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СКРИНИНГ МИКРООРГАНИЗМОВ-ПРОДУЦЕНТОВ 
БИОСУРФАКТАНТОВ 

Интерес к микробным биосурфактантам возрастает по нескольким причи-
нам. Во-первых, биосурфактанты считаются экологически безопасными, поскольку 
они относительно нетоксичны и биоразлагаемы. Во-вторых, биосурфактанты 
имеют уникальную структуру, которая только начинает цениться за их потенци-
альное применение во многих различных аспектах промышленности, от биотехноло-
гии до очистки окружающей среды.  

Спрос на новые специальные поверхностно-активные вещества в сельском хо-
зяйстве, косметической, пищевой, фармацевтической и экологической промышлен-
ности неуклонно растет. Поскольку эти поверхностно-активные вещества должны 
быть как эффективными, так и экологически безопасными, естественно обратить-
ся к микробному миру, чтобы удовлетворить этот спрос. 

Термин поверхностно-активное вещество охватывает широкий спектр со-
единений, как синтетических, так и биологических, все из которых обладают тен-
зиоактивными свойствами. Эти молекулы имеют амфифильную природу, имеют 
как гидрофильные, так и гидрофобные домены, что позволяет им существовать 
преимущественно на границе раздела полярных и неполярных сред. 

Наиболее важным ограничением коммерческого использования биосурфак-
тантов является сложность и высокая стоимость производства, что ограничива-
ет их использование в больших масштабах. На сегодняшний день единственными 
коммерчески доступными биосурфактантами являются рамнолипиды и сурфактин. 

Несмотря на текущие ограничения коммерческого производства биосурфак-
тантов, существует большой интерес к этим материалам, поскольку они счита-
ются «зеленой» альтернативой синтетическим поверхностно-активным вещест-
вам. Биосурфактанты считаются относительно нетоксичными и биоразлагаемы-
ми, но, возможно, более важно то, что химическая структура биосурфактантов 
уникальна и демонстрирует большое структурное разнообразие, включая гликоли-
пиды, липопептиды, жирные кислоты и нейтральные липиды, сидерофорные липиды 
и полимерные поверхностно-активные вещества. 

С целью поиска перспективных продуцентов биосурфактантов был проведен 
скрининг микроорганизмов, выделенных из загрязненных нефтью почв, с помощью 
определения индекса эмульгирующей активности и нефтеокисляющей способности. 
Всего было проанализировано 34 штамма, 5 из которых показали высокие значения 
индекса эмульгирующей активности и нефтеокисляющей способности. Перспектив-
ным продуцентом биосурфактантов является штамм Н2-1, дающий наиболее высо-
кие значения по всем показателям. 

Ключевые слова: биосурфактанты, эмульгирующая активность, нефтеокис-
ляющая способность, микроорганизмы, скрининг. 
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SCREENING OF MICROORGANISMS-PRODUCERS 
OF BIOSURFACTANTS 

Interest in microbial biosurfactants is increasing for several reasons. First, 
biosurfactants are considered environmentally friendly because they are relatively non-
toxic and biodegradable. Second, biosurfactants have a unique structure that is only begin-
ning to be appreciated for their potential applications in many different aspects of industry, 
from biotechnology to environmental cleanup. 

The demand for new specialty surfactants in the agriculture, cosmetics, food, phar-
maceutical and environmental industries is growing steadily. Because these surfactants 
need to be both effective and environmentally friendly, it's natural to turn to the microbial 
world to meet this demand. 

The term surfactant covers a wide range of compounds, both synthetic and biologi-
cal, all of which have tensioactive properties. These molecules are amphiphilic in nature 
and have both hydrophilic and hydrophobic domains, which allows them to exist predomi-
nantly at the interface between polar and nonpolar media. 

The most important limitation of the commercial use of biosurfactants is the complexity 
and high cost of production, which limits the development of their use on a large scale. To date, 
the only commercially available biosurfactants are rhamnolipids and surfactin. 

