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Жирные кислоты (ЖК) с длиной цепи от С14 до
С20 представляют собой уникальные природные
вещества, которые в виде производных липидов яв�
ляются структурными компонентами клеточных
мембран, выполняют энергетические и регулятор�
ные функции. Кроме этого свободные жирные кис�
лоты проявляют разнообразную биологическую ак�
тивностью и прежде всего антимикробную (актив�
ны против вирусов, бактерий, грибов, водорослей,
простейших) и цитотоксическую [1, 2]. Бактери�
цидное действие свободных ЖК наблюдали как по
отношению к грамположительным бактериям ро�
дов: Streptococcus [3–5], Staphylococcus [6–9], Bacillus
[9, 10], Lactobacillus [11], Mycobacterium [12, 13] и
других [1, 14], так и грамотрицательным, родов:
Escherichia [9, 15, 16], Pseudomonas [17], Neisseria
[17], Salmonella [16, 17], Helicobacter [18, 19] и дру�
гих [1, 14]. Как правило, грамположительные бак�
терии более чувствительны к ЖК, чем грамотри�
цательные, которые защищены липополисахари�
дом внешней мембраны [16]. Несмотря на свое
бактерицидное действие, свободные ЖК были
обнаружены в составе внеклеточных метаболитов
бактерий Pseudomonas carboxydoflava [20], Bacillus
cereus [21], Мethylococcus capsulatus [22]. Добавлен�
ные экзогенно олеиновая или пальмитолеиновая
кислоты в низких концентрациях (менее 4 мг/л)
способствовали сокращению лаг�фазы и ускоря�
ли рост метанотрофной бактерии М. capsulatus, а в
более высоких концентрациях вызывали лизис
культуры [22]. Авторы предположили, что ЖК
выполняют регуляторную функцию по поддержа�
нию жидкостности клеточных мембран. 

Несмотря на большой научный интерес к био�
логическим функциям свободных ЖК, механизм
их бактерицидной активности изучен недоста�
точно. Известно, что основной мишенью являет�

ся клеточная мембрана и процессы в ней протека�
ющие – функционирование электронтранспорт�
ной цепи, окислительное фосфорилирование,
ферментативные процессы, транспорт питатель�
ных веществ, перекисное окисление липидов [2].
Свободные ЖК являются компонентами врож�
денного иммунитета и присутствуют на коже, в
грудном молоке и кровотоке человека и живот�
ных [23], где выполняют защитные функции.
Наиболее детально изучена активность ЖК, осо�
бенно олеиновой кислоты (ОК), по отношению к
бактериям родов Staphylococcus и Streptococcus –
наиболее распространенных возбудителей ин�
фекций кожи и других органов человека [3–8]. В
концентрациях, не вызывающих цитотоксиче�
ского действия, ОК разрушает клеточные стенки
и приводит к гибели популяции Staphylococcus au�
reus [7]. По мнению авторов [7, 8], в качестве ан�
тимикробных веществ ЖК являются альтернати�
вой традиционным антибиотикам, применение
которых часто приводит к формированию лекар�
ственной устойчивости у патогенных бактерий.
Использование ЖК предлагается авторами [7, 8] в
качестве элемента новой антимикробной страте�
гии, основанной на свойствах врожденного не�
специфического иммунитета. Показано, что бак�
терицидная активность ОК по отношению S. au�
reus возрастает в составе липосом [8].

В рассматриваемом контексте важно отметить,
что экзогенно добавленные в среду для культиви�
рования бактерий ЖК не всегда ингибируют их
рост, при определенных концентрациях наблюда�
ется и ускорение роста, повышение выживаемо�
сти некоторых бактерий в неблагоприятных усло�
виях, например для лактобацилл, при дефиците
биотина, или в условиях, моделирующих кислую
среду желудка [1, 22, 24]. Важнейший представи�
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тель биоценоза вина – молочнокислая бактерия
Oenococcus oeni в присутствии экзогенной ОК об�
ладала повышенной выживаемостью в присут�
ствии этанола [25]. Более того, ЖК являются не�
обходимыми ростовыми факторами для некото�
рых бактерий, относящихся к таким родам, как
Lactobacillus, Corynebacterium, Clostridium [26,
27]. В присутствии экзогенной ОК повышалась
продукция поли�3�гидроксибутирата грамот�
рицательными бактериями Sphaerotilus natans и
Pseudomonas sp. [28]. 

