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BIOTECHNOLOGICZNA SYNTEZA ZWIAZKOW
POWIERZCHNIOWO CZYNNYCH I PRZYKLADY
ICH PRAKTYCZNEGO ZASTOSOWANIA

Streszczenie

Surfaktanty, czyli substancje powierzchniowo czynne, sa wazng grupa zwiazkoéw chemicznych, bada-
nych i stosowanych w przemysle i laboratoriach chemicznych. Obecnie obserwuje si¢ tendencj¢ do pro-
dukcji surfaktantow ze zrodet odnawialnych i biodegradowalnych. Taka grupe stanowia biosurfaktanty,
ktére w porownaniu z surfaktantami syntetycznymi cechuja si¢ mniejsza toksycznoscia i lepsza srodowi-
skowg kompatybilnoscig. Biosurfaktanty moga by¢ otrzymywane metoda biotransformacji lub poprzez
fermentacje z udziatem bakterii, drozdzy czy grzybow.

W niniejszym artykule dokonano krotkiej charakterystyki biosurfaktantow, omoéwiono biotechnolo-
giczne metody ich syntezy, a takze przedstawiono wybrane kierunki praktycznego zastosowania zwigzkow
powierzchniowo czynnych.

Stowa kluczowe: biosurfaktanty, zwigzki powierzchniowo czynne, biosynteza, mikroorganizmy, zastoso-
wanie biosurfaktantow

Wprowadzenie

Dzigki bioprocesom stosowanym w biotechnologii przemystowej mozna uzyski-
waé m.in.: specyficzne zwigzki chemiczne, optycznie czynne aminokwasy, $rodki za-
pachowe 1 smakowe, chiralne prekursory farmaceutykow, witaminy, potsyntetyczne
antybiotyki, detergenty, biopestycydy czy biopolimery. Zastosowanie enzymoéw lub
biokatalizatorOw nowej generacji (np. abzymow, enzymoéw modyfikowanych chemicz-
nie) pozwala na prowadzenie procesow, ktére sa niemozliwe do wykonania klasycz-
nymi metodami syntezy organicznej. Duze mozliwo$ci stwarza tez wykorzystanie
drobnoustrojéw jako producentow substancji chemicznych. Postep w dziedzinie inzy-
nierii genetycznej, szczegolnie w technice rekombinacji genow, umozliwia dokonywa-
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nie szeregu zmian genetycznych w mikroorganizmach, pozwalajagcych m.in. na uzy-
skiwanie zwigkszonej wydajnosci syntezy pozadanych produktow.

Wisréd szerokiej gamy zwiazkow syntetyzowanych przez drobnoustroje na uwage
zashuguja surfaktanty, ktore ze wzgledu na swoje wlasciwosci i mozliwosci praktycz-
nego zastosowania sg przedmiotem szczegdlnego zainteresowania biotechnologow.
W niniejszym artykule dokonano krétkiej charakterystyki zwigzkéw powierzchniowo
czynnych, biotechnologicznych metod ich syntezy, a takze oméwiono wybrane kierun-
ki praktycznego zastosowania biosurfaktantow.

Budowa, whasciwosci i klasyfikacja biosurfaktantéw

Biosurfaktanty definiowane sg jako powierzchniowo czynne zwigzki, produko-
wane przez mikroorganizmy, badz otrzymywane metodami syntezy enzymatycznej,
zdolne do obnizania napigcia powierzchniowego oraz napigcia na granicy faz [28].
O wtasciwos$ciach tych czasteczek decyduje ich specyficzna amfifilowa budowa —
obecnos¢ czegsci hydrofilowej i hydrofobowej [33]. W czasteczkach biosurfaktantow
cze$¢ hydrofilowa stanowi zazwyczaj fragment sacharydowy lub aminokwasowy,
a hydrofobowg — element kwasu tluszczowego, a czasami uktadu steroidowego [21].
Wedlug Rosenberg i Ron [40, 41] biosurfaktanty mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze
grupy:

— zwigzki o stosunkowo malej masie czasteczkowej, do ktérych zalicza si¢: glikoli-
pidy, lipopeptydy, fosfolipidy czy neutralne lipidy,

— substancje wielkoczasteczkowe, wsrod ktorych przewazaja zwigzki polimerowe:
emulsan, biodispersan, liposan oraz tak zwane specyficzne biosurfaktanty, np. cate
komorki niektérych drobnoustrojow (Cyanobacteria spp.) [33].

Wsrod glikolipidéw przewazajg zwiazki skladajace sie z czasteczki mono- (ra-
mnoza) lub disacharydu (soforoza) polaczonej wigzaniem glikozydowym z kwasem
hydroksytluszczowym, ktéry moze by¢ dodatkowo zestryfikowany kwasem
3-hydroksytluszczowym w ramnolipidach, lub 17-hydroksyttuszczowym w soforolipi-
dach. Trehalolipidy natomiast majg struktur¢ estréw trehalozy i kwasu mykolowego
(2-alkilo-3-hydroksytluszczowego). Lipopeptydy sa czasteczkami cyklicznymi, zbu-
dowanymi z tancucha oligopeptydowego 1 kwasu 3-hydroksyttuszczowego, zas$ fosfo-
lipidy to zwiazki, ktore obok reszt kwasoéw thuszczowych zawierajg rowniez reszty
kwasu fosforowego(V). Biosurfaktanty polimerowe majg najczesciej strukture lipopo-
lisacharydu (emulsan, biodispersan) lub mannoprotein. Przyktady biosurfaktantow
i produkujacych je mikroorganizméw przedstawiono w tab. 1., a wzory wybranych
biosurfaktantow na rys. 1.

Biosurfaktantami otrzymywanymi w wyniku biotransformacji sa najczgsciej mo-
noacyloglicerole oraz estry kwasow tluszczowych i monosacharydéw lub polioli [49,
50, 57].
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Tabela 1l

Wazniejsze grupy biosurfaktantow i produkujace je mikroorganizmy.
Major groups of bio-surfactants and micro-organisms that produce them.