Despite the current limitations in the commercial production of biosurfactants, there 
is great interest in these materials as they are considered a "green" alternative to synthetic 
surfactants. Biosurfactants are considered relatively non-toxic and biodegradable, but per-
haps more importantly, the chemical structure of biosurfactants is unique and shows great 
structural diversity, including glycolipids, lipopeptides, fatty acids and neutral lipids, 
siderophore lipids, and polymeric surfactants. 

In order to search for promising producers of biosurfactants, a screening of microorgan-
isms isolated from oil-contaminated soils was carried out by determining the index of emulsify-
ing activity and oil-oxidizing ability. A total of 34 strains were analyzed, 5 of which showed high 
values of the index of emulsifying activity and oil-oxidizing ability. A promising producer of 
biosurfactants is the H2-1 strain, which gives the highest values for all indicators. 

Keywords: biosurfactants, antimicrobial activity, antiviral activity, anti-adhesive 
coatings, therapeutic agents. 

 
Биосурфактанты интригуют тем, что они производятся в виде 

сложных смесей до 40 конгенеров, где гидрофильные головные группы 
довольно консервативны, а гидрофобные хвостовые группы имеют 
значительные вариации. Конгенеры компонентов в этих сложных сме-
сях могут иметь совершенно разные свойства, и различия в поведении 
между классами биосурфактантов могут быть столь же различными. 
В отличие от обычных синтетических поверхностно-активных ве-
ществ, которые обычно имеют алкильные цепи из десяти или более уг-
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леродных звеньев, многие биосурфактанты обладают удивительно ко-
роткими алкильными цепями. Такие структуры улучшают раствори-
мость этих биосурфактантов в воде, но делают вандерваальсово при-
влекательные взаимодействия относительно слабыми. Несмотря на это 
структурное свойство, биосурфактанты агрегируют в растворе, чему 
способствуют межмолекулярные силы, такие как водородные связи. 
Более того, проявляют мощную поверхностно-активную активность 
как на жидких, так и на твердых поверхностях. Структуры этих био-
сурфактантов довольно специфичны и во многих случаях бросают вы-
зов обычной химической интуиции, которая предсказывает небольшую 
поверхностную активность. Несмотря на их растворимость в воде, они 
могут иметь значительно более низкую критическую концентрацию 
мицеллобразования по сравнению со структурно подобными синтети-
ческими поверхностно-активными веществами [1–5].  

Производство биосурфактанта бактериями изучалось в основном 
с точки зрения биотехнологического потенциала. Таким образом, орга-
низмы, продуцирующие биосурфактанты, были выделены из самых 
разнообразных сред, включая почву, морскую воду, морские отложе-
ния, нефтяные месторождения и даже экстремальных сред [6–8]. 

Поскольку производство биосурфактантов требует ценных ре-
сурсов и энергии от производящего изолята, вполне вероятно, что их 
производство дает преимущество в конкуренции за ресурсы или в за-
щите в суровых условиях окружающей среды.  

Биосурфактанты имеют широкий спектр применения. Их ис-
пользуют при добыче, транспортировке и хранении нефти, для био-
ремедиации нефтезагрязненных почв, удаления гидрофобных органи-
ческих загрязнителей, тяжелых металлов, в пищевой и медицинской 
промышленности [9–12]. 

Цель данной работы – провести скрининг микроорганизмов, яв-
ляющихся продуцентами биосурфактантов, определить штаммы, обла-
дающие наибольшей способностью использовать нефть в качестве ис-
точника углерода и образовывать стабильную эмульсию. В дальней-
шем наиболее активные штаммы можно использовать для создания 
консорциума и применения такого биопрепарата в промышленности. 