Бактерицидный или ростостимулирующий
эффект ЖК определяется их строением (особен�
но важно количество, а иногда и положение двой�
ных связей), видом бактерии, концентрацией
кислоты и условиями культивирования [1, 26].
Таким образом, при разработке бактерицидных
препаратов на основе ЖК необходимо учитывать
сложный механизм их биологического действия и
состав биоценоза, подвергающегося обработке
препаратом. Например, в составе биоценоза ко�
жи здоровых людей, помимо хорошо известных
бактерий, таких, как Staphylococcus epidermidis,
Propionibacterium acnes и других, обнаружены об�
лигатные метилотрофные бактерии Methylophilus
methylotrophus [29]. Нами были исследованы вне�
клеточные нейтральные липиды другого предста�
вителя рода Methylophilus – облигатной метило�
трофной бактерии Methylophilus quaylei и обнаруже�
ны свободные ЖК миристиновая, пальмитиновая и
стеариновая, а в условиях осмотического стресса
еще и пальмитолеиновая, олеиновая и линолевая
[30]. Добавление в питательную среду свободных
ЖК увеличивало выход биомассы и экзополиса�
харида, а также – выживаемость бактерий
M. quaylei в условиях стресса. Следовательно, воз�
действие препаратов ЖК на биоценоз, например
кожи, включающий организмы, по�разному с ни�
ми взаимодействующие, может привести к труд�
но прогнозируемым эффектам.

Цель работы – изучение механизма взаимо�
действия экзогенных ЖК с облигатными метило�
трофными бактериями M. quaylei.

МЕТОДИКА

В работе использовали облигатные метило�
трофные бактерии Methylophilus quaylei, штамм
МТ (ВКМ В�2338Т), выделенный нами из утили�
зирующей метанол смешанной культуры [31].
Для культивирования использовали минераль�
ную среду, содержащую 1.0 об. % метанола [32].
Для получения плотных питательных сред добав�
ляли 1.5% агара. Жирные кислоты добавляли в
стерильную питательную среду в виде метаноль�
ных растворов асептически после пропускания
через мембранные фильтры 0.22 мкм Millex® GS,
(“Millipore”, Ирландия). 

Для приготовления питательных сред исполь�
зовали реактивы Российского производства мар�
ки х.ч. Органические растворители предвари�
тельно перегоняли.

ЖК лауриновую, миристиновую, пальмитино�
вую, стеариновую (х.ч., “Реахим”, Россия) пред�
варительно перекристаллизовывали из метанола.
Примеси насыщенных жирных кислот в коммер�
ческой ОК (ч., “Химмед”, Россия) удаляли при
температуре –18°С осаждением из ацетона. ОК
выделяли в виде комплекса с мочевиной, как опи�
сано [33]. Линолевую кислоту (99%�ная, фирмы
“Aldrich”, США) и олеат натрия (“Sigma”, США)
использовали без предварительной очистки. 

Бактерии выращивали в колбах объемом
250 мл (100 мл среды) на шейкере (“Labline”,
США) при 100 об/мин и 28°С. В качестве инокуля�
та использовали 28�часовую культуру в экспонен�
циальной фазе роста в количестве 2.5 об. %. Опти�
ческую плотность измеряли на спектрофотометре
(“Beckman DU�7”, США), при λ = 600 нм, в кюве�
те l = 10 мм. Концентрацию экзополисахарида
(ЭПС) определяли фенольным методом [34]. 

