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СИНТЕЗ ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ 
RHODOCOCCUS ERYTHROPOLIS IМВ Ac-5017,  ACINETOBACTER 
CALCOACETICUS IМВ В-7241  И NOCARDIA VACCINII IМВ В-7405 

НА ПРОМЫШЛЕННЫХ ОТХОДАХ 
Исследован синтез поверхностно-активных веществ (ПАВ) при культивировании Acinetobacter 

calcoaceticus ІМВ В-7241, Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017 и  Nocardia vaccinii ІМВ В-7405 на от-
ходах различных производств (пищевой, нефтеперерабатывающей, производства биодизеля). Показана 
возможность замены традиционных дорогостоящих субстратов (н-гексадекан и этанол) для биосинте-
за ПАВ на промышленные отходы (пережаренное подсолнечное масло, мелассу, технический глицерин, 
жидкие парафины). Условная концентрация ПАВ была максимальной на маслосодержащих субстратах 
и превышала таковую на н-гексадекане и этаноле в 2–3 раза. Наиболее высокие показатели синтеза 
ПАВ наблюдались на пережаренном подсолнечном масле (2 % по объему) с использованием  инокулята, 
выращенного на углеводных субстратах (меласса, глюкоза). 

Установлено, что внесение в среду 0,1 % глюкозы приводит к интенсификации в 2–4 раза синтеза 
ПАВ штаммами R. erythropolis  ІМВ Ас-5017 и N. vaccinii IMB B-7405 на пережаренном масле.

Ключевые  слова: интенсификация биосинтеза, поверхностно-активные вещества, промышленные 
отходы.

Ежегодно в мире вырабатываются  миллионы тонн отходов. Затраты на их переработку и 
обезвреживание занимают значительное место в бюджете предприятий. Однако рациональ-
ный подход к утилизации отходов предусматривает уменьшение их количества в результа-
те повторного использования и переработки. Так, отходы, образующиеся при переработке 
сельскохозяйственных культур (сахарной свеклы, соевых бобов, картофеля и др.) или произ-
водстве растительных масел, могут использоваться в качестве  субстратов в биотехнологии 
[11, 14, 16, 17]. Кроме этого, актуальной проблемой является утилизация технического гли-
церина – побочного продукта  производства биодизеля [12]. Известно, что глицерин может 
быть успешно использован для получения различных продуктов микробного синтеза [11, 12]. 
Отметим, что опасными являются не только отходы, содержащие токсические вещества (на-
пример, глицериновая фракция – отход производства биодизеля), но и отходы, поступающие 
в окружающую среду в неконтролированном количестве, например, маслосодержащие (от-
ходы масло-жировых производств, пережаренное масло после использования в учреждениях 
общественного питания).

Уникальные свойства микробных поверхностно-активных веществ (ПАВ) обусловливают 
их использование  в различных отраслях промышленности вместо химически синтезирован-
ных аналогов [6, 10, 16]. ПАВ микробного происхождения применяются в природоохранных 
технологиях для очистки почвы и водоемов от токсичных ксенобиотиков, рассматривается 
возможность их использования в качестве альтернативных антимикробных препаратов про-
тив резистентных микроорганизмов, а также фитопатогенных бактерий [6, 7, 10, 14−16]. Од-
нако рациональное использование микробных ПАВ зависит в первую очередь от экономичес-
кой эффективности их производства. Одним из способов удешевления технологии получения 
этих продуктов микробного синтеза является использование дешевых ростовых субстратов, 
например, промышленных отходов [7−9, 11, 12, 14, 16, 17].

Замена традиционных субстратов для биосинтеза ПАВ отходами промышленных произ-
водств (масло-жировой промышленности, пережаренного подсолнечного масла, техническо-
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го глицерина, мелассы, жидких парафинов) позволит снизить себестоимость конечного про-
дукта в несколько раз, а также решить проблему утилизации значительной массы отходов 
предприятий пищевой промышленности, производства биодизеля и сельскохозяйственного 
сектора.

