magnetyczne
1 3 — membrana
4 — waga elektroniczna
—/
S CITTITITITITITITITITY )
2 O 0

komputer i rejestracja
danych

Rys. 9. Schemat komorki filtracyjnej pracujacej w uktadzie jednokierunkowym.

5.4.2. SEPARACIA MIKROORGANIZMOW W UKLADZIE KRZYZOWO-

PRADOWYM

Mikroorganizmy separowano w instalacji AMICON SP20 (Rys. 10).
Eksperyment wykonano w Zaktadzie Inzynierii Chemicznej i Procesowej Wydzialu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Przed separacjg hodowle mikroorganizméow
poddano sterylizacji w temperaturze 121 °C, pod ci$nieniem 2 atmosfer w czasie 20
minut aby unikna¢ zainfekowania instalacji. Mikroorganizmy separowano na
membranie kapilarnej z polisulfonu (PS) o powierzchni permeacji 4507 cm® i MWCO
100 kDa. Zbadano wptyw ci$nienia na strumien permeatu przy statym stg¢zeniu biomasy
1 roznych predkosciach przeptywu oraz wpltyw ci$nienia na strumien permeatu przy
statej predkosci i réznych stezeniach biomasy. Wptyw cisnienia badano w zakresie
0-0,7 barow, stezenia biomasy w zakresie 1-4 g/l, a predkosci przeptywu w zakresie
0,5-1,5 mf/s.
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retentat

5
e
permeat 1 - zbiornik z surowcem
— 2 — czujnik temperatury
6 3 - pompa
4 - modut membranowy
5,6 - zawory regulacyjne
7 7 - odbi6r permeatu
\ g 8 - wezownica
3 4 P1,P2 - manometry
= 1 2
]
T O —
2

3

Rys. 10. Schemat instalacji AMICON SP 20.

9.9. METODYKA PRZYGOTOWANIA | REGENERACII

MEMBRAN

Zarowno przed jak i po kazdym eksperymencie myto membrany w celu
usuni¢cia z ich powierzchni warstewki mikroorganizmow oraz sktadnikéw plynu
pohodowlanego. Najpierw membrany przemywano wielokrotnie woda destylowang
a nastgpnie kwasem solnym o stezeniu 0,1M przez 30 minut i wodorotlenkiem sodu
0 stezeniu 0,1M przez 30 minut. Na koniec jeszcze raz membrany myto Kkilkakrotnie
wodg destylowang az do uzyskania warto$ci strumienia réznigcej si¢ maksymalnie o 5%
od warto$ci strumienia sprzed eksperymentu. Przed przystapieniem do kazdego nowego

eksperymentu sprawdzano czysto$¢ membrany, mierzac strumien wody destylowane;.
5.6. METODYKA 1ZOLACJI RAMNOLIPIDOW

Po oddzieleniu bakterii podtoze pohodowlane zakwaszono 1M HCI do pH=2
i odstawiono na 24 godz. do lodowki w celu wytracenia krysztatdw ramnolipidu.
Obnizenie pH powoduje, ze ramnolipid przechodzi w forme kwasowa, ktéra jest
nierozpuszczalna w wodzie [114]. Biosurfaktanty przy niskim pH wypadajg z roztworu
w postaci osadu, dzigki czemu mozna je oddzieli¢ od podtoza pohodowlanego. Po 24
godz. oddzielano ramnolipid od roztworu poprzez wirowanie z predkoscig 9000 obr/min

przez 30 min . Nastepnie uzyskany osad suszono w suszarce w temp. 40 °C przez 24
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godz. Tak otrzymany ramnolipid wykorzystano w badaniach biodegradacji produktow

naftowych.

5.7, METODYKA OCZYSZCZANIA RAMNOLIPIDOW

5.7.1. ETAP | — ZATRZYMANIE PRZEZ MEMBRANE RAMNOLIPIDU

| BIALEK

Etap I mial na celu zatrzymanie przez membrang duzych czasteczek czyli
ramnolipidu oraz biatek, natomiast male czasteczki zostaly usunigte wraz ze
strumieniem permeatu przez pory w membranie. Zatem w pierwszym etapie zostala
zmniejszona objetos¢ podtoza pohodowlanego oraz oczyszczono ramnolipid z matych
czasteczek takich jak glicerol i substancje mineralne. Po tym etapie w retentacie zostat
tylko ramnolipid ibiatka. W celu dobrania odpowiednich warunkéw proces
prowadzono na matych objetosciach ptynu pohodowlanego w komorce ultrafiltracyjnej
0 pojemnosci 50 cm® wyposazone] w mieszadlo magnetyczne. W przeprowadzonych
badaniach dobrano membrang¢ o odpowiednim dla ramnolipidu MWCO, zbadano
wplyw ci$nienia (100-160 kPa) na strumien permeatu, okreslono wplyw stezenia
ramnolipidu (0,75-3 g/l) oraz pH podtoza pohodowlanego (5-10) na stopien

zatrzymania.

5.7.2. ETAP Il = ROZCIENCZENIE RETENTATU ALKOHOLEM

| ZATRZYMANIE PRZEZ MEMBRANE BIALEK

Drugi etap polegal na oddzieleniu biatek od ramnolipidu. W tym celu otrzymany
po pierwszym etapie retentat rozcienczono alkoholem. Alkohol powoduje zniszczenie
micel, dzieki czemu otrzymuje si¢ ramnolipid w postaci pojedynczych czastek, ponadto
powoduje taczenie si¢ biatek w ogromne agregaty o $rednicy 100 nm. Dzigki duzej
réznicy w wielko$ci czgsteczek mozna oddzieli¢ ramnolipid od biatek zatrzymujac
biatka w retentacie[153]. Proces ultrafiltracji prowadzono w komdrce ultrafiltracyjnej
0 pojemnosci 50 cm® wyposazonej w mieszadto magnetyczne. Powierzchnia permeaci

wynosita 13,4 cm?.
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5.8. ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA LC-MS SKLADU

OTRZYMANEGO BIOSURFAKTANTU

W badaniach uzyto systemu Summit x2 (Dionex), skladajacego si¢ z modutu
rozpuszczalnikowego z degazerem membranowym SOR-100, pompy P680,
autosamplera ASI-100, detektora ELSD Chromachem (Esa Inc.) i spektrometru
masowego LCQ Advantage MAX (Thermo Electron Corporation), pracujacego w trybie
ESI-. Zrodtem azotu do detektora ELSD i jako gazu kurtynowego do detektora MS byt
generator Mistral (Schmidlin) dostarczajagcy 11 1/min gazu o ci$nieniu 8.2 bar
i czystosci 99.8%. System pracowat pod kontrolg oprogramowania Chromeleon, wersja
6.7 SP3 Build 1884. W badaniach uzyto nast¢pujacych kolumn C18: Zorbax SB 300A,
3,5 mm, 150 x 4.6 mm (Agilent); Chromolith 100 x 4,6 mm (Merck). Stosowano wode¢
o przewodnictwie wlasciwym ponizej 0.06 mS/m, acetonitryl “HPLC grade” (POCh)
i kwas octowy cz.d.a. (POCh).

5.9. BADANIA BIOLOGICZNYCH WEASCIWOSCI

RAMNOLIPIDU

Toksyczno$¢ oznaczono przy pomocy testu z bakteriami luminescencyjnymi
Vibrio fisheri wg standardowej procedury podanej przez producenta. Do odczytu
luminescencji wykorzystano analizator M 500, a do obliczen wynikéw program
MicrotoxOmni. Wyniki toksyczno$ci podano w postaci wartosci EC50 czyli takiego
stezenia, ktore powoduje 50% reakcji testowej (przezyciowe;).

Cytotoksyczno$¢  badano na  jednowarstwowej  hodowli  ludzkich
nabtonkopodobnych komorek raka ptuc — A549 (American Type Culture Collection,
Cell Culture Line — ATCC CCL185). Hodowle komdrek A549 prowadzono w ptynie
hodowlanym Dulbecco [155]. Cytotoksycznos¢ wodnych roztworéw ramnolipidu
badano metoda kontaktu bezposredniego w warunkach in vitro. Stopien
cytotoksycznosci poszczegolnych roztworow ramnolipidu okre$lano w odwroconym
mikroskopie. Minimalne stezenie, ktore powodowato degeneracje 50% komorek uznano

za dawke toksyczng (TCCDsp — Tissue Culture Cytotoxic Dose) [156, 157].
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5.10.. METODYKA BADAN NAD STYMULACJA

BIODEGRADACIJI PRODUKTOW NAFTOWYCH

Badania nad stymulacja biodegradacji produktéw naftowych prowadzono
w kolbach Erlenmayera o pojemnosci 100 cm®. Kolby zawieraly poszczegélne frakcje
destylacyjne podkarpackiej ropy naftowej GROBLA w charakterze substratu (frakcja
olejowa i frakcja cigzka), podloze mineralne oraz kulture bakterii. Catkowita objgtosc¢
hodowli wynosita 30 e¢m®. Do hodowli zastosowano podioze mineralne Siskiniej-
Trocenko. Kultura bakterii degradujaca weglowodory skladata si¢ z 3 szczepow:
Rhodococcus erythropolis, Acinetobacter calcoaceticus i Pseudomonas putida. Szczepy
bakterii pochodzity z kolekcji Zaktadu Biologii i Ekologii Politechniki Wroctawskiej
i charakteryzowaty si¢ zdolno$cig do degradacji produktéw naftowych [158]. Hodowle
zaszczepiano 1 cm® zawiesiny bakterii w podtozu H 0 ODgyo = 0,8. Substrat dodawano
w stezeniach 0,1; 0,5; 1; 1,5 i 2%. Hodowle prowadzono w temperaturze 15, 20, 25 i 30
°C przez 14 dni z wytrzasaniem 80 1 140 obr/min oraz bez wytrzasania. Hodowle
prowadzono z dodatkiem i bez dodatku ramnolipidu. Ramnolipid dodawano
w stezeniach 40, 80, 120 i 160 mg/l. Po inkubacji z hodowli ekstrahowano pozostatos¢
substratu i oznaczano procent jego redukcji w procesie biodegradacji. Wszystkie
eksperymenty wykonano w 3 powtdrzeniach a wyniki w rozdziale 6.7 przedstawiono

jako $rednig z 3 powtorzen.

5.11. ANALIZA PRZEBIEGU PROCESU BIODEGRADACII

Eksperyment prowadzono w bioreaktorze BIOSTAT Aplus firmy Sartorius
0 pojemnosci roboczej 0,4-5|. Bioreaktor zawierat 3| podioza mineralnego
Siskinej-Trocenko, ktore zaszczepiono zawiesing bakterii Rhodococcus erythropolis
w ilosci 10%. Substratem byla cigzka frakcja ropy naftowej, ktorg dodano w stezeniu
0,1%. Hodowlg prowadzono w temperaturze 20°C przez 14 dni. Zawarto$¢ reaktora
mieszano z predkoscia 50 obr/min w celu natleniania. Hodowlg prowadzono
z dodatkiem ramnolipidu (40 mg/l) oraz bez ramnolipidu. W pobranych probkach
oznaczano napigcie powierzchniowe, ogdlng liczbg bakterii oraz liczbe i wielko$¢

kropel cigzkiej frakcji destylacyjnej ropy naftowej.
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5.12. METODYKA OKRESLANIA LICZBY I WIELKOSCI KROPEL

CIEZKIEJ FRAKCJI DESTYLACYJNEJ ROPY NAFTOWEJ

Do okreslenia liczby i1 wielkosci kropel cigzkiej frakcji destylacyjnej ropy
naftowej zastosowano komore Fuchsa-Rosenthala oraz mikroskop Olympus CX41
z aparatem cyfrowym Olympus SC30 podigczonym do komputera. Wielko$¢ kropel
podano w postaci ich $rednicy, a ilos¢ kropel cigzkiej frakcji destylacyjnej ropy
naftowej w postaci ich liczby w 1 cm?®.

5.13. PRZEBIEG PROCESU EKSTRAKCJI POZOSTALYCH PO

BIODEGRADACIJI PRODUKTOW NAFTOWY CH

Do izolacji pozostatosci weglowodorow po procesie zastosowano metode
ekstrakcji rozpuszczalnikiem. W roli rozpuszczalnika zastosowano dichlorometan.
Ekstrakcje prowadzono w probéwkach wirowkowych typu falcon o pojemnosci 50 cm?®,
Po przelaniu zawartosci kolb Erlenmayera do kazdej probowki wiréwkowej dodano 10
cm® dichlorometanu, niewielka ilos¢ NaCl i 0,2 cm® 1M HCl w celu szybszego
ztamania emulsji, czyli jej rozwarstwienia na faz¢ organiczng i faz¢ wodng. Nastgpnie
calo$¢ wytrzgsano przez 3 min w celu zwigkszenia transportu weglowodorow z fazy
wodnej do fazy organicznej. W celu szybkiego rozdzielenia obu faz probowki
wirowano przez 10 min z predkoscig 8000 obr/min w wiréwce MPW-350R firmy
MPW-Med. Instruments. Fazg organiczng przeniesiono do zwazonych szklanych fiolek

i odstawiono na 48 godz. do odparowania rozpuszczalnika.

5.14. ANALIZA ILOSCIOWA WEGLOWODOROW

Stopien biodegradacji weglowodoréw oznaczano metodg wagowa. FiolKi
z ekstraktami zwazono na wadze analitycznej SBC 31 firmy SCALTEC Instruments

i obliczono ubytek substratu.

