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Аннотация

Исследованы физико-химические свойства и структуры биосурфактантов, продуцируемых микроорганиз-
мами-нефтедеструкторами, представленными тремя штаммами: Rhodococcus 108, Acinetobacter 112, Acineto-
bacter 114. Показано, что исследуемые культуры способны синтезировать как клеточно-связанные, так и 
внеклеточные биологические поверхностно-активные вещества. При этом количество свободных биосурфак-
тантов у штамма Rhodococcus 108 существенно выше, чем у бактерий, принадлежащих к роду Acinetobacter. 
Во всех исследованных соединениях присутствуют углеводные и липидные компоненты. Согласно данным 
ИК-спектроскопии, биосурфактант, выделенный из штамма Rhodococcus 108, представляет собой соединение, 
содержащее длинноцепочечные алифатические углеводороды, эфирные и сложноэфирные связи, карбониль-
ные и гидроксильные группы, а выделенный из штамма Acinetobacter 114 – липополисахарид, состоящий из 
трисахаридной основы, к которой присоединены остатки жирных кислот (С

10
–С

22
) через сложноэфирную и 

амидную связь.

Ключевые слова: микроорганизмы-нефтедеструкторы, биосурфактанты, эмульгирующие свойства

© Беловежец Л. А., Третьякова М. С., Маркова Ю. А., Ознобихина Л. П., 2021

ВВЕДЕНИЕ

Биосурфактанты – структурно разносторон-
няя группа поверхностно-активных веществ 
(ПАВ), синтезируемых различными микроорга-
низмами. По эффективности к эмульгированию 
они не уступают синтетическим ПАВ, но облада-
ют рядом преимуществ: способностью легко раз-
лагаться в окружающей среде, отсутствием ток-
сичности, экологической безопасностью, устойчи-
вой активностью в экстремальных условиях [1, 2], 
эффективностью при низких концентрациях [3].

Биогенные ПАВ широко применяются в био-
ремедиации окружающей среды от ксенобиоти-
ков и для повышения нефтеотдачи почвенных 
пластов. Показано увеличение нефтеотдачи под-

земных песчаников при использовании трегало-
липидов Nocardia rhodochrous до 30 % [4]. При 
опытно-промышленном испытании этого мето-
да на одном из участков Бондюжского нефтя-
ного месторождении (ОАО “Татнефть”) за 5 лет 
с начала испытаний получено дополнительно 
47 тыс. т нефти, что составило около 30 % общей 
добычи нефти на этом участке за указанный 
период времени [5]. При проведении анализа 
эффективности применения методов увеличе-
ния нефтеотдачи пластов на Манчаровском ме-
сторождении наибольшую продуктивность по-
казали методы микробиологического воздей-
ствия. В течение 1990–1998 гг. за счет внедрения 
сухого ила дополнительно добыто 43 515 т неф-
ти. В среднем на одну обработку по ООО «НГДУ 
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“Чекмагушнефть”» было получено 640 т нефти. 
Удельный эффект составил 296 т на 1 т реаген-
та [6]. Важное направление использования ми-
кроорганизмов, образующих биосурфактанты, – 
технология биоремедиации почв, загрязненных 
компонентами нефти [7, 8]. Так, рамнолипид, 
продуцируемый Pseudomonas aeruginosa, спосо-
бен удалять до 25–70 и 40–80 % углеводородов 
из загрязненных супеси и суглинков соответ-
ственно [9]. Кроме того, высокую эффектив-
ность биосурфактанты проявляют и в биореме-
диации почв от тяжелых металлов [10, 11], 
включая уран, кадмий, никель [12] и свинец [13].

Все вышеперечисленные достоинства дела-
ют биосурфактанты перспективными объекта-
ми для изучения и разработки новых эколо-
гически безопасных технологий, касающихся 
нефтедобычи или ликвидации последствий раз-
ливов нефти и нефтепродуктов [14–16].

