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Mozliwosci wykorzystania biosurfaktantow
w technologiach oczyszczania sSrodowiska gruntowo-wodnego

Surfaktanty to substancje charakteryzujace si¢ zdolno-
$cig do adsorpcji na granicy faz oraz wywieraniem wptywu
na wlasciwosci powierzchniowe cieczy, w ktorych sa roz-
puszczone. Ich szerokie praktyczne zastosowanie wynika
ze specyficznych zdolnosci zwilzajacych, dyspergujacych,
pianotworczych, emulgujacych, pioracych oraz myjacych.
Odbiorcami preparatow zawierajacych surfaktanty sg roz-
ne galezie przemystu (wtokienniczy, papierniczy, skorza-
ny, metalowy, tworzyw sztucznych, przemyst kosmetycz-
ny, spozywczy, farmaceutyczny, naftowy oraz gornictwo),
a takze gospodarstwa domowe, rolnictwo i szeroko pojeta
inzynieria srodowiska [1-5].

Produkcja surfaktantow na $wiecie stale ro$nie i znaj-
duja one coraz szersze zastosowania. Wigzg si¢ z tym zja-
wiska niekorzystne wynikajace z ich obecnosci w Sciekach
odprowadzanych do §rodowiska wodnego i gruntowego. Sa
to zwigzki o wlasciwos$ciach toksycznych, stanowiagce po-
wazne zagrozenie dla organizméw glebowych i wodnych,
a takze dla czlowieka. Wlasciwosci fizyczno-chemiczne
surfaktantow sprzyjaja ich rozprzestrzenianiu w srodowi-
sku gruntowo-wodnym. Pokrywajac powierzchni¢ wody
utrudniaja dyfuzje tlenu, powodujac obumieranie organi-
zmdw zywych. Ponadto przyczyniaja si¢ do zmniejszenia
zdolnosci zawiesin do opadania, utrudniajac w ten sposob
proces samooczyszczania, a takze dzialajg jako emulgatory
réznych substancji hydrofobowych (np. olejow, smardow),
co w niektorych przypadkach moze prowadzi¢ do zwigk-
szenia ich toksycznosci [6].

Ograniczenie lub minimalizacj¢ tego typu zagrozen
mozna osiagnaé stosujac preparaty ulegajace biodegrada-
cji oraz o matlej toksyczno$ci. Najnowszym kierunkiem
w tej dziedzinie jest wykorzystanie naturalnych zwiazkoéw
powierzchniowo czynnych, tzw. biosurfaktantow, ktore sa
produkowane przez mikroorganizmy, a takze organizmy
ro$linne czy zwierzgce. Preparaty tego typu, stosowane
w przemysle spozywczym czy farmaceutycznym, musza
charakteryzowac si¢ duzg czystoscia, stad tez barierg w ich
powszechnym wykorzystaniu sg ciaggle jeszcze wysokie
koszty produkeji [1,5]. Szczegodlne zainteresowanie budzi
mozliwo$¢ zastosowania biosurfaktantow w procesach re-
mediacji wod i gruntow skazonych hydrofobowymi zwigz-
kami organicznymi, a takze pierwiastkami $ladowymi,
gdzie stopien czystosci preparatow nie musi by¢ wysoki;
mozna nawet wykorzystywa¢ hodowle mikroorganizméw
wytwarzajacych tego typu zwigzki [2].
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Duze nadzieje wigze si¢ z mozliwoscig stosowania
biosurfaktantéw do stymulacji procesu biodegradacji
produktow naftowych w $rodowisku gruntowo-wodnym.
Biodostepnos$¢ weglowodoréw ograniczona jest ich roz-
puszczalnoscia w wodzie oraz tendencja do adsorbowania
na czesciach statych gleby. Silng adsorpcja do materialu
glebowego charakteryzuja si¢ polichlorowane weglowo-
dory oraz wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne.
Tempo ich biodegradacji nie jest ograniczone aktywnoscia
mikroorganizmoéw, lecz ich wolng desorpcja 1 przechodze-
niem do fazy wodnej. Wykazano, ze biosurfaktanty moga
stymulowac biodegradacj¢ hydrofobowych zanieczyszczen
organicznych [2,7]. Ich glowng zalety jest duza skutecz-
no$¢ dziatania, brak toksycznos$ci oraz podatnosé na biode-
gradacje. Wielu badaczy wskazuje rowniez na mozliwo$é
wykorzystania biosurfaktantow w technologiach oczysz-
czania gruntow skazonych metali §ladowych [2, 3, 8]. Dzie-
ki mechanizmom desorpcji i kompleksowania zwigkszaja
one zawarto$¢ jonow metali w roztworze glebowym i ula-
twiajg ich usuwanie z gruntu na drodze tzw. mycia. Zasto-
sowanie biosurfaktantéw w inzynierii Srodowiska wydaje
si¢ bezpieczne z ekologicznego punktu widzenia [9, 10].

Charakterystyka biosurfaktantow

Najwicksza grupe poznanych dotychczas biosurfaktan-
tow stanowia zwigzki pochodzenia mikrobiologicznego
produkowane przez bakterie i grzyby [7,9,10]. Znajduja
si¢ one wewnatrz komoérek drobnoustrojow, na ich po-
wierzchni lub tez sa wydzielane pozakomoérkowo. Bio-
surfaktanty, podobnie jak surfaktanty syntetyczne, wyka-
zuja aktywnos$¢ powierzchniowa w roztworach wodnych,
co przejawia si¢ w zdolnosci do adsorpcji na granicy faz
o roznej polarno$ci, obnizaniu napig¢cia powierzchniowe-
go oraz mi¢dzyfazowego, a takze zdolnos$ci tworzenia oraz
stabilizowania emulsji i piany [11]. Biosurfaktanty moga
obnizy¢ napigcie powierzchniowe wody z 72 mN/m do po-
nizej 30mN/m [2]. Charakteryzuja si¢ budowa amfifilowa,
a wigc ich czasteczki zawieraja cz¢s¢ hydrofilowa wyka-
zujaca powinowactwo do substancji polarnych oraz czgs¢
hydrofobowa wykazujaca duze powinowactwo do cieczy
niepolarnych oraz brak powinowactwa do wody. Stosunek
czeséci hydrofobowej do hydrofilowej w biosurfaktancie,
czyli rownowage hydrofilowo-lipofilowa, okresla warto$¢
liczby HLB (hydrophilic-lipophilic balance), zmieniajaca
si¢ w zakresie od 0 do 40 [12]. Biorac pod uwage tadunek
czesci hydrofilowej wyrdznia si¢ surfaktanty jonowe i nie-
jonowe. Cze$¢ hydrofilowa, decydujaca o rozpuszczalnosci
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biosurfaktantéw w wodzie, stanowig najczesciej weglowo-
dany, aminokwasy, cykliczne peptydy, alkohole, estry, gru-
py fosforanowe, karboksylowe, hydroksylowe, sulfonowe
i inne. Grupa hydrofobowa biosurfaktantéw zbudowana
jest z biatek, peptydow oraz najczgséciej z dhugotancucho-
wych kwasow tluszczowych, hydroksykwasow ttuszczo-
wych lub a-alkilo-B-hydroksykwaséw thuszczowych [2].
Cze$¢ hydrofobowa surfaktantu moze by¢ potaczona z cze-
scig hydrofilowa wigzaniem estrowym, glikozydowym,
amidowym lub laktonowym [5]. Poznane dotad biosurfak-
tanty naleza gtéwnie do grupy zwiazkow niejonowych lub
anionowych, jakkolwiek w kilku przypadkach stwierdzono
obecnos$¢ ugrupowan zawierajacych azot, nadajacych ka-
tionowy charakter cze$ci czasteczki [2,13].

Podstawg klasyfikacji poznanych dotad biosurfaktan-
tow mikrobiologicznych jest ich budowa chemiczna (tab. 1)
[13—17]. Wyrdznia si¢ biosurfaktanty wielkoczasteczkowe,
bedace gltownie zwigzkami polimerowymi (lipopolisacha-
rydy, mannoproteiny) oraz matoczasteczkowe (glikoli-
pidy, lipopeptydy, fosfolipidy i neutralne lipidy) [18, 19].
Biosurfaktanty matoczasteczkowe sa bardziej skuteczne
W obnizaniu napig¢cia powierzchniowego i miedzyfazowe-
go, ale ich aktywnos$¢ emulgacyjna jest niska. Biosurfak-
tanty wielkoczasteczkowe skutecznie stabilizuja emulsje
typu olej w wodzie, natomiast wykazuja minimalng zdol-
no$¢ do obnizania napigcia powierzchniowego. Masa cza-
steczkowa biosurfaktantow matoczasteczkowych nie prze-
kracza 1500Da, natomiast wielkoczasteczkowych moze
dochodzi¢ do 1000kDa [2, 8].

Wigkszos§¢ poznanych dotychczas biosurfaktantow to
glikolipidy. Zbudowane sg z lipidu i jednostki cukrowej,
ktéra najczesciej jest trehaloza, soforoza, ramnoza, ce-
lobioza czy glukoza. Czasteczki mono- lub disacharydu
polaczone sa wigzaniem glikozydowym z kwasem hy-
droksyttuszczowym. Dobrze poznane zostaty ramnolipidy
produkowane przez bakterie z rodzaju Pseudomonas, ale
wykryto je réwniez w hodowlach bakterii z rodzajow Acine-
tobacter, Pseudoxanthomonas, Enterobacter czy Pantoea.
Warto zwroci¢ uwage na fakt, ze glikolipidy wykazuja wia-
sciwo$ci antymikrobiologiczne i przeciwnowotworowe.
Mechanizm ich antynowotworowego dzialania polega na
hamowaniu angiogenezy i indukowaniu apoptozy. Sofo-
rolipidy i ich strukturalne analogi wykazuja wlasciwosci
bakteriobdjcze i wirusobdjcze [1,17,20].

Kwasy ttuszczowe i fosfolipidy produkowane sg przez
niektore bakterie i drozdze podczas wzrostu na n-alkanach.
Ich szczegblng cecha jest zdolnos¢ do wytwarzania mi-
kroemulsji n-alkanéw w wodzie. Fosfolipidy zbudowane
sa najczesciej z glicerolu i potaczonych z nim wigzaniem
estrowym dwoch kwasoéw tluszczowych i reszty fosfora-
nowej. Sg obecne w kazdej komorce jako sktadnik btony
komérkowej, ale moga by¢ rowniez produkowane na ze-
wnatrz komorki (np. przez Corynebacterium lepus). Lipidy
obojetne, czesto produkowane pozakomoérkowo przez mi-
kroorganizmy rozktadajace weglowodory, charakteryzuja
si¢ duza aktywno$cig powierzchniowa [17].

