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Abstract. Effect of the concentration of surfactants differing in nature on the inhibition of the growth 
of microorganisms of the genus Pseudomonas putida was studied. All the surfactants inhibited the 
metabolic growth of microorganisms to various degrees. The results depended on the nature of the 
surfactants. For each surfactant, there is a range of concentrations characteristic of the growth or 
suppression of the growth of microorganisms. The values of the minimum inhibitory concentration 
and the growth inhibition zones diameters of the surfactants are compared. The highest antimicrobial 
activity belonged to the cationic Dimethylaminopropyl stearamide in relation to Pseudomonas putida.
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Концентрационная зависимость противомикробных свойств  
различных поверхностно-активных веществ  
в отношении бактерий вида Pseudomonas putida
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Аннотация. Изучено влияние концентрации поверхностно-активных веществ, различающихся 
природой, на подавление роста микроорганизмов рода Pseudomonas putida. Показано, что 
сурфактанты проявляют различные степени ингибирующего воздействия на рост тестируемых 
видов бактерий в зависимости от природы поверхностно-активных веществ. Для каждого 
сурфактанта существует собственный диапазон концентраций, отвечающий росту либо 
подавлению роста микроорганизмов. Сопоставлены значения минимальной ингибирующей 
концентрации и диаметров зон ингибирования роста исследованных веществ в отношении 
микроорганизмов. Высокую антимикробную активность против бактерий рода Pseudomonas 
putida показал катионактивный Dimethylaminopropyl stearamide.
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Введение

Чрезвычайно распространенными соединениями являются поверхностно-активные веще-
ства (ПАВ) – одна из важнейших групп органических соединений, обладающих дифильным 
строением и, следовательно, исключительной способностью значительно понижать свободную 
поверхностную энергию в результате адсорбции на поверхностях раздела различных фаз.

ПАВ можно классифицировать по различным признакам. По способности к диссоциации 
в водных растворах их подразделяют на неионогенные и ионогенные. В свою очередь ионоген-
ные ПАВ делят на анионные, катионные, амфолитные и цвиттер-ионные [1].

Олеат натрия (sodium oleate) – представитель анионактивных ПАВ, используемый в каче-
стве мицеллообразующего вещества [2, 3], эмульгатора, агента при флотации [4] (рис. 1).

Кокамидопропил бетаин (cocamidopropyl betain – CAPB) – цвиттер-ионный сурфактант, 
широко применяется для создания композиций в средствах для личной гигиены и косметиче-
ских средств (рис. 2). САРВ является широко распространенным алкилбетаиновым ПАВ. Пер-
вым этапом синтеза служит реакция 3,3-диметиламинопропиламина с кокосовыми жирными 
кислотами (R= C7-C17), полученными при гидролизе кокосового масла, с образованием про-
межуточного кокамидопропил диметиламина. Данная реакция требует высоких температур 
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(150-175 °С) для конверсии и последующей дистилляции, с целью удаления непрореагировав-
ших исходных веществ. На втором этапе используют реакцию взаимодействия промежуточно-
го продукта с монохлоруксусной кислотой.

Недавние исследования зарубежных ученых установили способность Cocamidopropyl 
Betaine к проявлению мощных антисептических свойств. При использовании искусственной 
вентиляции легких (ИВЛ) в лечении различных инфекционных заболеваний у пациентов обра-
зуются плотные и обильные слизистые выделения, закупоривающие эндотрахеальную трубку 
и затрудняющие ее аспирацию. Это обстоятельство вынуждает удалять трубку, очищать или 
заменять, увеличивая нагрузку на персонал, а также риск заражения. Сложившаяся санитарная 
ситуация способствовала разработке формулы поверхностно-активного вещества кокамидо-
пропилбетаина в качестве 0,075%-го раствора в физиологической сыворотке для гигиеническо-
го процесса интубации, который используется для предотвращения заражения [5].

Среди неионогенных ПАВ широко известны алкил глюкозиды, относящиеся к экологиче-
ски чистым сурфактантам благодаря их полному биоразложению. Синтез проводят путем кон-
денсации длинноцепочечных жирных спиртов кокосового или пальмового масла и глюкозы [6]. 
Алкил глюкозиды используют в косметологии [7], в промышленности и сельском хозяйстве их 
применяют в качестве эмульгаторов и солюбилизаторов [8]. Децил глюкозид (рис. 3) входит в 
состав косметических кремов, гелей и кондиционеров, являясь менее агрессивным компонен-
том, все же вызывающим аллергические реакции [9, 10]. Описано применение неионных ПАВ 
в качестве нейтральных кислородсодержащих экстракционных реагентов [11].

