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ROLA MIKROORGANIZMOW W SYNTEZIE ZWIAZKOW
POWIERZCHNIOWO CZYNNYCH

Streszczenie. Celem pracy bylo scharakteryzowanie mechanizméw i warunkéw srodowiska
wplywajacych na synteze zwiazkdéw powierzchniowo czynnych pochodzenia mikrobiologiczne-
go. Przedstawiono czynniki ukierunkowujace proces biosyntezy, omowiono role fizjologiczna
typowych biosurfaktantow oraz przedstawiono ich zastosowanie w réznych gateziach przemystu.
Wigkszo$¢ potencjalnie dostgpnych surfaktantow syntetyzuje si¢ z ropy naftowej. Zwiazki te sa
wigc zazwyczaj toksyczne i niebiodegradowalne, dlatego moga by¢ niebezpieczne dla srodowi-
ska. Szybki rozwoj biotechnologii, inzynierii genetycznej oraz wzrost §wiadomosci ludzkiej co do
potrzeby i konieczno$ci ochrony $rodowiska naturalnego przyczyniaja si¢ do wigkszego zaintere-
sowania ,,naturalnymi” surfaktantami. Biosurfaktanty sa zwigzkami wytwarzanymi w drodze
biosyntezy mikrobiologicznej gtdwnie przez bakterie i drozdze i wykazuja strukturalng réznorod-
no$¢ czastek powierzchniowo aktywnych. Maja przewage nad swoimi chemicznymi odpowiedni-
kami, poniewaz sg biodegradowalne, wykazuja stabilnos¢ w ekstremalnych temperaturach, pH i
zasoleniu oraz charakteryzuja si¢ matg toksycznoscia. Ponadto biosurfaktanty wykazuja szersze
spektrum dziatania. Dodatkowym czynnikiem jest mozliwo$¢ dopasowania cech funkcjonalnych
biosurfaktantow poprzez wprowadzenie niewielkich zmian w ich strukturze. Zmiany te uzyskuje
si¢, wykorzystujac reakcje mikroorganizmu na zmienny sktad pozywki oraz podatno$¢ samej
czasteczki zwigzku na manipulacje chemiczne i enzymatyczne.

Slowa kluczowe: drobnoustroje, biosynteza, zwigzki powierzchniowo czynne

Wstep

Zwiazki powierzchniowo aktywne to substancje zdolne do zmniejszania napigcia
powierzchniowego cieczy 1 na granicy faz. Taki charakter wykazuje wiele zwigzkow
organicznych, jak alkohole, estry, kwasy i inne zwigzki majace niesymetryczne cza-
steczki i grupy polarne. Ze wzgledu na swoja aktywno$¢é powierzchniowa i zwigzane
z nig wlasciwosci znajduja one zastosowanie m.in. w przemysle spozywczym, kosme-
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tycznym, farmaceutycznym, naftowym, papierniczym, tekstylnym, a takze w rolnictwie
i ochronie $rodowiska (MAZURKIEWICZ 1996, MORELLI i SZAJER 2000, MULLIGAN
2005). W dazeniach do zmniejszenia udzialu syntetycznych surfaktantow w tych gate-
ziach przemystu zwraca si¢ uwage na mozliwosci ich zastgpienia odpowiednikami
otrzymanymi poprzez biosyntez¢ mikrobiologiczna. Biosurfaktanty sa to wiec po-
wierzchniowo czynne zewnatrzkomoérkowe lub wchodzace w sktad $ciany komoérkowej
metabolity, wytwarzane przez takie mikroorganizmy, jak: bakterie, drozdze, plesnie.

Biosurfaktant wedlug FIECHTERA (1992) jest definiowany jako powierzchniowo
czynna czasteczka produkowana przez zywe komorki — w wigkszosci przypadkoéw mi-
kroorganizmy. Podobna definicj¢ podaja DESAI i DESAI (1993), wedtug ktorych biosur-
faktant oznacza zwigzek pochodzenia mikrobiologicznego mozliwy do wyizolowania
i zastosowania w celu wywierania wplywu na powierzchnie miedzyfazowe.

Pierwsze doniesienia na temat biologicznych substancji powierzchniowo czynnych
pochodzg z lat czterdziestych ubiegtego stulecia. W latach siedemdziesiatych i osiem-
dziesiatych nastapit szybki rozwdj badan w zakresie biosurfaktantow. Prowadzone
prace badawcze pozwolity na poznanie i sklasyfikowanie tych zwigzkow, ktore dzieli
si¢ na nastgpujace grupy: glikolipidy, lipopeptydy i lipoproteiny, fosfolipidy, naturalne
lipidy i tzw. specyficzne biosurfaktanty, do ktorych zalicza si¢ np. cate komorki niekto-
rych drobnoustrojow (DOMANSKA i KISIELEWSKA 1996, BEDNARSKI i ADAMCZAK
1999, HOLMBERG 2001, LANG 2002, NITSCHKE i COSTA 2007).

