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Изучена способность штаммов бактерий-нефтедеструкторов Pseudomonas fluorescens 28/5, Rhodococcus erythropolis 
36а-1, Pseudonocardia autotrophica DSM 43096, 43190, Rhodococcus jialingiae Б-М-1 продуцировать биосурфактанты. 
Установлено, что культивирование с использованием в качестве источника углерода додекана и гексадекана при-
водит к образованию конгломератов всеми исследуемыми культурами на 4–9 сут. При выращивании на синтетиче-
ской питательной среде с добавлением этанола процесс образования конгломератов не наблюдался. Объём биосур-
фактантов, полученных путём экстракции смесью хлороформа и метанола и отгонкой растворителей на роторном ис-
парителе, варьировал от 0,15 до 1,90 мл с 10 мл культуральной жидкости. Анализ химической структуры биосурфак-
тантов методом высокоэффективной жидкостной хроматомасс-спектрометрии позволил установить идентичный каче-
ственный состав для всех образцов. Различия заключались в количественном соотношении отдельных компонентов.  
В составе образцов обнаружены химические соединения, относящиеся к неионогенным ПАВ и биосурфактантам. Вы-
явлено присутствие во всех молекулах карбоксильных групп, на основании чего исследуемые биосурфактанты могут 
быть отнесены к классу поверхностных анионоактивных веществ. Максимальный выход биосурфактантов получен у 
штаммов Pseudonocardia autotrophica DSM 43096, 43190 (15,2 г/л) и Rhodococcus erythropolis 36а-1 (14,4 г/л), что можно 
считать основанием для рекомендаций по их включению в состав биопрепаратов для ликвидации нефтяных разливов.

Ключевые слова: микроорганизмы-нефтедеструкторы, биосурфактанты, глубинное культивирование, 
поверхностно-активные вещества, хроматомасс-спектрометрия, химическая структура биосурфактантов, 
трегалолипиды.
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The ability of bacterial strains of oil destructors of Pseudomonas fluorescens 28/5, Rhodococcus erythropolis 36а-1, 
Pseudonocardia autotrophica DSM 43096, 43190 and Rhodococcus jialingiae B-М-1 to produce biosurfactants was studied. 
The strains were cultured on liquid nutrient media containing dodecane, hexadecane and ethanol in a shaker incubator 
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at 160 rpm, temperature (28±1) оC for 168 hours. We found that cultivation using dodecane and hexadecane causes the 
formation of conglomerates by all cultures on days 4–9. When grown on a synthetic nutrient medium with the addition 
of ethanol, the formation of conglomerates was not observed. The extraction of biosurfactants from the culture fluid was 
carried out by extraction with a mixture of chloroform and methanol and distillation of the solvents on a rotary evaporator. 
The volume of obtained surfactants ranged 0.15 to 1.90 mL from 10 mL of culture fluid. To analyze the chemical structure 
of biosurfactants, the method of high-performance liquid chromatography-mass spectrometry was used. Chromatograms 
obtained for all samples with positive polarity, as a result of comparison of chromatographic peaks, made it possible to es-
tablish an identical qualitative composition. The differences were only in the quantitative ratio of the individual components 
in different samples. Chemical compounds related to nonionic surfactants and biosurfactants were found in the composition 
of the samples. The presence of carboxyl groups in all molecules was revealed, which allows these substances to be classi-
fied as surface anionic substances. The maximum amount of biosurfactant was obtained from strains of Pseudonocardia 
autotrophica DSM 43096, 43190 (15.2 g/L) and Rhodococcus erythropolis 36a-1 (14.4 g/L). This fact is the basis for the 
inclusion of these strains in the composition of biological products for the elimination of oil spills.

Keywords: oil-destroying microorganisms, biosurfactants, cultivation in liquid nutrient media, chromatomass 
spectrometry, chemical structure of biosurfactants, trehalolipids.