Lipopeptydy zbudowane sa zkwasu thuszczowego i przy-
taczonego do niego cyklicznego tancucha peptydowego
(w ich czasteczce moga wystgpowac D- 1 L-aminokwasy).
Naleza do biosurfaktantoéw produkowanych przez bakterie
i grzyby oraz charakteryzujacych si¢ wysoka aktywnoscia
powierzchniowg i dzialaniem antybiotycznym. Do wytwa-
rzania lipopeptydow zdolne sa niektore szczepy bakterii
z rodzaju Bacillus (subtilizyna, surfaktyna, iturina, fengicy-
na) oraz Pseudomonas (wiskozyna). Niektore lipopeptydy

Tabela 1. Gtéwne klasy biosurfaktantow

i mikroorganizmy produkujace biosurfaktanty [13, 17]
Table 1. Major classes of biosurfactants

and biosurfactant-producing microorganisms [13,17]

Klasa Biosurfaktant Producent
Pseudomonas
ramnolipidy aeruginosa Bl
Pseudomonas spp.
P-17
Rhodococcus
erythropolis
Arthrobacter
o trehalozolipidy paraffineus
Glikolipidy Nocardia erythropolis
Nocardia spp. SFC-D
Mycobacterium spp.
Torulopsis bombicola
soforolipidy Candida (Torulopsis)
apicola
lukolipid Alcanivorax
9 pidy borkumensis
Kwasy tﬁy:;gzowe Corynebacteria lepus
::glsjir(iazl(r)]\e,}vﬁbidy neutralne lipidy Nocardia erythropolis
i fosfolipidy -~ Thiobacillus
fosfolipidy thiooxidans
surfaktyna Bacillus subtilis
streptofaktyna Streptomyces tendae
subtilizyna Bacillus subtilis
) wiskozyna Pseudomonas
Lipopeptydy y fluorescens
i lipoproteiny - -
gramicydyna Bacillus brevis
polimyksyna Bacillus polymyxa
serrawetyna Serratia marcescens
lichenizyna Bacillus licheniformis
emulsan Acinetobacter
calcoaceticus
alasan Acinetobacter
radioresistens
biodyspersan Acinetobacter
calcoaceticus
Biosurfaktanty
polimerowe lipomanan Candida tropicalis
liposan Candida lipolytica
weglowodano- Debaryomyces
-proteino-lipid polymorhpis
bioemulsan BS29 Gordonia spp. BS29
czvnnik PM Pseudomonas
Y marginalis
Biosurfaktanty | . . . . :
fimbrie, pecherzyki Acinetobacter
czasteczkowe btonowe (OMV) calcoaceticus
cate komorki Cyanobacteria

majg wlasciwosci przeciwnowotworowe. Nalezy do nich
surfaktyna produkowana przez bakterie z rodzaju Bacillus,
ktorej przypisuje si¢ zdolnos¢ do hamowania raka piersi,
natomiast polimyksyny i gramicydyny od dawna znajduja
zastosowanie jako antybiotyki [1, 13].
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Niektére mikroorganizmy maja zdolno$¢ wytwarza-
nia polimerowych surfaktantow zbudowanych z bialek,
polisacharydéw, lipopolisacharydéw lub mieszaniny tych
biopolimerow. Lipopolisacharydy nalezg do biosurfaktan-
tow zewnatrzkomoérkowych, sa to rozpuszczalne w wo-
dzie emulgatory o duzej masie czasteczkowej. Wykryto je
u bakterii rozktadajacych weglowodory, np. Acinetobacter
calcoaceticus (emulsan). Polimerowe surfaktanty produko-
wane sg takze przez drozdze z rodzaju Candida (liposan)
i Debaryomyces (mannoproteina). Emulsan juz w ilodci
0,001%, wykazuje wlasciwosci emulgujace weglowodory
w wodzie.

Pojedyncze czasteczki biosurfaktantow wydzielanych
pozakomoérkowo, ich dimery lub niewielkie agregaty, wyste-
puja w roztworach wodnych o matych st¢zeniach, natomiast
wzrost stgzenia biosurfaktantu sprzyja taczeniu si¢ czaste-
czek tych zwiazkow w wigksze agregaty i tworzenie miceli.
W poszczegolnych micelach cz¢$¢ polarna (hydrofilowa)
czasteczki skierowana jest na zewnatrz w kierunku wody,
a hydrofobowa do wnetrza, co eliminuje jej kontakt z woda.
W przypadku kazdego biosurfaktantu mozna wyznaczy¢
tzw. krytyczne stezenie micelizacji (critical micelle concen-
tration— CMC), ktore miesci sie w granicach 1+200 g/m>[2].
Jest to stgzenie, przy ktorym czasteczki biosurfaktantu za-
czynaja taczy¢ si¢ ze soba tworzac micele, a napigcie po-
wierzchniowe osigga warto$¢ minimalng w okreslonych wa-
runkach temperatury i Srodowiska, z ktérym ciecz si¢ styka.
Zdolnos¢ surfaktantow do tworzenia miceli przy stgzeniach
powyzej CMC umozliwia pseudosolubilizacje (rys. 1) [9].

Krytyczne stezenie micelizaciji
(CMC)

Napiecie powierzchniowe

Q_
fﬂ

Monomery Micela

Stezenie surfaktantu
Rys 1. Wptyw napigcia powierzchniowego
i stezenia biosurfaktantu na tworzenie miceli [9]

Fig. 1. Effect of surface tension and biosurfactant
concentration on micelle formation [9]

W roztworach wodnych wytworzone micele maja hy-
drofobowy rdzen, natomiast ich powierzchnia jest zbudo-
wana z fragmentow hydrofilowych. Wzrost przyswajalno-
sci weglowodoréw wynika z ich przechodzenia do miceli
utworzonych przez biosurfaktant, ktére sa nastgpnie roz-
prowadzane po powierzchni komorki i pobierane przez mi-
kroorganizmy w charakterze substratu pokarmowego [21].
Wykazano, ze biosurfaktanty w stopniu wyzszym niz sur-
faktanty syntetyczne przyczyniajg si¢ do zwickszenia roz-
puszczalnosci w wodzie alkanéw, wielopierscieniowych
zwigzkow aromatycznych, monoaromatow czy polichloro-
wanych bifenyli. Okazalo si¢, ze nie tylko matoczastecz-
kowe biosurfaktanty powoduja wzrost rozpuszczalnosci
zwiazkow hydrofobowych. Biosurfaktanty polimerowe,
takie jak alasan, zwigkszaja pigcio- a nawet 20-krotnie roz-
puszczalno$¢ WWA i szybkos¢ ich biodegradacji [13].

Wigkszo$¢ biosurfaktantow charakteryzuje znacznie
mniejsza warto$¢ CMC w poréwnaniu do surfaktantow
syntetycznych [22,23]. Niekiedy przejscie weglowodorow
do miceli jest przyczyna zmniejszenia toksycznosci zanie-
czyszczen i umozliwia ich skuteczng biodegradacjg [24].
Wigksza zdolno$¢ do solubilizacji maja surfaktanty o dtuz-
szych tancuchach weglowodorowych (obnizenie CMC
i zwigkszenie liczby agregacji). Zwicksza ja tez dodatek
elektrolitu oraz rozpuszczalnych zwiazkéw organicznych,
majacych wptyw na wartos¢ CMC i liczbe agregacji. Zdol-
no$¢ do solubilizacji zmniejsza si¢ wowczas, gdy czesé
hydrofobowa czasteczki jest rozgat¢ziona, wystepuje duze
stezenie elektrolitu oraz gdy czasteczka zawiera wigcej al-
koholi o krotkich tancuchach weglowodorowych [25].

Zadaniem biosurfaktantow zwigzanych ze $ciang ko-
moérkowa jest ufatwianie penetracji weglowodorow do
przestrzeni peryplazmatycznej. Wzrost przyswajalnosci
weglowodorow u tych mikroorganizméw moze wynikac¢
ze zwigkszenia hydrofobowosci ich $Sciany komorkowej
na skutek dziatania zwigzanych z nig biosurfaktantow, ta-
kich jak lipidy trehalozowe. Zawarte w btonie komorkowe;j
lipidy umozliwiaja adhezje¢ mikroorganizméw do kropli
weglowodorow, co utatwia wigzanie i w konsekwencji pa-
sywny transport substratow weglowodorowych do wnetrza
komorek mikroorganizméw. Umozliwia to takze rozpusz-
czanie i kolonizacj¢ substratu przez mikroorganizmy. Wy-
kazano, ze mikroorganizmy tacza si¢ z kroplami tylko tych
ciektych weglowodorow, ktore sa rozktadane przez dany
szczep. Weglowodory bedace ciatami statymi w obecnos$ci
biosurfaktantéw sg natomiast zwilzane i dyspergowane,
w wyniku czego zwigksza si¢ ich powierzchnia [11].

Rola biosurfaktantow nie jest jeszcze w pelni poznana.
Zajedna zwaznych funkcji fizjologicznych biosurfaktantow
produkowanych przez mikroorganizmy uwaza si¢ umozli-
wienie bakteriom i grzybom wykorzystywanie do wzrostu
nierozpuszczalnych w wodzie substancji odzywczych [11].
Z wielu badan wynika jednak, ze pelnig one takze wazna
role w szeregu procesach fizjologicznych zachodzacych
w komorkach mikroorganizméw. Biosurfaktanty znajdu-
jace si¢ wewnatrz komorek mikroorganizméw petnia rolg
sktadnikéw odzywczych, umozliwiaja adsorpcje gendw
oraz sekwestracj¢ zwiazkow toksycznych. Wydzielane na
zewnatrz lub gromadzone na powierzchni drobnoustrojow
zwiazane s3 z kolonizacja otoczenia oraz tworzeniem bio-
filmu [26]. Zdaniem wielu autoréw produkcja biosurfak-
tantow znajduje si¢ pod kontrolag quorum sensing [13]. Wy-
kazano, ze ramnolipidy odpowiedzialne sa za mobilnos¢
komorek bakteryjnych z wykorzystaniem tzw. ruchu typu
rozpelzliwego. Odgrywaja ponadto wazng rola w procesie
tworzenia biofilmu oraz w jego dojrzewaniu i s3 odpowie-
dzialne za funkcjonalno$¢ kanatéw transportowych w ob-
rgbie biofilmu, ktore umozliwiaja docieranie sktadnikdéw
odzywczych i tlenu [26]. Utatwiajg takze komorkom odia-
czanie si¢ od dojrzatego biofilmu i powrdét do planktonowe-
go trybu zycia [13]. Wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
biosurfaktantéw sa czynnikiem chronigcym mikroorgani-
zmy biofilmu przed inwazja i pozwalaja ma utrzymanie
zajmowanej niszy ekologicznej [27]. W przypadku drob-
noustrojow chorobotworczych sa czynnikiem chronigcym
przed fagocytoza, a w niektorych przypadkach biorg czyn-
ny udziat w infekcjach. Wtasciwos$ci antymikrobiologiczne
1 antynowotworowe biosurfaktantow daja duze mozliwosci
ich wykorzystania w medycynie i przemysle farmaceutycz-
nym [1,19]. Wykryto takze, ze mozliwy jest horyzontal-
ny transport bioemulgatoréw (alasan) migdzy komorkami
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bakterii nalezacych do réznych gatunkow, ktory odgrywa
wazna role w zbiorowiskach mikroorganizmoéw, procesie
koagregacji i tworzeniu biofilmu [13].

Unikalne wtasciwosci biosurfaktantow sprawiaja, ze
moga one z duzym powodzeniem zastgpowac syntetycz-
ne $rodki powierzchniowo czynne w réznych gateziach
przemyshu, medycynie, rolnictwie oraz w technologiach
oczyszczania wod 1 gruntéw. Cechy decydujace o wyzszo-
$ci biosurfaktantow w stosunku do ich syntetycznych odpo-
wiednikow to [10,13]:

—zdolnos$¢ do bardzo skutecznego obnizania napigcia
powierzchniowego i mi¢gdzyfazowego,

— mata wartos$¢ krytycznego stezenia micelizacji, wyso-
ka skutecznos¢ solubilizacji,

—mata wrazliwo$¢ na dziatanie czynnikéw $rodowi-
skowych, takich jak temperatura, pH oraz zasolenie,

— wysoka specyficznos¢ dziatania,

— mata toksycznosc,

—podatno$¢ na biodegradacj¢ przez mikroorganizmy
zasiedlajace srodowisko wodne i glebowe,

— brak kumulacji w organizmach zywych,

—mozliwo$¢ ich wytwarzania z tanich surowcow,
w tym takze z surowcoéw odpadowych, co obniza koszty
produkcji,

—mozliwo$¢ przeniesienia ich produkcji w miejsce,
gdzie odbywa si¢ proces oczyszczania skazonych wod
i gruntoéw (in situ).