Zainteresowanie biosurfaktantami wynika z faktu, ze wykazuja one wlasciwosci
powierzchniowo czynne typowych surfaktantow chemicznych. Moga pehi¢ funkcje
emulgatorow, deemulgatordéw, rozpuszczalnikéw, detergentow, czynnikéw zwilzaja-
cych, zmniejszajacych lepko$¢, wspomagaja dzialanie antykorozyjne, zmniejszaja na-
piecie powierzchniowe oraz miedzyfazowe. Jednocze$nie sg to zwigzki, ktdre prezentu-
ja roznorodnos¢ form chemicznych, a co za tym idzie — duzg specyficznos¢ dziatania
w ekstremalnych warunkach §rodowiska (temperatura, pH, zasolenie). Biosurfaktanty,
w odréznieniu od swych chemicznych odpowiednikow, sa mniej toksyczne oraz biode-
gradowalne, dlatego nie skazaja srodowiska naturalnego. Zwiazki te mozna produkowac
z wielu surowcow, m.in. z surowcow odpadowych (np. odpadéw przemystu thuszczo-
wego). Zatem biosurfaktanty sa potencjalnie uzyteczne w wielu gat¢ziach naszej gospo-
darki (BOGNOLO 1999, OTTO i IN. 1999, BANAT i IN. 2000, NITSCHKE i COSTA 2007).
Szerokie i ogromne mozliwo$ci ich wykorzystania wynikaja zarowno z wielkiej r6zno-
rodnosci produkowanych substancji, jak i z szerokiej gamy producentéw — mikroorga-
nizmow.

Biosurfaktanty w hodowlach mikrobiologicznych

W hodowli mikrobiologicznej istniejg trzy gléwne miejsca gromadzenia si¢ po-
wierzchniowo czynnych metabolitow:

1) wewnatrz komorek drobnoustrojow — to biosurfaktanty obejmujace lipidy blony
komorkowej (uktadu membran) oraz lipidy wewnatrzkomérkowe w formie cieczy i ciat
statych,

2) poza komorkami,



3

Gumienna M., Czarnecki Z., 2010. Rola mikroorganizméw w syntezie zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Nauka
Przyr. Technol. 4, 4, #51.

3) na powierzchni komorek drobnoustrojéow — to biosurfaktanty obejmujace lipidy
sciany komorkowej, a takze biosurfaktanty pozakomoérkowe zdolne do adsorpcji na
powierzchni komorki.

Ta ostatnia grupa biosurfaktantow, zwigzanych z adsorpcja na powierzchni komorki,
jest nie tylko potencjalnym zrédlem tych zwigzkéw, lecz takze — jako nienaruszona
jednostka — stanowi wraz z komoérka powierzchniowo czynny komponent zdolny do
stabilizacji lub destabilizacji emulsji. Przez cykl hodowli mikroorganizméw zachodza
zjawiska wymiany biosurfaktantow miedzy przedstawionymi wyzej ,,grupami”. Do
zwigkszenia tej wymiany podczas hodowli mikroorganizméw — producentdow przyczy-
niajg si¢ nastepujace procesy:

— swoista aktywnos$¢ metaboliczna komorek w czasie logarytmicznej fazy wzrostu
(). biosynteza obejmujacg acylacje polimerdéw $ciany komodrkowej 1 otoczki, se-
krecj¢ i uwalnianie biosurfaktantow),

— katalizowana enzymatycznie degradacja komorek podczas ich autolizy, uwalnia-
nie biosurfaktantow w czasie stacjonarnej fazy wzrostu hodowli,

— procesy wynikajace z ruchu komoérek w hodowli, obejmujace pozbywanie si¢ po-
wierzchniowo czynnych fragmentéw $Sciany komorkowej i otoczki, zawierajacych
polimeryczne struktury,

— procesy fizykochemiczne, takie jak:

» wyciekanie wewnatrzkomorkowych lipidow z komorek,

* ekstrakcja biosurfaktantow wewnatrzkomorkowych lub z powierzchni komorki
przez nierozpuszczalne w wodzie weglowodorowe substraty,

» procesy adsorpcji/desorpcji zachodzace na powierzchni komorki oraz dotycza-
ce biosurfaktantéw ze zbioru pozakomodrkowego.

Najbardziej pozadane w procesie produkcji biotechnologicznej sa biosurfaktanty po-
zakomorkowe. Adsorpcja biosurfaktantow pozakomorkowych na powierzchni komorek
mikroorganizmoéw — producentéw, utrudniajaca ich wydzielanie z hodowli, zalezy od:
struktury chemicznej tych zwiazkow, charakteru mikrobiologicznej powierzchni ko-
morki, obecnosci lub nieobecnosci weglowodorowego substratu w pozywce hodowlanej
(HOMMEL 1 RATLEDGE 1993, ADAMCZAK i BEDNARSKI 2000 a, b, FELSE i IN. 2007).

Czynniki wplywajace na proces biosyntezy biosurfaktantéw

Zrédlo wegla. W produkcji ramnolipidéw wytwarzanych przez Pseudomonas sp.
stosowano takie rozpuszczane w wodzie zrodta wegla, jak: glicerol, glukoza, mannitol,
etanol. Jednakze mozliwo$¢ uzyskania produktu wydzielanego na zewnatrz osigga si¢
jedynie przez zastosowanie zrodla hydrofobowego, np. n-alkanow (DEZIEL i IN. 1996)
czy olejow roslinnych (KITAMOTO i IN. 1990, 1992 a, b, 1993, MERCADE i IN. 1993,
ADAMCZAK i BEDNARSKI 2000 a, b, GUMIENNA i IN. 2002 a). Ponadto zastosowanie
roznych zrodet wegla w sktadzie pozywki wplywa na kompozycj¢ produkowanych
przez Pseudomonas sp. biosurfaktantow, jednakze dlugos$¢ tancuchow poszczegoélnych
substratéw nie wywiera zadnego wpltywu na dlugos¢ tancucha kwasu tluszczowego
wkomponowanego w czasteczke glikolipidu (BEDNARSKI i ADAMCZAK 1999). Z drugiej
jednak strony badania innych autoréw dowodza, ze jakosciowa réznica w skladzie
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zwigzku jest odzwierciedleniem liczby atoméw wegla w czasteczce alkanu wykorzy-
stywanego do produkcji biosurfaktantow przez szczepy Acinetobacter (DESAI 1 BANAT
1997). Powigzanie migdzy sktadem estru kwasu thuszczowego stosowanego jako sub-
strat a skladem biosurfaktantow znaleziono rowniez w hodowli Candida bombicola
(RAU 1996, OGAWA i OTA 2000, HU i YU 2001, CAVALERO i COOPER 2003, GUMIENNA
1IN. 2002 b, 2005, FELSE i IN. 2007, GUMIENNA i CZARNECKI 2007).

