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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb usuwania lipopeptydoéw z roztwordw i zmiana ich struktury.

Biosurfaktanty sg zwigzkami powierzchniowo czynnymi produkowanymi przez mikroorganizmy
lub otrzymywanymi na drodze biotransformacji. Przy zachowaniu doskonatej zdolnosci do obnizania
napiecia powierzchniowego na granicy faz, sg biodegradowalne i mniej toksyczne oraz bardziej odporne
na skrajne warunki srodowiska niz ich syntetyczne odpowiedniki.

Lipopeptydy sg grupa biosurfaktantow, ktérych czasteczki zbudowane sa z cyklicznego peptydu
oraz przytgczonej do niego za pomoca estrowego wigzania laktonowego reszty p-hydroksykwasu ttusz-
czowego. Najlepiej poznanym lipopeptydem jest surfaktyna, produkowana przez rézne szczepy z ro-
dzaju Bacillus. Wystepuje ona w postaci szeregu homologoéw, ktére réznig sie dlugoscia tancucha we-
glowego — 12-17 at. C jak opisano w publikacji P. Biniarz i M. Lukaszewicz, “Direct quantification of
lipopeptide biosurfactants in biological samples via HPLC and UPLC-MS requires sample modification
with an organic solvent,” Appl. Microbiol. Biotechnol., vol. 101, 15 no. 11, pp. 4747-4759, 2017, a nawet
18 at. C, jak podano w publikacji S. Dufour, M. Deleu, K. Nott, B. Wathelet, et al., Hemolytic activity of
new linear surfactin analogs in relation to their physico-chemical properties. Biochim. Biophys. Acta —
Gen. Subj. 2005, 1726, 87-95, lub sktadem bgdz sekwencjg aminokwasdéw w pierscieniu peptydowym.

Surfaktyna moze ulega¢ hydrolizie pod wptywem réznych czynnikéw, co prowadzi do powstania
nowych biosurfaktantéw o innych wiasciwosciach. Hydrolizie ulega wigzanie laktonowe, bgdz jedno
Z wigzan peptydowych, wskutek czego nastepuje otwarcie cyklicznego peptydu i powstajg liniowe ana-
logi surfaktyny.

Znane sg przypadki hydrolizy zachodzace na drodze zasadowej, gdzie nastepuje zmydlenie wig-
zania estrowego, pod wptywem dziatania wodorotlenku sodu (NaOH) w metanolu, co opisano w zgto-
szeniu patentowym US20060166869, lub pod wptywem dziatania metanolami sodu w metanolu jak opi-
sano w publikacji T. Imura, S. Ikeda, K. Aburai, T. Taira i D. Kitamoto, “Interdigitated Lamella and Bi-
continuous Cubic Phases Formation from Natural Cyclic Surfactin and Its Linear Derivative,” J. Oleo
Sci., vol. 62, no. 7, pp. 499-503, 2013, bgdz wodnego roztworu wodorotlenku sodu lub amonu, jak
podano w patencie JPH0892279.

Znane sg przypadki hydrolizy zachodzgce na drodze kwasowej, co opisano w patencie
JPH0892279. Ma ona miejsce na skutek dziatania kwasem solnym na cykliczng surfaktyne.

Znana jest réwniez hydroliza enzymatyczna, ktérg indukujg enzymy wydzielane przez mikroorga-
nizmy. Szczep Streptomyces sp. Mgl produkuje enzym — hydrolaze surfaktyny, ktéry rowniez prowadzi
do hydrolizy wigzania laktonowego, co opisano w publikacji B. C. Hoefler, K. V. Gorzelnik, J, Y. Yang,
N. Hendricks, P. C. Dorrestein i P. D. Straight, “Enzymatic resistance to the lipopeptide surfactin as
identified through imaging mass spectrometry of bacterial competition,” Proc. Natl. Acad. Sci., vol. 109,
no. 32, pp. 13082-13087, 2012. Z kolei V8 endoproteaza, pozyskana ze Staphylococcus aureus, po-
woduje hydrolize wigzania peptydowego pomiedzy kwasem glutaminowym (L-Glul) i leucyng
(L-Leu2), co opisano w publikacji I. Grangemard, J. Wallach i F. Peypoux, “Evidence of surfactin hy-
drolysis by a bacterial endoprotease,” Biotechnol. Lett., vol. 21, no. 3, pp. 241-244, 1999). Znane sg
réwniez przypadki enzymatycznej hydrolizy innych zwigzkéw z grupy lipopeptyddw, np. antybiotyku dap-
tomycyny. W publikacji V. M. D’'Costa et al, “Inactivation of the lipopeptide antibiotic daptomycin by
hydrolytic mechanisms,” Antimicrob. Agents Chemother., vol. 56, no. 2, pp. 757-764, 2012 przedsta-
wiono badania jego podatno$ci na biodegradacje przez 60 odpornych na daptomycyne promieniowcow
(Actinomycetales), z ktérych 44% powodowato hydrolize daptomycyny, a 29% jej deacylacje.

