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Streszczenie

Biosurfaktanty pochodzenia drobnoustrojowego (produkowane gtéwnie
przez bakterie i drozdze) wykazuja szeregzalet w poréwnaniu ze swoimi
syntetycznymi odpowiednikami. Naleza/do nich m.in.: nizsza toksycz-
nos¢, wyzsza podatnosé na biodegradacije, lepsze dostosowanie sie do
Srodowiska i wyzsza aktywnos¢ w.ekstremalnych warunkach. Ponadto
zwiagzki te sg wytwarzane ze zrédet odnawialnych, w tym mozliwa jest
produkcja oparta na utylizacji odpadéw i produktéw ubocznych przemy-
stu rolno-spozywczego. Niemniej ze wzgledu na niskie koszty procesow
chemicznych na rynku dominuja obecnie syntetyczne srodki powierzch-
niowo czynne. Niniejszy-artykut przeglagdowy omawia wybrane aspek-
ty strategii biotechnologicznych majacych na celu poprawe wydajnosci
produkcji i komercyjnego.upowszechnienia biosurfaktantéw - zwigzkow
okreslanych mianem'tzw. ,zielonej chemii”.

Stowa kluczowe
biosurfaktant, skrining, produkcja, strategia omikowa
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Abstract

Biosurfactants of microbial origin (produced mainly by bacteria and yeast)
exhibit such advantages over synthetic counterparts as lower toxicity, higher
biodegradability, better environmental compatibility and higher-activity under
extreme conditions. Moreover, they are produced from renewable resources in-
cluding wastes and by-products generated by agriculture and food processing.
Nevertheless, now mainly synthetic surfactants are available in the market
due to their very low price. This review article is focused on some'aspects invo-
Ived in the biotechnological strategies developed for improving biosurfactant
production and a wider implementation of these “green chemicals” into the
market.

Keywords
Biosurfactant, screening, production, omics strategy
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Czynniki przyspieszajace postep badan i komercjalizacje biosurfak-
tantow

Biosurfaktanty drobnoustrojow okreslane s3 mianem zielonego (eko-
logicznego) rozwigzania (green solution) lub zielonej chemii-(green-che-
mistry). Zwiazki te charakteryzuja sie szeregiem zalet/w poréwnaniu
z syntetycznymi odpowiednikami. Nalezg do nich m.in. nizsza toksycz-
nosé, wyzsza aktywnosé powierzchniowa, roznorodna-aktywnosé biolo-
giczna oraz wieksza podatnos¢ na biodegradacje, a tym samym krotszy
czas zalegania w $srodowisku [1]. Duze znaczenie ma.fakt, ze biosurfak-
tanty produkowane sg przy wykorzystaniu odnawialnych Zrédet wegla,
mozliwe jest takze uzycie (jako sktadnikéw podtéz mikrobiologicznych)
odpadow i produktéw ubocznych przemystu rolne-spozywczego. Dla-
tego dodatkowym czynnikiem stymulujgcym jest przyjety przez Unie
Europejska dokument proponujacy wsparcie dla-dziatan rozwijajacych
gospodarke o obiegu zamknietym - opartg na mozliwie najwiekszym
wykorzystaniu odpadéw i produktéw ubocznych [2]. Innym, réwnie
waznym dokumentem unijnym jest ‘Dyrektywa EC No 648/2004 [3],
wedtug ktérej wymagany jest opis podatnosci na biodegradacje surfak-
tantéw przeznaczonych do uzycia w ochronie srodowiska oraz w ochro-
nie zdrowia.

Opracowanie nowych technik badawczych (obejmujacych m.in. me-
tody chromatograficzne sprzezone ze spektrometria mas), sposobéw
prowadzenia badan (tzw. strategia omikowa - omics strategy) oraz regu-
lacje prawne i wzrost Swiadomosci spoteczenstwa odnosnie do koniecz-
nosci ochrony srodowiska naturalnego spowodowaty znaczacy postep
badan podstawowych, jak i prac aplikacyjnych poswieconych biosurfak-
tantom, w tymsszczegolnie ramnolipidom [4, 5, 6, 7], lipopeptydom [8,
9, 10, 11] oraz glikelipidem produkowanym przez drozdze [12, 13, 14,
15, 16].

