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Otrzymywanie ramnolipidu w bioreaktorze membranowym

Wstep

Zwiazki hydrofobowe transportowane sa do wngtrza komérek bak-
terii najczesciej w postaci mikrokropel. Tworza si¢ one poprzez
dyspersjg fazy organicznej (substratowej) w obecnosci biosurfaktan-
tow wytwarzanych przez te mikroorganizmy. Przyktadowo alkany
wyzsze dostaja si¢ do wngtrza komérek wewnatrz miceli utworzo-
nych z surfaktantu wchtanianych przez hydrofobowa powierzchnig
Sciany komérkowej [Guzik i in. 2010].

(Bio)surfaktanty sa zwigzkami chemicznymi, ktére charakteryzuja
si¢ budowa amfifilowa. Do najpowszechniej wystgpujacych, w ujgciu
strukturalnym, zalicza si¢ glikolipidy, soforolipidy, trehalolipidy,
liposacharydy, polipeptydy i fosfolipidy. Najpowszechniejsza i najle-
piej zbadana klasa biosurfaktantéw wytwarzanych przez drobnoustro-
je sa ramnolipidy nalezace do glikolipidéw. Hydrofilowa czg§¢ two-
rza czasteczki ramnozy, za$ hydrofobowy ,ogon” — kwas B-
hydroksydekanowy (Rys. 1). W zaleznosci od liczby czasteczek

ramnozy (1 lub 2) i kwasu (od 1 do 3 czaste-
czek) wyrdznia si¢ 6 typow ramnolipidéw.
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OHOH Réznice w budowie chemicznej moga miec
REfmR) wplyw na takie wtasciwosci ramnolipidéw, jak

aktywno$¢ powierzchniowa oraz stabilno$¢
w roztworach wodnych [Wei i in., 2008].

Gléwnym producentem ramnolipidéw
(ré6znego typu) sa bakterie z gatunku
Pseudomonas, a w szczegdlnosci szczep
Pseudomonas areuginosa. W hodowli wykorzystywane sa zaréwno
substraty hydrofobowe, jak i hydrofilowe [Sim i in. 1997, Chayabu-
tra i in. 2001]. Szczeg6lne znaczenie ma produkcja przebiegajaca
z réwnoczesna biodegradacja (oczyszczaniem cieczy) np. wyzszych
alkanéw, n-parafin, kwaséw ttuszczowych itd. Synteza ramnolipidéw
jest uzalezniona od st¢zenia komdrek w hodowli i jest najbardziej
efektywna, gdy mikroorganizmy wejda w stacjonarna faz¢ wzrostu.
Istotny wptyw na produkcj¢ tych zwiazkéw ma sktad pozywki. Ogra-
niczenie sktadnikéw mineralnych skutkuje zmniejszeniem wzrostu
drobnoustrojow oraz zwigkszeniem produkcji ramnolipidéw [Bed-
narski i Adamski, 1999].

Analiza znanych sposobéw produkcji ramnolipidéw byla asump-
tem do podjgcia badan nad okre$leniem mozliwos$ci ich wytwarzania
w bioreaktorze membranowym (MBR). Celem badan bylo poréwna-
nie wynikéw z hodowli okresowej, z hodowli z dozowaniem substra-
tu a nastgpnie z hodowli w MBR. Okreslono wspéiczynnik retencji
ramnolipidu na stosowanej membranie ceramicznej. Przy korzystnym
(niskim) wspétczynniku retencji mozliwe jest uzyskanie réwnocze-
snej separacj¢ produktu z zawrotem do bioreaktora komérek mikro-
organizméw 1 nieprzereagowanego substratu. Sprawdzono, czy
wysokiej produkcji ramnolipidu w MBR sprzyja wysoka koncentra-
cja biomasy oraz czy w tych warunkach korzystnej zmianie ulegly
wspodtczynniki wydajnosci (zmniejszenie wspétczynnika wydajnosci
biomasy (Yxss) a zwigkszenie wspdtczynnika wydajnosci produktu
(Ypys) [Trusek-Holownia, 2011]).

Rys. 1. Schemat
czasteczki di-
ramnolipidu

Materiaty i metody

W badaniach wykorzystano szczep Pseudomonas fluorescens PCM
2123 (PAN, Wroctaw) jako mikroorganizm zdolny do biodegradacji
alkanéw oraz produkcji biosurfaktantow takich jak ramnolipidy.