Liniowe lipopeptydy moga by¢ rowniez wytwarzane bezposrednio przez mikroorganizmy. Trzy
lipopeptydy wytwarzane przez szczep Bacillus subtilis KCTC 12411BP sg tematem zgtoszenia patento-
wego KR20180003520A H.J. Shin, F.S. Tareq, H.S. Lee, J.S. Lee Y.J. Lee, M.A. Lee ,Gageostatins
lipotetrapeptides produced from a marine-derived Bacillus subtilis having antimicrobial activity”. Posia-
dajg one identyczny sktad aminokwaséw w czesci peptydowej jak surfaktyna, ale o odmiennej konfigu-
racji chiralnej (LLLDLLL w poréwnaniu do LLDLLDL w surfaktynie). Istnieje réwniez mozliwo$¢é modyfi-
kacji genetycznej mikroorganizmoéw produkujgcych w stanie naturalnym lipopeptydy cykliczne. Nie
otrzymano jednak w ten sposéb liniowych analogdéw surfaktyny, a jedynie lipopeptydy o krétszych se-
kwencjach aminokwaséw (De Ferra, F., Rodriguez, F., Tortora, O., Tosi, C., Grandi, G., Engineering of
peptide synthetases. Key role of the thioesterase-like domain for efficient production of recombinant
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peptides. J. Biol. Chem. 1997, 272, 25304-25309; Stachelhaus, T., Schneider, A., Marahiel, M., Ratio-
nal design of peptide antibiotics by targeted replacement of bacterial and fungal domains. Science
1995,269, 69-72).

W przypadku hydrolizy enzymatycznej wigzania peptydowego jej wydajnosé wynosita max. 14%,
natomiast hydroliza enzymatyczna wigzania laktonowego pozwolita na uzyskanie 95% konwersji sur-
faktyny cyklicznej do liniowej. Zasadowa hydroliza chemiczna wigzania laktonowego prowadzita do
otrzymania kohcowego produktu z 97% wydajnoscig, zas hydroliza kwasowa — tylko z 56% wydajnoscia.
Hydroliza chemiczna wymaga jednak uzycia toksycznych (metanol) i korozyjnych (NaOH, NHs H20 lub
HCI) zwigzkow, co czyni ten proces mato przyjaznym srodowisku.

Celem rozwigzania wedtug wynalazku jest uzyskanie produktu o wysokiej czystosci. Zanieczysz-
czenia cyklicznymi formami lipopeptydéw sg minimalne przy jednoczesnym ograniczeniu stosowania
nieprzyjaznych srodowisku zwigzkéw chemicznych podczas hydrolizy.

Istota sposobu wedtug wynalazku polega na tym, ze wydzielanie lipopeptydéow odbywa sie
z roztworow zawierajgcych wode na drodze sorpcji, a w przypadku cyklicznych lipopeptydow, w ktérych
pierscien peptydowy jest zamkniety poprzez wigzanie laktonowe, dodatkowo sorpcja potgczona jest
Z reakcjami hydrolizy zachodzgcymi na powierzchni wegla aktywnego, prowadzacymi do linearyzacji na
skutek rozerwania wigzania laktonowego.

Korzystnie, gdy proces adsorpcji i/lub desorpcji na weglu aktywnym prowadzi sie przy uzyciu
mikrofal, pola magnetycznego lub prgdu elektrycznego.

Korzystnie, gdy proces prowadzony jest w przeptywie lub uktadzie stacjonarnym.

Korzystnie, gdy wegiel aktywny jest w postaci ziarnistej, sypkiej lub monolitycznych ksztattek.

Korzystnie, gdy wegiel aktywny charakteryzuje sie powierzchnig powyzej 600 m?/g, a pH jego
wodnej zawiesiny jest powyzej 6.

Korzystnie, gdy liniowe lipopeptydy rozdziela sie przy uzyciu znanych metod.