В последние годы внимание исследова-
телей привлекают биосурфактанты, которые 
являются биологическими поверхностно ак-
тивными веществами (биоПАВ) и по своим 
эмульгирующим свойствам не уступают син-
тетическим аналогам. В тоже время низкая 
токсичность, биодеградабельность, устойчи-
вая активность в экстремальных условиях,  
а также получение из возобновляемых источ-
ников [1–3] делают эти вещества перспектив-
ными для создания новых материалов и тех-
нологий. Биосурфактанты, являясь относи-
тельно новыми продуктами биотехнологии, 
используются в разных областях промыш-
ленности (химической, фармацевтической, 
пищевой), а также для решения экологиче-
ских задач по очистке нефтезагрязнённых тер-
риторий [4, 5]. В настоящее время получено 
значительное количество различных разно-
видностей биосурфактантов, каждый из ко-
торых продуцируется специфической груп-
пой микроорганизмов. Среди них выделя-
ют гликолипиды, рамнолипиды, софороли-
пиды, трегалолипиды, липопротеины, жир-
ные кислоты и другие [6]. Анализ литерату-
ры свидетельствует о том, что биосурфактанты 
бактерий-нефтедеструкторов являются важ-
ным фактором, определяющим эффективность 
процесса утилизации нефтепродуктов [7, 8]. 
Общим свойством биосурфактантов является 
наличие в молекуле как гидрофильных, так и 
гидрофобных частей [9]. В результате они эф-
фективно снижают поверхностное натяжение 
воды, водных растворов и имеют выраженную 
эмульгирующую активность, тем самым по-
вышают биодоступность нефти и нефтепро-
дуктов за счёт дисперсии углеводородсодер-
жащих компонентов, что обеспечивает повы-
шение эффективности окисляющей способ-
ности микроорганизмов-нефтедеструкторов 
[10]. Значительный интерес биосурфактан-

ты бактерий-нефтедеструкторов представля-
ют для создания средств борьбы с аварийны-
ми разливами нефти нового поколения – био-
сорбентов [11].

На основании комплексных исследова-
ний, проведённых в Институте экологии и ге-
нетики микроорганизмов Уральского отде-
ления Российской академии наук коллекти-
вом авторов под руководством И.Б. Ивши-
ной для снижения уровня нефтезагрязнений 
был разработан олеофильный биопрепарат 
на основе Rhodococcus-биосурфактантов, ко-
торый представляет собой органоминераль-
ный биокомплекс, содержащий Rhodococcus-
биосурфактант, активную ассоциацию бакте-
риальных культур-нефтеразрушителей и сба-
лансированную минеральную добавку азота, 
калия, фосфора [12].

Целью настоящей работы являлось срав-
нительное изучение способности штаммов 
бактерий-нефтедеструкторов (Pseudomonas 
fluorescens 28/5, Rhodococcus erythropolis 36а-1, 
Pseudonocardia autotriphica DSM 43096, 43190 
и Rhodococcus jialingiae Б-М-1) продуциро-
вать биосурфактанты для их включения в со-
став биокомпонентов препаратов, разрабаты-
ваемых для ликвидации нефтяных разливов.

Объекты и методы исследования

Для исследования были выбраны эффек-
тивные штаммы бактерий-нефтедеструкторов, 
депонированные в коллекции Националь-
ного биоресурсного центра – Всероссий-
ская коллекция промышленных микроорга-
низмов, ФГУП «Государственный научно-
исследовательский институт генетики и се-
лекции промышленных микроорганизмов 
Национального исследовательского цен-
тра «Курчатовский институт»»: P. fluorescens 
28/5 (ВКПМ В-6735), R. erythropolis 36а-1 
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(ВКПМ АС-1226), P. autotrophica DSM 43096, 
43190(ВКПМ АС-917), R. jialingiae Б-М-1 
(ВКПМ АС-1967).

Для получения биосурфактантов микро-
организмы культивировали на плотной пи-
тательной среде – FT-агаре (ФБУН «ГНЦ 
ПМБ») и рекомендованных для этих целей 
жидких минеральных питательных средах «К» 
[13] и «А» [14]. В качестве источника углеро-
да и энергии использовали (по объёму): эта-
нол в концентрации 2%; гексадекан – 1–2%; 
додекан – 1–2%.

