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1.Wstep

dazeniach do zmniejszenia udziatu syntetycznych surfaktantéw w prze-

mysle spozywczym, kosmetycznym i farmaceutycznym oraz w ochronie
Ssrodowiska zwraca sie uwage na mozliwosci ich zastgpienia odpowiednikami
otrzymywanymi metoda biosyntezy mikrobiologicznej (1-3). Predyspozycje do
syntezy zwigzkdéw powierzchniowo aktywnych (biosurfaktantéw) wykazujg ba-
kterie oraz drozdze (4). Biosurfaktanty mikrobiologiczne swoimi wiasciwoscia-
mi przewyzszaja odpowiedniki otrzymywane chemicznie przede wszystkim, dla-
tego ze mozna je stosowac¢ w szerokim zakresie temperatury, kwasowosci oraz
stezenia soli (6,46).

Biosurfaktanty otrzinnywane metodga mikrobiologiczng dzieli sie zazwyczaj
na nastepujace grupy:

— glikolipidy (ramnolipidy, trehalozolipidy, celobiozolipidy),

— lipopeptydy i lipoproteiny (surfaktyna, subtylizdma, gramicydyna, po-
limyksyna),

— surfaktanty polimeiyczne (emulsan, biodyspersan, kompleks mannan-
lipidy-proteiny, liposan),

— kwasy tluszczowe, neutralne lipidy, fosfolipidy,
tzw. specyficzne biosurfaktanty, do ktérych zalicza sie np. cate ko-
morki niektdrych drobnoustrojow.

Biosurfaktanty syntetyzowane przez rézne mikroorganizmy, sa substan-
cjami zewnatrzkomodorkowymi badz sa zwigzanymi z komoérkg. Ich obecnosé
stwierdza sie gtdwnie podczas wzrostu mikroorganizmoéw w poditozach zawie-
rajacych nierozpuszczalne w wodzie substraty (1). Rola jaka odgrywajga bio-
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surfaktanty nie jest w peilni poznana. Spekuluje sie o ich udziale w emul-
gowaniu nierozpuszczalnych w wodzie substratéw, ale moéwi sie rowniez o ich
udziale w adhezji komodrek i zwiekszaniu ich odpornosci na dziatanie szkod-
liwych czynnikdw srodowiska, a takze w desorpcji komorek czy tez dziataniu
antymikrobiologicznym (6-11).

Do lepiej poznanych biosurfaktantéw mikrobiologicznych nalezy zaliczy¢
z grupy glikolipidéw, np. ramnolipidy R3 z Pseudomonas aeruginosa, sofo-
rolipidy z Candida apicola, badz Candida bombicola z grupy lipopeptydow
np. subtyline z Bacillus subtilis, ze zwigzkdéw polisachaiydowo-proteinowych
np. liposan z Candida lipolytica (5). Mannoproteinowy kompleks o wiasciwo-
Sciach emulgujacych wystepuje w scianach komdérek Saccharomyces cerevi-
siae (11). W skali przemystowej produkowany jest emulsan — kompleks
heteropolisacharydowo-lipidowy, syntetyzowany przez Acinetobacter calcoace-
ticus. W skiladzie kompleksu wystepuja: N-acetylogalaktoaming, kwas urano-
wy, kwasy ttuszczowe (10-15% s.s.), ktére sg kowalencyjnie zwigzane z poli-
sacharydami (5).

Biosynteza surfaktantdw jest najczesciej zwigzana z namnazaniem drob-
noustrojow w podiozu z udziatem weglowodoréw lub tluszczéw lub olejéw
lub glicerolu lub weglowodanéw (12,13). Mikrobiologiczne zwigzki akt}rwne
powierzchniowo sa zazwyczaj metabolitami zewnatrzkomérkowymi o chara-
kterze amfifilowym. Ich czes¢ hydrofilowa stanowig najczesciej mono-, oligo-
lub polisacharydy, aminokwasy, biatka itp. W sktadzie czesci lipofilnych bio-
surfaktantow wystepuja jeden tub wiecej diugotancuchowych kwasow tlusz-
czowych tub hydroksykwasy ttluszczowe lub a-alkilo-(3-hydroksykwasy ttusz-
czowe zwierajace od 30 do 40 atomoéw wegla w czasteczce. Sa one zestry-
fikowane poprzez grupe acylowa lub wigzanie glikozydowe z czescig hydro-
filowa surfaktgnta. Charakterystyke wybranych biosurfaktantéw mikrobiolo-
gicznych przedstawiono w tabeli 1 (13).

Budowa chemiczna biosurfaktantéw, wydajnos¢ ich biosyntezy oraz wia-
Sciwosci emulgujace, zdolnos¢ do obnizania napiecia powierzchniowego za-
lezg od: rodzaju, gatunku, szczepdéw drobnoustrojéw, skiladu podioza oraz
warunkéw hodowli (12).

Celem artykutu jest przyblizenie wazniejszych aspektdéw poznawczych oraz
aplikacyjnych dotyczgcych otrzymywania, charakterystyki i zastosowania bio-
surfaktantow mikrobiologicznych.

2. Otrzymywanie i charakterystyka glikolipidow

Glikolipidy sa najliczniejsza i najlepiej poznang grupa biosurfaktantow
syntetyzowanych przez drobnoustroje (1). Sa one syntetyzowane gtéwnie przez
bakterie tub drozdze namnazane w podtozach z hydrofobowym zrédtem wegla
np. frakcjami ropy naftowej, ttuszczami zwierzecymi lub olejami roslinnymi.
Do waznych czynnikdw decydujgcych o wydajnosci syntezy glikolipidow na-
lezy zaliczy¢ skiad podioza w tym proporcje zawartosci zréodta wegta do za-
wartosci zroédia azotu.
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Tabela 1

Przyk#ady budowy chemicznej oraz wystepowania biosurfaktantéw (?)

