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ВВЕДЕНИЕ 
 

Актуальность. 

Поверхностно-активные вещества, представляющие собой 

амфифильные молекулы, имеющие тенденцию накапливаться на границах 

раздела между жидкими фазами с разной полярностью (например, нефть-

вода или воздух-вода), снижая поверхностное и межфазное напряжение, в 

настоящее время широко используются в сельском хозяйстве, пищевой, 

фармацевтической, текстильной, бумажной, нефтяной промышленности.  

Большинство ПАВ синтезируются химическим путем из 

нефтехимических продуктов, поэтому они лишь частично поддаются 

биологическому разложению, вызывая пагубное воздействие на 

окружающую среду.  

Синтезируемые микроорганизмами поверхностно-активные вещества 

(биосурфактанты)  в настоящее время привлекают все большое внимание из-

за потенциальных преимуществ по сравнению с химическими аналогами, а 

именно: они имеют сходные или лучшие характеристики и оказывают 

меньшее отрицательное воздействие на экосистемы из-за более низкой 

токсичности и биоразлагаемости.  Как следствие, биосурфактанты могут 

заместить синтетические поверхностно-активные вещества во многих 

областях промышленности, включая в производство товаров бытовой химии, 

косметики, пестицидов и многих других.  

Несмотря на повышенный рост спроса на биологические поверхностно-

активные вещества, широкое применение биосурфактантов зависит от 

возможности их производства в крупных масштабах. В  некоторых аспектах 

биоПАВ неконкурентоспособны по сравнению с синтетическими с 

экономической точки зрения, поскольку для их производства требуются 

дорогие субстраты и они обладают относительно низкой 

производительностью, что препятствует их широкому использованию и 

коммерциализации.  
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Вместе с тем в последнее десятилетия существенные усилия были 

направлены на удешевление промышленного синтеза биосурфактантов, а 

также на поиск и изучение свойств новых микроорганизмов - продуцентов 

ПАВ. 

Объектом данного  исследования являлся вновь выделенный из зобика 

медоносной пчелы штамм продуцент сурфактантов  Bacillus altitudinis API-

2019.   

Цель исследований - выявить гены синтеза сурфактантов в геноме 

штамма Bacillus altitudinis API-2019. 

В задачи исследования входило: 

 изучение культурально-морфологические и физиолого-

биохимические характеристик Bacillus altitudinis API – 2019 

 детекция генов сурфактантов методом ПЦР (сурфактина, 

фенгицина, итурина) у Bacillus altitudinis API-2019 

 анализ эмульгирующей способности штамма Bacillus altitudinis  

API – 2019 

 

В работе был использован комплекс классических методов  

микробиологии, в том числе, приготовление питательных сред для 

культивирования штамма, выделения препаратов ДНК, детекции  генов методом  

ПЦР в реальном времени. 

В результате исследования установлено, что в геноме  вновь  

выделенного штамма Bacillus altitudinis API - 2019 присутствуют гены, 

контролирующие синтез сурфактантов, в частности  ген srfAA, кодирующий  

сурфактин, ген  ituD, кодирующий итурин, и кодирующий  фенгицин ген 

fenD. ПЦР анализ также обнаружил отсутствие  в геноме Bacillus altitudinis 

API-2019  гена  sfp, кодирующего  сурфактин и гена  fenB, кодирующенго 

фенгицин.  

Практическое применение результатов исследования. Полученные 

данные позволяют расширить ведения о продуцентах сурфактантов рода 
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Bacillus, открывают возможности применения вновь выделенного штамма в 

научных и промышленных целях. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. БИОСУРФАКТАНТЫ - СВОЙСТВА И ВОЗМОЖНОСТИ 

ПРИМЕНЕНИЯ 

Микробные ПАВ - соединения, продуцирующиеся живыми 

микроорганизмами, которые, концентрируясь на поверхности раздела фаз, 

вызывают снижение поверхностного натяжения. 

Низкомолекулярные вещества, названные биоПАВ или 

биосурфактанты, снижают межфазное поверхностное натяжение [32]. 

Биосурфактанты способны улучшать перенос питательных веществ через 

мембраны, увеличивают биодоступность гидрофобных субстратов за счет 

солюбилизации / десорбции.  

Биосурфактанты как поверхностно-активные вещества, продуцируемые 

микроорганизмами,  имеют широкий спектр применения. Они нашли 

широкое применение  в качестве эмульгаторов для увеличения площади 

поверхности гидрофобных молекул, а также в качестве деэмульгаторов, 

смачивателей, вспенивающих и намазывающих агентов, функциональных 

пищевых ингредиентов и моющих средств. Способность биосурфактантов 

снижать межфазное поверхностное натяжение позволяет им играть важную 

роль в добыче нефти и биоремедиации среды от тяжелой сырой нефти [32].  

1.1.1. Классификация биосурфактантов 

Микробные ПАВ разделены на две основные группы .  

В первую входят низкомолекулярные вещества, названные биоПАВ 

или биосурфактанты. Группа включает молекулы, которые эффективно 

снижают поверхностное и межфазное натяжение. 

Ко второй группе относят высокомолекулярные соединения, 

называемые эмульсанами, или биоэмульгаторами и представленные 

полисахаридами, липополисахаридами, протеинами, липопротеинами и их 

комплексами. Эта  группа объединяет полимеры, которые более эффективны 

для стабилизации эмульсий типа «масло в воде».  

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BE%D0%B2%D0%B5%D1%80%D1%85%D0%BD%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%8C_%D1%80%D0%B0%D0%B7%D0%B4%D0%B5%D0%BB%D0%B0_%D1%84%D0%B0%D0%B7
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BE%D0%B2%D0%B5%D1%80%D1%85%D0%BD%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%8C_%D1%80%D0%B0%D0%B7%D0%B4%D0%B5%D0%BB%D0%B0_%D1%84%D0%B0%D0%B7
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BE%D0%B2%D0%B5%D1%80%D1%85%D0%BD%D0%BE%D1%81%D1%82%D0%BD%D0%BE%D0%B5_%D0%BD%D0%B0%D1%82%D1%8F%D0%B6%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5
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Основные типы сурфактантов, продуцируемых микроорганизмами 

представлены в таблице 1[39]. 

Основные типы сурфактантов и их продуценты 

Табл. 1 

Самое тщательное внимание привлекли к себе сурфактин, итурин, 

фенгицин. Сурфактин проявляет антимикробную активность против 

широкого спектра бактерий и грибов, в то же время он обладает 

противовоспалительной активностью. Итурин и фенгицин могут подавлять 

прорастание микросклероцитов многих грибов, но имеют узкий спектр 

действия в антибактериальном спектре.  

 

1.1.2. Структурно-функциональные особенности сурфактина 

 

Сурфактин, вторичный метаболит, впервые обнаруженный в 

культуральном бульоне Bacillus subtilis в 1968 г., является наиболее 

известным липопептидом с широким спектром антибактериальной 

активности.  

