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RAMNOLIPIDY JAKO AKTYWNA OCHRONA
MIKROORGANIZMOW PRZED TOKSYNAMI

RHAMNOLIPIDS AS ACTIVE PROTECTIVE AGENTS FOR MICROORGANISMS
AGAINST TOXIC SUBSTANCES

Streszczenie. Obecno$¢ biosurfaktantow pochodzenia mikrobiologicznego zmniejsza toksycz-
nos$¢ chlorofenoli wzgledem komorek Pseudomonas putida 2A. Micele powstate z ramnolipidow
wybidrczo zamykaty chlorofenole i czynity je mniej dostgpnymi dla mikroorganizméw, co powo-
dowalo spadek toksycznosci chlorofenoli wzgledem komorek bakteryjnych. Zaobserwowano
wzrost efektywnego stg¢zenia ksenobiotykoéw powodujacego 50-procentowa inhibicj¢ wzrostu
mikroorganizméw (o 0,5, 0,35 oraz 0,15 mmol odpowiednio dla fenolu, 4-chlorofenolu i 2,4-
-dichlorofenolu). Zastosowanie surfaktantow jako srodkéw chroniagcych mikroorganizmy otwiera
nowe mozliwos$ci wykorzystania tego zjawiska w technikach bioremediacyjnych.

Stowa kluczowe: chlorofenole, micele, Pseudomonas putida, ramnolipidy, toksyczno$é

Wstep

Unikatowa wlasciwos$cia zwigzkéw powierzchniowo czynnych jest zdolno$¢ do
tworzenia micel przy stezeniu zwanym krytycznym stezeniem micelizacji (CMC). Am-
fifilowe czasteczki surfaktantow orientujg si¢ w roztworach wodnych, tworzac micele,
ktére posiadaja hydrofobowy rdzen, natomiast ich powierzchnia jest zbudowana z hy-
drofilowych fragmentéw surfaktantow. Z praktycznego punktu widzenia mozliwe jest
wykorzystanie micel do zwigkszenia rozpuszczalnosci w wodzie zwigzkoéw hydrofobo-
wych, takich jak weglowodory, pestycydy itp. (AVRAMOVA i IN. 2008, WANG i KELLER
2008, NAYAK i IN. 2009). Moze to prowadzi¢ do zwigkszonej dostgpnosci dla mikroor-
ganizmow substancji solubilizowanych, co czgsto si¢ stosuje w technikach bioremedia-
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cyjnych. Takie funkcjonowanie micel stato si¢ niejako powszechnym zalozeniem, nie-
poddawanym dyskusji. Ostatnimi czasy pojawiaja si¢ jednak doniesienia moéwigce
o przypadkach, w ktorych obecne w hydrofobowym rdzeniu substancje sg niedostgpne
dla mikroorganizméw. Przykladowo zaobserwowano, ze obecno$¢ surfaktantow pocho-
dzenia mikrobiologicznego zmniejsza toksyczno$¢ chlorofenoli wzgledem wzorcowych
komoérek Pseudomonas putida DOT-T1E (CHRZANOWSKI i IN. 2009). Takie funkcjono-
wanie micel, ktore wybidrczo zamykatly zwigzki hydrofobowe i czynily je niedostep-
nymi dla mikroorganizméw, otwiera nowe mozliwosci wykorzystania tego zjawiska
w technikach bioremediacyjnych. Kluczowa wydaje si¢ nam koniecznos¢ zweryfikowa-
nia uzyskanych wynikéw z wykorzystaniem szczepu Pseudomonas putida 2A wyizolo-
wanego, ze Srodowiska glebowego skazonego ropa naftowa.

Material i metody

Mikroorganizmy i odczynniki

W badaniach uzyto bakterii Pseudomonas putida 2A wyizolowanych z gleby skazo-
nej ropa naftowa z okolicy Gorlic. Identyfikacji dokonano za pomoca 16S rRNA. Sa to
typowe bakterie Gram-ujemne, powszechnie wystepujace w $rodowisku wodnym
i glebowym. Szczep zastosowany w badaniach nie byt zdolny do wykorzystania fenoli
ani chlorofenoli jako zrodla wegla. Wszystkie zastosowane odczynniki pochodzity ze
zrodel komercyjnych i charakteryzowaty si¢ najwyzszym dostgpnym na rynku stopniem
czystosci.