Ранее из загрязненных нефтью образцов почвы нами были выделены нефтеокислящие бак-
терии, идентифицированные, как Acinetobacter calcoaceticus К-4 (ІМВ В-7241), Rhodococcus 
erythropolis ЭК-1 (ІМВ Ас-5017), Nocardia vaccinii K-8 (ІМВ В-7405) и установлена их спо-
собность синтезировать метаболиты с поверхностно-активными и эмульгирующими свойс-
твами на различных гидрофобных и гидрофильных субстратах [1–5]. Изучены оптимальные 
условия культивирования продуцентов, обеспечивающие максимальное образование ПАВ [2, 
3, 5], показана возможность интенсификации синтеза поверхностно-активных веществ на ос-
нове исследования особенностей метаболизма используемого субстрата и внесении в среду 
экзогенных предшественников биосинтеза [5], а также осуществлено масштабирование про-
цесса биосинтеза ПАВ на ферментационном оборудовании [4]. 

Цель работы – исследовать возможность использования различных промышленных отхо-
дов для синтеза ПАВ штаммами R. erythropolis ІМВ Ас-5017, A. calcoaceticus ІМВ В-7241 и 
N. vaccinii ІМВ В-7405.

Материалы и методы. Объекты исследования − штаммы R. erythropolis ІМВ Ac-5017, 
A. calcoaceticus ІМВ В-7241 и N. vaccinii ІМВ В-7405, зарегистрированные в Депозитарии 
микроорганизмов Института микробиологии и вирусологии им. Д.К. Заболотного Нацио-
нальной академии наук Украины.

R. erythropolis ІМВ Ac-5017 выращивали на жидкой минеральной среде (г/л): NaNO3 – 
1,3, MgSO4·7H2O – 0,1, NaCl – 1,0, Na2HPO4 – 0,6, KH2PO4 – 0,14, FeSO4·7H2O – 0,01, рН 6,8–
7,0. Для культивирования A. calcoaceticus ИМВ В-7241 использовали среду следующего со-
става (г/л): (NH2)2CO – 0,35, MgSO4·7H2O – 0,1, NaCl – 1,0, Na2HPO4 – 0,6, KH2PO4 – 0,14, 
рН  6,8–7,0.  Штамм N. vaccinii ІМВ В-7405 выращивали на жидкой минеральной среде (г/л): 
NaNO3 – 0,5, MgSO4·7H2O – 0,1, СaCl2·2H2O – 0,1, KH2PO4 – 0,1, FeSO4·7H2O – 0,01, дрожже-
вой автолизат – 0,5 % (по объему). 

В качестве источника углерода и энергии использовали этанол, н-гексадекан, очищен-
ный (>99,5 %) глицерин (так называемые «контрольные субстраты»), а также различные 
отходы: жидкие парафины (С10−С14), использованное (пережаренное) подсолнечное масло, 
отходы масло-жирового производства (фузы) в концентрации 1−2 % (по объему) и мелассу 
(1 % по углеводам). В качестве источника углерода использовали также технический глице-
рин (глицериновая фракция), являющийся отходом  производства биодизеля (Запорожский 
биотопливный завод). При использовании технического глицерина в качестве  субстрата его 
содержание в среде пересчитывали  на эквимолярное по углероду концентрации очищенного 
глицерина, с учетом среднего содержания в глицериновой фракции (70 %).

В одном из вариантов в начале процесса культивирования, в экспоненциальной и стаци-
онарной фазе роста исследуемых штаммов в среду с использованным подсолнечным маслом 
(2 % по объему) дополнительно вносили глюкозу (0,1−0,3 %), мелассу  (0,1–0,3 % по вуглево-
дам) или н-гексадекан (0,1–0,5 % по объему).

В качестве инокулята использовали культуры из экспоненциальной фазы роста, выра-
щенные на соответствующих жидких средах, содержащих 0,5–1% субстрата. Количество 
посевного материала (104–105 кл/мл) составляло 5–10 % от объема питательной среды. Куль-
тивирование бактерий осуществляли в колбах объемом 750 мл со 100 мл среды на качалке 
(320 об/ мин) при 28–30 ºС в течение 120 ч.

