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Wykorzystanie surfaktantów naturalnych 
w biodegradacji oleju napędowego

Zastosowanie surfaktantów w bioremediacji środowiska naturalnego skażonego substancjami ropopochodnymi 
jest jednym ze sposobów zwiększenia jej efektywności. Celem prowadzonych badań była analiza wpływu stężenia 
naturalnych surfaktantów: ramnolipidów i saponin na biodegradację oleju napędowego. Oceniano także modyfikację 
powierzchni komórek testowanych mikroorganizmów i jej wpływ na biodegradację węglowodorów. Właściwości 
powierzchniowe określano na podstawie pomiarów hydrofobowości powierzchni komórek i wartości potencjału 
zeta. Stwierdzono, że testowane surfaktanty zwiększają szybkość rozkładu oleju napędowego przez badane mikro-
organizmy: Microbacterium sp. i Achromobacter sp., przy czym skuteczniejsze w testowanych układach okazało 
się zastosowanie saponin, surfaktantów pochodzenia roślinnego. Uzyskano pięciokrotny wzrost degradacji oleju 
napędowego w stosunku do układu bez związku powierzchniowo czynnego. Najwyższej biodegradacji, po wpro-
wadzeniu 120 mg saponin na 1 litr oleju, towarzyszył wzrost hydrofobowości powierzchni komórek i zmniejszenie 
ładunku powierzchniowego testowanych szczepów.

Słowa kluczowe: biodegradacja, hydrofobowość powierzchni komórki, potencjał zeta, saponiny, związki powierzch-
niowo czynne.

The use of natural surfactants in the biodegradation of diesel oil
Application of surfactants in the bioremediation of contaminated environment with oil derivatives, is one of the ways 
to increase its efficiency. The aim of this study was to analyze the effect of the concentration of natural surfactants: 
rhamnolipids and saponins on the biodegradation of diesel oil. The modification of cell surface was determined on 
the basis of measurements of cell surface hydrophobicity and values of the zeta potential. It has been found that 
these surfactants have considerable potential, to increase the rate of oil degradation by microorganisms tested:  
Microbacterium sp. and Achromobacter sp. Although the use of saponins, surfactants of vegetable origin turned out 
to be more effective in tested systems. A 5-fold increase in degradation of the oil in relation to the system without the 
surfactant was achieved. The highest biodegradation after the addition of 120 mg saponins / l of oil was accompanied 
by an increase of cell surface hydrophobicity and reduction of the surface charge of the test strains.

Key words: biodegradation, cell surface hydrophobicity, saponins, surface active agents, zeta potential.

Wstęp

Katastrofy ekologiczne z ostatnich lat pokazują, że pro-
blem skażenia środowiska naturalnego substancjami ropo-
pochodnymi jest ciągle aktualny i dotyczy całego świata. 
Niekontrolowane przedostawanie się do środowiska natu-
ralnego produktów naftowych, ze względu na ich toksyczny 
charakter, negatywnie wpływa na równowagę ekosystemów. 
Związki te degradują wody gruntowe i powierzchniowe, 
zanieczyszczają glebę, zaburzają homeostazę, hamują wy-
mianę gazową, ograniczają dostęp światła, jak i zmniejszają  

stężenie rozpuszczonego tlenu. Ponadto, ze względu na 
hydrofobowy charakter, są słabo rozpuszczalne w wodzie 
i przez to charakteryzują się ograniczoną bioprzyswajalnością 
przez mikroorganizmy [5, 9]. Biodegradacja węglowodorów 
zależy od wielu czynników, takich jak: struktura związków 
węglowodorowych stanowiących zanieczyszczenie, ich roz-
puszczalność w wodzie czy też warunki fizykochemiczne 
środowiska. Pobieranie węglowodorów przez mikroorganizmy 
i ich wykorzystanie jako źródła węgla i energii jest zazwyczaj 
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opisywane poprzez trzy mechanizmy [2]. Pierwszy dotyczy 
związków o stosunkowo dużej rozpuszczalności w wodzie, 
które są bezpośrednio pobierane z fazy wodnej, drugi opi-
suje wykorzystanie przez mikroorganizmy węglowodorów 
z granicy faz ciecz–ciecz, trzeci zaś – węglowodorów zso-
lubilizowanych [4, 13].

