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JAROSLAW MAZURKIEWICZ

ZWIAZKI POWIERZCHNIOWO CZYNNE WYTWARZANE PRZEZ
MIKROORGANIZMY

Streszczenie

W publikacji zostaly przedstawione zwiazki powierzchniowo czynne produkowane przez mikroor-
ganizmy nazywane biosurfaktantami. Zwiazki te w trakcie wieloletnich badari zostaly wyodrebnione i
sklasyfikowane. Przedstawiono definicj¢ emulgatoréw i biosurfaktantow, a takze strukture ich czasteczek.
Podano trzy gtowne typy tych zwiazkow (glikolipidy, lipopeptydy, i fosfolipidy) rézniace si¢ chemiczng
budowa czasteczek i mikroorganizmy, ktére je wytwarzaja. Opisano mozliwosci zastapienia zwigzkow
syntetyzowanych chemicznie tymi zwiazkami w rolnictwie i wielu galeziach przemyshu: spozywczym,
kosmetycznym, farmaceutycznym, petrochemicznym i innych.

Wstep

Zjawiskiem wytwarzania aktywnych powierzchniowo sktadnikow przez mikroor-
ganizmy (tzw. biosurfaktantéw) nauka zajmuje si¢ od ponad pigédziesigciu lat. W
trakcie wieloletnich badan zidentyfikowano trzy giowne typy biosurfaktantow: gliko-
lipidy, lipopeptydy i fosfolipidy. Fosfolipidy obecne sa we wszystkich organizmach,
ale rzadko wydzielane sq na zewnatrz organizmu. Natomiast glikolipidy i lipopeptydy
wytwarzane przez rézne mikroorganizmy sg wydzielane w duzych ilosciach do $rodo-
wiska hodowlanego.

Wzrastajace zainteresowanie ewentualnym zastosowaniem substancji powierzch-
niowo czynnych produkowanych przez mikroorganizmy wynika z ich roznorodnych
witasciwosci funkeyjnych takich jak: emulgacja, de-emulgacja, zwilzanie, redukowanie
lepkosci, separacja fazowa, zapobieganie korozji.

Biosurfaktanty moghyby zastapié surfaktanty pochodzenia chemicznego w rol-
nictwie i wielu galeziach przemystu: spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym,
petrochemicznym a takze w budownictwie. W przemysle spozywczym moglyby by¢
stosowane jako zamienniki zwiazkow emulgujacych i powierzchniowo czynnych po-
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prawiajacych konsystencje i teksture produktéw spozywczych. Wiele obecnie stoso-
wanych chemicznych surfaktantéw powoduje skazenie §rodowiska co jest wynikiem
ich duzej odpornos$ci na biodegradacje i akumulacji w ekosystemie. Dlatego tez zasto-
sowanie biosurfaktantdéw zmniejszytoby znacznie stopien zanieczyszczenia srodowi-
ska.

Definicja zwigzkoéw powierzchniowo czynnych i emulgatoréow

Zwiazki powierzchniowo aktywne to substancje zdolne do obnizania napigcia
powierzchniowego cieczy na granicy faz. Taki charakter wykazuje wiele zwigzkéw
organicznych jak alkohole, estry, kwasy i inne, majace niesymetryczne czasteczki i
grupy polarne [10].

Biosurfaktanty obejmuja grupe powierzchniowo czynnych czasteczek produko-
wanych przez zywe komdrki, gléwnie drobnoustroje w czasie ich wzrostu. Petnia one
pewne fizjologiczne funkcje, a mianowicie, umozliwiaja mikroorganizmom wzrost na
substratach nie mieszajacych si¢ z woda, przez zmniejszenie napigcia powierzchnio-
wego na granicy dwoéch faz {12], co prowadzi do wytworzenia emulsji i ulatwia wyko-
rzystanie tychze substratow. Z tego wzgledu ich dzialanie moze by¢ rowniez nazywane
dzialaniem emulgujacym [10]. Nazwa biosurfaktant i bioemulgator jest uzywana wy-
miennie. Najczgsciej charakteryzujac struktury tych zwiazkdéw uzywamy nazwy bio-
surfaktant, natomiast nazwy bioemulgator uzywa si¢ w znaczeniu zastosowawczym.

