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Optymalizacja produkcji, oczyszczanie i badanie whasciwosci biosurfaktantéow

Zwiazki powierzchniowo czynne (surfaktanty) sa powszechnie wykorzystywane w
r6znych galeziach przemystu, np. farmacji, zywieniu czy rolnictwie. Roczne zuzycie tych
substancji siega ok. 20 mln ton i generuje rosngce zanieczyszczenie srodowiska ze wzgledu
na ich stosunkowo niskg biodegradowalnos$¢. Obecnie uzywane syntetyczne surfaktanty sg
produkowane z pochodnych ropy naftowej lub powstaja w wyniku skomplikowanej obrobki
chemicznej thuszczow zwierzgcych albo roslinnych. Poszukuje si¢ wiec substancji, ktére
moglyby stac si¢ ekologicznymi zamiennikami syntetycznych detergentow.

Zwigzki powierzchniowo czynne pochodzenia biologicznego, ktore zbiorczo
nazwano biosurfaktantami, stanowig niezwykle ciekawa grupe. Biosurfaktanty sg najczesciej
metabolitami wtornymi, wydzielanymi przez rézne gatunki mikroorganizméw, np. szczepy z
rodzajow Bacillus, Pseudomonas i Candida. Drobnoczasteczkowe biosurfaktanty najczesciej
dzieli si¢ na kilka grup, ze wzgledu na ich budowe chemiczng: lipopeptydy, glikolipidy,
fosfolipidy, lipoproteiny i inne. Biosurfaktanty majg czesto lepsze wilasciwosci
powierzchniowe od swoich syntetycznych odpowiednikéw a jednocze$nie wykazuja szereg
aktywnos$ci  biologicznych  jak  dzialanie antybiotyczne, przeciwgrzybowe czy
przeciwnowotworowe. Biosurfaktanty nie znalazly si¢ do tej pory w powszechnym uzyciu
glownie ze wzgledu na stosunkowo matg skale i wysokie koszty ich produkcji i oczyszczania.

Nadrzednym celem badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej
byta optymalizacja produkcji i oczyszczania lipopeptydowego biosurfaktantu pseudofaktyny
(PF). PF jest wydzielana przez arktyczny szczep Pseudomonas fluorescens BD5 i jest
wydajnym emulsyfikatorem. Dziata rowniez jako $rodek przeciwdrobnoustrojowy,
przeciwadhezyjny, rozpraszajacy biofilmy 1 przeciwnowotworowy. Koszty uzyskania PF sg
obecnie zbyt wysokie, aby mozliwe bylo jej komercyjne zastosowanie.

Opisane w niniejszej pracy badania rozpoczgto od opracowania metod, ktore
umozliwityby jako$ciowa i iloSciowa analiz¢ PF, obecnej w podtozach hodowlanych.
Opracowano szybkie 1 doktadne metody bazujace na chromatografii cieczowe;,
umozliwiajace badanie PF w szerokim zakresie stezen. Sprzezenie chromatografu cieczowego
ze spektrometrem mas umozliwilo ponadto analiz¢ jakoSciowa i ilo$ciowa analogéw

strukturalnych PF (PF1 — PF4) oraz identyfikacje dwoch nowych analogéw (PF3 i PF4). Czas



analizy probki z wykorzystaniem opracowanych metod wynosit 15 min. w przypadku HPLC i
zaledwie 4 min. w przypadku UPLC i UPLC-MS. Opracowano tez metod¢ wydajnej
ekstrakcji lipopeptydow z podloza hodowlanego w przypadku kwantyfikacji w trudnych
matrycach, ktora umozliwia przygotowanie do analizy nawet 100 probek w ciggu 15 min.
Dodatkowym atutem opracowywanych metod ilo§ciowych 1 jakoSciowych jest prowadzenie
pomiaréw bezposrednio w podtozach hodowlanych.

