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WPLYW CZYNNIKOW SRODOWISKOWYCH NA BIOSYNTEZE
LIPOPEPTYDOW PRZEZ BACILLUS SPP.

Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan byto ustalenie czy bakterie z rodzaju Bacillus sa zdolne do syntezy
lipopeptydow (surfaktina, iturina) i w jaki sposob warunki $rodowiskowe wplywaja na produkcje tych
zwiazkéw. W badaniach uzyto dziewigciu szczepow bakterii z rodzaju Bacillus. Badajac wpltyw poszcze-
gblnych czynnikéw $Srodowiskowych, warunki hodowli modyfikowano poprzez zmienna dostgpnosé
zrodha azotu i wegla, pH, temperaturg oraz czas. Wydajno$¢ biosyntezy lipopeptydow oznaczano technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Plan doswiadczen i analiz¢ wynikéw przeprowadzo-
no z wykorzystaniem programu komputerowego Design of Experiments.

W pierwszym etapie eksperymentdéw okreslono wydajno$¢ biosyntezy surfaktiny i ituriny w warun-
kach optymalnych. Wykazano, ze badane szczepy Bacillus spp. charakteryzowaly si¢ zréznicowanymi
zdolnoséciami do biosyntezy wymienionych zwiazkow. Najwigksza wydajnosé produkeji surfaktiny wyka-
zat szczep Bacillus cereus (70,85 mg/l). Biosynteza ituriny ksztattowata si¢ na bardzo niskim poziomie
(0,01 — 0,35 mg/l). W drugim etapie badan okreslono wpltyw czynnikéow srodowiskowych na wydajnosé
produkg;ji lipopeptydéw. Obiektem badan byly cztery szczepy bakterii z rodzaju Bacillus, najefektywniej-
sze pod wzgledem produkcji lipopeptydow, dla ktorych przeprowadzono hodowle w warunkach ustalo-
nych na podstawie wybranego modelu planowania do$wiadczen. Na podstawie analizy statystycznej
stwierdzono, ze najwigkszy wplyw na biosyntez¢ surfaktiny przez badane szczepy miata dostgpnos¢ zro-
dta azotu, pH oraz interakcje pomiedzy pH podtoza hodowlanego i zawartoscia glukozy.

Stowa kluczowe: Bacillus spp., lipopeptydy, surfaktina, iturina

Wstep

Drobnoustroje sa zdolne do biosyntezy zwiazkow, ktore nie odgrywaja istotnej
roli w budowie ich struktur komorkowych, dostarczaniu energii czy prawidlowym
funkcjonowaniu organizmu. Okre$lane sa one mianem metabolitow wtornych (drugo-
rz¢gdowych), a ich obecno$¢ nie jest niezbgdna do wzrostu i rozmnazania si¢ mikroor-
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ganizmow [2]. Uwaza sig, ze ich tworzenie poprawia mozliwosci przystosowawcze
drobnoustrojow do danych warunkow srodowiska i jest alternatywnym mechanizmem
obronnym komorki. Do metabolitow wtornych wytwarzanych przez drobnoustroje
naleza m.in. zwiazki powierzchniowo czynne (biosurfaktanty). Substancje te, adsorbu-
jac si¢ na powierzchni komorki moga istotnie wptywac na hydrofobowo$¢ powierzchni
komorek ich producentéw. Zdolnoséci do wytwarzania biosurfaktantow maja m.in. bak-
terie z rodzaju Bacillus [1, 9]. Niektore szczepy Bacillus spp. wytwarzaja lipopeptydy
(m.in. subtilizing, surfakting, ituring i fengycing) o wilasciwosciach powierzchniowo
czynnych. Zwiazki te zbudowane sa z cyklicznego tancucha peptydowego, w sktad
ktérego wchodza rozne aminokwasy powiazane z tancuchem kwasu thuszczowego [6].
Substancje te charakteryzuja si¢ amfifilowa struktura, tzn. maja regiony o naturze hy-
drofilowej (aminokwasy tworzace cykliczny peptyd) i regiony o naturze hydrofobowej
(tancuch weglowodorowy). Orientacja przestrzenna tych regiondéw zalezy od hydrofi-
lowego lub hydrofobowego charakteru powierzchni komoérki bakteryjnej. Gdy po-
wierzchnia komorki ma charakter hydrofilowy, czasteczki lipopeptydow uktadaja sig¢
w ten sposob, ze cykliczny peptyd jako czgs¢ polarna adsorbuje si¢ na powierzchni,
natomiast weglowodorowy tancuch wystawiony jest do otaczajacego srodowiska. Od-
wrotnie jest w przypadku hydrofobowych wiasciwosci powierzchni komorki, wowczas
cykliczny peptyd jest wystawiony do otaczajacego $srodowiska, podczas gdy weglowo-
dorowy tancuch adsorbuje sig¢ na powierzchni. Skutkiem tego, po adsorpcji lipopepty-
dow, hydrofilowe szczepy staja si¢ bardziej hydrofobowe, a szczepy hydrofobowe staja
si¢ bardziej hydrofilowe [1].