Glikolipidy / Glycolipids

Ramnolipidy / Rhamnolipids

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp., Pseudomonas chlo-
roraphis, Serratia rubidea

Soforolipidy / Sophorolipids

Candida bombicola, C. apicola, C. lipolytica, Torulopsis magnoliae,
C .riodocensis

Trehalolipidy / Trehalolipids

Rhodococcus erythropolis, Arthrobacter sp., Nocardia erythropolis

Lipopeptydy / Lipopeptides

Surfaktyna / Surfactin

Bacillus subtilis, Bacillus pumilus

Wiskozyna / Viscosin

Pseudomonas fluorescens, Leuconostoc mesenteriods

Fosfolipidy / Phospholipids

Acinetobacter sp., Pseudomonas fluorescens, Corynebacterium
lepus, Aspergillus sp.

Lipidy neutralne / Neutral lipids

Arthrobacter parrafineus, Corynebacterium lepus

Biosurfaktanty polimerowe / Polymeric bio-surfactants

Emulsan / Emulsan

Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter venetianus

Liposan / Liposan

Candida lipolytica, C. tropicalis

Antybiotyki / Antibiotics

Gramicydyna / Gramicidin Brevibacterium brevis

Polimyksyna / Polymyxin Bacillus polymyxa

Opracowanie wlasne na podstawie: / Author’s own study based on: [13, 37, 40, 42]

Surfaktanty wytwarzane biotechnologicznie wykazuja typowe wlasciwosci po-
wierzchniowo czynne i moga petni¢ zarowno role emulgatordéw, jak i deemulgatorow,
rozpuszczalnikow, detergentéw, czynnikow zwilzajacych czy zmniejszajacych lep-
ko$¢. W odréznieniu jednak od odpowiednikow syntetycznych cechujg si¢ one mniej-
szg toksycznoscia, wigksza biodegradowalnoscia, lepsza srodowiskowa kompatybilno-
$cig 1 wyzsza stabilnos$cig przy ekstremalnych wartosciach pH, temperatury i zasolenia
srodowiska [28, 44]. Ponadto surfaktanty pochodzenia biologicznego wykazuja sto-
sunkowo niskie wartosci krytycznego stezenia micelarnego (CMC), wysoka skutecz-
no$¢ solubilizacji, cechuje je niski koszt wytwarzania przy masowej produkcji oraz
mozliwos¢ produkeji in situ [23]. Dodatkowo wickszos¢ biosurfaktantow ma rézno-
rodng aktywnos$¢ biologiczng. Znane sa w literaturze przyklady biosurfaktantow o wta-
sciwosciach przeciwnowotworowych czy przeciwdrobnoustrojowych [13, 22].
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Rys. 1. Przyktady biosurfaktantow produkowanych przez mikroorganizmy.
Fig. 1. Examples of bio-surfactants produced by micro-organisms.
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Skutecznos$¢ biosurfaktantow determinowana jest ich zdolno$cig do obnizania na-
pigcia powierzchniowego oraz napi¢cia na granicy faz. Przyjmuje si¢, ze dobry surfak-
tant to taki, ktory jest zdolny do obnizenia napigcia powierzchniowego wody z warto-
$ci 72 do 35 mN/m oraz napi¢cia migdzy fazami: woda/n-heksadekan z wartosci 40 do
1 mN/m. Efektywny surfaktant cechuje si¢ rowniez niskim krytycznym stgzeniem mi-
celizacji CMC (ang. critical micelle concentration). Przyjmuje si¢, ze skuteczne pro-
gowe stezenie biosurfaktantow, przy ktéorym obecne sg agregaty ich czasteczek, po-
winno wynosié¢ w granicach od 1 do 200 mg/dm’ [29, 33].

Otrzymywanie biosurfaktantéw

Biosurfaktanty mogg by¢ bezposrednio syntetyzowane przez mikroorganizmy
(np. soforolipidy przez Candida bombicola czy ramnolipidy przez Pseudomonas aeru-
ginosa) lub otrzymywane w wyniku reakcji enzymatycznej metodg biotransformacji.
Mozna je rowniez wydziela¢ bezposrednio z niektorych produktow pochodzenia ro-
$linnego (np. lecytyne z nasion soi) [54].

Synteza biosurfaktantow przez mikroorganizmy

Sekrecja surfaktantow wytwarzanych przez drobnoustroje uzalezniona jest od
wykazywanych przez nie wlasciwosci. W przewazajacej czesci biosurfaktanty syntety-
zowane sg wewnatrz komorek mikroorganizméw, gdzie pelnig rolg sktadnikow od-
zywczych, umozliwiaja adsorpcje genow czy sekwestracje zwiazkow toksycznych
[51]. Czg$¢ zwiazkow powierzchniowo czynnych wydzielana jest rowniez na zewnatrz
komorek. Niewielkie ilosci biosurfaktantow moga by¢ gromadzone takze na po-
wierzchni drobnoustrojow, dotyczy to gtownie zwigzkow stanowigcych lipidy $ciany
komoérkowej oraz biosurfaktantéw pozakomorkowych zdolnych do adsorpcji na po-
wierzchni komorki [19, 51]. Dobrym przykladem sg bakterie z rodzaju Myxococcus,
u ktorych surfaktanty wydzielane sa miejscowo, przez co wytwarza si¢ asymetryczna
sifa napigcia powierzchniowego, umozliwiajgca przemieszczanie si¢ komorek [27].

Synteza biosurfaktantow powigzana jest z fazami wzrost mikroorganizmow, a te
uzaleznione sg od warunkéw procesu hodowli, od zawarto$ci sktadnikow odzywczych
w podtozu, zawarto$ci komorek w medium hodowlanym i ilo$ci wytwarzanych przez
nie produktéw ubocznych [14].

Czynniki wplywajqce na wydajnosé¢ syntezy biosurfaktantow

Badania naukowe potwierdzaja, ze podtoze zastosowane w hodowli mikroorgani-
zmoéw (zawierajace wlasciwe zrodto wegla i1 azotu) oraz odpowiednio dobrane warunki
wzrostu (temperatura namnazania drobnoustrojéw i pH podioza) majg istotny wpltyw
na typ syntetyzowanych biosurfaktantéw oraz osiggang wydajnos¢ [6, 14]. Przy wzro-
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$cie drobnoustrojow w optymalnych warunkach widoczna jest wyrazna zaleznos¢ po-
mig¢dzy ich namnazaniem, wykorzystaniem substratow z podtoza a syntezg biosurfak-
tantow. Taka relacje obserwowano m.in. w syntezie ramnolipidow przez Pseudomonas
spp., w produkcji glikopeptydow przez Pseudomonas fluorescens, zwigzkoOw aktyw-
nych powierzchniowo syntetyzowanych przez Bacillus cereus 1AF 346 czy w produk-
cji biodispersanu z udziatem szczepu IAF-343 Bacillus spp. [14].