Metody stosowane do szybkiej oceny obecnosci biosurfaktantéw
Metody te nie wymagaja specjalistycznego sprzetu. Ze wzgledu na szyb-
kos¢ i prostote wykonania staty sie bardzo uzyteczne podczas badan
skriningowych, w ktérych z duzej liczby szczepdéw izolowane sg drobno-
ustroje produkujace surfaktanty [17, 18]. W bezposrednich metodach
skriningowych pozwalajgcych wskaza¢ kolonie potencjalnych producen-
towZPC wykorzystywane sa:
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1. podtoze state zwarstwa oleju;

2. podtoze state z kationowym kompleksem CTAB-MB (Cetyltrime-

thylammonium bromie-Methylene Blue);

3. podtoze agarowe z krwig baranig (blood agar).

Ocena zdolnosci do hemolizy erytrocytow wykorzystywana jest
przede wszystkim do izolacji szczepéw produkujacych lipopeptydy i nie-
ktére ramnolipidy. Test ten charakteryzuje sie jednak-dos$¢ duzym od-
setkiem fatszywych wynikéw, co wynika z mozliwosci wydzielania przez
mikroorganizmy innych niz surfaktanty czynnikow hemolizujacych. Ko-
lejne techniki wymagaja przygotowania hodowli ptynnych uprzednio
wyizolowanych czystych kultur. Wyznaczenie aktywnosci emulgacyjnej
(E,,) pozwala wykry¢ w ptynie pohodowlanym emulgatory. Metody kolo-
rymetryczne znalazty zastosowanie w testach wykrywajacych obecnosé
anionowych biosurfaktantow (zwigzki te tworzg z-kationowymi odczyn-
nikami barwne kompleksy). Test zatamujacej sie kropli (drop collapse
test) polega na umieszczeniu kropli ptynu pohodowlanego na hydrofobo-
wej powierzchni. W wypadku obecnosci biosurfaktantu kropla zmienia
ksztatt i staje sie ptaska. W kolejnej metodzie (oil spreading technique) na
powierzchnie wody nanoszona jest kropla.oleju, na ktérg nakraplany jest
ptyn pohodowlany. Srednica powstajacego przejasnienia jest proporcjo-
nalna do stezenia biosurfaktantu w proébie. Chen i wsp. [19] opracowali
prosty w uzyciu test, w ktérym 96-dotkowa ptytka (zawierajgca proby
badanych ptynéw pohodowlanych) umieszczana jest na kartce papie-
ru milimetrowego (Ryc.1): Obserwacja wzoru kratek pozwala wskazac
szczepy, ktore sg zdolne do syntezy ZPC, poniewaz obecnosc¢ biosurfak-
tantéw zmienia ksztatt formowanego przez ptyn menisku. Tym samym
proby dziatajg jak soczewki przyblizajace lub oddalajgce (zageszczajace)
wzor kratki. Najczesciej jako uktady odniesienia stosowana jest woda
oraz roztwory syntetycznych surfaktantow (Tween 80 lub SDS) lub do-
stepnej w handlu’surfaktyny.
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Ryc. 1. Metoda stosowana do szybkiej oceny obecnosci biosurfaktantéw. 96-dotkowa
ptytka (zawierajaca prébe badanego’ptynu pohodowlanego) umieszczana jest na kartce
papieru milimetrowego. Obserwacja.wzoru kratek pozwala wskazac szczepy, ktére s
zdolne do syntezy ZPC (obecnos$¢ biosurfaktantow zmienia ksztatt formowanego przez

ptyn menisku).

