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Аннотация 

Микроорганизмы рода Rhodococcus обладают широким спектром 

адаптивных особенностей, обеспечивающих их способность к деградации 

гидрофобных субстратов. Гидрофобная природа клеточной стенки 

обеспечивает взаимодействие данных бактерий с труднодоступными для 

других микроорганизмов органическими субстратами. На основе 

представителей Rhodococcus spp. создаются различные биопрепараты для 

биоремедиации земель, воды, загрязнённых нефтепродуктами. При 

составлении биопрепаратов микроорганизмы должны быть способными 

разлагать все компоненты нефти для более эффективной утилизации 

загрязнителя. В связи с этим, актуальным является биодеградация 

углеводородов нефти как в жидком, так и в твёрдом состоянии. Поэтому в 

данной работе целью исследования являлся анализ изменения липидного 

состава бактерий-нефтедеструкторов Rhodococcus, в зависимости от природы 

и агрегатного состояния субстратов. Анализ жирнокислотного состава 

методом газовой хроматографии стал стандартным методом изучения 

бактерий. Для этого произведены экстракция липидов, а также качественное 

определение жирных кислот в составе липидов бактерий при росте на среде с 

добавлением н-гексадекана и нонадекана в качестве единственного 

источника углерода и энергии. В результате данной работы были получены и 

сопоставлены жирнокислотные профиля бактерий, входящих в состав 

биопрепарата «МикроБак», Rhodococcus erythropolis X5 и Rhodococcus 

erythropolis S67, это позволяет сделать заключение, что адаптация бактерий–

деструкторов к твердым субстратам происходит за счет увеличения степени 

разветвленности жирных кислот. 
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1. Введение 

В современном мире наблюдается значительное загрязнение 

окружающей среды компонентами техногенного характера. Это негативно 

сказывается на жизнедеятельности организмов, а также приводит к 
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массовому вымиранию некоторых видов животных и сортов растений. Нефть 

и нефтепродукты являются одними из самых опасных загрязнителей 

окружающей среды. В химическом отношении нефть – сложная смесь 

углеводородов и углеродистых соединений. Углеводороды нефти делятся на 

основные группы: алканы, цикланы, арены, смолы и асфальтены. При этом 

они имеют разное агрегатное состояние [1].  

Углеводороды в почве разлагаются в результате деятельности 

углеводородокисляющих микроорганизмов. Наиболее активно 

утилизируются углеводороды с прямой цепью, н-алканы с длиной цепи С12-

С22. Так, бактерии рода Rhodococcus обладают широким деградирующим 

потенциалом по отношению к различным органическим соединениям, таким 

как углеводороды нефти [2], хлорированные углеводороды [3, 4], гербициды 

[5], 4,4'-дитиодимасляная кислота (DTDB) [6] и дибензотиофен (DBT) [7], а 

также способностью адаптироваться к различным стрессовым условиям 

(высыхание, радиация, тяжелые металлы и др.) [8]. Первым 

актинобактериальным штаммом который способен расти на твердых n-

алканах с разной длиной цепи, а именно от С12 до C36 был штамм 

Gordonia sp. SoCg [9]. В дальнейшем в статье [10] был изучен штамм 

Rhodococcus opacus R7, который оказался способным деградировать средне- 

и длинноцепочечные н-алканы с длиной цепи от C10 до C36.   

Благодаря своей метаболической активности бактерии-деструкторы 

рода Rhodococcus имеют широкое применение в биоремедиации, 

биотрансформации и биокатализе. На основе представителей данных 

бактерий создаются биопрепараты для биоремедиации нефтезагрязнённых 

территорий при различных условиях окружающей среды. Для более 

эффективной утилизации загрязнения в состав биопрепаратов необходимо 

включать бактерии-деструкторы, разлагающие разные компоненты нефти и 

нефтепродуктов. В связи с этим, актуальным является изучение 

адаптационных механизмов процесса биодеградации углеводородов нефти в 

различном агрегатном состоянии [1].  

Целью данной работы является анализ изменения липидного состава 

бактерий рода Rhodococcus в зависимости от природы и агрегатного 

состояния субстратов. 

Для достижения поставленной цели необходимо решить ряд задач: 

1. Получить биомассу бактерий Rhodococcus erythropolis X5 и 

Rhodococcus erythropolis S67 путем периодического культивирования на 

жидкой минеральной среде с н-гексадеканом качестве единственного 

источника углерода и энергии, а с нонадеканом. 

