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В обзоре представлено краткое описание наиболее интересных результатов, полученных при иссле-
довании взаимодействия гидрофобного субстрата, гексадекана, и микробных клеток. Особое вни-
мание уделено трем аспектам этого процесса ‒ (1) взаимодействию бактериальной клетки с гидро-
фобным субстратом: характеристике клеточной поверхности и конформационным изменениям,
происходящим при контакте клетки с нерастворимым субстратом; (2) молекулярным основам раз-
ложения гидрофобных соединений на каждом этапе взаимодействия клетки с субстратом: синтезу
клеткой диспергирующих компонентов, диспергированию водонерастворимого субстрата, погло-
щению гидрофобного соединения клеткой и его хранению, регуляции транскрипции генов, как не-
посредственно вовлеченных в процесс биодеструкции, так и в процессы, взаимосвязанные с ростом
на гидрофобных субстратах; (3) синтезу поверхностно-активных веществ бактериями в процессе
разложения гидрофобных соединений, разнообразию структуры и условий повышения их выхода,
а также биотехнологическому применению.
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В настоящее время загрязнение окружающей
среды продуктами переработки нефти и ее ком-
понентами представляет одну из самых значи-
тельных проблем. Так, по оценкам экспертов,
ежегодные потери нефти в результате естествен-
ных протечек и как следствие потерь в процессах
добычи, переработки и транспортировки дости-
гают 600 тыс. тонн (Kvenvolden, Cooper, 2003).
Наиболее серьезные аварии произошли в США в
1989 г. (Exxon Valdez) и в 2010 г. (Petroleum Deep-
water Horizon) (Atlas, Hazen, 2011), в Китае в Даля-
не в июле 2010 г. (Xu et al., 2012). До некоторой
степени разложение легких летучих компонентов
нефти не представляет собой большой проблемы,
хотя нельзя не учитывать относительную устой-
чивость бензола, толуола, ксилола к микробной
деградации и токсичный эффект этих соедине-
ний на клетки. На этом фоне разложение более
тяжелых фракций нефти может представлять се-
рьезную проблему для человечества и вызывает
популяционные изменения в местах, подверг-
шихся воздействию нефтезагрязнителей. Ряд ав-
торов интерпретируют изменения в микробной
экологии, основываясь на данных таксономии и
функциональной генетики, а также биологиче-
ских функциях, выраженных в активности уреазы

и дегидрогеназы в почвенных образцах, подверг-
нутых загрязнениям сырой нефти, дизельного
топлива, н-гексадекана и полиароматических уг-
леводородов (ПАУ) (Wu et al., 2014). Одним из по-
следствий этого воздействия отмечается стиму-
лирование активности местной микрофлоры,
особенно бактерий, разлагающих алканы, что
приводит к убыли этих соединений примерно на
20% за месяц. Особенно наглядно этот эффект
проявляется в почвах, загрязненных невысокими
концентрациями гексадекана, около 2.5 г/кг су-
хой почвы. Однако присутствие ПАУ полностью
подавляет эту биологическую активность почвы
(Wu et al., 2014). Данный обзор посвящен наибо-
лее актуальным направлениям исследований
процесса разложения н-алканов (с упором на гек-
садекан как тестовое соединение) бактериями.

МОРФО-ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ 
ОСОБЕННОСТИ КЛЕТОК ПРИ АДГЕЗИИ

К РАЗЛИЧНЫМ ПОВЕРХНОСТЯМ
Общим свойством всех фракций сырой нефти

является их низкая растворимость в воде, что мо-
жет создавать серьезные проблемы для штаммов,
способных использовать подобные гидрофобные
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соединения в качестве единственного источника
углерода и энергии (Cameotra, Singh, 2009). Пер-
вым этапом деградации является перенос моле-
кул гидрофобного соединения из гидрофобной
фазы на клеточную поверхность для достижения
эффективного контакта с клеточной мембраной
и дальнейшего переноса через клеточную мем-
брану внутрь клетки. Несмотря на определен-
ный прогресс в изучении механизмов транспорта
н-алканов в клетку и их последующей внутрикле-
точной ассимиляции, некоторые аспекты этого
процесса остаются недостаточно изученными.

Еще в прошлом веке Киршнер описал два воз-
можных типа взаимодействия углеводородов
(УВ) с клеткой: (1) адгезию к гидрофобному суб-
страту и (2) гипотетическую псевдосолюбилиза-
цию, при которой бактерии, разлагающие УВ,
поглощают небольшие порции эмульгированной
субстанции (Kischner et al., 1980). В настоящее
время опубликованы работы, подтверждающие
как первую, так и вторую гипотезы (Cameotra,
Singh, 2009).

Согласно первой гипотезе, способность разла-
гать гидрофобные соединения зависит от свойств
поверхности микробной клетки (Stenström, 1989;
Deziel et al., 1999). Широко распространенная
стратегия, используемая бактериями для преодо-
ления проблемы взаимодействия с нераствори-
мыми субстратами, заключается в формировании
биопленки на границе между углеводородами и
водой (Klein et al. 2010; Mounier et al., 2014). Klein
et al. (2010) сообщили, что разложение гексадека-
на культурой Marinobacter hydrocarbonoclasticus
SP17 происходит за счет образования биопленки
на границе алкана и воды. Взаимодействие кле-
ток с алкано-водной фазой исследовалось путем
фиксирования изменений механических свойств
раздела при адсорбции клеток методом тензио-
метрии. При помещении клеточной суспензии в
тензиометрическую ячейку в присутствии капли
н-гексадекана биопленка, окружающая каплю,
была видна после 40-часовой инкубации. Было
обнаружено, что, достигнув границы раздела гек-
садекан‒вода, клетки высвобождают поверх-
ностно-активные вещества (ПАВ), что приводит
к образованию межфазной вязкоупругой пленки.
Выделение этих соединений представляет собой
активный процесс, требующий синтеза белка.
Было показано, что начальное взаимодействие
клетки и гидрофобного соединения не коррели-
ровало со способностью разлагать конкретные
алканы, а последующие этапы подвергались
дальнейшей регулировке (Klein et al., 2010).