5.15. ANALIZA GC-MS

Technika chromatografii gazowej postuzyta do analizy jako$ciowej probek ropy
naftowej, frakcji destylacyjnych ropy naftowej oraz ekstraktow po procesie
biodegradacji. Analiz¢ GC-MS wykonano na aparacie Hewlett-Packard ser. |1 GC 6890



77

wyposazonym w detektor MS HP 5973 i kolumne kapilarng HP-1701 (30m x 0,25 mm
x 0,25um). Fazg stacjonarng byt 14%-cyjanopropylofenylo-86%-dimetylosiloksan. Jako
gazu nosnego uzyto helu o czystosci 99,999%. Temperatura kolumny byta
programowana w zakresie: 40-3/10/250-10min. Prébki dozowano z zastosowaniem
trybu split (1:5). Spektrometr mas pracowal w trybie jonizacji elektronowej (70eV)
i skanowania jondw m/z 29-350. Zarejestrowano chromatogramy: TIC i wybranych

jonoéw fragmentacyjnych.



78

6. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

6.1. CHARAKTERYSTYKA SZCZEPU PRODUKUJACEGO

RAMNOLIPIDY

Bakterie  wytwarzajace  biosurfaktant ~ wyizolowano ze  $rodowiska
gruntowo-wodnego. Do izolacji zastosowano podioze mineralne H z olejem
napedowym jako jedynym zrédtem wegla. Wyizolowany szczep mial zdolno$¢ wzrostu
na agarze odzywczym w warunkach tlenowych. Pod wzglgdem morfologicznym byly to
formy cylindryczne, barwigce si¢ ujemnie metoda Grama. Wyniki badan
diagnostycznych (Tab. 5) pozwolily na zakwalifikowanie szczepu do gatunku
Pseudomonas aeruginosa (Rys. 11).

Rys. 11. Bakterie Pseudomonas aeruginosa widziane w powickszeniu mikroskopu

optycznego (powigkszenie ok. 2000x).



Tab. 5. Cechy diagnostyczne badanego szczepu Pseudomonas Bl.
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Badana cecha Wynik Badana cecha Wynik
Barwienie Grama - Asymilacja glikogenu —
. i Asymilacja kwasu 3-
Ksztatt komorek podtuzny hydroksybenzoesowego -
W?zrost na powietrzu + Asymilacja L-seryny -
Ruchliwos¢ + Asymilacja D-mannitolu +
Wytwarzanie katalazy + Asymilacja D-glukozy +
Wytwarzanie oksydazy + Asymilacja salicyny —
Wytwarzanie kwasu 2 + Asymilacja D-melibiozy —
glukozy
Test O-F @) Asymilacja L-fukozy -
Asymilacja L-ramnozy - Asymilacja D-sorbitolu —
Asymilacja N-acetylo- + Asymilacja L-arabinozy -
glukozaminy
Asymilacja D-rybozy — Asymilacja kwasu propionowego +
Asymilacja inozytolu - Asymilacja kwasu dekanowego +
Asymilacja D-sacharozy - Asymilacja kwasu walerianowego +
Asymilacja D-maltozy - Asymilacja cytrynianu trisodowego +
Asymilacja kwasu Do
suberynowego - Asymilacja L-histydyny +
Asymilacja octanu sodu + Asymilacja 2-ketoglukonianu potasu +
Asymilacja kwasu Asymilacja kwasu 3-
+ +
mlekowego hydroksymastowego
T Asymilacja kwasu 4-
Asymilacja L-alaniny * hydroksybenzoesowego *
Asymilacja 5- - Asymilacja L-proliny +

ketoglukonianu potasu

+ = wynik pozytywny, - = wynik negatywny, O = utlenianie

6.2.

ANALIZA ZDOLNOSCI SZCZEPU PSEUDOMONAS

AERUGINOSA DO WYTWARZANIA BIOSURFAKTANTOW

Biosurfaktanty produkowane przez bakterie mogg mie¢ charakter wewnetrzny,

kiedy stanowig cz¢$¢ $ciany komorkowej lub zewngtrzny, kiedy sa wytwarzane na

zewngtrz komorki. Charakter biosurfaktantu ma znaczenie w przypadku dobierania

metod majacych na celu wykrycie biosurfaktantu. Biosurfaktanty produkowane na

zewnatrz komoérki obnizajg znaczaco napigcie powierzchniowe podloza hodowlanego

i mozna je wykryé poprzez pomiar napigcia powierzchniowego. Natomiast te

biosurfaktanty, ktore sa wbudowane w S$ciang komorkowa bakterii nie obnizajg
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wyraznie napi¢cia powierzchniowego, ale powoduja np. hemoliz¢ czyli rozpad
czerwonych krwinek w hodowlach na podtozu z krwig. Z tych wiasnie powodoéw do
okreslenia zdolnoéci wyizolowanego szczepu Pseudomonas aeruginosa Bl do
produkowania biosurfaktantow zastosowano kilka réznych metod: pomiar napigcia
powierzchniowego ptynnej hodowli bakterii, metod¢ ,,drop-collapse” opartg na
zwilzaniu hydrofobowej powierzchni, metode ,,0il- spreading” polegajaca na
pojawianiu si¢, W obecnos$ci surfaktantow, jasnych stref na warstewce ropy naftowej
naniesionej na powierzchni¢ wody oraz hodowle na podiozu z krwig sprawdzajaca
aktywno$¢ hemolityczng. Wykorzystane metody pozwalajg zarbwno na okreslenie czy
dana bakteria wytwarza biosurfaktant, jak rowniez w jakim stezeniu, poniewaz widnieje
scisty zwigzek pomiedzy stopniem zwilzalno$ci powierzchni, $rednicg jasnych stref na
warstewce ropy naftowej i Srednica jasnych stref na podlozu z krwig a stezeniem
biosurfaktantu. W niniejszej pracy wymienione metody zastosowano w charakterze
jakosciowym a nie ilosciowym i postuzyly jedynie do potwierdzenia zdolnosci szczepu
P. aeruginosa Bl do wytwarzania biosurfaktantéw. Otrzymane wyniki przedstawiono
w tabeli (Tab. 6).

Tab. 6. Wyniki testow wykrywajacych produkcje biosurfaktantow.

Metoda Wynik
»drop-collapse” +
,»,0il-spreading” +

badanie aktywnosci hemolitycznej +
pomiar napi¢cia powierzchniowego 30 mN/m

6.3. PRODUKCJA BIOSURFAKTANTOW

Tradycyjnie do produkcji biosurfaktantéw i1 bioemulsyfikatoréw uzywa si¢
weglowodorow. Zaklada sig, Zze produkcja biosurfaktantow umozliwia komorkom
dostep do hydrofobowego substratu. Niemniej jednak do produkcji biosurfaktantow
mozna stosowac substraty rozpuszczalne w wodzie, s3 one tansze 1 bardziej
preferowane ze wzglgdu na to iz hodowla jednofazowa jest tatwiejsza od dwufazowe;.
Ponadto substraty weglowodorowe sg nieakceptowane w przypadku takich zastosowan

biosurfaktantow jak w przemysle spozywczym, kosmetycznym czy farmaceutycznym
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[159]. Ramnolipidy mogg by¢ produkowane z roznych zrodet wegla zaréwno
hydrofobowych takich jak weglowodory [160, 161, 162], oleje roslinne [163], odpady
z rafinacji olejow roslinnych [164, 165,166] jak i hydrofilowych takich jak glicerol,
mannitol, melasa, glukoza, fruktoza [60]. Pomimo, ze substraty nierozpuszczalne
w wodzie dajg wyrazny wzrost wydajnosci produkcji, to czesto obserwuje si¢
zmniejszenie stopnia produkcji z powodu stabej rozpuszczalnos$ci substratu. Ponadto
inng znaczacg wadg Stosowania jako substratu substancji hydrofobowych jest fakt, ze
niezuzyty przez bakterie substrat moze prowadzi¢ do skomplikowanego procesu
izolowania biosurfaktantu z podtoza pohodowlanego znaczgco zwigkszajagc koszty
produkcji [167, 168]. Wysoki koszt produkcji oraz mata wydajnos¢ to dwa
najwazniejsze czynniki ograniczajace komercjalizacje¢ biosurfaktantow.

Prowadzac badania nad produkcja ramnolipidow okreslono wplyw stezenia substratu,
sktad podtoza mineralnego oraz wptyw temperatury na wydajnos¢ procesu. Otrzymane

wyniki przedstawiajg rysunki 12-16.
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Rys. 12. Zmiana napig¢cia powierzchniowego i stgzenia wytwarzanego ramnolipidu

w czasie W hodowlach na réznych podlozach mineralnych z dodatkiem glicerolu

w stezeniu 2 g/l.
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Rys. 13. Przyrost biomasy oraz zmiana stezenia produkowanego ramnolipidu w czasie
na roznych podtozach mineralnych z dodatkiem glicerolu w st¢zeniu 2 g/I.

Na podstawie uzyskanych wynikow wida¢, ze podtoze H ma lepiej dobrane proporcje
sktadnikow mineralnych, poniewaz wydajno$¢ produkeji ramnolipidu na tym podiozu
jest prawie dwa razy wigksza niz na podtozu Wei pomimo mniejszego przyrostu
biomasy. Wynika stad, ze duzy przyrost mikroorganizméw nie koreluje z wysoka
produkcja biosurfaktantu, Kktdra zalezy od metabolizmu przeprowadzanego przez
bakterie. Ograniczenie jednego ze skladnikéw potrzebnego mikroorganizmom do
wzrostu np. azotu powoduje zwiekszenie produkcji biosurfaktantow [169]. Nadmiar
substratu hydrofobowego moze stymulowa¢ produkcje biosurfaktantu zmieniajac
kierunek metabolizmu z produkcji biomasy na produkcje zwigzkéw powierzchniowo
czynnych. Réwniez zmiany temperatury, pH lub sktadu podtoza mogg hamowaé wzrost
komoérek prowadzac do aktywacji enzymdéw zaangazowanych w  produkcje
ramnolipidow, ktora zalezy od dostepnosci wegla, tlenu i energii komorkowej [90].

Nie zaobserwowano znaczacego wplywu stgzenia substratu (glicerolu) na
przyrost biomasy ina produkcje ramnolipidu. Roéznica wiloSci powstajagcego
ramnolipidu miedzy najmniejszym (1%) anajwickszym (4%) st¢zeniem glicerolu
wynosi 365 mg/l. Dlatego nie warto stosowac substratu w duzym stezeniu, gdyz
zwigksza to koszty produkcji a nie wptywa na wydajnos¢ (Rys. 14 i 16).
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Rys. 14. Wzrost liczby bakterii w czasie w zaleznosci od stezenia glicerolu.
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Rys. 15. Zmiany napig¢cia powierzchniowego w czasie

glicerolu.

w zalezno$ci od stezenia
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Rys. 16. Zmiany stezenia ramnolipidu w czasie w zaleznosci od stezenia glicerolu.
Odnotowano wyrazny wplyw temperatury na ilo§¢ wytwarzanego przez szczep

P. aeruginosa Bl ramnolipidu. W hodowlach inkubowanych w temperaturze 30°C

stezenie ramnolipidu byto prawie dwukrotnie wigksze niz w temp. 22°C (Tab. 7).

Tab. 7. Wpltyw temperatury na wydajnos¢ produkcji ramnolipidu.

Temperatura [°C] Ilo$¢ otrzymanego ramnolipidu [g/1]
22 4
30 7

6.4. ODDZIELENIE BAKTERII OD PODLOZA

POHODOWLANEGO

Poczatkowo oddzielono mikroorganizmy przez wirowanie w wiréwce
laboratoryjnej MPW-350R (MPW-Med. Instruments). Nie byta to metoda wygodna,
poniewaz do odwirowania wigkszej objetosci hodowli trzeba byto wykonac kilka cykli
wirowania, co byto czasochtonne. Ponadto podczas zlewania supernatantu nieuniknione
byto zawieszanie niewielkiej ilosci biomasy, w wyniku czego otrzymany supernatant

nie byt sterylny i jesli szybko nie zostat poddany zabiegom odzyskiwania biosurfaktantu
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to namnazaly si¢ w nim bakterie. Biosurfaktant uzyskany z supernatantu po wirowaniu
zawsze byl zanieczyszczony komorkami bakterii w mniejszym lub wigkszym stopniu.
Alternatywng metoda oddzielania mikroorganizméw byta separacja z zastosowaniem

membran.

6.4.1. SEPARACIA MIKROORGANIZMOW W UKLADZIE

JEDNOKIERUNKOWYM

Separacja w uktadzie jednokierunkowym nie byta odpowiednia do filtrowania
duzych objetosci poniewaz w trakcie procesu obserwowano powstawanie tzw. placka
filtracyjnego, ktory dziatat jak dodatkowa membrana powodujac spadek strumienia.
Uktadu jednokierunkowego uzyto jedynie w celu znalezienia membrany o wtasciwych
wielkosciach poréw. Membrana powinna by¢ tak dobrana, zeby zatrzymywata
mikroorganizmy przy zachowaniu jak najwickszego strumienia. Jako pierwsza
przetestowano membran¢ mikrofiltracyjng o wielkosci porow 0,1 pm. Jednak nie
otrzymano zadowalajacych wynikow, poniewaz nie mozna bylo uzyskaé stabilnego
strumienia. Ponadto nie udato si¢ domy¢ membrany po procesie tak by odzyskata swoje
pierwotne wlasciwosci co $wiadczy o obecnosci zjawiska foulingu, w wyniku ktérego
zostaty zablokowane pory w membranie. Fouling wystepuje najczgéciej wtedy, gdy
pory sa na tyle duze, ze separowane czgsteczki moga czesciowo wnika¢ do wnetrza
poréw membrany. Z wymienionych powodow odrzucono membran¢ mikrofiltracyjng
na rzecz membrany ultrafiltracyjnej o granicznej masie molowej (MWCQO) 100 kDa.