2. Выделить общие липиды из биомассы бактерий экстракцией 

органическими растворителями и провести их переэтерификацию с целью 

получения метиловых эфиров жирных кислот. 

3. Проанализировать метиловые эфиры жирных кислoт методом 

газовой хроматографии, сравнивая их со стандартом метиловых эфиров 

жирных кислот.  
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4. Сопоставить жирнокислотные профиля микроорганизмов 

Rhodococcus erythropolis X5 и Rhodococcus erythropolis S67 для выявления их 

отличительных особенностей в зависимости от агрегатного состояния 

субстрата. 

 

2. Методы и методология 

2.1 Микроорганизмы 

Для культивирования использовали штаммы бактерий Rhodococcus 

erythropolis X5 и Rhodococcus erythropolis S67, которые предоставлены 

сотрудниками лаборатории биологии плазмид ИБФМ РАН. 

 

2.2 Питательные среды и условия культивирования 

Культивирование проводили на агаризованных средах LB и Эванса с 

добавлением н-гексадекана и нонадекана в качестве единственного 

источника углерода и энергии.  

Состав среды Лурия-Бертани представлен в табл.1: 

 

Таблица 1 

Состав питательной среды Лурия-Бертани 

Компоненты 
Содержание 

компонентов 

Тритон 10 г/л 

Дрожжевой экстракт 5 г/л 

Хлорид  натрия 10 г/л 

Агар 20 г/л 

Вода 1000 мл 

 

Состав среды Эванса представлен в табл.2: 

 

Таблица 2 

Состав минеральной среды Эванса 

Компоненты Содержание 

компонентов 

K2HPO4 8,71 г/л 

5M NH4Cl 1 мл 

0,1M Na2SO4 1 мл 

62mM MgCl2 1 мл 

1mM CaCl2 1 мл 

0,005mM (NH4)6Mo7O24 1 мл 

Микроэлементы в состав в 1% растворе HCl, 

г/л: ZnO – 0,41; FeCl2 –2,9; MnCl2 – 1,28; 

CuCl2 –0,13; CoCl2 – 0,26; H3BO3 –0,06 

1 мл 

Агар 20 г/л 

Вода 1000 мл 
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Среду Эванса титровали соляной кислотой до рН 7,0. Готовые среды 

стерилизовали в автоклаве в течение 30 мин при 116°С и давлении 0,5 атм. 

Бактерии выращивали в течении 72 часов до отдельных колоний, после чего 

пересаживали на жидкую минеральную среду Эванса с добавлением н-

гексадекана (2% по объёму) и нонадекана (0,5%, 1%, 2% по объёму) в 

качестве единственного источника углерода и энергии. Культивировали в 

течение 3 суток при использовании н-гексадекана, а также в течение 10 

суток, используя нонадекан в качестве единственного источника углерода и 

энергии, при температуре 26oC на орбитальной качалке Excella 25. Клетки 

собирали центрифугированием 10000 об/мин 10 минут [11]. 

 

2.3 Выделение липидов из бактерий 

Суммарные клеточные липиды экстрагировали неполярными 

органическими растворителями из влажной биомассы бактерий по методике 

[11]. Влажную биомассу массой 500 мг разбавляли дистиллированной водой 

до объёма 1 мл. Суспензию помещали в стеклянную пробирку с притёртой 

крышкой и прибавляли 3,75 мл смеси хлороформ – метанол (1:2 по объёму); 

смесь оставляли при комнатной температуре на 2 часа, периодически 

встряхивая. Далее смесь разливали по микроцентрифужным пробиркам и 

осаждали центрифугированием. Супернатант декантировали в стеклянную 

пробирку с притёртой крышкой. Микробные клетки снова суспендировали в 

4,75 мл смеси хлороформ – метанол – вода (1:2:0,8 по объему), смесь 

встряхивали и центрифугировали. К объединённому супернатанту 

прибавляли 5 мл смеси хлороформ – вода (1:1 по объему). Слой хлороформа 

разделяли центрифугированием. Нижний хлороформный слой разбавляли 4 

мл бензола и упаривали досуха в вакууме на роторном испарителе (35оС). 

