
49

Биотехнология, 2017, Т. 33, № 6, С. 49–56

Загрязнение окружающей среды углеводоро-
дами нефти является глобальной проблемой в со-
временном мире. В последнее время особое вни-
мание уделяется микробиологическим аспектам 
технологии очистки нефтезагрязненных терри-
торий, подробно анализируются факторы, обе-
спечивающие наибольшую эффективность раз-
рушения углеводородов нефти микроорганизма-
ми [1–3]. Представители р. Rhodococcus являются 
эффективными деструкторами различных угле-
водородов, содержащихся в нефти; они легко 

адаптируются к экстремальным условиям окру-
жающей среды и часто входят в состав препара-
тов для биоремедиации загрязненных почв [4–6].

В последние годы нефтедобыча интенсивно ве-
дется в условиях холодного климата, где восстанов-
ление загрязненных территорий происходит край-
не медленно. При низких температурах многие 
углеводороды нефти переходят в твердое агрегат-
ное состояние: увеличивается их вязкость, снижа-
ется растворимость, уменьшается степень диффу-
зии, что значительно влияет на их биодоступность 
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и степень деградации микроорганизмами [7–9]. 
Известно, что бактерии р. Rhodococcus продуци-
руют гликолипидные биоПАВ, повышающие био-
доступность гидрофобных субстратов [10, 11]. 
В ряде работ показано, что при пониженных тем-
пературах родококки могут продуцировать био-
ПАВ при росте как на жидких (керосин) [12], так 
и на твердых (тетрадекан и н-гексадекан) [13, 14] 
углеводородных субстратах. Однако роль биоПАВ 
в биодеградации твердых гидрофобных субстратов 
при низких температурах пока мало изучена.

Штамм Rhodococcus sp. X5 входит в состав 
биопрепарата «МикроБак», разработанный для 
очистки нефтезагрязненных почв в интервале 
температур 4−30 °С [4, 9]. Ранее нами было пока-
зано, что этот штамм эффективно разрушает угле-
водороды нефти, продуцирует в культуральную 
среду сукциноилтрегалолипиды и обладает высо-
кой степенью адгезии к н-гексадекану при темпе-
ратуре около 25 °С [15, 16].

Цель данной работы состояла в оценке потен-
циала бактерий Rhodococcus sp. X5 как компонен-
та биопрепаратов для очистки нефтезагрязнен-
ных территорий в условиях холодного климата. 
Для этого выявляли эффект пониженной темпера-
туры (10 °С) на способность бактерий к продук-
ции биоПАВ, адгезию клеток к гексадекану, со-
держание липидов в биомассе микроорганизмов 
и степень биодеградации гексадекана.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Объект исследований
Был использован штамм Rhodococcus sp. X5 

из коллекции лаборатории биологии плазмид 
ИБФМ им. Г.К. Скрябина РАН (ВКМ Ас-2532 Д).

Условия культивирования
Микроорганизмы культивировали в 200 мл 

жидкой минеральной среды Эванса [17], содержа-
щей по 1 мл/л каждого из следующих компонен-
тов: 50 мМ K2HPO4; 5 M NH4Cl; 1 M Na2SO4; 62 мM 
MgCl2; 1 мM CaCl2; 0,005 мM (NH4)6Mo7O24·4H2O; 
раствор микроэлементов (г/л: ZnO – 0,41; FeCl3× 
×6 H2O – 5,4; MnCl2·4H2O – 2; CuCl2·2H2O – 0,17; 
CoCl2·6H2O – 0,48; H3BO3 – 0,06), а также н-гекса-
декан (20 г/л) (ЗАО «ЭКОС-1», Россия). Родокок-
ки выращивали в колбах Эрленмейера объемом 
750 мл при 26 °С или 10 °С на орбитальной качал-
ке Excella E25 (Eppendorf, Германия) при часто-
те 180 об/мин. Среду в колбах инокулировали су-
спензией микроорганизмов до конечной концен-
трации 1∙106 кл/мл.

Рост микроорганизмов оценивали по измене-
нию ОП600 на фотометре «Эксперт-003» («Эко-
никс–Эксперт», Россия).

Измерение поверхностного натяжения 
бесклеточного супернатанта

Для получения бесклеточного супернатан-
та клетки отделяли центрифугированием при 
10000 g в течение 10 мин. Поверхностное натяже-
ние оценивали методом Дю Нуи на тензиометре 
Kruss K6 (Kruss, Германия) при комнатной темпе-
ратуре [15].