Emulsje sa to trwate uktady dyspersyjne, dwoch nie mieszajacych si¢ cieczy, w
ktérych jedna faza jest rozproszona w drugiej w postaci drobnych kuleczek. Faza ze-
wnetrzna nazywana réowniez dyspersyjng jest osrodkiem, w ktdérym zawieszone sg
drobne kuleczki fazy wewnetrznej zdyspergowanej [22]. Przy tworzeniu faz emulsji
wystepuje pewna prawidlowos¢. Faza wodna zawiera substancje rozpuszczalne w
wodzie lub wykazujace powinowactwo do wody, nazywane hydrofilowymi. Natomiast
w fazie olejowej wystepuja substancje, ktére wykazuja powinowactwo do oleju
i nosza nazw¢ hydrofobowych.

Charakter hydrofilowy lub hydrofobowy zwiazkoéw wystepujacych w emuls;ji
wynika z budowy a $cislej, z polarnosci czasteczki. Zwiazki polarne, ktére zawieraja
w czasteczce takie grupy jak: karboksylowa -COOH, hydroksylowa -OH, aldehydowa
-CHO, maja charakter hydrofilowy. Zwiazki wykazujace wiasnosci hydrofobowe maja
charakter niepolarny, gdyz zawieraja w czasteczce dlugi tancuch weglowodorowy ( np.
zwiazki szeregu homologicznego weglowodordéw) a mato grup polarnych [10].

Istnieje wiele teorii thumaczacych wydzielanie biosurfaktantéw do srodowiska,
ale ich funkcja biologiczna nie jest doktadnie poznana. U bakterii z rodzaju Myxococ-
cus tzw. bakterii $lizgowych ruch powoduje miejscowe wydzielanie surfaktantu na
tylnym koficu komorki, co wytwarza asymetryczng site napigcia powierzchniowego,
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ktéra popycha komoérke do przodu. Fosfolipidy wydzielane przez Thiobacillus odgry-
wajg znaczna rolg przy zwilzaniu nieorganicznych substratow siarkowych. Biosurfak-
tanty wydzielane przez Bacillus np. surfaktyna syntetyzowana przez B. subtilis
wykazuje wlasciwosci antybiotyczne.

Klasyfikacja i budowa zwigzkow powierzchniowo czynnych produkowanych
przez drobnoustroje

Biosurfaktanty moga by¢ klasyfikowane ze wzgledu na chemiczng budowe ich
czasteczek. Czasteczka biosurfaktanta zawiera hydrofobowa grupe skladajaca sie
z thuszczowego tancucha weglowodorowego i hydrofilowa grupe, ktéra moze zawierac
estrowa lub alkoholowa grupg funkcyjna thuszczy, karboksylowa grupe kwaséw tlusz-
czowych lub aminokwaséw, grupy fosforanowe zawarte w fosfolipidach oraz weglo-
wodanowa czesc glikolipidow [12].

Charakteryzujac budowe chemiczna surfaktantow produkowanych przez mikro-
organizmy stwierdzono, ze wigkszos¢ tych zwiazkow to glikolipidy [8]. Mozemy je
podzieli¢ na kilka grup w zalezno$ci od wystepujacych w nich weglowodandw.

Dos¢ czesto wystepujace glikolipidy to pozakomoérkowe zwiazki zawierajace tre-
haloz¢ wytwarzane przez bakterie z rodzaju Corynebacterium [8, 9].

Duvnjak {11] wyodrebnit ten typ zwiazkéw wykazujacych silne wlasciwoscei po-
wierzchniowo czynne i emulgujace z plynéw pohodowlanych Arthrobacter paraf-
Sfineus ATCC 19558 rosnacego na n-parafinach. Kazda czasteczka zawierata trehaloze
i dwa B-hydroksy-a-rozgatezione kwasy ttuszczowe (kwasy korynomykolinowe).

Inny biosurfaktant zawierajacy trehaloze syntezowany przez Rhodococcus spe-
cies H13-A [24] jest anionowym glikolipidem zawierajacym jeden wigkszy i dziesie¢
muiejszych elementéw. Jego hydrofilowa grupa skiada si¢ z trehalozy acylowanej
nasyconymi i nienasyconymi kwasami thiszczowymi o liczbie C;y do C,,, mykolino-
wymi kwasami o liczbie Cs;s5 do Cy, kwasami heksanowymi i dodekanowymi oraz
kwasami 10-metylo heksadekanowymi i oktadekanowymi.