Zbadano wptyw ci$nienia w zakresie 0,5-1 barow na separacj¢ hodowli bakterii
Pseudomonas aeruginosa o stezeniu 1 g/l. Ponadto zbadano wplyw mieszania na proces
przy ci$nieniu 1 bar. Mieszanie powodowato wzrost sit $cinajacych przy powierzchni
membrany jednocze$nie zwigkszajac strumien. Dzialo si¢ tak dlatego, ze mieszanie
wytwarzato wigksze turbulencje wokot powierzchni membrany, ktore w konsekwencji
redukowaty opoOr warstwy polaryzacyjnej skutkiem czego wzrastat strumien. Ze
wzrostem predkosci mieszania wzrastal stopien transportu zwrotnego, ktory prowadzit
do usuwania czgsteczek separowanej substancji z powierzchni membrany do surowca
[170]. Otrzymano najwigkszy strumien dla najwigkszego cisnienia (1 bar)
z zastosowaniem mieszania. Najmniejszy strumien uzyskano podczas procesu bez

mieszania pomimo zastosowania najwigkszego ci$nienia (1 bar). Najlepsze warunki dla



86

prowadzenia separacji mikroorganizmow to: ci$nienie 1 bar i mieszanie przy 250
obr/min. Niestety jak wida¢ na rysunku 17 nie otrzymano stabilnego strumienia,
obserwowano tendencje¢ spadkowa przez caty czas trwania eksperymentu, co $wiadczy

0 tworzeniu si¢ placka filtracyjnego.
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Rys. 17. Wplyw ci$nienia oraz mieszania na strumien permeatu w uktadzie

jednokierunkowym.
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Rys. 18. Wptyw stezenia mikroorganizmdw na strumien permeatu w uktadzie

jednokierunkowym.
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Mierzono strumienie permeatu podczas separacji zawiesin bakterii Pseudomonas
aeruginosa o0 roéznych stezeniach mikroorganizméow i stalym cisnieniu o wartosci
1 bara. Im bardziej gesta byta zawiesina tym bardziej spadat strumien, dlatego najlepszy
strumien otrzymano dla zawiesiny o stezeniu 1 g/l a najgorszy dla stezenia 4 g/l. Tu
roOwniez zanotowano brak stabilnosci strumienia spowodowany tworzeniem si¢ placka
filtracyjnego (Rys. 18). Na membranie ultrafiltracyjnej nie zaobserwowano zjawiska
foulingu jednak tworzacy si¢ podczas separacji placek filtracyjny powoduje, ze uktad

ten nie jest odpowiedni do oddzielania mikroorganizmoéow z duzych objgtosci hodowli.

6.4.2. SEPARACIA MIKROORGANIZMOW W UKLADZIE KRZYZOWO-

PRADOWYM

Filtracija w  ukfadzie krzyzowo-prgdowym roézni si¢ od modutu
jednokierunkowego tym, ze retentat przeptywa réwnolegle do powierzchni membrany.
W uktadzie jednokierunkowym hydrodynamiczne sity ciagng czasteczki w kierunku
powierzchni membrany w wyniku czego powstaje placek filtracyjny. Pomimo, ze uktad
krzyzowo-pragdowy ogranicza powstawanie placka filtracyjnego, spadek strumienia
z powodu foulingu jest wcigz istotny. Wiele metod moze zredukowaé fouling np.
zmiana w powierzchniowych oddziatywaniach pomie¢dzy czasteczkami, zmiana
hydrofilno$ci membrany, mycie membrany r6znymi $rodkami, okresowe wymywanie
| wymywanie zwrotne. Ogolnie wymywanie zwrotne jest najbardziej obiecujgca metoda
dla czyszczenia membrany poprzez okresowe spadki zwrotnego cis$nienia
transmembranowego. Wymywanie zwrotne pozwala uzywaé systemu dhluzej przed
zatrzymaniem na intensywne fizyczne lub chemiczne mycie. Ponadto okresowe zwrotne
wymywanie jest odpowiednie do zastosowania w filtracji z ukladem krzyzowo-
pradowym w celu zwigkszenia strumienia [171].

Badania w uktadzie krzyzowo-pradowym wykonano w Zaktadzie Inzynierii
Chemicznej i Procesowe]j Politechniki Wroctawskiej. Do separacji mikroorganizmow
wykorzystano instalacic AMICON SP-20 z membrang kapilarng o MWCO 100 kDa
wykonang z polisulfonu. Powierzchnia permeacji wynosita 4507 cm®. W celu
uniknigcia zanieczyszczenia instalacji zywymi komorkami bakterii Pseudomonas
aeruginosa hodowlg przed separacja wysterylizowano w autoklawie w temperaturze

121 °C pod ci$nieniem 2 atmosfer przez 20 min. Ramnolipidy zachowuja stabilno$¢
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oraz aktywno$¢ powierzchniowa w szerokim zakresie temperatur, pH 1 zasolenia.
Poddanie ich dziataniu temperatury 100 °C w czasie 90 min, ci$nienia o warto$ci 101
kPa w czasie 15 min nie powoduje zmian w ich zdolno$ci do redukcji napigcia
powierzchniowego. Podobnie pH w zakresie 5-10 i dodatek 3,5% NaCl nie wptywa na
stabilno$¢ ramnolipidow [90]. W celu uzyskania optymalnych warunkdw separacji
mikroorganizméw w uktadzie krzyzowo-pradowym zbadano wpltyw predkosci
przeptywu surowca oraz st¢gzenia bakterii na strumien permeatu. Predko$¢ przeptywu
surowca miescita si¢ w zakresie 0,5-1,5 m/s, podczas gdy stezenie biomasy w zakresie
1-4 ¢/l. Strumien permeatu mierzono dla réznych wartosci cisnien (0-0,7 barow).

Otrzymane wyniki przedstawia rysunek (Rys. 19 a-f).
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Rys. 19. Strumien permeatu w trakcie ultrafiltracji Pseudomonas aeruginosa w uktadzie
krzyzowo-pradowym, przy roéznych cisnieniach transmembranowych i stezeniach
biomasy: a) 1 g/l; 0,5 m/s; b) 1 g/l; 1,5 m/s; c) 2 g/l; 0,5 m/s; d) 2 g/l; 1,5 m/s; e) 4 g/I;
0,5 m/s; f) 4 g/l; 1,5 m/s.

Najwigksze strumienie otrzymano dla zawiesiny o najmniejszym stezeniu czyli 1
g/l i dla najwickszej predkosci przeptywu surowca czyli 1,5 m/s. Waznym parametrem
jest rdbwniez strumien krytyczny, czyli najwyzszy strumien permeatu lezacy na prostej
przedstawiajacej charakterystyk¢ membrany dla wody. Nalezy tak dobra¢ warunki
procesu, zeby pracowac ponizej wartosci strumienia krytycznego, poniewaz tylko wtedy
mozna otrzyma¢ wysoki strumien permeatu przy stosunkowo niskim ci$nieniu. Dzigki
temu nie powstaje placek filtracyjny i proces jest najbardziej ekonomiczny.

Na podstawie wykresoOw zaleznosci strumienia permeatu od cisnienia
transmembranowego (Rys. 20) wyznaczono wartosci strumieni krytycznych dla
poszczegolnych predkosci przeptywu oraz stgzen zawiesiny. Dla predkosci 0,5 m/s
(Rys. 20a) i stgzen 1, 2 i 4 g/l strumien krytyczny uzyskano przy odpowiednio 0,3; 0,2;
0,15 bar. Po zwigkszeniu predkosci do 1 m/s (Rys. 20b) ci$nienia krytyczne zwigkszyty
si¢ odpowiednio do 0,4; 0,3; 0,2 bar, natomiast po zwigkszeniu predkosci o kolejne 0,5

m/s (Rys. 20c) — 0,5; 0,4; 0,3 bar dla kolejnych stezen. Dla stgzenia 1 g/l strumienie
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krytyczne wynosity: dla predkosci 0,5 m/s ok. 70 LMH , dla 1 m/s 110 LMH, natomiast
dla 1,5 m/s 130 LMH. Podczas pracy przy st¢zeniu 2 g/l, strumienie te wynosity
odpowiednio 50, 80 i 110 LMH, natomiast przy 4 g/l — 35, 50 i 80 LMH.
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Rys. 20. Wplyw stezenia biomasy na strumien permeatu przy ultrafiltracyjnej separacji

Pseudomonas aeruginosa w uktadzie krzyzowo-pradowym, przy réznych cisnieniach

transmembranowych. Predko$¢ retentatu a) 0,5 m/s, b) 1 m/s, ¢) 1,5 m/s.

6.5. OCzYSZCZANIE RAMNOLIPIDU

Ramnolipidy sa surfaktantami pochodzenia naturalnego o charakterze
anionowym. Badania nad separacja surfaktantow anionowych w st¢zeniach nizszych od
CMC wskazuja, ze w przypadku MWCO poroéwnywalnego lub niewiele mniejszego od
wielkosci monomerdw zachodzi adsorbcja na powierzchni membrany lub wewnatrz jej
poréw powodujac spadek strumienia. W przypadku poréw duzo mniejszych niz
monomer nie ma adsorbcji wewnatrz poréw jedynie zachodza zmiany na powierzchni
membrany. W  przypadku membran hydrofobowych nastepuje  adsorbcja
hydrofobowych ogondéw surfaktantu powodujac zwigkszenie zwilzalnosci co z kolei
powoduje zwigkszenie strumienia podczas gdy na membranie hydrofilowej adsorbuja
si¢ hydrofilowe glowy surfaktantu powodujac zmniejszenie zwilzalnosci w wyniku
czego obserwuje si¢ spadek strumienia. Wynika stagd zalezno$¢ strumienia od

hydrofobowos$ci membrany.
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Biosurfaktanty charakteryzuja si¢ wunikalng cecha, mianowicie powyzej
krytycznego stezenia micelarnego (CMC) pojedyncze czasteczki biosurfaktantu tacza
si¢. wduze agregaty zwane micelami. Micele moga mie¢ S$rednice wigksze od
pojedynczych czasteczek o 2-3 rzedy wielkosci [172,153]. Biosurfaktanty w formie
micel sg zatrzymywane przez membrany o odpowiedniej granicznej masic molowe;j
(MWCO). W podtozu pohodowlanym znajduja si¢ mate czgsteczki takie jak glicerol
oraz substancje mineralne oraz duze czasteczki takie jak ramnolipid wystgpujacy
w postaci micel oraz biatka. W pracy do oczyszczenia biosurfaktantu zaproponowano
dwustopniowy proces ultrafiltracji. Proces ten w przeciwienstwic do kolumnowej
chromatografii cieczowej, metody bardzo czgsto uzywanej do oczyszczania
biosurfaktantéw, nie wymaga uzycia rozpuszczalnikow organicznych ani Zadnych
innych odczynnikbw w wyniku czego jest procesem przyjaznym $rodowisku

I bezodpadowym.

6.5.1. ULTRAFILTRACJA —ETAP |

Ramnolipidy mogg by¢ efektywnie zatrzymywane na membranach dzigki temu,
ze powyzej krytycznego stezenia micelarnego tworza micele, ktére sa wigksze o 2-3
rzedy wielkosci od pojedynczych czasteczek. Wykorzystujac t¢ wlasciwos¢ mozna
zatezy¢ micele ramnolipidu w retentacie w I etapie ultrafiltracji, osiggajac tym samym
pewien stopien oczyszczenia z zanieczyszczen o malej masie molowej, ktore zostang
przepuszczone przez membrang. W celu dobrania wlasciwej membrany proces
ultrafiltracji prowadzono z zastosowaniem mieszania z predkoscig 250 obr/min i przy
uzyciu cis$nienia o wartosci 120 kPa. Stezenie ramnolipidu w plynie pohodowlanym
wynosito 3 g/l, a jego pH 6. Zastosowano membrany zestawione w tabeli 8.

Tab. 8. Membrany testowane w | etapie ultrafiltracji.