W przypadku komoérek hodowanych na fatwo dostgpnym zrédle wegla jakim jest
glukoza, obserwowano niewielka produkcje biosurfaktantow w iloéci 5 g/dm’. W ho-
dowli Arthrobacter paraffineus ATCC 19558 zauwazono, ze dodatkowe wprowadzenie
heksadekanu do podloza zawierajacego D-glukoze podczas stacjonarnej fazy wzrostu
spowodowato znaczacy wzrost wydajnosci glikolipidow (DESAI i BANAT 1997).

W wielu przypadkach regula jest, ze wyczerpanie si¢ hydrofilowego substratu i roz-
poczecie wykorzystywania lipofilowego zrodlta w peini otwiera szlak metaboliczny
biosurfaktantow. Badania nad zwigkszeniem wydajnosci opierajg si¢ przede wszystkim
na optymalizacji sktadu podtoza i warunkéw hodowli (ZHOU 1 KOSARIC 1995, ANGE-
LOVA i SCHMAUDER 1999, GUMIENNA i IN. 2006, GUMIENNA i CZARNECKI 2007).

Zrédlo azotu. Sktadniki podlozy hodowlanych oprocz zrodta wegla zawieraja inne
zwigzki, ktore takze majg wptyw na produkcje biosurfaktantow. Sposrod soli nieorga-
nicznych sole amonowe i mocznik sa preferowane jako zrodto azotu do produkcji bio-
surfaktantow przez Arthrobacter paraffineus, jakkolwiek maksymalng produkcje tych
zwigzkow przez szczepy Pseudomonas aeruginosa i Rhodococcus sp. uzyskuje sie, gdy
w podtozu obecne sg azotany. Synteza biosurfaktantow przez Arthrobacter paraffineus
wzrasta dzicki dodatkowi aminokwaséw, takich jak: kwas L-asparaginowy, kwas
L-glutaminowy, L-asparagina czy L-glicyna do podtozy. Struktura surfaktyny jest uza-
lezniona od koncentracji L-aminokwasow w medium, a wptyw ten objawia si¢ powsta-
niem dwoch form Val-7 lub Leu-7 surfaktyny (PEYPOUX i MICHEL 1992, PEYPOUX i IN.
1999). Podobna zalezno$¢ wystepuje w przypadku lichenyzyny-A stanowigcej metabolit
Bacillus lichenformis. Produkcja jej wzrasta dwukrotnie po dodaniu do podtoza hodow-
lanego kwasu L-glutaminowego i az czterokrotnie po dodaniu L-asparaginy (Y AKIMOV
1 IN. 1996). W przypadku szczepu Pseudomonas 44T1 hodowanego na oliwie i Rhodo-
coccus ST-5 (ABU-RUWAIDA 1 IN. 1991 a) rosnacego na parafinie obserwowano silnie
wzmacniajacy wplyw azotanu na synteze biosurfaktantow. Zaobserwowano wzrost
biosyntezy po 30 h, kiedy w pozywce wyczerpat si¢ azot i hodowla kontynuowana byta
ze wzrastajacym tempem syntezy przez 58 h. U Pseudomonas aeruginosa rbwnoczesny
wzrost produkcji ramnolipidow i aktywnosci syntetazy glutaminowej obserwowano po
zwolnieniu wzrostu i zmniejszeniu iloci azotu. Zalezno$¢ ta obowiagzuje przy hodowli
Pseudomonas aeruginosa (BENINCASA 1 IN. 2002), Candida tropicalis 11 P-4, szczepow
Nocardia (KOSARIC 1 IN. 1990, KIM i IN. 2000). Wykazano rowniez, ze ograniczenie
azotu nie tylko wywoluje nadprodukcje surfaktantéw, lecz takze wpltywa na zmiany
kompozycji produkowanych biosurfaktantow (BENINCASA i IN. 2002). Przy stosunku
C:N wynoszacym od 16:1 do 18:1 wystgpuje maksymalna produkcja ramnolipidow,
natomiast przy stosunku 11:1 znamionujacym brak ograniczenia azotu biosurfaktanty
nie s3 wytwarzane (NAKATA i ISHIGAMI 1999).