Для получения стандартизованного ис-
ходного материала использовали лиофиль-
но высушенные рабочие культуры штаммов 
микроорганизмов-нефтедеструкторов, нахо-
дящиеся на хранении при температуре ми-
нус 10 оС. Посевной материал выращивали 
на скошенном агаре в матрацах при темпера-
туре (37±1) оС в течение 48–72 ч. Матрацевые 
культуры смывали 20,0–25,0 см3 стерильно-
го физиологического раствора и в асептиче-
ских условиях переносили в стерильные кол-
бы, содержащие 500 см3 жидкой питательной 
среды «К» или «А». Колбы засевали до плот-
ности посева не менее 2 · 106 КОЕ/см3 и выра-
щивали в шейкер-инкубаторе при постоянном 
перемешивании (160 об./мин) и температуре 
(28±1 оС) в течение 7 сут. Ежедневно отбирали 
пробы для определения поверхностного натя-
жения стеклянным сталагмометром.

Для выделения биосурфактантов из куль-
туральных жидкостей удаляли бактериальные 
клетки путём центрифугирования на лабора-
торной центрифуге В1-ОЦЖ-24 с использо-
ванием режима: скорость вращения рото- 
ра – 1370 об./мин, продолжительность – 30 мин. 
Бесклеточный супернатант экстрагировали 
смесью хлороформ : метанол (3 : 1, V/V), под-V/V), под-/V), под-V), под-), под-
кисляли соляной кислотой до pH = 2 и выдер-pH = 2 и выдер- = 2 и выдер-
живали в течение 12 ч при температуре 4 оС. 
Затем отбирали нижний органический слой  
и удаляли растворитель на ротационном испа-
рителе RV-10 basic V при температуре 35 оС. 
В конце упаривания к смеси добавляли бен-
зол и упаривали досуха.

Для изучения химической структуры ис-
пользовали метод высокоэффективной жид-
костной хроматомасс-спектрометрии, кото-
рый является гибридным методом и объединя-
ет независимые друг от друга процессы жид-
костного хроматографического разделения  
и масс-спектрометрического анализа.

Исходные образцы экстрактов, помещали 
в микроцентрифужные пробирки типа Эппен-
дорф вместимостью 1,5 мл, гомогенизировали 

на вортексе в течение 10 мин при комнатной 
температуре. Навески 10 мг гомогенизирован-
ных экстрактов каждого образца переносили 
в чистые пробирки и добавляли по 1 мл смеси 
очищенной воды с метанолом (1:1 по объёму). 
Содержимое пробирок перемешивали на вор- 
тексе в течение 10 мин, после чего полученные 
растворы фильтровали через шприцевые поли-
амидные фильтры «Chromafil Xtra PA-20/13» 
с диаметром пор 0,2 мкм и помещали в виалы 
автосэмплера. Условия проведения анализа: 
дозируемый объём пробы – 5 мкл; темпера-
тура термостата колонок – 35 оС; расход под-
вижной фазы – 0,25 мл/мин, режим элюиро-
вания – бинарный градиент: фаза А – вода 
очищенная I типа, фаза Б – ацетонитрил: на-I типа, фаза Б – ацетонитрил: на- типа, фаза Б – ацетонитрил: на-
чальное содержание 0% с 0 до 2 мин, увеличе-
ние до 70% с 2 до 13 мин, увеличение до 90%  
с 13 до 14 мин; выдержка при 90% в течение 
2 мин; тип ионизации – электроспрей (поло-
жительная и отрицательная полярность); ио-
низирующее напряжение – 3,5 кВ; энергия 
коллизии (коллизионный газ – аргон) – 15– 
50 эВ; температура интерфейса – 300 оС; тем-
пература линии десольватации – 250 оС; рас-
ход газа-распылителя (азот) – 3 л/мин; рас-
ход газа – осушителя (азот) – 15 л/мин; режим 
сбора данных Q3 Scan, Product Ion Scan – в за-Scan, Product Ion Scan – в за-, Product Ion Scan – в за-Product Ion Scan – в за- Ion Scan – в за-Ion Scan – в за- Scan – в за-Scan – в за- – в за-
данных диапазонах m/z.

