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Резюме: Целью работы являлось исследование скорости процесса биодеструкции кокамидопро-
пилбетаина бактерииями рода Pseudomonas и активного ила. В качестве штаммов-деструкторов 
были взяты микроорганизмы: Pseudomonas fluorescens TR (ВКПМ В-4881), Pseudomonas putida TП-19 
(B-6582), Pseudomonas stutzeri T (B-4904), Pseudomonas putida TШ-18 (B-2950), Pseudomonas putida 
TO (B-3959), Pseudomonas mendocina 2S (B-4710), Pseudomonas oleovorans TF4-1L (B-8621) и актив-
ный ил, полученный с аэротенков действующего предприятия Кузбасса. Биоокисление ПАВ прово-
дили в стеклянных колбах объемом 250 см

3
, помещенных в шейкер-инкубатор, в условиях постоян-

ной температуры 30 ºС для чистых культур и 18 ºС – для активного ила. Штамм-деструктор 
должен обладать способностью за минимальный временной интервал снижать концентрацию 
сурфактанта до безопасных значений. Штаммы Pseudomonas stutzeri T (В-4904) и Pseudomonas 
fluorescens TR (В-4881) показали наименьший период полураспада сурфактанта – 2,5 и 2,6 суток 
соответственно. Несколько большие периоды показали штаммы Pseudomonas putida TO (В-3959), 
Pseudomonas putida TШ-18 (В-2950) и Pseudomonas oleovorans TF4-1L (В-8621) – 3,0; 4,5 и 4,9 суток 
соответственно. Наибольший период полураспада ПАВ показали микроорганизмы Pseudomonas 
mendocina 2S (В-4710) – 5,5 суток, и Pseudomonas putida TП-19 (В-6582) – 6,0 суток. Максимальная 
степень биодеструкции сурфактанта наблюдалась при действии биоценоза микроорганизмов. За 
14 суток концентрация кокамидопропилбетаина снизилась до 0,27% от его начальной концентра-
ции. Показана эффективность использования бактерий рода Pseudomonas в качестве деструкто-
ров сурфактантов. Бактерии данного рода имеют короткое время генерации, высокую скорость 
наращивания биомассы по сравнению с бактериями-деструкторами других родов и меньший пери-
од адаптации к ПАВ по сравнению с активным илом. Были подобраны штаммы микроорганизмов 
Pseudomonas, способных за минимальный временной интервал снижать концентрацию ПАВ до 
безопасных значений для последующей разработки технологии получения эффективного биопре-
парата, предназначенного для очистки сточных вод от амфотерных сурфактантов.  
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Abstract: The paper examines the biodegradation rate of cocamidopropyl betaine by bacteria of the genus 
Pseudomonas and activated sludge. The following microorganisms were taken as destructor strains: Pseu-
domonas fluorescens TR (VKPM B-4881), Pseudomonas putida TP-19 (B-6582), Pseudomonas stutzeri T 
(B-4904), Pseudomonas putida TSh-18 (B-2950), Pseudomonas putida TO (B-3959), Pseudomonas mendo-
cina 2S (B-4710), Pseudomonas oleovorans TF4-1L (B-8621) and activated sludge obtained at activated 
sludge reactors of a Kuzbass plant. Biooxidation of surfactant samples was carried out in 250 cm