 

2.4 Переэтерификация липидов 

Получение метиловых эфиров проводили в соответствии с ГОСТ 

31665-2012 «Масла растительные и жиры животные. Получение метиловых 

эфиров жирных кислот» [12]. 

Суммарные клеточные липиды ресуспендировали в 2 мл смеси метанол 

– концентрированная серная кислота (5% по объему) и нагревали на водяной 

бане при 60оС в течение 2 часов. Концентрированная серная кислота 

выступает в роли катализатора. После охлаждения экстрагировали 5 мл 

гексана дважды. Остаток серной кислоты в экстракте отмывали 

дистиллированной водой до нейтрального значения pH. Экстракт 

использовали для испытаний. 

 

2.5 Анализ метиловых эфиров методом газовой хроматографии 

Определение метиловых эфиров жирных кислот проводили в 

соответствии с ГОСТ 31663-2012 «Масла растительные и жиры животные. 
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Определение методом газовой хроматографии массовой доли метиловых 

эфиров жирных кислот» [13]. 

Анализ компонентов проводили на газовом хроматографе Хроматэк 

«Кристалл-5000» с пламенно-ионизационным детектором. 

Условия газохроматографического разделения:  

‒ колонка капиллярная DB-FFAP размером 50 м × 0,25 мм (неподвижная фаза 

‒ полиэтиленгликоль, модифицированный нитротерефталевой кислотой, 

толщина фазы 0,25 мкм); 

‒ начальная температура термостата колонки – 150°С;  

‒ выдержка при начальной температуре – 1 мин;  

‒ программирование температуры – от 150 до 200°С; 

‒ выдержка при конечной температуре – 10 мин; 

‒ газ-носитель ‒ азот, 20,9 мл/мин (постоянный расход);  

‒ проба ‒ 1 мкл;  

‒ температура испарителя – 230°С.  

 

3. Результаты 

Общая схема проделанной работы представлена на рис.1: 
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Рис.1. Общая схема работы 

 

Для изучения биодеградации компонентов нефти, а именно н-

гексадекана и нонадекана, в данной работе были использованы бактерии рода 

Rhodococcus, а именно R. erythropolis S67 и R. erythropolis X5, входящие в 

состав биопрепарата «МикроБак» [14]. Периодическое культивирование 

родококков проводили на жидкой минеральной среде Эванса с н-

гексадеканом и нонадеканом в качестве единственного источника углерода и 

энергии при температуре 26oC в течение 3 и 10 суток, соответственно.  

Данные субстраты были выбраны по их агрегатному состоянию в 

представленных условиях. Гексадекан и нонадекан – гидрофобные 

субстраты. При 26℃ они имеют жидкое и твёрдое агрегатное состояние, 

соответственно, это значит, что нонадекан является более труднодоступным 

субстратом. При попадании в водную среду и деятельности микроорганизмов 

нонадекан комкуется, что затрудняет его разложение и проведение 

последующих анализов.  

 

Получение биомассы бактерий Rhodococcus

erythropolis X5 и Rhodococcus erythropolis S67, путем 

периодического культивирования

Экстрагирование липидов из биомассы органическими 

растворителями

Переэтерификация липидов метанолом для проведения 

газохроматографического анализа

Газохроматографический анализ метиловых эфиров 

жирных кислот

Сопоставление жирнокислотных профилей 

микроорганизмов Rhodococcus erythropolis X5 и 

Rhodococcus erythropolis S67
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Рис.2. Рост бактерий R. erythropolis X5 и R. erythropolis S67 на н-гексадекане 

в качестве единственного источника углерода и энергии 

 

   
Нонадекан 0,5% по 

объему 

Нонадекан 1% по 

объему 

Нонадекан 2% по 

объему 

Рис.3. Рост бактерий R. erythropolisX5 и R. erythropolisS67 на нонадекане в 

качестве единственного источника углерода и энергии 

 

При росте на н-гексадекане у бактерий наблюдалось появление 

равномерно распределённой молочной и светло-розовой эмульсии (рис.2). 
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Варьируя концентрацию добавляемого нонадекана, было выяснено, что 

бактерии в основном растут на поверхности самого субстрата (рис.3), что 

может затруднить последующее отделение биомассы бактерий от 

культуральной жидкости.  