Синтез ПАВ оценивали по следующим показателям: условная концентрация ПАВ (ПАВ*, 
безразмерная величина) и концентрация внеклеточных ПАВ (г/л), которые определяли, как 
было описано ранее [2−5]. 

Все опыты проводили в 3 повторностях, количество параллельных определений в экспе-
риментах составляло от 3 до 5. Статистическую обработку экспериментальных данных про-
водили как описано ранее [2−5]. Различия средних показателей считали достоверными при 
уровне значимости р<0,05.
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Результаты и обсуждение. Данные по синтезу ПАВ при культивировании R. erythropolis 
ІМВ Ас-5017, A. calcoaceticus ІМВ В-7241 и N. vaccinii ІМВ В-7405 на средах, содержащих 
в качестве источника углерода различные промышленные отходы, представлены в табл. 1. 
Результаты исследований свидетельствуют о том, что максимальные значения показателя ус-
ловной концентрации ПАВ (ПАВ* 7,1−11,2) наблюдались при выращивании всех исследуе-
мых штаммов на маслосодержащих субстратах, а наиболее низкие (2,5−4,2) – на глицерине 
и мелассе. 

Таблица  1

Синтез ПАВ штаммами R.  erythropolis ІМВ Ас-5017,  A.  calcoaceticus ІМВ В-7241 
и N. vaccinii ІМВ В-7405 на промышленных отходах

Штамм
Условная концентрация ПАВ (ПАВ*) при культивировании на

мелассе жидких 
пара финах фузах использованном 

подсолнечном масле глице рине н-гексадекане,  
этаноле*

ІМВ 
Ас-5017

3,3±0,16 4,7±0,23 8,0±0,40 10,4±0,52 2,5±0,12 4,8±0,24

ІМВ 
В-7241 4,0±0,20 6,0±0,30 7,1±0.35 11,2±0,56 2,5±0,12 4,0±0,20

ІМВ
 В-7405 3,5±0,17 2,0±0,10 7,2±0,36 9,4±0,47 4,2±0.21 3,2±0,16

 Примечания. * − «контрольные» субстраты (н-гексадекан для штамма ІМВ Ас-5017, этанол для 
штаммов ІМВ В-7241 и ІМВ В-7405). Концентрация субстратов в среде культивирования 2 %. 
Посевной материал выращен на соответствующих субстратах (0,5 %). 

Отметим, что в данных экспериментах в качестве субстрата использовали очищенный 
глицерин. Однако отходами производства биодизеля является так называемая глицериновая 
фракция, или технический глицерин, содержащий не более 60–80 % глицерина, а также соли 
калия (натрия), остатки жирных кислот, спиртов и воду [12]. Основной проблемой на сегод-
няшний день является получение микроорганизмов-продуцентов практически ценных мета-
болитов, устойчивых к потенциальным ингибиторам, содержащимся в глицериновой фрак-
ции (метанол, натриевые и калиевые соли). 

Представленные в табл. 2 данные свидетельствуют о том, что концентрация внеклеточ-
ных ПАВ при культивировании исследуемых штаммов на техническом глицерине была почти 
в два раза выше, чем на очищенном субстрате. 

Таблица  2
Синтез внеклеточных ПАВ при культивировании R.  erythropolis IМВ Ас-5017,  

A. calcoaceticus IМВ В-7241 и N. vaccinii ІМВ  В-7405  на очищенном и техническом 
глицерине  

Штамм
ПАВ (г/л) при росте на глицерине

очищенном техническом

IМВ Ас-5017 0,5±0,03 1,0±0,05

IМВ В-7241 2,4±0,12 4,7±0,23

ІМВ  В-7405 1,8±0,09 3,5±0,18

 Примечаниe. Концентрация технического глицерина (1,8 % по объему) эквимолярна по углероду 1 % 
очищенного глицерина. 