3
 glass 
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flasks, placed into an incubator shaker, at a constant temperature of 30ºС for pure cultures and 18ºС for ac-
tivated sludge. The destructor strain should reduce the surfactant concentration to safe values within a mini-
mum time interval. Pseudomonas stutzeri T (B-4904) and Pseudomonas fluorescens TR (B-4881) strains 
provided the shortest half-life of the surfactant under study – 2.5 and 2.6 days, respectively. For Pseudomo-
nas putida TO (B-3959), Pseudomonas putida TSh-18 (B-2950) and Pseudomonas oleovorans TF4-1L  
(B-8621) strains, these values amounted to 3.0, 4.5 and 4.9 days, respectively. The maximum half-life of the 
surfactant under study was demonstrated by Pseudomonas mendocina 2S (B-4710) and Pseudomonas 
putida TP-19 (B-6582) microorganisms – 5.5 and 6.0 days, respectively. The maximum biodegradation of the 
surfactant was observed under its exposure to the biocenosis of microorganisms. Over 14 days, the concen-
tration of cocamidopropyl betaine decreased to 0.27% of its initial concentration. The efficiency of Pseudo-
monas bacteria as destructors of surfactants was demonstrated. Bacteria of this genus exhibit a shorter 
generation time and a higher rate of biomass growth when compared to other strains and a shorter period of 
adaptation to surfactants when compared to activated sludge. Capable of reducing surfactant concentrations 
to safe values in a minimum time interval, Pseudomonas strains can be used as an effective agent in the 
development of technologies for wastewater purification from amphoteric surfactants.  
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ВВЕДЕНИЕ 
Поверхностно-активные вещества (ПАВ) – 

распространенные органические соединения, 
которые благодаря своему дипольному строе-
нию способны понижать энергетические взаимо-
действия на границе фаз. Очень важным аспек-
том является то, что ПАВ легко адсорбируются 
полимерами. Также сурфактанты способны про-
никать через цитоплазматические мембраны 
клеток, нарушая их физиологические процессы, 
тем самым проявляя ярко выраженные антимик-
робные свойства, что является причиной токси-
ческого действия сурфактантов, а также их нега-
тивного влияния на окружающую среду и накоп-
ление этих веществ в экосистеме [1–3]. 

В то же время каждому типу ПАВ присущи 
как достоинства, так и недостатки. Для компен-
сации недостатков одного сурфактанта достоин-
ствами другого эмпирическим путем подбирает-
ся оптимальный состав композиции из ионоген-
ных и неионогенных ПАВ. На данном этапе раз-
вития индустрии сурфактантов наиболее пред-
почтительными в использовании являются ам-
фотерные ПАВ благодаря широкому спектру их 

действия. В настоящее время во всем мире от-
мечается тенденция применения био-ПАВ. До-
стоинством биосурфактантов являются низкие 
значения токсичности для пресноводных, мор-
ских и наземных экосистем. Недостатки их при-
менения – низкая устойчивость к действию неко-
торых абиотических факторов и высокая стои-
мость, что существенно сказывается на объеме 
их потребления по сравнению с синтетическими 
ПАВ. Вместе с тем большое число исследований 
направлено на улучшение биоразложения 
нефти, а также на увеличение нефтеотдачи с 
помощью био-ПАВ [4, 5]. 

Кокамидопропилбетаин (CAPB) – алкилами-
добетаиновый ПАВ, представляющий коммерчески 
самый важный класс амфотерных сурфактантов, 
который используется в производстве средств 
личной гигиены в огромных масштабах. Он пред-
ставляет собой продукт реакции конденсации жир-
ных кислот (R = C7–C17) и 3,3-диметиламинопро-
пиламина после взаимодействия промежуточного 
продукта кокамидопропилдиметиламина с мо-
нохлоруксусной кислотой [6]: 

 

 
Известны работы, посвященные исследова-

нию токсичных свойств CAPB, которые демон-
стрируют его способность нарушать фотосинте-

тические процессы в клетках водорослей [7], а 
также подавлять цветение водорослей, т.е. вы-
зывать лизис клеток живых организмов [8].  
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Не так давно была обнаружена способность ко-
камидопропилбетаина проявлять мощные анти-
септические свойства. Авторы работа [9] пред-
ложили использовать его в качестве составного 
0,075%-го раствора в физиологической сыворот-
ке для гигиенического процесса интубации.  

