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KWAS OLEINOWY ZRODLEM WEGLA O WEASCIWOSCIACH
HYDROFOBOWYCH W BIOSYNTEZIE ZWIAZKOW
POWIERZCHNIOWO CZYNNYCH PRZEZ SZCZEP CANDIDA
BOMBICOLA

Streszczenie

W pracy przebadano szczep drozdzy Candida bombicola ATCC 22214 pod wzgledem mozliwosci
syntezy zwigzkow powierzchniowo czynnych na podiozu zawierajacym kwas oleinowy jako zrodlo wegla
hydrofobowego. Do hodowli wprowadzano zamiennie zrédla azotu pochodzace z ekstraktu drozdzowego,
chlorku amonu i wodorofosforanu(V) amonu. Kwas oleinowy okazat sie¢ doskonatym materialem do syn-
tezy glikolipidow. Najlepsza wydajno$¢ biosurfaktantow 85 g/l uzyskano na podtozu wzrostowym zawie-

.rajacym: glukozg, kwas oleinowy i ekstrakt drozdzowy. Najefektywniejsze do biosyntezy okazalo sie
wzbogacanie podloza w czasie hodowli glukoza (14,4 g/l/dobg) i kwasem oleinowym (10 g/l/dobe).

Wstep

Zwiazki powierzchniowo czynne syntetyzowane na drodze chemicznej od dawna
wykorzystywane sa w wielu galtgziach przemystu. Ze wzgledu na swa aktywnos¢ po-
wierzchniowa i zwiazane z nia wlasciwosci, znajduja zastosowanie m.in. w przemys$le
spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym, naftowym, papierniczym, tekstyl-
nym, a takze w rolnictwie. Istnieje mozliwo§¢ wytwarzania tych zwiazkow przez mi-
kroorganizmy w czasie ich wzrostu. Majg one wiele zalet, takich jak niska toksycz-
no$¢, czy zdolno$¢ do biodegradacii, ktore szczegdlnie ze wzgledu na ochrong $rodo-
wiska naturalnego sg bardzo istotne, mimo drozszego sposobu ich pozyskiwania.

Na calym $wiecie przeprowadza si¢ badania w kierunku dokladnego poznania
biochemicznych i genetycznych mechanizméw odpowiedzialnych za wytwarzanie
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tych zwigzkoéw przez mikroorganizmy. Zbadano, ze ich biosynteza zachodzi w dos¢
tagodnych warunkach, optymalnych do wzrostu i funkcjonowania mikroorganizmu.
Istotng zaleta hodowli jest mozliwo$¢ wykorzystywania tanich, tatwo dostgpnych zro-
det wegla i energii, co znacznie obniza koszty ich produkeciji [7, 9, 15].

Drozdze te wymagaja — do optymalnego przyrostu biomasy — obecnos$ci w podio-
zu: wegla (gtowne Zrédto energii), azotu (do syntezy biatka), fosforu (do produkcji
ATP) i magnezu (enzymatyczny faktor). Do produkeji biosurfaktantéw niezbgdna jest
natomiast obecno$¢ w podtozu dwoch zrédet wegla: hydrofobowego 1 hydrofilowego.
Biosynteza soforolipidéow rozpoczyna si¢ w koficowej fazie wzrostu drozdzy, a w
przypadku obecno$ci azotu w podtozu, dopiero po catkowitym jego wykorzystaniu [3,
8, 12, 16].

Badania wykazuja, ze szczep Candida bombicola jest bardzo obiecujacym drob-
noustrojem. Wykorzystuje bowiem do syntezy biosurfaktantéw stosunkowo tanie 1
tatwo dostepne surowce, przy jej wysokiej wydajnosci. Stwierdzono wrgcz, ze koszty
produkcji glikolipidéw przez ten szczep, na drodze mikrobiologicznej, sa poréwny-
walne z kosztami produkcji surfaktantow syntetycznych [4, 9].

Celem niniejszej pracy byta ocena mozliwosci biosyntezy biosurfaktantéw przez
szczep Candida bombicola ATCC 22214 z zastosowaniem kwasu oleinowego jako
sktadnika podioza.

Material i metody badan

Do syntezy biosurfaktantow wykorzystano drozdze Candida bombicola ATCC
22214, otrzymane z American Type Culture Collection.

W sklad podiozy hodowlanych wchodzily zwiazki: kwas oleinowy (techn. 90%),
glukoza bezwodna (cz.d.a.) oraz zrédta azotu i fosforu — chlorek amonu (cz.d.a.), wo-
dorofosforan amonu (cz.d.a.).