На рисунке 1 показана химическая структура сурфактина, он имеет 

кольцевую пептидную цепь, содержащую семь аминокислот, и цепь β-

гидрокси жирных кислот из 13–16 атомов углерода. Из-за некоторых 
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различий в длине цепи жирных кислот и типах аминокислот сурфактин имеет 

множество изоформ.  

 

 

Рис 1.  Структура сурфактина. Лактонная связь окрашена в голубой цвет [2] 

 

Благодаря своей уникальной структуре сурфактин может не только 

снижать поверхностное натяжение воды с 72 до 27 мН / м, но также обладает 

высокой термической стабильностью и солеустойчивостью.  

Преимуществом сурфактина, вырабатываемого микроорганизмами, 

является то, что белок проявляет биоразлагаемость только в условиях 

экстремальной температуры и рН. Сурфактин продуцируемый B. subtilis 

сохраняет свою антимикробную активность после воздействия высокой 

температуры, изменения pH и обработки желудочными ферментами. 

Примечательно, что сурфактин показывает стабильность при высоких 

температурах доходящих до 80-100°C, что указывает на то, что этот белок 

может иметь потенциальное применение в промышленном производстве. 
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Стабильность сурфактина можно объяснить его формой, которая придает ему 

плотную структуру; тем самым поддерживая баланс биоценоза в ЖКТ [51] 

Биосинтез сурфактина представляет собой сложный процесс, который 

находится под контролем наскольких генетических локусов.  Первыми из 

них были найдены локусы sfp и srfAA, участвующие в производстве 

сурфактина Bacillus subtilis [2] 

Локус sfp при переносе из продуцирующего сурфактин (Srf +) штамма 

ATCC 21332 в сурфактин непродуцирующий штамм JH642 (производное 

стандартного штамма 168 Bacillus subtilis) делал клетки Srf + [2]. Неизвестно, 

выполняет ли продукт sfp регуляторную роль в производстве сурфактина или 

он кодирует фермент, завершающий путь биосинтеза сурфактина. Данные 

исследований Nakano[52] показали, что локус srf присутствует в клетках 

непродуцирующего штамма. Локус srf охватывает более 15 тысяч пар 

нуклеотидов ДНК, что позволяет предположить, что srf содержит гены, 

кодирующие ферменты катализирующие биосинтез сурфактина [54] 

 Это согласуется с наблюдением, о том, что ферменты, которые 

катализируют синтез пептидных антибиотиков тирокидина и грамицидина, 

имеют очень высокую молекулярную массу и гены, которые их кодируют, 

сгруппированы в большие опероны [55] 

 

Сурфактин синтезируется большими многофункциональными NRPS 

(нерибосомная пептидная синтетаза), которые содержат три модуля, SrfAA, 

SrfAB и SrfAC, которые составляют линейный массив из семи модулей (по 

одному модулю на остаток), каждый из которых отвечает за добавление 

одной аминокислоты [53]
 

Как видно на рисунке 2, каждый модуль содержит как минимум три 

каталитических домена: домен аденилирования (A), домен образования 

пептидных связей (В) и домен эпимеризации (E). Домен аденилирования (A)  

отвечает  за выбор и активацию субстрата, небольшой белок-носитель 

пептидил (PCP), который несет аминоацил-аденилатный субстрат в виде 



10 
 

связанного с ферментом тиоэфира и конденсации, домен (В) отвечает за 

образование пептидных связей между интермедиатами ацил-S-PCP. Домены 

эпимеризации (E) осуществляют стереохимическое преобразование с 

образованием d-изомера некоторых из включенных остатков. 

Дополнительная тиоэстераза (ТЕ) модуля терминации катализирует 

высвобождение продукта путем гидролиза или макроциклизации с 

образованием циклических или циклически разветвленных молекул. 

 

Рис 2.  Схема функционирования комплекса сурфактинсинтетазы для 

биосинтеза циклического сурфактина. Комплекс сурфактинсинтетазы 

состоит из трехмодульных субъединиц SrfA, трехмодульных SrfB, 

мономодульных субъединиц SrfC и SrfD, которые используются для синтеза 

семи аминокислот сурфактина. Пептидная цепь удлиняется слева направо до 

тех пор, пока линейный продукт не будет циклизован ТЕ-доменом [59] 

 

Процесс синтеза сурфактина можно разделить на три части: 

инициирование синтеза, удлинение пептидной цепи и циклизация пептидной 

цепи. Первый модуль (C-AGlu-PCP) сурфактинсинтетазы SrfAA отвечает за 

реакцию липоинициации. Донорный сайт стартового С-домена имеет очень 
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четкую специфичность в отношении длины цепи его субстрата 3-

гидроксижирной кислоты [4] 

В дополнение к его роли в биосинтезе сурфактина, экспрессия гена 

srfA также коррелирует с развитием генетической компетентности B. subtilis 

в ответ на экзогенное поглощение ДНК в культурах стационарной фазы 

выращенных глюкозой клеток [60]. Примером является то, что пищевой 

стресс во время поздней экспоненциальной фазы может стимулировать 

глобальные регуляторные механизмы, ComP-ComA и Spo0A-AbrB, тем 

самым индуцируя экспрессию srfA [61] Помимо этого, ген comS, который 

расположен внутри или вне каркаса гена srfA, также участвует в развитии 

компетентности Bacillus subtilis [61]. 

Cинтез сурфактина инициируется под действием сигнальных молекул, 

что показано на рисунке 3. Основным регулятором является продукт гена 

comX [16] 

ComX представляет собой модифицированный пептид из 10 

аминокислот[16], используемый Bacillus subtilis для регуляции экспрессии 

генов в ответ на увеличение количества плотности клеток - это явление 

называется Quorum Sensing или ―чувство кворума‖ и вызывает индукцию 

кворум-чувствительных генов (srfA). За выработку продукта ComX отвечают 

два регуляторных гена comX и comQ [16] 

Мембранный рецептор ComP связывает ComX в высокой 

концентрации, аутофосфорилирует и активирует ComA [16]. 

 Впоследствии фосфорилированный ComA (ComA-P) активирует 

транскрипцию оперона srfA после связывания с промоторной областью [17]. 
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[16] 

Рис. Синтез ComX. Синтез ComX требует экспрессии 55 аминокислотного 

предшественника (кодируемого геном comX), с заменой в положении 53 на 

триптофан. Последние 10 аминокислот, которые составляют пептидную 

основу ComX, помечены в последовательности. comP и comA кодируют 

двухкомпонентную систему, необходимую для рецепции ComX [17]. 

   

Роль сурфактина во внеклеточных взаимодействиях заключается ещѐ и 

в активации синтеза внеклеточного матрикса [18]. 

Сурфактин косвенно активирует мембранную гистидинкиназу KinC, 

что показано на рисунке 4. KinC фосфорилирует главный регулятор Spo0A, в 

конечном итоге приводя к продукции внеклеточного матрикса или 

биопленки через путь SinI-SinR[19]. Большинство клеток в популяции, по-

видимому, способны продуцировать ComX, только небольшая часть клеток 

реагирует на сигнал, становясь продуцентами сурфактина [18]. 