Стеарамидопропил диметиламин (SAPDMA) широко используемое катионактивное ПАВ 
в составе кондиционеров для волос и средств личной гигиены (рис. 4). Однако, по данным 
PubChem и Европейского химического агентства, SAPDMA очень токсичен для водной среды 
с долгосрочными последствиями и может вызвать серьезные повреждения глаз и кожи [12].

Рис. 1. Олеат натрия

Fig. 1. Sodium oleate

Рис. 2. Кокамидопропил бетаин 

Fig. 2. Cocamidopropyl betain – CAPB
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Благодаря высокой поверхностной активности сурфактантов и образованию мицеллярных си-
стем, приводящих к процессам адсорбции, адгезии, смачивания, солюбилизации, молекулы ПАВ 
способны проникать через биологические мембраны, нарушая физиологические процессы в клет-
ке, тем самым проявляя ярко выраженные антимикробные свойства [13-15]. Токсичность ПАВ свя-
зана с их способностью взаимодействовать с компонентами цитоплазматической мембраны клеток 
живых организмов, вследствие чего мембрана перестает служить барьером проницаемости и ее 
деструкция с последующим проникновением поллютанта внутрь клетки и взаимодействием с кле-
точными белками, липидами и липопротеидами может привести к гибели клетки [16].

Целью исследований являлось изучение влияния концентрации сурфактантов на анти-
микробную активность по отношению к микроорганизмам рода Pseudomonas putida.

Материалы и методы

В качестве объектов для исследования были взяты сурфактанты, различающиеся по спо-
собности к диссоциации: цвиттер-ионный (цвиттер-ПАВ)  – Сocamidopropyl betaine (CAPB), 
анионактивный (АПАВ) – Sodium oleate, неионогенный (НПАВ) – Decyl Glucoside, катионак-
тивный (KПАВ) – Dimethylaminopropyl stearamide (SAPDMA) (табл. 1).

В роли биодеструкторов использованы штаммы микроорганизмов Всероссийской коллек-
ции ФГУП ГосНИИ Генетика (Москва) Pseudomonas putida TП-19 (B-6582). Исследования вы-
полнены в НИИ биотехнологии Кемеровского государственного университета.

Для штамма готовили суспензию на основе физиологического раствора (0,9 % NaCl) с ко-
нечной концентрацией 107-108 КОЕ/мл.

Микроорганизмы были культивированы при 37 °С в жидкой питательной среде в соот-
ветствии с паспортом штамма с последующим инкубированием в течение 24-48 ч. Состав пи-

Рис. 3. Децил глюкозид

Fig. 3. Decyl glucoside

Рис. 4. Стеарамидопропил диметиламин

Fig. 4. Stearamidopropyl dimethylamine
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тательной культуральной среды, г/л: пептон – 10, мясной экстракт – 11, NaCl – 5, вода дистил-
лированная – 1 л.

Численность колоний определяли с помощью денситометра DEN-1 по мутности клеточ-
ных суспензий в пределах значения 0,5 единиц Мак-Фарланда (1·108 КОЕ/мл).

Концентрация, ингибирующая рост микроорганизмов, определена макрометодом путем 
двукратного разбавления водных растворов ПАВ в пробирках с последующим добавлением 
суспензии штамма-деструктора. Начальная концентрация ПАВ составляла 0,3-0,4 моль/дм3 
(125 г/дм3).

Рост микроорганизмов контролировали после инкубирования при 37  °С через 24 ч, из-
меряя светорассеяние при λ = 980 нм с помощью спектрофотометра UV 1800 (Shimadzu) при 
толщине слоя 1 см. Минимальная ингибирующая концентрация (МИК) соответствует мини-
мальному содержанию ПАВ в растворе, при котором происходит сдерживание видимого роста 
тест-культур.

Для тестирования антибактериальной активности использовали диск-диффузионный ме-
тод. На поверхность агаризованной среды вносили 1 мл суспензии исследуемых микроорганиз-
мов (106–108 КОЕ/мл), помещали бумажные диски, пропитанные концентрированным (30-50 %) 
и разбавленным (10 %) водными растворами сурфактанта. После культивирования при 37 °С 
в течение 48 ч наблюдали зоны ингибирования. Для сравнения был взят антибактериальный 
препарат, содержащий изопропиловый спирт (70 % об.).

Эксперименты для каждого ПАВ проводили в двух параллелях в трех повторностях, дан-
ные представлены как среднее значение.