Цель работы – изучение состава и свойств 
биосурфактантов, продуцируемых микроорга-
низмами-нефтедеструкторами, для оценки воз-
можности их использования в промышленности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Микроорганизмы были выделены из ризос-
феры пырея (Elytrigia repens), произрастающе-
го на нефтезагрязненной территории Иркут-
ской области. Для накопления биосурфактантов 
микроорганизмы культивировались на качалке 
в темноте при 22 °С и рН 7 на жидкой пита-
тельной среде 8Е следующего состава, г/л: 
NaNO

3
 – 3.0, K

2
HPO

4
•3H

2
O – 1.0, FeSO

4
•7H

2
O – 

0.01, MgSO
4
•7H

2
O – 0.5, KCI – 0.5, с использо-

ванием 2 % н-гексадекана в виде единственного 
источника углерода и энергии. Полученную бак-
териальную суспензию разделяли на биомассу 
клеток и супернатант путем центрифугирова-
ния при 6000g с помощью центрифуги СМ-6М 
(ELMY, Латвия). Экстракцию биосурфактантов 
проводили после 6 сут культивирования из су-
пернатанта смесью хлороформ/метанол в объем-
ном соотношении 3 : 1, предварительно подкис-
лив каждую из проб соляной кислотой до pH 2. 

Эмульгирующую активность биосурфактан-
тов определяли методом Купера [17]. Смесь 4 мл 
бактериальной суспензии и 3 мл дизельного то-
плива встряхивали на орбитальной качалке при 
200 об/мин с последующим отстаиванием в вер-
тикальном положении в течение 1 ч для разде-
ления водной и углеводородной фаз. Наличие 
или отсутствие эмульсии на границе раздела 

фаз определяли визуально. При наличии эмуль-
сии через 24 ч отстаивания рассчитывали ин-
декс эмульгирования (Е

24
, %) по формуле:

Е
24

 = (V
э
/V) 100 

где V – общий объем среды (7 мл); V
э
 – объем 

плотной эмульсии, образуемой при перемеши-
вании бактериальной суспензии с дизельным 
топливом, мл.

 Способность бактерий к снижению поверх-
ностного натяжения нефти определяли в чаш-
ках Петри диаметром 15 см, в которые помеща-
ли 20 мл дистиллированной воды, затем вноси-
ли 1 мкл сырой нефти. В центр поверхности 
нефти добавляли 100 мкл супернатанта культу-
ры микроорганизма и через 30 с измеряли диа-
метр образовавшейся чистой зоны [18].

Показатель гидрофобности бактериальных 
клеток определяли по методу, описанному в 
работе [19]. 

Для определения клеточно-связанных сур-
фактантов биомассу клеток суспендировали в 
фосфатном буфере (0.1 М, pH 6.75). К 3 мл су-
спензии добавляли 0.5 мл н-гексадекана, встря-
хивали в течение 3 мин и оставляли на 10 мин 
при температуре 37 °С. Затем отбирали нижний 
водный слой и измеряли оптическую плотность 
с помощью спектрофотометра П-5400УФ (ООО 
“ЭКРОСХИМ”, Россия) при длине волны 585 нм 
в кювете шириной 1 см. Содержание клеточ-
но-связанных сурфактантов определяли по 
формуле:
Н = (1 – (D

1
/D

0
)) 100 

где H – количество клеточно-связанных сур-
фактантов, %; D

0
 – исходная оптическая плот-

ность бактериальной суспензии; D
1
 – оптиче-

ская плотность бактериальной суспензии после 
сорбции клеток микроорганизма на н-гексадекан.

Для определения компонентного состава био-
сурфактантов был проведен ряд качествен-
ных реакций согласно [20]. Присутствие белка 
фиксировали реакцией с нингидрином, наличие 
углеводов – реакцией Троммера, липидов – ре-
акцией Гольдмана, крахмала – йодкрахмальной 
реакцией. Пептидные связи обнаруживали с 
помощью биуретовой реакции. Элементный со-
став биосурфактантов, мас. %: C – 70.72, N – 
следы, H – 12.81, зола – 5.4 (Rhodococcus 108); 
C – 76.31, N – 0.94, H – 14.2 (Acinetobacter 114).