Удивительно, но сами производители сурфактина не становятся 

продуцентами матрикса. Скорее, на сурфактин реагирует другая 

субпопуляция. Эти продуцирующие матрикс клетки становятся 

невосприимчивыми к сигналу ComX и, таким образом, сами не становятся 

продуцентами сурфактина. Резистентность к ComX обусловлена наличием 

самого внеклеточного матрикса[20]. 
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Таким образом, сурфактин представляет собой паракринную 

сигнальную молекулу, которая запускает выработку матрикса другими 

клетками, не позволяя этим клеткам продуцировать сурфактин[20]. 

 

Рис. Передача сигналов участвует в формировании внеклеточного 

матрикса. (A) Схема потока сигнального каскада, который приводит к 

продукции внеклеточного матрикса биопленки у B. subtilis. Сигнальная 

молекула ComX необходима для производства сурфактина. Сурфактин, в 

свою очередь, запускает производство внеклеточного матрикса. Показаны 

структуры сигнальных молекул. (B) Схематическое изображение 

соответствующих путей передачи сигнала, ведущих к продукции сурфактина 

(слева) и внеклеточного матрикса (справа). (Слева) Сигнальная молекула 

ComX, воспринимающая кворум, запускает выработку сурфактина путем 

фосфорилирования главного регулятора ComA через активацию мембранной 

киназы ComP. (Справа) молекула сурфактина, воспринимающая кворум, 

индуцирует фосфорилирование Spo0A через активацию мембранной киназы 

KinC. Spo0A индуцирует экспрессию SinI, который противодействует 

репрессору SinR и вызывает дерепрессию генов, участвующих в синтезе 

матрикса [20]. 
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Секреция сурфактина Bacillus subtilis уменьшает поверхностное 

натяжение окружающей жидкости, облегчая движение жгутиковых и не 

жгутиковых бактерий при передвижении по питательной среде Это 

указывает на то, что поверхностная подвижность B. subtilis больше зависит 

от выработки сурфактина, чем от наличия жгутиков. Рост биопленки 

подавлялся после удаления или изменения гена, ответственного за 

экспрессию сурфактина [20]. 

1.1.3. Структурно-функциональные особенности итурина 

 

Итурины являются важным классом липопептидов, которые широко 

изучены на предмет их антибиотической активности и производятся Bacillus 

subtilis [5] 

Итурины были впервые описаны как антибиотики, продуцируемый B. 

subtilis в 1950 году и названный в честь региона Итури в Конго, где был 

выделен штамм[6]. Позже сообщалось, что химическая структура итурина А 

представляет собой циклический гептапептид с алкильной цепью[7]. Было 

показано, что механизм действия этих липопептидов заключается в 

образовании пор в клеточных мембранах[8]. Все они обладают сильной 

противогрибковой активностью и являются известными активными 

ингредиентами во многих продуктах биологической борьбы, нацеленных на 

грибковые патогены растений[10]. В дополнение к их противогрибковой 

активности, они, как было показано, вызывают у растений защитные 

реакции[11]. 

Существуют липопетиды по структуре близкородственные итуринам: 

микозубтилин, бацилломицин L, бацилломицин D, бацилломицин F и 

мохавенсин[13]. 

Наряду с итурином эти соединения образуют мультигенное семейство 

итуриновых липопептидов. Отличительной особенностью этого семейства 

является то, что первые три аминокислоты циклического гептапептида 
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являются общими для членов, тогда как остальные четыре аминокислоты 

являются вариабельными 

В последних исследованиях Kenji Tsuge[14] был изучен оперон 

синтетазы итурина A RB14, а также определена его последовательность.  

Оперон iturin A охватывает область длиной более 38 тысяч пар 

нуклеотидов. и состоит из четырех открытых рамок считывания, ituD, ituA, 

ituB и ituC. Ген ituD кодирует предполагаемую трансацилазу малонил-

кофермента А, нарушение которой приводит к специфическому дефициту 

продукции итурина А, и которая связана с синтезом жирных кислот. Второй 

ген, ituA, кодирует белок массой 449 кДа, который имеет три 

функциональных модуля, гомологичных синтетазе жирных кислот, 

трансферазе аминокислот и пептид синтетазе. Третий ген, ituB, и четвертый 

ген, ituC, кодируют пептидные синтетазы массой 609 и 297 кДа, содержащие 

четыре и два аминокислотных модуля соответственно. Кроме того, на С-

конце ituC расположен TE-домен, который отвечает за циклизацию и 

высвобождение липогептапептидного промежуточного продукта[21,14] 

Биосинтез липопептидов антибиотиков у штаммов Bacillus 

регулируется сложной метаболической системой[21]. Биосинтез итурина у 

штаммов Bacillus регулируется специфическими плейотропными 

регуляторами аналогично, как и биосинтез сурфактина. Было исследовано, 

что три плейотропных регулятора (DegU, DegQ и ComA), и два сигма-

фактора (σB и σH) положительно регулируют активацию транскрипции 

промотора bmy, способствуя синтезу бацилломицина D - аналога 

итурина[25]. Было также подтверждено, что мембранный белок YczE и 4'-

фосфопантетеинилтрансфераза Sfp оказывают свое влияние на синтез 

бацилломицина D посттранскрипционным образо[26]. Недавнее 

исследование показало, что уровень экспрессии AbrB и PhrC снижался с 

увеличением продукции бацилломицина[27]. 

Также было проведено исследование противогрибковых свойства 

штамм Bacillus altitudinis ZJ 186[15]. Фильтрат из культурального бульона 
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штамма ZJ 186 показал сильное ингибирование роста против всех 

испытанных штаммов грибов Мagnaporthe Oryzae являющихся 

возбудителями пирикуляриоза риса. Подавление роста грибов было связано с 

присутствием итурина в ферментном бульоне [15]. 

К настоящему времени описано несколько штаммов, продуцирующих 

итурин А, включая Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 

licheniformis, Bacillus thuringiensis и Bacillus methyltrophicus[22][23][24]. 

 

1.1.4. Структурно-функциональные особенности фенгицина 

 

Фенгицин, циклический липопептид, продуцируемый штаммом 

Bacillus subtilis, содержащий β-гидроксижирную кислоту с длиной боковой 

цепи 16-19 атомов углерода[56]. 

Фенгицин, как и итурин, проявляет сильную противогрибковую 

активность, особенно в отношении нитчатых грибов, включая Botrytis 

cinerea, Mycosphaerell pinodes и Fusarium moniliforme[35]. Противогрибковая 

действие фенгицина дополнительно повышается в присутствии других 

липопептидов-сурфактина и итурина. Однако фенгицин совершенно 

неэффективен против бактерий [35]. Фенгицин взаимодействует с грибами, 

вызывая различные морфологические изменения, в том числе скручивание 

и/или разрыв гифы. Последнее потенциально объясняет эффективность 

фенгицина против нитчатых грибов, поскольку гифы являются основным 

способом их вегетативного размножения. Кроме того, фенгицин может 

образовывать комплексы со стероидами, которые являются важной 

органической молекулой, жизненно важной для структуры и функции 

клеточных мембран [35]. Также имеет гемолитическую активность в 40 раз 

ниже, чем сурфактин [35]. Компоненты фенгицина представляют собой 

липопептиды.  

