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OCENA TOKSYCZNOSCI BIOSURFAKTANTOW
PRODUKOWANYCH PRZEZ Pseudomonas sp. PS-17

Celem pracy byta ocena toksycznosci i cytotoksyczno$ci biosurfaktantow produkowanych przez
bakterie nalezace do rodzaju Pseudomonas PS-17. Do badah wykorzystano system Microtox
pracujacy w oparciu o bakterie luminescencyjne oraz hodowle tkankowe, fibroblastdw ludzkich
i mysich. Wykazano, ze ramnlipid RL i biokompleks BX posiadajg zblizone zdolnoéci obnizania
napigcia powierzchniowego jednak nieco roznig si¢ wlasciwosciami biologicznymi. Wprawdzie oba
badane zwiazki charakteryzowaly si¢ niska toksycznoscig to jednak biosurfaktant o charakterze
ramnolipidu byt zdecydowanie bardziej toksyczny i cytotoksyczny.

1. WSTEP

Zwigzki powierzchniowo czynne sg szeroko wykorzystywane w wielu sektorach
przemystu [5,9]. Wigkszos¢ znajdujacych si¢ na rynku preparatow syntetyzowana jest
na drodze chemicznej. Obok niewatpliwych wiasciwosci uzytkowych wykazuja one
cechy niekorzystne zwigzane z wysoka toksycznoscia oraz niskg podatnoscia na
biodegradacje. Dlatego tez coraz szersze zainteresowanie budza zwigzki
powierzchniowo-czynne produkowane przez mikroorganizmy, rosliny i zwierzeta.
Zaleta surfaktantow produkowanych przez mikroorganizmy jest mozliwo$¢ nie tylko
skutecznego obnizenia napigcia powierzchniowego, ale takze ich wysoka podatnosé
na biodegradacj¢ [4]. Biosurfaktanty sg zwykle zwigzkami nietoksycznymi i nie
kumuluja si¢ w tkankach organizméw zywych. Ponadto charakteryzuje je wysoka
specyficzno$¢ dziatania, a takze stabilno$¢ temperaturowa i stosunkowo mata
wrazliwo$¢ na zmiany odczynu $rodowiska. Wprawdzie stosowanie biosurfaktantow
moze wigzaé¢ si¢ ze wzrostem kosztow opracowanej technologii to jednak ich
uzytkowanie globalnie okazuje si¢ bardziej ekonomiczne z uwagi na fakt, ze
w przeciwienstwie do surfaktantow syntetycznych nie stanowig one zagrozenia dla
organizméw zywych [1].
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Biosurfaktanty znajduja zastosowanie w wielu galeziach przemystu a takze
w rolnictwie. Stymuluja biodegradacje weglowodoréw w technologiach oczyszczania
wod i gruntdow skazonych produktami naftowymi a takze wykorzystywane sa do
wspomagania procesu wydobywania ropy naftowej [3]. Ich zdolnos¢ do
kompleksowania metali pozwala na zastosowanie w procesach tugowania metali.
Biosurfaktanty =~ wykorzystywane sa takze w przemyS$le farmaceutycznym
i kosmetycznym z uwagi na wladciwosci antybakteryjne iantywirusowe oraz
znakomite wtasciwosci zwilzajace [7,11,12]. W przemysle spozywczym uzywane sa
do emulsyfikacji, rafinacji olei i ttuszczy. Utatwiaja procesy nawozenia gleb i ochrong
ro$lin poprzez rozpuszczanie, rozdrabnianie nawozoéw oraz $rodkow ochrony roslin.
Wspomagaja takze odzywianie roslin [10]. Mozliwo$¢ tak szerokiego stosowania
biosurfaktantow stwarza konieczno$¢ doktadnej analizy nie tylko ich wiasciwosci
uzytkowych, ale takze oceny oddziatywania na organizmy zywe.

Celem przedstawionej pracy byta ocena toksyczno$ci i cytoksycznosci
biosurfaktantéw wytwarzanych przez Pseudomonas PS-17.

2. MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowily substancje powierzchniowo czynne wydzielane
pozakomorkowo przez Pseudomonas sp. PS-17: ramnolipidy RL oraz biokompleks
zawierajacy ramnolipidy oraz egzopolisacharyd.