Для анализа жирнокислотного состава из влажной биомассы бактерий 

экстрагировали суммарные клеточные липиды органическими 

растворителями – хлороформ–метанол. Жирнокислотный состав полученных 

липидов определяли методом газовой хроматографии на газовом 

хроматографе Хроматэк «Кристалл-5000» с пламенно-ионизационным 

детектором путём анализа соответствующих производных жирных кислот – 

метиловых эфиров жирных кислот. Для получения метиловых эфиров 

использовали реакцию переэтерификации метанолом с серной кислотой в 

качестве катализатора. 

Для качественного определения жирных кислот проводили 

идентификацию метиловых эфиров жирных кислот сначала по стандартной 

смеси, а затем сравнивали времена выхода компонентов исследуемых 

образцов с временами выхода компонентов стандартного образца.  

Для количественного определения жирнокислотного состава бактерий 

Rhodococcus erythropolis X5 и Rhodococcus erythropolis S67 использовали 

метод внутренней нормализации, то есть предполагали, что общая площадь 

пиков всех компонентов испытуемой пробы составляет 100%. Массовую 

долю метилового эфира каждой жирной кислоты в процентах вычисляли по 

формуле:    

 

𝑋𝑖 =
𝑆𝑖
∑𝑆𝑖

∙ 100%. 

 

где Si ‒ площадь пика метилового эфира каждой жирной кислоты, мм2; ΣSi ‒ 

сумма площадей всех пиков метиловых эфиров жирных кислот, мм2. 

 

При газохроматографическом анализе стандартного образца метиловых 

эфиров жирных кислот были получены следующие данные: хроматограмма 

стандартной смеси метиловых эфиров жирных кислот представлена на рис.4, 

параметры и идентифицированные кислоты описаны в табл.3. 
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Рис.4. Хроматограмма стандартной смеси метиловых эфиров жирных кислот 

 

 

 

 

 

Таблица 3 

Параметры выхода компонентов стандартного образца 

№ Время, 

мин 

Компонент Название компонента Площадь 

пиков 

1 10,183 С11:0 Метил ундеканоат 534,120 

2 11,999 С10:0,2-ОН Метил 2-гидроксидеканоат 516,333 

3 14,085 С12:0 Метил додеканоат 508,993 

4 16,357 C13:0 Метил тридеканоат 442,579 

5 16.477 C12:0,2-OH Метил 2-гидроксидодеканоат 478,541 

6 17,604 C12:0,3-OH Метил 3-гидроксидодеканоат 492,562 

7 18,017 C14:0 Метил тетрадеканоат(мирист) 471,179 

8 18,864 C15:0 iso Метил 13-метилтетрадеканоат 492,832 

9 20,299 C15:0 anteiso Метил 12-метилтетрадеканоат 469,295 

10 21,812 C15:0 Метил пентадеканоат 484,066 
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11 22,102 C14:0,2-OH Метил 2-гидрокситетрадеканоат 425,636 

12 22,851 C14:0,3-OH Метил 3-гидрокситетрадеканоат 492,788 

13 23,604 C16:0 iso Метил 14-метилпентадеканоат 497,497 

14 25,028 C16:1 Метил гексадеканоат (цис-9) 

(пальмитолеат) 

410,095 

15 25,520 C16:0 Метил гексадеканоат 

(пальмитат) 

489,549 

16 26,980 C17:0 iso Метил 15-метилгексадеканоат 479,437 

17 30,272 C17:1 Метил цис-9,10-

метиленгексадеканоат 

518,976 

18 30,892 C17:0 Метил гептадеканоат(маргарит) 372,917 

19 31,587 C16:2-2OH Метил 2-гидроксигексадеканоат 1116,180 

20 31,587 C18:2 Метил окстадекадиеноат (цис-

9,12) (линолеат) 

1116,180 

21 34,656 C18:1 Метил октадеканоат (цис-9) 

(олеат) 

501,505 

22 35,862 C18:1 Метил октадеканоат (транс-9) 374,504 

23 36,487 C18:0 Метил октадеканоат (стеарат) 421,830 

24 38,650 C19:0 Метил цис-9,10-

метиленоктадеканоат 

466,919 

25 44,704 C19:0 Метил нонадеканоат 488,306 

26 46,132 C20:0 Метил эйкозаноат 432,925 

 

В стандартном образце производителем заявлены 26 компонентов. Из 

них 25 были идентифицированы при анализе на хроматографе в условиях, 

используемых при выполнении представленной работы, эти условия 

различаются с условиями производителя. Площадь одного из 25 пиков (19) 

превышает площадь других в 2 раза, что указывает на превышение  

концентрации данного компонента. Однако  данный факт невозможно 

установить, так как производитель заявил одинаковое содержание каждого 

компонента смеси. Поэтому в момент появления 19 пика выходят 2 

компонента из стандартной смеси. Следовательно, были идентифицированы 

все 26 пиков стандартного образца.  