Przygotowanie inokulum

Drozdze przechowywano w temp. 4°C na skosach agarowych, systematycznie od-
Swiezajac poprzez przeszczepy na $wieze skosy, w miesigcznych odstgpach czaso-
wych, inkubujac w temperaturze 25°C przez okres 4 dni [3].

Drozdze przechowywane na skosach agarowych stuzyty do przygotowania inoku-
lum. Kolbg zawierajaca pozywke wzrostows, na ktérej planowano syntez¢ biosurfak-
tantdw, zaszczepiano czysta kultura drozdzowa ze skosu agarowego. Matke drozdzo-
wa namnazano inkubujac przez 48 h w temperaturze 730°C, w hodowli okresowej, w
tazni wodnej (170 rpm), (rys. 1).
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Przygotowanie podioza
wzrostowego: A, B,C,D/
Preparing of A, B, C,D
growth medium

Zaszczepienie podioza
wzrostowego drozdZzami ze
skoséw agarowych /
Inoculation of growth
medium with veast

Rozlanie do kolb Elenmayera
po 100 ml podtoza /
Pouring of 100 m! of media y

to Elenmayer’s Inokulacja drozdzy hodowla
wstrzasowa, (30°C, 48 h)/
Yeast inoculation, shaking
culture

y
Sterylizacja podtoza (121°C,
20 min) /
Sterilisation of medium

A
Hodowla
(30°C, 170 rpm, 22 dni) /
Cultivation
(30°C, 170 rpm, 22 days)

Rys. 1. Schemat procesu przygotowania podtozy do hodowli.
Fig. 1.  Schematic preparation the medium and culture conditions.

Sklad podtozy hodowlanych

Skiad czterech podlozy wzrostowych zastosowanych w pracy przedstawiono w
tab. 1. W tabeli zostaly zestawione rodzaje hodowli wraz ze sktadem (g/1) poszczegol-
nych skladnikow podtozy.

Hodowla A zostala potraktowana jako odniesienie w stosunku do pozostatych
wariantow. Nie zwigkszano w podiozu stgzenia glukozy ani kwasu oleinowego w cza-
sie jej trwania, jedynym Zrédlem azotu byt ekstrakt drozdzowy. Natomiast do podioza
B, poczawszy od 3. dnia hodowli, wprowadzono dodatkowg ilo§¢ glukozy i kwasu
oleinowego. Podobnie (jak z podtozem B) postgpowano z hodowlami C i D, za$ czyn-
nikiem réznicujacym bylta zwigkszona ilo$¢ azotu, uzyskana poprzez komplementarne
zastosowanie chlorku amonu (podtoze C) i wodorofosforanu(V) amonu (podtoze D) —
jako zZrédet tego pierwiastka. We wszystkich hodowlach pH pozywki wzrostowej
utrzymywano na poziomie 3,5, korygujac wartosci pH 5 M roztworem NaOH.
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Przygotowanie podloia hodowlanego

Zrédta wegla (hydrofilowe — glukoza, hydrofobowe — kwas oleinowy) i soli mi-
neralnych, wykorzystywane do przygotowania pozywki wzrostowej, rozpuszczano w
wodzie dejonizowanej, nastepnie regulowano pH do wartosci 5,6 za pomoca 0,1 M
HCI, rozlewano do kolb po 100 ml podtoza. Do kazdej z kolb dodawano inokulum w
iloéci stanowiacej 10% pozywki, prowadzac hodowlg wstrzasowa przez 22 dni (rys. 1,
tab. 1).

Tabela l

Sktad poczatkowy podioZy hodowlanych.
Culture medium composition,

Stezenie skiadnikéw w podtozu [g/1] /

Sktadniki podioza/ Concentration of medium components [g/1]
Lp. .
Med t
cdiurm components hodowla A | *hodowlaB | *hodowla C | *hodowla D
culture A culture B culture C culture D
1. Glukoza 100 100 100 100
Glucose
2. Kwas oleinowy 100 10 10 10
Oleic acid
3. Ekstrakt drozdzowy 5 5 10 10
Yeast extract
4 Chlorek amonu B 3 1 B
) Ammonium chloride
5 Wodorofosforan(V) amonu 3 _ B 12
" | Hydrogen ammonium phosphate ’

*w czasie hodowli B,C, D podloze uzupetniano w 14,4 g/l/dobe glukozy oraz 10 g/l/dobg kwasu oleino-
wego)

*glucose and oleic acid were added to the medium during cultivation (14,4 g/l/day glucose and 10g/l/day
oleic acid).