Celem przeprowadzonych badan byto ustalenie czy bakterie z rodzaju Bacillus sa
zdolne do syntezy lipopeptydow (surfaktiny, ituriny) i w jaki sposob warunki srodowi-
skowe wplywaja na produkcje¢ tych zwiazkow.

Material i metody badan

Drobnoustroje

W badaniach uzyto 9 szczepdéw bakterii z rodzaju Bacillus. B. megaterium, B.
subtilis oraz B. cereus otrzymano z Instytutu Lekow w Warszawie (obecnie Narodowy
Instytut Zdrowia Publicznego). Pozostate szczepy pochodzity z kolekcji wlasnej Kate-
dry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnoéci Akademii Rolniczej im. Augusta Ciesz-
kowskiego w Poznaniu. B. cagulans 6, B. circulans 7 i B. circulans 8 zostaly wyizolo-
wane ze slomy tubinowej [13], B. brevis, B. alcalophilus 1 B. firmus pochodzity ze
sciekow przemystu spozywczego [14]. Przynaleznos¢ gatunkowa tych bakterii po-
twierdzono za pomoca testow API 50 CHB (BioMerieux).
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Warunki hodowli

Dos$wiadczenia prowadzono na podtozu stosowanym do namnazania i identyfika-
cji bakterii z rodzaju Bacillus [17], w warunkach dynamicznych (100 obr./min). Bada-
jac wptyw poszczegolnych czynnikow $rodowiskowych warunki hodowli modyfiko-
wano poprzez zmienna dostepnos¢ zrodla azotu (pepton kazeinowy: 0, 10 i 20 g/l),
zmienna dostgpnos¢ zrodla wegla (glukoza: 0, 51 10 g/1), zroznicowane pH (5, 7, 9),
temperaturg (30, 37 1 45°C) i czas (48 — 72 h). Jako optymalne warunki hodowli przyje-
to podstawowy sktad podtoza (10 g/l peptonu kazeinowego i 5 g/l glukozy), pH rowne
7 i temperaturg 37°C.

Biosynteza zwiqzkow powierzchniowo czynnych

Po zakonczonej hodowli 50 ml ptynnej hodowli Bacillus spp. odwirowywano
przez 25 min (7000 g) w temp. 4°C w celu usunigcia komorek. Supernatant nanoszono
na szczyt kolumny do ekstrakcji w fazie statej (SEP-PAK, Bond Elut C5, Agilent
Technologies). Nastgpnie kolumng przemywano sukcesywnie przy uzyciu 20 ml wody
dejonizowanej oraz 40 ml 50% roztworu metanolu. Zwiazki powierzchniowo czynne
wymywano z kolumny za pomoca 20 ml metanolu. Eluat odparowywano w wyparce
prézniowej i surowy ekstrakt zawieszano w 1ml fazy chromatograficznej przeznaczo-
nej do oznaczania okreslonych zwiazkow.

