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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность.  

Известно, что большинство производимых в настоящее время 

поверхностно-активных веществ (ПАВ), получаемых химическим путем из 

нефти, являются синтетическими тензиоактивными агентами, трудно 

разрушаемыми под действием внешних факторов. В последние годы 

экологические проблемы побудили научное сообщество к поиску новых ПАВ, 

более безопасных для окружающей среды, и в частности, получаемых с 

помощью биологических агентов, известных как биосурфактанты. 

Исследования  биосурфактантов как метаболитов, продуцируемых 

микроорганизмами, растениями и высшими животными начались в 1960-х 

годах. биопар привлекли внимание благодаря таким преимуществам, как 

структурное разнообразие, низкая токсичность, большая биоразлагаемость, 

способность функционировать в широком диапазоне pH, температуры и 

солености, а также большая селективность, более низкая критическая 

концентрация мицеллообразования (ККМ) и производство с использованием 

возобновляемых источников или промышленных отходов.  

В настоящее время рынок биосурфактантов проходит этап своего 

формирования, но уже имеются примеры предприятий, успешно 

производящих биосурфактанты и продукцию с их использованием. Основным 

препятствием для их массового распространения и внедрения остается 

высокая стоимость производства такой продукции и самих биосурфактантов, 

поскольку для производства биоПАВ требуются дорогие субстраты, кроме 

этого, они обладают относительно низкой производительностью, что 

препятствует их коммерциализации.  

Несмотря на большой практический интерес к биоПАВ, обнаруживается 

недостаточно полное исследование их микробных продуцентов. 

Цель настоящего исследования – изучение эмульгирующих свойств 

вновь выделенного штамма Bacillus altitudinis API-2019. 
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В задачи исследования входило: 

• Исследование культурально-морфологических и физиолого-

биохимических характеристик штамма Bacillus altitudinis API-2019; 

• Изучение роста штамма Bacillus altitudinis API-2019 на твердой и 

жидкой среде культивирования; 

• Анализ эмульгирующей способности штамма Bacillus altitudinis 

API-2019; 

• Сравнение эмульгирующей способности штамма Bacillus 

altitudinis API-2019 с эмульгирующей способностью других видов бактерий 

рода Bacillus. 

Для сравнительных исследований свойств штамма Bacillus altitudinis 

API-2019 были привлечены штаммы рода Bacillus из рабочей коллекции 

лаборатории.  

Для работы были выбраны следующие методы: комплекс 

современных методов микробиологических исследований, включающий 

идентификацию микроорганизмов методом масс-спектрометрии с 

использованием технологии времяпролетной матрично-активированной 

лазерной десорбции / ионизации (MALDI-TOF), а также метод определения 

индекса эмульгирования, разработанный Купером и Голденбергом (1987).  

В результате исследования было установлено, что вновь выделенный 

штамм Bacillus altitudinis API-2019 обладает эмульгирующей активностью, 

индекс эмульгирования данного штамма соизмерим с индексом 

эмульгирования других представителей рода Bacillus.  

Практическое применение результатов исследования. Полученные 

данные расширяют сведения о продуцентах сурфактантов рода Bacillus, 

открывают возможности применения вновь выделенного штамма в научных и 

промышленных целях. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Свойства биосурфактантов 

Известно, что микробные ПАВ способны повышать растворимость 

гидрофильных молекул, тем самым снижая как поверхностное, так и 

межфазное натяжение на границе раздела масло / вода. Неполярная часть 

таких соединений часто представляет собой углеводородную цепь, тогда как 

полярная часть может быть ионной (катионной или анионной), неионной или 

амфотерной [16]. 

Большинство производимых в настоящее время ПАВ получают 

химическим путем из нефти. Однако такие синтетические тензиоактивные 

агенты обычно токсичны и трудно разрушаются под действием 

микроорганизмов. В последние годы экологические проблемы побудили 

научное сообщество искать новые ПАВ, более безопасные для окружающей 

среды, в частности получаемые с помощью микробного производства, 

известные как биосурфактанты [123]. 

Исследования по использованием биосурфактантов начались в 1960-х 

годах, и в последние десятилетия использование этих соединений 

расширилось [25, 108]. Биосурфактанты привлекли внимание 

промышленности благодаря таким преимуществам, как структурное 

разнообразие, низкая токсичность, большая биоразлагаемость, способность 

функционировать в широком диапазоне pH, температуры и солености, а также 

большая селективность, более низкая критическая концентрация 

мицеллообразования (ККМ) и производство с использованием 

возобновляемых источников или промышленных отходов [76, 89, 96].  

1.1.1. Классификация биосурфактантов 

Большинство биосурфактантов являются либо анионными, либо 

нейтральными молекулами, тогда как те, которые содержат аминогруппы, 

являются катионными. Гидрофобная часть содержит жирные кислоты с 
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длинной цепью, а гидрофильная часть может быть углеводом, циклическим 

пептидом, аминокислотой, фосфаткарбоновой кислотой или спиртом. 

Молярная масса биосурфактантов обычно колеблется от 500 до 1500 Да. [21].  

Структурное разнообразие и функциональные особенности 

биосурфактантов делают их привлекательным классом соединений, которые 

можно использовать для широкого спектра промышленных, экологических и 

биотехнологических применений. Методы скрининга упрощают поиск 

потенциальных бактерий, продуцирующих биосурфактанты. Для описания 

свойств биосурфактантов доступны различные подходы к методам 

исследования и анализу.  

Биосурфактанты классифицируются в основном на основе их 

химического состава и источника образования. На основании учета 

молекулярной массы была также предложена другая классификация с двумя 

основными классами [132]. Гликолипиды и липопептиды сходят в группу 

низкомолекулярных биосурфактантов, тогда как липопротеины, 

липополисахариды и амфипатические полисахариды составляют группу  с 

высокой молекулярной массой. Низкомолекулярные биосурфактанты 

снижают поверхностное и межфазное натяжение, в то время как другие 

высокоэффективны для стабилизации эмульсий [97]. Другие классы 

биосурфактантов включают в себя фосфолипиды, полимерные ПАВ и ПАВ в 

виде частиц [36]. 

Подробный перечень классификации приведен на рисунке 1 [33]. 
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Рисунок 1. Список основных типов сурфактантов и их продуцентов 

 

Обладая широкой доступностью для производства биосурфактанты, по 

сравнению с химически синтезированными аналогами стали подходящими 

веществами для коммерческого применения.  

Микробные ПАВ идентифицируют по их поверхностному движению, 

устойчивости к рН, температуре и ионному качеству, биоразлагаемости, 

низкой ядовитости, эмульгирующей и деэмульгирующей способности и 

противомикробному действию [1, 27]. 