Добавки вносили в начальный момент време�
ни в виде метанольного раствора. Для определе�
ния скорости роста и построения кинетических
кривых находили зависимость концентрации вы�
сушенной биомассы (ВБ) от времени. Концен�
трацию ВБ определяли по калибровочной зави�
симости Y = 0.915X�0.152, где Y – концентрация
биомассы, высушенной до постоянного веса, г/л,
Х – оптическая плотность при λ = 600 нм. Для по�
лучения биомассы культуральную жидкость цен�
трифугировали (центрифуга ОПн�8УХЛ4.2, “По�
ликом”, Россия) при 10000 g 20 мин.

Липиды экстрагировали по методу Блайя–
Дайэра [35]. Экстракты фракционировали на ко�
лонке размером 0.8 × 24 см с 0.2–0.5 мм силикаге�
лем 60 (“Merck”, Германия). Элюцию проводили
хлороформом, собирая фракцию свободных ЖК
аналогично, описанному в работе [30]. 

Для выделения фосфолипидов из фракции сум�
марных липидов использовали низкотемператур�
ное осаждение. Для этого к 1 мл раствора суммар�
ных липидов в диэтиловом эфире (20–30 мг/мл)
добавляли 5 мл ацетона и 0.1 мл 10%�ного водно�
го раствора хлорида магния и выдерживали при
–20°С [36]. Метиловые эфиры ЖК получали реак�
цией с ацетилхлоридом (6 об. %) в метаноле [37].

Жирнокислотный состав фракций свободных
ЖК и фосфолипидов (ФЛ) определяли методом
хромато�масс�спектрометрии. Хромато�масс�
спектрометр включал ионную ловушку Finnigan
MAT ITD�700 (“Finnigan”, Великобритания) и га�
зовый хроматограф Varian 3400 (“Varian”, США),
снабженный капиллярной колонкой “Hewlett�
Packard HP�101” (США) длиной 25 м, внутрен�
ним диаметром 0.2 мкм и с толщиной слоя непо�
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движной привитой фазы 0.2 мкм, температура ин�
жектора 250°С, газ�носитель – гелий, 1 мл/мин.
Программирование температуры термостата:
80°С – изотерма 1 мин, линейный рост 10°С/мин
до 290°С; проба – 1 мкл хлороформа. Ионная ло�
вушка Finnigan MAT ITD�700 была настроена на
сканирование в области m/z от 41 до 400, частота
сканирования 1 скан/с, задержка регистрации –
100 с, энергия ионизирующих электронов 70 эВ,
температура интерфейса 220°С, порог регистра�
ции пиков 1. Программное обеспечение ITDS
(“Finnigan MAT”), версия 4.10. Файлы были кон�
вертированы в формат программы HPChem,
идентификация веществ проводилась с использо�
ванием базы данных Wiley 275. 

Спектры 1Н�ЯМР были получены на импульс�
ном Фурье�спектрометре Bruker DPX�300 с рабо�
чей частотой 300 МГц. 

Измерение ζ�потенциала интактных клеток
бактерий проводили на анализаторе частиц Del�
sa™ Nano Series Zeta Potential and Submicron Parti�
cle Size Analyzers (“Beckman Coulter, Inc.”, США)
методом электрофоретического рассеяния под
углом 30° по изменению распределения частиц в
электрическом поле. Бактерии культивировали
48 ч в стандартных условиях и в присутствии ОК
(5.0 × 10–5 М), фиксировали раствором формаль�
дегида, центрифугировали 10 мин при 10000 g и
4 раза промывали, а затем ресуспендировали в
0.1 М растворе КСl с добавлением KOH, рН 7.0
(15–22 мг ВБ/мл), содержащем 1.0% БСА.