Czynniki regulujace synteze biosurfaktantéw

Substraty odzywcze obecne w.srodowisku moga dziata¢ indukcyjnie lub
powodowac represje syntezy wielu biosurfaktantéw. Do najczesciej opi-
sywanych induktoréw nalezg dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe oraz
weglowodory alifatyczne/typu alkany. Dodatek tych zwigzkéw do pod-
toza jest niezbedny podczas produkcji wiekszosci glikolipidéw, lipopep-
tydow oraz niektérych biosurfaktantéw ztozonych. Natomiast represja
syntezy biosurfaktantéw obserwowana jest czesto w obecnosci tatwo
metabolizowanych Zrédet wegla np. glukozy, trojkarboksylowych kwa-
sow czy.glicerolu [20]. Rodzaj zrédta wegla moze wptywac zaréwno na
intensywno$¢ produkcji biosurfaktantéw, jak i na strukture chemiczna
(a tym samym aktywnos¢ powierzchniows i/lub biologiczna) tych zwiaz-
kéw. Opisano biosurfaktanty, ktérych wytwarzanie silnie zalezy od za-
wartesci zrodta azotu oraz stezenia jondw niektérych metali, m.in.: Fe,
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Mg, Ca oraz Mn [21]. Na przyktad produkcja czesci ramnolipidéw rosnie
dopiero w warunkach ograniczonej dostepnosci azotu (przy odpowied-
nio wysokim stosunku C:N). Bardzo réznorodna jest takze kinetyka wy-
twarzania zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Zwiazki te. mogg-byc
produkowane w trakcie intensywnego wzrostu hodowli‘lub dopiero po
osiaggnieciu fazy stacjonarnej. Jeszcze inaczej (dwuetapowao) przebiega
produkcja emulsanu. W logarytmicznej fazie wzrostu-na powierzchni
komorek gromadzony jest zwigzek o strukturze zblizonej do emulsanu.
Woydzielanie do podtoza aktywnej formy tego surfaktantu nastepuje do-
piero w fazie stacjonarnej. Zaleznie od uzdolniert metabolicznych drob-
noustrojéw podtoza stosowane do produkgji. surfaktantéw zawierajg
jako Zrodto wegla: zwigzki hydrofobowe (weglowedory ropy naftowej,
ttuszcze zwierzece, oleje roslinne) oraz/lub proste albo ztozone weglo-
wodany i alkohole (np. glukoze, laktoze, skrobie,-etanol, glicerol). Jako
zrodto azotu mogg by¢ wykorzystywane jony amonowe, azotanowe lub
azot organiczny, np. w postaci hydrolizatéw biatkowych lub wyciagu na-
mokowego z kukurydzy. Produkcja biosurfaktantow prowadzona jest
najczesciej w podtozach ptynnych, w warunkach hodowli okresowej lub
hodowli ciggtej z zachowaniem matej szybkosci rozcienczania.

W literaturze opisano réwniez.metody otrzymywania niektérych ZPC
przy uzyciu hodowli w statym ztozu (Solid State Fermentation, SSF). Przy-
ktadem moze by¢ produkcja surfaktyny przez szczep B. subtilis namna-
zany na odpadach sojowych [22]. Zdolno$¢ do generowania i stabilizacji
pian wykazuje wiele glikolipidéw i lipopeptydéw. Dlatego w hodowlach
wgtebnych czestym problemem technologicznym jest pienienie. Stoso-
wane rozwigzania technologiczne polegajg m.in. na utrzymywaniu ni-
skiego stezenia_ biosurfaktantu w podtozu hodowlanym. Na przyktad
podczas produkcji ramnolipidéw hodowla jest zawracana do bioreaktora
po uprzednim wydzieleniu surfaktantu na kolumnie adsorpcyjnej. Coraz
czesciej wykorzystuje sie takze metode ciggtego odbierania i frakcjono-
wania piany. Usuwanie biosurfaktantow w czasie prowadzenia hodowli
ogranicza dodatkowo inhibicje produktem [23, 24].