Zrédlo wegla

W syntezie biosurfaktantow wykorzystywane sg zrdznicowane zrodta wegla.
Wigkszos¢ zwigzkéw powierzchniowo czynnych produkowana jest przy udziale sub-
stratow weglowodorowych. Obecno$¢ w podtozu weglowodordéw sprzyja m.in. synte-
zie soforolipidéw przez drozdze Torulopsis magnoliae, trehalolipidow wytwarzanych
przez Rhodococcus erythropolis czy glikolipidéw produkowanych przez Pseudomonas
aeruginosa SB-30 [6]. Réwniez rozpuszczalne w wodzie substraty, takie jak: glicerol,
glukoza, mannitol czy etanol wykorzystywane sa w produkcji biosurfaktantow. Szcze-
golnie korzystne oddziatywanie tych zwigzkéw odnotowano w syntezie ramnolipidow
produkowanych przez Pseudomonas spp. [14]. W przypadku bakterii Bacillus subtilis
MTCC 2423 nie tylko glukoza i sacharoza, ale rowniez cytrynian i pirogronian sodu
byty efektywnymi induktorami biosyntezy surfaktantow [25].

Wytwarzanie zwigzkow powierzchniowo czynnych mozliwe jest takze w obecno-
sci w podtozu komponentéw lipidowych. Olej sojowy jest dobrym induktorem soforo-
lipidow syntetyzowanych przez drozdze Candida bombicola. W jego obecnosci moz-
liwe jest wytworzenie nawet 0,35 g biosurfaktantu na gram uzytego substratu [29].
Candida bombicola moze by¢ roéwniez stymulowana w kierunku syntezy innych gliko-
lipidow. Dodatek oliwy do podtoza, z 10 % zawartoscig glukozy, umozliwia osiagnie-
cie nawet 80 g glikolipidow w dm® podtoza. Stuwer i wsp. [46], stosujac podtoze glu-
kozowe z dodatkiem oleju stonecznikowego, osiagneli jeszcze wyzsza wydajnosc
syntezy tych biosurfaktantow — powyzej 90 g/dm’ w hodowli drozdzy Torulopsis api-
cola.

Ze wzgledu na to, Ze coraz wigcej uwagi poswigca si¢ zagadnieniom ochrony $ro-
dowiska, wiele badan nad synteza surfaktantow dotyczy wykorzystania surowcow
odpadowych. Mozliwos¢ produkcji zwigzkow powierzchniowo czynnych przy jedno-
czesnym zagospodarowaniu produktéw ubocznych jest korzystna zarowno w aspekcie
ekologicznym, jak i ekonomicznym. Udowodniono, ze w ten sposob mozliwa do osig-
gniecia jest nawet 50 % redukcja kosztow wytworzenia produktu finalnego [24].

Sposrdd surowcdw odpadowych w syntezie surfaktantoéw wykorzystywano m.in.:
serwatke, wode bedaca pozostatoscig po procesie suszenia torfu, otreby pszenne i oka-
r¢ oraz produkt uboczny z ekstrakcji oliwy z oliwek [24]. Dobra wydajnos¢ syntezy
ramnolipidéw na podlozu serwatkowym osiaggnicto m.in. z udziatem bakterii Pseudo-
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monas aeruginosa. Woda stanowigca surowiec odpadowy w procesie suszenia torfu,
zawierajgca znaczace ilosci glukozy, galaktozy i ksylozy byta dobrym podtozem do
wzrostu bakterii Bacillus subtilis, syntetyzujacych surfaktanty charakteryzujace si¢
stosunkowo malym krytycznym stezeniem micelizacji (CMC) — 8 mg/dm’ [24, 26].
Efektywna synteza m.in. ituryny i surfaktyny z udzialem szczepu NB 22 Bacillus subti-
lis byta mozliwa rowniez z wykorzystaniem okary — produktu odpadowego, powstaja-
cego w przemystowym procesie wytwarzania tofu. Odpad po procesie ekstrakcji oliwy
z oliwek (OOME - olive oil mill effluent), stanowigcy istotny problem w krajach $rod-
ziemnomorskich, okazat si¢ do§¢ dobrym podlozem, sprzyjajagcym produkcji ramnoli-
pidow przez bakterie z rodzaju Pseudomonas. Sposrod 22 szczepdw tego rodzaju 15
wykazywalo dobry wzrost i mozliwos¢ produkcji biosurfaktantow, cechujacych sie
zdolnoscig obnizania napigcia powierzchniowego z poziomu 40 mN/m do ok. 30
mN/m oraz zmniejszania napi¢cia na granicy faz z wartosci 21 mN/m do 5 mN/m [24,
26]. W syntezie biosurfaktantéw z powodzeniem wykorzystywano, jako hydrofobowe
zrodto wegla, rowniez kondensat podezodoryzacyjny — produkt odpadowy przemystu
thuszczowego. Stosujac podtoze, w ktorym na 1 g kondensatu przypadato 3 g glukozy
10,05 g ekstraktu drozdzowego Gumienna i wsp. [18] osiagneli, z udzialem drozdzy
Candida bombicola, wydajno$é rzedu 118 g soforolipidow na 1 dm® podtoza.

Przyktadowe wydajnosci syntez biosurfaktantow, przy zastosowaniu w hodowli
mikroorganizméw surowcoOw odpadowych przedstawiono w tab. 2.

Tabela 2
Surowce odpadowe stosowane w mikrobiologicznej syntezie biosurfaktantow.
Waste raw materials applied to micro-biological synthesis of bio-surfactants.