Поскольку превалирует мнение, что для бакте-
рий более физиологично состояние “прикреп-
ленности” к поверхностям, в данном контексте
стоит особо отметить несколько работ, отражаю-

щих исследования изменения структуры клеток
при адгезии к различным поверхностям.

При исследовании особенностей поверхности
клеток Escherichia coli, выделенных из проточной
воды и осадочных пород, было показано, что
клетки штамма из осадочных пород отличались
от свободно живущих по гидрофобности (боль-
шей), zeta-потенциалу (с более высокой точкой
нулевого заряда), поверхностному заряду (менее
отрицательному), общей кислотности и составу
полимеров внеклеточной субстанции (больше
белков и сахаров) (Liang et al., 2016). Авторы обна-
ружили значительную положительную корреля-
цию между гидрофобностью и внеклеточными
белками у клеток E. coli из осадков, но не у сво-
бодно живущего штамма.

Harapanahalli et al. (2015a) указывали на важ-
ность состава внеклеточного полимерного мат-
рикса (ВПМ) при адгезии клеток к поверхности,
проводя различие между понятиями химического
и “механочувствительного” механизмов, относя
к последнему комплекс реакций выделения вне-
клеточной полимерной субстанции при адгезии.
Исследуя этапы формирования биопленки куль-
турой Staphylococcus aureus, эти авторы показали
влияние адгезии на экспрессию генов icaA, регу-
лирующего выработку компонентов ВПМ, и cidA,
ассоциированного с клеточным лизисом и высво-
бождением внеклеточной ДНК (Harapanahalli
et al., 2015b). Из проведенных исследований
авторы сделали вывод, что сила адгезии модули-
рует выработку поли-N-ацетилглюкозамина, мо-
лекул матрикса, выделение внеклеточной ДНК
(в-ДНК) и экспрессию гена icaA, по-видимому,
вследствие деформации клеточной стенки. Эти
нано-деформации стенки на уровне слоев пепти-
догликана играют основную роль в определении
силы адгезии.

Используя метод атомно-силовой микроскопии
(АСМ), Cheng et al. (2011) также исследовали раз-
личные факторы, участвующие в адгезии бактерий
к поверхности субстратов. Указывая на недостатки
термодинамического анализа поверхности, осно-
ванного на определении природы адгезивных взаи-
модействий, таких как взаимодействия Лифшиц-
ван-дер-ваальсовые (Lifshitz-van der Waals) и кис-
лотно-основные, авторы приводят обзор данных,
полученных с использованием АСМ, основанной
на анализе по Пуассону (Poisson analysis). Сумми-
руя литературные данные по различным комби-
нациям бактериальных штаммов и субстратов,
авторы делают заключение, что бактериальная
адгезия к субстратам в основном определяется
короткими (кислотно-основными) взаимодей-
ствиями, и в меньшей степени длинными (Лив-
шица и ван-дер-ваальсовыми) взаимодействиями.
Это заключение находится в соответствии с данны-
ми анализа поверхностной термодинамики при
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бактериальной адгезии. По мнению авторов, ана-
лиз по Пуассону свидетельствует, что в клеточной
адгезии большее значение имеет характеристика
дискретных участков бактериальной поверхности,
чем отдельные молекулярные взаимодействия. Си-
ла адгезии, возникающая на отдельных участках
поверхности, и количество таких участков могут
варьировать от штамма к штамму (Chen et al.,
2011). Эти же авторы обнаружили микродеформа-
ции клеточной поверхности при адгезии бактери-
альных клеток на твердой поверхности (Chen
et al., 2014) и отметили, что адгезия бактерий, яв-
ляясь одним из важнейших условий их выживания,
наблюдается практически ко всем природным и
синтетическим поверхностям. Сразу после адгезии
бактерии начинают формировать биопленку, в ко-
торой они защищены от неблагоприятных воздей-
ствий окружающей среды. Изучая с помощью АСМ
деформации клеток Staphylococcus aureus дикого и
мутантного штаммов, Чен и соавт. сделали за-
ключение, что сила бактериальной адгезии опре-
деляется не только составом и структурой бакте-
риальной клеточной поверхности, но и малыми
деформациями клеточной поверхности, которые
приводят к усилению зоны контакта и, соответ-
ственно, возрастанию адгезии (Chen et al., 2014).

Как было указано выше, одним из компонен-
тов структуры биопленок является внеклеточная
ДНК (в-ДНК) (Harapanahalli et al., 2015b; Regina
et al., 2014). Однако имеется очень мало данных о
ее роли в начальной клеточной адгезии. Исследуя
влияние в-ДНК на адгезию клеток Staphylococcus
xylosus на абиотических поверхностях, Regina и
соавт (2014) показали, что удаление в-ДНК кле-
ток S. xylosus обработкой ДНКазой не изменяло
их zeta-потенциал, но делало клетки более гидро-
фильными (Regina et al., 2014). Обработка ДНКа-
зой нарушала адгезию клеток к стеклянной по-
верхности, при этом в отсутствие ДНКазы адге-
зивные свойства S. xylosus восстанавливались в
течение получаса. Удаление в-ДНК влияло на
степень адгезии, но не на ионные взаимодей-
ствия. При высокой ионной силе эффект отсут-
ствия в-ДНК не сказывался на адгезии клеток на
стекле и карбоксил-активированной поверхно-
сти. Авторы также показали, что в-ДНК усилива-
ет адгезию клеток на гидрофобных поверхностях
вне зависимости от ионной силы. Проведенные
исследования позволили сделать заключение, что
свойства в-ДНК как медиатора первоначальной
адгезии крайне многообразны и зависят от физи-
ко-химических свойств самой поверхности и
ионной силы окружающей среды (Regina et al.,
2014). Результаты, представленные Klein et al.
(2010), показывают, что адсорбция M. hydrocar-
bonoclasticus SP17 в на границе фаз н-гексаде-
кан‒вода связана с понижением межфазного на-
тяжения. Было обнаружено, что ингибирование
синтеза белка предотвращает снижение межфаз-

ного натяжения, но не влияет на адсорбцию кле-
ток на границе раздела. Таким образом, адсорбция
клеток не оказывает прямого влияния на сниже-
ние межфазного натяжения. Более того, когда до-
стигалось равновесие межфазного натяжения,
клетки покрывали только 0.3% общей доступной
поверхности гексадекана. Был сделан вывод о
том, что уменьшение межфазного натяжения,
наблюдаемое при адсорбции клеток на границе
н-гексадекан‒вода, было вызвано не адсорбци-
ей клеток, а скорее связано с выделяемыми бак-
териями ПАВ (Klein et al., 2010).