Korzystnie, gdy struktury liniowych lipopeptydéw otrzymanych weditug sposobu przyjmuja formuty
chemiczne w postaci:

1 2

R CH, R
TH/ \H/
OH 0

gdzie:

R?! — grupa alkilowa o liczbie at. C > 4 oraz konfiguraciji liniowej, izo- lub anteizo-;

R? — peptyd zakonczony C-koncem o dowolnej sekwencji aminokwaséw i diugosci od 4 do 12
aminokwasow.

Zaletg rozwigzania jest prowadzenie hydrolizy surfaktyny na weglu aktywnym jako katalizatorze
procesu niezagrazajgcym srodowisku. Ponadto, wegiel aktywny jest fatwo dostepnym produktem natu-
ralnym. Moze by¢ stosowany jako katalizator wielokrotnego uzycia, za$ po zuzyciu w prosty i tani sposob
poddany regeneracji, np. na drodze termicznej obrébki. Istotng zaletg jest prowadzenie hydrolizy przy
minimalizacji stosowania nieprzyjaznych srodowisku zwigzkéw chemicznych takich jak metanol, zasady
lub kwasy. Hydroliza w tym przypadku prowadzona jest w roztworze wodnym. Ponadto w ten sposéb
mozna uzyskac produkt o wysokiej czystosci, w bardzo niewielkim stopniu zanieczyszczony cyklicznymi
formami surfaktyny. Uzyskiwane produkty z wydajnoscig nawet 95% sag w petni biodegradowalne.

Przyktad 1

Z roztworu pofermentacyjnego zawierajgcego mieszanine lipopeptydéw, z dominujgcym udzia-
tem surfaktyny, wydziela sie znanym sposobem surfaktyne. Otrzymany wodny roztwdr surfaktyny o ste-
zeniu 0,8 mg/ml wprowadza sie w ilosci 100 ml do kolby stozkowej o poj. 250 ml. Nastepnie wprowadza
sie 1 gram wegla aktywnego o uziarnieniu od 0,2 do 1 mm i o powierzchni poréw wynoszacej 650 m?/g
oraz charakteryzujgcego sie pH jego wodnej zawiesiny wynoszgcym 8,5. Zawiesina jest mieszana przy
pomocy wytrzgsarki przez 72 godziny w temperaturze 20°C. Po tym czasie roztwér jest oddzielany od
wegla aktywnego przez saczenie i wirowanie. Na weglu aktywnym pozostaje zaadsorbowana surfaktyna
w ilosci 5% poczgtkowo wprowadzonej do roztworu. Pozostata czes$¢ surfaktyny reaguje na powierzchni
wegla aktywnego tworzgc hydrolizat surfaktyny o linearnej strukturze przedstawionej wzorami (1) i (l1).
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Fig. 1 Wzory liniowych analogéw surfaktyny, o sekwencji aminokwasow L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-
-Val-L-Asp-D-Leu-L-Leu, w ktorych reszta B-hydroksykwasu ttuszczowego zbudowana jest z 12-15 at.
C i ma konfiguracje liniowg (1) lub izo- (ll).

Przykfad 2

Jak w przykiadzie 1 z tym, ze stezenie wodnego roztworu surfaktyny wynosi 2 mg/ml. Nastepnie
wprowadza sie 3 gramy wegla aktywnego o uziarnieniu od 0,1 do 0,2 mm i o powierzchni wewnetrznej
wynoszgcej 750 m?/g oraz charakteryzujgcego sie pH jego wodnej zawiesiny wynoszgcym 9. Zawiesina
jest mieszana przy pomocy wytrzgsarki przez 72 godziny w temperaturze 25°C. Po tym czasie roztwor
jest oddzielany od wegla aktywnego za pomocg sgczenia i wirowania. Na weglu aktywnym pozostaje
zaadsorbowana surfaktyna w ilosci 3% poczatkowo wprowadzonej do roztworu. Pozostata czes¢ sur-
faktyny reaguje na powierzchni wegla tworzac hydrolizat surfaktyny o linearnej strukturze. Mieszanina
linearnych produktéw jest rozdzielana przy pomocy preparatywnej chromatografii cieczowej na analogi
roznigce sie dlugoscig tancucha alkilowego, ktoérych strukture przedstawia wzor (llI).

OH

1
R——%JH—(;HTCM L-Glu—L-Leu—D-Leu—L-Val—L-Asp—D-Leu-L-Leu
é (111

R?® — fancuch alkilowy o l.at. C wynoszacej 9-12

Fig. 2 Wzér liniowego analogu surfaktyny, o sekwencji aminokwasoéw L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-
-L-Asp-D-Leu-L-Leu, w ktorym reszta p-hydroksykwasu ttuszczowego zbudowana jest z 12-15 at. C
i ma konfiguracje liniowg, izo- lub anteizo-.