Zwiazki z grupy surfaktin oznaczano technika wysokosprawnej chromatografii
cieczowej przy uzyciu chromatografu cieczowego MERCK-HITACHI (zestaw obej-
mowat: automatyczny podajnik prob MERCK-HITACHI L-7250, pompe MERCK-
HITACHI L-7100, detektor DAD MERCK-HITACHI L-7455). Oznaczenia prowa-
dzono przy dlugosci fali 205 nm w temp. 30°C. Do oznaczen zastosowano kolumng
ODS-Hypersil (200 mm x 4,6 mm, 5 um, Hewlett-Packard). Przy oznaczaniu surfakti-
ny jako eluent stosowano acetonitryl/3,8 mM kwas trifluoroctowy (80:20), a ituriny —
acetonitryl/10 mM octan amonu (3:4), przy przeptywie 1 ml/min. Proby nanoszono na
szczyt kolumny w ilosci 50 ul. Identyfikacji jakos$ciowej i ilo$ciowej dokonano metoda
standardu zewngtrznego (standard surfaktyna — SIGMA) z wykorzystaniem po-
wierzchni pikow [12].

Doswiadczenia nad wplywem czynnikéw Srodowiskowych na biosyntezg zwiaz-
kéw powierzchniowo czynnych przez Bacillus spp. prowadzono stosujac program
komputerowy Design of Experiments 6.02. firmy Stat-Easy z Minneapolis (USA). Do
analizy statystycznej wykorzystano warto$ci kodowe zamiast wartosci rzeczywistych
badanych zmiennych, co znacznie utatwito interpretacje otrzymanych wynikow (tab.

1.



WPEYW CZYNNIKOW SRODOWISKOWYCH NA BIOSYNTEZE LIPOPEPTYDOW .. 143

Tabela l

Poziomy zmiennos$ci badanych czynnikow.
Variation levels of investigated factors.

Wartosci kodowe / Coded values

Czynnik

Factor -1 0 !
Warto$ci rzeczywiste / Actual values

Temperatura / Temperature [°C] 30 37 45
Glukoza / Glucose [g/1] 0 5 10
Pepton / Peptone [g/1] 0 10 20
pH/pH 5 7 9
Czas / Time [h] 6 27 48

Wiyniki i dyskusja

W pierwszym etapie eksperymentow okreslono wydajnos¢ biosyntezy surfaktiny
i ituriny A w warunkach optymalnych. Wyniki tych doswiadczen przedstawiono w tab.
2. Badane szczepy Bacillus spp. charakteryzowaty si¢ zréoznicowanymi zdolno$ciami
do biosyntezy tych zwiazkoéw Najwigksza wydajno$¢ produkcji surfaktiny wykazat
szczep B. cereus (70,85 mg/l). Pod wzgledem ilo$ci syntetyzowanej surfaktiny wyroz-
nialy sig takze szczepy B. firmus (43,28 mg/l), B. circulans 7 (34,22 mg/l) i B. coagu-
lans 6 (21,23 mg/l). Wydajnos$¢ biosyntezy ituriny A przez badane szczepy drobno-
ustrojow ksztattowala si¢ na bardzo niskim poziomie (od 0,01 do 0,35 mg/l), a naj-
wigksza produkcje obserwowano w przypadku B. megaterium.

Tabela 2

Biosynteza surfaktiny i ituriny A przez badane szczepy Bacillus spp.
Surfactin and iturin A biosynthesis by examined species of Bacillus spp.

Szczep Surfaktina [mg/1] Iturina A [mg/1]
Species Surfctin [mg/1] Iturin A [mg/L]
B. megaterium 7,795 £1,212 0,351+0,020
B. subtilis 0,616 +£0,025 0,099+0,012
B. cereus 70,845+5,200 0,247+0,014
B. coagulans 6 21,231£1,811 0,138+0,009
B. circulans 7 34,216+2,112 0,128+0,008
B. circulans 8 0,306+0,012 0,014+0,002
B. brevis 0,126+0,010 0,222+40,019
B. alcalophilus 1,509+0,089 0,095+0,010
B. firmus 43,284+3,234 0,222+0,016