Produkcja biosurfaktantéw to jedno z wazniejszych wy-
zwan stojacych przed wspotczesna biotechnologig. Osta-
tecznym efektem musi by¢ wytworzenie skutecznie dzia-
lajacego produktu przy optacalnych kosztach produkcji.
Biosurfaktanty znajdujace si¢ wewnatrz komoérek mikroor-
ganizmow lub zaadsorbowane na ich powierzchni sg trudne
do wyizolowania i ich otrzymywanie taczy si¢ z duzymi
kosztami. Z tego punktu widzenia najlepiej do tego celu na-
daja si¢ mikroorganizmy wydzielajace biosurfaktanty po-
zakomorkowo [28]. Optymalizacja produkcji biosurfaktan-
tow musi uwzgledniac fakt, ze zwigzki te produkowane sa
tylko w pewnych fazach wzrostu mikroorganizméw, a wy-
dajno$¢ produkceji zalezy od warunkow hodowli, w tym za-
warto$ci sktadnikow odzywczych w podtozu, liczebnosci
komérek w podtozu hodowlanym oraz rodzaju i ilosci wy-
twarzanych przez nie produktéw ubocznych [19]. Koszty
produkcji biosurfaktantow zalezg takze od wymaganego
stopnia oczyszczenia produktu. Biosurfaktanty wykorzy-
stywane w przemysle spozywczym, kosmetycznym czy
farmaceutycznym musza charakteryzowaé si¢ wysokim
stopniem czystosci, a ich produkcja jest droga. Czynnik ten
nie ma znaczenia w przypadku biosurfaktantow stosowa-
nych w przemysle naftowym czy w ochronie srodowiska.
W tym przypadku skala produkcji jest znacznie wigksza i to
takze podraza koszty, ale mozna tu bra¢ pod uwage produk-
cj¢ biosurfaktantow w warunkach in situ, czyli w miejscu,
gdzie jest na nie zapotrzebowanie. Dobrym rozwigzaniem
jest tez stosowanie do produkcji biosurfaktantow substan-
cji odpadowych z réznych gatezi przemyshu. Moga to by¢
oleje pochodzenia roslinnego (rzepakowy, kukurydziany,
stonecznikowy, sojowy) odpady z rafinacji olejow, odpady
z produkcji cukru spozywczego (melasa), odpady z przemy-
stu thuszczowego (10j, olej ze zwierzat morskich, smalec),
odpady z przerobki ziemniakow, zbdz, nasion jadalnych,
serwatka z przemystu mleczarskiego czy $cieki z gorzel-
ni [19,28-30]. Wytwarzanie biosurfaktantéw umozli-
wia zastosowanie w charakterze zrédla wegla zaréwno
substratéw weglowodanowych, jak i weglowodorowych

oraz sktadnikéw lipidowych [7,16,19]. Rodzaj zastoso-
wanego substratu pokarmowego decyduje w duzej mierze
o wydajnosci produkcji biosurfaktantu [7, 19].

Obok substratu stanowigcego zrodto wegla organiczne-
g0, na ilos¢ i jakos¢ produkowanych biosurfaktantow maja
wplyw inne sktadniki podloza hodowlanego oraz warunki
hodowli [5]. Do najwazniejszych z nich nalezg azot, zela-
7o 1 magnez. W charakterze zrodla azotu wykorzystywane
sa sole amonowe, mocznik i azotany, przy czym synteza
biosurfaktantéw rosnie, gdy w podtozu zawarte sg niektore
aminokwasy [11]. Zaobserwowano takze, ze stosunek pier-
wiastkéw C/N, C/P, C/Fe czy C/Mg wpltywa na produkcje
biosurfaktantéw. W niektérych przypadkach duze znacze-
nie ma ograniczenie zawartosci azotu w podtozu hodowla-
nym, ktére prowadzi do nadprodukcji biosurfaktantow [31].
Zdaniem wielu autoréw przy stosunku C/N wynoszacym
16/1 Tub 18/1 wystepuje maksymalna produkcja ramno-
lipidow [19]. Niemniej wazne sa czynniki srodowisko-
we warunkujace wzrost mikroorganizmow, takie jak pH,
temperatura czy dostepno$¢ tlenu. Stad tez optymalizacja
produkcji poszczegdlnych biosurfaktantow jest niezwy-
kle waznym zagadnieniem majagcym wptyw na wydajnosé
i koszty ich produkcji. Zmniejszenie kosztow produkcji
biosurfaktantoéw mozliwe jest takze dzigki zastosowaniu
komérek immobilizowanych oraz wprowadzeniu do ho-
dowli prekursorow biosurfaktantow [9, 11].

Ostatni, niezwykle wazny, etap produkcji stanowi se-
paracja biosurfaktantéw z podtoza hodowlanego. Etap ten
moze pochtania¢ ponad potowe kosztéw produkcji. Dobor
metody separacji biosurfaktantow zalezy od ich fadunku
jonowego, rozpuszczalno$ci w wodzie oraz umiejscowie-
nia (wewnetrzne, zewnetrzne lub zwigzane z komorka).
Najczesciej stosowane techniki izolacji biosurfaktantow to
wytracanie kwasem, siarczanem amonu lub acetonem, eks-
trakcja z uzyciem heksanu, butanolu, pentanu, octanu etylu
czy mieszaniny rozpuszczalnikow dichlorometan-meta-
nol i chloroform-metanol, a takze krystalizacja [32-34].
Techniki te stosowane sa zwykle w roznych kombinacjach.
Obok metod konwencjonalnych, warto zwrdci¢ uwage na
nowsze, stosowane do izolowania biosurfaktantow w pro-
cesach ciaglych, takie jak wirowanie, adsorpcja na zywi-
cach polistyrenowych czy weglu aktywnym, diafiltracja
1 wytracanie, ultrafiltracja, frakcjonowanie piany i wytra-
canie oraz chromatografia jonowymienna [9,35]. Metoda
filtracji membranowej zostata z powodzeniem zastosowana
w pracy [15] do izolacji i oczyszczania ramnolipidu z ho-
dowli Pseudomonas aeruginosa BI.

Zastosowanie biosurfaktantéow
w inzynierii Srodowiska

Wtasciwoscei fizyczno-chemiczne i biologiczne biosur-
faktantéw sprawiaja, ze moga by¢ one wykorzystywane
w technologiach oczyszczania wod i gruntéw. Decyduje
o tym ich duza specyficznos$¢ dziatania, przy stosunkowo ni-
skiej toksycznosci 1 wyzsza niz surfaktantow syntetycznych
podatno$¢ na biodegradacj¢. Biosurfaktanty maja nie tylko
zdolno$¢ do obnizania napigcia powierzchniowego i mig-
dzytfazowego, ale takze umozliwiaja tworzenie oraz desta-
bilizacj¢ emulsji, solubilizacj¢ zwiazkéw hydrofobowych
w roztworach wodnych oraz tworzenie pian i zeli. Zasto-
sowanie biosurfaktantow w inzynierii Srodowiska zwigzane
jest gtownie ze stymulacjg procesu biodegradacji hydrofo-
bowych zanieczyszczen organicznych oraz eliminacja me-
tali $ladowych ze §rodowiska gruntowo-wodnego [36].
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Bioremediacja gruntéw

Zanieczyszczenie $rodowiska naturalnego hydrofo-
bowymi zwigzkami organicznymi stanowi powazne za-
grozenie. Do najczgséciej wystgpujacych tego typu skazen
naleza ropa naftowa i produkty naftowe stanowigce mie-
szaning weglowodorow o zroznicowanych wlasciwosciach
fizyczno-chemicznych i biologicznych. Niektore z weglo-
wodorow charakteryzuja si¢ znaczng toksycznoscig oraz
wlasciwosciami mutagennymi i rakotworczymi [36]. Do
ich eliminacji ze srodowiska gruntowo-wodnego wykorzy-
stywane sg metody fizyczno-chemiczne oraz biologiczne,
ktérych zadaniem jest desorpcja weglowodoréw z matrycy
glebowej, a nastegpnie ich degradacja. Stosowanie technolo-
gii oczyszczania opartych na procesach fizyczno-chemicz-
nych wiaze si¢ z niebezpieczenstwem ich negatywnego
wplywu na strukture gleby oraz zasiedlajace ja organi-
zmy zywe. Z tego wzgledu za najbardziej przyjazne $ro-
dowisku uwazane sg metody biologiczne. Wykorzystanie
zdolnosci degradacyjnych mikroorganizméw pozwala na
opracowanie technologii charakteryzujgcych si¢ nie tylko
duza skutecznos$cia, ale rowniez przyjaznych $srodowisku.
W pordéwnaniu z innymi metodami oczyszczania gruntow
remediacja prowadzona metodami biologicznymi okazata
si¢ mniej kosztowna i dajaca mozliwos¢ szybkiego przy-
wrocenia rownowagi ekologicznej na terenach zanieczysz-
czonych. O szybkosci przebiegu proceséw biologicznego
rozktadu zanieczyszczen organicznych decydujg takie pa-
rametry, jak [36]:

— liczebnos$¢ 1 aktywno$¢ degradacyjna drobnoustro-
JOW,

— struktura chemiczna weglowodoréw i ich toksycz-
no$¢ w stosunku do mikroflory,

— biodostgpnos¢ weglowodoréw wynikajaca z ich roz-
puszczalno$ci oraz proceséw adsorpcji weglowodorow
w glebie,

— obecno$¢ odpowiedniego akceptora elektronow,

— sprzyjajace warunki srodowiskowe, jak temperatura,
$wiatto, pH, tlen, wilgotnos¢, potencjat redoks,

— zawarto$¢ zwigzkow biogennych, tj. azotu i fosforu
iich relacje w stosunku do siebie i wegla pierwiastkowego
wchodzacego w sktad weglowodordw lub innych zwigz-
kow organicznych obecnych w glebie,

— zawarto$¢ weglowodorow; mata ilo$¢ substratu moze
ogranicza¢ biodegradacje,

— obecno$¢ innych zrodet wegla niz weglowodory,

— obecno$¢ innych zwigzkow toksycznych i inhibitujg-
cych proces.

W procesach biologicznego oczyszczania wdd i grun-
tow skazonych weglowodorami glowng role odgrywaja
mikroorganizmy zdolne do ich wykorzystania w charak-
terze substratu pokarmowego. Uzyskane efekty oczysz-
czania zaleza od aktywno$ci metabolicznej mikroorgani-
zmow, ale takze od wlasciwosci fizycznych i chemicznych
zanieczyszczen oraz warunkow srodowiskowych, w jakich
odbywa si¢ proces biodegradacji [36,37]. Czynnikiem ha-
mujacym ten proces jest staba rozpuszczalno$§¢ w wodzie
wigkszosci weglowodoréw oraz tendencja do ich adsorpcji
na matrycy glebowej. Rozpuszczalne w wodzie, a wige bio-
przyswajalne, sa tylko weglowodory krotkotancuchowe,
natomiast pobieranie przez mikroorganizmy pozostalych
hydrofobowych zwiazkéw mozliwe jest dzigki specjalnym
mechanizmom umozliwiajagcym ich transport przez bto-
n¢ cytoplazmatyczna. Uwaza sig, ze do najwazniejszych
z nich nalezy zdolno$¢ mikroorganizmow do wytwarzania
biosurfaktantow [13,38]. Mikroorganizmy wyksztatcity

kilka podstawowych mechanizmow, dzigki ktorym sa zdol-
ne do wykorzystywania w charakterze substratu pokarmo-
wego weglowodorow naftowych obecnych w $rodowisku
gruntowo-wodnym (rys. 2) [15,21,36,39]. Jeden z nich
pozwala na biodegradacje jedynie weglowodorow rozpusz-
czalnych w wodzie, zdolnych do przenikania przez btong
cytoplazmatyczng. Postgp biodegradacji tych zwigzkéw
zalezy od szybkosci ich przechodzenia do fazy rozpusz-
czonej. Rolg biosurfaktantu jest tu zwigkszenie transportu
weglowodoru do fazy wodne;j.