Sktad pozywki zostal dobrany na podstawie studiéw literaturowych
oraz wstgpnych badan nad produkcja ramnolipidéw. Ostatecznie
zdecydowano si¢ na nastgpujacy sktad na 1 litr: NH4NO; 0,8g,
NH,CI 1,0, KNO; 0,3g, NaCl 0,5g, MgSO, 0,5g, Na,SO, 0,9g,
Na2HPO4 4,0g, KH2PO4 6,7g, CaC12 l,lg, K2HPO4 1,0g, FCC13
0,023g. Jako zrédto wegla stosowano heksadekan.

Hodowle prowadzono w bioreaktorze (BioFlow, New Braun-
shwick), w temperaturze 32°C, przy napowietrzaniu na poziomie
1 Lpm oraz maksymalnych (100%) obrotach mieszadta. W celu
lepszej emulgacji substratu zastosowano dodatkowe (drugie) miesza-
dlo topatkowe umieszczone na wysokos$ci granicy migdzyfazowej.
Hodowle okresowe prowadzono w objgtosci 1 litra, z czego objgtos¢
fazy substratowej (heksadekanu) wynosita w poszczegdlnych ekspe-
rymentach od 1+6 % v/v. Na postawie przebiegu ubytku substratu
w tych hodowlach zaplanowano hodowle z takim dozowaniem sub-
stratu, aby jego ilo$¢ utrzymywana byta na stalym poziomie od 1+6%
objgtosci bioreaktora. Hodowle prowadzono przez 24+26 dni.

W przypadku MBR do bioreaktora zawierajacego 1,8 litra medium
podtaczono modut zewngtrzny zawierajacy jednokanatowa membra-
ne ceramiczng Filtanium (TAMI), A=0,005 m?% o punkcie odcigcia
150 kDa. Przy stosowanym stalym ci$nieniu transmembranowym
réwnym 0,21 MPa przez pierwsza dobg strumien spadat od 0,91 do
0,36 L/h. Nastgpnie utrzymanie strumienia na poziomie 0,36-0,38 L/h
bylo mozliwe przez czas trwania procesu (19 dni). Nie stosowano
strumienia upustu biomasy, w zwiazku z tym uktad pracowat w stanie
nieustalonym. Strumien opuszczajacy instalacj¢ réwnat si¢ co do
wielkosci dwém strumieniom wprowadzonym: gléwnemu strumie-
niowi zawierajacemu pozywke oraz strumieniowi substratu dozowa-
nemu raz na godzing (Q=0,3 mL/h). StgZenie startowe substratu
w reaktorze wynosito 2% v/v. Modul membranowy podtaczono po
dobie pracy bioreaktora dziatajacego w trybie okresowym.

W trakcie procesu monitorowano st¢zenie komérek w fazie wod-
nej, napigcie powierzchniowe oraz st¢zenie ramnolipidu. OD bioma-
sy oznaczano przy 550 nm. Wykorzystujac krzywa standardowa
przygotowana metoda suchej masy Assop= 3,56 * C [g/L] okreslono
stezenie komorek. Wyniki te nalezy traktowaé jedynie orientacyjnie,
gdyz znaczna czg$¢ komdrek pozostawala w fazie zemulgowanej
w gbérnej warstwie bioreaktora, co wpltywato na zanizenie wartosci
oznaczanej w fazie wodne;.

Przed wykonaniem pomiaréw napigcia powierzchniowego i testu
na st¢zenie ramnolipidu, bakterie oraz fazg¢ organiczna z prébki po-
branej z reaktora 2-krotnie odwirowywano w wiréwce o obrotach
6000 rpm oraz przefiltrowywano przez filtr o porach 20um. Pomiaru
napigcia dokonano przy uzyciu tensjometru Kriiss K100. W celu
okres$lenia st¢zenia ramnolipidu w mieszaninie hodowlanej zastoso-
wano metodg kolorymetryczna opisana w literaturze [Chandraseka-
ran i BeMiller, 1980]. Polega ona na hydrolizie ramnolipidu
w obecnosci stgzonego H,SO,, a nastgpnie reakcji otrzymanej ra-
mnozy z orcyna, w wyniku ktérej powstaje barwny produkt. Z absor-
bancji przy A = 505 nm wobec $lepej préby, przy wykorzystaniu
krzywej standardowej Asps = 0,698 C [g/L] oznaczano stgzenie ra-
mnolipidu w poszczegdlnych prébach z reaktora.