Kolejnym etapem pracy byla optymalizacja podloza i warunkéw hodowli aby
zmaksymalizowac ilo$¢ otrzymywanej PF. Wczesniej stosowane protokoty produkcji PF na
podiozu minimalnym 1 jej oczyszczania z wykorzystaniem ekstrakcji octanem etylu
umozliwialy produkcje do 10 mg PF z 1 L hodowli. Optymalizacj¢ hodowli prowadzono
zarowno w klasycznych kolbach Erlenmeyera, jak i z wykorzystaniem wysokoprzepustowego
zestawu do mikrofermentacji Biolector®. Uzyskane wyniki umozliwily opracowanie
optymalnego podtoza hodowlanego, ktore zawiera wysokie stezenia glicerolu i tryptonu oraz
dodatek induktora, ktérym okazata si¢ by¢ leucyna. Okre§lono takze, ze wysoki poziom
natleniania hodowli jest istotnym parametrem dla syntezy PF. St¢zenie PF w
zoptymalizowanych hodowlach wyniosto prawie 1200 mg/L, czyli bylo ok. 120-krotnie
wyzsze niz w warunkach poczatkowych.

Ostatnim etapem optymalizacji byla proba przeniesienie hodowli do bioreaktora i
wraz z opracowaniem metody statego odprowadzania produktu i jego oczyszczania. Hodowle
w bioreaktorach (3- i 42-litrowych) prowadzono w zoptymalizowanych podtozach a PF
odbierano z bioreaktora wraz z wyptywajaca piang. Opracowane hodowle umozliwiaty
otrzymanie 250 — 370 mg PF z bioreaktora 3-litrowego oraz 6,3 — 7,6 g PF z bioreaktora 42-
litrowego a oczyszczanie PF bylo mozliwe dzigki opracowaniu protokotu wydajnej ekstrakcji
z piany. Postgpowanie umozliwia odzysk 80 — 90% PF z piany a czysto$¢ tak uzyskanej
frakcji surowej PF wynosi 60 — 70%. Dodatkowo stworzono metody bazujace na
potpreparatywnej chromatografii cieczowej, ktore umozliwiaja uzyskanie PF o wysokiej
czystosci (>95%).

Opracowanie protokotu selektywnej produkcji 1 oczyszczania analogéw PF
umozliwilo rozpoczecie badan porownawczych PF1 1 PF2. Wykazano roznice we
wlasciwos$ciach fizykochemicznych i biologicznych analogéw, pomimo ich bardzo podobnej
budowy strukturalnej. Zmierzone wartosci CMC wynosity 30 mg/L dla PF1 i 19 mg/L dla
PF2. Ponadto PF1 tworzyta micele o prawie dwukrotnie wigkszej srednicy of PF2. Takze
indeks emulsyfikacji oraz aktywno$¢ przeciwbakteryjna i przeciwadhezyjna byly rézne dla

badanych analogow.



W ramach pracy doktorskiej postanowiono takze zidentyfikowa¢ szlak biosyntezy PF
oraz geny zaangazowane w jej produkcje. W tym celu zsekwencjonowano genom
P. fluorescens BD5 o dtugosci 6 334 979 pz oraz zidentyfikowano in silico operony NRPS i
geny potencjalnie zaangazowane w synteze lipopeptydow. Nastepnie badano poziom
transkrypcji okreslonych gendéw podczas produkcji PF, aby zidentyfikowaé¢ ewentualne
korelacje. Potencjalne powigzanie z synteza PF wykryto dla 18 gendéw kodujacych m.in:
elementy quorum sensing, czynniki sigma, regulatory asymilacji zelaza, biatka szoku
cieplnego, operony NRPS i specyficzne pompy ABC.

Otrzymane w ramach pracy doktorskiej wyniki umozliwily opracowanie 1 wdrozenie
bioprocesu do produkcji i oczyszczania lipopeptydowego biosurfaktantu PF w skali
pOlprzemystowej. Dodatkowo zsekwencjonowano genom producenta PF, szczepu
P. fluorescens BD5 i zidentyfikowano geny mogace, bezposrednio lub posrednio, bra¢ udziat

w biosyntezie PF.