Rodzaj
Biosurfaktant Budowa czesci hydrofobowej wigzania
chemicznego

tadunek Miejsce
biosurfaktanta wystepowania

cellobiozolipidy kwas 15, 16-dihydroksyheksa- glikozydowe; anion zewnatrz-
dekanowy; estrowe komaorkowy
kwas p-hydroksy C6 lub C8
ramnolipidy kwas P-hydroksydekanowy glikozydowe: anion zewnatrz-
estrowe komorkowy
soforolipidy kwas 17-hydroksyoktadekano- glikozydowe; zwigzek zewnatrz-
wy laktonowe niejonowy komaoérkowy
trehalozodiestry kwas korynomykolowy* estrowe zwigzek Sciana
niejonowy komadrkowa
trehalozotetra- kwasy C7 do C18 estrowe anion zewnatrz-
estry komorkowy
mono-, di-, kwas korynomykolowy estrowe zwigzek Sciana
trisacharydy niejonowy komoérkowa
surfaktyna kwas p-hydroksy-C15; peptydy estrowe; anion zewnatrz-
amidowe komérkowy

* a-alkilo-p-hydroksykwasy tluszczowe od C32 do C40.

W zaleznosci od wtasciwosci fenotypowych mikroorganizmdéw syntetyzujga
one glikolipidy zwigzane ze sciang komoérkowa lub jako metabolity zewnatrz-
komoérkowe. Przyktadem glikolipidu zwigzanego ze $ciang komoérkowag pro-
ducenta jest a,a’-trehalozo-6,6’-dikorynomykolat syntetyzowany przez Rho-
dococcus erythropolis w podtozu mineralnym ze zrédiem wegla w postaci
n-alkanéw (od C13 do CI6) (13). Rhodococcus erythropolis namnazany w pod-
tozach z dobranym zrédiem wegla bez limitowania zawartosci azotu synte-
tyzuje wylacznie niejonowe trehalozo-dikorynomykolaty. Kontrolowane, limi-
towanie zawartosci azotu w podtozu prowadzi do zmiany metabolizmu ko-
morek. Giéwnym glikolipidem syntetyzowanym wodwczas jest anionowy tre-
halozo-czteroester, a trehalozo-dikorynomykolat jest syntetyzowany w matych
ilosciach. Limitowanie zawartosci azotu w podtozu wptywa nie tylko na stru-
kture syntetyzowanych glikolipiddéw, lecz takze na wydajnos¢ biokonwersji
substratu w glikolipidy (tab. 2) (13).

Synteza trehalozo-czteroestrow przez Rhodococcus erythropolis jest réow-
niez typowym przykladem mozliwosci zmiany skiladu czesci lipofilnej gliko-
lipidéw przez dobdr zrédila wegla w podiozu (13). Z danych przedstawionych
w tabeli 3 nie trudno zauwazy¢, ze zmiana rodzaju zrédia wegla w podtozu
decyduje o budowie czesci weglowodanowej glikolipidéw syntetyzowanych przez
Rhodococcus erythropolis (13). Wnioskowa¢ mozna réwniez o wtasciwosciach
biosurfaktantéw réznigcych sie skladem chemicznym.
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Tabela 2
ChAPJAKTERYSTYKA syntezy TREHALOZOLIPIDOW przez RhodcKoccus erythropolis W PODEOZU Z N-ALKANAMI (7)

Wydajnos¢ konwersiji Skiad produktu
Warunki Simtezy (9 produktu/ trehalozodikorynomy-
g substratu) Kolat trehalozotetraester
komorki rosnace:
bez wystepowania czynnikéw
limitujgcych 015 100 -
limitowanie Zzrédta azotu 0,28 - 10 90
komorki w fazie
spoczynkowej 0.65 8 92
Tabela 3

Zmiany sk#adu kwaséw thuszczowych trehalozotetraestréw syntetyzowanych przez
Rhodococcus erythropolis W ZALEZNOSCI OD ZRODEA WEGLA (7)

Zrédio wegla
Kwas tluszczowy

n-undekan n-oktadekan n-paraflny* kerosene**

Cc7 - - 3 -

c8 - - 24 17
Cc9 18 3 9 2
Clo 4 7 59 35
ClOa-metyl - . _ 11
Cli 72 11 2 6
C12 - _ _ 5
Ci4 - 22 - 6
C15 - - - 3
C16 5 27 - 6
ci18 1 30 - 2

* 89% n-tetradekan, 9% n-pentadekan; * 85% n-parafiny i izoparafiny, 15% sktadniki aro-
matyczne.

Rozpatrujgc mechanizm syntezy trehalozolipidéw przez Rhodococcus ery-
thropolis mozna stwierdzi¢, ze rodzaj czesci cukrowej biosurfaktantéw nie
jest zalezny od substratu weglowego. Czes¢ lipofilowa syntetyzowana jest
bezposrednio z weglowodoréw poprzez przeksztatcenia w odpowiednie kwasy
tluszczowe, ktore po modyfikacji moga by¢ wlgczane w strukture biosurfa-
ktanta. Wegiel weglowodorowych substratéw wbudowywany jest w strukture
czesci weglowodanowej glikolipidéw i decyduje o jej lipofilnych lub hydrofil-
nych wlasciwosciach. Czes¢ lipofilna trehalozolipidow moze by¢ syntetyzo-
wana ze zwigzkow weglowodorowych przede wszystkim, z réznych kwaséw
ttuszczowych, ktdére po modyfikacji sa wbudowywane w glikolipidy. Podobne
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Rys. 1. Synteza ramnolipidéw przez komérki Pseudomonas sp. DSM 2874 bedace w fazie
wzrostowej lub spoczynkowej zawieszone w 100 mM chlorku sodu (13).

zaleznosci stwierdzono w mikrobiologicznej biosyntezie mannozyloerytrytolo-
lipidéw oraz soforolipidéw przez drobnoustroje w fazie logarytmicznego wzro-
stu, namnazane w podiozu z weglowodorami (13).

