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Nanomateriały, złożone z cząstek o wielkości mniej-
szej niż 100 nm i wyjątkowych właściwościach fi zyczno-
chemicznych (mała gęstość, duża powierzchnia właściwa, 
duża giętkość, wyjątkowa elastyczność i sprężystość, silna 
i długotrwała emisja polowa), zyskują obecnie coraz więk-
sze znaczenie. Obserwuje się ich rozliczne zastosowania 
w wielu dziedzinach nauki, techniki i życia codziennego. 
Przewiduje się, że w wyniku szybkiego wzrostu zapotrze-
bowania na nanomateriały wartość nowych produktów wy-
tworzonych na ich bazie wzrośnie pod koniec bieżącego 
dziesięciolecia do kilkunastu miliardów dolarów (w 2007 r. 
wartość ta wyniosła ponad 1 mld dol.). Niezwykle interesu-
jącymi materiałami są nanomateriały węglowe, do których 
zalicza się fulereny, nanorurki, nanowłókna, nanopianki, 
czy cebulki.

Rozwój nanotechnologii – mimo związanych z nią na-
dziei jako źródła tańszych i lepszych materiałów – nie jest 
jednak wolny od ryzyka, zarówno zdrowotnego, jak i eko-
logicznego. Na obecnym etapie badań niewiele jest prac 
oceniających oddziaływanie nanomateriałów na organizmy 
żywe, w tym mikroorganizmy. Wśród mikroorganizmów 
szczególne znaczenie mają bakterie produkujące biosur-
faktanty oraz ich ewentualne wykorzystanie w dyspersji 
nanomateriałów. Udowodniono, że surfaktanty powodują 
dyspersję nanomateriałów [1,2], natomiast rola biosurfak-
tantów i/lub mikroorganizmów produkujących biosurfak-
tanty w tym procesie jest nieznana.

Celem badań omówionych w niniejszej pracy była oce-
na wzrostu bakterii z rodzaju Bacillus w obecności wie-
lościennych nanorurek węglowych i ich zdolności do pro-
dukcji biosurfaktantów.

Materiały i metody

Izolacja i identyfi kacja bakterii produkujących 
biosurfaktanty

Szczepy bakteryjne wykorzystane w badaniach wy-
izolowano z gruntów zanieczyszczonych węglowodora-
mi ropopochodnymi z terenu rafi nerii w Czechowicach-
Dziedzicach [3] oraz oceniono ich zdolność do produkcji 
biosurfaktantów i rozkładu węglowodorów alifatycznych 
i aromatycznych [4]. Wyizolowane szczepy bakterii prze-
chowywano na skosach agarowych (SMA, bioMerieux) 
w temperaturze 4 oC.

Ekstrakcję DNA bakterii wykonano wg metody opisa-
nej w pracy [5]. Czystość wyizolowanego DNA sprawdzo-
no na 1% żelu agarozowym. Następnie oczyszczony DNA 
wykorzystano w łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR – 
polymerase chain reaction) [6]. Do tego celu zastosowa-
no zestaw do namnażania fi rmy Amersham Biosciences 
(puReTaqTM Ready-To-GoTM). Przeprowadzono 30 cykli 
namnażania fragmentu 16S rDNA w następujących warun-
kach: denaturacja w temp. 94 oC przez 5 min, reasocjacja 
w temp. 72 oC przez 2 min, elongacja w temp. 61 oC przez 
1 min. Reakcje przeprowadzano w aparacie Mastercycles® 
Gradient Machine fi rmy Eppendorf. Zastosowano następu-
jące startery: 27f (5’-TTCCGGTTGATCCYGCCGGA-3’) 
i 1492 universal (5’-ACGGGCGGTGTGTRC-3’) [5]. Po-
wielone fragmenty DNA oczyszczono wykorzystując ze-
staw Qiagen-PCR według instrukcji producenta, a następ-
nie zsekwencjonowano. Otrzymane sekwencje genu 16S 
rRNA analizowano wykorzystując program CLUSTALW 
v1. 83. Bakterie zidentyfi kowano do gatunku/szczepu na 
podstawie podobieństwa sekwencji genu 16S rRNA, wyko-
rzystując bazę danych RDP. Charakterystykę morfologicz-
ną i biochemiczną wybranych szczepów bakterii wykonano 
według tradycyjnych metod mikrobiologicznych.

Synteza wielościennych nanorurek węglowych

Nanorurki wielościenne zsyntezowano metodą termicz-
ną (CVD – chemical vapor deposition) opisaną w pracy [7]. 
Jako źródło węgla użyto ksylen (C8H10), zaś jako prekur-
sor katalizatora zastosowano ferrocen (Fe(C5H5)2). Proces 
CVD prowadzono w poziomym rurowym reaktorze kwar-
cowym, umieszczonym w piecu elektrycznym o dwóch 
strefach grzania, stosując 10% roztwór ferrocenu w ksylenie
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i argon jako gaz nośny. Roztwór był wstrzykiwany do re-
aktora kwarcowego z szybkością 0,1 cm3/min. W pierw-
szej strefi e pieca (200 °C) roztwór odparowywał, następnie 
jego pary były przenoszone przez argon do drugiej strefy 
(680 °C), w której dochodziło do rozkładu par roztworu.
W wyniku rozkładu na ściankach reaktora osadzał się pro-
dukt węglowy.