Для биосурфактантов эффективность и результативность являются 

важными характеристиками. Эффективность измеряется в виде ККМ, то есть 

показателя концентрации ПАВ в растворе, при которой образуются 

устойчивые мицеллы, тогда как эффективность связана с поверхностным и 

межфазным натяжением [9, 18]. 

Большая часть биосурфактантов и их поверхностно-активные свойства 

устойчивы по отношению к природным факторам, например, температуре и 

рН. Макинерни и др. сообщили, что лихенизин из Bacillus licheniformis был 

устойчив к температуре до 50°C, pH в районе 4,5 и 9,0 и концентрации NaCl и 

Ca до 50 и 25 г/л-1. Также, было обнаружено, что ещё один биосурфактант 
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полученный от Arthrobacter protophormiae, является как термостабильным (30-

100°C), так и стабильным при различных pH (от 2 до 12). Поскольку 

промышленные процессы включают экстремальные значения температуры, 

pH и массы, важно выделять в отдельные группы изученные вещества, готовые 

работать в определенных условиях [30]. 

Соединения, полученные из бактерий, способны быстрее разлагаться по 

сравнению с синтетическими ПАВ и подходят для естественного применения, 

таких как биоремедиация и биосорбция [3, 36, 40]. Синтетические химические 

ПАВ вызывают различные экологические проблемы, и поэтому 

биоразлагаемые биосурфактанты из морских микроорганизмов были 

использованы для биосорбции неэффективно растворяющего 

полициклического углеводорода фенантрена, загрязненного поверхностными 

водами. [51]. Цветки морских водорослей Cochlodinium содержащих 

биодеградируемый биосурфактанта софоролипид обладали эффективностью 

удаления загрязнений в 90% после каждой 30-минутной обработки [53]. 

Биосурфактанты за счет того, что состоят из сложных молекул со 

специфическими функциональными группами часто обладают 

специфическим действием. Это представляет особый интерес для 

детоксикации различных загрязняющих веществ и деэмульгирования 

промышленных эмульсий, а также для конкретных пищевых, 

фармацевтических и косметических применений. 

Некоторые микроорганизмы способны образовывать биоплёнку, её 

можно описать как группу микроорганизмов или другого органического 

вещества, агрегировавших на какой-либо поверхности [130]. Начальным 

этапом возникновения биопленки является прилипание бактерий к 

поверхности под влиянием различных компонентов, это зависит от вида 

микроорганизмов, гидрофобности и электрического заряда, экологических 

условий и способности микроорганизмов доставлять внеклеточные полимеры, 

которые помогают клетке цепляться за поверхности [65]. Биосурфактанты 

можно использовать для изменения гидрофобных свойств поверхности, что 
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повлияет на прикрепление микроорганизмов к ним. ПАВ из Streptococcus 

thermophilus препятствует колонизации других термофильных штаммов 

Streptococcus на стали, которые ответственны за образование биопленок. Так 

же биосурфактанты Pseudomonas fluorescens препятствовали присоединению 

Listeria monocytogenes к той же стали [70]. 

Биосурфактанты могут быть либо эмульгаторами, либо 

деэмульгаторами. Эмульсии обладают минимальной стабильностью, однако 

добавление биосурфактантов может привести к тому, что эмульсия останется 

стабильной в течение нескольких месяцев или даже лет. [122]. Липосан — 

водорастворимый эмульгатор, синтезированный Candida lipolytica, 

добавляется в пищевые масла для образования стабильных эмульсий [23, 24, 

28]. 

1.1.2. Метаболические пути синтеза биосурфактанта. 

На данный момент известны десятки продуцентов биосурфактантов, в 

основном это бактерии и микромицеты. Среди бактерий наиболее широко 

распространены представители родов Bacillus, Arthrobacter, Mycobacterium, 

Burkholderia, Nocardia, Lactobacillus, Starmerella, Gordonia, Rhodococcus, 

Acinetobacter. Среди микромицетов – Pseudozyma, Saccharomyces, Candida, 

Pseudomonas, Ustilago, Trichosporon [4, 15, 43, 71].  

В зависимости от получаемых видов биосурфактантов их продуценты 

можно разделить на несколько групп. Например, липопептиды производят при 

помощи Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus lycheniformis, Serratia 

marcescens, Pseudomonas fluorescens, Aspergillus sp., Arthrobacter sp. и т. д., 

гликолипиды – P. aeruginosa, Rhodococcus sp., Candida antarctica, Ustilago sp., 

Pseudozyma sp. и т. д., полимерные биосурфактанты – Arthrobacter 

calcoaceticus, Candida tropicalis, C. lipolytica [8, 50]. 

В качестве субстратов для наращивания этих культур применяются 

сахара, нефти, алканы, различные типы отходов сельскохозяйственной и 

пищевой промышленности. 
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Современное общество характеризуется увеличением расходов, 

необходимостью повторного использования материалов и заботой об 

окружающей среде. Следовательно, больше внимания уделяется рекуперации, 

переработке и повторному использованию различных промышленных 

отходов. Это особенно актуально для пищевой промышленности, отходы, 

стоки и побочные продукты которой могут быть использованы повторно. [17]. 

Промышленные отходы вызвали интерес исследователей как недорогой 

субстрат для производства биосурфактантов. При выборе отходов должен 

учитываться соответствующий баланс питательных веществ, необходимый 

для роста микробов и последующего производства биосурфактанта. 

Промышленные отходы с высоким содержанием углеводов или липидов 

идеально подходят для использования их в качестве субстрата. [75]. 

В литературе описан ряд отходов, используемых при производстве 

биосурфактантов, таких как растительные масла, нефтесодержащие стоки [19], 

крахмалистые стоки [45, 119], животный жир [37, 77, 101, 102], растительный 

жир [55], отходы растительного масла для жарки [11, 19, 29 56] и так далее. 

Микроорганизмы в основном используют гидрофильные субстраты для 

клеточного метаболизма и синтеза полярной части биосурфактанта, тогда как 

гидрофобные субстраты используются исключительно для синтеза 

углеводородной части [36, 125]. Разнообразные метаболические пути, которые 

участвуют в синтезе предшественников биосурфактантов, зависят от природы 

основных источников углерода, используемых в культуральной среде 

(рисунок 1) [58]. 

Гидрофильный субстрат, например, глюкоза или глицерин, 

расщепляется до образования промежуточных продуктов гликолитического 

пути, таких как глюкозо-6-фосфат, который является одним из основных 

предшественников углеводов, присутствующих в гидрофильной части 

биосурфактантов (рисунок 2) [62]. 