Membrana Material MWCO [Da]
YCO05 regenerowana celuloza 500
YM3 octan celulozy 3000

Biomax5 polieterosulfon 5000

PM10 polisulfon 10000

Biomax10 polieterosulfon 10000

PM30 polisulfon 30000
kopolimer polichlorku winylu i

XMS0 i polira)lkrylonitrylu ’ >0000
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Sposrod przetestowanych membran wybrano membrane Biomax 5, ktoéra
charakteryzowata si¢ wysokim stopniem zatrzymania wynoszacym prawie 90% przy
stosunkowo wysokim strumieniu permeatu (Rys. 21). O wlasciwym doborze membrany
swiadczg stabilne strumienie (Rys. 22), ktore nie zmniejszaty si¢ z uptywem czasu. Na
proces ultrafiltracji wptywajg takie parametry jak masa czasteczkowa substancji
rozpuszczonej, cisnienie transmembranowe, pH probki, poczatkowe st¢zenie substancji
w probce oraz polaryzacja stezeniowa powodowana akumulowaniem si¢ substancji na
powierzchni membrany (mozna ja zredukowac przez efektywne mieszanie) [173].
Ultrafiltracja jest cisnieniowg technikg rozdziatu, dlatego cisnienie transmembranowe
odgrywa istotng rol¢ w wydajno$ci membrany i procesu separacji. Cisnienie w badanym
zakresie miato niewielki wplyw na strumien permeatu (Rys. 23). Niemniej jednak
dalsze badania prowadzono przy ci$nieniu 140 kPa, poniewaz przy tym cis$nieniu
strumien permeatu byl prawie najwyzszy. Strumien przestat rosnaé¢ przy ci$nieniu 140
kPa, co mogto by¢ czeSciowo spowodowane efektem polaryzacji stezeniowe;.
Polaryzacja stezeniowa prowadzi do powstawania placka filtracyjnego, kiedy stezenie
separowanego  sktadnika przy powierzchni membrany osiggnie  granice
rozpuszczalno$ci. Polaryzacja stezeniowa wydaje si¢ by¢ obecna w pewnym stopniu

W kazdym procesie membranowym z powodu podstawowych ograniczen transportu
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Rys. 21. Zalezno$¢ stopnia zatrzymania i strumienia permeatu od rodzaju membrany.
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Rys. 22. Zaleznos$¢ strumienia permeatu od czasu przy roznych ci$nieniach.

masy oraz obecno$ci warstwy przysciennej [174]. Ponadto wzrost ci$nienia
transmembranowego powoduje wzrost strumienia tylko do pewnej granicznej wartosci
zwanej strumieniem krytycznym kiedy to wzrasta oporno$¢ placka filtracyjnego,
dlatego strumien nie moze przekracza¢ strumienia krytycznego. Ci$nienie
transmembranowe aktywuje rowniez konwekcyjny transport masy czasteczek
separowanego sktadnika [175]. Wplyw stezenia ramnolipidu na stopien zatrzymania
oraz na strumien permeatu przedstawiaja odpowiednio rysunki 24 i 25. Stopien
zatrzymania rost wraz ze stezeniem ramnolipidu, ale powyzej stezenia 2,5 g/l juz si¢ nie
zmienial. Natomiast strumien byt stabilny i nie ulegatl zmniejszeniu wraz z uptywem
czasu. Ponadto strumien spadal wraz ze wzrostem stezenia ramnolipidu
najprawdopodobniej z powodu polaryzacji stezeniowej. Polaryzacja st¢zeniowa jest
rowniez zjawiskiem, ktore zwykle towarzyszy foulingowi. Przy wysokich stezeniach
solutu istnieje mozliwos¢, ze placek filtracyjny lub fouling powierzchniowy dominuje.
Kiedy wystepuje fouling powierzchniowy wzrastajace stezenie surowca ma maty wptyw
na nieodwracalny fouling membrany, ale powoduje wzrost w odwracalnym tworzeniu
si¢ placka filtracyjnego. Stopien zatrzymania substancji tworzacych micele jest wyzszy

przy wyzszych stezeniach tych zwigzkéw w surowcu [175].
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Rys. 24. Wptyw stezenia ramnolipidu na strumien permeatu.

Wptyw pH na stopien zatrzymania przedstawiono na rysunku 25. Stopien zatrzymania

rost wraz ze zmniejszaniem si¢ pH. Prawdopodobnie przy niskim pH w roztworze

dominujg protonowe formy a zbita monomolekularna warstwa tworzy si¢ w przestrzeni

mig¢dzyfazowej w wyniku powstania wigzan wodorowych pomiedzy czasteczkami
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ramnolipidow. Na rodzaj tworzacych si¢ agregatow duzy wptyw ma pH szczegdlnie
w zakresie 6-7 poniewaz grupa ramnozylowa ma pK,;=5,6. Przy niskim pH (<6) grupa
ramnozylowa jest przynajmniej w 50% nienatadowana i ramnolipidy tworza duze
agregaty w postaci pecherzykow o podobnej budowie do liposoméw. Migdzy pH 6-6,5
ramnolipidy tworzg albo struktury lamelarne albo agregaty lipidowe, a przy pH 7 kiedy

to grupa ramnozylowa jest ujemnie natadowana tworzg si¢ micele [176].
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Rys. 25. Wptyw pH na stopien zatrzymania.

6.5.2. ULTRAFILTRACJA —ETAP ||

Retentat otrzymany w pierwszym etapie ultrafiltracji zawierat zat¢zone micele
ramnolipidu oraz biatka. Istnieje mozliwos¢ oddzielenia ramnolipidu od bialek
w drugim etapie ultrafiltracji po zniszczeniu micel i uzyskaniu ramnolipidu w postaci
monomerow, tak zeby membrana zatrzymata biatka a ramnolipid zostat odzyskany
w permeacie. Rozpuszczalniki organiczne takie jak alkohole mogg tworzy¢
Z czasteczkami surfaktantow strukture palisadowa co powoduje obnizenie wolnej
energii. Rozpuszczalniki organiczne wptywaja na tworzenie micel i gdy zostang dodane
do roztworu surfaktantu konkurujg z monomerem w celu zajecia miejsca micel [177].
Rozcienczenie retentatu alkoholem o odpowiednim stgzeniu spowoduje uzyskanie

ramnolipidu w postaci monomeréw. Wplyw stezenia metanolu na stopien odzysku
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ramnolipidu w permeacie przedstawia rysunek 26. Wzrost stezenia metanolu
powodowat spadek stabilnosci micel lub prawdopodobnie zmniejszenie rozmiaru
czasteczek, dlatego ze wzrostem stezenia metanolu spadal stopien zatrzymania
(ramnolipid przechodzit przez membrange do permeatu) i rost stopien odzysku
ramnolipidu w permeacie. Przy stezeniu 50% metanol efektywnie niszczyt prawie
wszystkie micele i tylko ok. 7% ramnolipidu bylo zatrzymane przez membrane. Wzrost
stezenia metanolu powodowal wzrost stopnia odzysku ramnolipidu. Metanol
powodowatl ponadto agregacje czasteczek bialek dzigki czemu bialka zatrzymywane
byty w retentacie. Permeat z drugiego etapu ultrafiltracji byt mieszaning ramnolipidu
I metanolu. Metanol jednak mozna tatwo odzyskaé przy pomocy wyparki proézniowej
przy zmniejszonym cisnieniu. Odzyskany metanol mozna uzy¢ ponownie do
destabilizacji micel w drugim etapie ultrafiltracji [175]. W celu ustalenia jakie stezenie
metanolu bylo wystarczajgce do prawie catkowitego zdestabilizowania micel retentat
rozcienczano 10 razy zgodnie z informacjg znaleziong w literaturze [178]. Stwierdzono,
ze stezenie metanolu 50% bylo wystarczajace do prawie catkowitego zdestabilizowania

struktur micelarnych ramnolipidu.
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Rys. 26. Wptyw stezenia metanolu na stopien odzysku ramnolipidu w permeacie.

Poza stezeniem alkoholu istotne bylo ile razy nalezato rozciehczy¢ uzyskany

w pierwszym etapie ultrafiltracji retentat. Dlatego zbadano réwniez wpltyw 50%
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metanolu na destabilizacje micel po rozcienczeniu retentatu 5 razy. Otrzymano rownie
zadowalajacy wynik jak w przypadku rozcienczenia 10 razy dzigki czemu objetos¢
otrzymanego permeatu byta 2 razy mniejsza. Rozcienczenie retentatu 50% metanolem
powodowato odzyskanie ramnolipidu w permeacie na poziomie 93% w obu
przypadkach (Tab. 9).

Tab. 9. Wplyw rozcienczenia retentatu 50% metanolem na stopien odzysku ramnolipidu
W permeacie.

Rozcienczenie Stopien odzysku ramnolipidu [%]
10x 92,8
5X 90,4

Rys. 27 (a-d) przedstawia chromatogramy LC-MS ptynu pohodowlanego (B), permeatu
z pierwszego (P1) idrugiego etapu ultrafiltracji (P2) oraz roztworu ramnolipidu
oczyszczonego poprzez ekstrakcje z octanem etylu (E). Obecno$¢ ramnolipidu RL2
w roztworze sygnalizowat najbardziej intensywny pik o czasie retencji 8 min, natomiast
niewielkg ilo§¢ ramnolipidu RL1 pik o czasie retencji 13 min. Wigkszo$é
zanieczyszczen obecnych w podiozu pohodowlanym zostata usuni¢ta w pierwszym
etapie procesu — permeat (P1) nie zawierat ramnolipidu tylko same zanieczyszczenia.
Retentat z tego etapu po rozcienczeniu alkoholem poddano jeszcze raz ultrafiltracji
otrzymujac permeat (P2) zawierajacy ramnolipid oraz $ladowe ilosci zanieczyszczen.
Ramnolipid po procesie ultrafiltracji charakteryzowal si¢ wieksza czystoscia

w poréwnaniu do tego oczyszczonego metoda ekstrakcji rozpuszezalnikiem.
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Rys. 27. Chromatogramy LC-MS: a) ptynu pohodowlanego (B), b) permeatu
z pierwszego etapu ultrafiltracji (P1), c) permeatu z drugiego etapu ultrafiltracji (P2), d)

roztworu ramnolipidu oczyszczonego poprzez ekstrakcje z octanem etylu (E).

6.6. WEASCIWOSCI OTRZYMANEGO RAMNOLIPIDU

Biosurfaktant wyizolowany z hodowli bakterii Pseudomonas aeruginosa Bl to
ramnolipid, ktorego czasteczka zawiera dwie czasteczki ramnozy i 2 czasteczki kwasu
hydroksydekanowego (Rha-Rha-C1o-Cio). Na widmie masowym (Rys. 28) dominuje pik
(649 m/z) reprezentujagcy mase¢ molowg ramnolipidu Rha-Rha-Cy-Cyp [114]. W celu
wyznaczenia krytycznego stezenia micelarnego zbadano wplyw stezenia ramnolipidu na
napigcie powierzchniowe (Rys. 29). Otrzymany ramnolipid obnizal napigcie

powierzchniowe wody do 28,8 mN/m i posiadat CMC na poziomie 40 mg/I.
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Rys. 29. Zalezno$¢ napigcia powierzchniowego roztworow ramnolipidu od stezenia.
Zaobserwowano wyrazny wptyw wodnych roztworéw ramnolipidu na zdolno$¢
$wiecenia bakterii testowych. Stezenie ramnolipidu hamujace luminescencj¢ bakterii
testowych 050% (ECsp) wynosito 20 mg/l (Rys. 30). Natomiast calkowite
zahamowanie luminescencji bakterii testowych obserwowano przy stezeniu 100 mg/l.
Ramnolipid Rha-Rha-C,p-C1o wyizolowany z hodowli Pseudomonas aeruginosa Bl
wykazywal nieco mniejszg toksyczno$¢  niz ramnolipid produkowany przez

Pseudomonas sp. PS-17, dla ktérego ECso wynosi 13 mg/l [179].
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Rys. 30. Wptyw stgzenia ramnolipidu na luminescenje¢ bakterii Vibrio fischeri.
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Badania cytotoksycznosci wykazaty, ze ramnolipid Rha-Rha-C19-C1p Wykazywat
cytotoksyczne dziatanie po 72 godzinach kontaktu z komérkami w stezeniu 31,2 pg/mi
(Tab. 10). Ramnolipid Rha-Rha-C1o-Cy9 byt 5 razy mniej cytotoksyczny w poréwnaniu
z ramnolipidem produkowanym przez Pseudomonas sp. PS-17, dla ktérego stezenie
powodujgce degeneracje komorek po 72 godzinach kontaktu wynosi 6,25 ug/ml [179].

Tab. 10. Cytotoksyczno$¢ wodnych roztworéw ramnolipidu po 72 godz. kontaktu
z komorkami Linii A549.

Stezenie ramnolipidu (mg/l) | Cytotoksycznos¢

2000 +
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500 +

250 +

125 +

62,5 +

31,25 B
Y 3. %
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Rys. 31. Obraz mikroskopowy komarek linii A549: 1 — komorki prawidtowe, 2 — komorki
zdegenerowane.

6.7. WPLYW RAMNOLIPIDU NA STYMULACIJE

BIODEGRADACIJI PRODUKTOW NAFTOWYCH

Biodegradacja wymaga pobrania substratu przez komorki, co z kolei wymaga
kontaktu pomigdzy substratem i komorka. Kontakt jest okreslony przez dwa czynniki:
dostepna powierzchnia substratu oraz powinowactwo komdrek bakteryjnych do
czasteczek substratu. Biosurfaktanty powoduja zwigkszenie dyspersji lub powierzchni
substratu dla mikrobiologicznego przylaczenia, ktére powinno skutkowaé wzrostem

stopnia biodegradacji [139]. Dodatek surfaktantow wplywa na rozpuszczalno$é
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weglowodoréw oraz na wzajemne oddzialywania miedzy weglowodorem oraz
mikroorganizmem. Rozpuszczalno$§¢ weglowodoru, szczegélnie w bardzo matym
nasyceniu fazy wodnej, potencjalnie moze by¢ jednym z czynnikdéw ograniczajacych
proces biodegradacji. Dodatkowo surfaktanty mogg zmienia¢ zewngtrzng hydrofobowa
powierzchni¢ $ciany komodrkowej mikroorganizmu. Modyfikacja powierzchni $ciany
komorkowej moze by¢ realizowana poprzez adsorbcje surfaktantu na komorce bakterii
lub moze zwigksza¢ przenikalno$¢ btony komorkowej. Hydrofobowo$¢ powierzchni
szerokiego zakresu mikroorganizmoOw przypisywana jest obecno$ci biatek i thuszczy
w $cianie komorkowej. Dodatek zwigzkow powierzchniowo czynnych prawdopodobnie
prowadzi do fenotypowych zmian w powierzchni mikroorganizméw podczas wzrostu.
Tak wigc hydrofobowos$¢ komorki bakteryjnej, bedaca wynikiem powinowactwa
komorek do zanieczyszczen ropopochodnych, w obecnos$ci surfaktantow moze ulegad
zmianie [180]. Biosurfaktanty mogg zwigksza¢ dyspersje stabo rozpuszczalnych
organicznych zwigzkéw na dwa sposoby. Po pierwsze zmniejszajagc napigcie
powierzchniowe 1 migdzyfazowe podioza hodowlanego tym samym zwigkszajac
dyspersje zwiazkow organicznych na poziomie molekularnym. Po drugie fizyczne
oddziatywania biosurfaktantu z czgsteczkami stabo rozpuszczalnych zwigzkow
organicznych zwigkszajg ich dyspersjc — wzrost rozproszenia ponizej CMC
spowodowany jest hydrofobowymi oddziatywaniami pomigdzy monomerami
biosurfaktantu 1 czasteczkami stabo rozpuszczalnych zwigzkéw organicznych,
natomiast wzrost rozproszenia powyze] CMC jest wywotany ,kapsutkowaniem”
czasteczek tych zwigzkéw wewnatrz micel lub dwuwarstwowych agregatow. Uzycie
biosurfaktantow jest atrakcyjne ze wzgledu na to, iz sg to produkty naturalne,

biodegradowalne i1 potencjalnie mogg by¢ stosowanie in situ [176].