Фенгицин, липопептидный антибиотик, синтезируется 

мультикомплексной нерибосомной-пептид-синтетазой - NRPS, состоящией 
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из 5 синтетаз: FenC, FenD, FenE, FenA и FenB[57]. Мультикомплекс 

кодируется фрагментом ДНК длиной 37 тысяч пар нуклеотидов. Эти 

синтетазы фенгицина сцепляются с образованием цепи, которая скручивается 

в структуру 14,5 нм. Структура фенгицина представлена на рисунке 6. В этой 

цепи фенгицин-синтетазы связаны в порядке FenC-FenD-FenE-FenA-FenB 

посредством взаимодействий между C-концевой областью вышестоящего 

фермента и N-концевой областью его нижележащего партнерского фермента 

[30]. FenB фермент отвечает за аденилирование изолейцина и за связывание 

аминокислоты с ее кофактором, 4'-фосфопантетеином, что свидетелсьсвтует 

о том, что FenB участвует в активации последней аминокислоты пептида 

фенгицина. FenE1 активирует L-глу, а FenE2 активирует L-ала, L-вал и L-

аминомасляную кислоту, что указывает на то, что FenE активирует пятую и 

шестую аминокислоты в фенгицине[29]. Ген FenD кодирует фермент, 

который включает два модуля, активирующих аминокислоты, FenD1 и 

FenD2, которые активируют L-тироксин и L-треонин и соответственно 

третью и четвертую аминокислоты в фенгицине[30]. FenC белок содержит 

два модуля активации аминокислот, FenC1 и FenC2, которые активируют L-

глутаминовую кислоту и L-орнитин соответственно, а его матричная ДНК 

является инициирующим кодоном трансляции[31]. 
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Рис 6.  Первичная циклическая структура фенгицина А. Структура, 

содержащая пептидную цепь из десяти аминокислот и цепь β-гидрокси 

жирной кислоты, которая может варьироваться в зависимости от изомера 

фенгицина от C-14 до C-17 атомов углерода. В структуре аминокислот шесть 

L-аминокислот (Glu, Glu, Pro, Gln, Tyr и Ile) и четыре D-аминокислоты (Tyr, 

Orn и Thr, Ala). 

 

Генетические исследования позволили, предложить ряд праймеров для 

ПЦР скрининга сурфактина, итурина, фенгицина[28]. 
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Таблица   1 

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ПРАЙМЕРОВ 

 Ген Последовательность праймеров 
Размер 

(bp) 

Темп. 

Отжига 

(
о
С) 

Surfactin 

sfp 
F-5’ATGAAGATTTACGGAATTTA 3’ 

R-5’TTATAAAAGCTCTTCGTACG 3’ 
675 50  

srfAA 
F-5’TCGGGACAGGAAGACATCAT 3’ 

R-5’CCACTCAAACGGATAATCCTGA 3’ 
201 60 

Fengycin 

fenB 
F-5’CCTGGAGAAAGAATATACCGTACCY 3’ 

R-5’GCTGGTTCAGTT KGATCACAT 3’ 
670 57 

fenD 
F-5’GGCCCGTTCTCTAAATCCAT 3’ 

F-5’GTCATGCTGACGAGAGCAAA 3’ 
269 60 

Iturin A ituD 
F-5’ TTGAAYGTCAGYGCSCCTTT 3’ 

R-5’ TGCGMAAATAATGGSGTCGT 3’ 
482 57 

 

1.2. Перспективы использования биосурфактантов.  

 

В последние годы благодаря своим уникальным свойствам, таким как 

специфичность, низкая токсичность и относительная простота получения, эти 

поверхностно-активные биомолекулы привлекли широкий интерес. 

Биосурфактанты как поверхностно-активные вещества, продуцируемые 

микроорганизмами,  имеют широкий спектр применения. Благодаря своим 

уникальным функциональным свойствам биосурфактанты используются в 

нескольких отраслях промышленности, включая фармацевтическую, 

пищевую, химическую, нефтяную и горнодобывающую отрасли, 

металлургию.  

1.2.1. Биосурфактанты в медицине.  Потенциально новый подход к 

COVID-19. 

 

Биосурфактанты используются в медицине благодаря их 

бактерицидной, вирулицидной и фунгицидной активности, которая, среди 

прочего, измеряется с точки зрения минимальной ингибирующей 
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концентрации (МИК) и минимальной бактерицидной концентрации (МБК). 

Софоролипиды из Candida bombicola подавляли рост бактерий Escherichia 

coli ATCC 8739 и Pseudomonas aeruginosa ATCC, а также Staphylococcus 

aureus ATCC 6358 и Bacillus subtilis ATCC 6633. Биосурфактант, 

продуцируемый Pediococcus dextrinicus SHU1593, показал 

антибактериальную активность против Enterobacter aerogenes и Escherichia 

coli в концентрации 25 мг / мл. Эти биомолекулы проявляют аналогичную 

или лучшую антимикробную активность по сравнению с синтетическими 

антибиотиками, возможно, из-за их самоассоциации и образования пор в 

структуре клеточной мембраны. Например, биосурфактант (гликолипид) из 

Streptomyces sp. MAB36 проявлял аналогичную противогрибковую 

активность против Aspergillus niger и Candida albicans по сравнению с 

синтетическим нистатином.  

В другом исследовании было обнаружено, что обычный антибиотик, 

хлорамфеникол, менее эффективен против Escherichia coli и Staphylococcus 

epidermidis по сравнению с биосурфактантом, продуцируемым Nocardiopsis 

dassonvillei MAD08 [44]. 

 Кроме того, некоторые биоповерхностно-активные соединения 

обладали значительной антиадгезивной и антибиотикопленочной 

активностью. Изучена антибиотикопленочная активность биосурфактанта 

гликолипида, продуцируемого Brevibacterium casei MSA19 [42]. 

Биосурфактант удалял предварительно сформированные биопленки всех 

протестированных штаммов патогенных микробов при применении в 

концентрации 30 мкг / мл. Точно так же биосурфактант лунасан, 

продуцируемый Candida sphaerica, использовали в качестве антиадгезивного 

агента в концентрации 10 мг / мл для предотвращения образования 

биопленок Pseudomons aeruginosa и Streptococcus sp. Было зарегистрировано 

примерно 80–92% ингибирования роста [43], тогда как биосурфактант 

руфизан проявлял антиадгезионную активность против большинства 

протестированных микроорганизмов, включая Streptococcus sanguis, 
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Streptococcus agalactiae, Streptococcus oralis J22, Streptococcus mutans, 

Streptococcus mutans. 