Odmienne zaleznosci stwierdzono w biosyntezie ramnolipidéw (13). Rézne
zrodla wegta w postaci "gzkéw wegtowodorowych, glicerolu lub alkanéw
o réznej dilugosci tancucha weglowego nie decydowaly o strukturze lipofitnej
czesci biosurfaktantow syntetyzowanych przez Pseudomonas sp. Cze$¢ cu-
krowa jak i lipofilowa w ramnotipidach jest syntetyzowana de novo nieza-
leznie od rodzaju substartu weglowego (14). Podobny mechanizm syntezy
biosurfaktantéw stwierdzono dla soforolipidéw syntetyzowanych przez ko-
morki znajdujgce sie w fazie spoczynkowej i celobiozolipidéw syntetyzowa-
nych przez komorki w fazie wzrostu (13).

Ramnolipidy sg zewnatrzkomadérkowymi metabolitami syntetyzowanymi przez
Pseudomonas sp. w okreslonych, dobranych warunkach. Wydajnos¢ syntezy
ramnolipidéw przez Pseudomonas sp. wyraznie zalezy od limitowania zawar-
tosci zrédla azotu oraz jondw Fe, Mg lub Ca w podiozu (13). Na podstawie
szczegolowych studidw ustatono zaleznosé, ze ramnolipidy najwydajniej sa
syntetyzowane przez komorki Pseudomonas w stanie spoczynku (zywe, ate
nie rozwijajgce sie) (14). Porownanie wydajnosci syntezy ramnolipidow przez
rosngce i nierozwijajace sie komorki Pseudomonas sp. DSM 2874 zawieszone
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Rys. 2. Budowa ramnolipidéw S}mtetyzowanych przez Pseudomonas sp. DSM 2874 (13).

W suspensiji skltadajgcej sie z 100 mM roztworu NaCl, n-alkanéw przedsta-
wiono na rysunku 1 (13). Warunki wzrostu mikroorganizmoéw oraz stan fi-
zjologiczny komoérek Pseudomonas sp. DSM (komorki rozwijajgce sie lub w spo-
czynku) decydujg nie tylko o wydajnosci procesu, ale takze o skltadzie i bu-
dowie ramnolipidéw (rys. 2, tab. 4) (13).

Tabela 4
Wpiyw warunkéw srodowiska na wydajnosé syntezy ramnolipidéw przez
Pseudomonas sp. DSM 2874 ORAZ NA BUDOWE BIOSURFAKTANTA (7)

Udziat poszczegdlnych sktadnikéw*

Wydajnos¢ konwersji
(%)

Warunki syntezy (g produktu/g substratu)

R-I R-H R-H R-IV

a) komorki w fazie wzrostu
- bez czynnika limitujacego 0,04 50 - 50 _
- limitowanie Zrodfa azotu 0,18 65 _ 35 _
b) komérki w fazie stacjonar-
nej
- zrédto wegta-n-alkany 30°C 0,23 42 15 4t 2
- zrédio wegta-gticerot 30°C 0,10 22 15 62 }
- zrédio wegta-n-alkany 37°C 0,23 57 _ 43 _
e) komorki immobitizowane
- zrédio wegla-glicerot, 30°C 0O,+Ht 22 15 62 }

*R-l, R-ll, R-1ll, R-IV rodzaje ramnolipidéw zidentyfikowanych na podstawie analizy chro-

matograficzne;j.
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Powietrze
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Rys. 3. Reaktor fluidyzacyjny do ciggtej syntezy ramnolipidéw z ciagly izotacja biosurfaktan-
téw: 1) reaktor fluidyzacyjny; 2) termostat; 3) kontrota kwasowosci; 4) wytrgcanie produktu; 5)
pomiar konduktancji; 6a,b,c pompy pozywki, substratu oraz biokatalizatora; 7) zawdr magnety-
czny; 8) kolumna absorpcyjna XAD-2; 9) fotometr; 10) flotacja i odbieranie produktu (13).

Powaznym problemem technologicznym w produkcji zewnagtrzkomaorko-
wych biosurfaktantéw w warunkach tlenowych (zaréwno przez rozwijajgce
sie komorki jak i komorki w stanie spoczynku) jest intensywne pienienie sie
pozywki. Niedogodnosci te mozna zminimalizowac¢ stosujgc immobilizowane
komorki mikroorganizmoéw, np. w alginianie wapnia i prowadzenie ciggtej
syntezy biosurfaktantdw w bioreaktorze ze ziozem fluidalnym (13). Techno-
logia przedstawiona schematycznie na rysunku 3 uwzglednia ciagta izolacje
ramnolipidéw z piany metodg flotacji. Pozywka po wydzieleniu pozostatosci
biosurfaktantéw na kolumnie absorpcyjnej jest zawracana do bioreaktora.

Kolejnym przykladem dobrze poznanej metody otrzymywania biosurfa-
ktantow jest biosynteza soforotipidow przez Candida bombicola lub Candida
apicola. Soforolipidy sa zbudowane z soforozy powigzanej wigzaniem gluko-
zydowym z (o- lub (o-lI hydroksykwasami tluszczowymi (15-22). Otrzymywa-
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Rys. 4. Synteza soforolipidéw w hodowli Candida bombicola w fermentorze w 10 L podioza
z glukoza (10%) oraz odpadowym ttuszczem wieprzowym (10%). Proces prowadzono w warunkach
statego pH 3,4 od 36 godziny hodowli (17).

niem soforolipidow zajmowali sie Deshpande i Daniels (17). Autorzy zasto-
sowali w tym celu odpadowe tluszcze zwierzece z rzezni, 16j wolowy, ktore
facznie z 10% dodatkiem glukozy byty zrédtem wegla w hodowli Candida
bombicola. Wydajnos¢ syntezy soforolipidéow przez Candida bombicola w wa-
runkach ustalonych przez Deshpande i Danielsa (17) przedstawiono na ry-
sunku 4.