При проверке второй гипотезы в качестве мо-
дельного соединения для исследования взаимо-
действий микробной клетки и гидрофобных со-
единений использовали гексадекан. Исследова-
ния его разложения очень важны, так как он
является одним из компонентов нефти и позво-
ляет установить механизмы деструкции УВ и с
учетом выявленных особенностей разрабатывать
методы очистки окружающей среды от нефтяных
загрязнений. Способность разлагать гексадекан
характерна для представителей многих классов
бактерий, как аэробов, так и анаэробов (табл. 1).
На рисунке 1 представлена схема разложения гек-
садекана штаммом Pseudomonas aeruginosa
IASST201, который из 34 проверенных ростовых
субстратов при росте на гексадекане синтезиро-
вал биофлоккулянт с наивысшей активностью
(Pathak et al., 2017).

Разложение линейных алканов в метаноген-
ных условиях является обычным процессом, про-
исходящим в почвах, загрязненных нефтяными
продуктами. По данным филогенетического ана-
лиза гена 16S р-РНК представители двух филоти-
пов вносят значительный вклад в разложение гек-
садекана. Один принадлежал к некультивируе-
мым бактериям семейства Syntrophaceae, с
95‒97%-ной гомологией со Smithella propionica,
другой был идентифицирован как Methanoculleus
receptaculi (>99% идентичности) (Cheng et al.,
2013).

Три штамма Acinetobacter sp. не только разлага-
ли гексадекан, но присутствие этого соединения
оказывало положительный эффект на разложе-
ние данными бактериями фенола, а комбинация
фенола и гексадекана приводила к большим ско-
ростям роста штамма на этих субстратах, чем на
каждом по отдельности (Sun et al., 2012). Грамот-
рицательные бактерии рода Acinetobacter являют-
ся удобным объектом для исследования, так как,
помимо способности разлагать устойчивые ток-
сичные соединения, имеют нитчатые выросты и
гидрофобную поверхность клеток, характеризу-
ясь высокой адгезивной способностью к твердым
поверхностям и агглютинацией (Hori et al., 2008).
Исследование поведения “лысого” мутанта (T1)
штамма Acinetobacter sp. Tol 5, лишенного нитча-
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тых выростов, в органическом растворителе, сус-
пендированном в водной среде, показало, что
клетки мутанта Т1 прилипают к капелькам гекса-
декана в виде монослоя на поверхности капли,
тогда как клетки дикого типа образуют агрегаты
на поверхностях капель. Клетки Т1, адсорбиро-
ванные на гексадекановых поверхностях, препят-
ствовали слиянию капель, образованных вихре-
выми потоками, стабилизируя фазу эмульсии.
После замены водной фазы свежей чистой водой
тест на прикрепление к гидрофобным поверхно-
стям клеток показал, что доля клеток Т1, адсорби-
рованных на поверхности капель углеводородов,
отсоединенных во время дальнейшего образова-
ния вихревых потоков, указывает на обратимую
адсорбцию клеток Т1. Окончательное соотноше-
ние прилипающих к каплям УВ клеток к общему
числу клеток в тесте отрыва совпало с данными
теста на прикрепление (Hori et al., 2008).

На разложение гексадекана штаммом Acineto-
bacter oleivorans DR1 отрицательно сказывается
присутствие хлорида натрия и повышение или
понижение оптимальной для роста температуры
(Jung et al., 2011). При повышении температуры
до 37°С наряду со снижением степени разложе-
ния гексадекана наблюдалось ингибирование по-
движности клеток и формирования биопленок на
границе раздела фаз масло‒вода, что может быть
критическим фактором, определяющим способ-

ность штамма A. oleivorans DR1 разлагать гексаде-
кан (Jung et al., 2011). Положительная корреляция
между формированием биопленок и разложени-
ем гексадекана наблюдалась при 30°С, снижение
температуры до 25°С нарушало ее. В этих услови-
ях изменение гидрофобности клеток и наруше-
ние синтеза ВПМ под действием температуры не
коррелировали с формированием биопленки. Ав-
торы обнаружили, что одним из важных факторов
деградации гексадекана являются изменения,
происходящие в глиоксилатном метаболическом
пути. Как показал протеомный анализ, разложе-
ние гексадекана сопровождалось высокой экс-
прессией белков, участвующих в метаболизме
жирных кислот, глюконеогенезе и белков защиты
от окислительного стресса. По мнению авторов,
полученные данные свидетельствуют о том, что
разложение гексадекана у A. oleivorans DR1 со-
пряжено с начальными этапами формирования
биопленки, защитой клеток от окислительного
стресса и переключением метаболизма на глиок-
силатный путь (Jung et al., 2011).

Большой объем информации посвящен изуче-
нию процессов разложения УВ немицелиальны-
ми актинобактериями. Показано, что благодаря
присутствию миколовых кислот в оболочке
Rhodococcus, Gordonia, Mycobacterium и Arthrobacter
и коринеформных бактерий, содержащих в кле-
точной стенке пептидогликан типа B, для них ха-

Рис. 1. Схема возможных путей деградации н-гексадекана штаммом Pseudomonas aeruginosa IASST201 (Pathak et al.,
2017).
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рактерна гидрофобность клеточной поверхности,
которая обусловливает способность этих бакте-
рий адсорбироваться на тефлоне, стекле и других
поверхностях, что коррелирует со способностью
разлагать гидрофобные соединения (Bendinger
et al., 1993). На примере бактерий рода Rhodococ-
cus показано, что адгезивная способность неми-
целиальных актинобактерий зависит от внешних
факторов, таких как состав среды, уровень хлори-
да натрия, температура, значение pH среды, что
влияет на липидный состав клетки, ее гидрофоб-
ность и zeta-потенциал (Рубцова и соавт., 2012).