Результаты и их обсуждение

Диск-диффузионный эксперимент, проведенный с концентрированными растворами ПАВ, 
показал рост микроорганизмов на периферии чашки и полное подавление роста не только во-
круг дисков, но и по всей зоне сегмента для каждого ПАВ (рис. 5). Это являлось прямым дока-
зательством токсичности взятых для исследования сурфактантов по отношению к бактериям 
рода Pseudomonas putida. В результате проведенного аналогичного исследования с разбавлен-
ными растворами сурфактантов наблюдались характерные зоны ингибирования – области, где 
происходит подавление роста бактерий (рис. 6).

Результаты измерений зон ингибирования роста бактерий представлены в табл. 2.

Таблица 1. Характеристика объектов исследования

Table 1. Characterization of research objects

Наименование Формула Молекулярная масса Регистрационный 
номер САS

Кокамидопропил бетаин 
(Сocamidopropyl betaine) C19H38N2O3 342,28 61789-40-0

Олеат нитрия (Sodium oleate) C18H33O2Na 304,44 143-19-1
Децил глюкозид (Decyl Glucoside) C16H32O6 320,42 58846-77-8
Стеарамидопропил диметиламин 
(Dimethylaminopropyl stearamide) C23H48N2O 368,65 7651-02-7
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Рис. 5. Зоны ингибирования роста Pseudomonas putida под воздействием поверхностно-активных веществ: 
1 – Сocamidopropyl betaine; 2 – Sodium oleate; 3 – Decyl glucoside; 4 – Dimethylaminopropyl stearamide

Fig. 5. Growth inhibition zones of the Pseudomonas putida under the influence of surfactant: 1 – Сocamidopropyl 
betaine; 2 – Sodium oleate; 3 – Decyl glucoside; 4 – Dimethylaminopropyl stearamide

Рис. 6. Диаметр зоны ингибирования роста Pseudomonas putida под воздействием поверхностно-активных 
веществ: 1  – Сocamidopropyl betaine; 2  – Sodium oleate; 3  – Decyl glucoside; 4  – Dimethylaminopropyl 
stearamide; 5 – контроль (антибактериальный препарат)

Fig. 6. Growth inhibition zone diameter of the Pseudomonas putida under the influence of surfactant: 1  – 
Сocamidopropyl betaine; 2 – Sodium oleate; 3 – Decyl glucoside; 4 – Dimethylaminopropyl stearamide; 5 – 
control

Таблица 2. Диаметр зон ингибирования роста Pseudomonas putida под воздействием поверхностно-
активных веществ

Table 2. Growth inhibition zones diameter of the Pseudomonas putida under the influence of surfactant

ПАВ Диаметр зоны ингибирования, мм

Кокамидопропил бетаин (Сocamidopropyl betaine) 11±0,04
Олеат нитрия (Sodium oleate) 8±0,02
Децил глюкозид (Decyl Glucoside) 9±0,02
Стеарамидопропил диметиламин (Dimethylaminopropyl stearamide) 18±0,03
Контроль – изопропиловый спирт 20±0,08
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Полученные данные показали, что максимальная зона ингибирования соответствует кати-
онактивному ПАВ и контролю, обладающим самыми высокими бактерицидными свойствами. 
Наименьшая ингибирующая активность наблюдалась у анионактивного сурфактанта и у не-
оиногенного ПАВ. Несколько большую зону ингибирования по сравнению с НПАВ и АПАВ и 
меньшую, чем КПАВ, проявил цвиттер-ионный ПАВ. Эти результаты не противоречат имею-
щимся в литературе данным, в соответствии с которыми наиболее токсичны катионактивные 
ПАВ [1].

В работе [17] описан механизм токсичности для катионных ПАВ на основе алкилтримети-
ламмония, обнаруженный с помощью электронной микроскопии, который основан на сигналах 
флуоресценции в реальном времени и на изменении ультраструктуры клетки.

В процессе исследования решали вопрос подбора критической концентрации сурфактан-
та, при которой не происходит подавления жизнедеятельности микроорганизмов, поскольку 
имеются исследования, доказывающие способность некоторых штаммов использовать ПАВ 
в качестве питательного субстрата, что по сути и является процессами биодеструкции сур-
фактантов.

