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Microbial surfactants — synthesis and commercial applications
Summary

This article reviews the information from the last decade in the world litera-
ture on microbial biosurfactants. Biosurfactants classification, kinetics of pro-
duction and factors affecting synthesis of these compounds are described. Spe-
cial emphasis is put on the natural roles played by surface active agents in the
growth microorganisms which produce them. The development of
biosurfactants genetics is presented and their potential commercial use is dis-
cussed.
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1. Wprowadzenie

Okreslenie ,surfaktant” pochodzi od angielskiego terminu
surface active agent i oznacza zwigzek powierzchniowo czynny.
Surfaktanty charakteryzujg sie amfifilowg (amfipatyczng) budo-
wa czasteczek, poniewaz posiadaja zaréwno czes$é hydrofilowa,
jak i hydrofobowa, pozwalajagca im gromadzi¢ sie przy po-
wierzchni oddzielajgcej dwie, nie mieszajgce sie fazy fizyczne.
Na skutek migracji stezenie czgstek surfaktanta na granicy faz
jest wieksze, niz w roztworze. W konsekwenciji, poprzez zmniej-
szanie energii swobodnej danego ukladu fizycznego, nastepuje
spadek napiecia powierzchniowego miedzy dwoma nie miesza-
jacymi sie fazami (1).



Biosiirfaktanty drobnoustrojowe - synteza i zastosowanie

Surfaktanty ze wzgledu na zdolnos$¢ obnizania napiecia miedzyfazowego i stabi-
lizowania emulsji wchodzg w sktad wielu produktéw chemii gospodarczej, zywno-
&ci, lekéw i kosmetykoéw, a takze sg stosowane na réznych etapach produkcji papie-
ru, tkanin, farb, wyrobéw ceramicznych. Wiekszosc¢ z nich otrzymywana jest na dro-
dze syntezy chemicznej z ropy naftowej. Pod koniec XX w. produkcje surfaktantéw
oceniano na 3 miliony ton rocznie (2).

Zdolno$¢ do wytwarzania zwigzkéw powierzchniowo czynnych wykazuje wiele
organizmow nalezacych do drobnoustrojéw, roslin i zwierzat, przy czym dos$¢ po-
wszechna jest synteza surfaktantow przez drobnoustroje. Mikroorganizmy charak-
teryzuja sie wysokim stosunkiem powierzchni do objetosci i, jak sie sadzi, sprzyja
to produkcji r6znorodnych, aktywnych powierzchniowo substancji, odgrywajgcych
duzg role w utrzymywaniu sie w danym srodowisku, bgadz utatwiajgcych wykorzysty-
wanie do wzrostu zrédet wegla o niskim powinowactwie do wody (3).

Dazenie do zastepowania surfaktantéw, otrzymywanych na drodze syntezy che-
micznej odpowiednikami pochodzenia biologicznego, wynika m.in. z niskiej tok-
sycznosci, szybkiej biodegradacji, oraz bardzo zréznicowanych wiasciwosci fizyko-
chemicznych biosurfaktantéw. Ich dodatkowg zalete stanowi fakt, ze sg wytwarzane
w nieagresywnych warunkach srodowiska, a do produkcji stosowane sg gtéwnie od-
nawialne zrodta wegla, czesto stanowigce réznorodne odpady przemystowe (4).

2. Budowa i podziat biosurfaktantow

Biosiirfaktanty drobnoustrojowe dzielone sg zazwyczaj na dwie grupy: surfak-
tanty niskoczasteczkowe (np. glikolipidy, lipopeptydy, kwasy ttuszczowe), silnie ob-
nizajagce napiecie powierzchniowe i miedzyfazowe oraz surfaktanty wysokoczas-
teczkowe (zawierajgce m. in. wielocukry, biatka, lipidy), zdolne do tworzenia stabil-
nych emulsji. W skiad czesci hydrofilowej biosurfaktantow wchodzi m. in. glicerol,
cukier, mleczan, fosfatydylocholina. Czes¢ hydrofobowa buduje przewaznie dtugo-
tancLichowy kwas tluszczowy. W surfaktantach biatkowo-cukrowych czes¢ hydrofo-
bowag stanowi fragment tancucha polipeptydowego, utozony przestrzennie tak, ze
przewazajg w nim aminokwasy hydrofobowe. W tabeli przedstawiono podziat bio-
surfaktantéw ze wzgledu na budowe chemiczng i wielko$¢ czastek, podano
przyktady zwigzkéw oraz ich producentéw (2,5). Struktury chemiczne wybranych
biosurfaktantdw zamieszczono na rysunku.
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Tabela