Wzrost bakterii z rodzaju Bacillus na podłożach stałym 
i płynnym w obecności nanorurek węglowych

Bakterie z rodzaju Bacillus hodowano na podłożach 
stałym i płynnym [8] wraz z nanorurkami węglowymi
w zakresie dawek od 0,001 g do 0,01 g. Hodowle bakterii 
inkubowano w temperaturze 45 oC. W przypadku hodowli 
stałych odczyty wzrostu bakterii robiono po 24 h i 48 h. 
W przypadku hodowli płynnych pobrano po 1 cm3 hodowli 
w czasie od 0 do 144 h, a następnie metodą płytek lanych 
obliczono liczbę wyrosłych kolonii bakterii (jtk/cm3) i wy-
znaczono krzywe wzrostu, które porównano z hodowlą 
kontrolną (bez nanorurek węglowych).

Właściwości biosurfaktantów produkowanych
przez bakterie z rodzaju Bacillus
w obecności nanorurek węglowych

Hodowle płynne poszczególnych szczepów Bacillus 
inkubowano w 45 oC przez 7 d, a następnie odwirowano 
w czasie 10 min przy prędkości obrotowej 10000/min. 
Otrzymany płyn nadosadowy wykorzystano do oceny 
właściwości powierzchniowych biosurfaktantów produ-
kowanych przez dane szczepy bakterii. Pomiary napięcia 
powierzchniowego wykonano metodą pierścieniową (du 
Nouy’a) na tensytometrze K12 fi rmy Kruss w temperaturze 
25 oC, przy odchyleniu 0,09 mN/m. Zdolność emulgowania 
badano wg metody opisanej w pracach [9,10]. Do 5 cm3 
cieczy nadosadowej dodano 2 cm3 różnych substancji hy-
drofobowych. Po 24 h oceniono wysokość warstwy emul-
gującej i obliczono wskaźnik emulgacji EI24 wg [9]. Jeżeli 
wskaźnik EI24 był większy niż 40%, to oceniono emulsję 
jako stabilną. Współczynnik pienienia (FV – foam volume) 
oceniono wg metody opisanej w pracy [11]. Do cylindra 
szklanego wlano 25 cm3 cieczy nadosadowej, przez którą 
następnie przepuszczano strumień powietrza (50 cm3/min) 
przez 5 min. Współczynnik pienienia obliczono na podsta-
wie różnicy pomiędzy objętością warstwy pieniącej a po-
zostałością cieczy nadosadowej.

Wyniki badań

W badaniach wykorzystano trzy szczepy bakterii zi-
dentyfi kowane jako Bacillus subtilis (I’-1a), Bacillus sp. 
(T-1) oraz Bacillus sp. (T’-1). Analiza sekwencyjna genu 
16S rRNA wykazała, że w przypadku dwóch szczepów, tj. 
T-1 i T’-1 trudno było jednoznacznie określić przynależ-
ność taksonomiczną do gatunku. Zarówno szczep ozna-
czony jako T-1, jak i T’-1 wykazały >99% podobieństwa 
sekwencyjnego do dwóch różnych gatunków; w przypadku 
T-1 do B. subtilis i B. licheniformis, a w przypadku T’-1 do 
B. subtilis i B. amyloliquefaciens. Wyizolowane szczepy
Bacillus należały do grupy halofi lnych i termotolerancyjnych 

bakterii o kształcie pałeczek, czasami tworzących formy łań-
cuszkowe. Rosły w temperaturach od 37 oC do 70 oC, przy 
czym optimum ich wzrostu wynosiło 45 oC oraz tolerowały 
różne stężenia NaCl (2÷12%).

Wielościenne nanorurki węglowe otrzymane metodą 
CVD miały długość około kilku mikrometrów i zewnętrzne 
średnice w zakresie 20÷80 nm (rys. 1). W badaniach wy-
korzystano nanorurki, które nie były wstępnie oczyszczone 
i zawierały cząstki katalizatora.

Na rysunku 2 przedstawiono krzywe wzrostu bakterii 
wyznaczone przy różnych dawkach nanorurek węglowych, 
przy czym różnice między tymi krzywymi nie były staty-
stycznie istotne. Zastosowane dawki nanorurek nie wpłynę-
ły na szybkość wzrostu bakterii, nie spowodowały również 
zmian morfologicznych, natomiast stymulowały powsta-
wanie przetrwalników. W hodowlach z nanorurkami udział 
komórek bakteryjnych tworzących endospory mieścił się
w zakresie 93÷97%, podczas gdy w hodowlach kontrol-
nych (bez nanorurek) udział ten wynosił 28%.

