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Karakterizacija
biosurfaktanta izolovanog iz
soja Pseudomonas
aeruginosa

Bakterije vrste Pseudomonas aeruginosa produkuju
seriju biosurfaktanata me|u kojima i ramnolipide.
Da bi se bli`e upoznala priroda i osobine ramnoli-
pida produkovanog od strane bakterija roda Pseu-
domonas, u ovom radu su ispitani razli~iti parametri
kojima se karakteri{u surfaktanti. Odre|ena je emulzi-
ona sposobnost, povr{inski napon i CMC vodenog ra-
stvora ramnolipida. U cilju pore|enja navedeni para-
metri su odre|eni i za komercijalno dostupne
detergente SDS i DC. Dobijeni rezultati pokazuju da
ramnolipidi sni`avaju povr{inski napon vode 4.8 puta
vi{e od SDS-a i DC-a pri istim koncentracijama, dok
im je emulziona sposobnost manja 2.65 puta u
odnosu na SDS i DC. Navedeni rezultati upu}uju na
to da bi ramnolipidi, posle optimizacije postupka
proizvodnje, mogli da se koriste kao komercijalni
biorazgradivi detergenti.

Uvod

Biosurfaktanti su prirodna povr{inski aktivna
jedinjenja. U njihovoj strukturi se razlikuju dva dela,
polarna (hidrofilna) „glava“ i nepolarni (hidrofobni)
„rep“. Ovakva struktura omogu}ava biosurfaktan-
tima da emulguju (sjedinjuju) supstance koje se ina-
~e ne bi me{ale. U rastvara~ima amfofilna priroda
biosurfaktanata (imaju hidrofilni i hidrofobni kraj)
dovodi do grupisanja molekula u micele. U polarnim
rastvara~ima monomerne jedinice biosurfaktanta pri
grupisanju u micele orijenti{u hidrofobne delove ka
unutra{njosti, a hidrofilne delove ka spolja{nosti
micele, dok je orijentacija suprotna kod nepolarnih
rastvara~a. Micele nastaju kada se dostigne dovoljna

koncentracija monomernih jedinica biosurfaktanta.
Koncentracija surfaktanta potrebna za formiranje
micela naziva se kriti~na micelarna koncentracija
(CMC). Bakterije vrste Pseudomonas aeruginosa
produkuju seriju biosurfaktante me|u kojima su
najzastupljeniji ramnolipidi. Ramnolipidi se sastoje

od monosaharida ramnoze i �-hidroksi masne kise-
line. Zbog biolo{ke razgradljivosti i netoksi~nosti
ramnolipidi se primenjuju u mnogim granama
savremene industrije (kozmetici, petrohemiji, pre-

hrambenoj industriji).
Cilj ovog istra`ivanja je delimi~na karakteri-

zacija biosurfaktanata koje produkuje P. Aeruginosa,
emulziona sposobnost, povr{inski napon vodenog
rastvora i vredost CMC-a ramnolipida izolovanog iz
soja P. aeruginosa. Detaljno upoznavanje prirode
biosurfaktanata je zna~ajno radi ispitivanja mogu-
}nosti njihove komercijalne primene kao emulga-
tora.

Materijali i metode

Materijal.
– Fermentaciona te~nost Pseudomonas aerugi-

nosa
Hemikalije:
– komercijalno dostupni detergenti: natrijum-

-dodecil sulfata (SDS) i natrijum-dezoksiho-
lata (DC)

– kerozin
– hloroform
– metanol
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Postupak. Dobijanje fermentacione te~nosti:
kultura Pseudomonas aeruginosa, aktivirana je pre-
sejavanjem na selektivni cetrimid agar, a nakon toga
na hranljivi agar. Gajena je 24 sata na 30°C. Predfe-
rmentacija se izvodi u Erlenmajerovim bocama na
osnovnoj, Lauria Bertani, LB podlozi, 20 ~asova na
temperaturi od 30°C. Fermentacija se izvodi na opti-
malnoj podlozi (LB podloga sa dodatkom sunco-
kretovog ulja i detergenta), na 30°C.

Sastav optimalne podloge:
– pepton 10 g/L

– ekstrakt kvasca 5 g/L

– NaCl 5 g/L

– 0.7% w/v suncokretovog ulja

– Tween 80 g/L
Fermentacija se izvodi pet dana nakon ~ega se

prekida, fermentaciona te~nost je zatim centrifu-
girana (20 min na 4000 rcf), u cilju uklanjanja }elija.

Izolovanje ramnolipida iz fermentacione te~nosti
je izvedeno talo`enjem na pH 2.0 dodavanjem HCl
(0.1 mol/L) u 100 mL fermentacione sme{e. Zatim
je talog koji sadr`i ramnolipide odvojen centrifugi-
ranjem (Harrier 15/30) na 3000 rcf tokom 15 minuta
i ekstrahovan sa 150 mL sme{e hloroform-metanol
(2/1, vol/vol). Iz dobijene suspenzije su centrifugi-
ranjem na 3000 rcf tokom 15:00 minuta istalo`ene
ne~isto}e. Supernatant je uparen na vakuum upari-
va~u (Heidolph, Laborota 4001), do suva i rastvoren
u vodi (Cirigliano i Carman 1985). Napravljeni su
rastvori ramnolipida koncentracija 1 i 0/1 g/L

Povr{inski napon rastvora ramnolipida je odre-
|en stalagmometrijskom metodom merenja mase
kapi (Holclajtner Antunovi} 2000). U cilju pove-
}anja ta~nosti rezultata i pore|enja, na istovetan
na~in odre|en je i povr{inski napon dva komer-
cijalno dostupna detergenta, natrijum-dodecil sulfata
(SDS) i natrijum-dezoksiholata (DC).