Izolacji biosurfaktantéw dokonywano po hodowli mikroorganizméw na podtozu
mineralnym zawierajagcym glicerol (30 g/I) w charakterze zrédta wegla. Odczyn
hodowli wynosit pH=7,0. Hodowl¢ prowadzono w 30°C, przez 96 h. Napigcie
powierzchniowe i migdzyfazowe oznaczono metoda platynowej plytki Wilhelmiego,
natomiast zawarto$¢ ramnolipidow metodg antronowa. Powierzchniowo-czynny
biokompleks otrzymywano poprzez zakwaszenie supernatantu do pH=3,0, natomiast
ramnolipidy ekstrahujac biokompleks mieszaning chloroform:metanol 2:1.

Do oznaczenia toksycznosci wykorzystano test z bakteriami luminescencyjnymi
Vibrio fischeri. Test wykonano wg standardowej procedury producenta przy uzyciu
analizatora M 500 i liofilizowanych bakterii. Obliczenia wynikdw dokonano przy
zastosowaniu programu MicrotoxOmni. Wyniki toksycznosci obliczano jako ECS50,
czyli takie stezenie badanej probki, ktore powoduje powstanie 50% reakcji testowej —
przezyciowej (E).

Badania w kierunku cytotoksycznego dzialania badanych biosurfaktantow
prowadzono na jednowarstwowej hodowli ludzkich nabtonkopodobnych komérek
raka pluc — A549 (American Type Culture Collection, Cell Culture Line-ATCC
CCL185) oraz na hodowli mysich komoérek fibroblastycznych —L929 (American Type
Culture Collection, Cell Culture Line-ATCC CCL 1). Hodowle komdrek A549
prowadzono w ptynie hodowlanym Dulbecco natomiast komoérek 1.929 w ptynie
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Eagle’a, z dodatkiem 10% surowicy cielecej, 2mM L-glutaminy oraz 100 j/ml
penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny [1]. Badanie cytotoksycznego dziatania
roztworow wodnych biosurfaktantow wykonano metoda bezposredniego kontaktu
w warunkach in vitro. Stopien cytotoksyczno$ci poszczegdlnych préb okreslano
W odwrdéconym mikroskopie. Minimalne stezenie badanych préb, ktéore powodowato
degeneracje 50% komorek uznano za dawke toksyczng (TCCDse- Tissue Culture
Cytotoxic Dose) [2,8].

4. OMOWIENIE WYNIKOW

Biosurfaktanty RL produkowane przez Pseudomonas PS-17 byly ramnolipidami,
ktorych czasteczka zawierata ramnoze 1 kwas 3-oxidekanowy. Niski poziom napigcia
powierzchniowego 1 miedzyfazowego oraz ich krytyczne st¢zenie micelizacji
wskazujg na ich wysoka aktywnos$¢ powierzchniowg (tab. 1). Zewnatrzkomérkowy
biokompleks syntetyzowany przez Pseudomonas PS-17 sktadat sie z ramnolipidu oraz
polisacharydu o charakterze alginianu z masa czasteczkowa w zakresie 3—4 x10°.

Tab. 1. Wybrane wiasciwo$ci badanych preparatow

Napigcie Napigcie migdzyfazowe
Substancja powierzchniowe P1e eezy Indeks emulgacji Ey4, %
(mN/m) (n-heptan),(mN/m)
Ramnlipid RL 28,8 0,02 70
Biokomplex BX 29,5 0,17 85

Stwierdzono wyrazny wpltyw roztwordéw badanych surfaktantow na zdolno$¢ do
$wiecenia bakterii testowych. Stezenie biokompleksu hamujace o 50% luminescencje
bakterii testowych byto okoto 10 razy wyzsze niz ramnolipidu (tab. 2). Oznacza to, ze
preparat BX jest mniej toksyczny dla bakterii testowych.

Tab. 2. Stgzenia preparatow hamujace o 50% luminescencj¢ bakterii testowych

Substancja ECs [mg/l]
Ramnlipid RL 13
Biokompleks BX 110

Badane biosurfaktanty roznily si¢ wyraznie wlasciwosciami biologicznymi.
W przypadku ramnolipidu catkowite zahamowanie $§wiecenia powodowato st¢zenie
wynoszace 100 mg/litr natomiast w przypadku biokompleksu byto ono 10 krotnie
wyzsze 1 wynosito 1 gram/litr (rys. 1-2).Ramnolipidy wykazaly zaréwno wyzsza
toksycznos$¢ jak i cytotoksycznosc.
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Rys. 1. Zalezno$¢ luminescencji od stgzenia Rys. 2. Zalezno$¢ luminescencji od st¢zenia
biokompleksu ramnolipidu

