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STRESZCZENIE

Produkowane obecnie na szeroka skalg surfaktanty otrzymywane sa na drodze syntez
chemicznych. Zwiazki te sa czgsto toksyczne i niebiodegradowalne, dlatego moga by¢
niebezpieczne dla Srodowiska. Szybki rozwdj biotechnologii, inzynierii genetycznej oraz
wzrost §wiadomosci ludzkiej, co do potrzeby i1 koniecznosci ochrony §rodowiska naturalnego,
przyczyniaja si¢ do wigkszego zainteresowania naturalnymi surfaktantami.

Biosurfaktanty sa powierzchniowo aktywnymi zwigzkami o zréznicowanej budowie
strukturalnej wytwarzanymi przez bakterie 1 drozdze. Dzigki szczegdlnym wiasciwosciom,
moga miec¢ szerokie zastosowanie w przemysle wydobywczym ropy naftowej, bioremediacji
gleb, produkcji smaroéw, farb i lakierow, w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym,
papierniczym i tekstylnym.

Celem przeprowadzonych badan byto ustalenie, czy mikroorganizmy arktyczne sa
zdolne do syntezy biosurfaktantow oraz w jaki sposoéb warunki prowadzenia hodowli
wplywaja na produkcje tych zwiazkow. Kolejnym celem byto oczyszczenie biosurfaktantow,
oznaczenie struktury chemicznej 1 zbadanie wlasciwosci wyizolowanych zwiazkow.
W badaniach uzyto trzy szczepy bakterii arktycznych: Pseudomonas fluorescens BD5,
Pseudomonas putida BD2 oraz Rhodococcus fascians BDS. Wykazano, ze badane szczepy
arktyczne charakteryzuja si¢ zrdéznicowanymi zdolno$ciami do biosyntezy zwiazkéw

powierzchniowo czynnych w zaleznosci od warunkéw hodowli. Wydajno$¢ syntezy



biosurfaktantow przez bakterie arktyczne zalezata od zrodta wegla w pozywce, temperatury
prowadzenia hodowli oraz stopnia napowietrzenia pozywki.

Oznaczenie  chemicznej  struktury  zwiazkdw  powierzchniowo  czynnych
syntetyzowanych przez bakterie P. fluorescens BD5, P. putida BD2 oraz R. fascians BD8
rozpoczeto od oczyszczenia biosurfaktantow za pomoca preparatywnych technik
chromatograficznych RP-HPLC oraz PLC. Za pomoca technik spektroskopowych MALDI-
TOF/MS, GC-MS, ESI-MS oraz NMR oznaczono struktur¢ chemiczna analizowanych
biosurfaktantow.

Stwierdzono, ze biosurfaktanty produkowane przez szczep P. fluorescens BD5 to dwa
nowe cykliczne lipopeptydy, ktore nazwano pseudofaktyna I i1 II. Biosurfaktanty
produkowane przez P. putida BD2 to diramnolipid oraz fosfatydyloetanoloaminy, podczas
gdy biosurfaktant syntetyzowany przez szczep R. fascians BD8 to trehalozolipid.

Rézna budowa chemiczna biosurfaktantow decydowata o ich réznej aktywnosci
powierzchniowej. W prowadzonych badaniach najwigksza redukcje wartosci napigcia
powierzchniowego z 71 mN/m (woda) do 31 mN/m otrzymano dla ramnolipidu Rhaz-C1o-Cip.
Lipopeptyd (pseudofaktyna 1II) 1 trehalozolipid obnizaly napigcie powierzchniowe
odpowiednio do 31.5 mN/m oraz 34 mN/m.