Glikolipidy zawierajace trehaloze wyizolowano rowniez z wielu innych szczepéw
rodzaju Arthrobacter oraz Mycobacterium, Brevibacterium, Corynebacterium i No-
cardia [8].

Glikolipidy zawierajgce ramnoze i kwas [-hydroksykarboksylowy byly produ-
kowane przez wiele szczepdw gatunku Pseudomonas aeruginosa [20] i Pseudomonas
Sfluorescens [12]. Skladaja si¢ one z jednej lub dwoch czasteczek kwasu kaprylowego
polaczonych wiazaniem D-glikozydowym [12].

Edwards i Hayashi [cyt z 8] scharakteryzowali ramnolipid pochodzacy ze szczepu
Pseudomonas aeruginosa jako zwiazek zawierajacy oprocz ramnozy dwie czasteczki
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kwasu B-hydroksydekanowego. Zwiazek ten wytwarzal bardziej stabilne emulsje niz
handlowe surfaktanty TWEEN 20 i Noigen EA 141.

CH,O - CO - CHR - CHOHR

H 0 H
H
OH IILI l
HO o
H OH

RCHOH - CHR - CO

Rys. 1. Struktura glikolipidu zawierajacego diester trehalozy i dwa kwasy mykolinowe (lub korynomyko-
linowe) [10].
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Rys. 2. Dwie rézne formy ramnolipidéw syntezowanych przez Pseudomonas aeruginosa [12].
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Nastgpna grupa glikolipidéw to zwiazki zawierajace soforoze, a produkowane
gldwnie przez rézne gatunki drozdzy z rodzaju Torulopsis [7].

Soforolipidy wyizolowane z Torulopsis magnoliae zawieraly soforoze potaczona
wigzaniem glikozydowym z hydroksylowa grupa kwasu hydroksykarboksylowego
[13]. Podobny zwiazek jest wytwarzany przez Torulopsis gropengiesseri [8].

Innym typem glikolipidéw sa biosyntezowane przez mikroorganizmy
(np. Lactobacillus fermenti) o- i B-dwuglukozylodwuglicerydy, dwuramnozylo-, dwu-
galaktozylo- i galaktozyloglukozylodwuglicerydy oraz w duzo mniejszej ilosci mono-,
tri- i tetraglukozylodwuglicerydy [8].

Kieppeli 1 Fiechter [16] wyizolowali kompleks polisacharydowo lipidowy ze
sciany komorek drozdzy z gatunku Candida tropicalis, hodowanych na substratach
weglowodorowych. Wykazywatl on wlasciwos$ci biosurfaktantéw i emulgatordéw.

Polimer wyizolowany ze szczepu Arthrobacter RAG-1 o cigzarze czasteczkowym
9,76-10°, zawieral D-galaktozamine (20-30 % masy czasteczki), niezidentyfikowany
kwas amino — uronowy (33 %), D-glukoze (5 %) i kwasy tluszczowe (15 %) [25].

Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 jest organizmem produkujacym Emulsan -
handlowy biosurfaktant. Jest to pozakomorkowy lipoheteropolisacharydowy, polianio-
nowy bioemulgator o ci¢zarze czasteczkowym 10° [15].

Druga duza grupa biosurfaktantéw to zwiazki zawierajace aminokwasy. Mozna tu
wymienié lipopeptydy otrzymane w hodowlach réznych bakterii i drozdzy [8]. Najcze-
Sciej opisywanym jest lipopeptyd syntezowany przez Bacillus subtillis nazywany sur-
faktyna lub subtilizyng [3, 9]. Czasteczka tego surfaktanta zawiera siedem
aminokwasow w strukturze pierscieniowej (Glu - Leu - Leu - Val - Asp - Leu - Leu)
zwiazanych wiazaniami kowalentnymi z jednej strony z karboksylowa grupa, a z dru-
giej z hydroksylowa grupa B-hydroksykwaséw ttuszczowych. Dwa aminokwasy (kwas
asparaginowy i kwas glutaminowy) maja wolne karboksylowe grupy funkcyjne. Zwia-
zek ten wykazuje bardzo silne wiasciwoscei obnizania napigcia powierzchniowego {8,
12]. Inny gatunek rodzaju Bacillus - B. mesentericum — wytwarza zwiazek zawierajacy
kwas PB-hydroksykarboksylowy, L-asparaging, L-glutaming, L-waling, L-leucyn¢ 1 D-
leucyne [8]. Podobny biosurfaktant wytwarzany jest przez Bacillus licheniformis, w
ktorym lipofilna czes¢ kwasu tluszczowego polaczona jest wigzaniem D-
glikozydowym z hydrofilng peptydowa struktura pierscieniowa [12].