 Биосурфактанты были выделены как потенциальные противораковые 

агенты, мешающие процессам развития рака. Эти метаболиты участвуют в 

нескольких этапах клеточного развития. Например, сурфактин обычно 

используется в качестве потенциального противоракового средства против 

многих линий раковых клеток. Было обнаружено, что итурин A, 

продуцируемый Bacillus megaterium, значительно снижает пролиферацию и 

ингибирует сигнальные молекулы гена Akt, что приводит к индукции 

апоптоза в клетках рака молочной железы [45]. Кроме того, липопептид 

сомоцистинамид А, секретируемый Lyngbya majuscula, продемонстрировал 

заметную цитотоксичность в отношении клеток рака легких, груди и 

простаты [46]. 

Наблюдалось, что сурфактин BS из Bacillus subtilis подавляет 

индуцированные липополисахаридом сигнальные пути, нарушает функцию 

макрофагов и экспрессию IL-12, снижает экспрессию белка TLR-4 с 

усилением противовоспалительного эффекта и подавлением ―цитокинового 

шторма‖ [40]. Сурфактин из Staphylococcus aureus значительно снижал 

количество провоспалительных цитокинов, блокировал индуцированный 

липотейхоевой кислотой сигнальный путь, увеличивал фосфорилирование 

STAT-3 и блокировал экспрессию гемоксигеназы-1 (HO-1). Установлено, что 

сурфактин обладает противовоспалительным и нейропротективным 

действием [41]. Природа биосурфактантов, существующих в виде мицелл, 

может быть эффективной системой доставки лекарств при лечении инфекции 

SARS-CoV-2. Кроме того, биосурфактанты не влияет на репликацию вируса, 

но могут инактивировать вирусные эффекты до адсорбции или 

проникновения.  
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1.2.2. Применение биосурфактантов для решения экологических 

проблем 

 

Специфика и доступность сырья также сделали биосурфакткнты 

наиболее предпочтительными поверхностно-активными веществами [33] в 

комплексе методов очистки вод, грунтов и атмосферы с использованием 

метаболического потенциала биологических объектов — растений, грибов, 

насекомых, червей и других организмов, получившем название 

биоремедиация.  

Биоремедиация в целом направлена на обеспечение рентабельных, 

специфичных для загрязняющих веществ обработок для снижения 

концентрации отдельных или смешанных загрязнителей окружающей среды. 

Биосурфактанты могут использоваться для очистки окружающей среды 

путем регулирования биодеградации и детоксикации загрязнителей 

промышленных стоков, а также для биоремедиации загрязненной почвы.  

Присутствие в морской воде микроорганизмов, разлагающих 

углеводороды, делает биодеградацию одним из наиболее эффективных 

методов удаления загрязняющих веществ [34].  

Несколько аварийных разливов нефти в прошлые годы привели к 

значительному загрязнению океанов и прибрежной среды. Разлив нефти в 

Мексиканском заливе 20 апреля 2010 года - приблизительно 672 000 тонн 

достигли моря. Помимо этого случайного разлива, преднамеренные выбросы 

нефти также вызвали значительное загрязнение. Такие инциденты 

активизировали попытки разработать различные химические вещества, 

процедуры и методы борьбы с нефтяным загрязнением как в море, так и на 

береговой линии. Биосурфактанты были применены к частям разлива нефти 

Exxon Valdez. Способность биосурфактантов эмульгировать смеси 

углеводородов с водой усиливает разложение углеводородов в окружающей 

среде.  
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Нефтяное загрязнение является одним из ведущих факторов 

антропогенного воздействия на водные экосистемы. Ежегодно в Мировой 

океан попадает по разным оценкам от 0,5 до 11 млн. т нефти и 

нефтепродуктов.  Нефть, попадая в водный объект, достаточно быстро (часы 

и сутки) распределяется на агрегатные фракции (формы нахождения), одной 

из которых является пленка. Она тонким слоем локализуются на 

поверхности, приводя к нарушению газо-, энерго-, тепло и влагообмена 

между атмосферой и гидросферой[36]. Это не только негативно сказывается 

на физических, химических и гидробиологических условиях водной среды и 

жизнедеятельности ее обитателей, но и способно серьезно повлиять на 

климат и кислородный баланс в атмосфере Земли, а значит, ухудшить 

экологическую обстановку на планете в целом и жизнь человека в частности.  

Самоочищение поверхностных вод от нефтяного загрязнения протекает 

под действием физических, химических и биологических факторов. Однако 

за счет первых двух происходят лишь частичные изменения в составе нефти 

и нефтепродуктов без полной деструкции. Ведущее место в процессе 

самоочищения водоемов принадлежит биологическим факторам, среди 

которых решающую роль играют нефтеокисляющие микроорганизмы. 

Благодаря их деятельности нефть трансформируется до простых соединений, 

происходит накопление нового органического вещества и дальнейшее 

включение его в круговорот углерода в водоемах. На этом основан метод 

биологической очистки с применением препаратов, содержащих УОМ[36]  

Перспективным направлением очистки водных поверхностей и 

промышленных сточных вод от нефти и нефтепродуктов является 

использование биосорбентов, т.е. носителей с иммобилизованными на его 

поверхности микроорганизмами. Носитель защищает клетки от прямого 

воздействия токсичных веществ и неблагоприятных внешних факторов 

(температура, кислотность, концентрация электролитов), что позволяет 

иммобилизованным УОМ в течение длительного времени сохранять 

жизнеспособность и метаболическую активность[37]. Кроме того, благодаря 
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иммобилизации собирается значительное количество биомассы и 

предотвращается ее вынос при поступлении большого объемы воды в 

очистные сооружения. Актуальным является разработка биосорбентов, 

обладающих способностью к повышенной концентрации растворенных и 

эмульгированных углеводородов в твердой фазе. Дальнейшая деструкция 

локализованных загрязнителей нефтеокисляющей микробиотой, 

иммобилизованной на носителе, обеспечивает эффект саморегенерации 

сорбента. 

1.2.3. Промышленное применение биосурфактантов для 

увеличения добычи нефти 

 

Биосурфактанты имеют высокий потенциал в области 

микробиологического повышения нефтеотдачи  (МПН). Были разработаны 

методы повышения нефтеотдачи пластов для извлечения нефти, оставшейся 

в пластах после первичных и вторичных процедур добычи. Нефть как 

невозобновляемый ресурс будет постепенно уменьшаться по мере ее 

непрерывной разведки. Для разведки нефтяных месторождений на 

месторождениях нефти обычно используются три метода: первичный (5–

10%), вторичный (30–40%) и третичный, который также называется 

повышенной нефтеотдачей (EOR)[39]. После первичной и вторичной 

разведки примерно 50% нефти остается под землей и эта технология 

третичного восстановления использует микроорганизмы и/или их 

метаболиты для извлечения остаточной нефти. При МПН стимулируется 

рост микроорганизмов в резервуарах для производства полимеров и 

поверхностно-активных веществ, которые снижают поверхностное 

натяжение на границе нефть-порода. В результате чего уменьшаются 

капилярные силы, препятствующие продвижению нефти через поры породы.  