Czynniki Srodowiskowe. Czynniki §rodowiskowe i warunki wzrostu, takie jak: pH,
temperatura, dostepno$¢ tlenu sg elementami oddzialujacymi na synteze biosurfaktan-
tow poprzez swoj wplyw na wzrost komodrek i ich aktywnos§¢. Wartos¢ pH pozywki
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odgrywa istotng role w produkcji soforolipidow przez Candida bombicola, a przejicie
poza warto$¢ pH 3,5 znacznie zmniejsza t¢ produkcje (DAVILA i1 IN. 1992, MCCAFFREY
i COOPER 1995). Produkcja ramnolipidow osiaga swe maksimum przy pH 6-6,5 i gwal-
townie si¢ zmniejsza przy pH 7. Jednakze zaleznos$¢ ta nie jest reguta w przypadku
wszystkich biosyntez. Nocardia corynbacteroides produkuje lipidy penta- i disachary-
doéw w zakresie warto$ci pH 6,5-8 bez istotnej zmiany wydajnosci. Ponadto napigcie
powierzchniowe i krytyczne st¢zenie miceli (CMC) wytwarzanych przez Nocardia sp.
biosurfaktantow pozostaje stabilne w pH od 2 do 12, podczas gdy wiasciwosci emulga-
cyjne sa ograniczone waskim zakresem pH (ABU-RUWAIDA i IN. 1991 a, b, KiM i IN.
2000). Wigkszos¢ jednak znanych biosurfaktantéw jest malo stabilna w tak szerokim
zakresie pH (ZHANG 1 MILLER 1992, NITSCHKE i COSTA 2007).

W hodowli Athrobacter paraffineus i szczepu Pseudomonas DSM-2874 temperatura
wywoluje zmiany w kompozycji syntetyzowanych biosurfaktantow. Termofilowe
szczepy Bacillus rosng 1 wytwarzaja biosurfaktanty w temperaturach wyzszych niz
40°C (YUN i PARK 2000). Temperatura hodowli dla niektorych biosurfaktantow nie
wywoluje wyraznej zmiany ich charakterystycznych wilasciwosci, tzn. zdolno$ci do
obnizania napigcia powierzchniowego i1 mie¢dzypowierzchniowego (BEDNARSKI i
ADAMCZAK 1999, KiM i IN. 2000).

Badania DAVISA i IN. (1999) informuja o surfaktantach, ktorych wtasciwosci emul-
gujace pozostaja stabilne nawet po autoklawowaniu w 120°C przez 15 min. Mozliwe
jest tatwiejsze uzyskanie produktu w sposob czysto mechaniczny; wzrost szybko$ci
mieszania w hodowli Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 przyczynia si¢ do zmniejsze-
nia si¢ stosunku polimeru zwigzanego z komoérka do suchej substancji. Transfer tlenu
jest jednym z kluczowych parametréw optymalizacji hodowli Bacillus subtilis (MA-
ZURKIEWICZ 1 KISIELEWSKA 1996). Produkcja ramnolipidu przez Candida antarctica
réwniez $cisle zalezy od warunkow natlenienia, jednakze w tym wypadku wyzsze tem-
po natlenienia pocigga za sobg mniejsze wydajnosci przy réwnorzednych sktadach
pozywki (tempo natlenienia 1 vvm daje 45,5 g/dm’, a przy 2 vvm tylko 7.5 g/dm’)
(ADAMCZAK 1 BEDNARSKI 2000 a, b).

Stezenie soli (okoto 5%) takze wpltywa na produkcje biosurfaktantoéw poprzez
zmniejszenie aktywno$ci komérkowej mikroorganizmu. Natomiast wlasciwos$ci samego
produktu biosyntezy nie s zalezne od koncentracji soli nawet przy tak wysokim steze-
niu jak 10%, chociaz obserwuje si¢ pogorszenie ich zdolnosci do obnizania napigcia
powierzchniowego i niewielka redukcje warto§ci CMC (ABU-RUWAIDA i IN. 1991 b).

Kierunki syntezy biosurfaktantow

Obecnie znane i proponowane sg dwie mozliwo$ci otrzymywanie biosurfaktantow:
poprzez fermentacje z udziatem mikroorganizmow i biotransformacje (DESAI i DESAI
1993, DESAI i BANAT 1997).

Wyréznia si¢ cztery podstawowe mechanizmy wytwarzania mikrobiologicznych
zwigzkow powierzchniowo czynnych na drodze fermentacji:

— produkcja biosurfaktantow w warunkach wzrostu mikroorganizmoéw, gdzie istnie-
je zwiazek migdzy wzrostem, wykorzystaniem substratu a synteza biosurfaktan-
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tow przez drobnoustroj. Przyktadem tego typu reakcji sa ramnolipidy wytwarzane
przez Pseudomonas sp., glikoproteina syntetyzowana przez AP-6 Pseudomonas
fluorescens 378, powierzchniowo czynny zwigzek wytwarzany przez Bacillus ce-
reus 1AF 346 oraz biodyspersan przez Bacillus sp. 343 (COOPER i GOLDENBERG
1987, PERSSON i IN. 1988);

— produkcja w warunkach limitujacych wzrost. W procesie tym cechg charaktery-
styczna jest wzrost ilosci biosurfaktantow na skutek ograniczonego dostgpu jed-
nego lub kilku sktadnikow podtoza ukierunkowujacych proces syntezy. Przykta-
dem jest tutaj produkcja biosurfaktantow w stacjonarnej fazie wzrostu przez
Pseudomonas sp., z powodu ograniczone;j ilosci azotu i zelaza w podtozu hodow-
lanym (BENINCASA i IN. 2002), synteza bioemulsyfikatora przez Candida tropica-
lis 1I-4 (SINGH i IN. 1990) oraz glikolipidu wytwarzanego przez Nocardia sp.
SFC-D i rozpuszczalnych w wodzie biosurfaktantow produkowanych przez Can-
dida apicola (KIM 1 IN. 2000);