6.7.1. WPLYW STEZENIA RAMNOLIPIDU

Zwiazki powierzchniowo czynne umozliwiajg wzrost stopnia usunigcia
zanieczyszczen naftowych glownie poprzez zwigkszenie ich rozpuszczalnos$ci.
Solubilizacja hydrofobowych substancji rozpoczyna si¢ przy stgzeniu surfaktantu
rownym CMC, apotem jest funkcjg liniowg stezenia surfaktantu. Solubilizacja
weglowodoréw jest przypisywana lgczeniu si¢ czgsteczek hydrofobowych zwigzkow

z hydrofobowymi rdzeniami micel w roztworze. Do okreslenia st¢zenia ramnolipidu
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wyizolowanego z Pseudomonas aeruginosa Bl powodujgcego najwickszy wzrost
stopnia biodegradacji frakcji destylacyjnych ropy naftowej wybrano zakres 40-160
mg/l. Najnizsze stezenie badanego zakresu odpowiada wartosci CMC ramnolipidu,
a kolejne stezenia sg jego wiclokrotnoscig. Jain i in. [181] donoszg, ze obecno$é
ramnolipidu w stezeniu wyzszym od CMC zwigksza biodegradacje weglowodorow
przez naturalnie wystepujaca w badanej glebie populacje mikroorganizmow, natomiast
dodatek ramnolipidu w stezeniu ponizej CMC lub zaszczepienie prob gleby bakterig
produkujaca ramnolipid nie wptywa na biodegradacje weglowodorow. Zbyt duze
stezenie biosurfaktantu moze zwigkszy¢ solubilizacje weglowodoréw do takiego
stopnia, w ktérym beda one toksycznie oddzialywa¢ na mikroorganizmy. Ponadto
nicktore Dbiosurfaktanty majg dziatanie bakteriobojcze [159], dlatego st¢zenie
wprowadzanego biosurfaktantu odgrywa znaczaca rolg w procesie biodegradacji
produktéw naftowych. W przeprowadzonych badaniach nad wplywem stezenia
ramnolipidu wyizolowanego ze szczepu Pseudomonas aeruginosa Bl stopien
biodegradacji pozostatosci po destylacji ropy naftowej rést wraz ze stezeniem
ramnolipidu, ale tylko do stezenia 80 mg/1 (2 x CMC), przy ktorym ubytek substratu byt
najwickszy (Rys. 32.). Powyzej tego stezenia zaobserwowano niewielkie zmniejszenie
stopnia biodegradacji. Dodatek ramnolipidu w st¢zeniu 2 X CMC spowodowal wzrost
ubytku substratu o 10% w poréwnaniu do prob kontrolnych niezawierajacych
ramnolipidu. Moran i in. [182] donosza, ze biosurfaktant produkowany przez Bacillus
subtilis O9 w st¢zeniu powyzej CMC powoduje wiekszy wzrost mikroorganizmow oraz
zwigkszenie biodegradacji weglowodorow alifatycznych z 20,9 % do 35,5 %, a takze
weglowodoréw aromatycznych z 0 % do 41 % w pordwnaniu z probami bez
biosurfaktantu. Wigkszos¢ surfaktantbw moze powodowaé widoczny wzrost
solubilizacji weglowodorow, jednakze stopien biodegradacji nie zawsze odpowiednio
wzrasta. Prawdopodobnie dzieje si¢ tak dlatego, ze weglowodory solubilizowane
w micelach nie od razu sa dostepne dla mikroorganizméow. Surfaktanty graja dwie
przeciwstawne role w biodegradacji substancji hydrofobowych — z jednej strony
powodujg wzrost transportu substratu do fazy wodnej, ale z drugiej strony weglowodory
w micelach surfaktantéw mogg by¢ mniej dostepne w porownaniu z tymi prawdziwie

rozpuszczonymi w fazie wodnej [183].
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Rys. 32. Wptyw stezenia ramnolipidu na ubytek substratu.

6.7.2. WPLYW STEZENIA | RODZAJU SUBSTRATU NA STYMULACJE

PROCESU DEGRADACJI PRODUKTOW NAFTOWYCH

Postep procesu biodegradacji zalezy od sktadu chemicznego produktow
naftowych. Na podstawie analizy GC-MS okazato si¢, ze ropa naftowa GROBLA
zawierata weglowodory o liczbie atoméw wegla C7-Cszp. Wsrod indywidualnych
zwigzkow, zarejestrowanych na chromatogramie, najwigkszy udzial miaty n-alkany
oraz izoparafiny, wsrod ktorych najwiecej bylo weglowodoréw izoprenoidowych:
pristanu (2,6,10,14-tetrametylopentadekan) i fitanu (2,6,10,14-tetrametyloheksadekan).
W grupie weglowodorow cykloparafinowych w najwigkszych ilo§ciach wystepowaty
n-alkilocykloheksany zawierajace tancuchy alifatyczne od C, do Ci. W grupie
jednopierscieniowych weglowodorow aromatycznych wystepowatl toluen i alkilowe
pochodne benzenu zawierajace podstawniki C,-C4. Alkilobenzeny o dtuzszych
tancuchach (zawierajace do Cjs) wystepowaly W znacznie mniejszych ilosciach.
Sposrod WWA najwigcej byto dwu- 1 trojpierscieniowych aromatoéw: naftalenu oraz Cq
i C, naftalendw, a takze fenantrenu. Znacznie mniej bylo antracenu
I czteropierscieniowych WWA. Nie byto natomiast 5-ciopierscieniowych WWA, w tym
benzo[a]pirenu. W badanej ropie naftowej zidentyfikowano zwiazki heteroaromatyczne

zawierajace siarke: dibenzotiofen oraz Cy, C; i C3 dibenzotiofeny.
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Produkty naftowe sg zréznicowane pod wzgledem sktadu chemicznego. Do
badan nad wplywem rodzaju i stgzenia substratu na proces biodegradacji
zanieczyszczen naftowych wybrano frakcje¢ destylacyjng ropy naftowej o temperaturze
wrzenia 180-350 °C (frakcja olejowa) oraz frakcje o temperaturze wrzenia powyzej 350
°C stanowigcg pozostato$¢ po destylacji ropy naftowej (frakcja ciezka). Badane frakcje
roznity sie sktadem chemicznym oraz podatno$cig na biodegradacj¢. Frakcja olejowa
zawierata wigcej sktadnikOw bardziej podatnych na rozktad mikrobiologiczny niz
frakcja cigzka. Natomiast biodegradacja frakcji cigzkiej byta utrudniona ze wzgledu na
zawartos¢  skladnikow  trudnobiodegradowalnych. Dokladng analize sktadu

chemicznego obu frakcji zawieraja ponizsze rozdziaty.

6.7.2.1. BIODEGRADACIA FRAKCIJI CIEZKIEJ

Analiza GC-MS wykazata, ze frakcja cigzka byta mieszaning weglowodorOw
C17-C30, W ktorej glownymi indywiduami byty n-alkany (Rys. 33). Wsrod
weglowodorow  izoparafinowych najwiecej bylo fitanu, a w grupie cykloparafin
- alkilocykloheksandéw z podstawnikami o tancuchach zawierajgcych od 10 do 23
atomow wegla. Zidentyfikowano rowniez obecno$¢ weglowodoréw aromatycznych
takich jak: alkilobenzeny z podstawnikami o dtugosci tancuchow od 10 do 21 atomow
wegla, fenantren, antracen oraz czteropierscieniowe weglowodory aromatyczne.
Gléwnym reprezentantem zwigzkow heteroaromatycznych byt dibenzotiofen oraz jego

alkilowe pochodne o tancuchach od 1 do 3 atoméw wegla.
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Rys. 33. Chromatogram GC-FID frakcji ciezkiej ropy naftowej GROBLA.
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Wplyw ramnolipidu na skutecznos$¢ procesu biodegradacji ciezkiej frakcji ropy
naftowej GROBLA oceniono w oparciu 0 analiz¢ ubytku weglowodorow w hodowlach
prowadzonych w obecnosci ramnolipidu w stezeniu 80 mg/l oraz bez ramnolipidu.
Zbadano rowniez wplyw stezenia substratu na skutecznos$¢ biodegradacji, poniewaz
wiadomo, ze we¢glowodory W odpowiednim st¢zeniu dziatajg toksycznie na
mikroorganizmy. Przeprowadzone badania potwierdzity pozytywny wplyw ramnolipidu
wyizolowanego ze szczepu Pseudomonas aeruginosa BI na biodegradacj¢ cigzkiej
frakcji ropy naftowej. Analiza wykazata, ze skutecznos$¢ biodegradacji zalezy od
stezenia substratu. Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem st¢zenia substratu stopien
usuni¢cia weglowodorow zawartych we frakeji  ciezkiej malat liniowo zar6éwno
w hodowlach z ramnolipidem, jak i w tych bez ramnolipidu (Rys. 34). Wytlumaczeniem
tego zjawiska moglo by¢ zbyt duze stezenie weglowodorow w stosunku do mozliwosci
metabolicznych bakterii przeprowadzajacych biodegradacje. Zwigkszenie procentowego
ubytku substratu podczas biodegradacji w obecnosci ramnolipidu widoczne byto we
wszystkich badanych stgzeniach frakcji cigzkiej. Najwiekszy procentowy ubytek
substratu zaobserwowano w hodowlach zawierajacych 0,1% substratu. Efekt ten byt
widoczny zarowno podczas biodegradacji frakcji cigzkiej w obecnosci ramnolipidu, jak
i bez ramnolipidu. Najwiekszg stymulacj¢ biodegradacji zaobserwowano dla st¢zenia
substratu 0,1 i 0,5%, ktora wyniosta odpowiednio 14 1 13%.
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Rys. 34. Wpltyw stezenia cigzkiej frakcji ropy naftowej na stopien biodegradacji.
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6.7.2.2. BIODEGRADACJA FRAKCJI OLEJOWEJ

Analiza GC-MS wykazata, ze frakcja olejowa byta mieszaning weglowodorow
Cg-Cy6, W Kktorej jako glowne indywidua wystepowaty przede wszystkim n-alkany
I izoparafiny: pristan i fitan (Rys. 35). Obecne byly rowniez n-alkilocykloheksany
zawierajagce podstawniki 0 tancuchach od 2 do 18 atoméw wegla. W grupie
weglowodorow aromatycznych wystepowaty alkilobenzeny z podstawnikami o dtugosci
tancuchow C,-Cys, glownie C,-Cs oraz naftalen i jego alkilowe pochodne o tancuchach
zawierajacych 1-2 atomow wegla. We frakcji olejowej zidentyfikowano fenantren
I czteropierscieniowe weglowodory aromatyczne oraz dibenzotiofen i jego pochodne

zawierajace fancuchy od 1 do 3 atomow wegla.
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Rys. 35. Chromatogram GC-FID frakcji olejowej ropy naftowej GROBLA.

Wplyw ramnolipidu na skuteczno$¢ procesu biodegradacji frakcji olejowej ropy
naftowej GROBLA oceniono w oparciu 0 analiz¢ ubytku weglowodorow w hodowlach
prowadzonych bez ramnolipidu oraz w obecnosci ramnolipidu w st¢zeniu 80 mg/I.
Zbadano roéwniez wplyw stezenia substratu na skuteczno$¢ biodegradacji.
Przeprowadzone badania potwierdzily pozytywny wptyw ramnolipidu wyizolowanego
ze szczepu Pseudomonas aeruginosa BI na biodegradacje frakcji olejowej ropy
naftowej. Tak jak w przypadku ci¢zkiej frakcji ropy naftowej badania wykazaty, ze
skuteczno$¢ biodegradacji zalezy od stgzenia substratu. Stopien usunigcia
weglowodorow zawartych we frakcji olejowej malal liniowo wraz ze wzrostem st¢zenia
substratu zarowno w hodowlach z ramnolipidem, jak i w tych bez ramnolipidu (Rys.