Waznym czynnikiem wplywajacym na aktywnos$¢ powierzchniowa biosurfaktantow
jest zdolnos¢ do dyspergowania zwiazkow hydrofobowych oraz stabilno$¢ powstatych
emulsji. Stwierdzono, ze zdolno$¢ do dyspergowania substancji hydrofobowych oraz
stabilno§¢ powstaltych emulsji zalezy od rodzaju uzytego zwiazku hydrofobowego.
W przypadku niepolarnych zwigzkow aromatycznych 1 alifatycznych, zdolnos¢ roztworow
biosurfaktantow do ich dyspergowania oraz stabilnosci powstatych emulsji byty lepsze od
syntetycznych surfaktantow Tweenu 80 1 Tritonu-X100.

Do korzystnych wlasciwosci biosurfaktantow syntetyzowanych przez P. fluorescens
BD5, P. putida BD2 oraz R. fascians BDS8 zaliczy¢ nalezy ich zdolnos¢ do hamowania
adhezji (pierwszego etapu tworzenia biofilmu) testowych mikroorganizméw, np. Escherichia
coli, Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Staphylococcus epidermidis, Proteus
mirabilis oraz Candida albicans do polistyrenowej powierzchni. Wptyw biosurfaktantéw nie
byt zwiazany z zabijaniem patogennych drobnoustrojow, co stwierdzono w doswiadczeniu
badajacym wpltyw biosurfaktantow na ich przezywalnos¢. Dzigki obserwacji w mikroskopie
konfokalnym wykazano, ze zarowno pseudofaktyna II jak i trehalozolipid hamowatly
tworzenie biofilméw bakteryjnych i1 drozdzowych na powierzchni polistyrenu, szkta

i silikonu.



Badania in vitro wykazaty wrazliwo$¢ komoérek nowotworowych czerniaka A375
na cytotoksyczne dzialanie pseudofaktyny II i trehalozolipidu. W przeciwienstwie do
komoérek nowotworowych, testowane komoérki prawidtowe ludzkich fibroblastéw (NHDF)
wykazywaly nizsza wrazliwo$¢ na atyproliferacyjne dzialanie testowanych zwiazkow.
Indukcj¢ apoptozy powodowana przez biosurfaktanty w komodrkach A375 badano poprzez
migdzynukleosomalna fragmentacje DNA oraz zmiany w budowie btony cytoplazmatyczne;j
(translokacja fosfatydyloseryny do zewngtrznej warstwy btony).

Zmiany morfologiczne obserwowane po stymulacji komorek rosnacymi stezeniami
pseudofaktyny II i trehalozolipidu dotyczyly zmiany ksztaltu komorek, jader komoérkowych
oraz fragmentacji jadra. Inng znana cecha charakterystyczna apoptozy jest utrata asymetrii
btony komoérkowej w wyniku przemieszczenia si¢ fosfatydyloseryny z warstwy wewngtrznej
na powierzchni¢ blony plazmatycznej. Otrzymane wyniki, uzyskane metoda barwienia
komoérek przy pomocy aneksyny V zwiazanej chemicznie z tioizocyjanianem fluoresceiny
(FITC) $wiadcza, ze w komorkach czerniaka A375 na ktére dzialano pseudofaktyna II
i trehalozolipidem dochodzi do utraty asymetrii blony komérkowe;.

Badania immunocytochemiczne, przeprowadzone z wykorzystaniem przeciwciat
monoklonalnych wykazaty ekspresj¢ kaspazy-3, zaangazowanej w mitochondrialng drogeg
Smierci komorki podczas apoptozy komorek czerniaka A375 indukowanej pseudofaktyng II
1 trehalozolipidem. Zdolno$¢ do indukcji apoptozy w komodrkach nowotworowych przez
pseudofaktyng II i trehalozolipid pozwala uznaé je za potencjalne i obiecujace zwiazki
o wlasciwos$ciach przeciwnowotworowych.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze biosurfaktanty syntetyzowane przez bakterie
arktyczne wykazuja wlasciwosci powierzchniowo czynne typowych surfaktantow
chemicznych, prezentujac przy tym réznorodno$é form strukturalnych. Z racji wykazywanych
wlasciwosci powierzchniowych oraz aktywno$ci biologicznej moga by¢ wykorzystane

w roéznych gateziach przemystu i medycynie.