Analogiczne rezultaty uzyskano badajac cytotoksyczno$¢é obu preparatow (tab. 3,
rys. 3). Biokompleks po 24, 48 godzinach kontaktu z komérkami okazat sie toksyczny
w stezeniu 50 pug/ml, a po 72 godz. w stezeniu 25 pg/ml obserwowano degeneracje
jeszcze zywych komoérek. Ramnolipid RL byt cytotoksyczny po 24,48 godzinach
kontaktu z komoérkami w stezeniu 50 pg/ml i 25 pg/ml a w obecno$ci stgzenia
12,5 pg/ml zywe komorki zostaly zdegenerowane. Po 72 godzinach kontaktu
cytotoksyczne okazaty si¢ stezenia 50, 25 i 12,5 pg/ml a stgzenie 6,25 pg /ml
powodowato degeneracj¢ komodrek (£komorki jeszcze zywe).

Tab. 3. Cytoksyczno$¢ badanych preparatow

Stezenie Czas kontaktu z komoérkami L929 i A549 (h)
biosurfaktantu 24 48 72
(mall) RL BX RL BX RL BX
50 + + + + + +
25 + - + - + +
12,5 - - + - + -
6,25 - - - - + -

+ préba cytotoksyczna, - brak cytotoksycznosci, prawidtowy
wzrost komorek, +préba cytotoksyczna, degeneracja komorek

Niska cytotoksycznos¢ biosurfaktantow potwierdzajg uprzednio przeprowadzone
badania, w ktérych wykazano, ze czegsciowo oczyszczony zewngtrzkomorkowy
polisacharyd typu alginowego produkowany przez szczep Pseudomonas aeruginosa
219 nawet w stezeniu powyzej 1000 pg/ml nie byt toksyczny dla komorek ludzkich
A549 jak i mysich L929.Réwniez w badaniach in vivo na modelu mysim nie
stwierdzono efektow toksycznych [2].
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Nalezy przypuszcza¢, ze badane preparaty poddane dalszemu oczyszczaniu moga
straci¢ wlasciwos$ci toksyczne zachowujac inne cechy umozliwiajace ich praktyczne
wykorzystanie.

Rys. 3. Obraz mikroskopowy komdrek ludzkich i mysich

linii L929: 1 — komorki prawidtowe 2 - komorki zdegenerowane w wyniku toksycznego wptywu
preparatu, linii - A549: 3 — komorki prawidlowe. 4 — komorki zdegenerowane

5. PODSUMOWANIE

Ramnolipid RL i biokompleks BX sg zwigzkami powierzchniowo czynnymi
pochodzenia naturalnego. Przeprowadzone badania wskazuja na niskg toksyczno$é
i cytotoksyczno$¢ badanych preparatow. Stwarza to mozliwo$¢ ich praktycznego
wykorzystania. Z ekonomicznego punktu widzenia wydaje si¢, ze szczegblnie
biokompleks powinien znalezé zastosowanie w technologiach oczyszczania
srodowiska skazonego produktami naftowymi lub innymi zanieczyszczeniami
o0 charakterze hydrofobowym. Produkcja tego preparatu nie begdzie kosztowna, gdyz
nie wymaga specjalnych metod separacji i oczyszczania. Biosurfaktant o charakterze
ramnolipidu RL jest preparatem interesujagcym dla innych gatezi przemyshu, rolnictwa
czy farmacji jednakze jego bezposrednie uzycie wymaga¢ bedzie dodatkowych
zabiegébw zwigzanych z dokladnym oczyszczeniem. Przewagg biosurfaktantow nad
syntetycznymi surfaktantami jest ich wyzsza biodegradowalnos¢, nizsza toksycznos$¢,
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a takze niewielkie ilosci, w ktérych sa one stosowane [4]. W zwigzku z tym ich
zaleganie w §rodowisku nie stwarza zagrozenia ekologicznego. Dzigki swym licznym
zaletom biosurfaktanty moga w przyszlosci calkowicie zastgpi¢ ich chemiczne
odpowiedniki.
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ASSESSMENT OF TOXICITY OF BIOSURFACTANTS PRODUCED BY
PSEUDOMONAS SP PS-17

Aim of this work was assessment of toxicity and cytotoxicity of biosurfactants produced by
Pseudomonas sp PS-17. System Microtox which work with luminescent bacteria and tissue culture of
human and mouse fibroblasts was used in research. Both preparations have similar abilities to reduce
surface tension but different biological properties. Although both compounds was characterized by low
toxicity however biosurfaktant with rhamnolipids character was more toxic and cytotoxic than
polysaccharide biopolymer.
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