36). Zwigkszenie procentowego ubytku substratu podczas biodegradacji w obecnos$ci



111

ramnolipidu widoczne bylo we wszystkich badanych stezeniach frakcji olejowej.
Najwiekszy procentowy ubytek substratu zaobserwowano w hodowlach zawierajacych
0,1% substratu. Wynosit on 52% w hodowli bez ramnolipidu i 65% w hodowli
Zz ramnolipidem. Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze frakcja olejowa jest bardziej
podatna na rozktad mikrobiologiczny niz frakcja cigzka. Ubytek frakcji olejowej
podczas biodegradacji bez biosurfaktantu byt dwa razy wickszy niz ubytek frakcji
cigzkiej. W hodowli z ramnolipidem ubytek frakcji ciezkiej wynosit 39%, podczas gdy
ubytek frakcji olejowej 65%. W dalszych badaniach skupiono si¢ na biodegradacji
cigzkiej frakcji ropy naftowej, ze wzgledu na fakt, ze jest to substrat
trudnobiodegradowalny 1 w wyniku procesu biodegradacji uzyskuje si¢ stosunkowo
niewielki ubytek tego substratu.
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Rys. 36. Wptyw stezenia frakcji olejowej ropy naftowej na stopien biodegradacji.
6.7.3. WPLYW TEMPERATURY

Optymalna temperatura wzrostu mikroorganizméw autochtonicznych wynosi
20-25 °C. Przyjmuje sig, ze proces biodegradacji zanieczyszczen naftowych przebiega
efektywnie w temperaturze 15-45 °C [184]. Do badan nad wptywem temperatury na
skuteczno$¢ biodegradacji ciezkiej frakcji ropy naftowej wybrano zakres 15-30 °C.
Badania wykazaty, ze biodegradacja w zakresie temperatur 20-25 °C przebiegata z takg

samg szybkoS$cia, osiagajac ubytek substratu na poziomie 20% w hodowlach bez
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ramnolipidu i ok. 30% w hodowlach z ramnolipidem. Podwyzszenie temperatury do 30
°C skutkowato wigkszg skutecznoscig biodegradacji, jednak taka temperatura nie jest
naturalna dla srodowiska w naszym klimacie. Z kolei obnizenie temperatury do 15 °C
powodowato niewielki spadek skutecznosci  biodegradacji  weglowodorow.
Z przeprowadzonych badan wynika, ze biodegradacja zachodzita w catym zakresie
badanych temperatur tyle tylko, ze z rdzng szybkoscig (Rys. 37). Stymulacje
biodegradacji poprzez zastosowanie ramnolipidu roéwniez obserwowano w catym
zakresie temperatur. Najlepszy efekt tj. zwigkszenie ubytku substratu o 18% uzyskano
prowadzac proces W temperaturze 30 °C, a najmniejszy tj. zwigkszenie ubytku substratu
0 5% dla temperatury 15 °C. Temperatura odgrywa znaczacg rol¢ w procesie
biodegradacji nie tylko ze wzgledu na wptyw na wzrost mikroorganizmoéw, ale réwniez
dlatego, ze rozpuszczalnos$¢ substancji zalezy od temperatury. W wyzszej temperaturze
rozpuszczalno$¢ produktéw naftowych jest wigksza, co powoduje wigksza dostepnos¢
tych substancji dla drobnoustrojow.
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Rys. 37. Wptyw temperatury na biodegradacje ci¢zkiej frakcji ropy naftowej Grobla.
6.7.4. WPLYW NATLENIANIA

Proces natleniania hodowli jest czynnikiem warunkujagcym prawidtowy przebieg
procesu biodegradacji w warunkach tlenowych. W roztworach wodnych substancje

hydrofobowe jakimi sa produkty naftowe utrzymuja si¢ na powierzchni tworzac
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warstw¢ izolacyjng, ktéra odcina doptyw powietrza. W procesie biodegradacji cigzkiej
frakcji ropy naftowej natlenianie hodowli realizowano poprzez jej wytrzasanie z r6zng
predkoscig (0-140 obr/min). Analizowano wptyw predkosci wytrzasania na skutecznosé¢
biodegradacji. Zbyt duze wytrzgsanie jest niebezpieczne dla mikroorganizméw,
poniewaz silne uderzenia komoérek o S$ciany kolb, moga powodowac ich $mier¢.
W hodowlach bez ramnolipidu zaobserwowano, ze predko$¢ wytrzasania miata
niewielki wplyw na przebieg procesu biodegradacji. Natomiast w hodowlach
z dodatkiem ramnolipidu w stezeniu 80 mg/l wyraznie widaé, ze predkos¢ wytrzasania
ma znaczgcy wplyw na przebieg procesu biodegradacji. Ubytek substratu rost
proporcjonalnie do predkosci wytrzgsania i osiggnagt najwickszg wartos¢ tj. 40% kiedy
hodowle wytrzasano z najwigksza predkoscig (Rys. 38). Wytrzasanie z predkoscig 140
obr/min zapewnito bardzo intensywne napowietrzanie hodowli, ale rowniez wzrost
dyspersji substratu w podtozu hodowlanym. Ponadto wytrzasanie powodowato
zwigkszenie solubilizacji substratu naftowego w wyniku czego substrat byt bardziej

dostepny dla bakterii. Ubytek substratu w hodowlach wytrzasanych z predkosciag 140

obr/min byt najwigkszy.
50
45 | bez ramnolipidu
z ramnolipidem
40 1
777
///////// 7
35 I //,
7
S o
= o
g 25 //////////
3 //////// Z
X
()
S 20 ¢
Qo
=}
15 1
10 ¢
> §
2/ 7
0 707

0 80 140

mieszanie [obr/min]

Rys. 38. Wptyw napowietrzania na biodegradacje¢ cigzkiej frakcji ropy naftowe;.
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6.7.5. WPLYW RODZAJU MIKROORGANIZMOW

Drobnoustroje ~ wytworzyly  szereg mechanizmow  ulatwiajacych  im
wykorzystywanie zwigzkéw hydrofobowych w charakterze substratu pokarmowego.
Jednym z nich jest zdolno$¢ do wytwarzania substancji obnizajgcych napigcie
powierzchniowe. Uruchomienie tych mechanizmoéow moze przebiega¢ z inng szybkoScig
u poszczegbdlnych szczepdéw bakterii. Wprowadzenie ramnolipidu bedzie stymulowato
proces biodegradacji tylko u tych szczepow, ktore nie posiadajg takich mechanizméw
lub na ich uruchomienie potrzebuja wiecej czasu. Badania wykazaty, ze zaré6wno
szczepy adaptowane jak 1 nieadaptowane skuteczniej rozktadaty ciezka frakcje
destylacyjna ropy naftowej w obecnosci ramnolipidu (Rys. 39). Podczas biodegradacji
bez ramnolipidu w hodowlach ze szczepami adaptowanymi zaobserwowano wigkszy
ubytek substratu niz w hodowlach ze szczepami nieadaptowanymi. Natomiast podczas
biodegradacji ci¢zkiej frakcji destylacyjnej ropy naftowej w obecnosci ramnolipidu
zaobserwowano wigkszg skuteczno$¢ procesu w hodowlach ze szczepami

nieadaptowanymi.
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6.7.6. WpLYw PH

Optymalny odczyn $rodowiska dla wigkszo$ci mikroorganizméw posiadajacych
zdolno$¢  wykorzystywania produktéw naftowych w charakterze substratu
pokarmowego miesci si¢ w zakresie pH 5,5-8,0. Odczyn obojetny bliski pH 7,0 jest
najkorzystniejszy. Do badan nad wpltywem pH na skuteczno$¢ biodegradacji
pozostatosci po destylacji ropy naftowej wybrano zakres 6,-7,5. Jak wspomniano
wczesniej ramnolipidy sa zwigzkami o charakterze anionowym i w zalezno$ci od pH
W roztworach wodnych tworza r6zne formy od lamelarnej przez pecherzykowa do
micelarnej co wplywa na solubilizacj¢ weglowodoréw i ich biodost¢pnos¢. Rowniez
krytyczne stezenie micelarne ramnolipidow zalezy od pH i jest nizsze przy pH 4 niz
przy pH 7 [185]. Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze pH w badanym zakresie
bardziej wptywalo na przebieg procesu biodegradacji cigzkiej frakcji ropy naftowej
W obecnos$ci ramnolipidu niz w hodowlach bez ramnolipidu. Zaobserwowano réwniez,
ze zarowno w hodowlach z ramnolipidem jak i w hodowlach bez ramnolipidu ubytek
substratu byt najwickszy dla pH=7 (Rys. 40) i wynosit odpowiednio 27 i 42%. Przy pH
7 ramnolipid wystepuje w postaci micel. Otrzymane wyniki badan wskazuja, ze
weglowodory bedace sktadnikami frakcji ciezkiej ropy naftowej solubilizowane
w micelach byty dostepne dla mikroorganizmow. Stad najwickszy ubytek substratu
podczas biodegradacji w obecnosci ramnolipidu odnotowano przy pH 7. W hodowlach
bez ramnolipidu réwniez skuteczno$¢ biodegradacji byta najwigksza przy pH 7, co
wskazuje, ze dla mikroorganizméw rozktadajacych zanieczyszczenia naftowe
z badanego zakresu jest to najbardziej odpowiednie pH. Shin i in. [186] badajac wptyw
pH na solubilizacje¢ fenantrenu w roztworze ramnolipidu o stezeniu 150 mg/l uzyskali
najwigkszy ubytek substratu przy pH 5. Miller i in. [139,140] donosza, ze r6zne formy
ramnolipidu, pomimo zwigkszania rozpuszczalnosci oktadekanu, mogg wptywaé na
hydrofobowos¢ komoérek degradujgcych bakterii, prowadzagc w jednym przypadku do

stymulacji a w innym do hamowania biodegradac;ji.
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Rys. 40. Wplyw odczynu podtoza hodowlanego na biodegradacje ciezkiej frakcji ropy
naftowej Grobla.

6.8. ANALIZA SZYBKOSCI PROCESU BIODEGRADACII

W celu okreslenia roli ramnolipidu w toku procesu biodegradacji ci¢zkiej frakcji
ropy naftowej przeprowadzono eksperyment, podczas ktdrego oznaczano ogdlng liczbe
bakterii, napiecie powierzchniowe oraz liczbe i rozmiar kropel ciezkiej frakcji ropy
naftowej. Eksperyment prowadzono w dwoch wariantach: z ramnolipidem (80 mg/l)
i bez ramnolipidu. W wariancie bez ramnolipidu zaobserwowano niewielkie zmiany
napigcia powierzchniowego. W pierwszym dniu napigcie powierzchniowe byto
najnizsze najprawdopodobniej z powodu wprowadzenia niewielkiej ilosci
biosurfaktantu podczas zaszczepiania hodowli. W kolejnych dniach nastapit wzrost
napigcia powierzchniowego spowodowany wykorzystaniem biosurfaktantu, a od 4 dnia
bakterie zaczety produkowaé swoj biosurfaktant, efektem czego byt niewielki spadek
napigcia powierzchniowego. W wariancie z ramnolipidem zaobserwowano znaczny

wzrost napigcia powierzchniowego $wiadczacy o wykorzystywaniu ramnolipidu



117

w charakterze zrodla energii przez bakterie (Rys. 41). W trzecim dniu napigcie
powierzchniowe hodowli z ramnolipidem osiggnelo wartos¢ rowng napigciu
powierzchniowemu wody destylowanej, co oznaczalo, ze bakterie wykorzystaty

ramnolipid w charakterze substratu.
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Rys. 41. Zmiana napigcia powierzchniowego podczas procesu biodegradacji ciezkiej
frakcji ropy naftowej GROBLA z ramnolipidem i bez.