O~

1 — Adsorpcja surfaktantu na matrycy glebowe;j

2, 3 — Uruchamianie substratu przez micele

4 — Adsorpcja miceli przez bakterie i pob6r substratu
5 — Bezposredni pobor substratu z fazy wodnej

6 — Bezposredni pobor substratu z fazy statej

Rys. 2. Pobieranie przez mikroorganizmy hydrofobowego

substratu zawartego w micelach [15,21, 36, 39]

Fig. 2. Hydrophobic substrate uptake by microorganisms
from micelles [15,21,36,39]

Istnieja mechanizmy umozliwiajace drobnoustrojom
rozktad weglowodorow zawieszonych w postaci drobnych
kropel w roztworach wodnych. Krople wigksze od komorek
rozktadane sg przez bezposredni kontakt komodrek bakterii
z zawieszonymi w wodzie czastkami niepolarnych zwiaz-
kow organicznych (rys. 3). Na ich powierzchni rozwija si¢
populacja mikroorganizméw i w miejscu bezposredniego
kontaktu dochodzi do przechodzenia weglowodorow przez

Rys. 3. Zasiedlanie kropli oleju napedowego
przez mikroorganizmy [27]
Fig. 3. Diesel oil droplet colonization
by microorganisms [27]
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bton¢ cytoplazmatyczng. Gtowna role w tym procesie
odgrywa hydrofobowos¢ powierzchni komoérek mikroor-
ganizmow 1 wytwarzanie biosurfaktantow zwigzanych ze
sciang komorkowa mikroorganizmow [40—44]. Utylizacja
kropel mniejszych od komorek mikroorganizméw mozli-
wa jest dzigki procesowi pseudosolubilizacji. Wytwarzane
przez mikroorganizmy metabolity zewnatrzkomoérkowe
o charakterze surfaktantéw lub emulgatoréw powoduja
przejscie substratu do kropel o rozmiarach mniejszych niz
lum i w takiej postaci sg one prawdopodobnie przepro-
wadzane przez btone cytoplazmatyczng. Weglowodory
pobierane s3 z rdzeni miceli przez ich polaczenie z blona
komorkows (rys. 2).

Zdolnos$¢ do wytwarzania biosurfaktantow maja jednak
tylko nieliczne mikroorganizmy. Zdaniem wielu badaczy
bioprzyswajalno$¢ weglowodordéw przez konsorcja mikro-
organizmoéw zasiedlajacych $rodowisko gruntowo-wodne
mozna zwigkszy¢ wprowadzajac surfaktanty syntetyczne
badz biosurfaktanty [1,22,30,35]. Proces bioremediacji
wspomaganej surfaktantem moze odbywac si¢ bezposred-
nio w gruncie w warunkach in situ (rys. 4) oraz ex situ, po
jego wydobyciu i umieszczeniu na specjalnie uformowanej
i odizolowanej od podtoza pryzmie (rys. 5) [36].

Wyniki przeprowadzonych dotychczas badan nie sa
jednak jednoznaczne. Odnotowano zaréwno wzrost, jak
i hamowanie procesow degradacyjnych w wyniku wpro-
wadzenia surfaktantow [45]. Skutecznos$¢ tego zabiegu jest
uwarunkowana licznymi czynnikami natury biologicznej
i fizyczno- chemlczne_] [3 6]. Decyduje o niej typ surfaktantu
oraz ilo$¢ 1 rodzaj zanieczyszczenia, a takze toksycznosc.
Wazna jest takze zdolno$¢ do adsorpcji na matrycy glebo-
wej zardwno substancji stanowiacej zanieczyszczenie, jak
i biosurfaktantu. Wptyw na przebieg procesu biodegradacji
ma ponadto sktad chemiczny oraz inne czynniki $rodowi-
skowe, takie jak, pH czy temperatura.

Oczyszczanie wody

T

Roztwor biosurfaktantu

Mikroorganizmy
. / Biogeny

0\\.\<\‘\\}/ 7

Warstwa nieprzepuszczalna

Rys. 4. Schemat bioremediacji gruntu in situ
wspomaganej biosurfaktantem
Fig. 4. Scheme of biosurfactant-stimulated
soil bioremediation in situ

Wsrdéd czynnikéw biologicznych warto zwrdci¢ uwa-
ge na sktad ilosciowy i jakosciowy mikroflory autochto-
nicznej. Znaczenie ma nie tylko zdolno$¢ tej mikroflory
do wytwarzania zwigzkow powierzchniowo czynnych
i wykorzystywania we¢glowodoréw w charakterze substra-
tu pokarmowego. Nie bez znaczenia jest takze mozliwos¢
wykorzystywania przez mikroorganizmy wprowadzonego
z zewnatrz surfaktantu w charakterze substratu pokarmowe-
go. Jesli mikroorganizmy chetniej biodegraduja surfaktan-
ty niz substancj¢ stanowigcg zanieczyszczenie, to skutecz-
no$¢ dziatania $rodka powierzchniowo czynnego maleje.
Co wazniejsze, w tym przypadku srodek powierzchniowo
czynny moze powodowaé represje transkrypcji/translacji
enzymow wymaganych do katabolizowania zanieczysz-
czen, a takze sprzyja¢ rozwojowi populacji bakterii, ktore
nie degradujg danego zanieczyszczenia.

W ostatnich latach wiele uwagi poswigca si¢ ocenie
zaleznosci migdzy hydrofobowoscia komorek mikroorga-
nizmoéw a skutecznoscig prowadzonego przez nie procesu
biodegradacji [40—45]. Hydrofobowos¢ komorek podlega
zmianom w czasie hodowli i zalezy od sktadu chemicznego
podtoza hodowlanego, rodzaju wykorzystywanego zrodta
wegla, a takze od obecnosci surfaktantu. Poczatkowa wy-
soka hydrofobowo$¢ komorek mikroorganizmow pozwala
na bezposrednig reakcje miedzy powierzchniag komodrek
a zroédlem wegla, co umozliwia szybsza utylizacje weglo-
wodorow. Badania wykazaly, ze szczepy o wlasciwosciach
hydrofilowych moga takze skutecznie rozktada¢ weglowo-
dory. Modyfikacja wlasciwosci powierzchniowych naste-
puje u nich dopiero po kontakcie z hydrofobowym zrodtem
wegla. W ich przypadku wprowadzany surfaktant moze
wplywac¢ na zmiang hydrofobowosci komoérek mikroorga-
nizméw. Jego adsorpcja na powierzchni komorek pozwala
na pokonanie ograniczen zwigzanych z transportem hydro-
fobowego substratu do wnetrza komoérki [40]. Wykazano,
ze ramnolipidy wprowadzone do hodowli drozdzy Candida
maltosa nie sg przez nie metabolizowane, lecz gromadzone
sanaich powierzchni. [lo$¢ zaadsorbowanych biosurfaktan-
tow zalezy od wieku hodowli drozdzy i zwigksza si¢ wraz
z jej wiekiem. Obecnos$¢ ramnolipidow na powierzchni
komorek drozdzy stymuluje prowadzony przez nie proces
biodegradacji weglowodorow [41,42]. Badania wykazaty,
ze oddziatywania miedzy mikroorganizmami degradujacy-
mi weglowodory, surfaktantami i hydrofobowymi substra-
tami sg bardzo zréznicowane oraz uzaleznione od wielu
czynnikow i nie sg do tej pory w pelni wyjasnione [43,44].
Wprowadzenie surfaktantu do hodowli komorek o po-
wierzchni hydrofobowej moze mie¢ negatywny wptyw
na proces biodegradacji, gdyz zakloca interakcje miedzy
substancjg stanowiacag zanieczyszczenie a komorkg mikro-
organizmu. W pracy [45] zaobserwowano, ze Triton X-100
w matych ilosciach (0,09CMC) inhibitowal szybkosc¢
wzrostu Mycobacterium sp. i Pseudomonas sp. na statym
antracenie, natomiast podczas wzrostu na glukozie nie
obserwowano zahamowania wzrostu mikroorganizméw
przez ten surfaktant, poniewaz adsorpcja surfaktantu jed-
noczesnie na powierzchni komorek i na czasteczkach an-
tracenu mogla inhibitowaé wykorzystanie antracenu.

Skuteczno$¢ stymulacji procesu biodegradacji za pomo-
ca surfaktantu zalezy od rodzaju zastosowanego syntetycz-
nego zwiagzku powierzchniowo czynnego lub biosurfaktan-
tu oraz jego ilosci. Do najwazniejszych cech decydu]a,cych
oichprzydatnoscinalezy budowachemicznaizwigzanaznig
podatnos¢ surfaktantu na biodegradacj¢. Surfaktant z jed-
nej strony powinien by¢ podatny na proces biodegradacji,
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Rys. 5. Schemat bioremediacji ex situ wspomagane;j biosurfaktantem
(1 — zasilanie bioreaktora, 2 — roztwor biogenoéw, 3 — roztwoér biosurfaktantu) [36]
Fig. 5. Flow diagram of biosurfactant-stimulated bioremediation process ex situ
(1 — bioreactor inflow, 2 — biogen solution, 3 — biosurfactant solution) [36]

gdyz po jego zakonczeniu nie moze stanowi¢ zanieczysz-
czenia zagrazajacego Srodowisku. Z drugiej jednak strony
jego obecnos¢ warunkuje utrzymanie weglowodoru w sta-
nie rozproszenia, a wigc zbyt szybki rozktad surfaktantu
bedzie ograniczat stymulacje procesu biodegradacji.

Przeprowadzona w ramach badan wlasnych [47] se-
lekcja surfaktantow syntetycznych dostgpnych na polskim
rynku wykazata, ze wigkszo$¢ z nich stymuluje proces
biodegradacji weglowodorow modelowych oraz ich mie-
szanin wchodzacych w sktad ropy naftowej i produktow
naftowych [46]. Uzyskane efekty stymulacji uzaleznione
byly od rodzaju wprowadzonego surfaktantu. Najlepsze re-
zultaty uzyskano w przypadku oleju napedowego biodegra-
dowanego w obecno$ci Rokafenolu N-8 i N-9 (HLB=13).
Oznaczalo to, ze stymulacja biodegradacji zalezala w du-
zej mierze od liczby grup etoksylowych w tancuchu oraz
wartoSci HLB charakteryzujacej dany surfaktant. Zdol-
no$¢ do stymulacji procesu biodegradacji wynikala praw-
dopodobnie takze z obecnosci pierscienia aromatycznego
w czasteczce surfaktantu, ktory opdzniat tempo biodegra-
dacji danego surfaktantu. Dzigki temu tempo biodegradacji
weglowodorow i surfaktantu mogto by¢ w tym przypadku
zblizone i zapewni¢ utrzymanie weglowodorow w stanie
rozproszenia przez dtuzszy czas niz w przypadku pozosta-
tych surfaktantow [47].