* - odchylenie standardowe/ + - standard deviation.
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W drugim etapie badan okreslono jaki wptyw na wydajno$¢ biosyntezy surfaktiny
i ituriny A ma dostgpnos¢ sktadnikow odzywczych i pH srodowiska hodowlanego.
Obiektem badan byly 4 szczepy bakterii z rodzaju Bacillus (B. cereus, B. firmus, B.
circulans 7 i B. coagulans 6), najefektywniejsze pod wzgledem produkcji lipopetydow,
na ktorych przeprowadzono hodowle w warunkach ustalonych na podstawie wybrane-
go modelu planowania do$wiadczen. Zastosowanie metody powierzchni odpowiedzi
dato mozliwos$¢ okreslenia wptywu poszczegolnych czynnikow $rodowiskowych wa-
runkujacych zmiany badanej cechy, jak i wzajemnych korelacji pomigdzy nimi.

Na podstawie analizy statystycznej stwierdzono, ze najwigkszy wplyw na biosyn-
teze surfaktiny przez B. cereus miata dostepnos¢ zrodta azotu (p = 0,0067) oraz inte-
rakcja pomi¢dzy pH podtoza hodowlanego i zawartoscia glukozy (p = 0,0143). Wraz
ze wzrostem stgzenia peptonu w podtozu od 0 do 15 g/l obserwowano zwigkszenie
produkcji badanego zwiazku, a nastgpnie nieznaczny jego spadek (rys. 1). Podobne
tendencje obserwowano w przypadku pozostalych trzech badanych szczepow Bacillus
spp., dla ktorych wraz ze zwigkszeniem stgzenia peptonu od 0 do 12 g/l nastgpowat
wzrost wydajnosci biosyntezy tego zwiazku, a nastgpnie nieznaczne jego zmniejszenie
(rys. 1).

Surfaktina [mg/l]
Surfctin [mg/l]

0 10 20
Stezenie peptonu [g/l]
Peptone concentration [g/]]

— ———B.cereus

B.coagulans 6 ------- B.circulans 7 B.firmus

Rys. 1.  Przekrdj przez powierzchnig¢ odpowiedzi dla Bacillus spp. (biosynteza surfaktiny).
Fig. 1.  Perturbation plot for Bacillus spp. (surfactin biosynthesis).

Istotny wptyw na biosyntezg surfaktiny przez badane drobnoustroje miato takze
pH podtoza hodowlanego. W przypadku szczepdw B. coagulans 6, B. circulans 7 1 B.
firmus wraz ze wzrostem st¢zenia peptonu w $rodowisku hodowlanym zwigkszata sig
produkcja surfaktiny, przy czym w podtozu o pH = 5 wzrost ten byl niewielki, a w pH
= 9 obserwowano znaczacy przyrost zawartosci tego zwiazku (rys. 2). Biosynteza sur-
faktiny warunkowana byta rowniez interakcjami pomigdzy pH podtoza hodowlanego
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a zawarto$cia glukozy (p < 0,0001). Dla zadnego z badanych szczepdw nie stwierdzo-
no istotnej statystycznie korelacji pomigdzy biosynteza ituriny A, a sktadem podloza
hodowlanego.

8

=
o

b
-

Surfaktina [mg/I]
Surfctin [mg/l]

f 1
+ i3

Il

o

10 15 2

Stezenie peptonu [g/]
Peptone concentration [g/1]

o
()]

Rys. 2.  Wplyw zawarto$ci peptonu oraz pH podloza na biosyntezg surfaktiny przez B. coagulans 6.
Fig. 2. The effect of peptone content and basis’ pH on surfactin biosynthesis by B. coagulans 6.

W kolejnym etapie badan okre§lono wpltyw czynnikow srodowiskowych (tempe-
ratura i czas) na wydajnos¢ biosyntezy surfaktiny i ituriny A przez badane szczepy
Bacillus spp. Do$wiadczenia przeprowadzone z wykorzystaniem szczepu B. cerues nie
wykazaty statystycznie istotnych zaleznosci pomigdzy produkcja tych zwiazkow
a warunkami prowadzenia hodowli. W przypadku pozostatych badanych szczepoéw (B.
coagulans 6, B. circulans 7 1 B. firmus) wraz z wydtuzaniem okresu prowadzenia ho-
dowli obserwowano zwigkszenie biosyntezy surfaktiny (rys. 3). Sposréd badanych
warto$ci temperatury najkorzystniejsza do uzyskania wysokiej wydajnosci surfaktiny
byta temp. 30°C. Wpltyw na biosynteze¢ lipopeptydéw miaty takze interakcje pomigdzy
czasem a temperatura prowadzenia hodowli. Dla zadnego z badanych szczepow nie
stwierdzono istotnej statystycznie korelacji pomigdzy warunkami prowadzenia hodow-
li a biosyntezg ituriny A.