Согласно литературным данным биосинтез ПАВ происходит четырьмя 

различными путями: 1) синтез углеводов и липидов; 2) синтез углеводной 
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половины, тогда как синтез липидной половины зависит от длины цепи 

углеродного субстрата в среде; 3) синтез липидной половины, в то время как 

синтез углеродной половины зависит от используемого субстрата; 4) синтез 

углеродной и липидной половин, которые оба зависят от субстрата [69]. 

 

 

Рисунок 2. Промежуточный метаболизм, связанный с синтезом 

предшественников биосурфактантов с использованием углеводов в качестве 

субстрата. Условные обозначения: А – фосфофруктокиназа; B – 

пируваткиназа; С – изоцитратдегидрогеназа [58] 
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Рисунок 3. Промежуточный метаболизм, связанный с синтезом 

предшественников биосурфактанта использование углеводородов в качестве 

субстрата. Ключевые ферменты: А – изоцитрат-лиаза; B – малатсинтаза; С – 

фосфоенолпируват; D – фруктоза-1 [120] 

 

Биосурфактанты продуцируются микроорганизмами либо путем 

экскреции, либо адгезии к клеткам, особенно при культивировании на 

субстратах, нерастворимых в воде. Хотя функция микробных клеток еще 

полностью не изучена, предполагается, что биосурфактанты участвуют в 

эмульгировании нерастворимых субстратов [36, 116]. 

Основная физиологическая роль биосурфактантов заключается в том, 

чтобы позволить микроорганизмам расти на субстратах, которые 

нерастворимы в воде, это возможно за счет снижения поверхностного 

натяжения между фазами, делающий субстрат более доступным для 

поглощения и метаболизма. Механизмы поглощения этих субстратов 

(например, алканов) еще полностью не выяснены [10]. Помимо 
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эмульгирования источника углерода биосурфактанты также участвуют в 

адгезии микробных клеток к углеводородам. Адсорбция клеток 

микроорганизмов на нерастворимых субстратах и экскреция ПАВ позволяют 

расти на доступных источниках углерода [36]. 

1.2. Промышленное применение биосурфактантов 

Биосурфактанты имеют широкий спектр биотехнологических 

применений в нефтяной, горнодобывающей и пищевой промышленности, в 

производстве напитков, косметики, моющих средств, текстиля, красок, 

целлюлозы, лекарств и нанотехнологий. [2, 95]. В настоящее время основным 

рынком сбыта является нефтяная промышленность. Биосурфактанты могут 

использоваться для извлечения нефтяных остатков из резервуаров с целью их 

дальнейшего хранения, очистки разливов нефти и биоремедиации почвы и 

воды [5, 108, 111]. 

1.2.1. Применение биосурфактантов в добыче нефти 

Нефть является важным источником энергии и движущей силой 

экономического развития. Однако, нефтяной остаток в мелких порах 

нефтяных пластов составляет от 50% до 65% и улавливается высокими силами 

капиллярности, а также поверхностным натяжением между углеводородной и 

водной фазами. Для мобилизации этого углеводорода необходимы различные 

способы снижения межфазного натяжения [13, 128]. Это возможно достичь 

только при использовании концентраций ПАВ значительно выше, чем 

необходимая для образования мицелл. [99, 100]. При повышении нефтеотдачи 

использование тепла, сурфактантов, микробиологических процессов и закачки 

газа приводит к извлечению значительной части удерживаемой нефти. Однако 

высокая стоимость химических тензиоактивных веществ сдерживает широкое 

использование ПАВ в процессах добычи нефти. Таким образом, 

биосурфактанты могут использоваться для снижения межфазного натяжения 

между нефтью / водой и нефтью / породой, что приводит к уменьшению 
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капиллярных сил, препятствующих движению нефти через поры породы. 

Биосурфактанты также образуют эмульсию на границе раздела фаз нефть-

вода, которая стабилизирует десорбированную нефть в воде и позволяет 

удалять нефть вместе с закачиваемой водой [6, 78, 89]. 

1.2.2. Применение биосурфактантов в решении экологических проблем 

Разливы нефти возникают при транспортировке грузов или в виде 

разливов технических масел и побочных продуктов. Нефть оказывает 

негативное влияние на клеточные мембраны живых организмов, создавая 

значительный риск загрязнения как морских, так и наземных экосистем. 

Поэтому были разработаны методы использования биосурфактантов в 

биоремедиации [7, 108]. 

Биоразложение углеводородов, которые были получены из нефти, 

биосурфактантами происходит по двум механизмам. Первый заключается в 

увеличении биодоступности гидрофобного субстрата для микроорганизмов с 

последующим снижением поверхностного натяжения среды вокруг бактерии, 

а также уменьшением межфазного натяжения между клеточной стенкой и 

молекулами углеводородов. Другой механизм включает взаимодействие 

между биосурфактантом и клеточной поверхностью, что приводит к 

изменениям в мембране, облегчению адгезии углеводородов (увеличение 

гидрофобности) и снижению липополисахаридного индекса клеточной стенки 

без повреждения мембраны. Таким образом, биосурфактанты блокируют 

образование водородных мостиков и помогают создать гидрофобно-

гидрофильные взаимодействия [12, 47]. 

Также биосурфактанты могут использоваться для удаления 

гидрофобных органических загрязнителей. Однако применение 

биосурфактантов для удаления загрязняющих веществ из почвы менее 

известно, чем передовое применение этих соединений в процессах 

биоремедиации, поскольку эффективность удаления определяется в основном 

физико-химическими свойствами биосурфактанта, а не влиянием на 
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метаболическую активность или изменениями в свойствах клеточной 

поверхности. Однако механизмы, которые влияют на мобилизацию и 

солюбилизацию углеводородов в почвах, аналогичны тем, которые участвуют 

в повышении биодоступности для биоремедиации [14, 47]. 

Биосурфактанты улучшают удаление углеводородов за счет 

биодеградации, солюбилизации, мобилизации или эмульгирования [89]. 

Солюбилизирующая способность зависит от способности ПАВ повышать 

растворимость гидрофобных компонентов в водной фазе. Мобилизация 

происходит при концентрациях ниже ККМ и подразделяется на вытеснение и 

дисперсию. Вытеснение состоит в высвобождении капель углеводородов из 

пористой среды за счет снижения межфазного натяжения. Диспергирование – 

это процесс, при котором углеводород диспергируется в водной фазе в виде 

крошечных эмульсий. Эмульсии обычно не являются термодинамически 

стабильными, но могут оставаться стабильными в течение значительных 

периодов времени из-за кинетических ограничений [14].  

Помимо биоремедиации и удалении органических загрязнителей, 

биосурфактанты способны очищать почву от тяжелых металлов                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

Тяжелые металлы и радионуклиды являются стойкими загрязнителями почвы. 