При подборе оптимальной концентрации сурфактанта с целью предотвращения ингиби-
рующего действия на штаммы микроорганизмов необходимо было учитывать тот факт, что 
собственно сам ПАВ проявляет губительное действие в отношении микроорганизмов. Меха-
низм антимикробной активности ПАВ связывают с адсорбцией ПАВ и образованием комплек-
сов на поверхности микробной клетки, изменением электрохимических свойств и проницае-
мости мембраны и, как следствие, нарушением физиологических процессов и ферментативной 
активности микроорганизмов [18]. С другой стороны, многие микроорганизмы продуцируют 
биологически активные вещества  – бактериоцины, обладающие широким антимикробным 
спектром [19-22].

Так, минимальные ингибирующие концентрации микробных ПАВ – липопептидов, син-
тезированных представителями родов Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Brevibacillus; рам-
нолипидов, синтезированных бактериями родов Pseudomonas, Burkholderia, Lysinibacillus; 
софоролипидов, синтезированных дрожжами родов Candida (Starmerella и Rhodotorula), – со-
ставляют 1-32, 50-500 и 10-200 (мкг/мл) соответственно [23].

Активность микроорганизмов Pseudomonas putida по отношению к сурфактантам была 
подтверждена путем определения значений минимальной ингибирующей концентрации мето-
дом разведения в пробирке, при котором рост биомассы наблюдался лишь при низких концен-
трациях ПАВ.

Зависимость интенсивности светорассеяния от концентрации сурфактантов представлена 
на рис. 7.

Исследуемые микроорганизмы начали активный рост уже в первые сутки эксперимента 
без периода адаптации, используя в качестве единственного источника углерода только ПАВ. 
Это свидетельствует о том, что микроорганизмы рода Pseudomonas putida способны вызывать 
биодеградацию сурфактантов. Известно, что внесенные в систему углеводородов ПАВ играют 
существенную роль в процессах биоокисления, выполняя роль «посредников» между клет-
кой и ароматическими соединениями, способствуя адгезии клеток и гидрофобного субстрата и 
обеспечивая его транспорт внутрь клетки [24].
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Сопоставление данных нефелометрических исследований подтвердило высокую ток-
сичность катионактивного ПАВ (рис. 8), которая связана с высокой адсорбцией положитель-
но заряженного поверхностно-активного катиона и отрицательно заряженной поверхности 
биологических мембран, что приводит к нарушению проницаемость последних и их раз-
рушению [16, 18]. Значение минимальной ингибирующей концентрации (МИК) для КПАВ 
превышает значение МИК для АПАВ более чем в 77 раз, для цвиттер-ионного ПАВ – в 17 
раз, для НПАВ – 37 раз. Для цвиттер-ионного ПАВ и НПАВ получены практически схожие 
результаты, различающиеся в два раза. Самая высокая ингибирующая концентрация соот-
ветствует анионактивному ПАВ.

По численному значению интенсивности светорассеяния можно сделать следующие вы-
воды. В среде, в которой в качестве источника углерода используется АПАВ, наблюдается 
активный прирост биомассы, что приводит к увеличению значения светорассеяния. В то же 
время при концентрации, меньшей МИК, малое значение интенсивности рассеяния света для 
КПАВ говорит об угнетении активного роста штамма. Возможно, это свидетельствует о том, 
что микроорганизмы могут использовать анионактивный ПАВ как легко усвояемый источ-
ник углерода, а катионактивный ПАВ не может являться полноценным субстратом, и клетка 
микроорганизма живет за счет своих внутренних резервов, которые быстро истощаются.

Рис. 7. Зависимость интенсивности рассеяния света от концентрации ПАВ: А – Сocamidopropyl betaine; 
Б – Sodium oleate; В – Decyl Glucoside; Г – Dimethylaminopropyl stearamide

Fig. 7. Dependence of the light scattering intensity on the surfactant concentration: А – Сocamidopropyl betaine; 
Б – Sodium oleate; В – Decyl Glucoside; Г – Dimethylaminopropyl stearamide
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Заключение

Таким образом, проведенные исследования доказали влияние концентрации ПАВ на жиз-
недеятельность микроорганизмов.

Показано, сурфактанты проявляют различные степени ингибирующего воздействия на 
рост тестируемых видов бактерий в зависимости от природы ПАВ. Для каждого сурфактанта 
существует собственный диапазон концентраций, отвечающий росту либо подавлению роста 
микроорганизмов. Высокую антимикробную активность против бактерий рода Pseudomonas 
putida имеет катионактивный ПАВ – Dimethylaminopropyl stearamide, показавший самое низ-
кое значение минимальной ингибирующей концентрации.

При создании антисептических средств на основе ПАВ необходимо учитывать природу 
сурфактанта и значения концентрации, губительной для роста микроорганизмов.
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