Przebieg hodowli i izolacja biosurfaktantow

Drozdze Candida bombicola hodowano w podlozach zawierajacych surowce we-
glowe jak i Zzrodlo azotu, w temperaturze 30°C przez 22 dni. W czasie hodowli badano
przyrost biomasy (suszenie do statej masy w 30°C — 4 hi 3 h w 60°C) [17], zawarto$¢
cukréw redukujacych — zgodnie z metodyka podana przez Millera [11], kontrolowano
takze warto$¢ pH oraz wzrost zawarto$ci biosurfaktantow — ekstrahujac je z podloza
octanem etylu, oczyszczajac heksanem i suszac w temperaturze 60°C — 3 h i 105°C
przez 4 h [17], (rys. 2).
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podioze pohodowlane /
medium after cultivation

wirowanie / rotation
3000 obr/min, 20 min

biomasa

supernatant /
biomass

supernatant

wirowanie / rotation
3000 obr/min, 20 min

biomasa/
biomasss supernatant /
supernatant liquid ]
wytrzgsanie
suszenie / (rozdzielacz) /
drying shaking
(301 60°C) ¢
warstwa wodna /
water layer warstwa octanu etylu /

layer of ethyl acetate

ekstrakcja biosurfaktantow [~
(rozdzielacz) / octan etylu /
extraction of biosurfactants ethyl acetate

warstwa wodna /
water layer

+ usuwanie rozpuszczalnika
oczyszczanie mieszaniny biosurfaktantow
oznaczanie zawartosci heksanem i ich identyfikacja (TLC) /
cukrow / evaluation of solvent removal and purification of
sugar content biosurfactants mixture with hexane and their
identification (TLC)

Rys 2. Schemat izolacji podioza pohodowlanego.
Fig. 2.  Scheme of medium separation after cultivation.

Otrzymane preparaty analizowano za pomoca chromatografii cienkowarstwowej
na plytkach Kieselgel 60 stosujac uktad rozwijajacy: chloroform:metanol:woda w sto-
sunku 65:15:2 (v/v/v). Chromatogram wywolywano a-naftolem rozpuszczonym w
mieszaninie chloroform : metanol w stosunku 1:1 (v/v) [4]. Pomiary napiecia po-
wierzchniowego wykonywano tensjometrem Sigma 70 produkcji firmy KSV Itd., Fin-
landia, stosujac platynowy okrgg jako uktad pomiarowy [2]. Wodne roztwory biosur-
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faktantow przygotowano w pigciu stgzeniach od 0,0005% do 0,1%. Nie przygotowano
wyzszych stezen roztwordw ze wzgledu na ich staba rozpuszczalnos¢ w wodzie. Wy-
izolowana mieszaning zwiazkow zbadano takze pod wzgledem zdolnosci do tworzenia
emulsji. Jako fazg organiczna zastosowano ksylen oraz olej stonecznikowy. Przygoto-
wano roztwory o stezeniu 0,25%, 0,5%, 0,75% biosurfaktantow. Biosurfaktanty roz-
puszczano w 6 ml ksylenw/oleju, dodawano 4 ml wody destylowanej 1 wytrzasano
przez 5 min. [6].

Wyniki i dyskusja

Synteza zwiazkOw powierzchniowo czynnych przez szczep drozdzy Candida
bombicola zachodzita podczas fermentacji na pozywce wyjsSciowej, zawierajacej dwa
zrodla wegla: glukoze (10%) i kwas oleinowy (1%, 10%). Zwiazki azotowe dodane do
podloza pochodzity z ekstraktu drozdzowego (0,5%, 1%), chlorku amonu (0,1%), wo-
dorofosforanu(V) amonu (0,12%), (tab. 1).

Zastosowane w pracy podioza i ich modyfikacje pozwolily na otrzymanie znacz-
nej wydajnosci (85 g/1) biosurfaktantéw oraz okredlenie najlepszych warunkéw ho-
dowli.

Podobne badania prowadzili Asmer i1 wsp. [1] oraz Rau i wsp. [12], ktérzy mak-
symalna wydajnos¢ biosurfaktantéw 77 g/l i 180g/l uzyskali juz po 7.— 8. dobie ho-
dowli ciaglej. Jednak wyniki analiz hodowli okresowych przedstawionych w tej pracy
nie pozwolily na zakonczenie hodowli w 7. lub 8. dniu, dlatego tez do uzyskania pel-
nego obrazu biosyntezy soforolipidow trwaty one 22 dni (rys. 3).