Во многих промышленно развитых странах сообщалось о повышении уровня 

содержания тяжелых металлов в почве. Металлы и металлоиды, такие как 

хром, кадмий, ртуть и свинец, могут угрожать экосистемам и здоровью 

человека либо через пищевую цепь, либо через прямое воздействие на 

загрязненную почву и воду [26, 78]. Поскольку для очистки от органических 

загрязнителей и тяжелых металлов можно использовать различные 

технологии, биосурфактанты так же можно использовать для удаления 

тяжелых металлов [60, 80, 109].  

Были проведены испытания дезактивации с различными 

синтетическими поверхностно-активными веществами [83], но желание 

заменить такие соединения природными поверхностно-активными 

веществами привело к исследованиям использования биосурфактантов [100]. 
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Исследования продемонстрировали потенциал сурфактина, рамнолипидов и 

софоролипидов [61, 81, 87]. Ионная природа, биоразлагаемость, низкая 

токсичность и превосходные свойства поверхности делают биосурфактанты 

подходящими для удаления тяжелых металлов из отложений и почвы. По 

словам Маллигана [100], удаление возможно при различных концентрациях 

биосурфактантов. Дас и другие [32], установили, что удаление кадмия с 

помощью водного раствора происходит также при концентрациях ниже ККМ, 

а концентрация, в пять раз превышающая ККМ, приводит к практически 

полному удалению 100 ppm ионов металлов. Вэнь и другие [127] изучали 

разложение рамнолипидов в почвах, загрязненных кадмием и цинком, и 

обнаружили, что это соединение может оставаться в почве достаточно долго, 

чтобы усилить фитоэкстракцию металлов. 

1.2.3. Биосурфактанты в пищевой промышленность 

В пищевой промышленности актуально применение биосурфактантов в 

качестве функциональных компонентов и пищевых добавок. Например, 

некоторые дрожжи синтезируют биосурфактанты, которые обладают 

антиоксидантной активностью, высокой термостойкостью, они нетоксичны, 

не являются потенциальными патогенами, что позволяет вводить их в 

рецептуры пищевых продуктов. Так, было предложено заменить яичный 

желток при промышленном производстве печенья на биосурфактант, 

продуцируемый Saccharomyces cerevisiae [85, 92]. Биосурфактанты выступают 

как эмульгаторы, антиоксидантные агенты и антиадгезивные агенты. 

Например, маннопротеин, полученный из S. cerevisiae, был успешно 

использован для стабилизации воды и масла при создании эмульсий для 

производства майонеза, печенья и мороженого [23]. Дрожжи Candida valida, 

Candida utilis, Hansenula anomala, Rrhodotorula graminis, Rhodospiridium 

diobovatum, красная водоросль Porphiridium cruentum, бактерии Klebsiella sp., 

Acinetobacter calcoaceticus являются продуцентами внеклеточных 

биоэмульгаторов, которые отличаются большей стабилизирующей 
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активностью по сравнению с традиционными эмульгаторами. В дополнение к 

роли агентов, снижающих поверхностное и межфазное натяжение и 

усиливающих стабилизацию образования эмульсии, биосурфактанты 

применяются и в иных сферах пищевой промышленности, включая контроль 

текстуры и срока хранения крахмалосодержащих продуктов, улучшение 

консистенции и текстуры продуктов на жировой основе, агломерацию 

жировых компонентов, стабилизацию аэрированных систем и изменение 

реологических свойств теста из пшеничной муки. Имеются примеры 

включения биосурфактантов в рецептуры хлебобулочных изделий и 

мороженого для улучшения консистенции, отсрочки микробного увядания, 

солюбилизации масел, в качестве стабилизаторов жира и агентов против 

разбрызгивания. Рамнолипиды используются для улучшения текстуры теста, 

стабильности, сохранения объема и консервации хлебобулочных изделий. L-

рамноза в составе рамнолипидов имеет значительный потенциал и уже 

используется в промышленности в качестве предшественника 

высококачественных ароматизирующих компонентов, таких как фуранеол 

(клубничный фуранон) [84, 85]. Биосурфактанты обладают некоторым 

потенциалом в качестве антиоксидантных агентов. Липиды маннозилэритрита 

– биосурфактанты с доказанной in vitro антиоксидантной активностью [115]. 

Аналогичные наблюдения были опубликованы для биосурфактанта, 

полученного из B. subtilis [64]. Кроме того, полисахаридный биосурфактант, 

продуцируемый Klebsiella, способен ингибировать перекисное окисление 

соевого масла путем инкапсуляции [23]. Некоторые биосурфактанты 

проявляют антиадгезивную и антимикробную активность. Опубликованы 

данные об антиадгезивной активности рамнолипидов и сурфактина на 

поверхности полистирола в отношении Listeria monocytogenes, Staphylococcus 

aureus и Micrococcus luteus [131]. Лунасан, продуцируемый дрожжами Candida 

sphaerica UCP0995, также полностью подавлял адгезию нескольких штаммов 

Streptococcus, Staphylococcus, Pseudomonas и Candida на пластиковых 

планшетах для культивирования тканей [73]. Та же группа исследователей 
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описала антиадгезивную и антимикробную активность руфизана, биоПАВ, 

продуцируемого дрожжами Candida lipolytica [98]. Антиадгезивная 

активность биосурфактантов делает возможным их применение в качестве 

покрывающих агентов для посуды, используемой для употребления пищи или 

при производстве пищевых продуктов.  

1.2.4. Биосурфактанты, как лекарственные средства 

В медицине и косметологии биосурфактанты являются в первую 

очередь безопасными аналогами синтетических ПАВ и вспомогательными 

компонентами медицинских и косметических средств. В литературе имеется 

ряд упоминаний о применении биосурфактантов для синтеза микроэмульсий 

[54, 88, 118] и наночастиц медицинского назначения [42, 52, 67, 103]. Они 

также используются как основа или компоненты различных систем доставки 

лекарств, включая таргетные, ввиду своей мицеллярной природы, которая 

позволяет им образовывать стабильные липосомы, способные заключать 

лекарство в оболочку, защищая его от повреждений, обеспечивая его 

стабильный выход и зависимость доза-эффект [82, 88, 94, 117]. Благодаря 

присущим им физико-химическим характеристикам, биосурфактанты 

сохраняют свои свойства даже в случае, если условия внешней среды 

изменяются в широких пределах. Это делает их идеальными компонентами 

основы различных лекарственных форм (жидкостей, жевательных форм, 

аэрозолей), что, например, актуально при изготовлении препаратов для 

лечения болезней легких [113].  