1.3. Производство микробных сурфактантов 

Микробные поверхностно-активные вещества продуцируются 

внеклеточно в водной среде или внутриклеточно в присутствии 
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водорастворимых или водонерастворимых субстратов посредством de novo. 

Производство этих биомолекул зависит от соответствующего выбора 

микробных штаммов, типа субстрата и технологии ферментации. 

Параметры биопроцесса, включая источники углерода и азота, 

температуру, pH, ионы металлов, скорость перемешивания и т.д., влияли на 

рост микроорганизмов для производства поверхностно-активных веществ. 

Взаимодействие этих параметров друг с другом влияет на кинетику 

продукции.  

Источники углерода включаемые в среду подразделяются на 

водорастворимые (например, глюкоза, сахароза, глицерин) и нерастворимые 

в воде (кокосовое масло, растительные масла) и влияют на состав биоПАВ. 

Однако среди источников углерода глюкоза для микроорганизмов является 

первостепенной. Было доказано что синтез биосурфактанта Pseudomonas 

aeruginosa MTCC 7815 при культивировании на средах содержащих глюкозу, 

глицерин, фруктозу и крахмал, был максимальным на среде с глюкозой[46]. 

Govindammal и Parthasarathi [48] исследовали влияние глюкозы, 

субстратов на нефтяной основе, отработанного обжаренного растительного 

масла и кокосового жмыха на производство биосурфактанта у Pseudomonas 

fluorescence MFS03, выделенной из почвы мангровых лесов. Сообщалось, что 

растительное и кокосовое масла являются многообещающими субстратами 

для производства биосурфактантов. Зарегистрированные результаты 

показали 10–12-кратное увеличение выхода рамнолипида при использовании 

растительного масла вместо глюкозы в качестве единственного источника 

углерода. В результате было предложено использовать растительное масло в 

качестве недорогого субстрата для производства биосурфактантов . 

Растительное масло представляет собой один из первых субстратов, 

обеспечивающих высокий выход биосурфактантов[49]. 

Из источников азота использовались NaNO3, (NH4) 2SO4 и CH4N2O. 

Нитрат натрия был самым эффективным по сравнению с другими 

источниками по результатам производства рамнолипидов до 3,16 г/л.  Кроме 
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того, добавление аминокислот (таких как аспарагиновая кислота, аспарагин, 

глицин и глутаминовая кислота) в питательную среду усиливает 

производство биоповерхностно-активного вещества микробами. Это заметно 

в двукратном и четырехкратном увеличении выхода лихенизина A, 

вызываемого Bacillus licheniformis BAS50, после добавления L-глутаминовой 

кислоты и L-аспарагина, соответственно, в питательную среду[50]. 

В недавних исследованиях было обнаружено, что Bacillus subtilis HH2 

показывает лучший рост в глюкозной среде, сопровождающийся низкой 

экспрессией сурфактина. И наоборот, при повышенной концентрации 

целлюлозы (0,33% целлюлозы и 0,67% глюкозы) экспрессия сурфактина 

увеличивалась. Предыдущие исследования показали, что рост колоний в 

условиях стресса, например, в присутствии клетчатки, высокой температуры 

и повышенной соли, может привести к селективной активации некоторых 

генов, которые вызывают синтез сурфактина. К защитным эффектам относят 

секрецию антибиотиков и иных химических веществ угнетающих микробы 

конкуренты. В целлюлозной среде Bacillus subtilis HH2 может увеличить 

экспрессию сурфактина для ингибирования других бактерий и уменьшения 

конкуренции[51]. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Объект исследования   

Объектом исследования  являлся штамм  Bacillus altitudinis API -2019, 

выделенный из зобика медоносной пчелы Apis mellifera mellifera L. Bacillus 

altitudins - относится к роду Bacillus, является грамположительной, 

мезофильной, галофильной, подвижной, аэробной, палочковидной формы 

бактерией. Культуральные свойства: размеры колоний варьируют от 2 до 5 

мм, круглой формы, белого цвета, блестящая, непрозрачная, с гладким краем, 

гладкой и выпуклой поверхностью. Рост по штриху сплошной с волнистым 

краем, практически не расплывающийся. Границы роста расположены в 

пределах от 10
O
C до 45

О
С. Растут на питательном агаре. Устойчивы в 2% 

NaCl, а также в пределах pH[5] – pH[8] 

2.2. Приготовление питательных сред для культивирования 

штамма  Bacillus altitudinis. 

Для выделения чистой культуры B. altitudinis использовали жидкую 

тиогликолевую среду и кровяной агар.  

Состав (г/л) тиогликолевой среды: гидролизат казеина – 15,00; 

дрожжевой экстракт – 5,00; глюкоза – 5,50; NaCl – 2,50; L-цистин – 0,50; 

натрия тиогликолят – 0,50; резазурин – 0,001; агар-агар – 0,75. 

Состав кровяного агара (г/л): настой говяжьего сердца – 500,00; 

триптоза – 10,00; NaCl – 5,00; агар-агар – 15,00. Приготовление в 1000 мл 

дистиллированной воды размешали 40,0 г порошка. Прокипятили до 

растворения частиц, при 121 °C автоклавировали в течение 15 мин. После 

того как остудили до 50 °C добавили до 5% дефибринированную кровь. 

Перемешали и разлили в чашки Петри. 

Методы посева бактерий   

При посеве культуры бактериологической петлѐй методом 

истощающего штриха накопительную культуру отбирают петлѐй. Затем на 

поверхности плотной среды делают штрихи по площади первого сектора 

чашки Петри, далее второго, третьего и т.д. Перед каждым новым штрихом 
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бактериальную петлю стерилизуют в пламени горелки (Нетрусов и др., 2005). 

Чашки помещают в термостат и через определенное время проводят 

визуальный анализ посевов (Нетрусов и др., 2005).  

Для оживления штамма во флакон добавляют жидкую тиогликолевую 

среду и инкубируют 24 ч. в термостате при 37 °C. Далее проводят 

визуальный анализ посевов (Рис.1). 

Посевы газоном производили на плотную питательную среду в чашке 

Петри по методу Дригальского. Приоткрыв крышку, вносили посевной 

материал на поверхность питательной среды, тщательно втирали посевной 

материал круговыми движениями в пламени горелки (Нетрусов и др., 2005).  

2.3. Рост штамма Bacillus altitudinis в жидкой среде 

Для получения биомассы штамма Bacillus altitudinis засевали в колбы, в 

которые внесли  по 10 мл среды LB. Посевы инкубировали в 

термостатированном шейкере 18-20 часов. После инкубирования из каждой 

колбы взяли по 1000 мкл, для выделения ДНК. Культуральную жидкость 

использовали для изучения эмульгирующей активности. 