Corynebacterium lepus wytwarza lipopeptydy aktywne powierzchniowo. Stano-
wig one 35 % masy biatek i zawieraja nasycone kwasy ttuszczowe i kwasy korynomy-
kolinowe [9].

Wilkinson wyizolowat lipid z Pseudomonas rubescens zawierajacy tylko jeden
aminokwas — ornityne i wykazujacy wlasciwosci emulgujace. Podobny lipid wyizolo-
wano z Thiobacillus thiooxidans [8]. Agrobacterium tumefaciens wytwarza lipid, w
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ktérym ornityna jest zastapiona lizyna. Natomiast Gluconobacter cerinus wytwarzat
lipid z ornityna i tauryna nazwany Cerilipin [12].

Do tej grupy biosurfaktantow mozna réwniez zaliczy¢ substancje — pochodne
biatek. Jedna z nich zwana serafobing o cigzarze 70 kDa, izolowano z powierzchni

komorek szczepu Serratia marcescens. Byta ona zdolna do tworzentia emulsji z heksa-
dekanem [1].

CH,OH CH,0H C|OZH
0 O (CHy)s
OH OH _ - (‘: - H
HO HO CH,
OH o)

Rys. 3. Struktura soforozo - lipidu izolowanego z rodzaju 7Torulopsis [8].
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Rys. 4. Ogdlna struktura o - dwuglukozylodwuglicerydu. R oznacza alkilowy wymiennik [8].

W drozdzach Torulopsis petrophilum wystgpuje powierzchniowo czynny glikoli-
pid i emulgujaca proteina [12]. Inny mikroorganizm — Candida lipolitica — wytwarza
27.6 kDa kompleks proteinowo pochodny o nazwie liposan, zlozony w 83 % z weglo-
wodanow [5]. Podobny kompleks zdolny do emulgowania heksadekanu i wody otrzy-

mano z hodowli P. aeruginosa i P. fluorescens, gdy zrodtem wegla byty n-alkany [8,
12].
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Trzecia grupa zwiazkéw powierzchniowo czynnych to fosfolipidy.

Z hodowli gatunku Corynebacterium lepus wyizolowano mieszaning roznych fos-
folipidow majacych zdolnos¢ do obnizania napiecia powierzchniowego. Mieszanina ta
zawierala: fosfatoglicerol, fosfatodilinozytol, fosforan fosfatoglicerolu, mannozyd
fosfatolinozytolu i kardiolipin [8, 11].

R, =(CH), - CH -
R,=CHjs - CH, - CH, -

R; =(CH;); - CH- CH, -

R4 = CH; - CH, - CH(CHs) -

Ri4-(CHy)s-CH-CH,;-CO-Glu-Leu-Leu- Vall
|

(0]
L Ile Leu
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Rys. 5. Struktura powierzchniowo - czynnego lipopeptydu wytwarzanego przez Bacillus licheniformis
[12].
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Rys. 6. Struktura lipidu zawierajacego ornityng izolowanego z Pseudononas rubescens [8].

Thiobacillus thiooxidans wytwarza pozakomoérkowe fosfolipidy aktywne po-
wierzchniowo: fosfatodilinozytol, fosfatodiglicerol i kwas fosfatydowy [2]. Do mikro-
organizméw  wytwarzajacych fosfolipidy naleza réwniez: Corynebacterium
alkanolyticum, Candida tropicalis | Micrococcus cerificans [8].

Ostatnia omawiang grupg biosurfaktantow sa zwiazki zawierajace w czasteczce
kwasy ttuszczowe i tluszcze.