Известно, что в некоторых случаях показатели синтеза целевого продукта зависят от при-
роды источника углерода в среде для получения инокулята [5]. Так, ранее при исследовании 
синтеза микробных экзополисахаридов штаммом Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 было уста-
новлено, что выращивание посевного материала на этаноле сопровождалось повышением 
концентрации синтезированных на глюкозе экзополисахаридов в два раза по сравнению с 
использованием инокулята, полученного на углеводсодержащей среде [5].

В связи с этим на следующем этапе исследовали влияние природы источника углеродного 
питания в среде для получения посевного материала на биосинтез ПАВ при культивировании 
исследуемых штаммов на пережаренном подсолнечном масле (табл. 3).
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Таблица  3
Влияние способа подготовки  инокулята на синтез ПАВ при культивировании 

R. erythropolis ІМВ Ас-5017,  A.  calcoaceticus ІМВ В-7241 и N. vaccinii ІМВ В-7405 
на пережаренном масле (2 %)

Источник углерода в среде 
для получения инокулята

Концентрация ПАВ (г/л)

ІМВ Ас-5017 ІМВ В-7241 ІМВ В-7405

Меласса 2,2±0,11 1,5±0,07 1,7±0,08

Глюкоза 1,9±0,09 1,8±0,09 1,5±0,07

н-Гексадекан 1,2±0,06 0,6±0,03 Н.о.

Глицерин 0,8±0,04 Н.о. 1,2±0,06

Этанол 1,3±0,06 0,9±0,04 0,6±0,03

Пережаренное масло 1,7±0,08 1,1±0,05 1,8±0,09

 Примечания. Концентрация субстратов в среде для получения инокулята 1 %. Посевной материал 
выращен до середины экспоненциальной фазы роста. Н.о. – не определяли.

Данные, представленные в табл. 3, свидетельствуют, что при культивировании 
R. erythropolis ІМВ Ас-5017 и  A. calcoaceticus ІМВ В-7241 на подсолнечном масле макси-
мальная концентрация внеклеточных ПАВ наблюдалась при использовании инокулята, выра-
щенного на углеводных субстратах (глюкоза или меласса). Количество ПАВ, синтезируемых 
N. vaccinii ІМВ В-7405 на маслосодержащей среде с использованием посевного материала, 
полученного на мелассе, глюкозе или пережаренном подсолнечном масле было практически 
одинаковым (1,5−1,8 г/л). Наиболее низкие показатели синтеза ПАВ для всех исследуемых 
штаммов отмечены в вариантах, в которых инокулят выращивали на таких неуглеводных суб-
стратах как н-гексадекан, глицерин и этанол (табл. 3).

Учитывая результаты, представленные в табл. 3, а также данные по химическому составу 
ПАВ  R. erythropolis ІМВ Ас-5017,  A. calcoaceticus ІМВ В-7241 и N. vaccinii ІМВ В-7405 
(основной компонент комплекса – гликолипиды, в частности, трегалозомиколаты)  [2−5], 
предположили, что внесение в среду с подсолнечным маслом глюкозы будет сопровождать-
ся повышением синтеза ПАВ. Установлено, что после добавления 0,1 % глюкозы в начале 
процесса культивирования R. erythropolis ІМВ Ас-5017 на маслосодержащей среде количес-
тво синтезированных ПАВ повышалось в 4 раза по сравнению с выращиванием бактерий на 
среде без глюкозы (табл. 4). Замена глюкозы на эквимолярную по углеводам концентрацию 
мелассы сопровождалась снижением синтеза ПАВ на 25−30 %, что может быть связано с ин-
гибированием синтеза поверхностно-активных веществ какими-то компонентами мелассы.