Surowce odpadowe | Typ biosurfaktantu . Szczep . Wydajnosé [g/dm’] Zrédto
. . mikroorganizmu . 3
Waste Raw Materials | Bio-surfactant type . . .| Max yields [g/dm’] | References
Micro-organism strain
(p)rlzjc :S(}EZ?I(QNZZ IEZ Ramnolipidy Pseudomonas 27 20]
Waste frying oil Rhamnolipids aeruginosa 47T2 NCIB
Odpady porafinacyjne
z procesu rafinacji Glikolipidy Candida antarctica, 10,5 [5]
olejow Glycolipids Candida apicola 13,4
Oil refinery wastes
Odpady gorzelnicze Ramnolipidy Pseudomonas 0.92 [15]
Distillery wastes Rhamnolipids aeruginosa BS2 ’
Surowiec odpadowy
po procesie produkcji .
tapioki Iilp opeptt}./;ly Bacillus subtilis 2,2-3,0 [34]
Cassava flour tpopeptide
wastewater




12 Jolanta Krzyczkowska, Ewa Biatecka-Florjanczyk

Zrédlo azotu

W regulacji syntezy biosurfaktantow istotne znaczenie ma rowniez odpowiednio
dobrane zrodlo azotu. Bakterie Arthrobacter parafineus sa wydajnym producentem
zwigzkow powierzchniowo czynnych w obecnosci soli amonowych i mocznika. Po-
ziom syntezy biosurfaktantéw z udzialem tego gatunku moze by¢ podwyzszony po-
przez dodatek aminokwasow, w tym szczegdlnie kwasu asparaginowego, glutamino-
wego lub glicyny [14]. W syntezie ramnolipidow przez Pseudomonas 44T1 skuteczna
jest obecnos¢ azotanu sodu. Korzystny wptyw tej soli oraz azotanu amonu odnotowano
rowniez w badaniach nad intensywnos$cig namnazania i syntetyzowania biosurfaktan-
tow przez Pseudomonas fluorescens [1]. Sole kwasu azotowego sprzyjajg takze pro-
dukcji biosurfaktantow przez drobnoustroje Corynebacterium lepus, ktore najwyzsza
wydajno$¢ osiggaja w fazie wzrostu logarytmicznego [6]. Azotan potasu to najkorzyst-
niejsze zrodto azotu réwniez w przypadku syntezy surfaktantéw przez drozdze Rhodo-
torula glutinis 1IP30 [42].

Dodatek azotu moze jednak rowniez ogranicza¢ synteze zwiazkow powierzch-
niowo czynnych. Takie dzialanie udowodniono m.in. w syntezie biosurfaktantow
z udziatem bakterii Pseudomonas aeruginosa, Nocardia szczep SFC-D czy drozdzy
Candida tropicalis 11IP-4 [2]. W przypadku Pseudomonas aeruginosa maksymalny
poziom produkcji ramnolipidow mozliwy byt dopiero przy ograniczeniu zrodla azotu
i zachowaniu stosunku masowego substratow weglowych i azotanowych w granicach
16:1-18:1[17].

Czynniki srodowiskowe

Sposrod czynnikoéw fizykochemicznych warto$¢ pH podioza jest glownym ele-
mentem decydujagcym m.in. o syntezie soforolipidow przez drozdze 7. bombicola czy
ramnolipidéw przez bakterie Pseudomonas spp. O ile w przypadku wyzej wymienio-
nych drozdzy wydajna synteza surfaktantéw, przy zachowaniu ich pozadanych wta-
$ciwosci, mozliwa jest w granicach pH podloza 6 - 9, o tyle w przypadku bakterii efek-
tywna produkcja ramnolipidow obserwowana jest w duzo wezszym zakresie
kwasowosci (pH w przedziale 6,0 - 6,5). Przekroczenie poziomu pH 7 sprawia, ze wy-
dajnos¢ drastycznie maleje [14, 29]. Utrzymanie wartosci pH w granicach 7,0 - 9,0
pozadane jest w procesie namnazania i syntezy biosurfaktantow przez bakterie Bacillus
licheniformis ¥2.2. W przypadku tego szczepu zmniejszenie pH do poziomu 4,0 - 4,5
powoduje utrate wlasciwosci obnizania napigcia powierzchniowego przez wytwarzane
zwiazki [48].

Temperatura i poziom natlenienia pozywki stanowig rowniez istotny parametr
w syntezie surfaktantow. Zaobserwowano, ze intensywno$¢ napowietrzania podtoza
byla podstawowym elementem w optymalizacji produkcji zwigzkow powierzchniowo
czynnych przez bakterie Bacillus subtilis [2]. Yakimov i wsp. [55], prowadzgc badania
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nad syntezg biosurfaktantow przez Bacillus licheniformis BAS50 w warunkach tleno-
wych i beztlenowych, zaobserwowali, ze natlenianie podtoza przyczynia si¢ do skroce-
nia lag fazy, podwyzszenia plonu biomasy komoérkowej i wydajnosci syntezy. Ko-
rzystnie dziala na zdolno$¢ wytworzonych biosurfaktantow do obnizania napigcia
powierzchniowego. O ile w przypadku hodowli beztlenowej w fazie logarytmicznej
mozliwe bylo obnizenie wartosci napigcia powierzchniowego do 35 mN/m o tyle przy
hodowli tlenowej warto$¢ ta zmniejszyta si¢ do 28,3 mN/m.

Optymalizacja temperatury hodowli mikroorganizméw ma réwniez istotne zna-
czenie. Stwierdzono bowiem, iz zrdéznicowanie temperatury podczas hodowli moze
przyczynia¢ si¢ do zmiany sktadu syntetyzowanych przez mikroorganizmy surfaktan-
tow [14]. Taka zaleznos¢ temperaturowg odnotowano m.in. w syntezie ituryny A oraz
surfaktyny przez bakterie Bacillus subtilis RB14. Podczas hodowli na tym samym pod-
tozu, w temperaturze 25°C bakterie syntetyzowaly ituryne A, zas§ w 37°C surfaktyng
[35].

Modyfikacje genetyczne

Stworzenie optymalnych warunkow hodowli nie jest jedynym mozliwym rozwig-
zaniem prowadzacym do efektywnej produkcji zwigzkow powierzchniowo czynnych.
Z uwagi na to, ze procesy biotechnologiczne z zastosowaniem mikroorganizméw wyi-
zolowanych bezposrednio ze srodowiska naturalnego przebiegaja na ogot z wydajno-
$cig niewystarczajacg, aby ich uzycie na skale przemystowa bylo optacalne ekono-
micznie, w ostatnich latach intensyfikacj¢ syntezy surfaktantow prowadzi si¢ poprzez
liczne modyfikacje genetyczne. Modyfikacj¢ genotypu szczepu macierzystego, wyizo-
lowanego z probki srodowiskowej i scharakteryzowanego taksonomicznie prowadzi si¢
najczesciej metoda mutagenezy indukowane;j in vivo badz fuzji protoplastow komorek
szczepow pochodzacych od genetycznie réznigeych si¢ przodkow. Doskonalenie mi-
kroorganizmow za pomocg mutagenezy mozliwe jest poprzez wykorzystanie transpo-
zondw, N-metylo-N -nitro-N-nitrozoguanidyny, radiacji czy selekcji dokonywanej na
podstawie odpornosci na jonowe detergenty, takie jak bromek heksadecylotrimetyloa-
moniowy (CTAB) [12].