Изучению процессов биодеструкции коками-
допропилбетаина посвящено ограниченное чис-
ло работ. Так, например, в исследованиях по 
биодеградации структурно похожего вещества 
оксида кокамидопропиламина (AO-Cocoamido) 
показано, что способность микроорганизмов к 
разрыву связи C–N является решающим факто-
ром, характеризующим способность штамма к 
осуществлению процесса биодеструкции ПАВ 
[10, 11]. Известны микроорганизмы, которые при 
взаимодействии могут практически полностью 
утилизировать кокамидопропилбетаин за 4 суток 
[12], но только в среде, богатой низкомолекуляр-
ными неорганическими азотосодержащими со-
единениями, так как штаммы практически не мо-
гут ассимилировать азот из сурфактанта. Это 
микроорганизмы Pseudomonas sp. FV CCM 8810 
и Rhizobium sp. CCM 8811. Бактерия рода Pseu-
domonas осуществляет первичную биодеграда-
цию и разрушает алкильный радикал, в то время 
как штамм Rhizobium sp. CCM 8811 является 
утилизатором алкиламидопропилбетаинового 
остатка. Для осуществления быстрого и полного 
процесса биодеструкции этим микроорганизмам 
необходим доступный источник азота. При про-
ведении эксперимента в суспензии, не содержа-
щей минеральных компонентов, продолжитель-
ность биодеградации составляет 29 суток, что 
является достаточно долгим периодом. В этом 
направлении требуются дальнейшие исследова-
ния. 

Известно, что представители рода Pseudo-
monas обладают способностью к быстрой дегра-
дации углеводородов [13]. Это объясняется 
наличием у данных бактерий комплекса оксидаз 
– ферментов, окисляющих углеводороды. Также 
они имеют повышенный уровень гидрофобности 
клеточной стенки при росте на углеводородах и 
способность синтезировать поверхностно-актив-
ные вещества, повышающие биодоступность 
гидрофобных веществ. Данный род бактерий 
содержит генетический материал, необходимый 
для трансляции ряда ферментов, осуществляю-
щих деструкцию различных органических ве-
ществ. Благодаря этим особенностям бактерии 
рода Pseudomonas активно исследуются учены-
ми всего мира с целью использования их в эко-
логических биотехнологиях. Так, в работе [14] 
рассмотрено влияние композиций ПАВ на рост и 
ферментативную активность углеводородокис-
ляющей микрофлоры месторождений вязких па-
рафинистых нефтей. Усиленный рост микро-
флоры (на 3–4 порядка) сопровождался повы-
шением активности окислительно-восстанови-

тельных ферментов в 3–14 раз. После биодегра-
дации в составе вязких парафинистых нефтей 
накапливались промежуточные продукты окис-
ления углеводородов – кислоты, альдегиды, 
спирты, кетоны, эфиры, обладающие поверх-
ностно-активными свойствами, что позволяет им 
эмульгировать нефть и способствовать сниже-
нию межфазного натяжения в системе нефть–
вода–порода. А в работе [15] представлены ре-
зультаты исследования влияния низкочастотного 
ультразвука на деструкцию неионогенных синте-
тических ПАВ различной молекулярной структу-
ры, полученные на основе фотоколориметриче-
ских и вискозиметрических измерений. 

Полифункциональность действия синтетиче-
ских ПАВ, а также биорезистентность большинства 
из них приводят к снижению степени очистки про-
мышленных стоков. Интенсивное пенообразование 
в аэротенках, обусловленное даже малыми кон-
центрациями ПАВ, приводит к нарушению поступ-
ления кислорода и созданию неблагоприятных 
условий для развития биоценоза активного ила 
[15]. В результате формируется неадаптированный 
биоценоз микроорганизмов, не способный ассими-
лировать специфические загрязняющие вещества. 
Как результат, наблюдается несоответствие каче-
ства очищенных стоков нормативным требованиям 
по токсичным и биорезистентным поллютантам, 
особенно в случаях аномальных сбросов на хими-
ческих предприятиях. 