Биосурфактанты обладают противомикробной, противогрибковой, 

антибиотикопленочной, антиадгезивной и противовирусной активностью и 

поэтому могут быть использованы как основные действующие вещества при 

разработке новых лекарственных средств. Например, в условиях пандемии 

коронавируса COVID-19 многими исследователями обсуждается возможность 

применения биосурфактантов в качестве безопасных и эффективных моющих 

средств. По мнению авторов работы, гигиенические и обеззараживающие 
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процедуры с использованием биосурфактантов являются реальной и более 

безопасной альтернативой существующим процедурам. В дополнение к этому, 

биосурфактанты могут быть включены в схему лечения пациентов, у которых 

диагнотировали COVID-19, особенно при облегчении симптомов, связанных с 

острым респираторным дистресссиндромом (ОРДС). Помимо 

симптоматического лечения вирусных инфекций биоактивные пептиды 

микробной природы способны инактивировать вирусы, взаимодействуя с их 

липидной оболочкой – суперкапсидом [31, 110, 113, 126]. Например, 

циклоспорин A – биопептид, продуцируемый Tolypocladium inflatum, – 

подавляет распространение вируса гриппа, воздействуя на цикл его 

встраивания и размножения. Циклоспорин A не влияет на адсорбцию или 

репликацию РНК вируса, но вместо этого ингибирует стадии, следующие за 

синтезом белка, такие как сборка или почкование [48, 114]. Это чрезвычайно 

важно, поскольку почкование позволяет вирусам покидать клетки-хозяева и 

прикрепляться к производным мембранам, обогащенным вирусными белками, 

тем самым способствуя распространению инфекции [74, 124].  

Биосурфактанты могут использоваться и в качестве компонентов вакцин 

и иммуномодуляторов. В одном из имеющихся по данному вопросу 

исследований было показано, что синтетические липопептидные вакцины 

способны индуцировать вирус-специфические цитотоксические Т-лимфоциты 

против эпитопа нуклеопротеина гриппа [35], что открывает возможности для 

поиска липопептидов, например, микробной природы, имеющих аналогичное 

действие. Подобные результаты были получены в отношении вируса ящура и 

ВИЧ-1 [72, 129].  

Известно также, что софоролипиды демонстрируют 

иммуномодулирующие и противовоспалительные свойства, в частности, их 

применение улучшило выживаемость при сепсисе в экспериментах на 

животных моделях [22]. Помимо этого, софоролипиды проявляют активность 

в отношении вируса герпеса и ВИЧ при их модификации путем 

ацетилирования головных групп софорозы. Предполагается, что такая 
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модификация повышает гидрофильность софоролипидов, тем самым усиливая 

их противовирусные и цитокин-стимулирующие свойства [57, 104]. 

Также биосурфактанты используются в нанотехнологиях, а синтез 

наночастиц становится частью «зеленой» химии [68, 99]. Наностержни из 

оксида никеля (NiO) могут быть получены с помощью микроэмульсии вода-в-

масле [90]. В одном эксперименте образовались две микроэмульсии при 

добавлении раствора хлорида никеля к биоПАВ и раствору в гептане, при 

добавлении гидроксида аммония к той же углеводородной смеси. Затем 

отцентрифугированные микроэмульсии и этанол использовали для промывки 

осадков и удаления биосурфактанта и гептана [100]. 

1.2.5. Будущие направления применений биосурфактантов 

В последние десятилетия индустрия биосурфактантов 

продемонстрировала значительный рост, хотя крупномасштабное 

производство этих биомолекул остается проблемой с экономической точки 

зрения. Это в основном связано с огромной разницей между требуемыми 

финансовыми вложениями и жизнеспособным промышленным 

производством.  

Несмотря на дорогостоящий и сложный производственный процесс, 

биосурфактанты уже выпускают в промышленном масштабе, причем для 

нескольких типов биосурфактантов существуют разработанные и успешно 

внедренные биотехнологические схемы [66]. По оценкам мировых 

маркетинговых агентств объем мирового рынка биосурфактантов составил 

более 1.8 млрд долларов США в 2016 г. и, как ожидается, достигнет 2.6 млрд 

долларов США к 2023 г. Крупнейшие рынки биосурфактантов находятся в 

Европе (около 53%) и США (около 26%). Ведущими производителями 

биосурфактантов считаются BASF Cognis (Германия) и Ecover (Бельгия), а 

также MG Intobio, Urumqui Unite, Saraya, Sun Products Corporation, Akzo Nobel, 

Croda International PLC, Evonik Industries (Германия), Mitsubishi Chemical 

Corporation и Jeneil Biosurfactant. Однако, с точки зрения производственного 
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процесса, биосурфактанты все же менее конкурентоспособны по сравнению с 

их синтетическими аналогами [20], поэтому снижение стоимости 

производства и разработка новых биотехнологий для их получения являются 

одними из приоритетных направлений при изучении данных веществ. 

1.3. Биосурфактанты бактерий рода Bacillus 

Липопептидные биосурфактанты, продуцируемые видами Bacillus, 

проявляют специфическое ингибирующее рост и литическое действие в 

отношении широкого спектра микроорганизмов.  К ним относятся 

грамотрицательные и грамположительные бактерии, грибы и некоторые 

вирусы [34, 41, 93, 121]. 

Антибактериальные свойства и способность разрушать биопленки 

биосурфактантов (рамнолипидов и софоролипидов) и додецилсульфата 

натрия (ДСН) в сочетании с выбранными органическими кислотами 

исследовали Риенцо и другие [93]. Результаты этого исследования 

показывают, что рамнолипиды и софоролипиды могут иметь разные 

механизмы действия против бактерий. Рамнолипиды подавляют рост в 

экспоненциальной фазе, предполагается, что они могут влиять на клеточное 

деление, в то время как антимикробные эффекты софоролипидов проявляются 

между экспоненциальной и стационарной фазами. Более того, авторы 

сообщили, что биопленки, образованные Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 

coli, Bacillus subtilis и Staphylococcus aureus на покровных стеклах разрушали 

софоролипидами. Результаты показали, что софоролипиды обладают 

большим потенциалом для использования в разрушении биопленок. Более 

ранние исследования также показали, что рамнолипиды могут разрушать 

биопленки, образованные B. pumilus, в то время как сурфактин, 

продуцируемый B. subtilis, способен ингибировать биопленки, 

образованные Salmonella enterica, E. coli и Proteus mirabilis [39, 79]. 