2.4. Выделение препаратов ДНК 

Препараты ДНК выделяли способом, описанным Llop P. 1 мл 

бактериальной суспензии центрифугировали при 10000 об/мин в течение 10 

мин. Ресуспендировали осадок в 500 мкл буфера для экстракции (200 мМ 

Tris-HCl, pH 7.5, 250 мМ NaCl, 25 мМ EDTA, 0,5% SDS, 2% PVP). После 

встряхивания, пробирки центрифугируем в течение 5 мин при 5000 об/мин. В 

новые пробирки переносили 450 мкл, в которые далее добавляли 450 мкл 

изопропанола. Проводили осаждение в течении 1 часа, после этого 

центрифугировали при 13000 об/мин в течение 10 мин. Полученный осадок 

ДНК высушивали и ресуспендировали в 200 мкл дистиллированной воды.  

2.5. Выделение ДНК с помощью Chelex. 

В пробирку внесли 200 мкл Chelex и 50 мкл исследуемого образца. 

Ресуспендировали и инкубировали в термостате 10 мин при температуре 

95°С. После перемешивания на вортексе центрифугтровали при 12 000 
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об/мин в течение 5 мин. Супернатант использовали для дальнейшего анализа 

методом ПЦР.  

2.6. Метод полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

В основе ПЦР лежит естественный для клеток процесс репликации 

(процесс удвоения молекулы ДНК). Полимеразная цепная реакция была 

предложена американским ученым Кэри Мюллисом в 1983-1984 гг. ПЦР 

проводится в реакционной смеси содержащей: анализируемый образец, 

праймеры, Taq-полимеразу, смесь dNTP (дезоксинуклеотидтрифосфат), 

буфер, деионизованную воду.  

Процесс амплификации включает несколько циклов, состоящих из трех 

этапов: 

1. Денатурация – процесс разрушении водородных связей между двумя 

цепями ДНК в результате которого происходит переход ДНК из двухнитевой 

в однонитевую форму. Нагревают дцДНК до 94 – 96 °C на 0,5-2мин. 

2. Отжиг – производится при снижении температуры для того, чтобы 

праймеры присоединились к оцДНК-мишени. Праймеры подбираются к 

определенному участку ДНК по принципу комплементарности. При отжиге 

реакционную смесь охлаждают примерно до 55 °C. Если температура 

подобрана неправильно, то праймеры могут плохо связаться с матрицей, а 

также возможно появление неспецифических продуктов. 

3. Элонгация – достраивание второй цепи ДНК. Taq-полимераза при 72 

°C начинает репликацию второй цепи от 3'-конца праймера с использованием 

dNTP. 

Циклический процесс амплификации повторяется многократно (30 и 

более). Количество реплицированных копий ДНК удваивается на каждом 

цикле. 
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Табл. 2 

Параметры программы амплификации ДНК 

 Температура Время 
Количество 

циклов 

Начальная 

денатурация 
95 °C 3 мин 1 

Денатурация 94 °C 1 мин 

35 Отжиг 
предложенная 

для праймера °C 
30 с 

Элонгация 70 °C 45 с 

Финальное 

удлинение 
70 °C 10 мин 1 

 

ПЦР в реальном времени проводили согласно инструлции 

производителя набора реагентов производителя  СИНТОЛ Смесь для  РТ-

ПЦР. 

Для обнаружения генов сурфактантов у Bacillus altitudinis методом  

ПЦР выбраны праймеры генов сурфактина, фенгицина, и итурина 

Табл. 3 

Праймеры для скрининга сурфактантов методом ПЦР 

 Ген Последовательность праймеров 
Размер 

(bp) 

Темп. 

Отжига 

(
о
С) 

Surfactin 

sfp 
F-5’ATGAAGATTTACGGAATTTA 3’ 

R-5’TTATAAAAGCTCTTCGTACG 3’ 
675 50  

srfAA 
F-5’TCGGGACAGGAAGACATCAT 3’ 

R-5’CCACTCAAACGGATAATCCTGA 3’ 
201 60 

Fengycin 

fenB 
F-5’CCTGGAGAAAGAATATACCGTACCY 3’ 

R-5’GCTGGTTCAGTT KGATCACAT 3’ 
670 57 

fenD 
F-5’GGCCCGTTCTCTAAATCCAT 3’ 

F-5’GTCATGCTGACGAGAGCAAA 3’ 
269 60 

Iturin A ituD 
F-5’ TTGAAYGTCAGYGCSCCTTT 3’ 

R-5’ TGCGMAAATAATGGSGTCGT 3’ 
482 57 
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Ход работы: 

1.Пробирки с растворами dNTP, праймеров, Taq-полимеразы 

расположить для разморозки в штативе. Затем осторожно перемешать на 

вортексе.  

2.Взять необходимое количество стерильных пробирок для ПЦР с 

выгнутой крышкой объемом 0,2 мл, сделать маркировку и расставить их в 

штативе в определенном порядке. 

3.Приготовить смесь для проведения ПЦР (на 1 пробирку): 

реакционная смесь – 10 мкл, mQ – 9 мкл, праймер – по 2 мкл, исследуемый 

образец – 3 мкл (используя для каждой пробирки отдельный наконечник с 

фильтром). 

4.Провести ПЦР в соответствующем режиме. 

5.Провести сравнительный анализ полученных результатов ПЦР.  

2.7. Определение эмульгирующей активности штамма Bacillus 

altitudinis API -2019 

Активность эмульгирования штамма Bacillus altitudinis измеряли по 

методике Rosenberg,а также методом Голденберга и Купера (Rosenberg, 2006; 

Cooper, Goldenberg, 1987). В мерные пробирки  с притертыми пробками 

объемом 25 мл вносили 5 мл гексадекана и 5 мл культуральной жидкости. 

Содержимое пробирок перемешали на вортексе на максимальной скорости в 

течение 2 мин. Спустя 24 ч после проведения эксперимента по формуле 

рассчитывали индекс эмульгирования как отношение объѐма плотной  

эмульсии, которая образуется при перемешивании изучаемого раствора с 

гексадеканом, к общему объѐму раствора, умноженному на 100%: 

E24=Vэ/V*100%, где 

E24 – индекс эмульгирования, %; 

Vэ – объѐм плотной эмульсии, мл; 

V – общий объѐм раствора, мл.  
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ 

ОБСУЖДЕНИЕ 

 

В ряде исследований было показано, что в медовом зобике медоносной 

пчелы Apis mellifera mellifera L.  содержатся бактерии, обладающие спектром 

сурфактантов с антимикробной активностью, направленной  против 

патогенных для пчел и человека микроорганизмов.  

В настоящее время ПЦР - анализ генетических детерминант, 

контролирующих синтез сурфактантов с антибиотическими свойствами 

группы сурфактина, итурина и фенгицина у бактерий неисследованных групп 

пчел, позволяет  не только получить  сведения об особенностях микробиоты  

современной медоносной пчелы, но и создает перспективу их практического 

применения в борьбе с патогенами, в том числе устойчивыми к современным 

антибиотикам.   