Wyniki i dyskusja

Przyktadowe wyniki z hodowli okresowej, prowadzonej przy 2%
v/v heksadekanu przedstawiono na rys. 2.

Wraz ze wzrostem ilosci wprowadzonego do reaktora substratu
wzrastalo maksymalne st¢zenie biomasy w fazie wodnej od 0,22 g/L.
(przy 1% v/v) do 0,44 g/L (przy 6% v/v). Réwnocze$nie wzrastato
maksymalne stgzenie ramnolipidu od wartosci 154 mg/L (przy 1%
v/v) do 220 mg/L (przy 6% V/v).
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Rys. 2. Zmiana napigcia powierzchniowego oraz st¢zenia ramnolipidu
w trakcie hodowli okresowej (2% v/v heksadekanu)

Wartosci te wskazuja, ze nie jest zachowana stala warto$é
wsp6lczynnika wydajnosci biomasy oraz wspétczynnika wydajnosci
produktu. Obecno$¢ biosurfaktantu skutkowata obniZeniem napigcia
powierzchniowego do warto$ci 44+45 mN/m (niezaleznie od wpro-
wadzonej ilosci substratu). Czas trwania hodowli (do momentu cat-
kowitego wyczerpania substratu) wynosit od 5 (przy 1% v/v) do 24
dni (przy 6% v/v).

W drugim etapie badan sprawdzono czy stopniowe dostarczanie
substratu skutkowac¢ bedzie lepsza wydajnoscia wytwarzania biosur-
faktantu. W trakcie tych proceséw obserwowano znacznie lepsza
emulgacj¢ medium hodowlanego. Przyktadowe wyniki przy utrzy-
mywaniu objgtosci substratu w uktadzie na poziomie ok. 2% v/v
(szybko$¢ zuzycia substratu oszacowano na podstawie hodowli okre-
sowych) przedstawiono na rys. 3. W trakcie tego procesu obserwo-
wano stale wzrastajace stgzenie ramnolipidu. Wspdtczynnik Yp, s

utrzymywal si¢ na stalym, ale niskim poziomie i wynosit
0,0048+0,005.
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Rys. 3. Zmiana napigcia powierzchniowego oraz st¢zenia ramnolipi-
déw trakcie hodowli z dozowaniem substratu okresowej (utrzymanie
ok. 2% v/v heksadekanu w reaktorze).

W etapie trzecim prowadzono proces z odbiorem ramnolipidu
w procesie fine-ultrafiltracji. Stosowana membrana w petni
zatrzymywata biomasg oraz heksadekan zawracany do bioreaktora.
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Rys. 4. Zmiana napigcia powierzchniowego w trakcie hodowli z sepa-
racja membranowa ramnolipidu (utrzymanie ok.2% v/v heksadekanu
w reaktorze).

Na rys. 4 i 5 przedstawiono odpowiednio zmiany napigcia
powierzchniowego i st¢zenia ramnolipidu w reaktorze (nadawie do
modutu membranowego) oraz permeacie. Usredniony wspdtczynnik
retencji ramnolipidu wynosit 0,292, co §wiadczy o zadowalajacym
przechodzeniu zwiazku przez pory membrany.Wspétczynnik Yp,/s
utrzymywat si¢ na statym poziomie i wynosit 0,0075.
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Rys. 5. Zmiana stgzenia ramnolipidu w trakcie hodowli z separacja

Whnioski

Wyniki Uzyskane w wyniku badan pozwalaja na wysunigcie na-
stgpujacych wnioskow:

— Szczep P. fluorescens biodegradujac alkany wyzsze jest zdolny
do wytwarzania biosurfaktantu, oznaczonego jako ramnolipid.

— W wyniku dziatania biosurfaktantu napigcie powierzchniowe
spadalo osiagajac graniczna warto$¢ 43+44 mN/m. Widoczna
byla réwniez silna emulgacja uktadu wzrastajaca ze stgzeniem
ramnolipidu.

—  Wytwarzaniu
substratu.

— Zastosowanie membrany pozwalajacej na odbidr biosufaktantu
ze strefy reakcji wptyngto na wzrost produkcji ramnolipidu
o ok. 50%.

— Permeat uzyskany z membrany o wspdtczynniku odcigcia 150
kDa jest wolny od komérek i nieprzereagowanego substratu.
Stgzenie ramnolipidu wynosilo ok. 70% jego stgzenia
w reaktorze.

ramnolipidu sprzyja stopniowe dodawanie
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