Podczas hodowli A, prowadzonej w celu wstgpnej charakterystyki mozliwosci
syntezy, osiagnigto wydajnos¢ zwiazkéw powierzchniowo czynnych — 73 g/1 (rys. 3 i
4). Regulacje wartosci pH podtoza na poziomie 3,5 wprowadzono w oparciu o prace
Davila i wsp. [5], Rau i wsp. [12] oraz McCaffreya i Coopera [10], ktdrzy donosza, iz
najbardziej optymalnym pH do biosyntezy zwiazkéw powierzchniowo czynnych jest
pH o wartosci 2,5-3,5.

W hodowli B, w odrdznieniu od hodowli A, otrzymano najwigksza wydajnosc¢ so-
forolipidow — 86 g/l po 19. dniu. Wynikiem wzrostu wydajnosci glikolipidéw w pod-
tozu hodowlanym najprawdopodobniej jest zastosowanie dodatkowej ilosci glukozy i
kwasu oleinowego. W ten sposob, w podtozu dwukrotnie zwigkszono st¢zenie glukozy
do kwasu, cho¢ jak donosi w swojej pracy Klekner i wsp. [8], najbardziej pozadanym
stosunkiem wegla hydrofobowego do hydrofilowego jest stosunek 3:1 (tab. 1, rys. 3 i
4). W przypadku hodowli C i D wzbogacanie podloza nie mialo wptywu na zwigksze-
nie syntezy zwiazkow powierzchniowo czynnych.
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Znaczenie symboli A, B, C, D objasniono w tab.1./ A, B, C, D as shown in tab.1.

Rys. 3. Wptyw sktadu podioza na synteze zwiazkéw powierzchniowo czynnych w czasie hodowli.
Fig.3. Influence of medium composition on the surface active compounds yield during cultivation.
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Rys. 4. Wplyw skladu podioza na ubytek glukozy, przyrost biomasy i wydajno$¢ biosurfaktantéw w
hodowlach A i B.

Fig. 4. Infuence of medium composition on glucose cavity, biomass growth and biosurfactants yields in
the cultivation A and B.

Ponadto w hodowlach C i D wprowadzono, oprécz ekstraktu drozdzowego (10
g/1), dodatkowo chlorek amonu jako zrodto azotu (0,1%) i wodorofosforan(V) amonu
— jako zrodito fosforu. Badania wykazaly, ze obecno$¢ fosforu w podtozu wplywala
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korzystnie tylko na przyrost biomasy, nie majac znacznego wpltywu na proces syntezy
zwiazkéw powierzchniowo czynnych. Podobne zjawisko mozna bylo zaobserwowac
podczas hodowli na podtozu z dodatkiem azotu (hodowla C), cho¢ w tym przypadku
wydajno$¢ glikolipidow wzrosta (rys. 5). Porownywalne wyniki otrzymat Cassas 1
wsp. [3], stosujac do podtoza wzrostowego sole potasowe, magnezowe i zelazowe(III).
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Znaczenie symboli A, B, C, D objasniono w tab.1./ A, B, C, D as shown in tab.1.

Rys. 5.  Wplyw dodatku azotu i fosforu do podioza na przyrost biomasy w czasie hodowli.
Fig. 5. Effect of the nitrogen and phosphorus concentration on biomass yield during cultivation.

Wyraznie wyzsza wydajnos$¢ biosurfaktantow obserwowano w przypadku podto-
za zawierajacego azot pochodzacy tylko z ekstraktu drozdzowego (rys. 3). Ponadto
podtoze, w ktorym jedynym zrodlem azotu byt ekstrakt drozdzowy (0,5%), okazato si¢
najbardziej optymalne do biosyntezy glikolipidow [12, 16]. Natomiast na podiozu
zawierajacym dodatkowo chlorek amonu ilo§¢ powstatego produktu byfa o potowe
mniejsza.

Bez wzgledu jednak na zastosowane podtoze hodowlane, kinetyka reakcji biosyn-
tezy biosurfaktantow we wszystkich przypadkach przedstawiala si¢ bardzo podobnie.
Zawsze bowiem najwigkszy ubytek glukozy, bardzo intensywny od samego poczatku,
przypadat Srednio na 10. dzieni hodowli. Przyrost biomasy, rowniez gwattowny od
samego poczatku, swoja maksymalna warto$¢ osiagat po 15-17. dniu, a nastgpnie nie-
znacznie malat (rys. 5).

Biosynteza zwiazkow powierzchniowo czynnych we wszystkich analizowanych ho-
dowlach rozpoczynala si¢ od dos$¢ gwaltownego wzrostu po 7, 10 dniu kiedy
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obserwowano znaczny spadek pozio-
mu glukozy w podlozu i trwala §red-
nio do ok. 17-19. dnia. P6zniej zaob-
serwowano spadek ich zawartosci w
podiozu hodowlanym.