На первом этапе работы гены биосинтеза сурфактина, итурина и 

фенгицина в геноме вновь выделенного из медового зобика штамма Bacillus 

altitudinis API-2019 исследовали с помощью ПЦР с использованием  

сравнительного анализа амплификатов  с помощью электрофореграммы.  

На рис. 7 видно, что в ходе исследования были идентифицированы  

целевые амплификаты размером 201 п.н. в случае проведения полимеразной 

цепной реакции с праймерами к гену srfAA, контролирующему синтез 

сурфактина.  
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Рис 7. Электрофореграмма ПЦР – продуктов. Условные обозначения: 

oбразец 1-4, ген srfAA; образец 5-7, fenD; образец 8, контрольный образец; 

образец 9-11, ituD; образец 12-14, fenB; образец 15, ДНК Bacillus altitudinis; 

образец 16, маркер 100+ bp DNA Ladder. 
 

Электрофореграмма, представленная на рис. 8, показывает, что при 

использовании праймеров  гена fenD, контролирующего синтез  фенгицина, 

накапливались  искомые  ПЦР-продукты длиной 269 п.н.   
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Рис 8. Электрофореграмма ПЦР – продукта. Условные обозначения: 

oбразец 1-4, ген srfAA; образец 5-7,  fenB; образец 8-10,  fenD; образец 11-13, 

sfp; образец 14-15,  ituD; образец 16, маркер 100+ bp DNA Ladder 

 

 

Анализ электрофореграммы на рис. 9  позволяет обнаружить 

присутствие синтезированных  с участием праймера к гену  итурина ituD  

фрагментов ДНК  длиной  482 п.н., указывающих на присутствие в пробе 

гена биосинтеза итурина. 
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Рис 9. Электрофореграмма ПЦР – продукта. Условные обозначения : 

oбразец 1-2, ген fenB; образец 3-4, ituА; образец 5-6,  srfAA; образец M, 

маркер 100+ bp DNA Ladder 

 

Полученные данные  ПЦР анализа свидетельствуют в пользу того, что   

в геноме Bacillus altitudinis API-2019 присутствуют гены биосинтеза 

нескольких сурфактантов, а именно,  сурфактина srfAA,  фенгицина  fenD  и   

итурина ituD.  

В ходе дальнейшей работы скрининг генов биосинтеза сурфактина, 

итурина и фенгицина в геноме Bacillus altitudinis API-2019 проводили с 

помощью ПЦР в реальном времени.  

В ходе анализа подъем кривых до 30 цикла при отсутствии их подъема 

у контроля считали за положительный результат.  

При совпадении роста кривой с контрольной пробой и подъѐме кривых 

после 30 цикла результат считался отрицательным.  
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На рис 10 представлены графики накопления амплификатов генов 

биосинтеза сурфактина srfAA и  фенгицина  fenD штамма Bacillus altitudinis 

API-2019. 

 

 

Рис 10. Графики накопления амплификатов генов srfAA и fenD штамма 

Bacillus altitudinis API-2019 . 

Из графиков, представленных на рис. 11, становится понятным  

характер  накопления амплификатов гена ituD  штамма Bacillus altitudinis 

API-2019 в режиме ПЦР в реальном времени . 

 

Рис 11. Графики накопления амплификатов генов ituD  штамма Bacillus 
altitudinis API-2019 в режиме ПЦР в реальном времени 

Графики, представленные на рис. 12 и 13, показывают особенности 

накопления амплификатов с праймерами  генов sfp  (рис 12) и fenB  (рис.13). 
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Рис 12. Графики накопления амплификатов при использовании 

праймеров гена fenB  у штамма Bacillus altitudinis API-2019 в режиме ПЦР в 

реальном времени. 

 

 

Рис 13. Графики накопления амплификатов при использовании 

праймеров гена sfp  у штамма Bacillus altitudinis API-2019 в режиме ПЦР в 

реальном времени. 

Результаты представленные на рис. 12 и 13 предполагают отсутствие 

генов sfp и fenB в геноме штамма Bacillus altitudinis API-2019. 

Данные сравнительного анализа кривых накопления амплификатов 

ПЦР в режиме реального времени указывают на присутствие в геноме вновь 

выделенного штамма Bacillus altitudinis API-2019 генов биосинтеза 

сурфактина  srfAA,  фенгицина  fenD  и  итурина  ituD  при отсутствии генов 

sfp и fenB . 
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Результаты ПЦР - анализа в режиме реального времени хорошо 

согласуются  с результатами ПЦР-анализа, проведенного с применением 

гель-электрофореза.  

Для исследования эмульгирующей способности штамма Bacillus 

altitudinis API – 2019  была использована методика Cooper и Goldenberg 

(1987).  В пробирки вносили гексадекан и культуральную жидкость Bacillus 

altitudinis API - 2019.  Содержимое пробирок перемешивали и анализировали 

спустя 24 ч.  

Результаты сравнения взаимодействия воды с гексадеканом, служащего 

в качестве контроля, и взаимодействия гексадекана с  культуральной 

жидкостью  Bacillus altitudinis API – 2019 приведены на рис. 14. 

 

 

Рис 14. Исследование эмульгирующей способности штамма Bacillus 

altitudinis API – 2019. Условные обозначения:  oбразец 1 – взаимодействие 

воды с гексадеканом (контроль); образец 2 – взаимодействие гексадекана и 

эмульсификатора, присутствующего в культуральной жидкости  Bacillus 
altitudinis API – 2019. 
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Характер расслоения жидкостей, наблюдаемый  в образце 2,  

обнаруживают взаимодействие гексадекана и эмульсификатора, 

присутствующего в культуральной жидкости  Bacillus altitudinis API – 2019. 

Полученные результаты, приведенные на рис. 14, указывают  на 

присутствие эмульсификатора(ов) в культуральной жидкости  Bacillus 

altitudinis API - 2019.  

Исходя из полученных экспериментальных данных следует отметить, 

что полученные в данном исследовании характеристики вновь выделенного 

из зобика медоносной пчелы штамма Bacillus altitudinis API-2019 могут 

определить его практическое значение как продуцента биосурфактантов, а 

именно,  сурфактина,  фенгицина,  и  итурина.   
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ВЫВОДЫ 

 

1. Методом ПЦР установлено, что в геноме штамма Bacillus altitudinis 

API-2019 присутствует ген srfAA, кодирующий синтез сурфактина. 

2. Методом ПЦР в геноме Bacillus altitudinis API-2019 обнаружен ген 

fenD, кодирующий синтез фенгицина. 

3. Методом ПЦР в геноме Bacillus altitudinis API-2019 обнаружен ген 

ituD, кодирующий синтез итурина. 

4. ПЦР анализ показал отсутствие в геноме Bacillus altitudinis API-2019 

гена sfp, кодирующего сурфактин и гена fenB, кодирующего фенгицин. 

5.Экспериментальные данные подтвердили наличие эмульгирующей 

способности штамма Bacillus altitudinis API-2019 
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