Цель настоящей работы заключалась в под-
боре штаммов микроорганизмов, способных за 
минимальный временной интервал снижать кон-
центрацию кокамидопропилбетаина до безопас-
ных значений для последующей разработки тех-
нологии получения эффективного биопрепарата, 
предназначенного для очистки сточных вод от 
амфотерных сурфактантов. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектами исследования являлись штаммы-

деструкторы, приобретенные во Всероссийской 
коллекции промышленных микроорганизмов 
Национального биоресурсного центра (БРЦ 
ВКПМ) НИЦ «Курчатовский институт» – ГосНИИ-
генетика: Pseudomonas fluorescens TR (ВКПМ  
В-4881), Pseudomonas putida TП-19 (B-6582), 
Pseudomonas stutzeri T (B-4904), Pseudomonas 
putida TШ-18 (B-2950), Pseudomonas putida TO 
(B-3959), Pseudomonas mendocina 2S (B-4710), 
Pseudomonas oleovorans TF4-1L (B-8621). А так-
же активный ил, полученный с аэротенков дей-
ствующего предприятия Кемеровской области, 
амфотерный ПАВ кокамидопропилбетаин (сoca-
midopropylbetaine, CAPB) производства Италии. 

Для каждого микроорганизма готовили сус-
пензию на основе физиологического раствора 
(0,9%-й раствор NaCl) с конечной концентрацией 
10

7–
10

8 
КОЕ/мл. Далее микроорганизм культиви-

ровали при 30 ºС в жидкой питательной среде, 
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приготовленной в соответствии с паспортом 
штамма, в течение 24 ч. Состав среды, г/л: дрож-
жевой экстракт – 5,0; пептон – 15,0; NaCl – 5,0; агар 
– 15,0; вода дистиллированная – 1,0 л. 

Численность колоний определяли с помощью 
денситометра DEN-1 по мутности клеточных 
суспензий в пределах значения 0,5 единиц Мак-
Фарланда (1·10

8 
КОЕ/мл). 

Концентрацию, ингибирующую рост микроор-
ганизмов, определяли макрометодом, готовили 
10 растворов путем последовательного двукрат-
ного разбавления водных растворов ПАВ. 
Начальная концентрация сурфактанта составила 
0,7304 моль/дм

3
. В каждую пробирку добавляли 

суспензию штамма-деструктора по 1 см
3
. Через 

24 ч измеряли светорассеяние при длине волны 
980 нм с помощью спектрофотометра UV 1800 
(Shimadzu, Япония). Минимальная ингибирую-
щая концентрация (МИК) соответствовала мини-
мальному содержанию ПАВ в растворе, при ко-
тором происходит сдерживание видимого роста 
тест-культур. 

Биоокисление ПАВ проводили в стеклянных 
колбах объемом 250 см

3
, помещенных в шейкер-

инкубатор LSI-3016A/LSI-3016R (Daihan Labtech, 
Южная Корея), в условиях постоянной темпера-
туры: 30 ºС – для чистых культур, 18 ºС – для 
активного ила. Начальная концентрация сурфак-
танта была выбрана с условием определения 
минимальной ингибирующей концентрации. 

Степень биодеструкции определяли посред-
ством измерения остаточной концентрации ПАВ 
в растворе. Для этого ежедневно отбирали про-
бы каждого из образцов, центрифугировали и 
измеряли значения оптической плотности на 
фоне натрий-фосфатного буфера в присутствии 
индикатора – эриохрома черного Т, который об-
разует комплексное соединение с CAPB. На 
спектрофотометрической кривой раствор ком-
плекса показывал максимум поглощения при 
длине волны 659 нм [16]. 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Предварительно было установлено значение 

минимальной ингибирующей концентрации ко-
камидопропилбетаина. 