Ramnolipidy uzyte w badaniach to komercyjny 25-procentowy wodny roztwor bio-
surfaktantow (JBR-425), wyprodukowany przez Jeneil Biosurfactant Company,
Saukville, WI, USA. W jego sktad wchodzi mieszanina ramnolipidow: RL1 (L-ramno-
zylo-B-hydroksydekanoilo-B-hydroksydekanian) oraz RL2 (L-ramnozylo-L-ramnozylo-
-B-hydroksydekanoilo-f-hydroksydekanian). Oba skladniki sa anionowymi zwigzkami
powierzchniowo czynnymi produkowanymi przez bakterie Pseudomonas aeruginosa.
Warto$¢ krytycznego stgzenia micelizacji (CMC) tej mieszaniny miescita si¢ w prze-
dziale 100-150 mg/dm’.

Warunki hodowli

Hodowle Pseudomonas putida 2A prowadzono na pozywce mineralnej o pH 7,
zgodnie z procedurg podang przez HARTMANSA 1 IN. (1989). Jako zrodia wegla stoso-
wano bursztynian sodu o stezeniu 4 g/dm®. Hodowle prowadzono w temperaturze 30°C
w butelkach szklanych o pojemnosci 250 ml, do ktorych wprowadzano 50 ml przygo-
towanej pozywki mineralnej. Hodowle umieszczono w wytrzasarce z taznia wodna
o rotacji 180 obr/min. Wzrost mikroorganizméw byt monitorowany poprzez pomiar
gestosci optycznej (1 ml co godzing) za pomoca spektrofotometru UV-Vis Shimadzu
1601PC, Japonia.
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Wyznaczanie ECs

Toksycznosé fenoli obliczano na podstawie ECsy (ang. Effective Concentration —
efektywne stgzenie), czyli stezenia substancji toksycznej wywotujacego 50-procentowe
zahamowanie wzrostu mikroorganizméw. Zahamowanie wzrostu wyznaczono przez
poréwnanie réznic w tempie wzrostu u (h™) bakterii, do ktérych wprowadzono odpo-
wiednie fenole/chlorofenole (u1 k), z probkami kontrolnymi (g xon)-

zahamowanie wzrostu (%) = Hitok 100
,ul,kon

Wyznaczenie krytycznego stezenia micelizacji (CMC) ramnolipidow
oraz fizyczno-chemiczne wlasciwosci powierzchniowe komérek

Krytyczne stgzenie micelizacji mieszaniny ramnolipidow okreslano, stosujac stan-
dardowe procedury wykonywania pomiar6w napigcia powierzchniowego w zakresie
roznych stezen ramnolipidow: od 0,1 do 1000 mg/dm’, opisane przez PATISTA i IN.
(2000). Stopien hydrofobowosci, niezwilzalno$ci powierzchni komorek bakteryjnych
otrzymano na podstawie pomiaru wartosci statycznego kata zwilzania (6,) matych kro-
pel wody umieszczonych na filtrze pokrytym warstwa bakterii. Pomiar kata zwilzania,
czyli kata utworzonego miedzy ptaska powierzchnig ciata statego a powierzchnia stycz-
ng do powierzchni cieczy graniczaca z tym cialem staltym, wykonano goniometrem
(Kriiss GmbH, Niemcy). Katy zwilzania byly mierzone przynajmniej dla 10 kropel 1-
-mikrolitrowych.

Wyniki i dyskusja

Monitorowanie wzrostu mikroorganizméw, gdy jako zroédto wegla stosowano bursz-
tynian disodowy, jednoznacznie wykazato, Ze zastosowany biosurfaktant nie byt wyko-
rzystywany przez bakterie Pseudomonas putida 2A jako zrodlo wegla i energii. Nie
zaobserwowano rowniez negatywnego wptywu ramnolipidow na rozwdj mikroorgani-
zmow. Krzywe wzrostu uzyskane dla prob zawierajacych ramnolipidy w przedziale
stezen 25-600 mg/l pokrywaly si¢ z przebiegiem krzywej uzyskanej dla proby odniesie-
nia nie zawierajacej ramnolipidow (rys. 1 A).