Тонкослойную хроматографию (ТСХ) биосур-
фактантов выполняли на пластинах “Силуфол” 
в системе хлороформ/метанол/вода (65 : 15 : 2). 
Проявитель – нафтольный реагент (0.5 г α-наф
тола в 100 мл смеси метанол/вода (1 : 1 по объ-
ему) с последующей обработкой 10 % серной 
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кислотой при нагревании до максимального про-
явления окраски.

ИК спектры биосурфактантов в тонкой плен-
ке соединений в тонком слое регистрировали с 
помощью ИК-Фурье спектрометра Varian 3100 
(Varian Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для эффективного применения биогенных 
ПАВ необходимо изучение их структуры, фи-
зико-химических и физиологических свойств. 
Ранее нами было показано, что Rhodococcus 108 
эмульгирует нефтяную пленку с корней расте-
ния, что обусловлено наличием в культураль-
ной жидкости биосурфактантов [21]. В данной 
работе исследованы три штамма микроорга-
низмов – Rhodococcus 108, Acinetobacter 112, 
Acinetobacter 114. Первичная оценка их способ-
ности выделять ПАВ оценивалась по индексу 
эмульгирования. Выяснилось, что все штаммы 
образуют стойкую эмульсию, но с разной эф-
фективностью. Индекс эмульгирования варьи-
руется от 13 до 73 %. При добавлении на по-
верхность нефти супернатанта формировалась 
чистая зона, диаметр которой зависел от штам-
ма бактерии (табл. 1). Для увеличения количе-
ства синтезируемых биосурфактантов все ми-
кроорганизмы выращивались на питательной 
среде с н-гексадеканом в качестве единственно-
го источника углерода. Количество клеточно-
связанных биосурфактантов было примерно оди-

наково для всех штаммов, тогда как Rhodococcus 
108 образовывал существенно больше внекле-
точных форм (содержание свободных биосур-
фактантов на 1 л питательной среды – 1.523 г), 
что соответствует литературным данным [1, 22].

Проведенные качественные реакции выяви-
ли в составе биосурфактантов углеводные и ли-
пидные компоненты, а также отсутствие пепти-
дов и высокомолекулярных углеводов (табл. 2).

На тонкослойной хроматограмме выделен-
ных из супернатанта экстракцией сурфактантов 
Rhodococcus 108 детектируется одно компактное 
пятно (подвижность R

f
 = 0.78). Это свидетель-

ствует о наличии лишь одного биосурфактанта, 
либо нескольких очень близких по структуре, 
что не позволяет разделить их методом ТСХ. 
Пятна, полученные для Acinetobacter 112 и Aci-
netobacter 114, сливались в одну слабо окрашен-
ную полосу, что не позволило выделить индиви-
дуальные соединения, находящиеся в экстракте.

Для биосурфактантов, продуцируемых Rho-
dococcus 108 и Acinetobacter 114, получены ИК-
спектры в тонкой пленке (рис. 1, 2). Наиболее 
интенсивными в спектрах обоих соединений яв-
ляются полосы поглощения (п. п.) валентных 
колебаний групп CH

2
, наблюдаемые в интервале 

2950–2855 см–1, и деформационных колебаний 
этих групп при 1460 и 722 см–1. В ИК-спектре 
биосурфактанта, продуцируемого штаммом Rho-
dococcus 108 (см. рис. 1), широкая п. п. в интер-
вале 3400–2600 см–1 характеризует колебания 
ассоциированных гидроксильных групп – n(OH). 
Полоса поглощения ассоциированной карбо-

ТАБЛИЦА 1

Показатели способности бактерий-нефтедеструкторов выделять поверхностно-активные вещества

Штамм Диаметр 
образовавшихся 
чистых зон, см

Эмульгирующая 
активность 
жидких культур

Индекс 
эмульгирования, % 

Содержание биосурфактантов

клеточно-
связанных, %

внеклеточных, г/л

Rhodococcus 108 4.0±0.2 ++ 73 37.0 1.523

Acinetobacter 112 3.2±0.4 + 57 31.5 0.177

Acinetobacter 114 1.5±0.2 + 13 31.2 0.166

ТАБЛИЦА 2

Компонентный состав биосурфактантов (качественные реакции)