Согласно полученным данным, полное подав-
ление роста микроорганизмов штамма Pseu-
domonas putida TO (B-3959) происходило при кон-
центрации сурфактанта свыше 0,0228 моль/дм

3
. 

Активный рост биомассы испытуемого штамма 
наблюдалось при низких концентрациях (рис. 1). 
Таким образом, для дальнейших исследований 
была взята концентрация сурфактанта в 4 раза 
меньше, чем минимальная ингибирующая кон-
центрация. 

Результаты изучения скорости процесса би-
одеструкции представлены на рис. 2. 

Штамм-деструктор должен обладать способ-
ностью за минимальный временной интервал 

снижать концентрацию сурфактанта до безопас-
ных значений. В ходе эксперимента по биоде-
струкции ПАВ получены следующие результаты: 

 

 
 

Рис. 1. Зависимость интенсивности рассеяния света  
от концентрации кокамидопропилбетаина в растворе  
суспензий штамма Pseudomonas putida TO (B-3959) 
 

Fig. 1. Light scattering intensity versus  
cocamidopropylbetaine concentration in a solution  
of the Pseudomonas putida TO (B-3959) suspensions 

 

 
 

Рис. 2. Зависимость концентрации  
кокамидопропилбетаина от продолжительности  
инкубации для исследуемых штаммов рода Pseudomonas 
 

Fig. 2. Relationship between the cocamidopropylbetaine  
concentration and the incubation duration  
for the studied strains of the genus Pseudomonas 
 

штаммы Pseudomonas stutzeri T (В-4904) и Pseu-
domonas fluorescens TR (В-4881) продемонстри-
ровали наименьший период полураспада веще-
ства – 2,5 и 2,6 суток соответственно. Несколько 
большие периоды показали штаммы Pseudomo-
nas putida TO (В-3959), Pseudomonas putida  
TШ-18 (В-2950) и Pseudomonas oleovorans  
TF4-1L (В-8621) – 3,0; 4,5 и 4,9 суток соответ-
ственно. Микроорганизмы Pseudomonas mendo-
cina 2S (В-4710) и Pseudomonas putida TП-19 
(В-6582) – наибольший период полураспада – 
5,5 и 6,0 суток соответственно (таблица). Полу-
ченные результаты связаны, вероятно, с про-
должительностью периода адаптации штаммов-
деструкторов к неизвестному ранее субстрату,  
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Данные исследования скорости процесса биодеструкции кокамидопропилбетаина  
чистыми культурами рода Pseudomonas 
 

Biodegradation rate of cocamidopropylbetaine by pure cultures  
of the genus Pseudomonas 
 

Параметр 
Вид штамма-деструктора рода Pseudomonas 

В-8621 В-4904 В-4710 В-4881 В-3959 В-6582 В-2950 

Концентрация ПАВ,  
ммоль/дм3: 

начальная 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 

по истечении 
14 суток 

0,121 0,223 0,203 0,385 0,233 0,182 0,278 

Степень разложения 
ПАВ, % 

97,9±1,2 96,4±0,6 96,4±0,8 93,2±0,9 95,9±1,1 96,8±1,3 95,1±0,9 

Период полураспада 
ПАВ t1/2, сут. 

4,9±0,1 2,5±0,2 5,5±0,4 2,6±0,05 3,0±0,2 6,0±0,3 4,5±0,2 

 
с реакцией на токсическое действие кокамидо-
пропилбетаина. Немаловажным фактором явля-
ется и особенность периферийного метаболизма 
микроорганизмов, то есть осуществление 
начального этапа метаболизма ксенобиотика. 
Также нельзя исключать возможность использо-
вания микробными клетками внутренних запасов 
питательных веществ, полученных ими во время 
активации на классических средах. 

Полученные данные подтверждают эффек-
тивность использования бактерий рода Pseudo-
monas в качестве деструкторов сурфактантов, 
поскольку они имеют короткое время генерации, 
высокую скорость наращивания биомассы по 
сравнению с бактериями-деструкторами других 
родов, а также легко культивируются в лабора-
торных условиях [17, 18]. 