Pomiary gestosci optycznej przeprowadzone dla uktadow, gdzie obecne byly chloro-
fenole, potwierdzily pozytywny wplyw ramnolipidow na wzrost mikroorganizméw
w obecnos$ci toksycznych zwiagzkow. Przykltadowe zestawienie krzywych uzyskanych
dla probek zawierajacych 4-chlorofenol (stezenie 0, 1 oraz 2 mmol) oraz ramnolipidy
(300 mg/l) przedstawiono na rysunku 1 B. Dla ukladéw zawierajacych wylacznie
4-chlorofenol odnotowano mniejszg wartos¢ gestosci optycznej w poréwnaniu do pro-
bami zawierajagcymi dodatek ramnolipidow. Wskazuje to jednoznacznie na zmniejsze-
nie toksycznosci chlorofenolu w obecnosci ramnolipidow.
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Rys. 1. Krzywe wzrostu mikroorganizméw: A — dla probek
zawierajacych ramnolipidy w przedziale 25-600 mg/l, B — dla
probek zawierajacych 1 lub 2 mmol 4-chlorofenolu (1 4CF i 2
4CF) oraz 0 Iub 300 mg/l ramnolipidéw (OR i 300R)

Fig. 1. Microbial growth curves: A — for samples containing
rhamnolipids in range 25-600 mg/l, B — for samples contain-
ing 1 or 2 mmol of 4-chlorophenol (1 4CF and 2 4CF) and 0
or 300 mg/l of rhamnolipids (OR and 300R)

Przeprowadzono badania nad redukcja toksycznosci dla fenolu, 4-chlorofenolu i 2,4-
-dichlorofenolu w catym analizowanym zakresie st¢zen ramnolipidéw (25-600 mg/l)
celem wyznaczenia minimalnego stezenia biosurfaktantéw powodujacego znaczaca
redukcj¢ warto$ci ECsy. Zestawienie uzyskanych rezultatow przedstawiono na rysun-
ku 2.
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Rys. 2. Wplyw stezenia ramnolipidéow na redukcj¢ wartosci ECs, dla: A — fenolu, B — 4-
-chlorofenolu, C — 2,4-dichlorofenolu
Fig. 2. Influence of rhamnolipid concentration on the reduction of ECs, value for: A —
phenol, B — 4-chlorophenol, C — 2.4-dichlorophenol

Dla fenolu minimalne st¢zenie ramnolipidow powodujace maksymalng redukcje
warto$ci ECsy wynosito 250 mg/l (rys. 2 A). Jednoczesnie warto odnotowaé, ze wyj-
sciowa wartos¢ ECs, dla fenolu byta najwigksza (2,8 mmol), co przektada si¢ na naj-
mniejsza toksyczno$¢ wsrod badanych zwigzkéw. W obecnosci biosurfaktantéw ilos¢
zwiazku powodujaca 50% inhibicji wzrostu mikroorganizméw wzrosta do 3,3 mmol.
Dla 4-chlorofenolu wyjsciowa wartos¢ ECsy byla ponad dwa razy mniejsza (1,25
mmol), a najwieksza redukcja toksycznosci nastgpita po dodaniu ramnolipidow w ilo$ci
300 mg/l — wartos¢ ECsy wzrosta do 1,7 mmol (rys. 2 B). Dla 2,4-dichlorofenolu, ktory
okazat si¢ najbardziej toksyczny sposrdd badanych zwigzkow (ECsy = 0,5 mmol), mak-
symalna redukcja toksycznoS$ci nastapita juz przy 150 mg/l, powodujac wzrost wartosci
ECsy do 0,65 mmol (rys. 2 C).

Przebadano zmiany warto$ci kata zwilzania dla komoérek Pseudomonas putida 2A
w zalezno$ci od ilosci dodanych ramnolipidéw (100-600 mg/l). Uzyskane wyniki przed-
stawiono na rysunku 3. Dodatek biosurfaktantow powodowat nieznaczne zmiany wyjscio-
wej warto$ci kata zwilzania (47 deg). Najwicksza warto$¢ kata zwilzania (okoto 50 deg)
odnotowano dla stezenia ramnolipidow wynoszacego 300 mg/l, natomiast najmniejsza
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Rys. 3. Zmiany warto$ci kata zwilzania dla komorek Pseudo-
monas putida 2A w zaleznoSci od stezenia ramnolipidow
Fig. 3. Shifts in contact angle value for Pseudomonas putida
2A cells depending on the thamnolipid concentration

(39 deg) — dla st¢zenia ramnolipidow wynoszacego 600 mg/l. Stosunkowo niewielkie
zmiany spowodowane obecnoscia surfaktantow moga §wiadczy¢ o przewadze interakcji
pomigdzy biosurfaktantami a toksycznymi substancjami nad potencjalnymi interakcjami
pomigdzy biosurfaktantami a strukturami membran komoérkowych bakterii Pseudomo-
nas putida 2A, ktére moglyby skutkowaé zmiang wtasciwosci powierzchniowych.