Ekonomiczne aspekty produkcji mikrobiologicznych biosurfaktantéw

Wedtug danych opublikowanych w raporcie CAGR (2014) [25] swia-
towa produkcja ZPC wynosi obecnie okoto 15 Mton rocznie, w tym
344068,40 ton stanowia surfaktanty pozyskiwane ze zrédet biologicz-
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nych (bio-based surfactants), obejmujace gtéwnie metyloestrosulfoniany
(metyl ester sulfonates, MESs) oraz poliglukozydy alkilowe (alkil polyglu-
cosides, APGs) otrzymywane w wyniku chemicznego przeksztateania su-
rowcow roslinnych.

Tylko niektore biosurfaktanty mikrobiologiczne osiggnety optacal-
nos$¢ ekonomiczna. Nalezg do nich ramnolipidy, lipopeptydy;soforolipidy
oraz emulsan. Do najwiekszych firm oferujacych tego-typu zwigzki na-
leza m.in. Soliance Company, Saraya lwata Chemical Co. Ltd, Jeneil Bio-
surfactant Company (USA), Sigma oraz Lipofabrik. Cena drobnoustro-
jowych surfaktantow jest bardzo zréznicowana i zalezy m.in. od stopnia
oczyszczenia (przeznaczenia produktu) oraz wydajnosci procesu pro-
dukcji (w tym przede wszystkim produktywnosei. szczepu). Obecnie,
w wyniku optymalizacji warunkéw hodowli oraz zastosowania szczepow
zmodyfikowanych genetycznie, istotnie zwiekszono wydajnos¢ otrzy-
mywania niektorych ramnolipidéw (do 100 g I'%) oraz soforolipidéw (od
400 do 700 g I').

Prace zmierzajace do obnizenia kesztéw wytwarzania biosurfaktan-
téw obejmuja:

1. skrining drobnoustrojow o wysokiej wydajnosci produkcji ZPC
lub surfaktantéw zachowujgcych aktywnos$é w szerokim zakresie
temperatur, pH czy zasolenia,
udoskonalanie szczepdéw;
optymalizacje sktadu podtoza i warunkéw prowadzenia bioprocesu,

4. opracowanie tanszych i bardziej wydajnych metod wydzielania

i oczyszczania produktu,
5. ograniczenieilosci odpaddéw poprodukcyjnych oraz ustalenie moz-
liwosci ich dalszego wykorzystania [26].

Przebieg badan<majacych na celu ustalenie ekonomicznych metod

produkcji biosurfaktantéow przedstawiono schematycznie na Ryc. 2 [27].

w N
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Rycina 2. Etapy badan ukierunkowanych na ekonomiczna produkcje biosurfaktantéw -
od izolacji ze sSrodowiska do wprowadzenia oczyszczonych preparatéw na rynek. Zmody-

fikowane na podstawie [27].

Szczepy produkujgce biosurfaktanty wystepuja w srodowisku po-
wszechnie. Czesto izolowane s3 ze srodowisk zanieczyszczonych zwigz-
kami ropopochodnymi, z ryzosfery, fermentowanych produktéw spo-
zywczych, woéd morskich i stodkich, a takze z organizméw zwierzecych
[28, 29, 30, 31]. Szczegdlnie poszukiwane s3 biosurfaktanty zachowujace
aktywnos$¢ powierzchniowg w/ekstremalnych warunkach. Stad czesta
grupa srodowisk badanych w kierunku obecnosci drobnoustrojéw zdol-
nych do syntezy ZPC s3 tzw. sSrodowiska ekstremalne [32, 33, 34].