Способность разлагать гексадекан также пока-
зана для штаммов Pseudomonas aeruginosa PSA5,
Rhodococcus sp. NJ2 и Ochrobactrum intermedium P2,
выделенных из нефтяных осадков (Mishra, Singh,
2012).

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ
РАЗЛОЖЕНИЯ ГЕКСАДЕКАНА

Информация, касающаяся ферментов разло-
жения длинноцепочечных алканов, особенно у
грамположительных бактерий, достаточно огра-
ниченна (Lo Piccolo et al., 2011), хотя аккумуляция
данных в последние годы происходит высокими
темпами. Это связано с применением молекуляр-
но-биологических методов исследований. Про-
цесс деструкции гексадекана сопровождался ин-
дукцией синтеза ферментов алкангидроксилазы
и алкогольдегидрогеназы у штамма Rhodococcus
sp. NJ2, и липазы у штамма P. aeruginosa PSA5.
Особенностью этих бактерий при росте на гекса-
декане было формирование телец включения, со-
держащих этот УВ, в концентрации до 60.8 г/л у
штамма P. aeruginosa PSA5, 56.1 г/л у Rhodococcus

Таблица 1. Особенности некоторых бактериальных штаммов, способных разлагать гексадекан

Штамм Особенности утилизации УВ Литературный 
источник

Acinetobacter beijerinckii ZRS Продуцент нового внеклеточного эмульсификатора,
стабильного в широком диапазоне значений pH, при
высокой температуре и высокой концентрации солей
(до 5% [в./об.] Na1+ и 24% Ca2+)

Zhao et al., 2016

Acinetobacter sp. штамм DR1 Исследовано влияние процесса пленкообразования
на разложение гексадекана

Kang, Park, 2010

Alcanivorax
borkumensis SK2

Штамм A. borkumensis способен не только включать,
но и модифицировать промежуточные соединения жирных 
кислот в процессе разложения алканов. Для штамма
характерен необычный адаптивный механизм к токсичным 
органическим растворителям, заключающийся
в цис-транс-изомеризации ненасыщенных жирных кислот

Naether et al., 
2013

Dietzia штамм DMYR9 Авторами применена методология поверхностной реакции 
для статистического проектирования параметров сухого 
веса для производства биомассы в процессе деградации

Zhou et al., 2013

Gordonia ajoucoccus A2T Синтез каротиноидов при росте на н-алканах Kim et al., 2014

Marinobacter hydrocarbonoclasticus 
SP17

Обнаружен белок MARHY0478, характерный исключи-
тельно для морских бактерий, разрушающих алканы;
предположительно входит в семейство алкановых транс-
портеров, специфичных для морских бактерий

Vaysse et al., 2009

Nocardia farcinica BN26 Трегалозолипидный тетраэфир обладает антипролифера-
тивной активностью против некоторых клеточных линий 
опухолей человека

Christova et al., 
2015

Pseudomonas aeruginosa PSA5
Rhodococcus sp. NJ2
Ochrobactrum intermedium P2

Определена активность алкангидроксилазы, алкогольде-
гидрогеназы и липазы. Характерен высокий уровень гидро-
фобности клеточной поверхности. Обнаружены тельца 
включения, содержащие УВ

Mishra, Singh, 
2012

P. aeruginosa NY3 Определен уровень активности alkB1 и alkB2 генов.
Глутаровая кислота значительно увеличивала степень 
деструкции гексадекана

Nie et al., 2017
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sp. NJ2 и до 51.6 г/л у O. intermedium P2 (Mishra,
Singh, 2012). Еще один представитель актинобак-
терий, штамм R. opacus R7, способен расти на
нафталине, о-ксилоле и нескольких длинно- и
среднецепочечных н-алканах (Zampolli et al.,
2014). При исследовании способности этого
штамма разлагать гексадекан и ряд других алка-
нов было показано, что степень разложения н-до-
декана (C12) составила 88%, н-гексадекана (C16) ‒
69%, н-эйкозана (C20) ‒ 51%, н-тетракозана (C24) ‒
78%. Авторы обнаружили, что в случае среднецепо-
чечных н-алканов сначала происходит образование
первичного спирта ‒ окисление одной терминаль-
ной метильной группы. Этим штамм R. opacus R7
отличался от других родококков, для которых бы-
ло характерно образование двух спиртовых групп
(Zampolli et al., 2014). Система деградации н-алка-
нов была исследована для штамма Gordonia sp.
SoCg, способного расти на н-алканах с длиной
цепи от C12 (додекан) до C36 (гексатриоконтан) в
качестве единственного источника углерода
(Lo Piccolo et al., 2011). Авторы обнаружили, что
штамм SoCg содержит в своей хромосоме один
алк-локус с шестью открытыми рамками считы-
вания (ORF), который имеет 78‒79% идентично-
сти с алкангидроксилазной системой других ал-
каноразрушающих актинобактерий. Количе-
ственная обратная транскрипция-ПЦР показала,
что гены, кодирующие AlkB (алкан 1-моноокси-
геназа), RubA3 (rubredoxin), RubA4 (rubredoxin) и
RubB (rubredoxin редуктаза), индуцировались как
н-гексадеканом, так и н-триаконтаном, которые
были выбраны в качестве представителей длин-
ноцепочечных жидких и твердых н-алканов соот-
ветственно (Lo Piccolo et al., 2011). Монооксиге-
наза LadA, катализирующая окисление н-алканов
в 1-алканолы, является ключевым ферментом де-
градации длинноцепочечных алканов (C15‒C36) у
штамма Geobacillus thermodenitrificans NG80-2
(Dong et al., 2012). Проведение случайного и сайт-
направленного мутагенеза позволило авторам по-
лучить ряд мутантов с измененными свойствами
монооксигеназы LadA. Было показано, что
штамм Pseudomonas fluorescens KOB2Δ1 с мутат-
ным белком LadA рос быстрее дикого штамма.
Таким образом, путем изменения одного из фер-
ментов деградации алканов была показана воз-
можность создания штаммов с более высоким по-
тенциалом в целях очистки окружающей среды от
нефтезагрязнений.