Genetyczng regulacj¢ syntezy biosurfaktantow prowadzono najczesciej z udzia-
tem bakterii rodzaju Bacillus oraz Pseudomonas [12, 47]. Taki wybor wynikat zarow-
no ze znajomosci genomu (Pseudomonas), jak i mozliwosci aplikacyjnymi konkret-
nych biosurfaktantow (np. lipopeptydow). Biosynteza lipopeptydow przez bakterie
z rodzaju Bacillus wzbudza szczegbdlne zainteresowanie ze wzgledu na mozliwos¢ ich
zastosowania jako potencjalnych antybiotykow. Szczep Bacillus subtilis M1 113 mody-
fikowano w kierunku wydajnej syntezy surfaktyny (rys. 1) (cyklicznego lipopeptydu
o aktywnosci antybiotyku). Po wprowadzeniu do bakterii plazmidu zawierajacego gen
Ipa-14 mozliwe bylo osiggnigcie nawet 8-krotnie wyzszej wydajnosci. Mutageneza,
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przy zastosowaniu czynnika chemicznego N-metylo-N -nitro-N-nitrozoguanidyny dla
tego samego gatunku (szczep SD901) skutkowata nawet 25-krotnie wyzszym pozio-
mem syntetyzowanej surfaktyny (ok. 50 g/dm®) [28]. W przypadku Gram-ujemnych
bakterii Pseudomonas aeruginosa modyfikacja dotyczyta m.in. poprawy wydajnosci
syntezy ramnolipidéw na podtozach odpadowych, gtownie serwatkowych. Osiggnigto
to poprzez wprowadzenie genu lacZY z Escherichia coli do genomowego DNA Pseu-
domonas aeruginosa [28].

Modyfikacje genetyczne prowadzono rowniez w przeciwnym kierunku, m.in. ce-
lem inaktywacji genu swrW kodujacego syntaze serrawetyny W1, aktywnego po-
wierzchniowo egzolipidu wytwarzanego przez pateczki Serratia marcescens. Modyfi-
kacja ta stosowana byta z uwagi na fakt, Ze proces wytwarzania serrawetyny W1
utrudnial wydzielanie réwnolegle syntetyzowanego 2,3-butanodiolu (zwigzku stano-
wigcego istote tej syntezy), ze wzgledu na nadmierne pienienie si¢ srodowiska reakcji
[58].

Biotransformacyjne metody syntezy biosurfaktantow

Obok mozliwosci wytwarzania biosurfaktantow podczas fermentacji z udziatem
wielu gatunkéw mikroorganizmow, duzy potencjat tkwi takze w produkcji tych zwigz-
koéw poprzez biotransformacje. Uzycie wyizolowanych enzymow pozwala na otrzyma-
nie szeregu zwigzkow powierzchniowo czynnych (rys. 2), o pozadanych wlasciwo-
$ciach fizykochemicznych.

CHy;—OOC—(CH3)16CH3
CH,—00C—(CH3)7CH=CH(CH,);CHj5 |
CH —OH OH

CH —OH
CH; —OOC—CH—CHj
CH;—OH monooleinian glicerolu mleczan monostearynianu glicerolu
glycerol monooleate lactic acid ester of glycerol monostearate
HOH.C OH |I—|
HO NN COOH
CH200C(CHy)14CH3 %
HO  palmitynian fruktozy O  acylolizyna  NH;
fructose palmitate acyllysine

Rys. 2. Przyktady biosurfaktantow otrzymywanych w reakcjach enzymatycznych.
Fig. 2.  The examples of bio-surfactants produced using enzymatic reactions.
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Wsréd biosurfaktantow otrzymywanych metodami enzymatycznymi wyrdznié
mozna monoacyloglicerole i ich pochodne, w tym octany (E 471), mleczany (E 472a)
i cytryniany (E 472b) monoacylogliceroli — zwigzki wykazujace wtasciwosci detergen-
towe 1 majagce zdolnos¢ do tworzenia w wodnych roztworach struktur micelarnych.
Enzymatyczna synteza tych zwigzkow polega na estryfikacji i transestryfikacji kwasow
thuszczowych lub na glicerolizie tluszczow 1 olejow, w temperaturze pokojowej,
z udziatem lipaz 1,3-specyficznych [43].

Podczas biotransformacji mozliwe jest otrzymanie estrow kwaséw ttuszczowych i
zwigzkoéw polihydroksylowych — przede wszystkim mono- i disacharydow, a takze
sorbitolu, ksylitolu i kwasu askorbinowego [39]. Estry sacharydow nalezg do biosur-
faktantoéw o rosngcym znaczeniu praktycznym. Zwigzki te wykazuja wlasciwosci pre-
biotyczne, co w sposob szczegbdlny predysponuje je jako sktadniki zywnosci [3].

Badania nad synteza estrow kwasow tluszczowych i sacharydow prowadzone sa
na szeroka skalg i dotycza m.in. doboru: srodowiska reakcji, proporcji molowych sub-
stratow, wlasciwych parametrow procesu. Szczegdlnie doboér odpowiedniego rozpusz-
czalnika stanowi problem. Srodowisko wodne jest nicodpowiednie do syntezy estrow
(hydroliza), a uzycie w reakcjach rozpuszczalnikow organicznych jest limitowane roz-
puszczalno$cia sacharydow [50]. Przyjmuje si¢, ze do catkowitego rozpuszczenia cu-
krow uzywanych w syntezie niejonowych surfaktantow konieczne jest zastosowanie
nawet 500-krotnego nadmiaru rozpuszczalnika organicznego [49]. W celu zapewnienia
wickszych wydajnosci syntezy istotne jest dobranie takiego rozpuszczalnika, ktory nie
tylko dobrze rozpuszcza substraty, ale jednocze$nie zapewnia malg rozpuszczalnosc
produktu, umozliwiajac jego krystalizacje i osiagnigcie rownowagi reakcji [56]. Do-
datkowo zastosowane srodowisko reakcji nie moze negatywnie wplywac na aktywnos$¢
i selektywnos¢ stosowanych w procesie lipaz.