Определение индекса эмульгирования 
Индекс эмульгирования бесклеточного супер-

натанта (E24) определяли по отношению высоты 
слоя образуемой эмульсии с гексадеканом к общей 
высоте жидкости в пробирке через 24 часа [18].

Оценка содержания трегалолипидных 
биоПАВ в бесклеточном супернатанте

Для этой цели использовали колориметриче-
ский метод определения концентрации сахаров с 
помощью фенольного реактива [19]. Стандартом 
служил раствор трегалозы.

Измерение гидрофобности клеточной 
поверхности или степени адгезии  
клеток к н-гексадекану

Данную величину определяли с использова-
нием МATH-теста [20] c модификацией [21].

Определение суммарных клеточных липидов
Липиды экстрагировали полярными органи-

ческими растворителями из влажной биомассы 
бактерий после удаления избытка н-гексадекана 
путем экстракции гексаном (ЗАО «ЭКОС-1», Рос-
сия), согласно методике [22].

Анализ жирнокислотного состава липидных 
экстрактов

Проводили переэтерификацию жирных кис-
лот по методике, описанной в работе [23]. Мети-
ловые эфиры жирных кислот растворяли в хло-
роформе и идентифицировали методом ГХ-МС 
на хроматографе Agilent 6890N (Agilent Technol-
ogies Inc., USA) с масс-спектрометрическим де-
тектором Agilent 5973, (капиллярная колонка 
XP-1, 30 м × 0,25 мм × 0,25 мкм). Метиловые эфи-
ры жирных кислот идентифицировали с исполь-
зованием электронной библиотеки масс-спек-
тров (NIST/EPA/NIH. Mass Spectral Library  
www.nist.gov/srd/nist1a.cfm).
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ВЛИЯНИЕ ПОНИЖЕННОЙ ТЕМПЕРАТУРЫ НА БИОДЕГРАДАЦИЮ ГЕКСАДЕКАНА

Измерение степени деградации н-гексадекана 
бактериями Rhodococcus sp. X5

Процесс оценивали по убыли субстрата в среде 
через 3, 6, 8 и 12 сут при 26 °С и 6, 12 и 18 сут при 
10 °С. Для этого из 10 мл культуральной среды экс-
трагировали н-гексадекан равным объемом гексана 
(10 мл) и определяли содержание н-гексадекана с 
помощью газового хроматографа «Кристалл-5000» 
(«Хроматек-Аналитик», Россия) с капиллярной ко-
лонкой BP1J08 (30 м × 0,3 мм × 0,53 мкм).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Деградация гексадекана бактериями 
Rhodococcus sp. X5 при температуре  
26 °С и 10 °С

Способность бактерий разрушать алканы при 
пониженной температуре вызывает особый ин-
терес исследователей, поскольку эффективность 
утилизации углеводородов существенно зави-
сит от их агрегатного состояния. Так, н-гексаде-
кан, имеющий температуру плавления 18 °С, при 
26 °С является жидкостью, а при 10 °С – твердым 
веществом. Исследование процесса деградации 
н-гексадекана штаммом Rhodococcus sp. X5 при 
различной температуре (26 °С и 10 °С) показа-
ло более высокую скорость роста штамма и бо-
лее быстрое достижение стационарной фазы, 
при  26 °С (рис.  1). Содержание н-гексадекана 
при росте штамма Rhodococcus sp. X5 составила 
на 8-е сутки при 26 °С 53% и на 18-е сутки при 
10 °С − около 40%.

Однако эффективность утилизации субстрата 
к началу стационарной фазы (6-е и 12-е сутки при 
температуре 26 °С и 10 °С, соответственно) при 
использовании двух температур различалась не-
значительно. Так, штамм Rhodococcus sp. X5 спо-
собен утилизировать 47% гексадекана при 26 °С 
на 6-е сутки и 38% при 10 °С на 12-е сутки, несмо-
тря на то, что биодоступность твердого субстрата 
при низкой температуре снижается существенно.

Известно, что актинобактерии способны эф-
фективно разрушать н-алканы при пониженной 
температуре. В работе [24] показано, что бакте-
рии R. cercidiphyllus BZ22 утилизировали 35% 
н-гексадекана при температуре 10 °С в течение 
14 сут, что сопоставимо с полученными нами 
результатами.