Ген alkB из Gordonia SoCg был гетерологично
экспрессирован в E. coli BL21 и Streptomyces coeli-
color M145, и оба хозяина приобрели способность
превращать н-гексадекан в 1-гексадеканол, но со-
ответствующий длинноцепочечный спирт не был
обнаружен при культивировании штаммов на н-
триаконтане. Рекомбинантный штамм S. coelicol-
or M145-AH, экспрессирующий ген алкоксида из

Gordonia, мог расти на н-триаконте в качестве
единственного источника углерода. Мутант
штамма SoCg с нарушением в гене alkB полно-
стью терял способность расти на н-триаконтане,
что указывает на участие системы алканмоноок-
сигеназы AlkB-типа в деградации твердых н-алка-
нов (Lo Piccolo et al., 2011). Помимо штамма Gordo-
nia sp. SoCg (Lo Piccolo et al., 2011), гомологи гена
alkB были амплифицированы из психротрофного
штамма Rhodococcus sp. Q15 (Whyte et al., 2002) и
R. opacus B4 (Sameshima et al., 2008).

Большого внимания заслуживает исследование
биодеградации сырой нефти и, соответственно, ее
отдельных компонентов бактериями в условиях ме-
таногенеза, так как данная активность приводит к
потерям этого природного сырья, с одной стороны,
а с другой ‒ позволяет ликвидировать последствия
аварийных разливов нефти в анаэробных условиях.
Известно, что в анаэробных условиях углеводороды
чрезвычайно устойчивы к микробному воздей-
ствию, так как для начальной активации и разрыва
аполярной C‒H связи надо преодолеть высокий
энергетический барьер (Rabus et al., 2016). Как от-
мечают Рабус и соавт., анаэробная деградация уг-
леводородов включает в себя множество интригу-
ющих биохимически беспрецедентных реакций,
таких как взаимодействие толуола или н-алканов
с фумаратом, O2-независимое гидроксилирова-
ние этилбензола и АТФ-зависимые и АТФ-неза-
висимые варианты восстановительной деарома-
тизации центрального промежуточного бензоил-
СоА (Rabus et al., 2016). Тос и Гииг (Toth, Gieg,
2018) провели работу по установлению механиз-
мов активации углеводородов и идентификации
находящихся в месте естественного глубокого за-
легания нефти микроорганизмов, которые, воз-
можно, способствуют образованию биоразлагае-
мого масла. Авторы провели мониторинг генов
assA и bssA, кодирующих алкилсукцинатсинтазу
при разложении алканов и бензилсукцинатсин-
тазу ‒ алкилбензолов соответственно, а также се-
квенирование гена 16S рРНК для оценки состава
микробного сообщества и изменений активности
ферментов в течение 17 мес. Эти гены были вы-
браны не случайно, так как именно линейные ал-
каны и алкил-замещенные ароматические соеди-
нения, как было показано, являются наиболее
легко биоразлагаемыми молекулами УВ сырой
нефти и других топливных смесей в метаноген-
ных условиях. Было обнаружено образование пе-
реходных метаболитов УВ и идентифицированы
штаммы, участвующие в этих процессах (Desulfo-
tomaculum, Smithella, Syntrophus, метаногенные ар-
хеи и представители классов Atribacteria, Cloacim-
onetes). Результаты этого исследования подтвер-
дили полученные ранее данные, согласно
которым добавление фумарата является возмож-
ным анаэробным активирующим механизмом
для трансформации н-алканов и алкилзамещен-
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ных ароматических соединений в метаногенных
условиях.

Сравнительный транскриптомный анализ был
проведен с использованием клеток штамма
Rhodococcus erythropolis PR4, выращенных на гек-
садекане, дизельном топливе и ацетате (Laczi
et al., 2015). Авторы показали увеличение синтеза
двух генов, кодирующих алкан-1-монооксигена-
зу. Наряду с этим при росте клеток на дизельном
топливе повышалась транскрипция 8 филогене-
тически различных генов, кодирующих цитохром
P450. При росте R. erythropolis PR4 на синтетиче-
ской смеси гексадекана, циклопарафина и арома-
тических соединений наблюдалась индукция ге-
нов, кодирующих различные оксигеназы. При
этом происходило снижение транскрипции гена,
кодирующего синтазуI, участвующую в синтезе
жирных кислот, а также генов, участвующих в
синтезе сидерофоров, транспорта железа и синте-
за экзополисахаридов. Полученные данные ука-
зывают на важную роль генов оксигеназ в метабо-
лизме углеводородов.

Транскриптомный профиль генов, участвую-
щих в разложении гексадекана, был исследован у
штамма Dietzia cinnamea P4, выделенного из об-
разцов, загрязненных нефтью (Procópio et al.,
2013). Аннотирование генома этого штамма поз-
волило выявить гены, участвующие в разложении
алканов. Результаты количественной ПЦР в ре-
альном времени однозначно показали, что на
ранних стадиях роста штамма D. cinnamea P4 на
алканах происходила индукция регуляторного ге-
на alkU (TetR-семейства). В логарифмической фа-
зе роста наблюдалось увеличение уровня тран-
скрипции генов липидного транспорта, а также
гена белка, отвечающего за взаимодействие ру-
бредоксина и алканмонооксигеназы, которые, по
мнению авторов, также могут находиться под
действием регулятора AlkU (Procópio et al., 2013).

С использованием транскриптомного анализа
изучали клеточный ответ почвенного штамма
Acinetobacter oleivorans DR1, деструктора дизель-
ного топлива и алканов, на внесение гексадекана
и механизмы стимулирования разложения гекса-
декана воздействием красной глины (Jung et al.,
2011). Авторы показали, что уровень экспрессии
генов, связанных с окислением алканов, был на
высоком уровне и без добавления красной глины.
Внесение глины в суспензию клеток DR1, разла-
гающих гексадекан, повышало уровень индукции
генов β-окисления и генов, относящихся к защи-
те от окислительного стресса, таких как суперок-
сиддисмутазы, каталазы, глутаредоксина. Это
указывало на то, что красная глина поддерживает
ответ клеток DR1 на окислительный стресс, воз-
никающий при разложении гексадекана.