Podziat biosurfaktantéw ze wzgledu na sktad chemiczny i wielko$¢ czasteczek (2,5,9,H)

Klasa Wielkos$¢ Grupa Nazwa zwyczajowa Producent
czagsteczek surfaktanta
glikolipidy N ramnolipidy Pseudomonas aeruginosa
trehalolipidy Rhodococcus erythropolis
Arthrobader sp.
Mycobaderium sp.
Corynebaderium sp.
soforolipidy Torulopsis bombicola
Torulopsis apicola
Torulopsis petropbilum
cellobiolipidy Ustila”o maydys
lipopeptydy N gramicydyna S Badllus brevis
i lipoproteiny polimyksyna Bacillus polymyxa
w surfaktyna Badllus subtilis
subtilizyna Badllus subtilis
serrawetyna Serratia marcescens
iichenzyna Badllus licheniformis
kwasy tluszczowe N kwasy tluszczowe Corynobaderium lepus
lipidy lipidy Nocardia erytbropolis
fosfolipidy fosfolipidy Adnetohader sp.
Penidlliurn spiculisporum
ztozone W BD4 emulsan Adnetobader calcoaceticus BD 413
a) glikolipidy alasan Adnetobader radioresistens KA 53
biodispersan Adnetobader calcoaceticus A2
mannoproteina Saccbaromyces cerevisiae
liposan Candida lipolitica
ztozone w Rag 1 emulsan Adnetobader calcoaceticus
b) inne Emulsan 378 Pseudomonas aeruginosa
peptydoglikolipid Curvularia lunala IM 2901
specjalne w fimbrie Adnetobader calcoaceticus RAG |
skiadniki struktur Streptococcus sp.
komérkowych Staphylococcus aureus

N - surfaktanty niskoczasteczkowe; W - surfaktanty wysokoczasteczkowe.

Do jednych z najlepiej zbadanych drobnoustrojowych surfaktantéw naleza gliko-
lipidy. Zawierajg one reszty takich cukréw jak: ramnoza, soforoza, lub trechaloza
potaczone z dtugotancuchowymi kwasami ttuszczowymi. Z kolei lipopeptydy produ-
kowane sg niemal wytacznie przez bakterie z rodziny Bacillus i sktadajg sie z krot-
kich peptydéw zbudowanych od trzech do dwunastu aminokwasow, potgczonych
z czescig lipidowa. Do grupy tej nalezy surfaktyna, jeden z najbardziej efektywnych
surfaktantow, ktore dotad opisano. Surfaktyna produkowana jest przez B. siibtilis
i jej obecno$¢ w roztworze w stezeniu 0,005%, powoduje spadek napiecia po-
wierzchniowego z 72 mN/m (wartos¢ charakterystyczna dla granicy woda/ powie-
trze) do wartosci 27,9 mN/m (6). Wysokoczgsteczkowe polimery sg zazwyczaj efek-
tywnymi emulgatorami i stanowia kompleksy lipidowo-biatkowe, lipidowo-wielocu-
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Rys. Struktury chemiczne wybranych drobnoustrojowych surfaktantéw (2).
A - soforolipid (Towlopsis bombicola); B - cykliczny lipopeptyd |surfaktyna| {Bacillus subtilis)-, C
SLirfaktant ztozony [emulsan] (Acinetobacter calcoaceticus).

krowo-biatkowe lub inne. Masa tych zwigzkéw moze dochodzi¢ do ! x 10" Do cze-
sto badanych i stosowanych emulgatoréw nalezy emulsan RAG-1, wytwarzany przez
Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 czy mannoproteina, wchodzaca w sklad zewnetrz-
nych oston komorkowch Saccharomyces cerevisiae (7,8). Zdolnos¢ do produkcji bio-
SLirfaktantéw przez mikroskopowe grzyby strzepkowe zostata dotad opisana jedy-
nie dla Penicillium spiculisporum, wydzielajagcego surfaktanty z grupy kwaséw tlusz-
czowych, (9) oraz u Curvularia lunata (szczep wyjsciowy 2901 oraz szczepy pochod-
ne) produkujgcego wysokoczagsteczkowy, biatkowo-cukrowy emulgator (10,11).
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3. Dynamika wytwarzania biosurfaktantow