Авторы работы [14] изучали физиологиче-
скую адаптацию алкан-деградирующих бакте-
рий Rhodococcus sp. Q15 к низким температу-
рам и показали, что существенную роль в утили-

зации дизельного топлива при 5 °С могут играть 
такие механизмы, как продукция клеточно-свя-
занных биоПАВ, увеличение гидрофобности по-
верхности клеток и образование внутриклеточ-
ных липидных включений. Для выяснения роли 
этих механизмов в адаптации нефтеутилизирую-
щих бактерий Rhodococcus sp. X5 к низким тем-
пературам проводили сравнительное определение 
способности микроорганизмов продуцировать 
биоПАВ, в частности гликолипиды, а так же ги-
дрофобности клеточной поверхности и липидно-
го состава клеток в зависимости от температуры 
культивирования.

Влияние температуры на продукцию биоПАВ 
штаммом Rhodococcus sp. X5

Уровень продукции бактериями биоПАВ мож-
но оценивать по эмульгирующей активности и из-
менению поверхностного натяжения культураль-
ной среды. Способность бактерий к образованию 
эмульсий характеризует индекс эмульгирования 
[25], зависящий от природы и содержания био-
ПАВ. Установлено, что показатель E24 для бескле-
точного супернатанта штамма Rhodococcus sp. X5 
в стационарной фазе роста имеет более высокое 
значение при 26 °С (55%), чем при 10 °С (36%), 
что может быть обусловлено большей концентра-
цией биоПАВ в первом случае.
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Рис. 1. Динамика роста бактерий Rhodococcus sp. X5  
(кривые 1 и 3) и потребления ими гексадекана (кри-
вые 2 и 4) при 26 °С и 10 °С, соответственно

Fig. 1. Dynamics of growth (curves 1 and 3) and hexa-
decane consumption (curves 2 and 4) by Rhodococ-
cus sp. X5 strain at 26 °С and 10°С, respectively
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Культивирование штамма Rhodococcus sp. X5 
на среде с гексадеканом при 26 °С приводило к 
резкому уменьшению поверхностного натяжения 
среды уже в первые сутки роста бактерий 
(рис. 2а). На четвертые сутки поверхностное на-
тяжение бесклеточного супернатанта достига-
ло 27 мН/м (при начальном значении 72 мН/м), 
что свидетельствовало об активной продукции 
биоПАВ. Ранее было показано, что Rhodococ-
cus  sp.  X5 продуцируют трегалолипиды в куль-
туральную среду [15], поэтому параллельно с ис-
следованием поверхностного натяжения оценива-
ли содержание в среде трегалолипидов. Показано, 
что снижение поверхностного натяжения супер-
натанта культуры сопровождалось увеличением 
концентрации в нем трегалолипидов, которая до-
стигала максимального значения (280 мг/л) на 8-е 
сутки культивирования  (рис. 2а, кривая 2). После 
того, как концентрация трегалолипидов возрас-
тала до 120 мг/л, дальнейшее снижение поверх-
ностного натяжения не наблюдалось, по-видимо-
му, вследствие достижения биоПАВ критической 
константы мицеллообразования.

Культивирование бактерий Rhodococcus sp. X5  
на среде с н-гексадеканом в течение 6 сут при тем-
пературе 10 °С приводило к снижению поверх-
ностного натяжения среды до 35 мН/м (рис.  2b, 
кривая 3). Содержание трегалолипидов в бескле-
точном супернатанте при этом составило 100 мг/л 
(см. рис. 2b, кривая 2). Уменьшение содержания 
внеклеточных трегалолипидных биоПАВ при 
10 °С по сравнению с таковым при 26 °С может 
быть обусловлено образованием клеточно-свя-

занных гликолипидов, как показано в работе [14]. 
Клеточно-связанные биоПАВ способны форми-
ровать липофильные каналы в клеточной стен-
ке бактерий, что увеличивает доступность гидро-
фобных субстратов для микроорганизмов [1, 25].

В работе [26] показано, что культивирование 
Rhodococcus sp. PLM026 при температуре 28 °С со-
провождается выделением в культуральную среду 
до 300 мг/л трегалолипидов. При этом поверхност-
ное натяжение среды снижалось до 29 мН/м. Ав-
торы публикации [10] также наблюдали уменьше-
ние поверхностного натяжения среды до 29 мН/м 
при росте Rhodococcus sp. MS11 на среде с н-алка-
нами (в ряду от н-декана до н-гептадекана). Кро-
ме того, сукциноилтрегалолипиды, выделенные 
из культуральной среды бактерий R.  wratislavien-
sis BN38 и Rhodococcus sp. SD74, снижали поверх-
ностное натяжение среды до 24 мН/м и 19 мН/м, 
соответственно [11, 23]. Таким образом, можно 
считать установленным, что в диапазоне темпера-
тур 20–30 оС родококки при росте на гидрофобных 
субстратах продуцируют в культуральную среду 
трегалолипидные биоПАВ, которые эффективно 
снижают поверхностное натяжение среды.