Optymalna ilo$¢ surfaktantu w procesie biodegradacji
jest r6zna w odniesieniu do poszczegolnych typow surfak-
tantow. W przypadku Rokafenolu N9 najlepsze rezultaty
uzyskano w hodowlach zawierajacych surfaktant w ilosci
0,5 g/dm3. Wprowadzenie wiekszych ilosci surfaktantu nie
spowodowato zwiekszenia skutecznosci procesu. Wyka-
zano ponadto zalezno$¢ poziomu stymulacji biodegrada-
cji Rokafenolem N9 od rodzaju produktu naftowego [48].

Sktad wykorzystanych w do$wiadczeniach [49] frakcji
ropy naftowej roznit si¢ zawartosciag sktadnikow o niskiej
podatnosci na biodegradacje. Najwiecej zwiazkow podat-
nych na rozktad mikrobiologiczny obecnych byto w lekkim
oleju napgdowym, natomiast mazut ztozony byl glownie
z trudno rozktadalnych weglowodoréw izoprenoidowych
oraz wielopier§cieniowych weglowodorow naftenowych
i aromatycznych. Najlepsze rezultaty uzyskano stosujac
surfaktanty do stymulacji biodegradacji frakcji zawieraja-
cych wigksze ilosci sktadnikow trudnodostepnych i stabo
biodegradowalnych (ci¢zki olej napgdowy, mazut). Naj-
nizszy poziom stymulacji osiggni¢to w probach z lekkim
olejem napgdowym [49].

Wptyw surfaktantu na rozktad mikrobiologiczny po-
szczegolnych sktadnikow w ztozonych mieszaninach nie
jest identyczny, a ich biodegradacja nie zachodzi z ta sama
skutecznoscia. Analiza sktadu jakosciowego weglowodo-
row zawartych w ropie naftowej (Radoszyn-1) wykazata,
ze proces biodegradacji przebiegajacy w obecnosci surfak-
tantu syntetycznego (Tween 80) miat charakter sekwen-
cyjny [50]. Stwierdzona podatnos¢ weglowodorow na
biodegradacj¢ malala nast¢pujaco: n-alkany>n-alkilocy-
kloheksany +n-alkilobenzeny > izoalkany +izoalkiloben-
zeny >rdzeniowe weglowodory aromatyczne +rdzeniowe
weglowodory aromatyczne zawierajace siarke>rdzeniowe
weglowodory aromatyczne podstawione grupami mety-
lowymi >wielopierscieniowe weglowodory alicykliczne
(dwucykliczne seskwiterpeny 1 pigciocykliczne triterpe-
ny). W obrebie danej grupy zwiazkow biodegradacja byta
bardziej skuteczna w przypadku sktadnikéw nizej cza-
steczkowych oraz polimetylopochodnych weglowodorow
aromatycznych zawierajacych mniejszg liczbe pierscieni
aromatycznych i podstawnikow metylowych [50].
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Badania wykonane w ostatnich latach wskazuja na
mozliwo§¢ wprowadzenia biosurfaktantow w miejsce sur-
faktantow syntetycznych w technologiach oczyszczania
wod i gruntéw. Efektem ich dziatania, podobnie jak surfak-
tantow syntetycznych, jest wzrost rozpuszczalnosci weglo-
wodorow wchodzacych w sktad benzyn i oleju napedowe-
g0, co umozliwia ich wykorzystanie przez mikroorganizmy
w charakterze substratu pokarmowego [51,52]. Wyniki ba-
dan dowodza, ze ramnolipidy stymuluja biodegradacje¢ nie
tylko pojedynczych weglowodorow, ale takze ich mieszanin,
takich jak olej napedowy czy smota pogazowa [47,53-56].
Obok ramnolipidéw zdolno$¢ do stymulacji procesu biode-
gradacji pojedynczych weglowodoréw oraz ich mieszanin
majg m.in. biosurfaktanty, takie jak trehalozolipidy, soforo-
lipidy czy celobiozolipidy, ktore stymulujg biodegradacje
zardbwno weglowodoréw parafinowych, jak i aromatycz-
nych [57,58]. Wprowadzenie soforolipidow pozwolito na
podwojenie szybkosci degradacji mieszaniny weglowodo-
row ztozonej z tetradekanu, pentadekanu, heksadekanu, pri-
stanu i naftalenu [59]. Zdaniem niektorych autorow doda-
tek glikolipidow do podtoza stymuluje takze biodegradacje
weglowodoréw chlorowanych, a nawet polichlorowanych
bifenyli [60]. Obok biosurfaktantéw matoczasteczkowych
do wspomagania biodegradacji weglowodorow moga by¢
wykorzystywane biosurfaktanty polimerowe, takie jak tzw.
bioemulsany produkowane przez szczepy z rodzaju Gor-
donia. Zaobserwowano, ze przyspieszaja one biodegrada-
cj¢ pristanu i obnizajg znaczaco jego zawarto$¢ w zanie-
czyszczonej glebie [61]. Stymulacja procesu biodegradacji
mieszanin przez biosurfaktanty w wielu przypadkach ma
charakter selektywny i dotyczy tylko niektorych weglowo-
doréw. W obecnosci ramnolipidow z Pseudomonas aeru-
ginosa AT10 obserwowano wyrazny wzrost skutecznosci
biodegradacji jedynie izoprenoidow z frakcji alifatycznej,
a z frakcji aromatycznej alkilowanych WWA, natomiast
surfaktyna z Bacillus subtilis wspomagata biodegradacje
jedynie weglowodoréw alifatycznych [53]. Biosurfaktanty
charakteryzuja si¢ wigksza skuteczno$cia dziatania w sto-
sunku do tego typu zanieczyszczen, w poréwnaniu do sur-
faktantow syntetycznych [62,63]. Skuteczno$¢ dziatania
biosurfaktantow pochodzenia mikrobiologicznego okazata
si¢ wyzsza nie tylko w porownaniu do surfaktantow synte-
tycznych, ale takze saponin — zwiazkéw powierzchniowo
czynnych pochodzenia roslinnego. Ramnolipidy w ilosci
120g/m> zwickszyly biodegradacje oleju napedowego
przez Pseudomonas stutzeri z 54% w hodowli kontrolnej
do 88% po 14 dobach hodowli [40].

W badaniach wtasnych potwierdzono wyrazng stymula-
cj¢ biodegradacji oleju napedowego wynikajaca z wprowa-
dzenia do hodowli ramnolipidow pochodzacych ze szcze-
pu Pseudomonas P-17 [56]. Ich obecnos¢ spowodowata
wzrost skutecznos$ci biodegradacji Sredniego oleju nape-
dowego z 35% w probkach kontrolnych do 85% w probee
z tym surfaktantem w ilosci 500 g/m>. Analiza jako$ciowa
pozostatosci po biodegradacji metoda GC-MS wykazata,
ze w hodowli kontrolnej bez surfaktantu rozkladowi ule-
gly przede wszystkim weglowodory matoczasteczkowe
(Cy—Cj3). Stwierdzono wzgledny wzrost zawarto$ci weglo-
wodorow izoparafinowych w poréwnaniu do weglowodo-
réw n-parafinowych. W probkach po procesie biodegrada-
cji w obecnosci biosurfaktantu gtéwnymi sktadnikami byty
weglowodory izoparafinowe oraz wielkoczasteczkowe
n-alkany (C,(p—Csg). Okreslono takze wptyw biosurfaktan-
tow na stymulacj¢ biodegradacji smoty pogazowej. Sub-
stancja ta pod wzgledem chemicznym stanowi mieszaning

weglowodoréw aromatycznych, parafinowo-naftenowych
i zwigzkow polarnych (zywice). Odpad ten powstaje pod-
czas uzyskiwania gazu w procesie suchej destylacji wegla.
Zwiazki wchodzace w jej sktad charakteryzuja si¢ wysoka
toksycznoscia, zdolnoscia do bioakumulacji oraz niska po-
datnoscia na rozktad mikrobiologiczny. Mimo ze do biode-
gradacji uzyto szczepoéw degradujacych weglowodory, bez
dodatku surfaktantu nie uzyskano rezultatow §wiadczacych
o biologicznym rozktadzie smoty. Dopiero wprowadzenie
ramnolipidu pochodzacego ze szczepu Pseudomonas P-17
spowodowato inicjacje procesu biodegradacji, jednakze
ubytek substratu w obecno$ci matej ilosci ramnolipidu nie
byl znaczacy. Potwierdzenie stymulacji procesu biode-
gradacji uzyskano dopiero po wprowadzeniu do hodowli
ramnolipidu w dawce 125 g/m3. Ubytek smoty pogazowej
wynosit w tym przypadku 27,7% po 14 dobach inkubacji.
Analiza sktadu grupowego wykazala, ze udzial weglo-
wodorow, zaréwno alifatycznych, jak i aromatycznych,
w produktach biodegradacji w obecnos$ci optymalne;j ilosci
biosurfaktantu byl mniejszy niz w wyjsciowej probce smo-
ly. Analiza wydajnosci ekstrakcji smoty z hodowli przed
wprowadzeniem bakterii wykazata, ze obecnos¢ surfaktan-
tu miala istotny wptyw na mase ekstrahowanej smoty, dla-
tego tez wszystkie analizy ilosciowe powinny uwzglednia¢
kontrole prowadzong w przypadku kazdej ilosci wprowa-
dzonego surfaktantu bez dodatku bakterii [56].

Zawarto$¢ surfaktantu jest jednym z wazniejszych
czynnikow decydujacych o wzroscie bioprzyswajalno-
Sci weglowodorow w jego obecnosci [64]. Uwaza sig, ze
jedynie ilosci powyzej wartosci CMC pozwalaja na wy-
tworzenie miceli i pseudosolubilizacje weglowodorow.
Potwierdzaja to badania [65], w ktorych wykazano, ze sur-
faktanty Brij 30 i Triton X-100 w ilo$ciach powyzej CMC
nie byly toksyczne dla bakterii rozktadajacych naftalen,
a obecno$¢ miceli surfaktantéw nie hamowala procesu
mineralizacji naftalenu. Naftalen rozpuszczony w mice-
lach w podtozu ptynnym byl przyswajalny i degradowa-
ny przez mieszang kulture bakterii. W innych badaniach
dodatek ramnolipidu w ilosci powyzej CMC wyraznie
stymulowatl rozpuszczalno$¢ i biodegradacj¢ heksade-
kanu, oktadekanu, n-parafin, kreozotéw i innych weglo-
wodorow w glebie oraz promowat biodegradacje ropy
naftowej w $ciekach [66—69]. Podobne wyniki uzyskano
w przypadku ramnolipidu wyizolowanego ze szczepu
Pseudomonas aeruginosa BI [15]. Skutecznos¢ biodegra-
dacji pozostatosci po destylacji ropy naftowej rosta wraz
ze wzrostem iloéci tego rammolipidu (CMC=40g/m?),
ale tylko do zawartosci 80g/m® (2CMC), przy ktérym
ubytek substratu byt najwickszy. Powyzej tej ilosci za-
obserwowano zmniejszenie stopnia biodegradacji [15].
W pracy [70] stwierdzono, ze wartosci CMC wyznaczone
w przypadku roztworéw wodnych surfaktantow byty zna-
czgco nizsze od wartosci wyznaczonych w uktadach natu-
ralnych — np. w systemach biologicznych wartos¢ CMC
w przypadku saponin i Tritonu X byla dwukrotnie wigk-
sza, a ramnolipidow trzykrotnie wigksza niz w roztworach
wodnych. Dlatego tez konieczne jest eksperymentalne
wyznaczenie wartosci CMC w poszczegolnych uktadach,
aby zapewni¢ stymulacj¢ procesu biodegradacji przez sur-
faktant. Zjawisko to ma duze znaczenie w technologiach
oczyszczania wod i gruntdéw z hydrofobowych zwiazkow
organicznych.