W celu szybkiego usuwania substancji ropopochodnych 
ze skażonych terenów poszukuje się sposobów, które będą 
jednocześnie przyjazne środowisku. W ostatnich latach dużą 
popularnością cieszą się metody polegające na wykorzy-
staniu w procesach biodegradacyjnych surfaktantów, które 
charakteryzują się właściwościami amfifilowymi. Związki 
powierzchniowo czynne dzięki swojej budowie obniżają na-
pięcie powierzchniowe i międzyfazowe cieczy oraz emulgują 
substancje lipofilowe, powodując zwiększenie powierzchni 
wymiany i rozpuszczalności [3]. Poza tym surfaktanty mogą 
istotnie zwiększyć ruchliwość produktów naftowych w śro-
dowisku wodno-gruntowym. Mogą one także wpływać na 
pośrednie produkty biodegradacji [14]. Użycie surfaktantów 

podczas bioremediacji gleby wiąże się ze złożonymi oddzia-
ływaniami pomiędzy surfaktantem, glebą, zanieczyszczeniem 
i mikroorganizmami. W bioremediacji środowiska naturalnego 
skażonego substancjami ropopochodnymi wykorzystywane 
są zarówno syntetyczne, jak i naturalne związki powierzch-
niowo czynne. Surfaktanty naturalne przewyższają swoimi 
właściwościami surfaktanty syntetyczne. Charakteryzują się 
niższą toksycznością, lepszą biodegradowalnością i lepszą 
kompatybilnością ze środowiskiem [1]. W ostatnich latach 
obok biosurfaktantów wytwarzanych przez mikroorganizmy 
dużą rolę odgrywają związki powierzchniowo czynne pocho-
dzenia roślinnego – saponiny.

Celem prowadzonych badań była analiza wpływu stężenia 
naturalnych surfaktantów: ramnolipidów i saponin na bio-
degradację oleju napędowego. Oceniano także modyfikację 
powierzchni komórek testowanych mikroorganizmów i jej 
wpływ na biodegradację. Modyfikację określano na podstawie 
pomiarów hydrofobowości powierzchni komórek i wartości 
potencjału zeta.

Metody badań

Mikroorganizmy i biodegradacja węglowodorów
W eksperymentach wykorzystano środowiskowe szczepy 

bakterii wyizolowane z gleby skażonej ropą naftową – mi-
kroorganizmy z rodzajów Microbacterium sp. i Achromo-
bacter sp. Szczepy zostały zidentyfikowane za pomocą 
testów biochemicznych i techniki molekularnej. Biodegra-
dacji poddano olej napędowy, przefiltrowany przez sączek 
0,2 μm (Millex, Milipore). Hodowle o objętości 50 ml pro-
wadzono przez 7 dni w temperaturze 30°C w inkubatorze 
KS 4000 ic control firmy IKA. Zawartość oleju napędo-
wego w hodowli wynosiła początkowo 1% (v/v). Anali-
zowano zarówno biodegradację oleju napędowego przez 
testowane szczepy, jak również wpływ dodatku surfaktan-
tów naturalnych, saponin i ramnolipidów, na skuteczność 
jego rozkładu. Saponiny są ekstraktem z rośliny pustynnej  
Quillaya bark (Sigma Aldrich), ramnolipidy – biosurfaktan-
tem produkowanym przez bakterie Pseudomonas aeruginosa. 
W eksperymentach wykorzystano preparat handlowy 
JBR 425, będący 25-procentowym roztworem ramnolipi-
dów, produkowany przez Jeneil Biosurfactant Company 
(USA). Do hodowli zostały dodane surfaktanty w ilościach: 
6, 60, 120, 240 i 360 mg/l. Stosowano medium hodowlane 
o następującym składzie (w g/l): 7,0 Na2HPO4 · 2 H2O; 
2,8 KH2PO4; 1,0 NH4Cl; 0,5 NaCl; 0,01 MgSO4 · 7 H2O; 
0,001 FeSO4 · 7 H2O; 0,0005 MnSO4 · 4 H2O; 0,00064 ZnCl2; 
0,0001 CaCl2 · 6 H2O; 0,00006 BaCl2; 0,000036 CoSO4 · 
7 H2O; 0,000036 CuSO4 · 5 H2O; 0,00065 H3BO3; 0,001 EDTA; 
0,0146 ml 37-procentowego HCl. Biodegradację węglowo-