W dazeniu do obnizenia kosztéw produkcji soforolipidéow autorzy zasto-
sowali tanie podioza sktadajgce sie ze wspomnianych odpadowych ttluszczow
zwierzecych, glukozy, namoku kukurydzianego, amoniaku, K2HPO4 i NacCl
i przeprowadzili szacunkowe obliczenia kosztéw produkcji soforolipidow

biotechnologia 4 (47) '99
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Rys. 5. Synteza soforolipidéw przez Candida bombicola w podiozach z: 1) olejem canola; 2)
olejem kartaminowym; 3) olejem stonecznikowym: 4) olejem z oliwek; 5) olejem canola i laktozg
(15).

w trzydniowej hodowli Candida bombicola. Okazato sie, ze szacunkowy koszt
produkcji 1 kg soforolipidéw wynosi 2,69 USD. Autorzy sa przekonani o dal-
szych mozliwosciach zmniejszenia kosztow. Wyliczony koszt soforolipidow
nie jest konkurencyjny wobec syntetycznych detergentéw, np. siarczanu lau-
rylowego lub sulfonianu alkilobenzenowego, ktérych cena wynosi od 1,44 do
1,80 USD za 1 kg. Cena soforolipidéw moze by¢ jednak konkurencyjna wobec
surfaktantéw stosowanych w przemysle spozywczym lub kosmetycznym. Ich
ceny mieszcza sie w granicach 2,00-3,00 USD za kilogram (17).

Korzystng wydajnos¢ syntezy soforolipidéw przez Candida bombicola uzy-
skali w swoich badaniach Zhou i Kosaric (15). Prowadzagc hodowle Candida
bombicola w podiozu z olejami rzepakowym lub stonecznikowym lub olejem
z oliwek stwierdzili, ze o wydajnosci syntezy soforolipidéw w sposéb istotny
decyduje 10% dodatek glukozy do podioza. Zastagpienie glukozy innym cu-
krem, np. laktozg niekorzystnie wptywato na wydajnos¢ procesu (rys. 5) (15).

Soforolipidy sa takze syntetyzowane przez drozdze Candida apicola. Ocena
ich przydatnosci do tego celu byta przedmiotem badarn Hommela i wsp. (16,20,22).
Wydajnos¢ syntezy biosurfaktantow przez Candida apicola IMET 43747 zale-
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zala od rodzaju zrédia wegla w podiozu (16). Na podstawie danych przedsta-
wionych w tabeli 5 mozna stwierdzi¢, ze wydajnos¢ syntezy biosurfaktantow
przez Candida apicola byta wyraznie wyzsza podczas ich hodowli w poditozu
z dodatkiem n-alkanéw oraz innych hydrofobowych zrédet wegla. W bada-
niach Hommela i wsp. (16) stwierdzono takze, ze wydajnos¢ syntezy biosur-
faktantow przez Candida apicola zalezy od: poczatkowego stezenia zrodta we-
gla i proporcji stezenia C : N w podiozu (rys. 6).

Tabela 5
Wpityw ZROD}\ wegla na synteze i wkasciwosci biosurfaktantéw otrzymywanych
w HODOWLI Tondopsis apicola IMICT 43747 (16)

Napiecie powierzchniowe ptynu

zrodto wegla i jego stezenie  Zawarto$¢ biomasy ] .
pohodowlanego pozbawionego komaérek

(g/L) (9/u (mN/m)
n-dekan 50 1,9 21
n-dodekan 50 3,2 20
n-tetradekan 50 5,3 20
n-heksadekan 50 9,4 21
n-oktadekan 50 10,7 30
n-ejkozan 50 2,7 43
parex 50 9,0 21
krezole 50 1,8 46
kwas palmitynowy 10 2.0 17
palmitynian metylu 10 2,1 42
glukoza 50 25 30
glukoza 30 - -
+ olej stonecznikowy 10 11,8 30
sacharoza 25 4,1 30
sacharoza 25 - -
+ n-kaksadekan 50 17,5 20
serwatka 26 52
glicerol 20 10,5 30

Zrodio wegla w podiozu decyduje takze o wiasciwosciach biosurfaktantow
syntetyzowanych przez Candida apicola. Zalezno$¢ te potwierdzono badajac
zdolnos¢ obnizania napiecia powierzchniowego przez biosurfaktanty syntety-
zowane przez Candida apicola w podiozu z n-heksadekanem Ilub glukozg
jako jedynymi zrédlami wegla. Okazato sie, ze biosurfaktanty syntetyzowane
przez Candida apicola w pozywce z n-heksadekanem sg mieszaning siedmiu
glikolipidéw o réznej wartosci wspotczynnika podziatu Rf po rozdziale chro-
matograficznym (16).
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FArs. 6. Wplyw stezenia n-hek-
sadekanu oraz C:N w podiozu na
wydajnos¢ biomasy (+) oraz bio-
surfaktantéw (A) syntetyzowanych
przez Torulopsis apicola IMET
43747 (16).

Zawartos¢ heksadekanu (g/L)
(Stosunek C:N)

Biosurfaktanty syntetyzowane przez Candida apicola sg rozpuszczalne w wo-
dzie i wykazujg stabilnos¢ wlasciwosci w temperaturach do 100°C. Wysokie
stezenie soli w $Srodowisku pogarsza ich zdolnosci do obnizania napiecia
powierzchniowego.

W biotechnologii produkcji glikolipidéw waznym procesem jednostkowym
jest ich wydzielenie z pozywki. W zaleznosci od warunkéw hodowli Candida
apicola mozna otrzymac glikolipidy rozpuszczalne w wodzie lub w postaci
krystalicznej, co determinuje mozliwosci ich separacji. Wiadomo, ze rozwdj
Candida apicola prowadzi do znacznego zwiekszenia kwasowosci pozywki (18).
Prowadzac hodowle Candida apicola przy kwasowosci pozywki ponizej pH 2
otrzymuje sie glikolipidy w postaci rozpuszczalnej w wodzie. Po korekcie
kwasowosci dodatkiem cytrynianu sodu do pH 3 otrzymac¢ mozna glikolipidy
w postaci krystalicznej (tab. 6) (18). W zaleznosci od rodzaju Zrédta wegla
w pozywece i jego koncentracji zawartos¢ krystalicznych glikolipidow miesci
sie w granicach 5-90 g/l, a najkorzystniejsza wydajno$¢ biosdmtezy wynosi
0,46 g/lg zuzytego substratu. Krystaliczne glikolipidy fatwo mozna oddzieli¢
od pozywki metoda filtracji.
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Tabeijk 6
Synteza BIOSURFAKTANTOW przez Tomlopsis apicola w POZYWCE ZAWIERAJACEJ GLUKOZE (10%),
HEKSADEKAN (5%) ORAZ ROZNE KONCENTRACJE CYTRYNIANU SODU (18)