Исследования проводили на тандем-
ном жидкостном хроматомасс-спектрометре 
LCMS-8040 («Shimadzu», Япония) с системой 
трёх квадруполей. Прибор оснащён хромато-
графической колонкой «Dr. Maisch Reprosil-
Pur Basic C18» 100 × 2 мм с размером зёрен не-
подвижной фазы 3 мкм.

Последующую обработку данных осущест-
вляли с помощью программного обеспечения 
LabSolutions LCMS 5.86.

Результаты и обсуждение

Основной целью работы было устано-
вить способность исследуемых штаммов 
микроорганизмов-нефтедеструкторов про-
дуцировать биосурфактанты в процессе глу-
бинного культивирования. Установлено, что 
культивирование в жидких питательных сре-
дах, содержащих додекан и гексадекан, при-
водило к образованию на 4–9 сут у всех штам-
мов конгломератов, которые имели различ-
ную структуру (рис. 1, см. цветную вкладку). 
Это требовало дополнительной дезинтеграции 
с целью выделения биосурфактанта. В тоже 
время выращивание на жидких питатель-
ных средах, содержащих этанол, не сопрово-
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Рис. 1. Образование конгломератов 
при культивировании на средах 

с додеканом и гексадеканом 
у бактерий: 

a – R. erythropolis 36a-1 (4 сут);
 b – P. autotrophica DSM 43096, 

43190 гексадекан 
(9 сут), додекан(9 сут);
c –P. fluorescens 28/5, 

гексадекан (6 сут); 
d – пена на R. jialingiae 

Б-M-1, гексадекан  (1 сут), 
додекан (5 сут)

Fig. 1. The appearance of conglom-
erates during cultivation on media 
with dodecane and hexadecane in 

bacteria: 
a – R. erythropolis 36a-1 (4th day); 

b – P. autotrophica DSM 43096, 
43190 hexadecane (9th day), 

dodecane (9th day); 
c – P. fluorescens 28/5, hexadecane 

(6th day); 
d – foam on R. jialingiae B-M-1,

 hexadecane (1st day), 
dodecan (5th day)

Рис. 2. Культуральные жидкости 
бактерий на седьмые сутки 
культивирования на среде 

с 2% этанола: 
a – R. erythropolis 36а-1; 
b – P. fluorescens 28/5;
c – R. jialingiae Б-М-1; 

d – P. autotrophica 
DSM 43096, 43190

Fig. 2. Cultivation liquids on the 
seventh day of cultivation with the 

addition of 2% ethanol: 
a – R. erythropolis 36a-1; 
b – P. fluorescens 28/5; 
c – R. jialingiae B-M-1;

d – P. autotrophica 
DSM 43096, 43190

a                                                   b

c                                                   d
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Таблица / Table
Выход биосурфактантов после отгонки растворителей
The output of biosurfactants after distillation of solvents

Штамм микроорганизма
The strain of microorganism

Количество биосурфактанта в зависимости 
от источника углерода, мл

The volume of biosurfactant using carbon source, mL
додекан
dodecan

гексадекан
hexadecane

этанол
ethanol

R. erythropolis 36а-1 1,80 0,30 1,00
P. fluorescens 28/5 1,60 1,60 0,20
R. jialingiae Б-М-1 1,70 1,60 0,15
P. autotrophica DSM 43096, 43190 1,30 1,90 0,20

Рис. 3. Хроматограмма биосурфактанта R. erythropolis 36a-1
при культивировании на среде с гексадеканом

Fig. 3. Chromatogram of the R. erythropolis 36a-1 biosurfactant
 obtained by cultivation on a substrate with hexadecane

ждалось образованием конгломератов (рис. 2,  
см. цветную вкладку). 