dorów wyznaczono na podstawie zmodyfikowanej normy  
PN-86C-04573/01.

Mikrobiologiczna adhezja mikroorganizmów do 
węglowodorów

Hydrofobowość powierzchni komórek testowanych mikro-
organizmów hodowanych w różnych układach oceniano testem 
adhezji do heksadekanu (MATH) według metody Rosenberga 
i in. [11]. Pomiaru hydrofobowości dokonywano w fazie lo-
garytmicznego wzrostu komórek. Hodowlę prowadzono na 
różnych źródłach węgla: glukozie, bursztynianie sodu, oleju 
napędowym, heksadekanie, różnych stężeniach testowanych 
surfaktantów i mieszaninach oleju napędowego z surfaktantem 
o różnym stężeniu. Do przemywania biomasy wykorzystywano 
roztwór buforowy PUM (fosforowo-mocznikowo-magnezo-
wy) o pH 7,2 (o składzie [g/l]: 19,7 K2HPO4; 7,26 KH2PO4; 
1,8 H2NCONH2 i 0,2 MgSO4 · 7 H2O). Gęstość optyczną 
mierzono przy długości fali 550 nm na spektrofotometrze  
UV-Vis (Shimadzu). Hydrofobowości wyznaczono z zależności:

H = (A0 − A1)/A0 ∙ 100%

gdzie: A0 – wyjściowa gęstość optyczna, A1 – gęstość optyczna 
po wytrząsaniu z heksadekanem. Wynik każdego z ekspery-
mentów jest średnią z pięciu prób.

Potencjał zeta
Potencjał zeta (potencjał elektrokinetyczny, ładu-

nek powierzchniowy) jest wielkością opisującą różnicę  



NAFTA-GAZ

106 Nafta-Gaz, nr 2/2015

potencjału między powierzchnią cząstki ciała stałego (lub 
kropli cieczy w emulsji) a otaczającym je roztworem. War-
tość bezwzględna potencjału zeta opisuje skłonność do 
sedymentacji i agregacji zawieszonych w roztworze czą-
stek – im ten potencjał jest bliższy zeru, tym mniej stabilna 
i szybciej sedymentująca jest zawiesina.

W badaniach potencjał zeta obliczono z równania Smo-
luchowskiego [10], na podstawie pomiarów ruchliwości 
elektroforetycznej za pomocą aparatu ZetaPlus (Brookhaven  

Biodegradacja oleju napędowego prowadzona była przez 
dwa szczepy bakterii wyizolowane ze środowiska natural-
nego: Achromobacter sp. i Microbacterium sp. Pomiar hy-
drofobowości powierzchni komórek został przeprowadzony 
na podstawie metody MATH (mikrobiologicz-
na adhezja do węglowodorów). W metodzie tej 
przyjmuje się, że większemu stopniowi adhezji 
komórek do węglowodorów odpowiada większa 
hydrofobowość powierzchni. Jako powierzchnie 
hydrofobowe przyjmuje się takie, których wartość 
przekracza 50%, hydrofilowo-hydrofobowe – gdy 
wartość ta jest w granicach 30÷50%, a hydrofi-
lowe – w przypadku wartości hydrofobowości 
poniżej 30%. Testowane szczepy charakteryzowały 
się właściwościami hydrofilowymi (rysunek 1), 
przy czym wyjściowa hydrofobowość szczepu 
Microbacterium sp. była wyższa (25%) w stosunku 
do szczepu Achromobacter sp. (12%). Analiza 
uzyskanych wyników badań wykazała, że hydro-
fobowość powierzchni komórek jest zależna od 