Проведенное сравнение данных транскрип-
томного анализа геномов, полученных из биопле-

нок M. hydrocarbonoclasticus SP17, выращиваемых
на н-гексадекане или триолеине, и из планктон-
ных клеток, экспоненциально растущих на ацета-
те, подтвердили, что рост биопленки на каждом
гидрофобном соединении включал различные
специфические генетические ответы вместе с на-
бором генов, опосредующих общие механизмы
формирования биопленок (Mounier et al., 2014).
По данным авторов, рост биопленки на триолеи-
не модулировал экспрессию сотен генов по срав-
нению с н-гексадеканом. При этом наблюдалось
снижением активности процессов, связанных с
первичным метаболизмом и обработкой генети-
ческой информации.

Таким образом, использование транскрип-
томного анализа позволяет выявить комплекс-
ный ответ клеток на действие гидрофобного со-
единения как субстрата с учетом не только взаи-
модействия клетки и субстрата, но и всех
опосредованных этим этапом отдаленных по-
следствий.

РОЛЬ БИОПАВ В РАЗЛОЖЕНИИ 
ГИДРОФОБНЫХ СОЕДИНЕНИЙ

Исследования показали, что важную роль в
бактериальной деструкции гидрофобных суб-
стратов играет способность клеток образовывать
поверхностно-активные соединения (ПАВ), био-
сурфактанты (биоПАВ). БиоПАВ представляют
собой разнообразную по химическому составу
группу соединений. Как правило, их гидрофобная
часть представлена длинноцепочечными жирны-
ми кислотами, гидроксилированными жирными
кислотами или α-алкил-β-гидрокси-жирными
кислотами, а гидрофильная часть ‒ углеводами,
аминокислотами, пептидами, фосфатами, карбок-
сикислотами или спиртами (Rosenberg, Ron, 1999).
В зависимости от своей химической структуры
биоПАВ можно разделить на пять групп: глико-
липиды, липопептиды, фосфолипиды, жирные
кислоты и полимерные смеси (Rosenberg, Ron,
1999; Mao et al., 2015). Биосурфактанты можно
классифицировать как ионные и неионные. Их
также подразделяют на низкомолекулярные со-
единения, снижающие поверхностное натяжение,
и высокомолекулярные биоэмульгаторы, которые
прочно связываются с поверхностью и не всегда
снижают поверхностное натяжение (Rosenberg,
Ron, 1999). К наиболее распространенным био-
ПАВ относятся гликолипиды, состоящие из угле-
водной головки и липидного хвоста, к ним относят
трегалолипиды, софоролипиды и рамнолипиды.
Трегалолипиды представляют собой гликолипиды,
продуцируемые в основном бактериями родов My-
cobacterium, Rhodococcus, Arthrobacter, Nocardia, Gor-
donia (Rosenberg, Ron, 1999; Christova et al., 2015). К
липопептидам относятся сурфактин, грамицидин S
и полимиксин (Rosenberg, Ron, 1999). Биосурфак-
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танты микроорганизмов и водорослей, представ-
ленные гликолипидами, фосфолипидами, липо-
пептидами, натуральными липидами, жирными
кислотами и липополисахаридами, применяются
в ряде промышленных производств, таких как
пищевая промышленность, фармакология, био-
ремедиация нефтезагрязненных участков (Pani-
agua-Michel et al., 2014). Биосурфактанты, обычно
используемые для восстановления почвы, вклю-
чают гликолипиды (например, рамнолипиды,
фруктозные липиды, софоролипиды), липопеп-
тиды (например, сурфактин, полимиксин) и гу-
миновые вещества (Mao et al.., 2015). Как наибо-

лее распространенное естественное органическое
вещество, гуминовые кислоты (ГК) проявляют
амфифильные свойства, которые могут быть ис-
пользованы в качестве экологически чистых био-
сурфактантов (Mao et al.., 2015). Роль биоэмульга-
торов заключается в увеличении площади по-
верхности гидрофобных нерастворимых в воде
субстратов роста; в повышении биодоступности
гидрофобных субстратов за счет увеличения их
кажущейся растворимости или десорбирования
субстратов с поверхностей, а также регулирова-
ния прикрепления и десорбции микроорганиз-
мов с поверхностей (Rosenberg, Ron, 1999). В

Таблица 2. Биосурфактанты бактериального происхождения

Класс биосурфактанта Микробный источник Литературный источник

Рамнолипиды Pseudomonas;
Pseudomonas aeruginosa

Cameotra, Singh, 2009;
Arelli et al., 2018

Липопептиды
Viscosin, massetolide A, putisolvin, amphisin

Pseudomonas spp. Bak et al., 2015

Трегалолипиды (низкомолекулярные, высо-
комолекулярные)

Rhodococcus sp.
Rhodococcus erythropolis EK-1
Nocardia farcinica BN26

White et al. 2013; Inaba et al. 
2013
Пирог и соавт., 2010
Christova et al., 2015

Эмульгатор, липидный фрагмент которого 
содержал смесь жирных кислот в молярном 
соотношении: каприловая кислота 18.85, 
миристиновая кислота 1.0, пальмитиновая 
кислота 9.68, пальмитолевая кислота 5.69 и 
олеиновая кислота 1.26. Полисахаридная 
часть также содержала смесь сахаров со сле-
дующим молярным соотношением: манноза 
1.71, галактоза 1.00 и глюкоза 2.96.

Halomonas sp. ANT-3b, антарктиче-
ская психротрофная бактерия

Pepi et al., 2005

Комплекс углеводов (41.1%), липидов 
(47.6%) и белков (11.3%)

Aeribacillus pallidus YM-1 Zheng et al., 2012

Комплекс белок‒полисахарид‒липид Methanobacterium thermoautotrophicus Rosenberg, Ron, 1999

Углевод-белковый комплекс Bacillus stearothermophilus и Candida 
lipolytica

Rosenberg, Ron, 1999

Экзополисахариды Rhodococcus sp.
Enterobacter cloacae
Paenibacillus spp.