Emulziona sposobnost je odre|ena metodom
kerozinske probe. U seriju epruveta iste geometrije
sipano je po 1.5mL kerozina, dodato je 0.1 mL
rastvora rastvora ramnolipida (0.1 g.L-1) zatim je
dodato 1.5 mL vode. Sme{a je vorteksovana dva
minuta. Ramnolipidi su emulgovali deo kerozina i
vode i nastao je me|usloj. Nakon dva ~asa izmerena
je visina emulgovanog sloja. Emulziona sposobnost
je izra`ena odnosom visine emulgovanog sloja i
ukupne visine sme{e u epruveti. Pored emulzione
sposobnosti ramnolipida odre|ene su i emulzione
sposobnosti SDS-a i DC-a u cilju pore|enja.

Radi odre|ivanja CMC-a ramnolipida i SDS-a
merena je elektri~na provodljivost njihovih vodenih
rastvora razli~itih koncentracija konduktometrom
(MA5966 Iskra). Pripremljeno je 30 mL rastvora ra-
mnolipida koncentracije 1 g/L koji je postepeno raz-
bla`ivan destilovanom vodom. Elektroprovodnost je
merena pri svakoj koncentraciji. Prilikom svakog
razbla`ivanja iz rastvora je uzeto 5 mL, a dodato je
5 mL vode da bi se odr`ala konstantna zapremina.
Rastvor je me{an na magnetnoj me{alici. CMC je
odre|ena pomo}u grafika zavisnosti provodljivosti
datog rastvora od koncentracije povr{inski aktivne
supstance kao ta~ka u kojoj se menja koeficijent
pravca prave. Istim postupkom je odre|ena CMC
SDS-a (Domingues et al. 1997).

Rezultati

Ramnolipidi smanjuju povr{inski napon vode sa
72 na 26 mN/m (smanjenje od 46 mN/m) pri kon-
centraciji od 1 g/L i sa 72 na 42 mN/m (smanjenje
od 30 mN/m) pri koncentraciji od 0.1 g/L. Rezultati
su prikazani u tabeli 1.

Tabela 1. Izmereni povr{inski napon te~nosti na
25°C

Supstanca Koncentracija
(g/L)

Povr{inski napon
(mN/m)

Ramnolipidi 1 25.70
Ramnolipidi 0.1 42.08
SDS 0.1 65.67
DC 0.1 65.93

Voda – 71.97

Ukoliko dobijene rezultate uporedimo sa rezulta-
tima dobijenim za SDS i DC (tabela 1) ramnolipidi
su pokazali izra`eniju povr{insku aktivnost. Rastvori
ramnolipida su smanjivali povr{inski napon 4,8 puta
vi{e od rastvora SDS-a i DC-a istih koncentracija.

Rezultati merenja emulzione sposobnosti su po-
kazali da ramnolipidi poseduju manju emulzionu
sposobnost od komercijalno dostupnih detergenata
(SDS i DC) (tabela 2). Ramnolipidi su pokazali 2,65
puta manju emulzionu sposobnost od rastvora SDS-a
i DC-a pri jednakim koncentracijama.
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Tabela 2. Emulziona sposobnost ramnolipida,
SDS-a i DC-a

Supstanca Emulziona sposobnost (%)

SDS 25.17
DC 21.77

Ramnolipidi 8.84

Rezultati odre|ivanja CMC (merenjem elektri-
~ne provodljivosti ramnolipida i SDS-a) prikazani su
na slikama 1 i 2. Kriti~na micelarna koncentracija je
odre|ena sa grafika. Za ramnolipide iznosi 0.72, a za
SDS 2.38 g/L.

Zaklju~ak

Ramnolipidi sni`avaju povr{inski napon vode
4.8 puta vi{e od SDS-a i DC-a. Emulziona sposo-
bnost ramnolipida je 2.65 puta manja u odnosu na
SDS i DC.

Navedeni rezultati upu}uju na to da bi ramnoli-
pidi, posle optimizacije postupka proizvodnje, mogli
da se koriste kao komercijalni detergenti. Dalja istra-
`ivanja treba sprovesti da bi se utvrdilo kakva surfa-
ktantska svojstva poseduje fermentaciona te~nost i
da li je mogu}e njeno kori{}enje bez izdvajanja ram-
nolipida. U industrijskim procesima u kojima se ko-
riste surfaktanti uslovi (temperatura, pH) variraju.

Zbog toga bi bilo zna~ajno ispitati uticaj promene

uslova na CMC ramnolipida.
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Slika 2. Zavisnost provodljivosti od koncentracije
rastvora SDS-a

Figure 2. Conductivity against SDS concentration

Slika 1. Zavisnost provodljivosti od koncentracije
rastvora ramnolipida

Figure 1. Conductivity against rhamnolipid concentration



Nenad Milo{evi}

Characterization of Biosurfactants
Isolated from Pseudomonas aeruginosa

Bacterial species of Pseudomonas aeruginosa
produce series of biosurfactants, among them rham-
nolipids. Different parameters were examined to es-
tablish whether rhamnolipids are convenient for
commercial application: emulsification activity, sur-
face tension and CMC of a rhamnolipid aqua solu-
tion. For comparison, the same parameters were
determined for commercial detergents SDS and DC.
Results have shown that rhamnolipids decrease sur-
face tension of water 4.8 times more than SDS and
DC at the same concentration, while their emulsi-
fication activity is 2.65 times lower than SDS and
DC. Gathered results show that rhamnolipids, after
their production is improved, could be used as com-
mercial detergents.
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