Zwiazki wyizolowane z podioza
hodowlanego obnizyly poziom napig-
cia powierzchniowego wody z 72
mN/m maksymalnie do 34,59 mN/m,
przy stgzeniu 0,1% (rys. 6). Analiza
TLC (rys. 7) otrzymanych preparatow
wykazata, Ze byly one mieszaning
roznych frakcji. Niektore z nich wy-
tracaty si¢ w czasie hodowli i sedy-
mentowaly. Sa to wedhug Rau 1 wspt.
[13] formy laktonowe, charakteryzu-
jace sig staba rozpuszczalnoscia w
wodzie. Formy kwasowe natomiast
glownie skoncentrowane sa w podiozu
hodowlanym. Rozpuszczalno§¢ tych
zwigzkéw jest silnie uzalezniona od
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wartoéci pH. Glikolipidy wykazuja najlepsza rozpuszczalno$¢ w pH powyzej 6 [4].

Biosurfaktanty syntetyzowane przez drozdze Candida bombicola okazaty sig
mieszanina niejednorodng i analiza wykonana za pomoca chromatografii cienkowar-
stwowej wykazata obecno$é¢ siedmiu zwiazkow. Wedlug prac przedstawionych przez
Asmera i wsp. [1] oraz Coopera i Padocka [4] Candida bombicola moze tworzy¢ mie-
szanine minimum 6 zwiazkoéw. Z kolei efektem biosyntezy prowadzonej na innych
substratach hydrofobowych zawierajacych np. alkohole moze by¢ mieszanina dziewig-
ciu zwiazkow [2, 10].

Badajac wilasciwo$ci otrzymanych zwiazkow przeprowadzono proby okreslajace
ich zdolno$é do tworzenia emulsji. Biosurfaktanty uzyskane z hodowli wykazaly zdol-
no$é¢ do jej tworzenia. Okre$lenie emulsji, a zwlaszcza jej odpowiedniego typu, zalezy
nie tyle od fazy dyspersyjnej, ile od obecnosci substancji zdolnych do obnizenia napig-
cia powierzchniowego czyli od tzw. bioemulgatora. Jest on amfoteryczna czasteczka o
malej masie czasteczkowej zdolnej do obnizania napigcia powierzchniowego oraz o
polimerycznej duzej masie czasteczkowej, ktora stabilizuje emulsje [14].

Whnioski

1. Najbardziej efektywne do biosyntezy glikolipidéw okazato sig¢ podtoze zawieraja-
ce: glukoze (10%), kwas oleinowy (1%) oraz ekstrakt drozdzowy (0,5%); nie-
zbedne bylo wzbogacenie podloza w czasie hodowli glukoza w ilosci 14,4 g/l/dobg
i kwasem oleinowym — 10 g/l/dobg, co spowodowato znaczny wzrost wydajnosci
soforolipidéw od 58 g/l do 84 g/l.

2. Czynnikiem ograniczajacym wytwarzanie biosurfaktantow byl nadmiar azotu (eks-
trakt drozdzowy, chlorek amonu, wodorofosforan amonu). Zwigkszenie jego do-
datku do podtoza wptywalo jedynie na podwyzszenie przyrostu biomasy.

3. Analiza chromatograficzna (TLC) otrzymanych preparatdéw pozwolila na wyod-
rebnienie z nich siedmiu frakcji o roznych wspotczynnikach rozdziatu.

4. Wyizolowane zwiazki okazaly si¢ powierzchniowo aktywne i obnizaly napigcie
powierzchniowe wody z 72 mN/m do 37 mN/m juz przy stezeniu 0,001% biosur-
faktanéw. Wykazywaly takze zdolnosci do tworzenia emulsji.

~
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OLEIC ACID AS A HYDROPHOBIC CARBON SOURCE IN BIOSYNTHESIS OF SURFACE
ACTIVE COMPOUNDS BY CANDIDA BOMBICOLA YEAST

Summary

Candida bombicola ATCC 22214 produced glycolipids up to 85 g/l using glucose and oleic acid in
culture. It was profoundly also influenced by the concentration of nitrogen sources (yeast extract, ammo-
nium chloride, hydrogen phosphate ammonium).

A high concentration of biosurfactants was obtained when the initial medium consisted of 10% glu-
cose, 1% oleic acid, and only 0,5% yeast extract. The best surface active yield was obtained after
continues glucose and oleic acid addition during cultivation in quantity 14,4 g/l/day and 10 g/l/day respec-
tively. Composition of glycolipids was characterized by TLC.