При росте на н-гексадекане, труднодоступном субстрате, для 

Rhodococcus erythropolis X5 и Rhodococcus erythropolis S67 были получены 

хроматограммы, представленные на рисунке 5: 
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Рис.5. Хроматограммы метиловых эфиров жирных кислот бактерий при 

росте на н-гексадекане: а – Rhodococcus erythropolis X5, б – Rhodococcus 

erythropolis S67 

 

В результате анализа были идентифицированы метиловые эфиры 

жирных кислот и посчитано их содержание в анализируемом образце 

бактерий R. erythropolis X5 и R. erythropolis S67, данные представлены в 

табл.4: 

 

Таблица 4 

Метиловые эфиры жирных кислот бактерий при росте на н-гексадекане 

Компонент Rhodococcus erythropolis X5 Rhodococcus erythropolis S67 

Время, 

мин 

Массовая доля 

жирной кислоты, % 

Время, 

мин 

Массовая доля 

жирной кислоты, % 

C11:0 9,709 9,1±0,5 9,737 5,7±0,3  

С10:0,2-ОН 11,949 4,4±0,2 12,003 2,7±0,1  

С13:0 16,306 8,7±0,4 16,371 10,2±0,5  

С12:0,3-ОН 17,773 10,7±0,5 17,834 8,7±0,4  

С14:0 18,184 2,9±0,2 – – 

С15:0 21,796 47±2 21,845 52±3  

С16:0 iso 23,804 4,3±0,2 24,132 16±1  

C18:1 34,335 12±1 34,400 5,2±0,3  

 

По полученным данным можно сделать вывод, что преобладающей для 

штамма Х5 в результате анализа метиловых эфиров жирных кислот оказалась 

пентадекановая кислота (47%), так же в заметных количествах обнаружены: 

цис-9 октадекановая (12%), 3-гидроксидодекановая (10,7%) и ундекановая 

(9,1%) кислоты.   Для штамма S67 профиль жирных кислот характеризовался 

пентадекановой кислотой (52%), а также 14-метилпентодекановой (16%) и 

тридекановой кислота (10,2%).  

При росте на нонадекане, как более труднодоступном субстрате по 

отношению к н-гексадекану, для Rhodococcus erythropolis X5 и Rhodococcus 
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erythropolis S67 получены хроматограммы, представленные на рисунке 6, и 

были идентифицированы метиловые эфиры жирных кислот и посчитано их 

содержание в анализируемом образце бактерий, данные представлены в 

табл.5: 

 

 
а 

 
б 

Рис.6. Хроматограммы метиловых эфиров жирных кислот бактерий при 

росте на нонадекане: а – Rhodococcus erythropolis X5, б – Rhodococcus 

erythropolis S67 

 

Таблица 5 

Метиловые эфиры жирных кислот бактерий при росте на нонадекане 

Компонент Rhodococcus erythropolis Х5 Rhodococcus erythropolis S67 

Время, 

мин 

Массовая доля 

жирной кислоты, % 

Время, 

мин 

Массовая доля 

жирной кислоты, % 

C11:0 10,150 4,6±0,3 10,168 0,43±0,02 

С10:0,2-ОН 11,453 0,62±0,03 11,499 5,0±0,3 

С12:0 – – 14,271 46±2 

С13:0 – – 16,378 0,68±0,04 

С12:0,2-ОН 16,759 3,7±0,2 – – 

С12:0,3-ОН 17,141 0,75±0,04 17,205 1,03±0,05 

С15:0 iso 18,814 9,6±0,5 18,847 16±1 

С15:0 21,741 4,1±0,2 21,777 6,0±0,3 

С14:0,3-OH 22,877 1,9±0,1 22,872 2,8±0,1 

C16:0 25,420 2,9±0,1 25,419 7,4±0,4 

C17:0 iso 26,569 11±1 26,565 15±1 

C17:0 30,635 61±3 – – 

В результате газохроматографического анализа выявлено, что штамм 

Х5 демонстрировал содержание гептадекановой кислоты (61%) больше, чем 

других жирных кислот, так же в заметных количествах были обнаружены: 

15-метилгексадекановая (11%) и 13-метилтетрадекановая (9,6%) кислоты. 