Zawartos¢ cytrynianu Koncowa kwasowosc Napiecie; Zawartos¢
sodu (g/L) ptynu hodowlanego powlerzchniowe biosurfaktanta (g/L)
(pH) (MN/m)

0 1,8 26 -

0,50 1,9 26 -

1,25 2,0 26 Slady

2,50 2,5 25 23,4

5,00 2,9 26 32,4
10,00 3,6 26 25,2

Drozdze Candida apicola syntetyzujg mieszanine glikolipidéw. W ich skia-
dzie stwierdzono obecnos¢ jednego gtéwnego (okoto 80% catosci) oraz kilku
frakcji glikolipidéw wystepujgcych w mniejszych ilosciach. Oczyszczanie mie-
szaniny metoda chromatografii cieczowej doprowadzito do wydzielenia gtow-
nej frakcji glikolipidéw. Charakteryzowala sie ona znaczacymi zdolnosciami
do obnizania napiecia powierzchniowego (10,18). Kontynuacja badan prowa-
dzonych przez Hommela i Huse (21) pozwolita ustali¢, ze drozdze Candida
apicola namnazane w pozywce z glukoza, fruktozg lub sacharozg jako jedy-
nymi zrodtami wegla syntetyzuja znaczace ilosci soforolipidéw w stacjonarnej
fazie swojego rozwoju. Nie stwierdzono syntezy tych zwigzkéw w hodowlach,
gdzie jedynym zrédiem wegla w podiozu byta galaktoza lub maltoza. W ho-
dowli Candida apicola IMET 43747 prowadzonej w pozywce z udzialem cy-
trynianéw i glukozy jako zZrédtami wegla po 120 godzinach zauwazono wy-
dzielanie w pozywce mikrokiystalicznego laktonu soforolipidu (18). Okazato
sie, ze jest on gtdbwnie akumulowany w Scianach komoérkowych producenta,
a tylko niewielka jego czes¢ jest wydzielana do pozywki. Stosujac technike
NMR wykazano, ze laktonosoforolipidy w $Scianach komoérkowych i pozywce
sg identyczne. Stosujac glukoze z poznano mechanizm biokonwersiji glu-
kozy do glikolipidéw (18). Drozdze prowadza degradacje glukozy do trioz,
ktére w czesci sg substratem do syntezy soforozy, a pozostale wykorzysty-
wane sg w syntezie czesci lipidowej z udzialem acetylo-CoA, natomiast sto-
sujac glukoze jako zrédio wegla w potaczeniu z heksadekanem, w hodowli
Candida apicola stwierdzono bezposrednie jej wbudowywanie (bez degradacji
do trioz) do weglowodanowej czesci soforolipidow. W swoich studiach Hom-
mel i wsp. (23) wykazali takze, ze rozw6] Candida apicola i synteza glikoli-
pidoéw sg hamowane przez ceruline (znany inhibitor biosyntezy kwaséw ttu-
szczowych) co potwierdza, ze glukoza jest podstawowym substratem w syn-
tezie soforolipidow bez wzgledu na to czy wystepuje w podiozu samodzielnie
czy z heksadekanem.

Z badan Heinza i wsp. (24) wynika, ze w procesach biokonwersji sktad-
nikdw podioza do glikolipidow duze znaczenie majg procesy oksydoredukcyj-
ne. Potwierdzeniem tego jest obecnos$¢ cytochromu P-450 w komérkach Can-
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dida apicola prowadzacych biokonwersje skiadnikéw podtoza do gtikotipidow.
Znaczenie utteniania skladnikéw podtoza z udziatem cytochromu P-450 oraz
komptekséw enzymoéw w tym przede wszystkim oksydazy alkoholowej w syn-
tezie soforolipidéw przez ten gatunek drozdzy przedstawit Hommel (25).

Innym przyktadem glikolipidéw sa mannozytoerytrytolo pochodne lipidowe
syntetyzowane przez drozdze z rodzaju Candida. Jednak pierwszym pozna-
nym mikroorganizmem, ktory syntetyzowal mannozyloerytrytolotipidy byty
grzyby Ustilago maydis PRL-627 (26). Obecnos$¢ tych lipidodw stwierdzono
jedynie w strukturach komoérkowych tego mikroorganizmu.

Synteze zewnatrzkomoérkowych mannozyloeiytrytolowych pochodnych li-
pidowych stwierdzono w hodowlach Candida sp. B-7 (27). W wyniku dziatan
skriningowych wyizolowany szczep zaklasyfikowano jako Candida antarctica
T-34. Warunki syntezy mannozytoerytrytotolipidéw przez ten szczep zostaly
scharakteryzowane w pracach Kitamoto i wsp. (28,29).

Drozdze w pozywce zawierajgcej 6% (v/v) oleju sojowego, jedynego Zrodia
wegla, syntezujg mieszanine 4 réznych mannozyloerytrytotolipidéw sposréd
ktorych zwigzki oznaczone jako MEL-A i MEL-B zostaly po raz pierwszy
scharakteryzowane. Kitamoto i wsp. (28) przedstawili, ze synteza zewnatrzko-
morkowych mannozytoerytrytotolipiddbw moze by¢ cechag charakterystycznag
dla drozdzy z gatunku Candida antarctica.

Synteza mannozytoerytrytotolipidéw prowadzona byta przez drozdze w obe-
cnosci olejow roslinnych natomiast nie zachodzita w obecnosci glukozy i in-
nych weglowodandéw. Wydajnos¢ syntezy biosurfaktantow — 34 mg/cm”™ —
byta najwyzsza w pozywce z olejem sojowym. Wzrost stezenia oleju sojowego
w pozywce do 8% (v/v) wigzal sie z liniowym zwiekszeniem wydajnosci syn-
tezy biosurfaktantéw. Dalsze zwiekszenie stezenia substratu powodowato tyl-
ko nieznaczne zmiany ilosci otrzymywanych glikolipidow. Wzbogacenie po-
zywki 0,1% dodatkiem ekstraktu drozdzowego prowadzito do wdekszenia wy-
dajnosci syntezy mannozytoerytrytotolipidow do 40 mg/cm”.