Материалы и методы исследования. 
Определение индекса эмульгирующей активности. Индекс эмуль-

гирующей активности позволяет оценить способность продуцируемых 
микроорганизмами биосурфактантов эмульгировать две несмешиваю-
щиеся жидкости. 
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Микроорганизмы выращивали на среде Эванса [13] следующего со-
става (мл/л): К2НРО4 × 3Н2О – 8,71 г/л; 5 М NH4NO3 – 1; 0,1 М Na2SO4 – 
1, 62 мМ MgCl2 – 1; 1 мМ CaCl2 – 1; 0,005 М (NH4)6Mo7O24 × H2O – 1, мик-
роэлементы – 1. Микроэлементы имеют следующий состав (г/л): ZnO – 
0,41, FeCl2 × 6H2O – 5,4, MnCl2 × 4H2O – 2, CuCl2 × 2H2O – 0,17, CoCl2 × 
× 6H2O – 0,48, H3BO3 – 0,06. Источником углерода служила глюкоза в 
концентрации 1 % (мас.). 

Готовили 1 л питательной среды, разливали ее по колбам на 100 мл 
и стерилизовали в автоклаве в течение 30 мин при температуре 120 оС под 
давлением 1,1 кгс/см2. Выращенные на агаровых косяках анализируемые 
культуры пересевали на жидкую питательную среду в стерильных усло-
виях в микробиологическом боксе и культивировали в шейкере 3 сут при 
температуре 30 °С и числе оборотов 170 об/мин (рис. 1). 
 

    
                                           а                                                  б 

Рис. 1. Культура Н8-1 до культивирования в шейкере (а) и после него (б) 

По истечении 3 сут полученную биомассу отправляли на центри-
фугу и центрифугировали при 8000 об/мин в течение 15 мин [14].  

Для определения индекса эмульгирующей активности в качестве 
гидрофобного субстрата использовали гексадекан, к которому добавля-
ли 1 мл супернатанта в соотношении 1:1 [15]. Смесь интенсивно встря-
хивали на вортексе в течение 5 мин, а затем оставляли на 24 ч [16]. Че-
рез 24 ч измеряли высоту стабильного слоя эмульсии. Индекс эмульги-
рующей активности вычислялся по формуле 

 с.э
24

ж

100 % ,
h

Е
h

= ⋅  (1) 



Скрининг микроорганизмов-продуцентов биосурфактантов 
 

51 

где Е24 – индекс эмульгирующей активности; hс.э – высота слоя эмуль-
сии; hж – общая высота жидкости. 

На рис. 2 показаны стабильные эмульсии, образованные культу-
рами Н10-2, Н9-2 и Н5-1.  
 

       
                               а                                      б                                  в 

Рис. 2. Стабильные эмульсии, образованные 
культурами Н10-2 (а), Н9-2 (б) и Н5-1 (в) 

После этого определяли количество включенного в эмульсию 
гексадекана с помощью пипетки Пастера. 

Результаты измерения индекса эмульгирующей активности и оп-
ределения объема включенного гексадекана представлены в табл. 1 
(приведены штаммы с наиболее высокими значениями индекса эмуль-
гирующей активности). 

Согласно табл. 1, наиболее стабильные эмульсии образуют штаммы 
Н2-1, Н5-1, Н6-2, Н9-2, Н10-2 и Н11-1. 

Определение нефтеокисляющей способности. Нефтеокисляю-
щая способность микроорганизмов позволяет определить их метаболи-
ческую активность и выявить наиболее способные к утилизации за-
грязнения нефтепродуктами штаммы.  

Микроорганизмы выращивали на среде Эванса, такого же состава, 
какой использовали при определении индекса эмульгирующей активности. 
В качестве источника углерода использовалась 1 % (об.) сырая нефть [16]. 

Минеральный фон разливали в колбы по 25 мл и стерилизовали в 
автоклаве. Выращенные на агаровых косяках анализируемые культуры 
пересевали на жидкую питательную среду в стерильных условиях в мик-
робиологическом боксе, добавляли 1 % нефти и культивировали в шейке-
ре 10 сут при температуре 24 оС и числе оборотов 128 об/мин (рис. 3). 
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Таблица 1 

Измерение индекса эмульгирующей активности и объема, 
включенного в эмульсию гексадекана 