Также сами некоторые виды Bacillus способны образовывать биопленки 

и эффективно секретировать широкий спектр противомикробных соединений, 
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таких как полимиксин B, грамицидин S и биосурфактанты, которые 

принадлежат к семейству липопептидов. Они являются главными 

кандидатами в будущем производстве противомикробных препаратов против 

сульфатредуцирующих бактерий (SRB). Джайрамян и другие [63] и Зуо и 

другие [133] сообщили, что виды Bacillus (природные или генетически 

сконструированные) могут продуцировать противомикробные соединения 

внутри биопленки, что приводит к ингибированию роста вызывающих 

коррозию SRB и снижению скорости коррозии мягкой стали. Было показано, 

что супернатанты продуцентов грамицидина S, а также очищенный 

грамицидин S ингибируют рост SRB [133]. Показано, что механизм действия 

этих антимикробных веществ заключается в разрушении наружной и 

цитоплазматической мембран. Следовательно, использование бактерий, 

продуцирующих антимикробные пептиды в комплексе биопленки, для 

ингибирования колонизации SRB внутри биопленки, является 

привлекательным и многообещающим методом. Успешное внедрение этого 

метода обеспечит экономию в практическом применении за счет сокращения 

использования высоких концентраций биоцидов и ингибиторов коррозии.  

Еще одна область, где используются биосурфактанты и их продуценты, 

— это архитектура. Крайне важно разработать надлежащие меры при 

реставрации, которые должны быть основаны на экологически безвредных 

альтернативах. Данный биологический метод в случае исторических 

материалов называется либо биоочисткой, либо биоконсолидацией 

[44]. Например, бактерии рода Bacillus появляются в качестве альтернативы 

из-за их способности продуцировать биосурфактанты с антагонистической 

активностью против многих грибковых патогенов [105, 106, 107, 112].  

Также некоторые представители рода Bacillus, которые были 

преимущественно выделены из нефтяных резервуаров или загрязненных 

нефтью почв, были способны производить биосурфактанты реагирующие с 

нефтью. Например, Bacillus methylotrophicus была выделена из нефтяного 

резервуара и хорошо росла на сырой нефти в водной среде. Через 12 дней 
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инкубации, B. methylotrophicus удалил более 90% сырой нефти. Причем 

биосурфактант был стабилен при различных значениях pH и высоких 

температурах (до 100 ◦ C), что позволяет предположить его потенциальное 

применение в качестве средства для обработки разливов нефти в морской 

среде, где обычна высокая соленость и высокая температура [27]. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Объект исследования 

Объектом исследования являлся штамм Bacillus altitudinis API-2019, 

выделенный из помёта медоносной пчелы Apis mellifera mellifera L., а также 

коллекционные штаммы рода Bacillus и Serratia.   

Бактерии рода Bacillus были представлены грамположительными, 

подвижными аэробными мезофильными клетками палочковидной формы. 

При росте размеры колоний варьировали от 2 до 5 мм, обычно имели круглую 

форму белого цвета, были блестящими или матовыми, непрозрачными с 

гладким или волнистым краем, с гладкой и выпуклой поверхностью. Рост по 

штриху сплошной с волнистым краем, практически не расплывающийся. 

Границы роста бактерий располагались в пределах от 10OC до 45ОС. Росли на 

питательном агаре. Крайне устойчивы в 2% NaCl, в пределах pH[5] – pH[8]. 

Бактерия рода Serratia относится к грамотрицательным, факультативно-

анаэробным, палочковидным бактериям семейства Enterobacteriaceae, 

производила характерный красный пигмент, продигозин.  

2.2. Приготовление питательных сред для культивирования штаммов 

Bacillus altitudinis API-2019, Bacillus subtilis, Bacillus cereus и Serratia 

plymuthica 

Для выделения чистых культур B. altitudinis API-2019, B. subtilis, B. 

cereus и S. plymuthica были использованы бруцеллагар и кровяной агар. 

Состав тиогликолевой среды (г/л): мясной пептон –10,00; казеиновый 

пептон – 10,00; дрожжевой экстракт – 2,00; глюкоза – 1,00; хлористый натрий 

– 5,00; агар-агар – 13,00.  

Приготовление среды. В 1 л дистиллированной воды перемешали 41,00 

г порошка, и автоклавировали при 121 ° С в течение 20 минут. Цвет готовой 

среды соломенно-желтый. Среду охлаждали до температуры 45-50 ° С и 

разливали в стерильные флаконы или пробирки.  
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Состав кровяного агара (г/л): настой говяжьего сердца – 500,00; триптоза 

– 10,00; NaCl – 5,00; агар-агар – 15,00. Приготовление среды – в 1 л 

дистиллированной воды перемешали 40,00 г порошка. Прокипятили до 

полного растворения частиц, далее автоклавировали в течение 15 минут. 

После того, как остудили в раствор добавили до 5% дефибринированную 

кровь. Перемешали и разлили в чашки Петри. 

Для изучения эмульгирующей активности B. altitudinis API-2019, B. 

subtilis, B. cereus и S. рlymuthica была использована среда М9. Состав среды 

(г/л): Na2HPO4 x 12 H2O – 171,90; KH2PO4 – 30,00; NaCl – 5,00; NH4Cl – 10,00; 

глюкоза – 40,00. Приготовление среды. В 1 л дистилированной воды внесли и 

перемешали 140,00 г порошка до полного растворения частиц и разлили среду 

по пробиркам. Автоклавировали в течение 20 минут. 

2.3 Методы посева бактерий 

Рассев петлей (метод истощающего штриха) проводили высевом 

бактериологической петлей из накопительной культуры на поверхность 

агаризованной среды в чашках Петри. На первом этапе петлей с культурой 

наносили ряд параллельных штрихов на агаризованной среде. Петлю 

стерилизовали, остужали об незасеянную часть агаризованной среды и 

проводили серию штрихов в направлении, перпендикулярном первым. Затем 

петлю вновь стерилизовали, остужали и штрихи наносили в направлении, 

перпендикулярном вторым, а после очередной стерилизации – в направлении, 

перпендикулярном третьим. Чашки помещали в термостат и через 

определенное время учитывали результаты. 

Для оживления штамма во флакон добавляли жидкую тиогликолевую 

среду и инкубировали 24 ч. в термостате при 37 °C. Далее проводили 

визуальный анализ посевов. 

Посев на жидкую среду проводили высевом бактериологической петлей 

из накопительной культуры на жидкую среду, разлитую по пробиркам. 
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Брали петлю, обжигали ее в пламени спиртовки, охлаждали о 

незасеянную часть среды и брали материал для посева. В левую руку взяли 

пробирки с жидкой питательной средой и открыли пробку пальцами правой 

руки, прижав ее мизинцем к ладони или держа между указательным пальцем 

и мизинцем. Осторожно ввели петлю в пробирку со средой и погрузили в нее. 

После проведения посева, пробирку вместе с пробкой провели через пламя 

спиртовки и закрыли. Полученные посевы отправили в термостат на 24 часа 

при температуре 37 °С. Далее провели визуальный анализ. 