— produkcja biosurfaktantow przez komodrki immobilizowane, w ktorych komorki
mikroorganizmu nie rozmnazajg si¢, a pomimo to wykorzystujg zrédto wegla do
ich syntezy. Przyktadem takiej syntezy jest ramnolipid produkowany przez Pseu-
domonas sp., soforolipid produkowany przez Candida bombicola (DESAI i BANAT
1997) i Candida apicola (HOMMEL 1 HUSE 1993);

— produkcja z dodatkiem prekursoréw biosurfaktantow. Dodatek prekursoréw bio-
surfaktantow, wedtug niektoérych badaczy, moze wplyna¢ jakosciowo i ilosciowo
na otrzymany produkt (LANG i IN. 2000, Hu i Ju 2001, RAU i IN. 2001, FELSE i IN.
2007). Na przyktad dodawanie zwiazkow lipofilowych do podloza hodowlanego
Candida magnoliae, Candida bombicola i Candida apicola powoduje wzrost wy-
dajnosci biosurfaktantow mniej wigcej o 30% (DESAI i BANAT 1997).

W ostatnich latach uwaga naukowcow skierowana zostata ku produkcji biosurfak-
tantéw na drodze biotransformacji. Zainteresowanie to wynika w duzej mierze z podo-
bienstwa pomi¢dzy komercyjnymi surfaktantami a biosurfaktantami glikolipidowymi
(ANGELOVA i SCHMAUDER 1999, VAN BOGAERT i IN. 2007). Mikrobiologiczng synteze
mozna wykorzysta¢ do uzyskania czg¢sci hydrofobowej i hydrofilowej biosurfaktantow.
Cze$ci te moga by¢ nastepnie polaczone na drodze enzymatycznej. Biotransformacja
z udziatem enzyméw odznacza si¢ wieloma zaletami. Do najwazniejszych naleza: spe-
cyficznos¢ uktadéw enzymatycznych oraz mozliwo$¢ przeprowadzenia reakcji w nor-
malnej temperaturze i przy normalnym ci$nieniu (DESAI i BANAT 1997). Przyktadem
mikrobiologicznych zdolnosci do produkcji specyficznych kwasow thuszczowych po-
przez transformacje moze by¢ konwersja n-alkanéw do kwasow o,m-diolowych przez
mutanty Candida tropicalis z 70-procentowa wydajnoscig. Innym przyktadem moze
by¢ konwersja kwasu oleinowego do kwasu rycynowego przez bakteri¢ glebowa BMD-
-120. Lipaza uzyskana ze szczepu Candida cylindracea umozliwia powstanie D-
izomerdw sacharozy, glukozy, fruktozy i estrow sorbitolu z kwasow: oleinowego, lino-
lowego 1 stearynowego z 68-procentowa wydajnoscig. Oprocz wykorzystania lipaz
w syntezie kwasoéw tluszczowych poprzez transestryfikacje mozliwe staje si¢ takze
wykorzystanie ich w produkcji biosurfaktantéw (SIEMANN i WAGNER 1993, SARNEY
i VULFSON 1995, WU 1 IN. 1996, WARD i IN. 1997, GUMIENNA i IN. 2003).
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Fizjologiczna rola biosurfaktantow

Istnieje wiele teorii thumaczacych wydzielanie biosurfaktantéw do $rodowiska, ale
ich funkcja fizjologiczna w zyciu mikroorganizméw jako producentéw nie jest doktad-
nie wyjasniona.

Mechanizm §lizgania u bakterii z rodzaju Myxococcus jest spowodowany miejscowym
wydzielaniem surfaktantoéw na koncu komorki, co wytwarza asymetryczng sile napigcia
powierzchniowego, ktdra popycha komoérke do przodu. Fosfolipidy wydzielane przez
Thiobacillus odgrywaja wazng role w zwilzaniu nieorganicznych substratow siarkowych
(MAZURKIEWICZ 1996, DOMANSKA i KISIELEWSKA 1996, DESAI i BANAT 1997).

Wigkszos¢ badaczy przyjmuje, ze gtéwna funkcja biosurfaktantow jest umozliwie-
nie mikroorganizmom wzrostu na substratach nie mieszajacych si¢ z wodg takich jak
weglowodory i oleje roslinne.

Fizjologiczna rola biosurfaktantow w rozktadzie pochodnych weglowodoru zalezy
od rodzaju biosurfaktantow, jakie mikroorganizm wytwarza. Niejonowe biosurfaktanty
czynig komorke drobnoustroju bardziej hydrofobowa, utatwiajacg przywiazanie i poz-
niejsze ,,pobranie” weglowodoru (alkanu) do wnetrza komorki, natomiast anionowe
biosurfaktanty, ktére maja ujemny tadunek, mogace tworzy¢ micele, przez ,,pseudoroz-
puszczenie” alkanéw zwigkszaja powierzchnie miedzyfazows, utatwiajac w ten sposob
wykorzystanie tego zrodta wegla (HOMMEL i RATLEDGE 1993, VAN BOGAERT i IN.
2007). Mikroskopowe badania komoérek drozdzy Candida tropicalis dowodzg istnienia
kanalikow w $cianie komoérkowe;j, ktore pozwalaja na przenikanie wegglowodorow do
cytoplazmy.