Przyktad 3

Jak w przykiadzie 1 z tym, ze roztwor surfaktyny podaje sie na kolumne. Kolumne wypetnia sie
20 gramami wegla aktywnego w formie monolitycznej ksztattki o wymiarach oczek 0,5 x 0,5 mm i o grubosci
$cianki 0,5 mm oraz powierzchni poréw wynoszacej 750 m?/g oraz charakteryzujacej sie pH jej wodnej
zawiesiny wynoszacym 9. W temperaturze 25°C, przy uzyciu pompy perystaltycznej wprowadzane jest
od gory 2000 ml/h wodnego roztworu surfaktyny o stezeniu 2 mg/ml. Roztwor po przejsciu przez ztoze
wegla aktywnego kierowany jest do zbiornika manipulacyjnego, z ktérego pobierany jest przez pompe
w celu prowadzenia procesu w uktadzie przeptywowym. Proces prowadzony jest przez 48 godzin. Na
weglu aktywnym pozostaje zaadsorbowana surfaktyna w ilosci 10% wprowadzonej poczatkowo do roz-
tworu. Pozostata czesc¢ surfaktyny reaguje na powierzchni wegla aktywnego tworzac hydrolizaty surfak-
tyny o linearnej strukturze, przedstawione wzorami (IV)—(VI), ktére pozostajg w roztworze cyrkulacyj-
nym. Wegiel moze by¢ kilkukrotnie uzywany w procesie. Regeneracja wegla moze by¢ realizowana
w kolumnie lub poza nia.
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Fig. 3 Wzory liniowych analogéw surfaktyny, o sekwencji aminokwaséw L-Glu-L-Leu- D-Leu-L-
-Val-L-Asp-D-Leu-L-Leu, w ktérych reszta 3-hydroksykwasu tluszczowego zbudowana jest z 7-9 at. C
i ma konfiguracje liniowg (IV), izo- (V) lub anteizo- (VI).

Przykfad 4

Jak w przyktadzie 1 z tym, ze roztwor surfaktyny podaje sie na kolumne. Kolumne wypetnia sie
20 gramami wegla aktywnego w formie monolitycznej ksztattki o wymiarach oczek 0,5 x 0,5 mm
i 0 grubosci $cianki 0,5 mm oraz powierzchni wewnetrznej wynoszacej 750 m?2/g oraz charakteryzujgce;j
sie pH jej wodnej zawiesiny wynoszacym 9. Ksztattka jest podtgczona do pradu elektrycznego w czasie
przeptywu roztworu. W temperaturze 25°C, przy uzyciu pompy perystaltycznej wprowadzane jest od
gory 2000 ml/h wodnego roztworu surfaktyny o stezeniu 2 mg/ml. Roztwor przejsciu przez ztoze wegla
aktywnego kierowany jest do zbiornika manipulacyjnego, z ktérego pobierany jest przez pompe w celu
prowadzenia procesu w ukfadzie przeptywowym. Proces prowadzony jest przez 48 godzin. Na weglu
aktywnym pozostaje zaadsorbowana surfaktyna w ilosci 15% wprowadzonej poczatkowo do roztworu.
Pozostata czes$c¢ surfaktyny reaguje na powierzchni wegla aktywnego tworzgc hydrolizat surfaktyny o li-
nearnej strukturze, przedstawionej wzorem (VII)—(IX), ktéry pozostaje w roztworze cyrkulacyjnym. We-
giel moze by¢ kilkukrotnie uzywany w procesie.

OH

H3C—€CH2%—gH—gH2w9—L-G1u —L-Leu—D-Leu—L-Ala—L-Asp—D-Leu~-L-Leu (V1)
) " 35 1

HaC, OH

CH'ECHg%-—-CH—CHZ—C—L-GIu —L-leu—D-Leu—L-Ala—L-Asp—D-Leu~-L-Leu
: 13 3 27
HaC 0
(VII)

HgC_CHz OH

CH{'CHz%—gH-—gHg«—g—L-G|u—L-Leu—D-Leu ~L-Ala—L-Asp—D-Leu-L-leu  (IX)
‘ 0-2

11
HaC ©



Fig. 4 Wzory liniowych analogéw surfaktyny, o sekwencji aminokwasow L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-
-Ala-L-Asp-D-Leu-L-Leu, w ktorych reszta B-hydroksykwasu tluszczowego zbudowana jest z 7-9 at. C
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i ma konfiguracje liniowg (VII), izo- (VIII) lub anteizo- (1X).