2.4 Методика идентификации на Vitek MS (MALDI-TOF) 

VITEK® MS – автоматическая система идентификации 

микроорганизмов, которая использует технологию MALDI-TOF 

(времяпролетная матрично-активированная лазерная десорбция / ионизация). 

За считанные минуты этот метод масс-спектрометрии проводит 

идентификацию до вида, рода и семейства. 

Этап 1: Подготовка образцов. 

Анализ начинается с того, что на подложке масс-спектрометра 

смешивают биоматериал из колонии бактерий и специальную матрицу (2′,5′ 

дигидроксибензойная кислота), раствор уже готов к использованию и 

устойчив к свету). Затраты по времени для подготовки 24 изолятов — 10 

минут, для 96 изолятов — 33 минуты. 

Этап 2: Идентификация. 

Далее образец помещают в прибор и подвергают воздействию 

наносекундных лазерных импульсов. При этом молекулы матрицы и аналита 

(в частности, белки) переходят в газовую фазу, а протонированные молекулы 

матрицы взаимодействуют с белками, перенося на них положительный заряд. 

Под действием электрического поля ионизированные белки движутся от 

источника ионизации к детектору с ускорениями, обратно 

пропорциональными их атомным массам. Программное обеспечение прибора 

оценивает время пролета частиц и преобразует эту информацию в спектр 
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молекулярных масс (масс-спектр). Масс-спектр сравнивается со спектрами из 

базы данных, и на основании сведений о массах характеристических белков 

происходит идентификация микроорганизмов. 

Затраты по времени для идентификации 24 изолятов — 12 минут, для 96 

изолятов — 43 минуты. 

Таким образом, на идентификацию одного микроорганизма требуется 

меньше 2-х минут времени, при этом образцом может служить первичная 

колония. База данных VITEK® MS состоит из клинически значимых видов 

(бактерий, дрожжей, плесневых грибов / дерматофитов, микобактерий) и 

покрывает большинство видов, встречающихся в ежедневной практике 

микробиологической лаборатории. 

Метод MALDI-TOF масс-спектрометрии позволяет не только 

идентифицировать микроорганизм, но и в ряде случаев получать уникальный 

набор рибосомальных белков (фингерпринт) для каждого из исследуемых 

штаммов, что открывает широкие возможности и перспективы для изучения 

штаммовых характеристик. 

2.5 Определение эмульгирующей активности штамма Bacillus altitudinis 

API – 2019 

Активность эмульгирования штамма Bacillus altitudinis API-2019 

измеряли по методике Розенберга, 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 объёма 

плотной эмульсии, которая образуется при перемешивании изучаемого 

раствора с гексадеканом, к общему объёму раствора, умноженному на 100%: 

E24=Vэ/V*100%, где 
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E24 – индекс эмульгирования, %; 

Vэ – объём плотной эмульсии, мл; 

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

Ранее было показано, что в помёте медоносной пчелы Apis mellifera 

mellifera L. содержатся бактерии, обладающие спектром биосурфактантов и в 

частности, такими свойствами обладает вновь выделенный штамм Bacillus 

altitudinis API-2019. 

В данный момент изучение, а также сравнение с другими бактериями 

рода Bacillus эмульгирующих свойств штамма Bacillus altitudinis API-2019 

является актуальным, т.к.  позволяет получить сравнительные характеристики 

о производимых вновь выделенным штаммом биосурфактантах и создает 

перспективу их практического применения. 

Для проведения сравнительного анализа на первом этапе работы были 

отобраны штаммы из рабочей коллекции лаборатории. В рамках этого этапа 

отобранные штаммы были идентифицированы до вида с помощью MALDI 

TOF (Matrix Assisted Laser Desorption / Ionisation in Time-Of-Flight mass 

spectrometers) на приборе VITEK® MS.  

Ниже представлены рисунки 4-10, полученные в ходе исследований 

лабораторных штаммов с применением системы VITEK® MS.    

Рисунки отражают результаты MALDI TOF-анализа в форме графиков, 

ось абсцисс которых отражает значения отношения m/z для каждого пика, а 

ось ординат - частоту регистрации каждого пика.   
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Рисунок 4. График, отражающий масс-спектрометрические данные, 

полученные при идентификации в системе VITEK® MS штамма Bacillus cereus 

DG-1 

 

 

Рисунок 5. График, отражающий масс-спектрометрические данные, 

полученные при идентификации в системе VITEK® MS штамма Bacillus cereus 

DG-5 
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Рисунок 6. График, отражающий масс-спектрометрические данные, 

полученные при идентификации в системе VITEK® MS штамма Bacillus cereus 

DG-6 

 

 

Рисунок 7. График, отражающий масс-спектрометрические данные, 

полученные при идентификации в системе VITEK® MS штамма Bacillus cereus 

DG-7 
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Рисунок 8. График, отражающий масс-спектрометрические данные, 

полученные при идентификации в системе VITEK® MS штамма Bacillus 

subtilis TA-3 

 

 

Рисунок 9. График, отражающий масс-спектрометрические данные, 

полученные при идентификации в системе VITEK® MS штамма Bacillus 

subtilis TA-8 
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На рисунке 10, показан график масс-спектра бактерии штамма Serattia 

plymuthica TV-4. 

 

 

Рисунок 10. График, отражающий масс-спектрометрические данные, 

полученные при идентификации в системе VITEK® MS штамма Serattia 

plymuthica TV-4 

 

Полученные результаты идентификации бактерий позволили отнести 

изучаемые штаммы к   роду Bacillus, а именно: Bacillus cereus DG-1, Bacillus 

cereus DG-5, Bacillus cereus DG-6, Bacillus cereus DG-7, Bacillus subtilis TA-3, 

Bacillus subtilis TA-8. 

Вместе с тем в ходе работ определение одного из образцов оказалось 

невозможным. Анализ характера MALDI TOF графика этого образца позволил 

предположить, что он содержит несколько штаммов. Поэтому он был 

обозначен, как консорциум штаммов VM-2. 

Для дальнейшего исследования эмульгирующей способности штаммов 

Bacillus altitudinis API-2019, Bacillus cereus DG-1, Bacillus cereus DG-5, Bacillus 

cereus DG-6, Bacillus cereus DG-7, Bacillus subtilis TA-3, Bacillus subtilis TA-8 и 
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Serratia plymuthica TV-4 была использована методика Купера и Голденберга 

(1987).   

В ходе экспериментальной работы в пробирки вносили гексадекан и 

культуральную жидкость, полученную в ходе культивирования каждого из 

штаммов.  

Содержимое пробирок перемешивали и анализировали спустя 24 ч.  

Результаты сравнения взаимодействия воды с гексадеканом, служащего 

в качестве контроля, и взаимодействия гексадекана с культуральной 

жидкостью приведены на рисунках 11-19. 