Biosurfaktanty syntetyzowane przez bakterie powodo-
wały dyspersję nanorurek węglowych oraz miały właści-
wości powierzchniowe, porównywalne z hodowlą kontro-
lną (bez nanorurek węglowych), tj. zmniejszały napięcie 
powierzchniowe (tab. 1), charakteryzowały się silnymi 
zdolnościami emulgującymi w stosunku do zastosowanych 
substancji/mieszanin hydrofobowych (tab. 2) oraz zdolno-
ścią do pienienia.

Rys. 1. Obraz mikroskopowy (SEM) zsyntezowanych
wielościennych nanorurek węglowych

Fig 1. SEM micrograph of the synthesized multiwalled
carbon nanotubes
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Tabela 1. Napięcie powierzchniowe szczepów Bacillus
hodowanych w obecności i bez wielościennych

nanorurek węglowych
Table 1. Surface tension of the Bacillus strains cultured

with and without carbon nanotubes

Szczep
Bacillus

Napięcie powierzchniowe, Nm/m

hodowla
z nanorurkami

hodowla
kontrolna

T-1 30,5 ±0,08 30,44 ±0,15

T’-1 36,55 ±0,16 33,42 ±0,25

I’-1a 50,47 ±0,27 45,88 ±0,06

Woda – 72,2  ±0,4 mN/m, pożywka – 68 ±0,08÷2,31 mN/m

Tabela 2. Zdolność emulgująca biosurfaktantów produkowanych
przez szczepy Bacillus w obecności wielościennych

nanorurek  węglowych
Table 2. Emulsifying properties of the biosurfactants produced

by the Bacillus strains in the presence of carbon nanotubes

Substancja/
/Mieszanina
hydrofobowa

Wskaźnik emulgacji (EI24), %

T-1/N T-1/K T’-1/N T’-1/K I’-1a/N I’-1a/K

Heksadekan 76 9 2 2 4 11

Olej mineralny 100 100 100 100 100 100

Izooktan 13 12 5 2 16 28

Toluen 72 69 70 69 93 94

Ksylen 74 72 71 72 89 90

Squalen 100 94 21 16 18 16

Olej napędowy 71 67 71 70 70 72

Benzyna 72 71 71 69 71 69

Frakcja 
destylacji ropy 
naftowej A3

42 29 35 27 28 28

Frakcja 
destylacji ropy 
naftowej A5

100 100 24 29 30 37

Frakcja 
destylacji ropy 
naftowej P1

100 100 100 100 100 100

Frakcja 
destylacji ropy 
naftowej P2

100 100 31 30 100 100

Zużyty olej
(ze smażenia 
frytek)

100 100 100 100 100 100

N – hodowla w obecności nanorurek węglowych
K – hodowla kontrolna (bez nanorurek węglowych), odch. stand. 0,5÷5%

Podsumowanie

Ocena wzrostu trzech szczepów bakterii z rodzaju Ba-
cillus i produkcji przez nie biosurfaktantów wykazała, że 
nanorurki węglowe nie spowodowały zahamowania wzro-
stu bakterii oraz zmian morfologicznych, natomiast stymu-
lowały produkcję endospor. Produkowane przez badane 
szczepy biosurfaktanty spowodowały dyspersję nanorurek 

węglowych w roztworach wodnych, zmniejszyły napięcie 
powierzchniowe oraz charakteryzowały się silnymi zdol-
nościami emulgowania wybranych substancji/mieszanin 
hydrofobowych. Z praktycznego punktu widzenia istotne 
było wykazanie w pracy, że zarówno biosurfaktanty, jak 
i mikroorganizmy produkujące biosurfaktanty powodowa-
ły dyspersję wielościennych nanorurek węglowych.
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Rys. 2. Wzrost szczepów Bacillus w pożywce płynnej
z różnymi dawkami wielościennych nanorurek węglowych

Fig. 2. Growth of the Bacillus strains in the liquid culture medium,
at varying doses of carbon nanotubes
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Abstract: Three bacterial strains of the genus Bacil-
lus were tested in order to ascertain how the presence of
nanotubes in the culture medium infl uenced their growth, 
as well as their ability to produce biosurfactants. It was
found that the bacteria grew very well in the presence of 
the nanotubes, and that they were capable of producing bio-
surfactants. The biosurfactants synthesized by the bacteria 
accounted for the dispersion of the carbon nanotubes in li-
quid cultures. Although the multiwalled carbon nanotubes 

did not affect the morphology or the growth of the bac-
teria, they were found to stimulate endospore production. 
The objective of the study was also to assess the properties 
of the biosurfactants produced by the bacteria growing in 
the presence of the carbon nanotubes, i.e. surface tension, 
emulsifi cation and foamability. The nanotubes examined 
were found to exert no infl uence on the surface activity 
of the biosurfactants produced by the bacteria. The bio-
surfactants reduced surface tension, showed emulsifying 
properties towards some hydrophobic substances/mixtu-
res, and displayed foamabilities comparable to those of the 
control.

Keywords: Nanotechnology, carbon nanotubes, bio-
surfactant.