По истечении 21 суток был выполнен посев 
всех чистых культур, которые культивировались 
в стерильном растворе ПАВ без добавления в 
среду минеральных компонентов. Активный при-
рост биомассы наблюдался уже в первые сутки 
эксперимента. Результат посева не показал при-
знаков угнетения жизнедеятельности микроорга-
низмов ни для одного штамма, и поскольку для 
всех штаммов единственным источником азота 
был CAPB, это свидетельствовало, что все ис-
пытуемые штаммы способны ассимилировать 
азот из сурфактанта и практически полностью 
утилизировать ПАВ за 14 суток. В работе [12] 
описаны штаммы, утилизирующие CAPB за 29 
суток без добавления в среду легкоусвояемого 
азота, что вдвое дольше, чем утилизация ПАВ 
штаммами, рассматриваемыми в данной работе. 

Параллельно проводили исследования по 
биодеструкции CAPB активным илом – биоцено-
зом, где симбиотически сосуществуют бактерии 
и простейшие [19]. Согласно известным данным о 
составе консорциума, предполагаемыми деструк-
торами кокамидопропилбетаина являются бакте-
рии семейства Pseudomonadaceae (50–80%), бак-
терии рода Mycobacterium (5–15%), основной 
функцией которых является окисление углево-
дородов, а также микроорганизмы рода Bacte-

rium, к биохимическим особенностям которых 
относится окисление нефти, нефтепродуктов, 
фенолов, альдегидов, жирных кислот. 

Активный ил показал максимальную степень 
биодеструкции кокамидопропилбетаина на 14-е 
сутки эксперимента, концентрация ПАВ состави-
ла 0,91 ммоль/дм

3
, что соответствует 15,9% от 

начальной концентрации. 
Таким образом, в консорциуме штаммов 

наблюдалась почти полная деградация CAPB. Од-
нако скорость биодеструкции по сравнению с са-
мыми эффективными штаммами (Pseudomonas 
stutzeri T (В-4904), Pseudomonas fluorescens TR  
(В-4881), Pseudomonas putida TO (В-3959)) была 
ниже. Кроме того, в безазотистой среде первичные 
биодеструкторы обеспечивают поступление азота 
как в свой собственный метаболизм, так и в мета-
болизм своих микробных партнеров, которые 
обеспечивают вторичную биодеградацию. Извест-
но, что для повышения эффективности биодегра-
дации нефти и нефтепродуктов чаще всего ис-
пользуются смешанные культуры, состоящие из 
двух и более микроорганизмов [20, 21]. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Исследуемая ассоциация углеводородокис-

ляющих микроорганизмов, а также чистые куль-
туры начали активный рост уже в первые сутки 
эксперимента без периода адаптации в среде, 
содержащей кокамидопропилбетаин в качестве 
единственного источника углерода и азота. Это 
свидетельствует о том, что испытуемые штаммы 
сразу начинают окислять сурфактант. Кроме то-
го, многие Pseudomonas наряду с хромосомной 
ДНК имеют дополнительный генетический мате-
риал в виде плазмид биодеградации, которые 
играют важную роль в адаптации бактерий к из-
меняющимся условиям окружающей среды. 

В результате проведенного исследования 
отобраны самые эффективные штаммы – де-
структоры кокамидопропилбетаина: Pseudomo-
nas stutzeri T (В-4904), Pseudomonas fluorescens 
TR (В-4881), Pseudomonas putida TO (В-3959), 
работа которых характеризуется меньшим пери-
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одом адаптации к поллютанту, что является су-
щественным преимуществом для процесса 
очистки стоков в реальных производственных 
условиях. Дальнейшие исследования будут 

направлены на разработку биодеструктивного 
препарата сурфактантов, в состав которого бу-
дут включены данные штаммы. 
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