По окончании культивирования проводи-
ли отделение клеток, экстракцию биосурфак-
танта смесью хлороформа и метанола (3:1)  
и отгонку растворителей на роторном испари-
теле. Объём биосурфактантов варьировал от 
0,15 до 1,90 мл (табл.).

Полученные биосурфактанты представля-
ли собой маслянистые жидкости от прозрач-
ного до буро-жёлтого цвета.

С целью определения общего химического 
состава исследуемых экстрактов подготовлен-
ные пробы анализировали в режиме сканиро-
вания m/z в диапазоне 400–1500 как при по-m/z в диапазоне 400–1500 как при по-/z в диапазоне 400–1500 как при по-z в диапазоне 400–1500 как при по- в диапазоне 400–1500 как при по-
ложительной, так и при отрицательной поляр-
ности ионного источника. При этом получали 
данные в виде хроматограмм, регистрируемых 
по полному ионному току (TIC). 

Путём сопоставления первичных масс-
спектров (содержащих псевдомолекулярные 

ионы и их аддукты) хроматографических пи-
ков был установлен идентичный качественный 
состав для двенадцати образцов. Различия от-
мечали лишь в количественном соотношении 
отдельных компонентов в разных пробах. При-
мер хроматограммы, полученной при поло-
жительной полярности ионизации, типичной 
для всех образцов, представлен на рисунке 3. 

На хроматограммах всех образцов присут-
ствуют группы пиков различной степени ин-
тенсивности в следующих интервалах време-
ни: от 5 до 6,5 мин, от 7 до 8,5 мин и от 8,5 до 
10 мин. Кроме того, во всех случаях наблю-
даются группы пиков на начальных участках 
хроматограмм.

Достаточно интенсивные и плохо разде-
лённые пики с небольшим временем удержи-
вания (0,5–2 мин) обусловлены выходом из 
хроматографической колонки компонентов, 
имеющих низкое сродство к неподвижной не-
полярной фазе. К таким компонентам относят-
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Рис. 4. Предполагаемая структурная формула 
биосурфактанта

Fig. 4. Presumptive structural formula
 of bio-surfactant

ся низкомолекулярные гидрофильные соеди-
нения: такие, как сахара, карбоновые кисло-
ты, спирты, а также неорганические ионы. На 
сложный состав данной фракции указывает 
наличие большого количества ионов во всём 
диапазоне регистрируемых m/z.

В ходе исследований были выявлены ана-
логичные закономерности также и для груп-
пы компонентов, выходящих из хроматогра-
фической колонки в интервале от 5 до 6,5 мин. 
Их пики разной степени интенсивности при-
сутствуют на хроматограммах всех образцов. 
В данном случае речь идёт также о соединени-
ях, относящихся к сравнительно низкомолеку-
лярным полиэтиленгликолям или их произво-
дным. Интервал молекулярных масс этих ком-
понентов находится в пределах 400–650 Да.

Все анализируемые компоненты, вы-
ходящие из хроматографической колон-
ки в интервале 7–8,5 мин, имели одина-
ковое строение молекул, являясь при этом 
представителями гомологического ряда со-
единений, отличающихся по молекуляр-
ным массам на 44 Да. С наибольшей веро-
ятностью такими соединениями могут быть 
полиэтиленгликоли c общей формулой  
–[–СН

2
-СН

2
–О–]

n
– (n = 9–16) либо другие 

оксиэтилированные производные, содержа-
щие в своей структуре фрагменты полиэти-
ленгликолей.