Таблица  4
Влияние глюкозы на синтез ПАВ при культивировании R. erythropolis ІМВ Ас-5017 

на пережаренном масле (2 %)
Момент внесения глюкозы 

(фаза роста) Концентрация глюкозы, % Концентрация ПАВ, г/л

Лаг-фаза
0,1 6,8±0,34
0,2 3,6±0,18
0,3 2,1±0,10

Экспоненциальная
0,1 2,5±0,12
0,2 4,5±0,22
0,3 3,1±0,15

Стационарная
0,1 2,8±0,14
0,2 2,6±0,13
0,3 2,9±0,15

Контроль 0 1,7±0,09

 Примечания. Посевной материал выращен до середины экспоненциальной фазы роста на среде с 
подсолнечным маслом (1 %).

Как и для штамма  R. erythropolis ІМВ Ас-5017, максимальное повышение синтеза ПАВ 
N. vaccinii ІМВ В-7405 на среде с подсолнечным маслом наблюдали при концентрации глю-
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козы 0,1 %. Отметим, что влияние глюкозы на образование ПАВ штаммом ІМВ В-7405 
практически не зависело от природы источника углерода в среде  для получения инокулята 
(табл. 5). Так, независимо от момента внесения 0,1 % глюкозы в маслосодержащую среду при 
использовании посевного материала, выращенного на подсолнечном масле, концентрация 
внеклеточных ПАВ была в 2,0−2,4 раза выше, чем на среде без глюкозы. Эффект от внесения 
глюкозы в начале процесса и в экспоненциальной фазе роста при применении инокулята, по-
лученного на мелассе, был таким же: увеличение концентрации ПАВ в 2,2 раза (табл. 5).

Таблица  5
Влияние момента внесения глюкозы на синтез ПАВ при культивировании 

N. vaccinii ІМВ В-7405 на пережаренном масле (2 %)
Субстрат для получения 

инокулята
Момент внесения глюкозы 

(фаза роста)
Концентрация ПАВ, 

г/л

Подсолнечное масло

Лаг-фаза 4,4±0,22

Экспоненциальная 3,8±0,19

Стационарная 3,6±0,18

Без глюкозы 1,8±0,09

Меласса

Лаг-фаза 3,6±0,18

Экспоненциальная 3,6±0,16

Стационарная 1,4±0,07

Без глюкозы 1,6±0,08

 Примечания. Посевной материал выращен до середины экспоненциальной фазы роста. Концентрация 
подсолнечного масла и мелассы в среде для получения инокулята 0,5 %.

Дальнейшие эксперименты показали, что независимо от концентрации и момента внесе-
ния гексадекана в маслосодержащую среду культивирования штаммов R. erythropolis ІМВ Ас-
5017,  A. calcoaceticus ІМВ В-7241 и N. vaccinii ІМВ В-7405 наблюдали снижение на 15−20  % 
количества синтезированных внеклеточных ПАВ по сравнению с выращиванием штаммов на 
среде без гексадекана.

Таким образом, в результате проведенной работы мы показали возможность использо-
вания различных промышленных отходов для синтеза ПАВ R. erythropolis ІМВ Ас-5017,  
A. calcoaceticus ІМВ В-7241 и N. vaccinii ІМВ В-7405. 

Следует отметить, что к настоящему времени  имеется достаточно большое количество 
информации по микробному синтезу ПАВ на промышленных отходах [7−9, 11−14, 17]. Одна-
ко эти данные касаются в основном получения на альтернативных субстратах таких хорошо 
изученных микробных ПАВ, как рамнолипиды и липопептиды. В тоже время информация о 
родококках, растущих на этих субстратах, очень ограничена. Известно, что R. erythropolis 16 
LM.USTHB синтезировал ПАВ на среде с 3 %  пережаренного подсолнечного масла [14], a 
Rhodococcus sp. BS32 – с 20 г/л рапсового масла [13]. Однако в этих работах не исследовано 
количество синтезированных ПАВ (в г/л), в связи с чем невозможно сравнение наших резуль-
татов с данными по другим штаммам родококков. Что касается других исследованных нами 
штаммов (A. calcoaceticus ІМВ В-7241 и N. vaccinii ІМВ В-7405), то в доступной литературе 
нам не удалось обнаружить сведений о синтезе поверхностно-активных веществ предста-
вителями родов Acinetobacter и Nocardia на промышленных отходах. В наших предыдущих 
работах [2, 3] мы акцентировали внимание на очень незначительное количество публикаций 
по синтезу ПАВ бактериями этих родов даже на  традиционных углеводородных субстратах. 