Sabeder i wsp. [49], pracujac nad synteza palmitynianu fruktozy z udziatem im-
mobilizowanej lipazy Novozym 435, przebadali cztery rozpuszczalniki: 2-metylo-2-
butanol, tert-butanol, aceton oraz butanon (keton etylowo-metylowy). Najwicksze
przereagowanie osiggnicto wiasnie w obecnosci tego ostatniego: 72-godzinna estryfi-
kacja w temp. 40 °C w obecnosci butanonu umozliwita 82 9% przereagowanie,
a w przypadku pozostalych rozpuszczalnikow wartosci te wahaty si¢ w granicach od-
powiednio: 69 % w obecnosci acetonu, 64 % — fert-butanolu i 61 % — 2-metylo-2-
butanolu. Otrzymane wyniki byly zblizone do rezultatow zespotu Yana i wsp. [56],
ktoérzy w syntezie monoestrow kwasow thuszczowych i f-D(+)-glukozy w obecnosci
immobilizowanej lipazy Candida antarctica, sposrdd zastosowanych rozpuszczalni-
koéw: heksanu, acetonu, butanonu, metanolu i etanolu, za najlepsze uznali: aceton
1 butanon. Rozpuszczalnos¢ glukozy w tych srodowiskach byta wystarczajaca i siegata
poziomu 0,08 mg/cm’ w obecnosci butanonu oraz 0,35 mg/cm’ przy zastosowaniu
acetonu. Aceton okazal si¢ rowniez korzystnym rozpuszczalnikiem w syntezie palmi-
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tynianu glukozy, prowadzonej w temperaturze 60 °C w obecnosci lipazy Candida an-
tarctica B. Osiggano wowczas 87 % wydajnosé [7]. W skali laboratoryjnej, z powo-
dzeniem acylowano cukry takze przy uzyciu takich rozpuszczalnikdéw, jak pirydyna
czy dimetyloformamid. Z uwagi jednak na swojg toksycznos$¢ substancje te nie znala-
zty zastosowania w syntezach przemystowych [50].

Na srodowisko syntezy estrow, a zarazem na wydajnos¢ ich tworzenia wpltywaja
takze fizykochemiczne wtasciwosci oraz proporcje molowe stosowanych substratow.
Cao i wsp. [8], prowadzac acylowanie glukozy przy uzyciu kwasu palmitynowego
1jego pochodnych (w tym estru metylowego, winylowego, tripalmityny i bezwodnika),
najwicksza wydajnos$¢, siegajaca poziomu 80 %, uzyskali stosujac palmitynian winylu.
Podyktowane jest to nieodwracalnym etapem tautomeryzacji uwalnianego alkoholu
winylowego do acetaldehydu. Wykorzystujac lipaze N-435 Ward i wsp. [52] przepro-
wadzili estryfikacj¢ dziesigciu kwasow thuszczowych (laurynowego, mirystynowego,
palmitynowego, stearynowego, arachidowego, behenowego, oleinowego, arachidono-
wego, eikozapentaenowego i1 dokozaeksaenowego) 1,2-O-izopropylideno-D-ksylo-
furanoza. Przy zastosowaniu substratow w stosunku molowym 1 : 1, wydajnos$¢ reakcji
ksztaltowata si¢ na poziomie $rednio od 32 % w przypadku kwasu behenowego do
90 % — kwasu laurynowego. Na podstawie tych badan wnioskowano, ze reakcje
z zastosowaniem nienasyconych kwasow thuszczowych cechuja si¢ wigksza wydajno-
$cia.

W kontekscie osiggania najwigkszych wydajnosci syntezy estrow sacharydow,
przy zastosowaniu zréznicowanych stezen molowych substratéw Yoo i wsp. [57] wy-
kazali, Zze w syntezie oleinianu ksylitolu korzystne jest uzycie substratow (cukier/kwas
thuszczowy) w stosunku molowym 3 : 1. W zastosowanych przez autoréw warunkach
zapewnialo to przereagowanie rzedu 98 %. Zupelie odmienne rezultaty opisuja Ant-
czak i wsp. [3]. Autorzy podaja, ze optymalna wartos$¢ stosunku molowego substratow,
warunkujgca maksymalng wydajnos¢ wielu syntetyzowanych estrow sacharydow wy-
nosi 1 : 4 (cukier/kwas tluszczowy). Nalezy zatem pamigtacé, ze kazda zaplanowana
biosynteza konkretnego surfaktantu wymaga indywidualnego dopracowania warunkow
srodowiskowych, doboru wtasciwych substratow i ich stezen oraz przetestowania roz-
nych katalizatorow.

Biotransformacje z udziatem lipaz umozliwiajg syntetyzowanie nie tylko estrow
sacharydow, ale rdwniez estrow aminokwasoéw i amidow. Zwigzki te cechujg si¢ do-
brymi wlasciwosciami emulgujgcymi, a takze aktywno$cig przeciwdrobnoustrojowg
i znajdujg zastosowanie w medycynie, kosmetyce czy zywieniu. Z udziatem lipaz
z powodzeniem syntetyzowano oleoilo-L-homoseryne [32]. Biosurfaktant ten wyka-
zywal dobre wiasciwosci emulgujace i byt skuteczny w stabilizacji emulsji typu o/w.
Sposobem biotransformacji prowadzono takze m.in. acylacj¢ grupy aminowej amino-
kwaséw amidowych, z zastosowaniem wolnych kwasow thuszczowych lub ich estrow
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metylowych. Wydajno$¢ tych procesow siggata poziomu 50 %. Produkty reakcji byty
nastepnie iloSciowo przeksztatcane pod wpltywem karboksyeptydazy Y w N-acylowane
aminokwasy. Przy udziale lipazy Mucor miehei syntetyzowano rowniez N-acylolizyng.
Proces prowadzono przez 7 dni w temperaturze 90 °C, stosujgc jako substraty wolne
aminokwasy 1 olej roslinny [43].

Podczas syntezy enzymatycznej otrzymywane sg rowniez fosfolipidy — surfaktan-
ty szczegolnie stosowane w medycynie i kosmetyce. Naturalnie wystepujace fosfolipi-
dy byly z sukcesem modyfikowane m.in. przez lipazy z drozdzy Candida cylindracea
1 grzybow Rhizopus delemar. Przy udziale drozdzowej fosfolipazy D (PLD), kodowa-
nej w genie spol4, mozliwa byla wysoko wydajna synteza fosfatydyloseryny i fosfaty-
dyloglicerolu — fosfolipidow wytwarzanych naturalnie w niewielkich ilosciach. Sub-
stratami w tych reakcjach byly lecytyna (fosfatydylocholina) i odpowiednio: seryna
badz glicerol [43].