Szczep przemystowy powinien by¢ zdolny zaréwno do nadprodukgji
biosurfaktantu, jak i‘charakteryzowac sie innymi cechami sprzyjajacymi
obnizeniu kosztéw produkcji (np. tatwoscia flokulacji, mata wrazliwoscia
na wahania sktadu podtoza i warunkdéw produkcji czy niepatogennoscia).
Obecnie na skale przemystowg biosurfaktanty otrzymywane sg przede
wszystkim przy/uzyciu mutantéw oraz rekombinantéw transpozono-
wych. Selekcja mutantéw ukierunkowana jest m.in. na izolacje szczepow
o podwyzszonej produkcyjnosci, mniej wrazliwych na jonowe detergenty
oraz zdelnych do wzrostu na odpadach. Kierunki modyfikacji metodami
inZynierii genetycznej obejmuja z kolei: konstruowanie szczepéw zdol-
nych do rozktadu laktozy (mozliwos¢ wykorzystania serwatki jako zré-
dta sktadnikow odzywczych) oraz transfer gendéw odpowiedzialnych za
synteze biosurfaktantu, np. geny ramnolipidéw patogennych szczepéw
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P. aeruginosa wprowadzane sg m.in. do komérek szczepdw P. putida lub P.
fluorescens. Modyfikacje genu syntetazy peptydowej pozwolity otrzymac
rézne odmiany surfaktyny, gtéwnie o ograniczonej toksycznos$ei wobec
komoérek B. subtilis oraz erytrocytéw [7, 35].

W wypadku wiekszosci biosurfaktantow koszt sktadnikéw podtoza
hodowlanego moze mie¢ bardzo znaczacy udziat (siegajacy-nawet 50%)
w cenie koncowego produktu [36, 37]. Ograniczenie tej-grupy wydatkow
polega na opracowaniu podtéz o optymalnym sktadzie i jednoczesnie
zawierajacych tanie Zrédta wegla i energii. Produkcja.wiekszosci biosur-
faktantow wymaga obok tatwo przyswajalnego zrédta wegla (glukoza,
sacharoza, etanol), takze zwigzkéw hydrofobowych (dawniej powszech-
nie stosowano weglowodory ropy naftowej). Z uwagi na rosnacy cene
tego surowca i jego nieodnawialny charakter prowadzone sg badania nad
mozliwoscig uzycia w skali przemystowej podtdz zawierajgcych rézne su-
rowce roslinne oraz odpady z przemystu rolno-spozywczego. Wykorzy-
stywane sg m.in. melasa, serwatka, .odpady powstajace z przetwarzania
ziemniakow, ryzu i zboz, scieki o wysokiej zawartosci weglowodandw.
Obecnie Zrédtem zwigzkéw hydrofobowych sg najczesciej oleje: stonecz-
nikowy, rzepakowy, kukurydziany czy sojowy. Z uwagi na wysoka cene
tych produktéw dazy sie do zastapienia ich olejami roslinnymi, ktére nie
maja zastosowania w przemysle spozywczym (np. ze wzgledu na nieod-
powiedni kolor, zapach lub sktad chemiczny). Innym tanim zrédtem moga
by¢ odpady (makuchy) raslin oleistych, scieki generowane podczas pro-
dukcji mydet, z zaktadéw ttuszczowego oraz zuzyte oleje spozywcze [22,
38, 39]. Drugim waznym aspektem jest optymalizacja sktadu podtoza,
sprzyjajaca wysokiejprodukcji biosurfaktantéw. Wiele drobnoustrojéw
zwieksza intensywnos¢ wydzielania ZPC w warunkach ograniczonej do-
stepnosci zrodta azotu lub po dodaniu jonéw Fe lub magnezu. Dlatego
opracowujac sktad podtoza hodowlanego, okresla sie optymalne dla ich
produkcji wartosci C:N, C:P, C:Fe oraz C:Mg. Poza takimi parametrami
jak temperatura, stezenie rozpuszczonego tlenu (DOT), szybkos$¢ miesza-
nia, pH i czas okresla sie takze sprzyjajaca produkcji danego biosurfak-
tantu metode prowadzenia procesu (hodowla w statym ztozu, wgtebna,
powierzchniowa, okresowa, pétciagta itp.) oraz parametry dodawanego
inokulum [40].