Odier [21] opisat mikroorganizmy produkujace pozakomoérkowe kwasy ttuszczo-
we, zdolne do rozkladu frakcji parafinowych. Wsréd tych mikroorganizmow byty
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bakterie z rodzaju Pseudomonas, Mycococcus, Acinetobacter i grzyby z rodzaju Peni-
cillum i Aspergillus.

Micrococcus cerificans wytwarza pozakomoérkowe kwasy ttuszczowe, gdy jest
hodowany na wegglowodorach bez rozpuszczalnych substratéw [19].

Kwasy tluszczowe i tluszcze znajduja si¢ we wszystkich komoérkach mikroorga-
nizméw i sa czesto wydzielane pozakomérkowo. Wigkszos¢ tych tluszczy zawiera
kwasy karboksylowe, alkohole, estry, monoglicerydy, diglicerydy i triglicerydy [8].

Tabela 1

Produkty biotechnologiczne zwiazane z produkcja i preparowaniem zywnosci [17}]

Produkt Zastosowanie

Kwasy organiczne,

Czynniki kontroli pH, $rodki ukwaszajace, srodki konserwujace, substancje
ich sole i pochodne

stabilizujace barwg, wzmacniajace zelowanie, topniki, substancje redukujace
metnos¢ itp.

Mono/oligosacharydy Stodziki stosowane do diet i ,,zdrowej zywnosci”

Polisacharydy Zagestniki, czynniki wigzace wodg, substancje zelujace, czynniki pieniace,

substancjc zmieniajace wlasnosci reologiczne, sktadniki odzywceze

Aminokwasy, peptydy | Sktadniki hydrolizatéw biatkowych stosowanych np. w zupach w pro-szku,

czynniki antymikrobiologiczne (nizyna, bakteriocydyna), glutaminian sodu
wzmagajacy odczucie smaku.

Proteiny Produkcja biomasy SCP (single cell protein) jako dodatki do zywnosci

Enzymy Podpuszczka pochodzenia mikrobiologicznego, enzymy w procesie kruszenia

migsa, proteazy zmieniajace wlasciwosci wypiekowe maki, enzymy w procesie
stabilizacji i klarowania piwa, amylazy, glukoamy-lazy i pullulanazy do hydro-
lizy skrobi, izomeraza glukozy do pro-dukcji syropu z fruktozy, enzymy degra-
dujace pektyng (np. przy pro-dukcji sokéw owocowych), inwertaza do
produktéw kandyzowanych.

Lipidy i ich pochodne | Specjalne ttuszcze i oleje, czynniki emulgujace i deemulgujace, $rodki popra-

wiajace smarownos¢, czynniki zwilzajace

Inne substancje przy-
datne w produkgcji
zywnosci

Witaminy z grupy B, kwas L-askorbinowy (wit C), specjalne zapachy
(waniliowy, owocowy, grzybowy, migtowy, cebulowy itp.),barwniki, substan-
cje wzmagajace odczucie smaku (np. 5’-nukleotydy)

Zastosowanie biosurfaktantow

Zwiazki aktywne powierzchniowo i emulgatory znalazly szerokie zastosowanie w
wielu galeziach przemystu takich jak: farmaceutyczny, spozywczy, kosmetyczny, pa-
pierniczy, tekstylny, metalurgiczny, naftowy, petrochemiczny oraz w rolnictwie.
Wigkszo$¢ tych zwiazkow jest syntezowana chemicznie z ropy naftowej jako surowca
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nieodnawialnego. Zainteresowanie zwiazkami produkowanymi biologicznie wzrosto
dopiero w ciagu ostatnich dziesigcioleci [12, 18].

W przemysle spozywczym biosurfaktanty moglyby zastapi¢ tradycyjnie stosowa-
ne chemicznie syntetyzowane zwiazki emulgujace i powierzchniowo czynne popra-
wiajace konsystencjeg i teksture produktow spozywczych. Nie sa one jeszcze stosowane
na szeroka skale ze wzgledu na rozne czynniki. Biosurfaktanty musza najpierw byé
przebadane zgodnie z przepisami obowigzujacymi dla substancji dodatkowych do-
zwolonych do stosowania w zywnosci pod wzgledem cech funkcjonalnych, biologicz-
nych, sensorycznych i wplywu na zdrowie cztowieka. W Japonii, gdzie ograniczenia
prawne dotyczace uzycia nowych dodatkéw sg dos¢ liberalne, soforolipidy otrzymy-
wane metodami biotechnologicznymi zostaly opatentowane jako dodatki do maki w
celu poprawienia jakosci i przedtuzenia trwalosci produktéw piekarskich. Zhydrolizo-
wane 1 liofilizowane $ciany komoérek drozdzy Saccharomyces uvarum zostaty opaten-
towane jako surfaktanty do produkeji margaryny [17].