Instruments Co, USA). Hodowle prowadzono na takich 
samych źródłach węgla jak w pomiarach hydrofobowości 
powierzchni komórek. 

Po określonym czasie hodowli (faza logarytmicznego 
przyrostu biomasy bakteryjnej) komórki bakteryjne od-
wirowano i przemyto dwa razy buforem PUM. Następnie 
bakterie zawieszano w tym samym buforze, uzyskując za-
wiesinę komórek (o zawartości około 108 jtk/ml), w której 
określano ładunek zgromadzony na ich powierzchni.

Wyniki i dyskusja

Rys. 1. Hydrofobowości powierzchni komórek szczepów 
Achromobacter sp. i Microbacterium sp. po hodowli na różnych 

rodzajach źródła węgla: W – hydrofobowość wyjściowa, H – heksadekan, 
G – glukoza, B – bursztynian sodu, ON – olej napędowy

rodzaju źródła węgla zastosowanego w hodowli bakteryjnej. 
Wzrost cech hydrofobowych zaobserwowano w przypadku 
wykorzystania hydrofobowych źródeł węgla: heksadekanu 
i oleju napędowego.

0

10

20

30

40

50

60

W H G B ON

Hy
dr
of
ob

ow
oś
ć p

ow
ie
rz
ch
ni
 

ko
m
ór
ki
[%

]

Źródło węgla

Achromobacter sp. Microbacterium sp. 

Biodegradacja oleju napędowego

Testowane szczepy środowiskowe po 7 dniach pro-
wadzenia hodowli degradowały olej napędowy na pozio-
mie 10÷12%. Wprowadzenie do układu z Achromobac-
ter sp. saponin lub ramnolipidów znacznie przyspiesza 
biologiczny rozkład oleju napędowego (rysunek 2a). Stopień 
biologicznego rozkładu przez testowane mikroorganizmy 
jedynie w przypadku saponin uzależniony jest od stężenia 
surfaktantu. Najwyższy stopień biodegradacji oleju napę-
dowego osiągnięto przy stężeniu saponin 120 mg/l (68%). 
Dla ramnolipidów nie zaobserwowano wpływu stęże-
nia tego surfaktantu na biodegradację oleju napędowego 
(40÷43%). W przypadku szczepu Microbacterium sp. odno-
towano wpływ stężenia obu surfaktantów na biodegradację 
oleju napędowego (rysunek 2b). Także i w tym badaniu  

wyższą biodegradację uzyskano po wprowadzeniu saponin 
do układu. Najwyższą wartość biologicznego rozkładu 
zaobserwowano, gdy do hodowli bakteryjnej wprowadzo-
no 120 mg/l saponin (54%). W przypadku ramnolipidów 
wraz ze wzrostem ich stężenia nieznacznie zwiększała się 
biodegradacja oleju napędowego, która dla 360 mg/l wy-
niosła 43%. Tan i Kong [12] przeprowadzili badania, które 
wykazały, że dodanie biosurfaktantu przyczynia się do po-
budzenia autochtonicznej flory mikroorganizmów, a przez 
to do zwiększenia szybkości procesu biodegradacji. Dobór 
odpowiedniego surfaktantu i zastosowanie go w praktyce 
wymaga poznania złożonych interakcji, jakie występują po-
między związkiem powierzchniowo czynnym, powierzchnią 
komórki danego szczepu a zanieczyszczeniem.
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Właściwości powierzchniowe mikroorganizmów 
w układach z surfaktantami

Wpływ saponin i ramnolipidów na modyfikację po-
wierzchni komórek testowanych szczepów określano po-
przez pomiar hydrofobowości powierzchni komórek na 
podstawie adhezji do węglowodorów oraz poprzez pomiar 
potencjału zeta.