Для измерения анизотропии флуоресценции
бактерии культивировали 48 ч в стандартных
условиях и в присутствии ОК (5.0 × 10–5 М), фик�

сировали раствором формальдегида, центрифу�
гировали 10 мин при 10000 g и 4 раза промывали,
а затем ресуспендировали в 2 мл 50 мМ раствора
трис�HCl буфера, рН 7.5 (15–22 мг ВБ/мл), с до�
бавлением 100 мкл раствора 0.1 мМ 1,3�дифенил�
1,3,5�гексатриена (ДФГ) в тетрагидрофуране.
Смесь инкубировали 1 ч при температуре 28°С, а
затем в течение ночи при 4°С, затем клетки цен�
трифугировали 15 мин при 10000 g. Супернатант
удаляли, осадок ресуспендировали в 10 мл 50 мМ
трис, рН 7.5. Оптическая плотность не превыша�
ла 0.1. Анизотропию флуоресценции меченных
ДФГ клеток определяли на флуоресцентном
спектрофотометре Varian Cary Eclipse (“Walnut
Creek”, CA, Австралия), используя длину волны из�
лучения 350 нм с шириной щели 5 нм, длину волны
испускания – 452 нм с шириной щели 10 нм.

ТСХ проводили в системе: петролейный
эфир–диэтиловый эфир 9 : 1 об./об. на пластин�
ках ПТСХ�АФ�А�УФ (“Sorbfil”, Россия). Для
проявления хроматограмм использовали фос�
форномолибденовую кислоту и молибденовый
синий [38, 39]. Для колоночной хроматографии
использовали 0.2–0.5 мм силикагель 60 (“Merck”,
Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Бактерия Methylophilus quaylei не способна ути�
лизировать в качестве источника углерода орга�
нические соединения за исключением метанола,
т.е. является облигатным метилотрофом и поэто�
му удобной моделью для изучения влияния экзо�
генных мембраноактивных веществ. 

Жирные кислоты С14–С20 являются амфи�
фильными веществами, в водной среде образуют
мицеллы в концентрациях, достигающих значе�
ний критической концентрации мицеллообразо�
вания (ККМ) – 0.7–3.5 мМ [40]. Известно, что
биологическое действие ЖК зависит от формы, в
которой они присутствует в водной среде, – моно�
мерной (молекулярной) или мицеллярной. Так,
ОК активирует протеинкиназу С (КФ 2.7.11.13)
только в мономерной форме [41]. В связи с этим в
настоящей работе экзогенные ЖК включали в со�
став питательной среды в концентрациях как
меньших, так и больших значений их ККМ в ин�
тервале от 10–6 до 10–3 М. Добавки ЖК вводили в
питательную среду в виде растворов в метаноле.
Кривые роста M. quaylei в присутствии экзогенно
добавленных ЖК в концентрации 50 мкМ пред�
ставлены на рис. 1. В присутствии ЖК С14–С18 на�
блюдали ускорение роста и сокращение лаг�фа�
зы, причем с увеличением длины цепи способ�
ность ЖК стимулировать рост увеличивалась.
Наибольший эффект наблюдали в присутствии
ОК. При этом наблюдалось наиболее сильное со�
кращение лаг�фазы. 
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Рис. 1. Влияние длины цепи и степени ненасыщенно�
сти экзогенных ЖК на рост M. quaylei: 1 – С12:0, 2 –
С14:0, 3 – С16:0, 4 – С18:0, 5 – С18:1, 6 – С18:2, 7 – без
добавок. Концентрация ЖК 50 мкМ.
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Увеличение выхода биомассы в присутствии
ОК к 30 ч роста достигало 25%, что позволило ее
рассматривать в качестве ростового фактора. Од�
нако для практического использования ОК, име�
ющая вязкую консистенцию, крайне неудобна,
предпочтительнее олеат натрия, хорошо раство�
ряющийся в воде и метаноле. Нами было изучено
влияние концентрации олеата натрия на выход
биомассы и экзополисахарида M. quaylei (рис. 2).
Важно отметить, что олеат натрия дозозависимо
ускорял выход биомассы и экзополисахарида, од�
нако характер этих зависимостей довольно слож�
ный. Сначала наблюдалось резкое ускорение ро�
ста, затем через плато – переход к более медленно�
му росту. Те же закономерности наблюдались для
зависимости выхода ЭПС от концентрации олеата
натрия (рис. 2). Поскольку питательные среды с
олеатом натрия в концентрации выше 0.1 мМ до
добавления инокулята были мутными, было изу�

чено влияние концентрации олеата натрия на оп�
тическую плотность питательных сред (рис. 3).
Кривая 1 позволяет предположить наличие как
минимум двух критических концентраций, соот�
ветствующих образованию различных мицелляр�
ных структур. Но самое интересное – это повто�
рение формы кривых, соответствующих измене�
нию выхода биомассы и ЭПС от концентрации
олеата натрия в среде (рис. 1). Чисто арифметиче�
ский вклад мицелл олеата натрия в светорассея�
ние культуральной жидкости можно исключить
ввиду низких значений оптической плотности
при λ = 600 нм (рис. 3, кривая 2). Возможно, раз�
личные мицеллярные структуры с разной эффек�
тивностью взаимодействуют с клетками бакте�
рии. Однако этот вывод требует дополнительного
подтверждения.

Взаимодействие ЖК с клетками бактерии
M. quaylei может осуществляться на поверхности
или в результате проникновения в наружную
мембрану. Нами были выделены и фракциониро�
ваны клеточные липиды из биомассы, получен�
ной в присутствии ОК и стеариновой кислоты
(СК) в концентрации 50 мкМ, а также изучен
жирнокислотный состав фракций свободных ЖК
и фосфолипидов методом хромато�масс�спектро�
метрии. При добавлении в питательную среду ОК
и СК доля этих ЖК в составе фракций свободных
ЖК существенно увеличивалась, тогда как состав
фракций ФЛ изменялся незначительно (таблица).

При включении ЖК в состав наружной мем�
браны, вероятно, должно происходить уменьше�
ние заряда поверхности при нейтральных значе�
ниях рН благодаря наличию карбоксильных
групп. Действительно, величина ζ�потенциала
бактерий, выращенных в стандартных условиях и
в присутствии экзогенной ОК (5.0 × 10–5 М), со�
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Рис. 2. Влияние экзогенного олеата натрия в культу�
ральной жидкости на рост (а) и продукцию ЭПС (б)
M. quaylei: D600 и концентрация ЭПС при 24 (1, 2) и 48
(3, 4) ч роста соответственно.
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Рис. 3. Влияние концентрации олеата натрия на оп�
тическую плотность питательной среды при λ =
= 450 нм (1) и λ = 600 нм (2). 
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ставила –40.77 и –43.06 мВ соответственно. Про�
мывка клеток буфером, содержащим 1% БСА,
связывающего не включившиеся в мембрану ЖК,
привела лишь к незначительному снижению
ζ�потенциала: –40.09 и –43.01 мВ соответствен�
но. Была проведена оценка текучести мембран
целых клеток M. quaylei по величинам анизотро�
пии флуоресценции с использованием в качестве
гидрофобного зонда ДФГ. Значения анизотропии
клеток, выращенных в стандартных условиях и в
присутствии ОК, составили 0.0111 и 0.0087 соот�
ветственно, что коррелирует с повышением теку�
чести мембран в присутствии ОК.

Таким образом, эффект ускорения роста мети�
лотрофной бактерии M. quaylei экзогенными ЖК
достигался за счет включения их в состав наруж�
ной мембраны и изменения физико�химических
свойств поверхности клетки, а также свойств ли�
пидного бислоя.
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Effect of Exogenous Fatty Acids on the Growth and Production 
of Exopolysaccharides of Obligately Methylotrophic Bacterium 
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Abstract—Accelerating growth and increasing exopolysaccharide production in obligate methylotrophic
bacterium Methylophilus quaylei were observed in the presence of C12–C18 fatty acids added to the growth
media. Sodium oleate was the best growth factor. Based on data on the composition of the free fatty acids frac�
tion in the cells and the values of the ζ�potential and fluorescence anisotropy of whole cells, we suggested that
fatty acids were incorporated in the outer membrane of M. quaylei.
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