We wszystkich wariantach do$wiadczen czynnikiem, ktory miat najwigkszy
wplyw na wydajnos¢ biosyntezy surfaktiny bylto stezenie peptonu w podtozu hodowla-
nym. Jego optymalny dodatek wynosit 10-15 g/l. Wzrost dostepnosci azotu w srodowi-
sku hodowlanym wykorzystywany jest przez drobnoustroje na produkcje aminokwa-
sow 1 biatek powierzchniowych, ktore odpowiedzialne sa za hydrofobowo$¢ po-
wierzchni komorki [3, 11] i teoretycznie zalezno$¢ ta wykazuje dodatnig korelacje
prostoliniowa. Rezultaty uzyskane w tej pracy wskazuja, ze przy optymalnej dostgpno-
$ci zrodta azotu w podtozu hodowlanym nastgpuje intensyfikacja biosyntezy zwiazkow
powierzchniowo czynnych i jest to czynnik, ktéry moze powodowaé obnizenie hydro-
fobowosci powierzchni komorek Bacillus spp. w tych warunkach.
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Rys. 3. Wspdlzaleznos¢ wydajnosci biosyntezy surfaktiny, temperatury i czasu prowadzenia hodowli
Bacillus spp.: A — B. coagulans 6, B — B. circulans 7, C — B. firmus (czas i temperaturg prowa-
dzenia hodowli wyrazono w wartosciach kodowych).

Fig. 3.  Relationship between surfactin biosynthesis, temperature and time of culture for Bacillus spp.:
A — B. coagulans 6, B — B. circulans 7, C — B. firmus (time and temperature, respectively, were
expressed by coded values).

Przedstawione wyniki, dotyczace wpltywu odczynu srodowiska hodowlanego na
wzrost biosyntezy surfaktiny wskazuja, ze najkorzystniejsze do uzyskania wysokiej
wydajnosci tego zwiazku byto pH = 9. Znaczacy wplyw na biosyntez¢ zwiazkow po-
wierzchniowo czynnych maja nie tylko poszczegodlne czynniki, ale rowniez wzajemne
interakcje pomigdzy nimi. Istotne statystycznie powiazania obserwowano pomigdzy
odczynem $rodowiska hodowlanego a dostgpnoscia zrodta wegla i azotu w podlozu
oraz migdzy temperatura a czasem prowadzenia hodowli. Produkcja zwiazkow po-
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wierzchniowo czynnych przez drobnoustroje stanowita przedmiot badan wielu autorow
[1, 5,7, 8, 10]. Wsrdd bakterii z rodzaju Bacillus, zdolnych do syntezy biosurfaktan-
tow wymienia si¢ Bacillus megaterium, Bacillus circulans, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Bacillus licheniformis i Bacillus pumilus [1, 4, 6, 9, 10, 15].