Hydrofobowość powierzchni komórek
Testowane surfaktanty – saponiny i ramnolipidy w od-

mienny sposób modyfikują powierzchnię testowanych mi-
kroorganizmów. W przypadku szczepu Achromobacter sp. 
zaobserwowano wraz ze wzrostem stężenia zarówno sapo-
nin, jak i ramnolipidów zmniejszenie ilości hydrofobowych 
komórek (rysunek 3a). Wprowadzenie tych związków po-
wierzchniowo czynnych do układu z olejem napędowym 
tylko w przypadku użycia saponin spowodowało istotne 
zmiany w hydrofobowości powierzchni komórek testowa-
nego szczepu. Wraz ze wzrostem stężenia saponin hydro-
fobowość rosła i przy 240 mg/l wyniosła 49%. W przypad-
ku szczepu Microbacterium sp. odnotowano gwałtowny 

spadek hydrofobowości po wprowadze-
niu saponin (rysunek 3b). Natomiast  
dodanie ich do układu z olejem napędo-
wym spowodowało wzrost ilości hydro-
fobowych komórek, która utrzymywała 
się na porównywalnym poziomie nieza-
leżnie od stężenia związku powierzchnio-
wo czynnego. Z kolei wraz ze zwiększe-
niem stężenia ramnolipidów odnotowano 
powolny wzrost ilości komórek hydro-
fobowych. Podobną tendencję zaobser-
wowano po wprowadzeniu ramnolipi-
dów do układu z olejem napędowym  
do stężenia 120 mg/l (45%). Zastoso-
wanie większych ilości ramnolipidów 
spowodowało zmniejszenie ilości hydro-
fobowych komórek w układzie. Zhong 
i in. [15, 16] wskazują, że adsorpcja ram-
nolipidów powoduje zmianę hydrofilo-
wych właściwości powierzchni komórek, 
która może prowadzić do skuteczniejszej 
mineralizacji węglowodorów. Wpływ 
surfaktantów na właściwości powierzch-
niowe zależy zarówno od ich rodzaju, 
jak i od mikroorganizmów, na które od-
działują [6].

Potencjał zeta
Wyższym ładunkiem powierzchnio-

wym w testowanych układach charakteryzował się szczep 
Achromobacter sp. (tablica 1). Analizując wpływ ilości 
wprowadzonych do układów surfaktantów na ładunek po-
wierzchniowy testowanych szczepów podczas biodegradacji 
oleju napędowego, istotne różnice zaobserwowano tylko 
w przypadku szczepu Microbacterium sp., i to w układzie 
z ramnolipidami. Wraz ze wzrostem stężenia odnotowano 
obniżenie wartości potencjału zeta, zwiększała się więc rów-
nież stabilność układu, a komórki bakteryjne miały mniejszą 
skłonność do sedymentacji i agregacji. W rezultacie możliwa 
była intensywniejsza wymiana składników pokarmowych 
i biodegradowalnych związków między biomasą bakteryjną 
a roztworem hodowlanym.

Analizując właściwości powierzchniowe i biodegradację 
oleju napędowego przez testowane szczepy, zaobserwowano 
odmienny wpływ tego samego surfaktantu na komórki bak-
teryjne. W przypadku saponin, dla obu szczepów, najwyższą 
biodegradację oleju napędowego uzyskano, wprowadzając do 
układu 120 mg/l surfaktantu. Szczepy te charakteryzowały 
się właściwościami hydrofilowo-hydrofobowymi, jednakże 
ich ładunek powierzchniowy był odmienny. Wyższy ładunek 

Rys. 2. Wpływ stężenia saponin i ramnolipidów na biodegradację oleju 
napędowego przez szczep: (a) Achromobacter sp., (b) Microbacterium sp. 
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a)

b)

Rys. 3. Wpływ stężenia saponin i ramnolipidów na hydrofobowość  
powierzchni komórek: (a) Achromobacter sp., (b) Microbacterium sp.