Zdolno$¢ mikroorganizmu do degradacji weglowodoréw i wykorzystanie ich jako
pojedynczego zrodta wegla i energii jest dobrze poznana i wykorzystana do otrzymy-
wania produktow na szeroka skale, natomiast mechanizm wytapywania weglowodoru
jest kluczowym procesem w ich biotransformacji i biodegradacji, jakkolwiek nie jest
jeszcze dobrze poznany. Niemniej jednak trzy drogi neutralizowania alkanow sa po-
wszechnie przedstawiane: rozpuszczenie si¢ alkanéw w fazie wodnej, bezposredni kon-
takt pomiedzy komorka mikroorganizmu a fazg hydrofobowa oraz produkcja biosurfak-
tantow promujaca mikroemulsj¢ (ANGELOVA i SCHMAUDER 1999).

Fizjologiczng rolg biosurfaktantow w wykorzystaniu réoznych zrodet wegla trudno
jest jednoznacznie wyjasni¢. Zagadnienie to nalezy rozpatrywac indywidualnie w zalez-
nosci od rodzaju mikroorganizmu — producenta biosurfaktantow.

Zdolno$¢ mikroorganizmow do biosyntezy zwigzkow powierzchniowo czynnych nie
jest stata. Z uptywem czasu system genetyczny mikroorganizmu traci umiejetnos¢ eks-
presji genu kodujacego na skutek mutacji oraz braku warunkow, w ktérych biosurfak-
tant bylby konieczny. Mutanty pozbawione zdolnosci do ich produkcji Pseudomonas
aeruginosa KY-4025 1 Pseudomonas aeruginosa PG-201 w obecnosci hydrofilowego
zrodta wegla rosng stabiej niz ich ,,rodzime” szczepy wytwarzajace ramnolipidy (gliko-
lipid) (DESAI i BANAT 1997), dlatego tez znajomo$¢ kodu genetycznego przy produkcji
biosurfaktantow staje si¢ kluczowym czynnikiem pozwalajacym na wykorzystanie
w szerszym zakresie rekombinowanych szczepow. Moze to pozwoli¢ na zwigkszenie
produkcji tych zwiazkow, a jednoczesnie na otrzymanie zwigzkoéw o bardziej odpo-
wiednich cechach do zastosowania ich w przemys$le (SARNEY i VULFSON 1995, SUL-
LIVAN 1998, OLVERA i IN. 1999, LANG 2002, VAN BOGAERT i IN. 2007).
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Zastosowanie biosurfaktantow

Technologia Zywno$ci. Srodki powierzchniowo czynne pochodzenia mikrobiolo-
gicznego nie s3 jeszcze stosowane w przemysle spozywczym na szeroka skale, ponie-
waz najpierw musza zostaé¢ przebadane pod wzgledem cech funkcjonalnych, biologicz-
nych, sensorycznych i wptywu na zdrowie cztowieka. Najwazniejsze sg badania toksy-
kologiczne obejmujace dziatanie mutagenne i rakotworcze badanej substancji. Na uwa-
ge zastuguje fakt, ze glikolipidowe biosurfaktanty sa analogiczne do syntetycznych
estrow kwasow thuszczowych stosowanych w przemysle spozywczym. W produktach
spozywczych duzy udziat zwiazkéw powierzchniowo aktywnych wystepuje przede
wszystkim w produkcji margaryny i pewnych modyfikowanych ttuszczow kuchennych.
W przypadku margaryny komorki drozdzy Saccharomyces uvarum po hydrolizie i liofi-
lizacji zastosowano do jej produkcji. Dodatek ich wptywa korzystnie na proces emulga-
cji (SHEPHERD i IN. 1995).

W Japonii soforolipidy zostaly opatentowane jako dodatki do maki w celu popra-
wienia jako$ci i przedtuzenia trwatosci produktow piekarskich, a takze zostaty zastoso-
wane jako dodatek do czynnika stodzacego (stodzik), celem udoskonalenia walorow
smakowych uzywek. Szereg biosurfaktantow stuzy réwniez do dyspergowania rozpusz-
czalnych w oleju witamin w r6znych produktach zywieniowych i napojach.

Do stosowania w zywnosci polecane sg takze ramnolipidy z Pseudomonas aerugi-
nosa Ul 29791 produkowane w hodowli na oleju kukurydzianym. Obiecujacymi jako
srodki dyspergujace i stabilizatory zwigzkami sa takze lipidy sukcynotrehalozowe i ich
sole sodowe. Zaproponowano takze, aby biopolimery o duzej masie czasteczkowej
produkowane przez mikroorganizmy zaliczy¢ do emulgatorow stosowanych w tym
przemysle, np. emulsan z Acinetobacter calcoaceticus RAG-1, emulsje z Phormidium
J-AATCC 39161 (DOMANSKA i KISIELEWSKA 1996, MAZURKIEWICZ 1996, MAZUR-
KIEWICZ 1 KISIELEWSKA 1996, BEDNARSKI i ADAMCZAK 1999). Ponadto wyizolowany z
Candida utilis nowy bioemulsyfikator znalazt zastosowanie w produkcji soséw typu
dressing. Wyizolowany zwiazek wykazywal mata lepkos¢ i sktadat si¢ w 80% z we-
glowodanow (SHEPHERD 1 IN. 1995, DESAI i BANAT 1997, BANAT i IN. 2000).

Przemyst kosmetyczny. Biosurfaktanty wchodza w sktad kosmetykow, takich jak
szampony, pudry, kremy nawilzajace i ochronne. Soforolipidy produkowane przez
Candida bombicola, zmodyfikowane przez reakcje¢ estryfikacji i oksydacji, sg uzywane
w produkcji kremow jako naturalny $rodek nawilzajacy. Ponadto znalazty zastosowanie
w szamponach oraz zelach do wlosow i do ciata (DOMANSKA i KISIELEWSKA 1996,
BOGNOLO 1999).