Woydzielenie i oczyszczenie produktu to w wypadku wielu proceséw
mikrebiologicznych nawet 60% catkowitych kosztéw produkcji. Duza
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réznorodnos$¢ metod izolacji biosurfaktantow (Tab. 1) [26] wynika przede
wszystkim z réznic w budowie chemicznej tych zwigzkéw. Niekiedy
surfaktant mozna izolowac, stosujagc odmienne techniki. Tylko.niekto-
re biosurfaktanty wydzielane sg do podtoza hodowlanego.-€zes¢ z nich
wystepuje w postaci warstwy (otoczki) przylegajacej do powierzchni ko-
morek lub stanowia sktadniki sciany komérkowej. W tym ostatnim przy-
padku wydzielenie ZPC wymaga dezintegracji komorek-drobnoustrojow
(przyktadem moze by¢ mannoproteina S. cerevisiae). Sposrod metod sto-
sowanych do wydzielania biosurfaktantow (Tab. 1)“na uwagg zastugu-
ja: stosowanie pian, umozliwiajace zaréwno wydzielenie, jak i wstepne
oczyszczenie niektorych surfaktantow, techniki ultrafiltracji oraz zaste-
powanie acetonu, metanolu czy chloroformu tanszymi i mniej toksyczny-
mi rozpuszczalnikami (np. methyl-tertiary-butyl ether).

Tabela 1. Wybrane metody stosowane do wydzielania i oczyszczania biosurfaktantow [26].

Metoda Biosurfaktant
Precypitacja siarczanem amonu Biosurfaktanty ztozone, zawierajace czes¢
biatkowg np. emulsan, biodispersan
Precypitacja acetonem Biosurfaktanty ztozone zawierajace czes$¢

polisacharydowg oraz niektére glikolipidy

Kwasna precypitacja (po zakwaszeniu surfaktyna
do pH 2) prowadzona w niskiej tempe-

raturze

Ekstrakcja organicznymi rozpuszczalni- | Glikolipidy oraz liposan
kami*

Krystalizacja Glikolipidy
Wirowanie Glikolipidy

Adsorpcja (Amberlit, wegiel aktywny), Ramnolipidy, lipopeptydy,
a nastepnie ekstrakcja
Woydzielenie z uzyciem piany, a nastep- | Surfaktyna
nie precypitacja w niskim pH i ekstrakcja
Techniki filtracyjne: glikolipidy

* np. chloroform; chloroform/metanol; dichlorometan/metanol; octan etylu; butanol;
heksan; obecnie zastepowane tanszymi i mniej toksycznymi rozpuszczalnikami
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W zaleznosci od przeznaczenia handlowym preparatem biosurfak-
tantu moze by¢ ptyn pohodowlany, wydzielony zwigzek lub zwigzek
otrzymany w wyniku wielokrotnie powtérzonych etapéw zatezania
i oczyszczania. Wymagany stopieh oczyszczenia zalezy od-przeznacze-
nia biosurfaktantéw i ma bardzo istotny wptyw na ostatéczna cene pro-
duktu. Wysoko oczyszczone zwigzki wykorzystywane sg w przemysle
farmaceutycznym oraz do produkcji wiekszosci sSrodkéw spozywczych
i kosmetykdéw. Z kolei biosurfaktanty o niskim stopniu oczyszczenia
moga byc¢ stosowanie do usuwania zwigzkéw naftowych i metali ciez-
kich ze $rodowiska, mycia tadowni tankowcoéw, w produkcji farb oraz
w przemysle tekstylnym. Cena tej grupy produktéw jest juz konkuren-
cyjna w poréwnaniu z syntetycznymi surfaktantami. Dodatkowe zalety
mikrobiologicznych ZPC (nizsza toksycznos¢, szybsze uleganie biode-
gradacji i mozliwos¢ stosowania w duzo nizszych-stézeniach) powoduje,
ze biosurfaktanty sg coraz czesciej uzywane w aplikacjach srodowisko-
wych.

Regulacje prawne zwigzane z ochrong srodowiska, a takze rosnace
optaty za sktadowanie odpadéw powodujg, ze koszty zagospodarowa-
nia odpadow poprodukcyjnych majg coraz wiekszy udziat w catkowitych
kosztach prowadzenia bioprocesu: Poza dazeniem do ograniczenia ilosci
otrzymywanych odpadéw badane s takze potencjalne mozliwosci dal-
szego ich wykorzystania i sprzedazy.
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