Synteza biosurfaktantdow uzalezniona byla réwniez od temperatury pro-
wadzenia hodowli oraz od warunkéw natlenienia pozywki bedacych funkcja
stopnia napetnienia kolby pozywka. Wydajnos¢ syntezy mannozyloerytrytolo-
lipidow w przeliczeniu na olej sojowy w optymalnych warunkach wynosita
55%.

Wzrost wydajnosci syntezy biosurfaktantéw przez Candida antarctica T-34
do 65% uzyskano dzieki wykorzystaniu komoérek ze stacjonarnej fazy wzro-
stu. W tym celu namnozone i wydzielone komoérki dodawano do wody de-
stylowanej z 8% (v/v) zawartoscig oleju sojowego (30).

W dalszych pracach Kitamoto i wsp. (31) badali mechanizm syntejy
mannozytoerytrytotolipidow. Wykorzystywanie ceruliny antybiotyku hamuja-
cego lipogeneze pozwolito na wysuniecie Kilku hipotez o ich syntezie przez
drozdze. Po pierwsze stwierdzono, ze mechanizm syntezy lipidéw wewnatrz-
komoérkowych w komoérkach drozdzy Candida antarctica i zewnatrzkomorko-
wych glikolipidéw jest odmienny. Synteza lipidéw wewnatrzkomorkowych od-
bywa sie na zasadzie bezposredniego wbudowywania kwaséw ttuszczowych
w struktury glikolipidéw. Stwierdzono ponadto, ze mechanizm syntezy
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mannozyloerytrytololipidéw zalezy od diugosci tancucha weglowego kwaséw
tluszczowych i tak synteza glikolipidow przebiega droga de novo, gdy zrodiem
wegla wykorzyst3iTwanym przez Candida antarctica sa krotkotarnicuchowe kwa-
sy tluszczowe (obecnos¢ ceruliny hamowata w tych warunkach synteze gli-
kolipidoéw). Woéwczas gdy w podiozu wystepowaly kwasy ttuszczowe od miiy-
stynowego do oleinowego synteza mannozyloerytrytololipidéw nie byta ha-
mowana przez ceruline.

Badania wtasciwosci mannozyloerytrytololipidow syntetyzowanych przez
Candida antarctica T-34 sa zblizone do wiasciwosci innych biosurfaktantow
oraz syntetycznych substancji aktywnych powierzchniowo zawierajgcych gtow-
nie kwasy tluszczowe od C8 do C12 (32). Stwierdzono, ze biosurfaktanty te
hamujg wzrost bakterii gramujemnych, stabo oddzialuja na bakterie gram-
dodatnie i sa nieaktywne wobec grzybéw (6).

Korzystne wtasciwosci mannozyloeiytrirtololipidéw wykorzystuje sie w oce-
nie ich przydatnosci przede wszystkim w przemys$le spozywczym.

3. Inne mikrobiologiczne biosurfaktanty

Wiadomo, ze Bacillus subtilis podczas hodowli w podiozu z rozpuszczal-
nymi w wodzie zrédlami wegla syntetyzuje surfaktyne. Obecnos¢ w pozywce
zwigzkow weglowodorowych hamuje synteze surfaktyny, ale nie wplywa ujem-
nie na rozwdj Bacillus subtilis (33-36). Stwierdzono, ze synteza surfaktyny
rozpoczyna sie w logarytmicznej fazie rozwoju bakterii i jest kontynuowana
w fazie stacjonarnej. Wydajnos¢ syntezy surfaktyny jest odwrotnie propor-
cjonalna do przyrostu biomasy bakterii.

Znane sa przyktady biosurfaktantdw mikrobiologicznych podobnych do
surfaktyny. Producentem ich zaréwno w warunkach tlenowych jak i beztle-
nowych jest Bacillus licheniformis JF-2 (37-39).

Znane sg takze inne biosurfaktanty mikrobiologiczne, np. omityna lub
lizynolipidy. Ostatnio Busscher i wsp. (40) przedstawili mozliwosci syntezy
biosurfaktantdow przez kilka szczepow Streptococcus thermophilus wyizolowa-
nych z warstwy odkladajacej sie na plytach pasteryzatora w sekcji pastery-
zacji mleka.

Doskonate wasciwosci emulgujace i pianotwoércze stwierdzono w ocenie
preparatéw otrzymanych z calych komoérek Candida utilis. W skitadzie tych
biosurfaktantéw dominujgcym komponentem (ponad 50%) sa biatka (5).

Do ciekawych przyktaddw substancji emulgujacych, prowadzacych do two-
rzenia mikroemulsji weglowodordéw i utatwiajgcych ich wykorzystanie przez
mikroorganizmy nalezg ich zewnagtrzkomoérkowe struktury membranowe. Te-
go rodzaju struktury stwierdzono w komdérkach Acinetobacter sp. HOI-N.
Charakteryzuja sie one srednicg od 20 do 50 nm, a w ich skiad wchodzg;
biatka, fosfolipidy oraz lipopolisacharydy (42). Stwierdzono réwniez, ze stru-
ktury te w porodwnaniu do membrany zewnetrznej ochraniajacej komorke
zawierajg: 5 razy wiecej fosfolipidéw oraz okoto 350 razy wiecej polisacha-
rydow.
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4. Whasciwosci i kierunki zastosowania biosurfaktantow
mikrobiologicznych

Wzrastajgce zainteresowanie otrzymywaniem biosurfaktantow zwigzane jest
z poszukiwaniem alternat}rwnych zwigzkéw powierzchniowo aktywnych wo-
bec odpowiednikéw otrzymamych metodami syntezy chemicznej. Poréwnanie
zdolnosci obnizania napiecia powierzchniowego oraz miedzyfazowego przez
biosurfaktanty i odpowiedniki syntetyczne przedstawiono w tabeli 7 (42).