Культивирование микроорганизмов в услови-
ях пониженных температур (15 °С) продемонстри-
ровало также способность арктических бактерий 
Rhodoсoccus, растущих на среде с тетрадеканом, 
уменьшать поверхностное натяжение культураль-
ной среды до 27 мН/м [13]. Показано, что в услови-
ях пониженной температуры (13 °С) поверхност-
ное натяжение среды с керосином снижалось до 
37 и 30 мН/м при росте на ней морских бактерий 

Рис. 2. Динамика роста культуры (кривая 1), содержания в ней трегалолипидов (кривая 2) и поверхностного натяже-
ния супернатанта КЖ (кривая 3) штамма Rhodococcus sp. X5 при выращивании на среде с н-гексадеканом при 26 °С 
(a) и 10 °С (b)

Fig. 2. Dynamics of culture growth (curve 1), trehalolipid content (curve 2) and surface tension of CL supernatant (curve 3) 
during Rhodococcus sp. X5 cultivation on hexadecane-containing medium at 26 °С (a) and 10 °С (b)
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Rhodococcus sp. LF13 и LF22, соответственно 
[12]. В то же время, при более низкой температу-
ре (5 °С) поверхностное натяжение бесклеточной 
среды бактерий Rhodococcus sp.  Q15, растущих 
на среде с н-гексадеканом, уменьшалось незначи-
тельно – с 72 мН/м до 62 мН/м [14]. В настоящей 
работе продемонстрировано заметное уменьше-
ние поверхностного натяжения среды бактериями 
Rhodococcus sp. X5 как при 26 °С, так и при 10 °С 
до 27 и 32 мН/м, соответственно (см.  рис. 2ab, 
кривые 3), что коррелирует со способностью этих 
микроорганизмов продуцировать в значительном 
количестве гликолипидные биоПАВ.

Влияние температуры на гидрофобность 
клеточной стенки и липидный состав  
клеток Rhodococcus sp. X5 

При пониженной температуре н-гексадекан 
находится в твердом агрегатном состоянии. В та-
ких условиях важную роль в биодеградации ги-
дрофобного субстрата играет адгезия клеток к 
субстрату, степень которой определяется свой-
ствами клеточной поверхности, прежде всего, ее 
гидрофобностью. Степень адгезии к гексадекану 
составила 63% при 26 °С и 73% при 10 °С в экспо-
ненциальной фазе роста бактерий (рис. 3).

Важно отметить, что наблюдается взаимос-
вязь между содержанием внеклеточных гликоли-
пидных биоПАВ и гидрофобностью клеточной 
поверхности родококков: увеличение содержания 

трегалолипидов в среде (100 мг/л при 10 °С и 
280 мг/л при 26 °С, см. рис. 2, кривые 2) приво-
дит к уменьшению гидрофобности клеток (c 73% 
до 63%, рис. 3).

Таким образом, при пониженной температу-
ре гидрофобность клеток увеличивается, что спо-
собствует их адгезии к твердому гидрофобно-
му субстрату; однако это увеличение не так зна-
чительно, как описывают другие авторы. Ранее 
было показано, что адгезивная активность у неко-
торых штаммов родококков возрастает на 25–30% 
при снижении температуры культивирования 
только до 17 °С [27]. Такое различие может быть 
обусловлено эффективной продукцией штаммом 
Rhodococcus sp. X5 трегалолипидных биоПАВ 
в  культуральную среду даже при пониженной 
температуре, что обеспечивает увеличение псев-
дорастворимости гексадекана и облегчает его по-
ступление в клетки микроорганизмов.

Содержание клеточных липидов при росте 
бактерий Rhodococcus sp. X5 на среде с н-гекса-
деканом значительно выше при 10 °С, чем при 
26 °С; например, в экспоненциальной фазе роста 
эта величина составляет 169 и 115 мг/г биомассы, 
соответственно (табл. 1). Увеличение содержания 
липидов свидетельствует о накоплении гидро-
фобных субстратов в клетках бактерий, что явля-
ется одним из механизмов физиологической адап-
тации алкан-деградирующих родококков [14].