Качественная 
реакция

Штамм микроорганизма

Rhodococcus 108 Acinetobacter 112 Acinetobacter 114

Нингидриновая – – –

Биуретовая – – –

Иодная – – –

Реакция Троммера + + +

Реакция Гольдмана + + +
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нильной группы n(С=О) наблюдается при 
1652 см–1. Простые эфирные и сложноэфирные 
группы характеризуются п. п. с максимумами в 
интервале 1165–1018 см–1, которые могут быть 
обусловлены наличием фрагментов СH–O–CH 
и СH

2
–O–CH

2
. Колебанию свободной карбониль-

ной группы n(C=O) соответствует слабое плечо 
при 1738 см–1 на высокочастотном крыле п. п. 

при 1652 см–1. Дублетная полоса колебаний 
δ(СН

3
) при 1375 см–1 свидетельствует о возмож-

ном наличии разветвленных групп С(СH
3
)
2
. Сле-

довательно, биосурфактант, продуцируемый 
Rhodococcus 108, обладает сложной структурой, 
включающей длинноцепочечные алифатические 
углеводороды, эфирные, карбонильные и гидрок-
сильные группы. Полученные данные позволяют 

Рис. 1. ИК-спектр биосурфактанта, продуцируемого Rhodococcus 108.

Рис. 2. ИК-спектр биосурфактанта, продуцируемого Acinetobacter 114.
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предположить, что он представляет собой слож-
ный эфир трегалозы и миколовых кислот.

В ИК-спектре биосурфактанта, продуцируе-
мого штаммом Acinetobacter 114 (см. рис. 2), на-
ряду с интенсивными п. п. n(CН

2
), δ(СН

2
) и δ(СН

3
), 

наблюдаются характеризующие его полосы, ана-
логичные наблюдаемым в спектре биосурфак-
танта, продуцируемого Rhodococcus 108, но менее 
интенсивные. Так, слабая широкая п. п. ассоции-
рованных гидроксильных групп n(OH) находится 
в интервале 3500–3200 см–1 и имеет слабо вы-
раженный максимум при 3390 см–1. Колебания 
ассоциированных и свободных карбонильных 
групп n(C=O) характеризуются слабой п. п. 
при 1650 см–1 и плечом на ее крыле при 
1690 см–1 соответственно. Полоса с максиму-
мом при 1078 см–1 обусловлена колебаниями 
эфирного фрагмента. 

Наличие в элементном составе азота (0.94 %) 
позволяет предположить, что биосурфактант 
представляет собой липополисахарид, состоя-
щий из трисахаридной основы (D-галактоза
мин + D-галактозаминуроновая кислота + ди-
оксиаминогексоза), к которой через сложноэ-
фирную и амидную связь присоединены остатки 
жирных кислот (С

10
–С

22
).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выявлено наличие как внеклеточных, так и 
клеточно-связанных биосурфактантов во всех 
исследованных штаммах микроорганизмов Rho-
dococcus 108, Acinetobacter 112, Acinetobacter 
114. Установлено, что в состав биосурфактантов 
входят углеводный и липидный компоненты. 
С помощью методов ТСХ и ИК-спектроскопии 
выявлены группировки, соответствующие длин-
ноцепочечным алифатическим углеводородам, 
эфирным, карбонильным и гидроксильным груп-
пам. На этом основании сделано заключение о 
вероятной структуре выделенных веществ: 
Rhodococcus 108 – трегалолипид, Acinetobacter 
114 – липополисахарид. Полученные результа-
ты позволяют отнести Rhodococcus 108 к про-
дуцентам биосурфактантов, перспективным для 
дальнейшего использования в промышленной 
добыче высоковязких нефтей.

Авторы благодарят к. х. н. Н. Н. Чипанину за цен-
ные консультации.
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РФФИ (грант ¹ 20-016-00114 А).
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