Analizujagc  ogdlng liczbg bakterii zaobserwowano, ze Ww wariancie
Z ramnolipidem, pomimo calkowitego wykorzystania biosurfaktantu w ciggu
3 pierwszych dni, liczba bakterii rosta przez caly czas trwania eksperymentu, co
swiadczyto o biodegradacji weglowodorow, ktére od 3 dnia byty jedynym substratem
w hodowli. W wariancie bez ramnolipidu liczba bakterii stale rosta do 5 dnia, jednak
znacznie wolniej niz w wariancie z ramnolipidem, a po 5 dniach — utrzymywata si¢ na
statym poziomie (Rys. 42). Obserwacje te wskazuja, ze ramnolipid wptywal korzystnie
na proces biodegradacji weglowodoréw ciezkiej frakcji ropy naftowej poprzez
obnizenie napigcia powierzchniowego hodowli 1 zwigkszenie solubilizacji
weglowodorow. W pierwszych 3 dniach eksperymentu zastosowany ramnolipid petnit
takze role kosubstratu dla bakterii przeprowadzajacych biodegradacje. W pozniejszej
fazie procesu bakterie uruchomity witasne mechanizmy ulatwiajace im pobieranie
hydrofobowego substratu. Potwierdza to analiza ilosci kropel cigzkiej frakcji
destylacyjnej ropy naftowej w 1 cm® hodowli (Rys. 43). Mniejszy przyrost liczby kropel
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cigzkiej frakcji ropy naftowej w doswiadczeniu bez ramnolipidu wraz z mniejszym
przyrostem mikroorganizmow wskazuje, ze proces biodegradacji zwigzkéw naftowych

przebiegat wolniej w poréwnaniu do hodowli z ramnolipidem.
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Rys. 42. Zmiana ogo6lnej liczby bakterii podczas procesu biodegradacji cigzkiej frakcji
ropy naftowej GROBLA z ramnolipidem i bez.
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Rys. 43. Zmiana liczby kropel ciezkiej frakcji ropy naftowej w 1 cm® hodowli

z ramnolipidem i bez.
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Zaobserwowano odwrotng zalezno$¢ miedzy liczbg kropel a napigciem
powierzchniowym. Obecno$¢ ramnolipidu podczas biodegradacji cigzkiej frakcji ropy
naftowej wptyneta wyraznie na liczbe kropel cigzkiej frakcji destylacyjnej ropy
naftowej szczegblnie w pierwszych dniach eksperymentu. W pozniejszej fazie
zanotowano podobng liczbe kropel w obu hodowlach. W hodowli bez ramnolipidu
liczba kropel substratu byla mniejsza, ale wykazywala tendencje wzrostows.
Odpowiedzialne za to bylo wytwarzanie przez bakterie wlasnych zwigzkow
powierzchniowo czynnych, ktore ulatwiaja solubilizacj¢ substancji hydrofobowych.
Analiza rozktadu wielko$ci kropel wykazata poczatkowo wigkszy udzial najmniejszych
kropel (o $rednicy ponizej 2 um) w hodowli z ramnolipidem (Rys. 45). Potwierdza to
znaczacg role tego biosurfaktantu w procesie solubilizacji ropy naftowej. Duzy udziat
najmniejszych kropel w hodowli z ramnolipidem utrzymywat si¢ stosunkowo krotko
i wdrugim dniu byl mniejszy od procentowego udzialu najmniejszych kropel
w hodowli bez ramnolipidu. Moze to oznacza¢, ze ramnolipid byt rozktadany przez
bakterie, skutkiem czego byt wzrost ich liczby. Od 3 dnia w obu hodowlach rozktad
kropel byt zblizony (Rys. 44 i 45). W obu hodowlach dominowaty najmniejsze krople.
Réznica polegata na tym, ze w hodowli z ramnolipidem liczba kropel byta wigksza.
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Rys. 44. Rozktad wielkos$ci kropel ciezkiej frakcji destylacyjnej ropy naftowej
w hodowli bez ramnolipidu.
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Rys. 45. Rozktad wielkosci kropel w hodowli z ramnolipidem.

6.9. ANALIZA GC-MS POZOSTALOSCI PO BIODEGRADACII

FRAKCJI DESTYLACYJNYCH ROPY NAFTOWEJ

Profil chromatograficzny  produktéw  biodegradacji ~ frakcji  olejowej
charakteryzowat si¢ nierozdzielong powierzchnig chromatogramu w zakresie elucji
weglowodorow Ci5-Cog, ktore wystgpowaly w probee nie poddanej biodegradacji oraz
obecnos$cig nielicznych, rozdzielonych pikow (Rys. 46). Gléwnymi indywiduami byty
weglowodory izoprenoidowe: pristan i fitan, ktérych podatnos¢ na biodegradacje byta
mniejsza niz  n-alkanbw. Podczas procesu  usunigte rowniez  zostaly
n-alkilocykloheksany oraz w znacznym stopniu alkilobenzny. Trudno biodegradowalne
byty natomiast trdj- i czteropierscieniowe WWA oraz dibenzotiofen i jego alkilowe
pochodne. Produkty biodegradacji frakcji olejowej z ramnolipidem charakteryzowaty
sie¢ podobnym profilem chromatograficznym do produktéw biodegradacji bez
ramnolipidu. W wyniku procesu biodegradacji usuni¢te zostaly n-alkany,
n-alkilocykloheksany oraz w znacznym stopniu alkilobenzeny. Dodatek ramnolipidu nie
przyczynit si¢ do rozktadu tr6j- i czteropierscieniowych WWA oraz dibenzotiofenu
ijego alkilowych pochodnych. Sa to zwiazki trudno biodegradowalne

i prawdopodobnie przyczyng ich obecnosci w probce po biodegradacji byt brak
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zdolnosci do rozkladu tego rodzaju zwigzkéw przez badane konsorcjum
mikroorganizméw. Dodatek ramnolipidu spowodowal natomiast wigkszy ubytek

weglowodorow izoprenoidowych w tym pristanu i fitanu (Rys. 47).
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Rys. 46. Chromatogram GC-FID frakcji olejowej po biodegradacji bez ramnolipidu.
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Rys. 47. Chromatogram GC-FID frakcji olejowej po biodegradacji z ramnolipidem.

Na chromatogramie produktow biodegradacji frakcji cigzkiej zwigzki eluujace
w zakresie C17-Csp tworzyly podniesiong lini¢ podstawowa, natomiast Wyst¢pujace na
chromatogramie pojedyncze piki to zanieczyszczenia (ftalany) (Rys. 48). W procesie
biodegradacji usuni¢te zostaly n-alkany, fitan, alkilocykloheksany, natomiast pozostaty
niewielkie ilosci alkilobenzenéw. W znacznie mniejszym stopniu biodegradacji ulegty
troj- 1 czteropierscieniowe weglowodory aromatyczne oraz dibenzotiofen i jego
alkilowe pochodne. Chromatogram produktow biodegradacji ciezkiej frakcji

z ramnolipidem miat podobny profil do produktéw biodegradacji bez ramnolipidu.
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Dodatek ramnolipidu nie spowodowal wigkszego ubytku fitanu jak to miato miejsce

podczas biodegradacji frakcji olejowej (Rys. 49).
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Rys. 48. Chromatogram GC-FID frakcji cigzkiej po biodegradacji bez ramnolipidu.
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Rys. 49. Chromatogram GC-FID frakcji ciezkiej po biodegradacji z ramnolipidem.
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7. DYSKUSJA WYNIKOW

Biosurfaktanty produkowane sa przez bakterie jako uboczny produkt
metabolizmu. Proces otrzymywania biosurfaktantow przebiega z r6zng wydajnos$cia,
ktora miedzy innymi wpltywa na oplacalnos¢ produkcji. W literaturze mato jest
informacji dotyczacych strategii prowadzenia hodowli, ktére pozwolityby na
zwickszenie wydajnosci otrzymywanego ramnolipidu. W niniejszej pracy zbadano
wpltyw podtoza mineralnego, temperatury i stezenia substratu na wydajno$¢ produkcji
ramnolipidu przez szczep Pseudomonas aeruginosa Bl. Wei zaproponowat podtoze do
produkcji ramnolipidow, ktorego sktad zostal dobrany za pomoca wyliczen
matematycznych. Wg Wei hodowla Pseudomonas aeruginosa na tym podtozu prowadzi
do otrzymania 3190 mg/l ramnolipidu. W badaniach nad produkcjg ramnolipidu
wykorzystano podtoze wg Wei jednak nie uzyskano zadowalajacej wydajnosci. Wiecej
ramnolipidu otrzymano stosujac podtoze mineralne wg Siskinej-Trocenko, ktére
zawiera wigkszosc¢ sktadnikéw podtoza Wei jednak w innych proporcjach. Maksymalna
wydajnos¢ jaka otrzymano byla na poziomie 7000 mg/l. W charakterze substratu
zastosowano glicerol [187, 188]. Ste¢zenie glicerolu w badanym zakresie tj. 1-4%
w niewielkim stopniu wptywato na wzrost produkcji ramnolipidu. Oznacza to, Ze
substrat wystepowal w hodowli w nadmiarze i mikroorganizmy nie byly wstanie
roztozy¢ takiej jego ilosci, dlatego nie warto stosowac substratu w wigkszych st¢zeniach
niz 2%, gdyz zwigksza to tylko koszty produkcji a nie pozwala na uzyskanie wigkszej
ilosci ramnolipidu. Z kolei temperatura miata znaczacy wptyw na ilo$¢ otrzymanego
ramnolipidu. Prowadzenie hodowli w temperaturze 22 °C nie wymaga dostarczania
energii jak ma to miejsce podczas inkubowania w temperaturze 30 °C, ale wydajnos¢
produkcji ramnolipidu w temperaturze 22 °C jest prawie 2 razy mniejsza niz
w temperaturze 30 °C i wynosi odpowiednio 4 i 7 g/l.

Ograniczeniem do stosowania biosurfaktantow s3 koszty ich produkeji
spowodowane nie tylko niewielka wydajnoscia procesu otrzymywania ale rowniez
skomplikowanymi procedurami ich izolacji i oczyszczania. Pierwszym krokiem jest
oddzielenie mikroorganizméw od podtoza pohodowlanego i na tym etapie czegsto
stosowang metoda jest wirowanie. Otrzymany supernatant poddaje si¢ dalszym
procesom oczyszczania, jednak przeniesienie roztworu po wirowaniu bez ponownego

zawieszenia niewielkich iloSci bakterii jest praktycznie niemozliwe, W wyniku czego
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bakterie namnazajg si¢, co prowadzi do zanieczyszczenia biosurfaktantu juz na samym
poczatku ich izolacji. W niniejszej pracy zaproponowano rozwigzanie tego problemu
poprzez zastosowanie technik membranowych. Badania wykazaly wyzszo$¢ procesu
ultrafiltracji nad mikrofiltracja. Prowadzac separacje mikroorganizméw na membranach
mikrofiltracyjnych  obserwowano spadek wydajnosci procesu spowodowany
najprawdopodobniej zjawiskiem foulingu, ktory nie wystepowal podczas oddzielania
bakterii  na membranach ultrafiltracyjnych.  Parametry  procesu  dobrano
eksperymentalnie badajac wptyw predkosci przeptywu, stezenia zawiesiny i ci$nienia
na wydajnos$¢ separacji. Uzyskano wydajno$¢ poréwnywalng z przeplywem czystej
wody. W przypadku separacji zawiesiny o stezeniu 2 g/l przy predkosci przeptywu 1,5
m/s osiagnigto wydajnos¢ ponad 100 litrow z metra kwadratowego membrany w czasie
1 godziny procesu separacji.

Najczestsze metody izolacji biosurfaktantéw po oddzieleniu mikroorganizméow
to strgcanie kwasem i ekstrakcja rozpuszczalnikiem (octanem etylu, butanolem,
pentanem, heksanem, mieszaning chloroform-metanol lub dichlorometan-metanol).
W literaturze mozna znalez¢ tez inne metody takie jak: adsorbcja na zywicach
polistyrenowych lub na weglu aktywnym, chromatografia jonowymienna, selektywna
krystalizacja czy frakcjonowanie piany. Metody te albo wymagaja stosowania duzej
ilosci rozpuszczalnikdw organicznych, w wyniku czego generuja ogromng ilo$¢
odpadow, albo wymagaja uzycia specjalistycznego i drogiego sprzetu co negatywnie
wptywa na catkowity koszt ich produkcji. Ponadto uzyskane biosurfaktanty nie zawsze
charakteryzuja si¢ wymagang czysto$cig. W niniejszej pracy podjeto problem izolacji
ramnolipidu z podloza pohodowlanego proponujac metode dwustopniowej ultrafiltracji.
W pierwszym etapie oczyszczono podloze pohodowlane z zanieczyszczen
matoczasteczkowych takich jak sole mineralne, natomiast w drugim etapie usuni¢to
wielkoczasteczkowe zanieczyszczenia takie jak biatka. Najwigksza wydajnos¢ (20
LMH) otrzymano stosujac membrang z polieterosulfonu o granicznej masie molowej 5
kDa. Proces prowadzono przy ci$nieniu 140 kPa. W drugim etapie ultrafiltracji istotne
byto okreslenie stezenia roztworu alkoholu, ktérym rozcienczono retentat po pierwszym
etapie oczyszczania oraz proporcji w jakich nalezalo ten retentat zmieszac z alkoholem.
Badania wykazaty, ze 50% roztwdr metanolu i 5-ciokrotne rozcienczenie retentatu

wystarcza by odzyskac¢ ponad 90% ramnolipidu. Podobne wyniki otrzymali Lin i Jiang
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[189] przy separacji surfaktyny. Otrzymany w wyniku dwustopniowej ultrafiltracji
ramnolipid charakteryzowat si¢ krytycznym st¢zeniem micelarnym o wartosci 40 mg/1
I obnizat napigcie powierzchniowe do 28,6 mN/m. Inni autorzy otrzymali ramnolipidy
0 CMC 50 mg/I [190], 30 mg/I [191] i 28 mg/I [192].