Prowadzone w ostatnich latach badania nad zwigkszeniem wydajnosci lipopep-
tydow, otrzymywanych na drodze mikrobiologicznej, obejmowaly takze modyfikacje
sktadu podtoza.Wyniki wskazuja, ze istotna rolg¢ w tym procesie odgrywa dostgpnosé
zrodia azotu, wykorzystywanego przez bakterie jako materiat do biosyntezy lipopep-
tydow. Wykazano takze, ze biosyntezie surfaktiny przez Bacillus spp. sprzyja pH
powyzej 5 i temp. 30°C [1, 16]. Potwierdzaja to takze wyniki uzyskane w niniejszej
pracy, gdzie zaobserwowano, ze podtozem odpowiednim do produkcji lipopeptydow
byto podtoze o wysokim stgzeniu peptonu. W wigkszosci wariantow do$wiadczen
optymalng temperatura do biosyntezy tych substancji byta temp. 30°C. Wykazano
takze zwigkszenie wydajnosci surfaktiny przez badane szczepy Bacillus spp. wraz ze
wzrostem pH.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki $wiadcza o tym, ze sktad podtoza i spo-
sob prowadzenia hodowli moga w istotny sposob wplywac na wydajnos¢ zwiazkow
powierzchniowo czynnych, jakkolwiek ich tworzenie jest zawsze wypadkowa warun-
kéw srodowiskowych i cech gatunkowych. Uzyskane wyniki daja mozliwos¢ wyja-
$nienia zalezno$ci migdzy zmianami hydrofobowosci powierzchni komoérek Bacillus
spp. w réznych warunkach srodowiskowych, a adhezja tych drobnoustrojow do po-
wierzchni abiotycznych.

Whioski

1. Skfad podtoza i warunki hodowli w istotny sposob wplywaly na biosyntez¢ zwiaz-
kow powierzchniowo czynnych przez bakterie z rodzaju Bacillus spp., jakkolwiek
ich tworzenie jest zawsze wypadkowa warunkow $rodowiskowych i cech gatun-
kowych

2. Badane szczepy Bacillus spp. charakteryzowatly si¢ zroznicowanymi zdolno$ciami
do biosyntezy surfaktiny i ituriny A. Najwigksza wydajno$¢ surfaktiny wykazywat
szczep B. cereus (70,85 mg/l). Wydajnos¢ biosyntezy ituriny A ksztattowata sig¢ na
bardzo niskim poziomie (od 0,01 do 0,35 mg/l).

3. Na podstawie analizy statystycznej stwierdzono, ze najwigkszy wptyw na produk-
cje lipopetydow miata obecnos$¢ zrodta azotu w podtozu hodowlanym, pH $rodo-
wiska oraz interakcje pomigdzy zawartoscia glukozy a pH.

4. Obserwowano zwigkszenie biosyntezy surfaktiny wraz z wydluzeniem okresu
prowadzenia hodowli. Najbardziej korzystna temperatura do uzyskania wysokiej
wydajnosci biosyntezy surfaktiny byto 30°C.
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Praca byta prezentowana podczas XXXVII Ogdlnopolskiej Sesji Komitetu Nauk
0 Zywnos’ci PAN, Gdynia, 26 — 27.1X.2006.
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THE EFFECT OF ENVIRONMENTAL FACTORS INFLUENCING LIPOPEPTIDE
BIOSURFACTANTS BIOSYNTHESIS BY BACILLUS SPP.

Summary

The purpose of these investigations was to determine the effect of environmental factors (nutrient con-
centrations, temperature, pH and time of culture) on surfactin and iturin biosynthesis by Bacillus spp. The
studies were carried out with nine Bacillus spp. strains (also isolated from natural environments). To
compare the effect of each factor on surface-active compounds production, the experiments were designed
as a factorial search with the three levels for each variable and response surface method was used. The
ability to lipopeptide biosurfactants production by examined Bacillus spp. strains was investigated using
HPLC technique. Experiment design and results analysis were done by DoE programme.

In the first step of experiments production of surfactin and iturin in optimal conditions was investi-
gated. It has been shown that the yield of biosynthesis of lipopetide biosurfactants by examined Bacillus
spp. strains varied according to species of bacteria. The highest production of surfactin was observed for
Bacillus cereus (70,85 mg/l). Iturin biosynthesis was very poor in these conditions (from 0,01 to 0,35
mg/l). In the second step of investigations an influence of environmental factors on lipopetide biosurfac-
tants was investigated. The target of this tests were of four different Bacillus spp. strains, the most effec-
tive towards to lipopetide production for whom culturing was done in designed conditions according to
DoE model. Conducted experiments indicate that availability of nitrogen source, pH, interactions between
pH in culture medium and content of glucose, influenced the surfactin production in all used strains. Sta-
tistically significant correlations were also noted between examined factors.

Key words: Bacillus spp., lipopeptyde, surfactin, iturin
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