W Japonii na bazie lipidow soforozy produkuje si¢ puder o nazwie Sofina. Ostatnio
takze rozne rodzaje emulsanu produkowanego przez Acinetobacter calcoaceticus zasto-
sowano jako bioemulgatory w kosmetyce. Przyktadem jest krem oczyszczajacy, ktory
obok innych surfaktantow zawiera 0,2% o-emulsanu i ekstrakt z aloesu (ZHOU i KOSA-
RIC 1995, BANAT i IN. 2000).

Przemyst petrochemiczny. W przemysle naftowym wykorzystano zarowno produ-
centow, jak i ich produkt — biosurfaktanty do podwyzszenia odzysku okreslonych frak-
cji ropy naftowej metodami EOR (Enhanced Oil Recovery) i MEOR (Microbially En-
hanced Oil Recovery) (GEORGIOU i IN. 1992, BANAT i IN. 2000). Wykazano, ze stosujac
konwencjonalna metod¢ pompowania mozna wykorzysta¢ tylko 30-50% ropy naftowej
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ze z}6z roponosnych. Technologia bazujaca na surfaktantach, ktore zmniejszaja napigcie
powierzchniowe i wewnatrzfazowe w ziemi, pozwala na uzyskanie o wiele wigkszej
wydajnosci ropy naftowej (FIECHTER 1992). Eksperymentalne badania z uzyciem bio-
surfaktantow prowadzono w zbiornikach po ropie naftowej. Zwigzek powierzchniowo
czynny syntetyzowany przez bakteryjny szczep Pet 1006 byt zastosowany w Kuwejcie
do czyszczenia zbiornikow po ropie naftowej (DOMANSKA i KISIELEWSKA 1996, MA-
ZURKIEWICZ i1 KISIELEWSKA 1996, BEDNARSKI i ADAMCZAK 1999, BOGNOLO 1999,
BANAT i IN. 2000, MULLIGAN 2005).

Metoda EOR polegata na wykorzystaniu samych biosurfaktantow, ktore rozpuszcza-
ja sie w oproznionym zbiorniku po zalaniu woda. Do efektywnego odzyskania okreslo-
nych frakcji ropy naftowej surfaktant musi by¢ w stanie zredukowac napigcie miedzyfa-
zowe na granicy olej/woda do 10” mN/m. Biosurfaktant, ktéry stosowano w tej meto-
dzie, otrzymano z hodowli szczepu Bacillus licheniformis. Metoda EOR okazata si¢
jednak nieekonomiczna (BANAT i IN. 2000).

W 1987 roku wprowadzono na rynek przemystowy biosurfaktant o nazwie Emulsan,
ktory jest uzywany do czyszczenia cystern, statkow i neutralizowania szkod spowodo-
wanych wyciekiem ropy naftowej. Ponadto dodatek Emulsanu do surowe;j, cigzkiej ropy
znacznie usprawnia jej przeptyw w rurociggach i przez to obniza koszty transportu
(FIECHTER 1992).

Metoda mikrobiologicznego odzysku ropy naftowej MEOR polega na hodowli in situ
mikroorganizmow produkujacych biosurfaktanty. Anaerobowe mikrobiologiczne ho-
dowle wtryskuje si¢ do zbiornikéw. Mikroorganizmy podczas fermentacji produkujg
biosurfaktanty, ktore sa podstawowym czynnikiem w zwigkszaniu odzysku ropy nafto-
wej. Metoda ta jest ekonomiczna i wzbudza §wiatowe zainteresowanie koncernéw naf-
towych (FIECHTER 1992, BOGNOLO 1999, BANAT i IN. 2000, MULLIGAN 2005).

Ponadto biosurfaktanty z powodzeniem stosowano do usuwania zanieczyszczen ole-
jowych z powierzchni morz, zanieczyszczen ropa naftowa, usuwania metali z gleby lub
wody oraz zanieczyszczen olejowych z gleby. Z badan prowadzonych przez BANATA
i IN. (2000) wynika, ze biosurfaktant z Pseudomonas aeruginosa dodany do mieszaniny
heksadekanu, heptadekanu, oktadekanu i nanodekanu po 28 h inkubacji w temperaturze
20°C doprowadzit do usunigcia wymienionych weglowodoréw odpowiednio w 47, 58,
73 1 60%. Predyspozycje biosurfaktantoéw mikrobiologicznych sa wykorzystywane
w degradacji sktadnikéw ropy naftowej z wod morskich skazonych wyciekami z tan-
kowcow. Wykazano, ze biosurfaktanty syntetyzowane przez drobnoustroje rozwijajace
si¢ na pozywce z udzialem benzyny lub olejow zwickszaja rozpuszczalnos¢ i dostep-
nos¢ tych sktadnikow (JONES 1998, VASUDEVAN i RAJARAM 2001).

Ostatnie badania SCHIPPERSA i IN. (2000) nad bioremediacja policyklicznych aroma-
tycznych weglowodorow (PAHs) z zastosowaniem szczepu Spingomonas yanoikuyae
wykazaty ponad 80-procentowa degradacj¢ fenantrenu z gleby, gdzie w celu zwicksze-
nia efektywnosci rozpuszczania tego zwigzku dodano do podtoza hodowlanego soforo-
lipidy wytwarzane przez Candida bombicola. Ponadto do oczyszczania gleby z PAHs
stosuje si¢ takze bioemulsyfikator Alasan wyizolowany z bakterii gatunku Acetobacter
radioresistens oraz biosurfaktant rozpuszczajacy fenantren uzyskany z hodowli szczepu
Pseudomonas marginalis (MULLIGAN i IN. 2001, RON i ROSENBERG 2002).