Biosurfaktanty obnizaja napigcie powierzchniowe, powoduja dyspersje
substancji hydrofobowych w roztworach wodnych oraz zwigkszajg solubilizacje
weglowodoréw poprzez micelizacje zwigkszajac ich biodostepnos¢ dla degradujacych
mikroorganizmow. Te wlasciwosci wskazujg na mozliwos$¢ zastosowania naturalnych
zwigzkOw powierzchniowo czynnych do stymulacji biodegradacji produktow
naftowych. Nie mniej jednak w literaturze znajduja si¢ zaréwno informacje
0 pozytywnym jak i negatywnym dziataniu biosurfaktantow na proces biodegradacji
produktow naftowych. Spowodowane jest to faktem, ze wplyw surfaktantu na
biologiczny rozktad weglowodorow zalezy od struktury zwigzku powierzchniowo
czynnego, stanu fizycznego substratu, stopnia dyspersji i emulgowania wegglowodoru
oraz od rodzaju szczepu degradujacego. W literaturze wigkszos¢ badan nad wptywem
biosurfaktantéw na biodegradacj¢ weglowodorow dotyczy pojedynczych zwigzkow.
Natomiast problem zanieczyszczenia s$rodowiska produktami naftowymi dotyczy
bardzo skomplikowanych mieszanin weglowodorow takich jak ropa naftowa i produkty
pochodzace z jej przerdbki. Produkty naftowe roznig si¢ zawarto$cig sktadnikéw
tatwo- i trudnobiodegradowalnych. Bardziej podatne na rozktad mikrobiologiczny sa
niskowrzace frakcje olejowe. Biodegradacja tych substancji zachodzi z duzym
powodzeniem 1 nie wymaga stymulacji. Dlatego tez do badanh nad wplywem
ramnolipidow na biodegradacj¢ produktoéw naftowych wybrano ciezka frakcje
destylacyjna ropy naftowej, zawierajaca substancje charakteryzujace si¢ niska
bioprzyswajalnoscig. Badania wykazaty, ze ramnolipid pozytywnie wplywa na
biodegradacje frakcji ropy naftowej przez mieszang kulture bakterii sktadajaca si¢ ze
szczepOw: Rhodococcus erythropolis, Acinetobacter calcoaceticus i Pseudomonas
putida. Maksymalny ubytek substratu w obecnosci ramnolipidu byt na poziomie 40%
| byt prawie 2 razy wiekszy niz w hodowlach bez ramnolipidu, w ktorych wynosit ok.
20%. Kaczorek 1 in. [180] uzyskali nastepujace wyniki stymulacji biodegradacji
mieszaniny dodekanu i heksadekanu z uzyciem ramnolipidu w stezeniu 150 mg/I: dla

pojedynczych szczepdw bakterii idrozdzy: Pseudomonas aeruginosa TK 6%,
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Yarrowita lipolytica EH 59 22%, Candida maltosa EH 60 23% a dla mieszanych kultur:
Pseudomonas aeruginosa TK i Yarrowita lipolytica EH 59 22%, Bacillus subtilis
I Yarrowita lipolytica EH 59 5%, Pseudomonas aeruginosa TK i Candida maltosa EH
60 1%, Bacillus subtilis i Candida maltosa EH 60 9%. Natomiast dla szczepu Bacillus
subtilis zaobserwowali efekt hamujacy na poziomie 14%. Sliwka iin. [193] uzyskali
35% wzrost wydajnosci procesu biodegradacji pozostatosci po destylacji
atmosferycznej olejowej frakcji ropy naftowej przez mieszang kulturg: Acinetobacter
calcoaceticus H29, Rhodococcus erythropolis H45, Brevibacterium brevis Bl przy
stezeniu ramnolipidu 250 mg/l. Mulligan i in. [194] donosza, ze ramnolipid w st¢zeniu
300 mg/l powoduje wzrost mineralizacji oktadekanu z 5 do 20% w poréwnaniu
z kontrola.

Wplyw na otrzymane w badaniach wyniki miaty warunki prowadzenia
procesu. Pierwszym istotnym parametrem byto stezenie ramnolipidu. Zbyt wysokie
stezenie biosurfaktantu moze zwigkszy¢ solubilizacj¢ weglowodoréw do takiego
stopnia, w ktorym beda one toksycznie oddziatywaé na mikroorganizmy. W niniejszej
pracy najwigksza stymulacj¢ biodegradacji frakcji ropy naftowej zaobserwowano
stosujgc ramnolipid w st¢zeniu dwukrotnie wyzszym od CMC czyli 80 mg/l. Jain i in.
[181] donosza, ze ramnolipid w stezeniu wyzszym od CMC zwigksza biodegradacje
weglowodoréw  przez naturalnie wystepujaca w  badanej glebie populacje
mikroorganizmow, natomiast w st¢zeniu ponizej CMC lub po zaszczepieniu prob gleby
bakterig produkujacg ramnolipid nie wplywa na biodegradacje weglowodoréw.
Kolejnym parametrem majgcym wpltyw na przebieg procesu biodegradacji produktow
naftowych jest ich sktad chemiczny oraz stezenie. Weglowodory jednopier§cieniowe
0 stosunkowo wysokiej rozpuszczalno$sci w wodzie takie jak benzen, toluen,
etylobenzen i ksylen oraz dwupier$cieniowe takie jak bifenyl czy naftalen posiadajg
wiasciwos$ci bakteriobojcze. Naftalen o st¢zeniu nawet juz 5 mg/l moze by¢ toksyczny
dla bakterii rozktadajacych WWA [195].Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg, ze
olejowa frakcja destylacyjna ropy naftowej jest bardziej podatna na biodegradacjg.
W hodowlach, w ktérych substratem byta ciezka frakcja destylacyjna ropy naftowej
uzyskano mniejszy ubytek substratu niz w hodowlach z substratem w postaci olejowej
frakcji destylacyjnej ropy naftowej, odpowiednio 25% i 52% podczas biodegradacji bez

ramnolipidu oraz 39% i 65% w obecnosci ramnolipidu. Przedstawione warto$ci ubytku
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olejowej 1 ciezkiej frakeji destylacyjnej ropy naftowej uzyskano kiedy stezenie substratu
byto najmniejsze z badanego zakresu czyli 0,1%. Przy wigkszych stezeniach substratu
jego ubytek byl proporcjonalnie mniejszy.

Ramnolipidy sg biosurfaktantami anionowymi i w zalezno$ci od pH tworza
rozne formy od lamelarnej przez pecherzykowa do micelarnej co wplywa na
solubilizacj¢ weglowodordw 1 ich biodostepnos¢. RoOwniez krytyczne stezenie micelarne
zalezy od pH 1 jest nizsze w pH 4 niz w pH 7 [196]. W badaniach nad stymulacja
biodegradacji produktow naftowych w obecnosci ramnolipidu uzyskano najlepszy efekt
przy pH 7 co sugeruje, ze weglowodory solubilizowane w micelach sg w takich
warunkach dostepne dla rozktadajacych je mikroorganizméw a odczyn podtoza jest dla
nich odpowiedni. Shin i in. [197] zbadali wpltyw pH na solubilizacj¢ fenantrenu
w roztworze ramnolipidu o stezeniu 150 mg/l uzyskujac najlepszy efekt przy pH 5.
Miller i in. [138, 139] wykazali, ze rozne formy ramnolipidu, pomimo zwigkszania
rozpuszczalnosci  oktadekanu, mogg wplywaé na hydrofobowos¢ komorek
degradujacych bakterii, prowadzac w jednym przypadku do stymulacji a w innym do
hamowania biodegradacji. Okreslono réwniez wplyw temperatury i natleniania na
przebieg procesu biodegradacji. Proces biodegradacji zachodzit w calym badanym
zakresie temperatur, tj. 15-30 °C co jest szczegolnie wazne biorgc pod uwage zmiany
temperatur w $rodowisku. Stymulacj¢ biodegradacji poprzez zastosowanie ramnolipidu
réwniez obserwowano w calym zakresie temperatur. Najlepszy efekt tj. zwigkszenie
ubytku substratu o 18% uzyskano prowadzac proces w temperaturze 30 °C,
anajmniejszy tj. zwickszenie ubytku substratu o 5% dla temperatury 15 °C.
Temperatura odgrywa znaczacg role w procesie biodegradacji nie tylko ze wzglgdu na
wplyw na wzrost mikroorganizmow, ale réwniez dlatego, Ze rozpuszczalno$¢ substancji
zalezy od temperatury. W wyzszej temperaturze rozpuszczalno$¢ produktow naftowych
jest wigksza, co powoduje wigksza dostgpnos¢ tych substancji dla drobnoustrojow.
Okazato si¢ rowniez, ze wytrzasanie hodowli z predkoscia 140 obr/min zapewnito
dostateczne jej natlenienie oraz wzrost dyspersji substratu w podtozu hodowlanym.
Skutkiem tego byto zwigkszenie bioprzyswajalnosci weglowodorow zawartych
w ciezkiej frakcji destylacyjnej ropy naftowej. Z w/w powodow ubytek substratu
w hodowlach wytrzasanych z predkoscia 140 obr/min byl najwickszy i wyniost 38%.

Zwiazki powierzchniowo czynne mogg zwigksza¢ skutecznos$¢ procesu biodegradacji
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substancji hydrofobowych poprzez obnizanie napigcia powierzchniowego, zwigkszenie
rozpuszczalnosci tych substancji, prowadzac do wzrostu ich bioprzyswajalnosci.
Analiza roli ramnolipidu w procesie biodegradacji cigzkiej frakcji ropy naftowej
wykazata, ze ramnolipid w pierwszych dniach eksperymentu petnit rol¢ kosubstratu dla
mikroorganizmow przeprowadzajacych biodegradacj¢ produktow naftowych. Dodanie
biosurfaktantu przyspieszatlo pierwszag faz¢ procesu, skracajac okres adaptacji
mikroorganizméw w poréwnaniu do préb bez ramnolipidu, podobnie jak donosza
Benincasa i in. [198]. Analiza chromatograficzna wykazata, ze w procesie biodegradacji
olejowej frakcji ropy naftowej zostaly usuniete n-alkany, n-alkilocykloheksany oraz
W znacznym stopniu alkilobenzeny. Zaobserwowano obecno$¢ weglowodorow
izoprenoidowych, gldwnie pristanu i fitanu, ktdre s3 mniej podatne na biodegradacje¢ niz
n-alkany. W niewielkim stopniu biodegradacji ulegly tr6j- i czteropier§cieniowe WWA
oraz dibenzotiofen i jego alkilowe pochodne. Chromatogramy probek z ramnolipidem
| bez ramnolipidu charakteryzowaty si¢ podobnym profilem co wskazuje na niewielka
réznice produktow biologicznego rozktadu. Dodatek ramnolipidu spowodowal wigkszy
ubytek pristanu i fitanu. Analiza jakosciowa prob po biodegradacji cigzkiej frakcji ropy
naftowej wskazuje na usunigcie n-alkandw, izoprenoiddow w tym fitanu oraz
alkilocykloheksanow. Natomiast pozostalty niewielkie ilosci alkilobenzendow.
W znacznie mniejszym stopniu biodegradacji uleglty troj- i czteropier§cieniowe WWA
oraz dibenzotiofen i jego alkilowe pochodne. Poréwnanie chromatograméw préb po
biodegradacji frakcji ciezkiej w obecnosci ramnolipidu oraz bez ramnolipidu wykazato

negatywny wptyw ramnolipidu na biodegradacje fitanu.
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8. WNIOSKI

1. Szczep Pseudomonas aeruginosa BI posiada zdolnos¢ wytwarzania zwigzkow

powierzchniowo czynnych.

2. Biosurfaktant wyizolowany ze szczepu Pseudomonas aeruginosa Bl to
ramnolipid, ktorego czasteczka sktada si¢ z dwdch czasteczek ramnozy i dwoch
czasteczek  kwasu  hydroksydekanowego. = Wyizolowany  ramnolipid
charakteryzuje si¢ wysoka aktywnosciag powierzchniowa: obniza napigcie
powierzchniowe roztworéw wodnych do 28,8 mN/m, a jego krytyczne stgzenie
micelarne wynosi 40 mg/l. Otrzymany ramnolipid Rha-Rha-C19-Cig

charakteryzuje si¢ niska toksyczno$cig i cytotoksycznoscia.

3. Szczep Pseudomonas aeruginosa Bl wytwarza najwiecej ramnolipidu na

podtozu wg Siskinej-Trocenko w temperaturze 30 °C.

4. Ultrafiltracja jest wtasciwg metoda do oddzielania bakterii od podloza
hodowlanego w procesie otrzymywania biosurfaktantow. Odpowiednio dobrana
membrana pozwala unikng¢ blokowania porow i uzyska¢ wysokg wydajnos¢
separacji. Zastosowanie membrany kapilarnej o MWCO 100 kDa wykonanej
z polisulfonu pozwolito na uzyskanie nast¢pujacych strumieni krytycznych:
podczas separacji zawiesiny o stezeniu 1 g/l i predkosciach przeptywu 0,5;
1i1,5 m/s odpowiednio 70, 110 i 130 LMH; podczas separacji zawiesiny
0 stezeniu 2 g/l odpowiednio 50, 80 i 110 LMH; natomiast podczas separacji
zawiesiny o stg¢zeniu 4 g/l odpowiednio 35, 50 i 80 LMH.

5. lzolacja ramnolipidu z zastosowaniem dwustopniowego procesu ultrafiltracji
jest metodg ekonomiczng i przyjazng $srodowisku, ktora pozwala na uzyskanie
ramnolipidu o wigkszej czystosci w poréwnaniu z ramnolipidem otrzymywanym

z wykorzystaniem ekstrakcji octanem etylu.

6. Ramnolipid wytwarzany przez szczep Pseudomonas aeruginosa Bl stymuluje
biodegradacje skomplikowanych mieszanin weglowodorow jakimi sg frakcje
ropy naftowej otrzymane w procesie destylacji. W przypadku frakcji olejowej

mozna uzyska¢ zwiekszenie wydajnosci biologicznego rozktadu przez mieszang
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kulture bakterii: Rhodococcus erythropolis, Acinetobacter calcoaceticus
I Pseudomonas putida 0 13% a dla frakcji cigzkiej o 19%. Zastosowanie
ramnolipidu do biodegradacji ciezkiej frakcji ropy naftowej pozwala usunaé

prawie 2 razy wiece] weglowodorow.

Kluczowymi parametrami majacym wplyw na powodzenie stosowania
ramnolipidéw do stymulacji biodegradacji produktéw naftowych jest stezenie
biosurfaktantu oraz stezenie substratu, ktore trzeba ustali¢ eksperymentalnie
przed przystapieniem do usuwania hydrofobowych zanieczyszczen metoda

biologicznego rozktadu wspomaganego biosurfaktantami.
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