Przebieg syntezy biosurfaktantow jest w rézny spos6b zwigzany z dynamika
wzrostu populacji drobnoustrojéw. Produkcja zwigzkéw powierzchniowo czynnych
moze odbywacl sie podczas intensywnego wzrostu hodowli. W ten sposob wytwa-
rzana jest glikoproteina AP-6 przez bakterie Pseudomonas aeruginosa (12) lub bio-
dwuspersan w hodowli Bacillus sp. (13). Surfaktanty czesto sg produkowane po
osiagnieciu przez populacje fazy stacjonarnej, w warunkach, w ktérych wzrost ko-
morek jest ograniczony zbyt niskg zawartoscig azotu i zelaza. Taki przebieg syntezy
opisano m.in. dla surfaktanta Torulopsis apicola oraz emulgatora wytwarzanego przez
Candida tropicalis (14). Opisano takze produkcje biosurfaktantéw przez immobilizo-
wane w zelach, nierosnace komorki. W procesie takim zrdodto wegla w podtozu jest
w calosci zuzywane na synteze zwigzku czynnego powierzchniowo. Stosowanie ko-
morek unieruchomionych istotnie redukuje koszt produkcji surfaktantow, gtéwnie
poprzez obnizenie kosztéw wydzielenia produktu (2).

4. Czynniki wptywajace na produkcje biosurfaktantow

Budowa chemiczna biosurfaktanéw, ich wtasciwosci fizyczne i przebieg biosyn-
tezy jest uwarunkowana genetycznie, niemniej jednak mozna wptywac na wielkosé
produkcji, a nawet modyfikowaé strukture surfaktantéw poprzez zmiany skiadu
podioza wzrostowego i warunkéw hodowli. Wykazano, ze najwieksze znaczenie dla
produkcji tych zwigzkéw ma rodzaj zrodta wegla i azotu w podtozu wzrostowym.
Liczne surfaktanty wytwarzane sg podczas utylizacji hydrofobowych substratéw od-
zywczych, np. n-alkanéw (4,15) Znane sg takze drobnoustroje produkujace zwigzki
powierzchniowo czynne podczas wzrostu w podtozach z hydrofilowym zrodtem we-
gla, np. glukoza, etanolem, glicerolem. Bardzo czesto proces hodowli drobnoustro-
ju prowadzony jest z uzyciem glukozy jako podstawowego zrédia wegla, a dodatek
niepolarnego zwiazku stymuluje wydzielanie surfaktanta (16,17). Opisano produk-
cje, w ktorej bakterie Corynebacterium lepus wytwarzaty biosurfaktant rosngc w pod-
tozu z glukoza, jednakze dopiero dodatek heksadekanu powodowat oddzielenie sie
surfaktanta od powierzchni komoérek (18).

Rodzaj zrédta azotu w podiozu odzywczym takze oddziatuje na przebieg synte-
zy zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Czestym zjawiskiem jest wzrost produkcji
surfaktantéw w warunkach ograniczonej zawartosci azotu. Niekiedy obecnos¢ okres-
lonych aminokwaséw moze wplywacé na budowe, a tym samym na aktywnos$¢ po-
wierzchniowa surfaktantow (zwlaszcza z grupy lipopeptyddw). Inne czynniki ho-
dowlane m. in. obecnos$¢ soli mineralnych, odczyn Srodowiska, temperatura, do-
stepnosé tlenu maja wptyw na przebieg syntezy surfaktantéw gtéwnie poprzez od-
dzialywanie na wzrost i aktywnos¢é komoérek (2,19).
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5. Molekularne podstawy syntezy biosurfaktantow

Molekularne mechanizmy odpowiedzialne za synteze surfaktantéw zostaly do-
tad poznane dla kilku lipopeptydow wytwarzanych przez bakterie z rodzaju Bacillus,
ramnolipidu Pseudomonas aeruginosa, oraz wysokoczgsteczkowego emulsanu, produ-
kowanego przez Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 (20).