Ramnolipidy z Pseudomonas aeruginosa Ul 29 791 produkowane z wysoka wy-
dajnoscig (ok. 40 g/l) w hodowli na oleju kukurydzianym sa polecane do stosowania w
zywnosci. Zaproponowano takze aby biopolimery o wysokiej masie czasteczkowej
produkowane przez mikroorganizmy zaliczy¢ do emulgatoréw stosowanych w tym
przemysle np. emulsan z Acinetobacter calcoaceticus RAG-1, emulsjan z Phormidium
J-AATCC 39161 {17].

W przemysle naftowym wykorzystano biosurfaktanty do zwigkszenia odzysku
oleju ze zrédet ropotwérczych — metoda MEOR [12] i EOR [14]. Wykazano, ze sto-
sujac metod¢ bazujaca na biosurfaktantach mozna uzyskaé o wiele wigksza wydajnosé
oleju niz przy konwencjonalnej metodzie pompowania. Spowodowane to jest zmniej-
szeniem napigcia powierzchniowego i wewnatrzfazowego w ziemi przez zastosowanie
mikroorganizméw produkujacych te zwiazki [12]. W metodzie EOR wykorzystano
biosurfaktant produkowany przez halotolerancyjny szczep Bacillus licheniformis.

W 1987 roku opatentowano biosurfaktant o handlowej nazwie Emulsan, ktéry zo-
stal uzyty do oczyszczania zbiornikdw, statkow i neutralizowania szkdd spowodowa-
nych wyciekiem ropy naftowej. Biosurfaktant ten réwniez wykorzystano w cytowanej
wyzej metodzie MEOR i EOR. Dodatek Emulsanu do surowego oleju powoduje tfa-
twiejszy przeplyw tego oleju w rurociagach i przez to zmniejszenie kosztéw transportu
[14].

Biosurfaktanty moga by¢ wykorzystane w produkcji kosmetykéw takich jak:
szampony, kremy nawilzajace i ochronne. Soforolipidy produkowane przez Torulopsis
bombicola po pewnej chemicznej modyfikacji, zostaty uzyte w produkcji kreméw jako
naturalny srodek nawilzajacy [4].
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Biosurfaktanty ze wzgledu na ich fatwa biodegradacje i mozliwos¢ wykorzystania

produktéw ubocznych jako surowca moglyby zastapi¢ tradycyjnie wykorzystywane
komponenty. Jak dotad produkcja biosurfaktantow jest jeszcze stosunkowo niewielka
ze wzgledu na wysokie koszty produkcji. Wynika to gtéwnie z matej produktywnosci
szczepdw, kosztownych proceséw produkcji i koniecznosci uzywania drogich sub-
stratow. Prace badawcze dotyczace biosurfaktantdéw zmierzaja w kierunku obnizenia
kosztéw produkcji poprzez izolacj¢ nowych, bardziej wydajnych szczepow wykorzy-
stujacych tanie i latwo dostgpne zrodla wegla i energii. Duze mozliwosci w udosko-
nalaniu szczepow stwarza inzynieria genetyczna. [13].
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SURFACE ACTIVE AGENTS PRODUCED BY MICROORGANISMS
Summary

In this paper, surface active agents produced by microorganisms named biosurfactants are been di-

scussed. This compounds have being identified and classified afier long-term researches. The definition of
biosurfacants and emulsifier, and their chemical structures and compositions were reviewed. Three main
types of different biosurfactants have been identified : glycolipids, lipopeptides and phospholipids, which
differ in molecular structures depending on their microbial producers. It can replace surface active compo-
unds of chemical origin in such areas like agriculture and industries ( food, cosmetics, pharmaceutical,
petrochemical and building)