Inne zastosowania. Biosurfaktanty pochodzenia mikrobiologicznego znalazty waz-
ne, cho¢ sporadyczne zastosowanie w wielu innych przemystach i procesach wytwor-
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czych. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci zwilzajace, dyspergujace, emulgujace, pienia-
ce, antystatyczne i przeciwkorozyjne m.in. s uzywane do odpylania gazow, jak row-
niez do odzyskania produktéw otrzymywanych w postaci pylu zawieszonego w fazie
gazowej. Biosurfaktanty typu ,,zwilzacz” uzywane sa powszechnie do zwalczania pytow
przemystowych, szczegdlnie pytu weglowego (NOBLE 1 IN. 1994, BOGNOLO 1999).

Specyficzne wlasciwos$ci biosurfaktantdéw wykorzystywane sg rowniez w przemysle
papierniczym i tekstylnym. Zwiazki te wykazuja zdolno$ci do zmiany kinetyki reakcji
hydrolizy celulozy. Zbadano, Ze celulazy podczas hydrolizy sa absorbowane przez celu-
lozeg, tworzac przy tym nieaktywne kompleksy, ktore blokuja dalsza hydrolizg. Glikoli-
pidy, a w szczeg6lnosci soforolipidy, dodane do tego uktadu chronig enzymy, nie do-
puszczajac do ich adsorpcji i wytwarzania nieaktywnych zwiazkow. Oprocz tego sadzi
si¢, ze soforolipidy powoduja naruszenie struktury celulozy, czyniac ja bardziej dostep-
ng dla enzymu, przyspieszajac w ten sposob proces hydrolizy celulozy (HELLE i IN.
1993). Ponadto zwiazki te znalazty zastosowanie takze w produkcji farb, w gornictwie,
w produkcji srodkéw konserwujacych drewno oraz w rolnictwie do zwigkszenia pene-
tracji aktywnych komponentéw w glab rosliny. Duzym sukcesem zakonczyly si¢ takze
badania nad wprowadzeniem heteropolisacharydéw wyizolowanych z hodowli Macro-
cystis pyrifera oraz Azotobacter vinelandii 1 zastosowanych jako $rodki dyspergujace
w procesie produkcji ceramiki. Natomiast biodyspersan — polisacharydowo-biatkowy
kompleks wytwarzany przez Acinetobacter calcoaceticus A2 moze byC stosowany
w produkc;ji farb (BANAT i IN. 2000, RON i ROSENBERG 2002).

Surfaktanty pochodzenia biologicznego, takie jak surfaktyna, ramnolipidy, soforoli-
pidy (w zaleznosci od tworzonej struktury), ze wzgledu na ich anionowy charakter wy-
korzystuje si¢ do usuwania z gleby cynku i miedzi zanieczyszczonej weglowodorami
(SCHIPPERS 1 IN. 2000, MULLIGAN i IN. 2001).

Podsumowanie

Wzrost swiadomosci ludzi wobec zagrozen, jakie moga powodowaé syntetyczne
substancje powierzchniowo czynne skazajace srodowisko, doprowadzit do duzego zain-
teresowania biologicznymi surfaktantami jako alternatywa dla istniejacych produktow
chemicznych i publikowania informacji na ich temat. Zwigzki te wykazuja wiasciwosci
powierzchniowo czynne typowych surfaktantow chemicznych, prezentujac przy tym
roznorodno$¢ form. Z racji wykazywanych wilasciwosci moga by¢ wykorzystane
w wielu dziedzinach. Dotychczas przeszkoda w ich powszechnym zastosowaniu byt
koszt zwigzany z ich produkcja, a w szczego6lnosci z odzyskaniem i oczyszczaniem
produktu. Liczne prace badawcze dotyczace syntezy biosurfaktantow zmierzaja w kie-
runku obnizenia kosztéw produkcji poprzez izolacje nowych, bardziej wydajnych
szczepow lub w kierunku wykorzystania produktéw odpadowych.
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THE SURFACE-ACTIVE COMPOUNDS OF MICROBIOLOGICAL ORIGIN

Summary. The research concerned the characterisation of mechanisms and environmental condi-
tions influencing the surface-active compounds, of microbiological origin, synthesis. The study
undertook the factors which carry out biosynthesis process, the role of typical biosurfactants and
their application in different branches of industry. Most of potentially available surfactants are the
chemical surfactants synthesized from oil. These compounds are dangerous for environment
because of their toxicity and unbiodegradability. The intensive development of biotechnology,
genetic engineering and increase of human responsibility for environment protection contribute
to “natural” surfactants interest. Biosurfactants are compounds produced through microbiological
biosynthesis, mainly by bacteria and yeasts, with structural variety of surface-active compounds.
Biosurfactants have the advantage over chemical ones because they are biodegradable, stable in
extreme temperatures, pH value and salinity and they are of low toxicity. As opposed to chemical
surfactants, biosurfactants demonstrate wider action range. The functional features of biosurfac-
tants may be adapted by inserting not large changes into their structure. These changes are ob-
tained using microorganisms reaction on changing culture-medium compounds and susceptibility
of molecule to chemical and enzymatic manipulation.
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