Nalezy jednak pamigtac, ze zbyt duze ilosci surfak-
tantdw moga hamowaé proces biodegradacji ze wzgledu
na toksyczne dziatanie tych zwigzkow na strukture btony
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komérkowej mikroorganizméw [71]. Niektore z surfak-
tantéw syntetycznych charakteryzuja si¢ wysoka toksycz-
no$ciag w stosunku do organizmoéw zasiedlajacych $rodo-
wisko gruntowo-wodne, w tym takze do drobnoustrojéw
bioracych udzial w procesie biodegradacji. Do najbardziej
toksycznych zalicza si¢ kationowe substancje powierzch-
niowo czynne, natomiast surfaktanty niejonowe i aniono-
we zaliczane sg do IV i V klasy toksycznosci. Oddzialywa-
nie tych substancji na organizmy zywe jest uzaleznione od
ich budowy chemicznej [72]. Duze znaczenie maja takze
czynniki §rodowiskowe, takie jak twardo$¢ wody, tempe-
ratura, pH oraz interakcje wynikajace z obecno$ci innych
zwigzkow chemicznych w §rodowisku. Bardziej przyjazne
srodowisku okazaty si¢ biosurfaktanty z uwagi na ich niska
toksyczno$¢ 1 biodegradowalnosé. Z tego tez wzgledu sg
one takze zwigzkami bardziej preferowanymi w technolo-
giach oczyszczania wod 1 gruntow. Poszczegdlne biosurfak-
tanty wykazuja zroznicowang toksycznos¢ w stosunku do
komorek bakterii testowych Vibrio fischeri. Ilo$¢ substancji
hamujaca luminescencje bakterii testowych o 50% (ECs),
w przypadku ramnolipidu Rha-Rha-C10-C10 wyizolo-
wanego z hodowli Pseudomonas aeruginosa BI, wynosi-
ta 20 g/m®. Wykazuje on nieco mniejsza toksyczno$é niz
ramnolipid produkowany przez Pseudomonas sp. PS-17,
ktorego ECs, wynosito 13 g/m? [15]. Ramnolipid Rha-
-Rha-C10-C10 okazat si¢ 5-krotnie mniej cytotoksyczny
w stosunku do komorek linii Asq9, W poréwnaniu z ram-
nolipidem produkowanym przez Pseudomonas sp. PS-17,
ktorego zawarto$¢ powodujaca degeneracje komorek po
72 godzinach kontaktu wynosita 6,25 g/m? [7,73].

Hamowanie procesu biodegradacji moze wynikac¢ tak-
ze ze wzrostu toksyczno$ci samych zanieczyszczen. Zbyt
duza ilo$¢ biosurfaktantu moze zwigkszy¢ solubilizacje
weglowodoréw do takiego stopnia, w ktérym beda one tok-
sycznie oddziatywa¢ na mikroorganizmy. Wzrost toksycz-
nosci weglowodorow moze nastgpowaé zardbwno w obec-
no$ci surfaktantow syntetycznych, jak i biosurfaktantow.
Testy toksykologiczne wykazatly, ze obecno$¢ surfaktantu
moze zwigksza¢ nawet 100-krotnie toksycznos¢ fenantre-
nu [74]. Z drugiej strony dodatek niektorych surfaktantow
lub pseudosolubilizowanych zanieczyszczen moze dziata¢
selektywnie i wykazywac toksycznos¢ w stosunku do czy-
stych kultur, ale moze nie mie¢ wptywu na przebieg procesu
bioremediacji z wykorzystaniem konsorcjum mikroorgani-
zmow. Wynika to prawdopodobnie z réznej wrazliwosci
poszczegolnych mikroorganizméw wchodzacych w sktad
konsorcjum. Okazalo si¢ takze, ze biosurfaktanty moga
petni¢ zupehie inng role niz dotychczas przypuszczano.
W niektorych przypadkach dodatek biosurfaktantow moze
by¢ przyczyna zmniejszenia toksycznos$ci ksenobiotykow.
Zamknigcie chlorofenoli w hydrofobowym rdzeniu miceli
nie tylko zmniejsza ich toksyczno$¢ wzgledem komorek
Pseudomonas putida 2A, ale takze czyni je mniej dostep-
nymi dla mikroorganizméw [24].

Powaznym ograniczeniem procesu bioremediacji jest
adsorpcja zanieczyszczen. Substancje organiczne podle-
gaja adsorpcji na powierzchni frakcji mineralnej i orga-
nicznej szkieletu gruntowego, co powoduje ich unierucho-
mienie, opdznienie migracji, a takze sprawia, ze stajg si¢
niedostepne dla mikroorganizmoéow. Na wydajnos$é adsorp-
cji maja wptyw zarowno wilasciwosci gruntu, jak i zanie-
czyszczen, a takze czynniki srodowiskowe [75]. Adsorp-
cji podlegaja migdzy innymi weglowodory aromatyczne,
w tym WWA, niebezpieczne ze wzgledu na duzg toksycz-
no$é, a takze wilasciwosci mutagenne i rakotworcze. Na

wzrost dostepnosci weglowodorow maja wpltyw procesy
fizyczno-chemiczne zachodzace z udziatem surfaktantéw.
Obnizenie napigcia migdzyfazowego i powierzchniowego
migdzy zanieczyszczeniem a gruntem powoduje zwigk-
szenie migracji zanieczyszczen uwigzionych w porach
gruntu. Osiagnigcie wartosci ponizej 0,1 mN/m prowadzi
do tworzenia mikroemulsji i rozproszenia zanieczyszczen
hydrofobowych. Dalszy wzrost zawartosci surfaktantu do
wartosci powyzej CMC sprawia, ze w roztworach wod-
nych powstajag micele umozliwiajace pseudosolubilizacje
zanieczyszczen [25].

Biosurfaktanty (ramnolipidy) wptywaja na wzrost roz-
puszczalnosci fenantrenu oraz promuja wzrost mikroorga-
nizmoéw i biodegradacj¢ tego weglowodoru [76]. Podobne
efekty daje zastosowanie Alasanu produkowanego przez
Acinetobacter radioresistens [77] oraz soforolipidow pro-
dukowanych przez Candida bombicola [78]. Skutecznosé
biodegradacji tego weglowodoru zalezy jednak od adsorp-
cji samego biosurfaktantu przez matryce glebowa [79].
O adsorpcji ramnolipidu decyduje typ gleby, od ktorego
zalezy jego zawarto$¢ w fazie wodnej dostepnej w procesie
biodegradacji. Gleby zawierajace malo glinokrzemianow
i tlenkow zelaza wykazuja niewielka adsorpcje ramnolipi-
dow, podczas gdy duza zawarto$¢ zelaza nie jest wskazana
w procesie bioremediacji prowadzonym z wykorzystaniem
ramnolipidow [80]. Skuteczno$¢ dziatania biosurfaktantow
uzalezniona jest takze od takich czynnikow $rodowisko-
wych, jak pH, temperatura czy zasolenie. Wykazano, ze
ramnolipidy wspomagaja dyspersj¢ i biodegradacj¢ okta-
dekanu, jednakze byta ona wigksza w warunkach wyzsze-
go pH [81]. Zmiana pH z 5,5 do 8,0 ma bowiem wplyw
na strukture ramnolipidu, ktéry w tych warunkach zmienia
posta¢ lamelarng na pgcherzykowatg i micelarng [82,83].
Okazato si¢ takze, ze temperatura moze zwigkszaé skutecz-
no$¢ dziatania biosurfaktantow przez stymulacj¢ procesu
solubilizacji. Usuwanie heksadekanu za pomoca biosurfak-
tantow bylo wydajniejsze w temperaturze 60°C niz w tem-
peraturze 18°C [84]. Wplyw biosurfaktantoéw na przebieg
procesu biodegradacji weglowodoréow parafinowych za-
lezy takze od obecnos$ci niektorych kationdw. Wzrostowi
stezenia kationow wapnia i magnezu oraz obnizeniu pH
towarzyszylo zmniejszenie napigcia mi¢dzyfazowego, co
wspomagato solubilizacje [85].

Usuwanie zanieczyszczen weglowodorowych
z gruntu metodg przemywania

Trudno biodegradowalne zanieczyszczenia organiczne
zalegajace przez wiele lat w gruncie ulegajg starzeniu i sta-
nowia powazny problem ekologiczny. Sposrod dotychczas
opracowanych metod ich eliminacji za najbardziej skutecz-
ne uznaje si¢ metody przemywania (soil flushing). Polega-
ja one na wprowadzeniu do gruntu roztwordéw ptuczacych
umozliwiajacych oddzielenie zanieczyszczen od ziaren
gruntu. Proces odbywa si¢ w warunkach in sifu i polega na
wymuszeniu pionowego, a nastepnie poziomego przeptywu
wody wraz z uwolnionymi zanieczyszczeniami w §rodowi-
sku gruntowo-wodnym. Woda po wypompowaniu na po-
wierzchni¢ podlega oczyszczeniu metodami fizyczno-che-
micznymi badz biologicznymi i jest zawracana do warstwy
wodono$nej srodowiska gruntowego (rys. 6). Chemiczne
srodki powierzchniowo czynne od dawna s3 stosowane
w procesach przemywania gleby roztworami wodnymi.
Obok surfaktantéw w tym procesic wykorzystywane sg
réwniez kosurfaktanty, kosolwenty i elektrolity. Usuwa-
nie weglowodorow na drodze przemywania opiera si¢



12 B. Kotwzan

Roztwor P Woda Separacja zanieczyszczen
biosurfaktantu % oczyszczona Oczyszczanie wody
A
2N NN N SN ZZ N NN Se

v

T~

—»

\

Warstwa nieprzepuszczalna

Rys. 6. Schemat procesu przemywania gruntu
Fig. 6. Scheme of soil flushing process

na mechanizmach uruchamiania i rozpuszczania. Na prze-
bieg procesu przemywania ma wplyw temperatura roztwo-
ru, rodzaj i wiek danego zanieczyszczenia oraz struktura
geologiczna gruntu. Nie bez znaczenia jest takze rodzaj
i ilo$¢ surfaktantu oraz innych wymaganych reagentow.
Heterogeniczno$¢ gruntu oraz adsorpcja zwigzku po-
wierzchniowo czynnego na czastkach gruntu obniza sku-
teczno$¢ procesu [25,86-88].

Obok surfaktantow syntetycznych w procesie przemy-
wania gruntu z powodzeniem stosowane sa takze biosurfak-
tanty. Sa one przydatne w procesach wypierania z gruntu
fazy gestych niewodnych cieczy (DNAPL — dense non-
aqueous phase liquid) przez obnizenie napigcia miedzyfa-
zowego migdzy nimi a wodami gruntowymi [89,90]. Ram-
nolipidy byly przydatne w procesie usuwania oleju z pia-
sku nadmorskiego [91]. Okazaly si¢ one takze skuteczne
wusuwaniu WWA [92, 93] i pentachlorofenolu z gleby [94].
Wydajnos¢ tych proceséw zalezata od czasu kontaktu
i ilosci biosurfaktantu, ale zwykle miescita si¢ w grani-
cach 60+80% [95,96]. Biosurfaktanty zwigkszaty pozor-
ng rozpuszczalnos¢ WWA nawet 5-krotnie w porownaniu
do surfaktantow syntetycznych [97,98]. W badaniach [99]
do przemywania gruntu zanieczyszczonego ropa naftowa
wykorzystano roztwory eskuliny, lecytyny, ramnolipidu,
saponin i tannin. Skuteczno$¢ procesu prowadzonego za
pomoca roztworu ramnolipidéw byta wysoka i wynosita
80%. W innych badaniach [61] ramnolipidy usuwaty 74%
fenantrenu, 45% antracenu i 69% pirenu ze sztucznie ska-
zonej gleby, natomiast bioemulsany BS29 produkowane
przez Gordonia usuwaty 32% fenantrenu, 19% antracenu
i 26% pirenu. Biosurfaktanty produkowane przez Rhodo-
coccus ruber okazaty si¢ bardziej skuteczne niz surfaktanty
syntetyczne, takie jak Tween 80 [100].