В составе липидов клеток Rhodococcus sp. X5 
как при 26 °С, так и при 10 °С среди насыщенных 
жирных кислот высока была доля гексадекановой 
кислоты (36% и 33%, соответственно), которая 
является промежуточным метаболитом н-гекса-
декана (табл. 2). Однако при 10 °С клетки бакте-
рий синтезировали больше ненасыщенных жир-
ных кислот, представленных преимущественно 

Та бл и ц а  1
Содержание общих липидов в клетках  
Rhodococcus sp. X5 при росте на среде  
с н-гексадеканом

Content of total lipids in Rhodococcus sp. X5 cells 
growing on n-hexadecane-containing medium

Фаза роста
Содержание общих липидов,

мг/г влажной биомассы
26 °С 10 °С

Экспоненциальная 115 169

Стационарная 78 133

Замедление роста 61 112

Рис. 3. Гидрофобность клеточной поверхности бак-
терий Rhodococcus sp. X5, выращенных на среде с 
н-гексадеканом. 1 – при температуре 26 °С; 2 – 10 °С

Fig. 3. Hydrophobicity of cell surface of Rhodococ- 
cus sp. X5 bacteria grown on n-hexadecane-containing 
medium at 26 °С (1) and 10 °С (2)
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9-гексадеценовой кислотой (39%), в то время как 
при  26 °С доля этой кислоты составляла толь-
ко 23% (см. табл. 2). Эти результаты подтвер-
ждают полученные ранее данные [14] о том, что 
психротрофные бактерии р. Rhodococcus при ро-
сте на гидрофобных субстратах могут адаптиро-
ваться к низким температурам среды благодаря 
увеличению содержания общих липидов и нена-
сыщенных жирных кислот, в частности, 9-гекса-
деценовой кислоты. Известно, что образование 
ненасыщенных липидов компенсирует сниже-
ние текучести мембран при низкотемпературном 
стрессе. Изменение состава жирных кислот мо-
жет быть связано с синтезом новых липидов в 
присутствии гидрофобных субстратов [28].

Таким образом, изученные в работе свойства 
Rhodococcus sp. X5 взаимосвязаны и укладывают-
ся в рамки общепринятых механизмов физиоло-
гической адаптации актинобактерий к деградации 
гидрофобных углеводородных субстратов при по-
ниженной температуре. В заключение следует от-
метить, что, несмотря на твердое агрегатное со-
стояние гексадекана при 10 °С, эффективность его 
деградации бактериями Rhodococcus sp.  X5 при 
этой температуре остается высокой (см.  рис. 1). 
Особенностью данного штамма является значи-
тельный уровень высвобождения в культуральную 
среду даже при низких температурах гликолипид-

ных биоПАВ, которые обеспечивают увеличение 
псевдорастворимости гидрофобного субстрата, 
с одной стороны, и способствуют адгезии бакте-
рий к гидрофобной поверхности твердого гекса-
декана, с другой. Особенности физиологической 
адаптации бактерий Rhodococcus sp. X5 к низким 
температурам среды определяют их высокий по-
тенциал как компонента эффективных биопрепа-
ратов для очистки нефтезагрязненных террито-
рий в условиях холодного климата. Полученные 
результаты могут быть использованы для целена-
правленной разработки таких биопрепаратов.

Результаты исследования опубликованы при 
финансовой поддержке ТулГУ в рамках научного 
проекта № 8709.
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Abstract−The influence of low temperature on the process of the n-hexadecane biodegradation by a 
Rhodococcus sp. X5 strain, a constituent of the MikroBak biopreparation, has been studied. The degrees 
of hexadecane degradation by the bacteria were 53% and 40% at 26 °C and 10 °C, respectively. The 
contents of trehalolipid biosurfactants produced by the bacteria reached 280 mg/L at 26°C and 100 mg/L 
at 10 °C. The cell surface hydrophobicity and total lipid content were higher at low temperature than 
at 26 °C: the rates of adhesion to hexadecane were 73% and 63%, and the amounts of total cellular 
lipids reached 169 mg/g and 115 mg/g of biomass at 10 °C and 26 °C, respectively. The correlation in 
the content of trehalolipid biosurfactants, cell surface hydrophobicity, content of total lipids and degree 
of biodegradation was established. The capacity of the physiological adaptation to low temperatures in 
the Rhodococcus sp. X5 bacteria determines their high potential for the bioremediation of oil-polluted 
territories in cold climates.

Key words: oil-degrading bacteria, biodegradation, hexadecane, glycolipid biosurfactants, low temperature, 
Rhodococcus.
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