U lipopeptydowych surfaktantéw - surfaktyny i lichenzyny cze$¢ peptydowa
syntezowana jest poza rybosomami, przez wieloenzymatyczny kompleks syntetazy
peptydowej. Geny odpowiedzialne za produkcje czesci peptydowej tych surfaktan-
tow tworzg operony o wielkosci ponad 25 kb. Do syntezy aktywnych zwigzkéw wy-
magane sg takze dodatkowe geny. Dotgd nie scharakteryzowano od strony gene-
tycznej acyltransferazy, enzymu laczacego reszte kwasu tluszczowego z czescig
peptydowsg surfaktanta. Wykazano, ze indukcja oraz hamowanie syntezy tych lipo-
peptyddéw zalezy od obecnosci zwigzkéw stuzacych komérkom do wzajemnego ko-
munikowania sie¢ i informowania o wielkosci populacji. System ten opisywany jako
quorum sensing opiera sie na wydzielaniu niskoczasteczkowych zwiazkéw umozli-
wiajacych zaréwno reagowanie komorek na zmiany gestosci populacji oraz kontro-
lowanie odczytu wybranych genéw (21-23).

Za synteze ramnolipidéw u P. aeruginosa odpowiadajg geny, ktére w wiekszosci
tworza operon rhlAB. Wyniki przeprowadzonych dotad badan wskazuja, ze szlak
syntezy kwasu ttuszczowego, wchodzgcego w skiad surfaktanta jest niezalezny od
syntezy pozostatych kwasow ttuszczowych w komoérce. Produkcja ramnolipidéw
rozpoczyna sie w fazie stacjonarnej i pozostaje pod kontrolg zwigzkéw zaanga-
zowanych w tzw. quorum sensing (24,25).

W poréwnaniu do niskoczasteczkowych surfaktantéw synteza ztozonych emul-
gatorow wymaga zaangazowania wiekszej liczby genéw. Do najlepiej poznanych od
strony molekularnej emulgatoréw nalezy emulsan RAG-1. Zwigzek ten zawiera czes$¢
wielocLikrowa, reszty kwaséw tluszczowych, a takze niekowalencyjnie potaczone
biatko. Emulsan podczas intensywnego wzrostu hodowli pozostaje na powierzchni
komorek A. caicoatecitus w postaci mikrootoczek. Uwolnienie aktywnego emulgato-
ra do podtoza hodowlanego odbywa sie w fazie stacjonarnej. Dotgd ustalono budo-
we genu kodujacego synteze esterazy, enzymu odpowiedzialnego za oddzielanie
sie emulsanu od powierzchni komérek. Genetyczna analiza mutantéw wytwarza-
jacych emulsan o obnizonej aktywnosci emulgacyjnej pozwolita blizej scharaktery-
zowacé lipaze biorgca udziat w syntezie tego surfaktanta (20,26).

Poznanie molekularnych mechanizmow syntezy surfaktantdw ma istotne znacze-
nie dla pogtebienia wiedzy w tej dziedzinie. Badania te moga w istotny sposob przy-
czyni¢ sie do rozwiniecia produkcji wybranych biosurfaktantéow w skali przemy-
stowej. Wskazywana jest przy tym mozliwos¢é genetycznej modyfikacji surfaktan-
tow, jak tez wprowadzania genow odpowiedzialnych za synteze tych zwigzkéw do
komérek niechorobotwoérczych, stosowanych powszechnie w biotechnologii drob-
noustrojéw (20).
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6. Fizjologiczna rola surfaktantéw

Surfaktanty wytwarzane przez drobnoustroje charakteryzujg sie duzg réznorod-
noscig budowy chemicznej i wkasciwosci fizykochemicznych. Prawdopodobnie, dlate-
go petnig one rézne, czasem unikatowe, a nawet przeciwstawne funkcje. Tylko w nie-
licznych przypadkach udato sie poréwnac¢ whasciwosci szczepow wyjsciowych i mutan-
téw, ktore utracity zdolnos¢ do syntezy zwigzkdéw powierzchniowo czynnych (3).