W przypadku skazenia gruntu wysoko toksycznymi
i niebezpiecznymi substancjami oddzielanie zanieczysz-
czenia od gruntu odbywa si¢ w warunkach ex situ i okre-
slane jest jako odmywanie (soil washing) (rys. 7). Proces
oczyszczania prowadzony jest w specjalnych reaktorach
lub w odizolowanych od podloza pryzmach. Nastepuje
W nim mieszanie zanieczyszczonej gleby z roztworem my-
jacym, oddzielenie roztworu zawierajacego zanieczyszcze-
nia od gleby, regeneracja roztworu myjacego i utylizacja
wyekstrahowanych zanieczyszczen. Podstawowa wada tej
metody jest stosunkowo skomplikowana i kosztowna apa-
ratura. Metode t¢ zaleca si¢ w tych przypadkach, gdy po-
trzebne jest odzyskanie substancji skazajacych glebe.
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Rys. 7. Schemat procesu odmywania zanieczyszczen z gruntu
Fig. 7. Scheme of soil washing process

Remediacja gruntéw zanieczyszczonych
zwigzkami metali sladowych

Metale sladowe, takie jak kadm, miedz, otow, rte¢é, ni-
kiel czy cynk naleza do zanieczyszczen szczegolnie nie-
bezpiecznych z uwagi na ich toksyczno$¢, a w niektorych
przypadkach takze dziatanie mutagenne i rakotworcze. Sa
powaznym obcigzeniem ekosystemow wodnych i glebo-
wych, gdyz w przeciwienstwie do zanieczyszczen orga-
nicznych nie podlegaja degradacji. Migracja pierwiastkow
Sladowych w tancuchu troficznym stanowi takze poten-
cjalne zagrozenie zdrowia czlowieka. Niestety nie jest
mozliwa catkowita ich eliminacja, tak jak ma to miejsce
w podczas bioremediacji srodowisk skazonych zanieczysz-
czeniami organicznymi. Sa nie tylko niebiodegradowalne,
lecz takze podlegaja silnej adsorpcji na matrycy glebowe;.
Drobnoustroje moga by¢ jednak wykorzystane do ich prze-
ksztatcenia w posta¢ mniej podatng na migracj¢ oraz mniej
toksyczna. Jest to mozliwe dzieki procesom biochemicz-
nym zachodzacym z udzialem mikroorganizméow. Naleza
do nich reakcje z wydzielanymi przez mikroorganizmy me-
tabolitami prowadzace do wytracania nierozpuszczalnych
form metali (siarczki, weglany, fosforany, szczawiany).
Procesy redukcyjno-utleniajace zachodzace z udziatem
mikroorganizméw prowadza do zmiany wartosciowosci
jonéw metali. Mozliwa jest takze mikrobiologiczna detok-
sykacja zwigzkéw metali na drodze metylacji, ktoéra po-
zwala na ich przeksztalcenie w zwiazki metaloorganiczne.
Produkty metylacji sa czgsto lotne i moga podlega¢ uwol-
nieniu do atmosfery. Jony metali moga by¢ tez akumulo-
wane wewnatrzkomorkowo przez mikroorganizmy z wy-
korzystaniem transportu pasywnego lub aktywnego oraz
wigzane powierzchniowo przez komoérki w wyniku oddzia-
tywan zachodzacych miedzy metalem a grupami reaktyw-
nymi polimerdéw i makroczasteczek, z ktérych zbudowane
sa ostony komoérkowe mikroorganizméw. Duzy wptyw na
zdolno$¢ jondow metali do migracji maja zmiany pH zacho-
dzace z udziatem mikroorganizmow oraz wydzielane przez
nie substancje powierzchniowo czynne. Zadaniem wspot-
czesnych technologii oczyszczania jest wykorzystanie tych
zjawisk do eliminacji pierwiastkow §ladowych ze §rodowi-
ska do bezpiecznych postaci i ilosci. Biosurfaktanty (anio-
nowe) wykorzystywane s do odmywania i przemywania
gruntéw skazonych pierwiastkami $ladowymi [101-104].
Zwiazki te gromadzac si¢ na granicy faza stala/roztwor
glebowy obnizaja napigcie migdzyfazowe 1 dziatanie



Mozliwosci wykorzystania biosurfaktantow w technologiach oczyszczania srodowiska gruntowo-wodnego 13

sit kapilarnych oraz umozliwiaja desorpcj¢ i komplekso-
wanie kationow metali z matrycy glebowej [8]. Podstawa
mechanizmu oczyszczania w tym przypadku jest tworzenie
wigzan jonowych miedzy anionowymi biosurfaktantami
a kationami toksycznych jonow metali (rys. 8) [8,101].
Wiazania te sg silniejsze niz wigzania jonéw metali z ma-
tryca glebowa, dlatego kompleksy metal-biosurfaktant
mogg by¢ tatwo wyptukiwane wraz z wodg odpompowy-
wang z warstwy gruntu [39].

SNE ©

1 — Adsorpcja surfaktantu na matrycy glebowe;j
i kompleksowanie jonéw metalu

2 — Desorpcja i transport kompleksu do fazy wodnej

3 — Wigczenie jonu skompleksowanego metalu do miceli
i stabilizacja kompleksu

Rys. 8. Mechanizm usuwania jonéw metali ze Srodowiska
gruntowo-wodnego z wykorzystaniem biosurfaktantéw [8,101]
Fig. 8. Mechanism of biosurfactant-assisted metal removal
from water and soil environment [8,101]

Technologiczne procesy oczyszczania sa bardziej sku-
teczne przy wykorzystaniu wyizolowanych biosurfaktan-
tow niz catych komoérek czy egzopolimerow [102,103].
Najczgsciej do tego celu uzywane sa biosurfaktanty mato-
czasteczkowe [8]. Wynika to z niewielkich rozmiaréw po-
wstajacego kompleksu biosurfaktantu i jonu metalu, ktory
jest tatwo usuwany podczas tzw. mycia gleby, podczas gdy
wigksze kompleksy jonéw metali z egzopolimerami lub ko-
moérkami sg zatrzymywane w porach gruntu [104]. Oparte
na tych mechanizmach technologie remediacji stosowane sg
do oczyszczania gruntow zarowno w warunkach in situ (soil
flushing) jak i ex situ (soil washing). W warunkach in situ
roztwory odpowiednio dobranych biosurfaktantoéw wpro-
wadzane sg do gruntu, a nastgpnie odbierane systemem dre-
néw i rowow. Metoda ex situ polega natomiast na wydoby-
ciu zanieczyszczonego gruntu, a proces jego oczyszczania
odbywa si¢ poza miejscem zanieczyszczenia. Odptukane
zwiazki metali sg nastgpnie eliminowane z roztworu po wy-
dzieleniu zwigzku powierzchniowo czynnego. Dotychczas
w tego typu pracach remediacyjnych najczgsciej stosowane
sa biosurfaktanty zaliczane do glikolipidow, takie jak ram-
nolipidy, a takze soforolipidy. Wydajnos¢ procesu remedia-
cji zalezy od bardzo wielu czynnikow charakteryzujacych
grunt, takich jak zdolno$¢ wymiany kationow, pH, rozmiar
czastek, a takze od wieku i typu zanieczyszczenia oraz ro-
dzaju uzytego biosurfaktantu [105]. Proces desorpcji jonow
metali moze by¢ hamowany w glebach o matej przewod-
no$ci hydraulicznej, duzej heterogennosci i w obecnosci
zwigzkow silnie wigzacych zanieczyszczenia [8]. W przy-
padku starych zanieczyszczen ma miejsce ich stabilizacja
i wowczas ich usunigcie staje si¢ niezmiernie trudne.

Ramnolipidy naleza do najczesciej stosowanych bio-
surfaktantow w procesie tzw. odmywania/przemywania
gleby. Wykazano, ze charakteryzujg si¢ one wysokim po-
winowactwem do szeregu pierwiastkow $ladowych. Sta-
bilno$¢ kompleksow jonow metali z ramnolipidem jest
zroznicowana. Najtrwalsze kompleksy ten biosurfaktant
tworzy z jonami glinu i wapnia, natomiast stabsze z jonami
rteci [12]. Powinowactwo jonow takich metali, jak otow
czy kadm do biosurfaktantu jest wigksze niz do sktadnikow
gleby, z ktorymi sg one zwigzane. Wykazano, ze komplek-
sowanie jonow metali przez biosurfaktanty obniza ich tok-
sycznos¢ i pozwala na stymulacj¢ biodegradacji zanieczysz-
czen organicznych w zanieczyszczonym gruncie [106].
Ramnolipidy produkowane przez szczepy Pseudomonas
aeruginosa sa wykorzystywane do selektywnego kom-
pleksowania kationow wielu metali (Cd, Cu, As, Zn, Pb,
Cr). Przydatno$¢ ramnolipidéow do eliminacji pierwiast-
kéw $ladowych z gleby zaobserwowalo wielu badaczy
[102,103,107]. Wykazano, ze moga one by¢ wykorzysty-
wane do usuwania tych zanieczyszczen nie tylko z gleby,
ale takze ze skalenia i sepiolitu czy $ciekoéw. Skutecznosé
procesu jest uzalezniona od warunkow, w jakich odbywa
si¢ oczyszczanie. Usuwanie cynku z gleby przy uzyciu
ramnolipidéw moze wynosi¢ nawet do 98,9% przy pH=6,8
[108-110]. Zastosowanie 2% roztworu ramnolipidow przy
pH=6,5 pozwolilo na wyeliminowanie 46% jondw miedzi
z gleby budowlanej (w Kanadzie) i 84% miedzi z osadow
jeziora (w Japonii) [111]. Analizowano takze mozliwos¢
wykorzystania ramnolipidow w procesie bioremediacji od-
padéw kopalnianych zawierajacych arsen. Stwierdzono, ze
ramnolipidy moga wptywac na uruchamianie jonéw arse-
nu w $rodowisku zasadowym, przy czym proces ten byt
pozytywnie skorelowany z uruchamianiem jondéw zelaza
i innych metali [112,113].