Przyktad 5

Jak w przykfadzie 4 z tg r6znica, ze kolumna jest umieszczona w reaktorze mikrofalowym.

Przykfad 6

Jak w przyktadzie 4 z tg r6znicg, ze kolumna jest umieszczona w polu magnetycznym.

Przykfad 7

Lipopeptydy otrzymane sposobem jak w przyktadach od 1 do 6 zanalizowane zostaty za pomocg
chromatografii cieczowej i spektrometrii mas. Struktury liniowych analogéw surfaktyny otrzymanych

przedstawionym sposobem przyjmujg nastepujgca postac:

R1

7~

CH

OH

2

H 2\/1'-2
g

R! — grupa alkilowa o liczbie at. C > 4 oraz konfiguraciji liniowej, izo- lub anteizo-;

R2 — heptapeptyd zakonczony C-koncem o sekwencji chiralnej LLDLLDL i sekwencji aminokwa-

sow, przedstawionych w Tab. 1

Tab. 1 Sekwencja aminokwaséw w grupie R? (heptapeptyd) liniowych analogéw surfaktyny

Numer aminokwasu
Nr 1 2 3 4 5 6 7
sekwencji
1 Glu Leu |Leu |Val Asp |Leu |Leu
2 Glu Leu |Leu Val Asp | Leu Val
3 Glu |Leu |Leu |Val Asp |Leu |Ile
4 Glu Leu Leu Leu |Asp |Leu Ile
5 Glu Leu |Leu Leu |Asp |Leu Val
6 Glu |Leu |Leu |Ala Asp |Leu |Leu
7 Glu Leu Leu Leu | Asp Leu Leu
8 Glu [Leu |Leu Ile Asp |Leu |Leu
9 Glu Leu |Leu |lle Asp |Leu |lle
10 Glu lle Leu |Ile Asp | Leu |lle
11 Glu Val Leu Val Asp | Leu Val
12 Glu lle Leu | Val Asp | Leu Val
13 Glu |lle Leu |Val Asp |Leu |Ile
14 Gln Leu Leu Val Asp Leu Leu
15 Gln Leu |Leu |[Val Asp |Leu |Val
16 Gln Leu |Leu | Val Asp |Leu |lle
17 Gln Leu Leu |Ala Asp |Leu |Leu
18 GIn Leu Leu Ala Asp | Leu Val
19 Gln Leu Leu Ala Asp | Leu Ile




PL 243656 B1 7

Zastrzezenia patentowe

. Sposo6b usuwania lipopeptyddw z roztwordw i zmiana ich struktury z cyklicznej na liniowg zna-
mienny tym, ze wydzielanie lipopeptydéw odbywa sie z roztworéw zawierajgcych wode na
drodze sorpciji, a w przypadku cyklicznych lipopeptydéw, w ktoérych pierscien peptydowy jest
zamkniety poprzez wigzanie laktonowe, dodatkowo sorpcja potgczona jest z reakcjami hydro-
lizy zachodzgcymi na powierzchni wegla aktywnego, prowadzgcymi do linearyzacji na skutek
rozerwania wigzania laktonowego.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze proces adsorpcji i/lub desorpcji na weglu aktyw-
nym prowadzi sie przy uzyciu mikrofal, pola magnetycznego lub pradu elektrycznego.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze proces prowadzony jest w przeptywie lub ukfa-
dzie stacjonarnym.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze wegiel aktywny jest w postaci ziarnistej, sypkiej
lub monolitycznych ksztattek.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze wegiel aktywny charakteryzuje sie powierzchnig
powyzej 600 m2/g, a pH jego wodnej zawiesiny jest powyzej 6.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze liniowe lipopeptydy rozdziela sie przy uzyciu
znanych metod.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze struktury liniowych lipopeptydéw otrzymanych
wediug sposobu przyjmujg formuty chemiczne w postaci:

R CH R?
2
TH/ \H/
OH 0

gdzie:

R?! — grupa alkilowa o liczbie at. C > 4 oraz konfiguraciji liniowej, izo- lub anteizo-;

R2 — peptyd zakonczony C-koncem o dowolnej sekwencji aminokwasow, i dtugosci od 4 do 12
aminokwasow.
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