При выполнении работы мы не только установили возможность использования пере-
жаренного подсолнечного масла для синтеза ПАВ исследуемыми штаммами, но и показали 
возможность существенного (в 2–4 раза) повышения синтеза целевого продукта на данном 
субстрате при внесении в среду экзогенного предшественника (глюкозы). 
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СИНТЕЗ ПОВЕРХНЕВО-АКТИВНИХ РЕЧОВИН RHODOCOCCUS 
ERYTHROPOLIS IМВ  Ac-5017,  ACINETOBACTER CALCOACETICUS 

IМВ В-7241  І NOCARDIA VACCINII IМВ В-7405 НА ПРОМИСЛОВИХ 
ВІДХОДАХ 

Р е з ю м е
Досліджено синтез поверхнево-активних речовин (ПАВ) за умов росту Acinetobacter calcoaceticus 

ІМВ В-7241, Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017 і  Nocardia vaccinii ІМВ В-7405 на відходах різних 
виробництв (харчової, нафтопереробної, виробництва біодизелю). Показано можливість заміни високо-
вартісних субстратів (н-гексадекан та етанол) для біосинтезу ПАР на промислові відходи (пересмажену 
соняшникову олію, мелясу, технічний гліцерин, рідкі парафіни). Умовна концентрація ПАР  була макси-
мальною на олієвмісних субстратах і перевищувала таку на н-гексадекані та етанолі у 2–3 рази. Найвищі 
показники  синтезу ПАР спостерігалися на пересмаженій соняшниковій олії (2 %, об’ємна частка) з вико-
ристанням інокуляту, вирощеного на вуглеводних субстратах (меляса, глюкоза). 

Встановлено, що внесення у середовище 0,1 % глюкози супроводжувалося інтенсифікацією у 2–4 
рази синтезу ПАР штамами R. erythropolis ІМВ Ас-5017 і N. vaccinii ІМВ В-7405 на пересмаженій олії.

К л ю ч о в і  с л о в а: інтенсифікація біосинтезу, поверхнево-активні речовини, промислові відходи.
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SYNTHESIS OF SURFACTANTS BY RHODOCOCCUS ERYTHROPOLIS 
IМV Ac-5017,  ACINETOBACTER CALCOACETICUS IМV В-7241  

AND NOCARDIA VACCINII IМV В-7405 ON INDUSTRIAL WASTE

S u m m a r y
The synthesis of surfactants by Rhodococcus erythropolis IMV Ac-5017,  Acinetobacter calcoaceticus IMV 

B-7241  and Nocardia vaccinii IMV B-7405 on industrial waste (food and oil-processing industry, production 
of  biodiesel) was investigated.

The possibility of replacing the expensive substrates (n-hexadecane and ethanol) by industrial waste (oil 
and fat industry, fried sunfl ower oil, glycerol, liquid paraffi n) for the surfactant biosynthesis was established. 
The conditional concentration of surfactants was maximal on oil containing substrates and exceeded those on 
n-hexadecane and ethanol 2-3 times. 

The highest rates of surfactants synthesis were observed on fried sunfl ower oil with the use of inoculum 
grown on carbohydrate substrates (glucose, molasses). 

It was established that the addition of glucose (0.1 %) was accompanied by  2-4-fold intensifi cation of sur-
factants synthesis by R. erythropolis ІМV Ас-5017 and  N.vaccinii ІМV В-7405 on fried sunfl ower oil  (2 %). 

The paper is presented in Russian. 
K e y    w o r d s: biosynthesis intensifi cation, surfactants, industrial waste.
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