Udowodniono mozliwos¢ usuwania jednoczesnie jo-
now kilku metali z zanieczyszczonej gleby. W eksperymen-
cie przeprowadzonym w pracy [114] z udzialem ramnoli-
pidéw usunigto 88% otowiu i 92% kadmu z gleby w ciagu
36 godzin. Niewielka ilo$¢ biosurfaktantu (0,1%) uzytego
w tym celu nie miata toksycznego wptywu na konsorcjum
mikroorganizméw zasiedlajacych ekosystem glebowy. Ten
sam typ biosurfaktantu zostat uzyty w pracy [102] do eli-
minacji jonéw kadmu, cynku i otowiu z piaszczysto-ilastej
gleby oraz w pracy [104] do eliminacji jondw miedzi, cyn-
ku i niklu z osadow. Zdaniem autoréw tych prac skutecz-
no$¢ usuwania jondw metali wzrastata wraz ze wzrostem
ilosci ramnolipidu, natomiast srodowisko zasadowe (do-
datek 1% NaOH) wspomagato nawet czterokrotnie proces
bioremediacji. Bylo to prawdopodobnie spowodowane
wzrostem dostepnosci metali skompleksowanych z frakcja
organiczng gleby, ktdra ulega rozpuszczeniu w wyniku do-
dania jonow OH™ do osadu. Zastosowanie diramnolipidow
z Pseudomonas aeruginosa BS2 do usuwania jonéw chro-
mu, otowiu, kadmu, niklu i miedzi z gleby wykazato, ze
metale te byly eliminowane z gleby selektywnie, w szeregu
Cd=Cr>Pb=Cu>Ni [115].

Wprawdzie ramnolipidy sg najpowszechniej stosowa-
nymi biosurfaktantami w procesie przemywania gleby, to
sa jednak doniesienia na temat stosowania do tego celu in-
nych biosurfaktantow. Wykazano na przyktad zdolno$¢ sur-
faktyny do wigzania jonéw niektdrych pierwiastkoéw (Mn,
Mg, Ca, Ba, Li), a ponadto byla ona szczegdlnie przydatna
do usuwania jonow miedzi z gleby [116]. Surfaktyna i so-
forolipidy moga by¢ stosowane do usuwania jonow metali
z gleby zanieczyszczonej weglowodorami [117]. Okazato
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si¢, ze surfaktyna usuwata okoto 70% jonow miedzi i 50%
weglowodorow, podczas gdy soforolipidy usuwaty 100%
jonéw cynku z zanieczyszczonej gleby [118]. Pordwnanie
zdolnosci trzech biosurfaktantow (surfaktyna, ramnolipid,
soforolipid) do usuwania jonéw miedzi i cynku z osadow
wykazato, ze w pojedynczym plukaniu 0,5% roztworem
ramnolipidu usuwano 65% jondéw miedzi i 18% jonow
cynku, a soforolipidem odpowiednio 25% i 60%. Najmniej
skuteczna okazata si¢ surfaktyna 4%, ktdra usuwata odpo-
wiednio 15% i 6% tych pierwiastkow [119]. Stwierdzono,
ze mozliwe jest wykorzystanie biosurfaktantu polimerowe-
go bioemulsan BS29 produkowanego przez Gordonia sp.
do usuwania jonéw metali ze sztucznie zanieczyszczonej
gleby. Wprawdzie najbardziej skuteczne byto wymywanie
jonow metali ramnolipidem, to bioemulsan byt w stanie
usungé 17% jondow miedzi, 19% kadmu, 47% otowiu, 31%
cynku i 25% niklu z zanieczyszczonej gleby [61].

W nowych technologiach remediacji gleby z wykorzy-
staniem surfaktantdw stosowane sa surfaktanty w posta-
ci piany [120,121]. Ustalono, ze uzycie biosurfaktantéw
w tej postaci wydatnie poprawia skuteczno$¢ prowadzo-
nych prac remediacyjnych. Dzieje si¢ tak z powodu znacz-
nego obnizenia gestosci i zwigkszenia powierzchni mig-
dzyfazowej piany w stosunku do roztworu biosurfaktantu,
co ulatwia penetracj¢ piany przez porowate podtoze oraz
zwigksza powierzchnie kontaktu czasteczek surfaktantu
z substancja stanowiacg zanieczyszczenie. Piana stanowi
uktad dwufazowy, w ktorym grupy hydrofobowe surfak-
tantow przenikaja do fazy gazowej, natomiast grupy hydro-
filowe sa umiejscowione w fazie wodnej. W takim uktadzie
ograniczona jest mozliwo$¢ koalescencji pecherzykéw
gazu i destabilizacji piany [8]. Piany biosurfaktantow byty
stosowane do oczyszczania gleby zanieczyszczonej jonami
kadmu, niklu, a takze arsenu [113, 120, 121]. Wykazano, ze
zamiana wodnego roztworu biosurfaktantu na piang powo-
dowata wzrost skutecznosci wymywania jonow tych meta-
li, mimo ze ilo$¢ ramnolipidu w obu przypadkach byta taka
sama (0,5%). Wodne roztwory ramnolipidu usuwaty 61,7%
jonow kadmu i 51% jondéw niklu, podczas gdy piana ram-
nolipidu usuwata odpowiednio 73,2% 1 68,1% tych pier-
wiastkow z gleby sztucznie zanieczyszczonej [120,121].
Biosurfaktanty znajduja takze zastosowanie w technolo-
giach usuwania jondw metali z roztworéw wodnych. Ul-
trafiltracja wspomagana przez dodanie surfaktyny pozwala
na bardzo skuteczne (85+100%) usuni¢cie jonéw kadmu,
miedzi i cynku z zanieczyszczonych wod [118].

Podsumowanie

Analiza badan przeprowadzonych w wielu laboratoriach
wskazuje na mozliwos¢ zastosowania biosurfaktantow
w technologiach oczyszczania wod i gruntdw zanieczysz-
czonych weglowodorami oraz pierwiastkami $ladowymi.
Ze wzgledu na wysoka aktywno$¢ powierzchniowa, mata
toksyczno$¢ 1 biodegradowalno$¢ biosurfaktanty moga
z powodzeniem zastapi¢ surfaktanty syntetyczne. Podsta-
wowe kierunki ich wykorzystania to bioremediacja oraz
procesy zwigzane z ekstrakcja zanieczyszczen na drodze
odmywania/przemywania gruntu.

Informacje dotyczace wplywu surfaktantow na proce-
sy bioremediacji sa czgsto do$¢ rozbiezne. Okazuje sig,
ze zwiazki powierzchniowo czynne wykazuja zaréwno
pozytywny, jak i negatywny wplyw na bioremediacje.
Przyczyna takiego zroznicowania wynikow badan moze
by¢ problem z odtworzeniem identycznych warunkow

doswiadczalnych. Przebieg procesu bioremediacji zalezy
od bardzo wielu czynnikéw, takich jak typ gleby, jakosé
i liczebnos¢ mikroorganizmow, rodzaj i ilo$¢ zanieczysz-
czen czy typ 1ilos¢ srodka powierzchniowo czynnego. Dla-
tego tez trudny do przewidzenia jest skutek uzycia surfak-
tantu w procesie bioremediacji. Praktyczne wykorzystanie
opracowanych technologii mozliwe jest wigc jedynie po
wykonaniu wstegpnych eksperymentow pozwalajacych na
wiasciwy dobdr biosurfaktantu.

Poniewaz wysoki koszt produkcji biosurfaktantow
ogranicza ich powszechne stosowanie, dlatego rozwa-
zane s3 rozne rozwigzania alternatywne. Jednym z nich
jest uzycie surowych nieoczyszczonych preparatow —
w ten sposob unika si¢ kosztow oczyszczania, jesli nie
jest wymagana duza czystos¢ tych preparatow. Obnizenie
kosztéw mozna osiggna¢ stosujac substancje odpadowe
do hodowli mikroorganizméw wydzielajacych biosur-
faktanty. Dobre efekty daje takze hodowla mikroorgani-
zmoéw w warunkach in situ i ich wprowadzenie do gruntu
w fazie optymalnej produkcji biosurfaktantu. Wytwarza-
nie biosurfaktantow w miejscu prowadzenia prac reme-
diacyjnych eliminuje takze koszty transportu. Niektorzy
badacze zwracaja uwage na mozliwo$§¢ hamowania me-
tabolizmu niektorych mikroorganizmow zasiedlajacych
srodowisko gruntowo-wodne na skutek wprowadzenia
biosurfaktantow. Dlatego tez preferuja oni wykorzystanie
do produkcji biosurfaktantow mikroorganizmoéw auto-
chtonicznych, jako metode bardziej przyjazng $rodowi-
sku i mniej kosztowna. Drobnoustroje te sa dobrze do-
stosowane do istniejagcych warunkow $rodowiskowych,
a wytwarzany przez nie biosurfaktant nie powinien ha-
mowa¢ metabolizmu mikroorganizméw zasiedlajacych
zanieczyszczone srodowisko. Mozna takze stymulowac
naturalng mikroflor¢ do produkcji biosurfaktantow bez-
posrednio w glebie przez dodanie odpowiednio dobra-
nych suplementow.

Biosurfaktanty i surfaktanty syntetyczne stosowane sg
zarowno do remediacji gruntdw zanieczyszczonych pier-
wiastkami $ladowymi, jak i hydrofobowymi zanieczysz-
czeniami organicznymi (wielopier§cieniowe weglowodory
aromatyczne, trichloroeten) na drodze tzw. odmywania/
/przemywania. Jednakze remediacja zanieczyszczonego
gruntu powinna by¢ zawsze poprzedzona eksperymental-
nym doborem warunkéw procesu. Skutecznos$¢ procesu
uzalezniona jest od wielu czynnikéw zwigzanych z ro-
dzajem, iloScia 1 wiekiem zanieczyszczenia, heteroge-
niczno$cig gruntu oraz iloscig i rodzajem zastosowanego
surfaktantu. Adsorpcja surfaktantu przez glebe zmusza do
stosowania jego wigkszych dawek, zwigksza tez zagrozenie
ekologiczne. Problem ten moze by¢ wyeliminowany po-
przez zastosowanie surfaktantow tatwobiodegradowalnych
lub przyjaznych $rodowisku biosurfaktantow. W procesie
tym, z uwagi na ilo$¢ zuzywanego zwigzku powierzchnio-
wo czynnego, konieczne jest takze obnizenie kosztow pro-
dukcji biosurfaktantow. Proby ich zmniejszenia polegaja
na odzyskiwaniu biosurfaktantu lub wielokrotnym wyko-
rzystywaniu tej samej porcji preparatu. Proces oczyszcza-
nia Srodowiska gruntowo-wodnego wspomagany jest takze
zabiegami natury fizyczno-chemicznej, zwigkszajacymi
desorpcj¢ 1 dostepnos$¢ usuwanych zanieczyszczen (Srodki
utleniajgce, ultradzwigki, energia mikrofalowa).

Omowione zagadnienia nie zostaly dotychczas wyja-
$nione w wystarczajagcym stopniu i wymagaja przeprowa-
dzenia jeszcze wielu do§wiadczen w interdyscyplinarnych
zespotach badawczych.
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to hydrophobic nutrient uptake by microorganisms. It was
demonstrated that biosurfactants might successfully substi-
tute for synthetic surface-active agents not only in different
branches of industry, medicine and agriculture but also in the
environmental field. Bioremediation and processes related
to extraction of contaminants via so called soil flushing are
their principal applications in the environmental protection.
Biosurfactants increase the mineral oil hydrocarbon solubil-
ity, allowing for their use as nutrients by microorganisms.

Biosurfactants are also useful in processes of dense non-
aqueous-phase liquid (DNAPL) removal from soil by
means of soil flushing. Moreover, anionic biosurfactants
may also be used for so called washing of soils contami-
nated with trace metals. Efficacy of the contaminated soil
remediation with biosurfactants depends on many biologi-
cal and physico-chemical factors, related to e.g. the conta-
mination type, concentration and its age, soil heterogeneity
as well as type and concentration of the biosurfactant used.
Due to the amounts of surface-active agent used it is neces-
sary to further reduce the costs of biosurfactant production.

Keywords: Microorganism, hydrophobic organic com-
pounds, metals, bioremediation, soil washing, soil flushing.