Jedng z najczesciej opisywanych funkcji biosurfaktantow jest wptyw na szybkos¢
rozktadu hydrofobowych substratéw odzywczych (np. weglowodoréw). Nastepuje
to w wyniku intensyfikacji transportu zwigzkéw hydrofobowych do wnetrza komé-
rek, poprzez przyspieszenie ich desorpcji z r6znych Srodowisk, zwiekszanie pola
powierzchni zwigzkéw o niskiej rozpuszczalnosci w wodzie przez tworzenie ukia-
déw micelarnych. Zdolnos¢€ do syntezy surfaktantow o aktywnosci emulgacyjnej jest
szczegolnie czesto spotykana u drobnoustrojéw wykorzystujgcych hydrofobowe
zwigzki odzywcze. Emulgatory odgrywajg role w rozkiladzie olejow, gtdbwnie po-
przez wytwarzanie mikroemulsji w bezposrednim sagsiedztwie komoérek i wowczas
proces ten jest niezalezny od gestosci komorek w populacji. W obecnosci nisko-
czgsteczkowych surfaktantéw nastepuje przylaczenie czasteczek weglowodoréw do
fragmentoéw hydrofobowych zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Proces ten zwiek-
sza rozpuszczalnos¢ weglowodoréw w wodzie oraz ich biodostepnosé¢, a w konse-
kwencji przyspiesza biodegradacje (3,27,28).

Surfaktanty czesto chronig komorki przed szkodliwym dziataniem niektérych
czynnikéw chemicznych i fizycznych (antybiotyki, metale ciezkie, fagocytoza, su-
sza). Ma to duze znaczenie dla drobnoustrojow, ktére ze wzgledu na wysoki stosu-
nek powierzchni do objetosci sg szczegdlnie narazone na niekorzystne oddziatywa-
nie Srodowiska zewnetrznego. Wykazano, ze ramnolipid moze bra¢ udziat w usuwa-
niu kadmu, olowiu i cynku z gleby, a takze zmniejsza toksyczno$¢ kadmu. Mecha-
nizm tego zjawiska prawdopodobnie polega na kompleksowaniu kationéw metalu
oraz ograniczeniu transportu kadmu do wnetrza komérek (29-31). Emulgatory za-
wierajgce w swoim sktadzie czes¢ wielocukrowa (np. emulsan) czesto sg zdolne do
wigzania metali ciezkich, a takze chronig komorki przed toksycznym dziataniem
réznych substancji (32,33).

Niektore biosurfaktanty tworzg na powierzchni drobnoustroju warstwe, ktéra
wplywa na wilasciwosci hydrofobowe komorek. Obecnosé surfaktantéw moze tym
samym utatwia¢ oddzielanie sie komérek od powierzchni lub przeciwnie, zwiekszaé
stopien ich przylegania. Regulacja stopnia przylegania komoérek do réznych po-
wierzchni ma istotne znaczenie w utrzymywaniu sie drobnoustrojéw w niszach eko-
logicznych sprzyjajgcych rozwojowi (3). Wykazano istnienie zjawiska polegajacego
na przekazywaniu wysokoczgsteczkowych emulgatorow z komorek producentow
na powierzchnie innych drobnoustrojow. Moze to wskazywa¢ na udziat surfaktan-
tow w komunikowaniu sie bakterii, tworzeniu wspoélnych, mieszanych populacji
oraz formowaniu warstw o charakterze biofilmoéw (34,35).
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U drobnoustrojéw chorobotwdrczych surfaktanty, o ile stanowig jeden z czynni-
kéw wirulencji, produkowane sg w populacji o wysokiej gestosci komérek, na tyle
duzej, aby spowodowaé zlokalizowany atak na organizm gospodarza. Surfaktanty li-
popeptydowe, ktérych produkcja zostata opisana niemal u wszystkich gatunkéw
Bacillus wytwarzane sg podczas sporulacji. Dlatego wysuwane jest przypuszczenie,
ze surfaktanty tej grupy biorg udziat w procesie wytwarzania i dojrzewania prze-
trwatnikow (36).