Powszechnie uwaza si¢, ze zwigkszenie rozpuszczalnosci weglowodoréw ropopo-
chodnych przez ramnolipidy czgsto odbywa si¢ na zasadzie tworzenia micel, co pozy-
tywnie wpltywa na efektywnos$¢é proceséw biodegradacyjnych (SOUTHAM i IN. 2001,
GHAZALI i IN. 2004). Jednak z drugiej strony stosowanie surfaktantoéw do intensyfikacji
proceséw bioremediacyjnych moze sprawiaé, ze rozpuszczalno$é zwigzkow toksycz-
nych w wodzie moze ulega¢ zwigkszeniu (VERMUE i IN. 1993, CHAVAN i MUKHERJI
2010). Scieki bogate w weglowodory zwieraja zwykle wiele zwigzkow o toksycznych
wlasciwosciach (BOTALOVA i IN. 2009). W rezultacie moze to prowadzi¢ do inhibicji
wzrostu mikroorganizméw i zmniejszenia efektywnosci biodegradacji, co znacznie
ogranicza aplikacje metod opartych na dziataniu surfaktantéw. Redukcja toksycznosci
w drodze ograniczania biodostgpnosci pozwoli na rozwigzanie tego problemu, zatem
celowe wydaje si¢ prowadzenie badan zakresie tej tematyki.

Istotna redukcja wartosci ECs, dla pochodnych fenolu w obecnosci ramnolipidéw
wskazuje na ograniczenie biodostgpnosci toksycznych zwigzkéw dla bakterii, co prze-
ktada si¢ na znaczne zmniejszenie stezenia toksyn w roztworze wodnym. Efekt ten byt
najbardziej widoczny, kiedy zastosowano ramnolipidy przy stg¢zeniu odpowiadajagcym
warto$ci CMC. Powyzej tego stezenia nastgpuje rownowagowy podziat fenoli pomigdzy
micele i faz¢ wodna, co w konsekwencji prowadzi do redukcji ilosci wolnych toksyn
i znacznego wzrostu warto$ci ECs.

Poprzednie badania wykonane dla szczepu Pseudomonas putida DOT-TIE (CHRZA-
NOWSKI i IN. 2009) oraz konsorcjum s$rodowiskowego (CHRZANOWSKI i IN. 2011)
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wskazuja, ze zamykanie toksycznych substancji w rdzeniu micel tworzonych przez
biosurfaktanty moze znacznie zwigkszy¢ przyrost biomasy bakteryjnej, co w konse-
kwencji bedzie wptywaé na zwigkszenie efektywnosci biodegradacji. Rezultaty otrzy-
mane w ramach niniejszej pracy dla Pseudomonas putida 2A potwierdzaja, ze strategia
ta moze by¢ wykorzystana rowniez dla innych szczepow. Przyszie badania powinny
zweryfikowa¢ mozliwos¢ wykorzystania biosurfaktantow jako srodka redukujacego
toksycznos¢ dla innych toksycznych zwigzkéw wystepujacych w $ciekach bogatych
w weglowodory.
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RHAMNOLIPIDS AS ACTIVE PROTECTIVE AGENTS FOR MICROORGANISMS
AGAINST TOXIC SUBSTANCES

Summary. The presence of microbial biosurfactants decreases the toxicity of chlorophenols
towards Pseudomonas putida 2A cells. The rhamnolipid-originating micelles selectively en-
trapped chlorophenol molecules, which resulted in their lower bioavailability to microbial cells.
It was observed that the effective concentrations causing 50% growth inhibition increased by 0.5,
0.35 and 0.15 for phenol, 4-chlorophenol and 2.4-dichlorophenol, accordingly. The application of
surfactants as protective agents for microorganisms brings about new possibilities of using this
phenomenon in bioremediation techniques.

Key words: chlorophenols, micelles, Pseudomonas putida, thamnolipids, toxicity
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