Urai et al. 2007a, 2007b;
Perry et al. 2007
Hua et al., 2010
Liang, Wang, 2015

Белковый комплекс (биоэмульгатор) Halomonas eurihalina, Pseudomonas 
tralucida

Rosenberg, Ron, 1999

Эмульсан (комплекс анионного гетерополи-
сахарида и белка)

Acinetobacter spp. Rosenberg, Ron, 1999

Комплекс олигосахарида и липида Paenibacillus sp. Gudiña et al., 2015

Alasan (комплекс анионного гетерополиса-
харида и ковалентно связанных аланина и 
белков)

Acinetobacter radioresistens Navon-Venezia et al., 1995
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табл. 2 приведен список некоторых биосурфак-
тантов, синтезируемых бактериями.

Известно, что бактерии рода Pseudomonas син-
тезируют сильнодействующие биосурфактанты,
относящиеся к классу липопротеинов, в том чис-
ле вискозин, массетолипид А, путизолвин и ам-
физин (Bak et al., 2015). Действие липопротеинов,
синтезируемых псевдомонадами, по эмульсифи-
цирующей способности сопоставимо с действием
синтетического ПАВ Tween 80. Cameotra, Singh
(2009) исследовали синтез ПАВ и разложение
н-гексадекана штаммом Pseudomonas sp. и показа-
ли, что этот штамм, выделенный из почв, загряз-
ненных нефтью, синтезировал ПАВ в виде рам-
нолипидов, представленных 13 изомерами. Синтез
ПАВ позволял культуре эмульгировать гексадекан
до размера менее чем 0.22 мкм. Это значительно
повышало его доступность для клеток, что было
подтверждено микроскопическими исследовани-
ями. Авторы показали, что ПАВ образовывал с
гексадеканом эмульсию, что усиливало контакт
между этим соединением и клетками штамма-де-
структора. Было отмечено поглощение насыщен-
ной биосурфактантами углеводородной капельки,
что предполагает механизм, похожий по внешне-
му виду на активный пиноцитоз, факт, ранее не
наблюдавшийся в бактериальных системах для
поглощения углеводородов. Таким образом, об-
суждаемое исследование проливает свет на меха-
низм поглощения углеводородов у бактерии
P. aeruginosa. Синтез ПАВ был показан также и у
штаммов P. aeruginosa PSA5, Rhodococcus sp. NJ2 и
Ochrobactrum intermedium P2, выделенных из неф-
тяных осадков, при разложении гексадекана
(Mishra, Singh, 2012). Бактерии рода Rhodococcus
для снижения поверхностного натяжения и по-
вышения биодоступности гидрофобных соедине-
ний синтезируют различные ПАВ: низкомолеку-
лярные трегалолипиды (White et al., 2013; Inaba
et al., 2013), высокомолекулярные экзополисаха-
риды (Urai et al., 2007a, 2007b; Perry et al., 2007).
При этом концентрация внеклеточных ПАВ мо-
жет достигать 7 г/л, что было показано для штам-
ма R. erythropolis EK-1, растущего на гексадекане
(Пирог и соавт., 2011). Величина поверхностного
натяжения минеральной среды с компонентами
нефти под действием синтезируемых ПАВ псев-
домонад и родококков снижается до значений
26‒36 мН/м (Franzetti et al., 2010; Petrikov et al.,
2013). Например, штамм Rhodococcus sp. PLM026
синтезировал трегалолипиды в концентрации до
300 мг/л, что сопровождалось снижением поверх-
ностного натяжения до 29 мН/м (White et al.,
2013). Концентрат сукцинилтрегалозолипидов из
культуральной жидкости бактерий R. wratislavien-
sis BN38 и Rhodococcus sp. SD74 снижал поверх-
ностное натяжение до величин 24 и 19 мН/м соот-
ветственно (Tuleva et al., 2008; Tokumoto et al.,
2009). Величина поверхностного натяжения меж-

ду н-гексадеканом и суспензией клеток M. hydro-
carbonoclasticus SP17 уменьшалась с 38 мН/м до
выхода на плато около 18 мН/м за 250 мин куль-
тивирования в синтетической морской воде за
счет синтеза ПАВ (Klein et al., 2010).

При исследовании влияния монорамнолипида
на разложение гексадекана грибом Candida tropica-
lis было показано, что повышение концентрации
монорамнолипида до определенных значений
стимулирует разложение гексадекана и оказывает
негативное влияние на его деградацию при повы-
шении концентрации до 114 мг/л (Zeng et al., 2011).
Возможно, этот эффект связан со снижением
биодоступности гексадекана, вызванной образо-
ванием мицелл. Авторы отмечают, что присут-
ствие монорамнолипида изменяет свойства кле-
точной поверхности, что выражается в увеличении
ее гидрофобности, снижении zeta-потенциала
клеточной поверхности, изменения FT-IR спектра
клеточной оболочки (Zeng et al., 2011). Получен-
ные результаты указывают на положительный
эффект внесения монорамнолипида на биореме-
диацию углеводородов.