Ионы с m/z 45, 89 и 133 могут быть от-m/z 45, 89 и 133 могут быть от-/z 45, 89 и 133 могут быть от-z 45, 89 и 133 могут быть от- 45, 89 и 133 могут быть от-
несены к протонированным в разной степе-
ни фрагментам цепочек полиэтиленгликоля. 
Так, ион с m/z 45, вероятнее всего представ-m/z 45, вероятнее всего представ-/z 45, вероятнее всего представ-z 45, вероятнее всего представ- 45, вероятнее всего представ-
ляет собой мономерный, с m/z 89 – димер-m/z 89 – димер-/z 89 – димер-z 89 – димер- 89 – димер-
ный, а с m/z 133 – тримерный протонирован-m/z 133 – тримерный протонирован-/z 133 – тримерный протонирован-z 133 – тримерный протонирован- 133 – тримерный протонирован-
ный фрагмент. В частности, ион с m/z 45 мо-m/z 45 мо-/z 45 мо-z 45 мо- 45 мо-
жет иметь структуру:

.

Описываемые соединения являются 
основой многих синтетических неионоген-
ных поверхностно-активных веществ (ПАВ).  
К ним относятся, например, этоксилирован-
ные спирты (синтанолы, полисорбаты), жир-
ные кислоты, амины и др.

Компоненты, выходящие из хроматогра-
фической колонки в интервале времени от 
8,5 до 10 мин, представляют собой произво-
дные дисахарида трегалозы, ацилированные 
в разной степени по гидроксильным группам, 
каприловой и каприновой кислотами. Кро-
ме указанных кислот, возможно присутствие  
в структурах остатков других карбоксилсодер-
жащих фрагментов, в частности янтарной кис-

лоты. Молекулярные массы этих соединений 
лежат ориентировочно в пределах от 600 до 
950 Да. Описываемые вещества, содержащие 
в своей структуре как гидрофильные (остат-
ки трегалозы), так и гидрофобные (остатки 
жирных кислот) фрагменты, а также карбок-
сильные группы, могут представлять собой 
эффективные ПАВ, образовавшиеся в резуль-
тате жизнедеятельности микроорганизмов, то 
есть являются биосурфактантами. Следует от-
метить, что количественное содержание био-
сурфактантов – производных трегалозы прак-
тически одинаково во всех исследованных об-
разцах, на что указывают соизмеримые по пло-
щадям пики при 8,5–10 мин (рис. 3).

На рисунке 4 представлена одна из пред-
полагаемых структур соединений данного 
ряда.

Пересчёт выхода биосурфактантов на 1 л  
среды показал, что их количество варьиро-
вало от 1,2 до 15,2 г/л. Максимальный вы-
ход отмечен у штаммов P. autotrophica DSM 
43096, 43190 (15,2 г/л) при использовании  
в качестве источника углерода гексадекана 
и R. erythropolis 36а-1 (14,4 г/л) – при исполь-
зовании додекана.

На основании результатов по выходу и ана-
лизу химической структуры биосурфактантов 
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для дальнейшей работы по созданию биопре-
паратов для ликвидации нефтяных разливов 
можно рекомендовать штаммы P. autotrophica 
DSM 43096, 43190 и R. erythropolis 36а-1.

Заключение

Таким образом, для всех образцов биосур-
фактантов установлен одинаковый качествен-
ный компонентный состав. В составе биосур-
фактанта присутствует несколько групп од-
нотипных химических соединений, относя-
щихся к производным полиэтиленгликолей, 
то есть соединений, содержащих полиэток-
силированные фрагменты. Данные соедине-
ния являются неионогенными ПАВ. В соста-
ве образцов обнаружены химические соедине-
ния, относящиеся к биосурфактантам. Уста-
новлено, что эти вещества являются слож-
ными эфирами дисахарида трегалозы и жир-
ных кислот, в основном каприловой (окта-
новой) и каприновой (декановой). Выявле-
но присутствие в их молекулах карбоксиль-
ных групп, на основании чего данные био-
сурфактанты могут быть отнесены к классу 
биоПАВ. Способность исследуемых штаммов 
микроорганизмов-нефтедеструкторов к обра-
зованию биосурфактантов, а также возмож-
ность использования этих соединений в чи-
стом виде можно рекомендовать при разра-
ботке компонентного состава препаратов для 
ликвидации нефтяных разливов.
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