Tablica 1. Wpływ stężenia saponin i ramnolipidów dodanych do układu z olejem napędowym 
na potencjał zeta szczepów Achromobacter sp. i Microbacterium sp.

Stężenie ramnolipidów [mg/l]
Potencjał zeta [mV]

Achromobacter sp. Microbacterium sp.
6 −12,2 ±0,02 −9,1 ±0,09

60 −10,4 ±0,01 −14,3 ±0,06
120 −11,5 ±0,07 −16,1 ±0,06
240 −10,4 ±0,08 −25,5 ±0,07
360 −11,3 ±0,05 −27,3 ±0,08

Stężenie saponin [mg/l] Achromobacter sp. Microbacterium sp.
6 −12,9 ±0,10 −18,9 ±0,09

60 −15,6 ±0,08 −20,6 ±0,08

120 −16,0 ±0,06 −21,4 ±0,05

240 −15,2 ±0,10 −22,3 ±0,08
360 −15,6 ±0,03 −22,4 ±0,06

Źródło węgla Achromobacter sp. Microbacterium sp.
Glukoza −10,6 ±0,10 −20,2 ±0,06

Bursztynian sodu −10,6 ±0,08 −21,7 ±0,08
Heksadekan −13,1 ±0,07 −18,6 ±0,07

Olej napędowy −13,3 ±0,12 −15,1 ±0,09

powierzchniowy miał szczep Achromo-
bacter sp. (−16 mV), natomiast wartość 
ta w przypadku Microbacterium sp. 
wynosiła −21,4 mV. Stosując ramnoli-
pidy, zaobserwowano, że dla szczepu 
Achromobacter sp. zmianom hydrofo-
bowości powierzchni komórek wraz ze 
wzrostem stężenia surfaktantu nie to-
warzyszyły zmiany w skuteczności bio-
degradacji, która niezależnie od ilości 
stosowanego surfaktantu utrzymywała 
się na podobnym poziomie. Z kolei 
w przypadku szczepu Microbacterium 
sp. wzrostowi biodegradacji wraz ze 
zwiększoną ilością zastosowanych 
ramnolipidów towarzyszyło zmniej-
szenie ładunku powierzchniowego. 
Ładunek na powierzchni komórki jest 
wynikiem oddziaływań grup funkcyj-
nych, regulowanych metabolicznie, 
obecnych na jej powierzchni [8]. Liu 
i in. [7] zaobserwowali zmianę ładunku 
powierzchniowego szczepu Penicillium 
simplicissimum pod wpływem saponin.
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Wnioski

Testowane związki powierzchniowo czynne posiadają 
znaczny potencjał aplikacyjny. Ponadto ich biodegrado-
walność i kompatybilność ze środowiskiem powodują, 
że są one dobrym narzędziem z ekologicznego punktu 
widzenia. Zastosowanie zarówno biosurfaktantów, jak 
i surfaktantów pochodzenia roślinnego wpływa korzystnie 
na biodegradację oleju napędowego, powodując znaczne jej 

zwiększenie. Saponiny, surfaktanty pochodzenia roślinnego, 
zwiększają biodegradację oleju napędowego efektywniej 
niż ramnolipidy. 

Najwyższej biodegradacji (wzrost pięciokrotny), po 
wprowadzeniu 120 mg/l saponin, towarzyszył wzrost hy-
drofobowości powierzchni komórek i zmniejszenie ładunku 
powierzchniowego testowanych szczepów.
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