Tabela 7

Wiasciwosci wybranych zwigzkéw powierzchniowo aktywnych (43)

Napiecie Napiecie
Zwigzek powierzchniowo aktywny powierzchniowe miedzyfazowe CMC*
(mN/m) (mN/m)

biosurfaktanty
celobiozolipidy 30 >},0 20,0
ramnolipidy 40 15 50,0
soforolipidy 37 1,5 82,0
trehalozo-dimykolat 30 18,0 0,7
trehalozo-6-mykolat 30 15,0 165,0
hydroksykwasy ttuszczowe 30 15,0 200,0
surfaktyna 27 1,8 25,0
kwas korynomykolowy 30 2,0 150,0
kompleks biatkowo-lipidowo-
cukrowy 35 15,0 190,0
PE-1006 30 5,6 70,0
ST-5 27 1.8 30,0
AB-2 28 15 35,0
surfaktanty
span-20 32 50 10,0
siarczan sodowy dodacylu 30 0,01 2500,0
sulfoniany 30 0,001 nie badano

* CMC (ang. Critical Micelle Concentration] krytyczne stezenie miceli, tj. najmniejsza ilo$¢
surfaktanta niezbedna do uzyskania najnizszej wartosci napiecia powierzchniowego.

tatwo zauwazy¢, ze biosurfaktanty wykazuja rézne wilasciwosci w zalez-
nosci od ich pochodzenia i budowy chemicznej. Zdolnosci obnizania napiecia
powierzchniowego wody przez biosurfaktanty i surfaktanty chemiczne sa zbli-
zone. Wieksze roéznice dotyczg napiecia miedzyfazowego oraz wartosci kryty-
cznego stezenia miceli (CMC — Ciritical Micelle Concentration), tj. najmniej-
szej ilosci surfaktanta niezbednej do uzyskania najnizszej wartosci napiecia
powierzchniowego (tab. 7).
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Glowne kierunki stosowania biosurfaktantéw zwigzane sg z: usuwaniem
zanieczyszczenn moérz olejami, ropa naftowg, usuwaniem pozostatosci olejow
ze zbiornikdbw magazynowych, usuwaniem metali z gleby lub wody, usuwaniem
zanieczyszczen olejowych z gleby itp. Z informacji przedstawionych w opra-
cowaniu Banata i wsp. (43) wynika, ze biosurfaktant z Pseudomonas aeru-
ginosa dodany do mieszaniny heksadekanu, heptadekanu, oktadekanu i na-
nodekanu po 28 dniach inkubacji w temperaturze 20°C doprowadzit do usu-
niecia w/w weglowodoréw odpowiednio w 47, 58, 73 i 60%. Zdolnosci bio-
surfaktantéw z Pseudomonas aeruginosa w odniesieniu do poprawy stopnia
biodegradaciji tetradekanu, heksadekanu wykazali Jain i wsp. (44).

Predyspozycje biosurfaktantdbw mikrobiologicznych sa wykorzystywane
w degradacji sktadnikéw ropy naftowej z wod morskich skazonych wyciekami
z tankowcow. Wykazano, ze biosurfaktanty syntetyzowane przez drobno-
ustroje rozwijajgce sie na pozywce z udziatem benzyny lub olejéw zwiekszajg
rozpuszczalnos¢ i dostepnos¢ tych sktadnikéw (43,45-52). Zdolnos¢ niekto-
rych biosurfaktantéw do usuwania frakcji ropy naftowej z gleby przedsta-
wiono w tabeli 8 (42).

Tabela 8
Ocena przydatnosci wybranych substancji powierzchniowo aktywnych
DO USUWANIA OLEJOW Z ZIEMI (43)

powizg:;?:ﬁi‘?owo pow,i\‘eargi:erfri?owe Zawartosc oleju Olej odzyskany

aktywny (mN/m) (%) (%)
0,1% SDS 27,1 35 0,0
1% Spolene 28,0 33 63,0
1% sulfinian 27,5 33 58,0
ST-5 27,6 35 80,0
Pet 1006 29,0 35 95,0
AB-2 293,0 35 95,0

Przedstawione wlasciwosci biosurfaktantow moga by¢ bardzo przydatne
w praktyce do usuwania zanieczyszczen z gleb skazonych ropa naftowa, np.
podczas wyciekdw spowodowanych rozbiciem cystern w czasie jej transportu.

Waznym kierunkiem zastosowan biosurfaktantéw jest ich przydatnosc¢
w myciu tankéw stosowanych do magazynowania ropy naftowej. Wtasciwosci
biosurfaktantow mikrobiologicznych w tym zakresie sprawdzono z powodze-
niem w Kuwejcie (43).

Waznym odbiorca surfaktantdow sg roéwniez przemyst spozywczy i kosme-
tyczny. Zapotrzebowanie na emulgatory w przemysle spozywczym zwieksza
sie od kilku lat. Sg one stosowane w produkcji ttuszczéw roslinnych, ma-
jonezdow, sosow, jogurtdw, itp. Z oceny wilasciwosci niektdrych biosurfaktan-
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tow wynika, ze opréocz zdolnosci typowych dla substancji aktywnych powie-
rzchniowo wykazujg one wiasciwosci antymikrobiologiczne (7).

Z dostepnych informacji literaturowych wiadomo, ze soforolipidy SL-1 do
4 syntetyzowane przez Torulopsis bombicola ATCL 22214, ramnolipidy RL |
do rv syntetyzowane przez Pseudomonas sp. DSM, trehalozolipid TL-1 syn-
tetyzowany przez Rhodococcus erythropolis wykazuja wtasciwosci inhibitujgce
rozwdj bakterii gramdodatnich lub gramujemnych. Antymikrobiologiczne od-
dziatywanie wybranych biosurfaktantéw przedstawiono w tabelach 9a i 9b
(7). Mechanizm antymikrobiologicznego oddziatywania glikotipidow przedsta-
wi¢ mozna nastepujgco:

— absorpcja biosurfaktantéw na blonach cytoplazmatycznych komoérek
mikroorganizmow;

— zmniejszenie osmotycznej stabitnosci komorek;

— aglomeracja biatek wewnatrzkomaorkowych.