7. Praktyczne zastosowanie biosurfaktantéw

Praktyczne zastosowanie biosurfaktantéw zwigzane jest gtdwnie z wydobyciem,
transportem ropy naftowej i olejéw przemystowych, a takze usuwaniem z wody
i gleby zanieczyszczen zawierajacych ten surowiec lub jego pochodne. Potwierdzo-
no mozliwo$¢ uzycia surfaktantdw jako Srodkéw utatwiajgcych czyszczenie prze-
mystowych zbiornikéw magazynujacych rope naftowg oraz do zwiekszania szybko-
sci przeptywu zwigzkéw olejowych w rurociggach (37,38).

Zdolnos¢ wielu surfaktantow do wigzania metali ciezkich oraz rozpuszczania
(@ tym samym zwiekszania biodostepnosci) zwigzkéw ropopochodnych moze byé
wykorzystana do opracowania nowoczesnych metod bioremediacji Srodowiska na-
turalnego. Wykazano, ze alasan produkowany przez Acinetobacter radioresistens zwiek-
sza rozpuszczalnos¢ fanantrenu i w konsekwencji skraca czas biologicznego roz-
ktadu tego zwigzku. Wysokoczgsteczkowe surfaktany, jako efektywne emulgatory
moga znalez¢ zastosowanie w przemys$le spozywczym oraz jako skfadniki niekto-
rych kosmetykéw (37,39). Drozdze: Candida apicola oraz Candida bombicola wytwa-
rzajg soforotipidy o silnym powinowactwie do skéry i wtasciwosciach nawilzajgcych.
Opracowano metody hodowli pozwalajgce uzyska¢ nawet do 300 g soforolipidow
z litra podtoza hodowlanego. Soforotipidy dodawane sg do Srodkéw pielegnacji
skory i wtoséw w kosmetykach o nazwie Sofina, produkowanych przez japonska fir-
me Kao Chemical Corporation (2,16).

W rolnictwie surfaktanty moga stuzy¢ do zwiekszania wtasciwosci hydrofilowych
gleby, a takze jako dodatek do nawozOw sztucznych i pestycydow. Stwierdzono, ze
glikopeptydy produkowane przez Bacillus sp. powodujg wzrost rozpuszczalno$ci hy-
drofobowych $rodkéw ochrony roslin oraz zwiekszajg przyswajalnosé¢ nawozow
sztucznych (5).

Surfaktanty o charakterze emulgatoréw, podobnie jak niektére zewngtrzkomor-
kowe wielocLikry drobnoustrojowe, moga by¢ stosowane podczas produkcji papie-
ru, tkanin i wyrobéw ceramicznych. Ich obecnos¢ utatwia usuwanie wody i zagesz-
czanie otrzymywanego produktu (4,37,40).
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8. Podsumowanie

Drobnoustrojowe biosurfaktanty stanowig bardzo zr6znicowana, pod wzgledem
budowy i wkasciwosci fizycznych grupe zwigzkéw. Dlatego moga one znalez¢ zasto-
sowanie praktyczne w wielu gateziach przemystu, jako sktadniki produktéw tub
czynniki wplywajace na przebieg réznorodnych proceséw. Badania laboratoryjne
wskazujg na mozliwos¢ uzycia biosurfaktantow w procesach bioremediacji Srodowi-
ska naturalnego, np. podczas usuwania ropy naftowej z powierzchni mérz i plaz.
Przeszkoda w powszechnym stosowaniu biosurfaktantéw jest przede wszystkim
okoto 10-krotnie wyzszy koszt produkcji niz syntetycznych odpowiednikéw. Na wy-
sokg cene biosurfaktantow skladajg sie przede wszystkim koszty podtéz oraz nie-
ekonomiczne metody oddzielania i oczyszczania produktu. Wiele obecnie prowa-
dzonych prac zmierza do zwiekszenia powszechnosci stosowania biosurfaktantéw.
Obecne badania skupiajg sie m. in. na pozyskiwaniu i ulepszaniu szczepdw zdolnych
do syntezy surfaktantdow, ograniczaniu kosztéw produkcji, w tym ceny podiéz
i kosztow wydzielenia produktu oraz na opracowaniu metod wykorzystania produk-
tow ubocznych oraz biomasy drobnoustrojéw (4,14,36).
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