В случае, когда синтез биосурфактантов не
происходит, может иметь место прямой контакт
клеток с капельками углеводородов путем строго-
межфазного поглощения углеводородов (Bou-
chez-Naïtali et al., 2001). Как пример, исследована
кинетика разложения гексадекана у 4 штаммов
вида Rhodococcus equi, не синтезирующих биосур-
фактанты (Bouchez-Naïtali et al., 2001). Авторы
проводили непрерывное измерение электролити-
ческой респирометрии в двухфазной системе, в
которой гидрофобной фазой были гексадекан
или раствор гексадекана в нетоксичном, но не
разлагаемом растворителе, 2,2,4,4,6,8,8-гептаме-
тилнонане, а также силиконовое масло. Удель-
ные скорости роста в короткой экспоненциаль-
ной фазе варьировали у штаммов от 0.11 до
0.20 ч‒1 и не зависели от межфазной поверхности
в соответствии с очень сильной адсорбцией бак-
териальных клеток на границе растворителя и
водной сред. Скорость деградации при линейном
росте не увеличивалась при возрастании межфаз-
ной площади, но повышалась при повышении
эффективности перемешивания. Эти особенно-
сти авторы объясняют формированием много-
клеточных хлопьев, обусловленным гидрофобно-
стью клеток штаммов. Хлопьевидный рост на-
блюдался при росте родококков на гексадекане
практически при всех условиях. Результаты пока-
зывают, что строгое межфазное поглощение,
ограниченное формированием хлопьев, происхо-
дящее при умеренной и более высокой плотности
клеток и контролируемое эффективностью пере-
мешивания, является общей картиной для роста
микроорганизмов, не продуцирующих биосур-
фактанты, на длинноцепочечных алканах (Bou-
chez-Naïtali et al., 2001).
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Для восстановления загрязненных участков от
нефтяных разливов применяют физические, хи-
мические или биологические технологии
(Agarwal, Liu, 2015). Одной из самых быстрых тех-
нологий для удаления топливных компонентов и
восстановления естественной почвы, осадков
или песка считается технология промывки. Одна-
ко эффективность данной технологии зависит от
использования синтетических ПАВ (Mao et al.,
2015). В результате образуются сточные воды, со-
держащие не только исходный загрязнитель, но и
синтетические ПАВ, которые зачастую очень
устойчивы к разложению и наносят не меньший
вред окружающей среде, чем исходные загрязня-
ющие соединения. Поэтому одним из направле-
ний современной биотехнологии очистки являет-
ся поиск ПАВ природного происхождения, кото-
рые могут служить альтернативой используемым
синтетическим ПАВ, благодаря своей высокой
биоразлагаемости и меньшей токсичности. В об-
зорах Paria и Mao и соавт. суммируются данные
по применяемым синтетическим и биогенным
ПАВ (Paria, 2008; Mao et al., 2015). Авторы отмеча-
ют, что биосурфактанты растительного, живот-
ного или микробного происхождения могут дей-
ствовать на гидрофобные загрязнители в качестве
поверхностно-активных веществ, то есть путем
образования мицелл или усиленного растворения
в водных средах без образования мицелл (напри-
мер, циклодекстрины). Некоторые из этих соеди-
нений уже показали свою эффективность, пре-
восходящую или сравнимую с синтетическими
поверхностно-активными веществами, такими
как Tween 80, Triton X-100 или SDS (Mao et al.,
2015). Микробные сурфактанты, рамнолипиды из
культур Pseudomonas aeruginosa и софоролипиды
из культур Candida bombicola ATCC 22214, наравне
с другими ПАВ биологического и химического
происхождения, были протестированы в техно-
логии отмывки песка от загрязнителей (Arelli
et al., 2018).

Биофлоккулянт, синтезируемый бактериями
P. aeruginosa штамм IASST201, растущими на гек-
садекане, был протестирован на способность из-
влекать тяжелые металлы (Pathak et al., 2017).
Данный биофлоккулянт состоял из углеводных
мономеров и белка в соотношеии 89.4 и 6.2%, со-
ответственно, и удалял ионы тяжелых металлов
(Ni2+, Zn2+, Cd2+, Cu2+ и Pb2+) из водных растворов
в концентрациях 1‒50 мг/л. Наибольшая актив-
ность биофлоккулянта наблюдалась с Ni2+ при эф-
фективности биофлокуляции 79.29 ± 0.12%
(Pathak et al., 2017).

Таким образом, биосурфактанты и биоэмуль-
гаторы, вырабатываемые микроорганизмами в
определенных условиях культивирования, не
только способствуют биодеградации гидрофоб-
ных соединений, но, выделенные из культураль-

ной жидкости, могут конкурировать с синтетиче-
скими ПАВ, заменяя последние в технологиях
очистки окружающей среды от различных загряз-
нителей.

Анализ литературы, посвященной бактериаль-
ному разложению гидрофобных соединений, де-
монстрирует прогресс, достигнутый в изучении
различных аспектов деградации гидрофобных
субстратов микроорганизмами. (1) В исследова-
ниях процессов разложения бактериями гидро-
фобных соединений важное место занимает этап
взаимодействия бактериальной клетки с гидро-
фобным субстратом. В первую очередь это каса-
ется характеристик клеточной поверхности. Наи-
более интересными результатами можно считать
данные о конформационных изменениях, проис-
ходящих при контакте клетки с нерастворимым
субстратом. (2) В последние годы, благодаря при-
менению таких методов, как транскриптомный
анализ, ПЦР в реальном времени, двумерный
гель-электрофорез, идет интенсивное накопле-
ние информации, касающейся не только молеку-
лярных основ разложения конкретных слаборас-
творимых или нерастворимых соединений. Ком-
плексная оценка позволяет выявить все этапы
взаимодействия клетки и субстрата, непосред-
ственно вовлеченные в процесс биодеструкции, а
также процессы, связанные с ростом бактерий на
гидрофобных субстратах. (3) Не менее важна ин-
формация, касающаяся синтеза поверхностно-
активных веществ бактериями в процессе разло-
жения гидрофобных соединений, их разнообра-
зия, структуры и условий повышения их биосин-
теза, что позволит заменять синтетические ПАВ
биосурфактантами, оказывающими менее ток-
сичное влияние на окружающую среду.
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Abstract—The review presents the results of investigation of the interaction between the hydrophobic sub-
strate hexadecane and microbial cells. Three aspects of this process are discussed in more detail: (1) interac-
tion of bacterial cells with the hydrophobic substrate, including characteristics of the cell surface and the con-
formational changes occurring at contact between the cell and the insoluble substrate; (2) molecular basics of
the degradation of hydrophobic compounds at each stage of the cell–substrate interaction, such as synthesis
of dispersing components, dispersion of the water-insoluble substrate, sorption of the hydrophobic com-
pound by the cell and its storage, as well as transcription regulation of the genes involved either directly in
biodegradation or in the processes associated with growth on hydrophobic substrates; and (3) bacterial syn-
thesis of surfactants in the course of the degradation of hydrophobic compounds, diversity of their structure
and conditions for their enhance release, as well as their biotechnological application.

Keywords: bacteria, hexadecane, degradation, atomic force microscopy, transcriptome analysis, biosurfac-
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