Tabela 9a

Wpityw soforolipidéw na rozwdj wybranych mikroorganizmow (7)

i i Wzrost w obecnosci 2 mg/cm” soforolipidu*
Mikroorganizmy

SL-I SL-2 SL-3 SL-4
Pseudomonas aeruginosa + + + 1
Bacillus subtilis - _ _ -
Staphylococcus epidermidis - - + +
Streptococcus Jaecium - - nie badano +
Propionibacterium acnes +/- +/- nie badano +
Candida albicans + + + +
Glomerella cingulata + - + +
* S-1, S-2, S-3, S-4 — rodzaje soforolipidéw zidentyfikowanych na podstawie analizy chro-
matograficznej.
Tabela 9b

Wpiyw ramnolipidéw na rozwoéj wybranych mikroorganizméw (7)

Wzrost w obecnosci 2 mg/cm”

Mikroorganizmy ramnolipidu*
RL-I/RL-III RL-II RL-IV
Pseudomonas aeruginosa + + +
Bacillus subtilis - + -
Staphylococcus epidermidis - + +
Streptococcus Jaecium +/- + +
Propionibacterium acnes - - +
Candida albicans + + +
Glomerella cingulata + - +
* R-1, R-ll, R-lll, R-1V — rodzaje ramnolipidéw zidentyfikowanych na podstawie analizy chro-

matograficznej.
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o roéznej skutecznosci inhibitujgcego oddziaBirwania biosurfaktantéw wo-
bec bakterii gramdodatnich lub gramujemnych decyduja réznice w budowie
Scian komorkowych ulatwiajgce lub utrudniajgce oddziatywanie zwigzkow
powierzchniowo aktywnych na transport skladnikow pomiedzy komorka a sro-
dowiskiem. Wiadomo, ze o skutecznosci antymikrobiologicznego oddziatywa-
nia biosurfaktantow decyduje ich hydrofobowos¢ lub hydrofilnosc.

Niektére biosurfaktanty wykazujg aktywno$¢ ant3nnikrobiologiczng Ilub
hemolityczng (6,7). Na przykiad surfaktyna syntetyzowana przez Bacillus sub-
tilis hydrotizuje er}d:rocyty. Wiasciwosci antymikrobiologiczne wykazuja takze
lipopeptydy syntetyzowane przez Bacillus licheniformis (38).

Wiedza o wlasciwosciach biosurfaktantow jest niezbedna przed podjeciem
decyzji o ich zastosowaniu, np. w produkcji zywnosci. Odmiennie nalezy
oceni¢ antymikrobiologiczne wtasciwosci biosurfaktantéw stosowanych w pro-
dukcji margaryny, majonezu oraz biojogurtu.

5. Podsumowanie

w artykule przedstawiono stan obecny i perspektywy otrzymywania oraz
stosowania biosurfaktantéw otrzymywanych metodami enzymatycznymi lub
jako produkty biosyntezy mikrobiologicznej. W grupie metod enzymatycznych
przedstawionych w | czesci artykutu szczegélowo zaprezentowano moztiwosci
technologiczne otrzymywania monoacylogliceroli oraz ich wlasciwosci emul-
gujace i kierunki zastosowania.

W Il czesci przedstawiono mozliwosci mikrobiologicznej syntezy zwigzkow
powierzchniowo aktywnych. Opisano ich wilasciwosci i perspektywiczna przy-
datnos¢ praktyczng jako zamiennikéw surfaktantéw otrzymanych metodami
chemicznymi. Poréwnano perspektywy otrzymywania biosurfaktantow meto-
dami enzymatycznymi i mikrobiologicznymi (tab. 10). Szanse ich produkcji
w skali przemystowej, jak sie wydaje, sa realne z uwagi na zaangazowanie
w tym celu inzynierii genetycznej zmierzajgcej do doskonalenia cech tech-
nologicznych mikroorganizmow producentéw biosurfaktantow, jak rowniez
z uwagi na znaczacy postep w technice immobilizacji biokatalizatoréw sprzy-
jajacy obnizaniu kosztoéw produkcji biosurfaktantow.
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Tabela 10

Wiodzimierz Bednarski, Marek Adamczak

Poréwnanie biotechnologicznych metod otrzymywania biosurfaktantéw (46)

Biosurfaktanty otrzymywane metoda

Wyréznik
mikrobiologiczng enzymatyczng
zalety 1) biodegradowalnos¢ 1) biodegradowalnos¢
2) duza réznorodnos¢ 2) tatwos¢ modyfikacji struktury
3) niski koszt produkcji 3) niski koszt odzysku
4) mozliwo$¢ zastosowania in situ 4) tatwos¢ w oczyszczaniu
wady 1) wysoki koszt odzysku 1) wysoki koszt enzymow
2) duza objetos¢ odciekdéw 2) niska rozpuszczalnos¢ substratéw
perspektywy 1) doskonalenie mikroorganizmow 1) immobilizacja enzymoéw
rozwoju 2) immobUizacja komoérek 2) poprawa aktywnosci i stabilnosci
mikroorganizmow enzymow
3) doskonalenie technologii namnaza- 3) zastosowanie systemow
nia mikroorganizméw i wydzielania wiel ofazowych
metabolitéw 4) zastosowanie technologii ptynéw
nadkrytycznych
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Biotechnological methods synthesis of biosurfactants. Part Il. Synthesis of
biosurfactants by microorganisms

Summary

Possibilities of biosurfactants by microorganisms were presented. Examples of microbial bio-

synthesis of the main groups of biosurfactants were given. Biosurfactants have many potential
applications and examples of their utilization were briefly discussed. One of the applications of
biosurfactants receiving renewed attention is Microbial Enhanced Oil Recovery (MEOR) and ge-
nerally use of biosurfactants in pollution removal. Examples of utilization of biosurfactants in

biotechnologia 4 (47) 99
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these areas were pointed out. Finally, comparison between biosurfactants synthetised by enzymes
and microorganisms was presented.
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