Штамм 

Высота 
слоя 

эмульсии 
hэм, мм 

Общая 
высота 

жидкости 
hобщ, мм 

Е24, 
% 

гекс
ост* ,V  

мл 

гекс
вкл* ,*V  

мл 
Примечание 

Н2-1 12 22 54,5 0 100 Помутнение среды 
Н5-1 12 21 57,1 0,9 0,1 Помутнение среды, 

пенообразование 
Н6-2 3 22 13,64 0,85 0,15 Культура после 

расчистки образует 
нестабильную 
эмульсию 

Н9-2 15 24 62,5 0,06 0,94 Помутнение среды, 
пенообразование. 
На поверхности 
среды образуются 
биопленки 

Н10-2 10 18 55,56 0 1 Помутнение среды 
и пенообразование. 
На поверхности 
среды образуются 
биопленки 

 

* Объем оставшегося (невключенного в эмульсию) гексадекана. 
** Объем включенного в эмульсию гексадекана. 

 

    
Рис. 3. Результат процесса окисления нефти 

на примере культур Н2-1 и Н10-1-2 

По истечении 10 сут отделяли нефть от биомассы методом двой-
ной экстракции в делительной воронке. В качестве растворителя ис-
пользовали четыреххлористый углерод. Растворитель добавляли к 
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биомассе с нефтью в соотношении 1:1. Экстрагированную нефть сли-
вали в фарфоровые чашки, предварительно высушенные в сушильном 
шкафу до постоянной массы и взвешенные. Чашки с нефтью и раство-
рителем оставляли на 2 сут до полного испарения растворителя, а за-
тем взвешивали (рис. 4) [17].  
 

 

Рис. 4. Чашки с нефтью после испарения растворителя 

Объем окисленной нефти определяли по формуле 

 
ост
н
перв
н

ОН 1 100 %,
V

V

 
= − ⋅ 
 

 (2) 

где ост
нV  – объем нефти, оставшейся в фарфоровой чашке, мл; перв

нV  – 

первоначальный объем нефти, мл. 
Объем нефти, оставшейся в фарфоровой чашке, находим по формуле 

 ост
нV  = mф.ч+н – mф.ч, (3) 

где mф.ч+н – масса фарфоровой чашки с нефтью, г; mф.ч – масса фарфо-
ровой чашки без нефти. 

Результаты определения нефтеокисляющей способности пред-
ставлены в табл. 2 (приведены только штаммы с высокой способно-
стью к нефтеокислению). 

Согласно табл. 2, высокий процент окисления нефти (более 50 %) 
был достигнут теми же штаммами, у которых высокий показатель ин-
декса эмульгирующей активности. 
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Таблица 2 

Результаты определения нефтеокисляющей 
способности микроорганизмов 

Штамм 
mф.ч, 
г 

перв
н ,V  

мл 

mф.ч+н,
г 

ост
н ,V  

мл 

Окисленная 
нефть, % 

Примечание 

Н2-1 69,904 0,25 69,947 0,043 82,8 
Светло-коричневый цвет 
среды 

Н5-1 84,14 0,25 84,180 0,11 56 Светло-коричневый цвет 
среды, на поверхности – 
крупные нефтяные хлопья 

Н6-2 84,14 0,25 84,229 0,089 64,4 Светло-коричневый цвет 
среды через 4 дня 

Н9-2 79,082 0,25 79,201 0,119 52,4  
Н10-2 84,14 0,25 84,243 0,103 58,8  

 

Заключение. Было проанализировано 34 культуры микроорга-
низмов и проведен их скрининг. При определении эмульгирующей ак-
тивности стабильная эмульсия образовывалась штаммами Н2-1, Н5-1, 
Н6-2, Н9-2 и Н10-2. Эти же штаммы показали высокий процент окис-
ления нефти (более 50 %). Самым перспективным продуцентом био-
сурфактантов является штамм Н2-1 с индексом эмульгирующей актив-
ности 54,5 %, который окислил 82,8 % нефти за 10 сут. Данный штамм 
можно использовать при составлении консорциума и производства 
биопрепарата для биоремедиации нефтезагрязненных почв.  
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