Для штамма S67 доминирующей оказалась додекановая кислота (46%), а 
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также 13-метилтетрадекановая (16%) и 15-метилгексадекановая кислота 

(15%).  

 

4. Обсуждение 

Напряженная экологическая ситуация обусловливает необходимость 

расширения исследований особенностей адаптации микроорганизмов-

деструкторов загрязнителей к неблагоприятным или потенциально опасным 

изменениям окружающей среды [15]. Среди экстремотолерантных 

микроорганизмов особое место занимают актинобактерии рода Rhodococcus, 

обладающие способностью синтезировать компоненты клеток за счет 

газообразных, жидких и твёрдых токсикантов [16]. Их устойчивость к 

неблагоприятным факторам: сезонные изменения темперартуры, pH, водный 

стресс, недостаток питательных веществ, окислительный стресс, действие 

токсических металлов [17], – связана со строением клеточной стенки, а 

именно изменением состава жирных кислот, длины их цепей, введением 

двойной связи и разветвлением цепи жирной кислоты, изменением 

соотношения жирных кислот с цис- и транс-конформацией двойной связи, а 

также соотношения изо- и антиизо- жирных кислот липидов [18]. Также они 

адаптируют состав своей мико- и фосфолипидной мембраны [19]. Связи с 

этим был проведен анализ изменения липидного состава бактерий в 

зависимости от агрегатного состояния субстратов. 

При периодическом культивировании бактерий-нефтедестуркторов на 

гидрофобном твердом субстрате происходил процесс адаптации к новым 

условиям за счет синтеза насыщенных прямоцепочечных, метил- и гидрокси-

разветвленных жирных кислот. При окислительном стрессе у Rhodococcus 

erythropolis X5 образовалась маргариновая кислота (С17), содержание 

которой больше, чем содержание остальных прямоцепочечных кислот. Для 

штамма Rhodococcus erythropolis S67 наблюдается аналогичный профиль 

жирных кислот как и у Rhodococcus erythropolis X5. У обоих штаммов при 

культивировании на н-гексадекане была идентифицирована жирная кислота с 

цис-конформацией двойной связи (С18:1), а при росте на нонадекане её не 

были обнаружено. При этом у Rhodococcus erythropolis S67 содержание 

прямоцепочечной насыщенной жирной кислоты, а именно додекановой, 

больше, чем остальных обнаруживаемых кислот. Но большим разнообразием 

прямоцепочечных жирных кислот обладает Rhodococcus erythropolis Х5. 

Таким образом, изменение агрегатного состояния субстратов приводит 

к изменениям профиля жирных кислот бактерий, что согласуется с 

литературными данными [14]. В составе липидов наблюдается появление 

новых жирных кислот с разной длинной цепи, увеличение содержания 

разветвленных жирных кислот.  

5. Заключение 

В результате данной работы были получены и сопоставлены 

жирнокислотные профиля бактерий Rhodococcus erythropolis X5 и 
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Rhodococcus erythropolis S67 для выявления отличительных особенностей 

жирнокислотного состава при росте на жидком и твердом субстратах.  

По содержанию жирных кислот методом газовой хроматографии было 

установлено влияние агрегатного состояния токсиканта на липидный состав 

бактерий. Полученные данные показали, что микроорганизмы Rhodococcus 

erythropolis S67, выращенные на твердом субстрате, по сравнению с 

выращенными на жидком, характеризуются аналогичным механизмом 

адаптации как у Rhodococcus erythropolis X5, т. е. происходит синтез 

различных гидрокси- и метил- разветвленных жирных кислот, которых не 

было при росте на н-гексадекане. 

На основании полученных данных и сравнении их с литературными 

источниками можно сделать вывод, что адаптация бактерий–деструкторов R. 

erythropolis к твердым субстратам происходит за счет увеличения степени 

разветвленности жирных кислот.  
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