 

    

  

Рисунок 11. Исследование эмульгирующей способности штамма   

Bacillus cereus DG-1. Условные обозначения: образцы 1-3 – взаимодействие 
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культуральной жидкости штамма   Bacillus cereus DG-1 с гексадеканом; 

образец К1 – взаимодействие воды с гексадеканом (контроль). К2 – 

взаимодействие воды и гексадекана спустя 24 ч. (контроль) 

 

Средний индекс эмульгирования штамма Bacillus cereus DG-1, 

определенный по методике Купера и Голденберга (1987), составил 2.7%. 

 

     

  

Рисунок 12. Исследование эмульгирующей способности штамма 

Bacillus cereus DG-5. Условные обозначения: образцы 1-3 – взаимодействие 

культуральной жидкости с гексадеканом; образец К1 – взаимодействие воды с 

гексадеканом (контроль). К2 – взаимодействие воды и гексадекана спустя 24 ч. 

(контроль) 
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Средний индекс эмульгирования штамма Bacillus cereus DG-5, 

определенный по методике Купера и Голденберга (1987), составил 2.7%. 

 

   

  

Рисунок 13. Исследование эмульгирующей способности штамма 

Bacillus cereus DG-6. Условные обозначения: образцы 1-3 – взаимодействие 

культуральной жидкости с гексадеканом; образец К1 – взаимодействие воды с 

гексадеканом (контроль). К2 – взаимодействие воды и гексадекана спустя 24 ч. 

(контроль) 

 

Средний индекс эмульгирования штамма Bacillus cereus DG-6, 

определенный по методике Купера и Голденберга (1987), составил 0.5%. 
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Рисунок 14. Исследование эмульгирующей способности штамма 

Bacillus cereus DG-7. Условные обозначения: образцы 1-3 – взаимодействие 

культуральной жидкости с гексадеканом; образец К1 – взаимодействие воды с 

гексадеканом (контроль). К2 – взаимодействие воды и гексадекана спустя 24 ч. 

(контроль) 

 

Средний индекс эмульгирования штамма Bacillus cereus DG-7, 

определенный по методике Купера и Голденберга (1987), составил 0%. 



38 
 

    

  

Рисунок 15. Исследование эмульгирующей способности штамма 

Bacillus subtilis TA-3. Условные обозначения: образцы 1-3 – взаимодействие 

культуральной жидкости с гексадеканом; образец К1 – взаимодействие воды с 

гексадеканом (контроль). К2 – взаимодействие воды и гексадекана спустя 24 ч. 

(контроль) 

 

Средний индекс эмульгирования штамма Bacillus subtilis TA-3, 

определенный по методике Купера и Голденберга (1987), составил 4.27%. 
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Рисунок 16. Исследование эмульгирующей способности штамма 

Bacillus subtilis TA-8. Условные обозначения: образцы 1-3 – взаимодействие 

культуральной жидкости с гексадеканом; образец К1 – взаимодействие воды с 

гексадеканом (контроль). К2 – взаимодействие воды и гексадекана спустя 24 ч. 

(контроль) 

 

Средний индекс эмульгирования штамма Bacillus subtilis TA-8, 

определенный по методике Купера и Голденберга (1987), составил 2.03%. 
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Рисунок 17. Исследование эмульгирующей способности штамма 

Bacillus altitudinis API-2019. Условные обозначения: образцы 1-3 – 

взаимодействие культуральной жидкости с гексадеканом; образец К1 – 

взаимодействие воды с гексадеканом (контроль). К2 – взаимодействие воды и 

гексадекана спустя 24 ч. (контроль) 

 

Средний индекс эмульгирования штамма Bacillus altitudinis API-2019, 

определенный по методике Купера и Голденберга (1987), составил 2.03%. 



41 
 

    

  

Рисунок 18. Исследование эмульгирующей способности штамма 

Serratia plymuthica TV-4. Условные обозначения: образцы 1-3 – 

взаимодействие культуральной жидкости с гексадеканом; образец К1 – 

взаимодействие воды с гексадеканом (контроль). К2 – взаимодействие воды и 

гексадекана спустя 24 ч. (контроль) 

 

Средний индекс эмульгирования штамма Serratia plymuthica TV-4, 

определенный по методике Купера и Голденберга (1987), составил 2.03%. 
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Рисунок 19. Исследование эмульгирующей способности консорциума 

штаммов VM-2. Условные обозначения: образцы 1-3 – взаимодействие 

культуральной жидкости с гексадеканом; образец К1 – взаимодействие воды с 

гексадеканом (контроль). К2 – взаимодействие воды и гексадекана спустя 24 ч. 

(контроль) 

 

Средний индекс эмульгирования консорциума штаммов VM-2, 

определенный по методике Купера и Голденберга (1987), составил 2.56%. 
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Рисунок 20. Результаты взаимодействия сурфактантов штаммов рода 

Bacillus, а именно Bacillus subtilis TA-3, Bacillus cereus DG-1 и Bacillus 

altitudinis API-2019 в опытах с гексадеканом. Условные обозначения: A – 

гексадекан; B – плотная эмульсия; C – культуральная жидкость; 1-3 – Bacillus 

subtilis TA-3; 4-6 – Bacillus cereus DG-1; 7-9 – Bacillus altitudinis API-2019 

 

Полученные в ходе настоящего исследования сравнительные данные, 

приведенные выше, указывают  на присутствие эмульсификатора(ов) в 

культуральной жидкости Bacillus altitudinis API-2019, Bacillus cereus DG-1, 

Bacillus cereus DG-5, Bacillus cereus DG-6, Bacillus cereus DG-7, Bacillus subtilis 

TA-3, Bacillus subtilis TA-8 и Serratia plymuthica TV-4. 

Исходя из полученных экспериментальных данных можно сделать 

вывод о том, что полученные в данном исследовании характеристики 

эмульгирующей активности вновь выделенного из помёта медоносной пчелы 

Apis melifera melifera L. штамма Bacillus altitudinis API-2019 соизмеримы с 

эмульгирующей способностью других штаммов рода Bacillus и могут 

определить его практическое значение как продуцента биосурфактантов. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Выводы. 

1. Установлено, что индекс эмульгирующей активности штамма B. 

altitudinis API-2019 составляет 2.03%;  

2. Показано, что индекс эмульгирующей активности культур группы B. 

сеreus составляет 2.53%; 

3. Индекс эмульгирующей активности культур группы B. subtilis 

варьирует в пределах 2.03-4.27%;  

4. Эмульгирующая способность вновь выделенного из помёта 

медоносной пчелы Apis melifera melifera L. штамма Bacillus altitudinis API-2019 

соизмерима с эмульгирующей способностью других представителей рода 

Bacillus.  
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