Innymi przyktadami mikrobiologicznych syntez pozadanych surfaktantoéw moga
by¢ transformacje n-alkanow do kwasow a,w-dikarboksylowych, prowadzone z 70 %
wydajnos$cia przez mutanty Candida tropicalis badz konwersja kwasu oleinowego do
rycynowego przez bakteri¢ glebowg BMD-120 [14].

Zastosowanie biosurfakatantow

Z uwagi na roznorodne wlasciwosci fizykochemiczne, malg toksycznos¢ i szybka
biodegradowalno$¢ Dbiosurfaktanty znalazty szerokie zastosowanie przemystowe.
Zwiazki te sg coraz powszechniej wykorzystywane w przemysle farmaceutycznym,
kosmetycznym, w produkcji detergentow, w przemysle spozywczym, rolniczym, wio-
kienniczym, celulozowym i papierniczym oraz petrochemicznym [4, 31, 45].

Dzigki wtasciwosciom przeciwdrobnoustrojowym bisourfakatanty od wielu lat
stosowane sg jako antybiotyki. Przyktadem sg polimyksyny czy gramicydyny. Prze-
ciwdrobnoustrojowg aktywnos¢ wykazujg m.in. ramnolipidy produkowane przez P.
aeruginosa 1 wigkszos¢ lipopeptydow wytwarzanych przez rodzaj Bacillus. Coraz wig-
cej badan wskazuje na biosurfaktanty, jako czynniki przeciwnowotworowe. Rola gli-
kolipidow w hamowaniu rozwoju raka ptuc, mozgu czy biataczki zostata potwierdzona
przez wielu badaczy [4, 22]. Biosurfaktanty, z uwagi na zdolno$¢ obnizania napigcia
powierzchniowego na granicy faz, mogg chroni¢ réoznego rodzaju powierzchnie przed
przyleganiem do nich mikroorganizméw, co w medycynie ma istotne znaczenie. Zaob-
serwowano, ze surfaktanty wydzielane przez probiotyczny szczep Streptococcus ther-
mophilus hamujg adhezj¢ drozdzy Candida albicans do silikonowych powierzchni,
a biosurfaktant wytwarzany przez Lactobacillus acidophilus hamuje adhezj¢ do siliko-
nu nie tylko Candida albicans, ale rowniez bakterii uropatogennych [22]. Podobne
wlasciwosci wykazuje biosurfaktant wytwarzany przez Pseudomonas fluorescens
w stosunku do bakterii Listeria monocytogenes LO28 [44].
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W przemysle kosmetycznym, biosurfaktanty, dzigki swym przeciwdrobnoustro-
jowym wiasciwosciom, stosowane sg m.in. w produkcji: dezodorantéw, past do zebow,
ptynéw do soczewek kontaktowych, produktow przeciwtradzikowych czy przeciwtu-
piezowych. Zwigzki te sg istotnymi sktadnikami rowniez kremow i maseczek, w kto-
rych pehnig rol¢ emulgatorow, srodkoéw dyspergujacych czy zwilzajacych. Soforolipidy
produkowane przez drozdze Candida apicola i Candida bombicola s przemystowo
wykorzystywane jako zwigzki zwilzajace przez koncern Kao Co. Ltd. w kosmetykach
z serii Sofina [26].

Zwiazki powierzchniowo czynne to sktadniki proszkéw i ptynéw do prania oraz
srodkow do mycia naczyn. Dodatek biosurfaktantow w tych produktach umozliwia
zmniejszenie st¢zenia stosowanego $rodka chemicznego. Ponadto, biodegradowalnos¢
biosurfaktantow i enzymow sprawia, ze produkty je zawierajace moga mieC status
,b10”. Biosurfakatanty (bioemulgatory) sa dodawane rowniez m.in. do rozpuszczalni-
koéw chlorowanych, powszechnie stosowanych do czyszczenia ptyt elektronicznych
[41].

W przemysle spozywczym biosurfaktanty stosowane sg przede wszystkim jako
emulgatory sosow i majonezéw. Bioemulgator syntetyzowany przez drozdze Candida
utilis stosowany jest m.in. w dressingach satatkowych [4]. Surfaktanty wytwarzane
mikrobiologicznie uzywane sg réwniez przy produkcji: margaryn, lodow, kremow
cukierniczych, czekolad czy polew do ciast. Szczegdlng role pelnig tu estry sachary-
dow, ktore podczas produkcji margaryn umozliwiajg tworzenie doskonatych emulsji
typu w/o, poprawiaja ich dyspersje, stabilizujg wlasciwosci kremow 1 bitej $mietany
w spray’u, dodane do lodow poprawiajg ich puszysto$¢ i zapobiegaja wydzielaniu si¢
thuszczu podczas zamrazania [3]. W produktach migsnych rola biosurfaktantow spro-
wadza si¢ do polepszania wilasciwosci reologicznych oraz sensorycznych finalnego
wyrobu, poprzez poprawe¢ stopnia zwigzania wody technologicznej, lepsze zemulgo-
wanie thuszczu i jego rownomierng i trwata dyspersje przestrzenng w masie gotowego
przetworu [4].

Interesujagce wydaje si¢ zastosowanie biosurfaktantow w rolnictwie. Dzigki apli-
kacji surfaktantow m.in. w $rodkach ochrony ro$lin, mozliwa jest lepsza rozpuszczal-
no$¢ hydrofobowych pestycydow. Dodatkowo wytworzenie mikroemulsji utatwia pe-
netracj¢ Srodka chemicznego poprzez znacznie wigksze pole powierzchni kontaktu.
Srodki ochrony roslin zawierajace surfaktanty charakteryzuja si¢ ponadto duza sku-
tecznoscig dziatania biologicznego przy zmniejszonym ryzyku stosowania [4].

Pozytywne efekty stosowania biosurfaktantow zauwazalne sg rowniez w przemy-
Sle tekstylnym. Ich stosowanie zapewnia tkaninom lepsza trwato$¢ w trakcie prania,
zwigksza ich odporno$¢ na otarcia oraz pozwala osiggna¢ wigksza gladkos¢ tkaniny

[4].
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Istotnym aktualnie obszarem zastosowan biosurfaktantéw jest przemyst wydo-
bywczy ropy naftowej. Wprowadzanie do zt6z roztwordw surfaktantow 1 w efekcie
obnizanie napigcia powierzchniowego pomie¢dzy ropa naftowg a skata przyczynia sig¢
do wydobycia wigkszej jej ilo$ci [16]. Biosurfaktanty wykorzystywane sg takze na
szerokg skale w remediacji i detoksyfikacji gruntow. W konwencjonalnym podejsciu
zanieczyszczenia usuwane sg nieefektywnie, przy zaangazowaniu znacznej energii
1 kosztéw. Przemywanie zloza roztworami biosurfaktantéw, prowadzone in situ, po-
woduje znaczne obnizenie napi¢cia mi¢dzyfazowego i powierzchniowego pomig¢dzy
zanieczyszczeniem i gruntem oraz umozliwia zmniejszenie sit kapilarnych odpowie-
dzialnych za zatrzymanie zanieczyszczen w porach gruntu. Caty uktad staje si¢ wow-
czas bardziej mobilny i oderwanie zanieczyszczen hydrofobowych od czastek gleby
jest duzo tatwiejsze [38]. Zachodzacy proces solubilizacji intensyfikuje rozpuszczanie
polarnych i niepolarnych zwiazkow chemicznych [53]. Prace w tym obszarze koncen-
truja si¢ w gtownej mierze na usuwaniu policyklicznych weglowodoréw aromatycz-
nych, polichlorowanych bifenyli czy chlorowcopochodnych weglowodoréw nasyco-
nych [30, 37].

Aktualnie prowadzone s liczne badania nad odpowiednim doborem i przygoto-
waniem zespotow wspoldziatajacych ze soba mikroorganizmow — konsorcjow mikro-
organizmow, wyspecjalizowanych w rozktadzie weglowodoréw naftowych. Celem
poprawy transportu tych weglowodoréow do komoérek mikroorganizmow i ich biodo-
stepnosci analizowany jest dodatek zwigzkow powierzchniowo czynnych. Owsianiak
i wsp. [36] na przyktadzie konsorcjum mikroorganizméw wyizolowanych z ropy naf-
towej badali wptyw dodatku biosurfaktanta na stopien biodegradacji mieszaniny diesla
i biodiesla. Przy wprowadzeniu do podtoza ramnolipidéw w iloéci 150 mg/dm’, stosu-
jac w mieszaninie 10, 30 i 50 % dodatek biodiesla obserwowano, ze biosurfaktanty
dziataja efektywnie jedynie przy niskiej (10 %) jego zawartosci. Zblizone badania
prowadzil rowniez zespot Chrzanowskiego 1 wsp. [9]. Autorzy oceniali wplyw dodatku
dostepnych handlowo ramnolipidéw JBR425 na tempo biodegradacji diesla i miesza-
niny B20 (20 % biodiesla i 80 % diesla (v/v)) przez konsorcjum bakterii pochodzacych
z zaolejonej gleby. Na podstawie badan zaobserwowano, ze w warunkach tlenowych
obecno$é ramnolipidow w ilosci 150 mg/dm® korzystnie oddziatuje na degradacje mie-
szaniny B20, natomiast nie wptywa na tempo rozktadu czystego diesla. Chrzanowski
1 wsp. [11] stosowali rowniez dodatek ramnolipidow do modelowej mieszaniny we-
glowodordw 1 fenolu, 4-chlorofenolu oraz 2,4-dichlorofenolu. Ich badania potwierdzi-
ly, ze ramnolipidy wchodzace w interakcje z chlorowcopochodnymi fenolu zmniejsza-
ly ich toksyczno$¢, prowadzity do solubilizacji hydrofobowych zwigzkow,
a w konsekwencji stymulowaly proces biodegradacyjny.

W pracach nad dodatkiem biosurfaktantéw potwierdzono réwniez ich wpltyw na
zmiany w hydrofobowosci komérek bakteryjnych [36]. Obecnie na szerokg skale pro-
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wadzone sg analizy funkcji ramnolipidow z perspektywy kolonizowania otoczenia,
tworzenia i rozpadu biofilmoéw bakteryjnych oraz specyficznej aktywnosci wobec in-
nych organizmoéow [10].

Podsumowanie

Biotechnologiczna synteza surfaktantow — przyjazna srodowisku i cztowiekowi —
stanowi alternatywe dla typowych procesow chemicznych. Biosurfaktanty maja duzy
potencjat aplikacyjny, a ich zwigkszajgca si¢ produkcja i zuzycie dowodza, ze istnieje
zapotrzebowanie na t¢ grup¢ substancji. Zwigzki powierzchniowo czynne, otrzymywa-
ne przy zastosowaniu mikroorganizméw majacych status GRAS, np. bakterii z rodzaju
Lactobacillus czy drozdzy, moga by¢ stosowane w branzy spozywczej i medycznej.
Perspektywa biosyntezy nowych typoéw surfaktantow z udzialem mikroorganizméow
wigze si¢ m.in. z badaniem molekularnych mechanizméw ich tworzenia, poszukiwa-
niem nowych, bardziej wydajnych szczepow (np. wsrdéd termofili, psychrofili, badz
halofili), opracowaniem tanszych metod wydzielania biosurfaktantow (precypitacja,
frakcjonowanie, filtracja, krystalizacja), a takze z przemystowym zagospodarowaniem
w hodowli surowcéw odpadowych.
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BIOTECHNOLOGICAL SYNTHESIS OF SURFACE ACTIVE COMPOUNDS AND
EXAMPLES OF THEIR PRACTICAL APPLICATIONS

Summary

Surfactants, i.e. surface active agents, are an important group of chemical compounds that are studied
and applied to industry and in chemical laboratories. Presently, a tendency is observed to produce surfac-
tants from renewable and biodegradable sources. Bio-surfactants constitute such a group; they, compared
to synthetic surfactants, show a lower toxicity and a higher environmental compatibility. Bio-surfactants
can be produced either using a biotransformation method or a fermentation process with the use of bacte-
ria, yeast, or fungi.

In this paper, the bio-surfactants are briefly described, the bio-technological methods of their synthesis
are depicted, and, also, there are shown some selected trends in practical applications of surface active
compounds.

Key words: bio-surfactants, surface active compounds, biosynthesis, micro-organisms, application of bio-
surfactants
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