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Экспериментально обоснована возможность полной биодеструкции токсичной дегидроабиетиновой
кислоты (ДАК) в высокой (более 500 мг/л) концентрации с помощью нерастущих клеток Rhodococcus
rhodochrous ИЭГМ 107 (ОП600 2.5) в фосфатно-щелочном буфере (pH 8.0). Получен стабильный биока-
тализатор, сохраняющий функциональную активность при повторном (до 3 циклов) использова-
нии и длительном (до 84 сут, 4°С) хранении. Показано, что высокая устойчивость родококков к
ДАК связана с повышенной растворимостью экотоксиканта в буфере с рН 8.0, что способствует
усилению синтеза липидов (в том числе биосурфактантов), повышению сродства клеток к гидро-
фобному субстрату за счет увеличения гидрофобности клеточной поверхности и, как следствие, де-
токсикации и биоразложению поллютанта.
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Перспективными способами утилизации ток-
сичных соединений являются естественные про-
цессы разложения поллютантов под действием
ферментативной активности микроорганизмов,
которая протекает при физиологических темпе-
ратурах, нормальном давлении и без применения
агрессивных химических реагентов.

Дегидроабиетиновая кислота (ДАК), продуци-
руемая хвойными растениями семейства Pinaceae,
является одним из токсичных (ЛД50 0.5–6.3 мг/л)
компонентов сточных вод целлюлозно-бумажной
промышленности (Luchnikova et al., 2019). ДАК
обнаруживается в концентрациях 500 мг/л и вы-
ше в стоках целлюлозно-бумажных комбинатов,
морской и речной воде (Volkman et al., 1993), дон-
ных отложениях и почве (Pérez-de-Mora et al., 2008),
а также в живых организмах (Hernández et al., 2008).
Известно, что многие микроорганизмы способны
к биодеструкции ДАК. В основном они представ-
лены мицелиальными грибами (представителями
родов Aspergillus, Cephalosporium, Fusarium) или
грамотрицательными бактериями (представите-
лями родов Pseudomonas, Burkholderia, Sphingo-
monas и др.) (Luchnikova et al., 2019). Ферментные
системы грибов обычно катализируют реакцию
гидроксилирования ДАК (300 мг/л) и не способ-

ны полностью ее разлагать, что может привести к
образованию производных с аналогичной или
большей токсичностью. Кроме того, использова-
ние грибов сопряжено с определенными рисками
из-за их посевного (спорового) материала и способ-
ности синтезировать микотоксины. По литератур-
ным данным, биодеградирующая активность бак-
териальных культур, как правило, проявляется при
концентрации ДАК не выше 250 мг/л (Smith et al.,
2008). В связи с этим актуален поиск новых
биодеструкторов, способных эффективно утилизи-
ровать высокие (500 мг/л и выше) концентрации
ДАК. Ранее нами было показано, что актинобакте-
рии R. rhodochrous ИЭГМ 107 в условиях кометабо-
лизма с н-гексадеканом (0.1 об. %) осуществляют
биодеструкцию ДАК (500 мг/л) в течение 7 сут
(Cheremnykh et al., 2018).

С целью усиления нативных свойств бактери-
альных клеток используются различные техноло-
гические приемы. Для биодеструкции и био-
трансформации полициклических органических
соединений наиболее распространенным являет-
ся способ применения нерастущих клеток, т.е.
отмытых от питательной среды бактериальных
клеток (в поздней экспоненциальной или стаци-
онарной фазе роста) и перенесенных в среду без
источников питания (буферный раствор) (Carvalho
et al., 2009; Mutafova et al., 2016; Nawawi et al., 2016).
Использование нерастущих клеток по сравнению
с активно растущей культурой имеет ряд преиму-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S002636562230022X для авторизованных
пользователей.
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ществ: возможность осуществления строгого регу-
лирования исходной клеточной суспензии; приме-
нение высокой плотности клеток, что способствует
увеличению уровня биоконверсии и сокращению
продолжительности процесса; затрачиваемая на
рост энергия перенаправляется на преобразова-
ние субстрата; проведение процесса в нестериль-
ных условиях (Julsing et al., 2012; Grishko et al.,
2013; Nawawi et al., 2016). Показано (Gefen et al.,
2014), что остановка роста бактериальной культу-
ры в стационарной фазе (до 7 сут) не влияет на
метаболическую активность клеток (экспрессию
генов, синтез белка). Такой период голодания
может даже способствовать повышению их ката-
литической активности в отношении труднодо-
ступных соединений. Например, после двухднев-
ного голодания протеобактерии Ralstonia eutropha
сохраняли фенолдеструктирующую активность,
при этом гидрофобность их клеточной поверхно-
сти и, как следствие, каталитическая активность
увеличивались. Использование нерастущих кле-
ток позволяет сократить период их адаптации к
токсичному субстрату и повысить индукцию фер-
ментов, ответственных за деградацию фенола
(Watanabe et al., 2000).

Целью настоящей работы явилось изучение
возможности использования нерастущих клеток
R. rhodochrous ИЭГМ 107 для эффективной биоде-
струкции ДАК в высоких (500, 750, 1000 мг/л)
концентрациях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Микроорганизмы. В работе использовали

штамм R. rhodochrous ИЭГМ 107 из Региональной
профилированной коллекции алканотрофных
микроорганизмов (акроним коллекции ИЭГМ,
УНУ 73559, http://www.iegmcol.ru). Штамм выде-
лен из воды реки Днепр (Днепропетровская об-
ласть, Украина). Видоспецифичная ПЦР показа-
ла положительный результат R. rhodochrous
ИЭГМ 107 с праймерами для R. rhodochrous. Се-
квенирован полный геном штамма (номер досту-
па GenBank WGS JAJNCP010000001-JA-
JNCP010000118).

Химические вещества. В экспериментах приме-
няли ДАК производства “Mosinter Group Limited”
(99.1%, Китай). Использованные в работе этилаце-
тат, гексан, ацетонитрил имели квалификацию
х. ч., ч. д. а. или о. с. ч. (“Merck”, “Sigma-Aldrich”).
В качестве метилирующего агента использовали
(триметилсилил)диазометан в диэтиловом эфире
(2.0 M) производства “Sigma-Aldrich” (США).

Биодеструкция с использованием активно рас-
тущих клеток. Периодическое культивирование
родококков проводили в колбах Эрленмейера
объемом 250 мл, содержащих 100 мл минераль-
ной среды (Cheremnykh et al., 2018), при темпера-
туре 28°C и постоянном перемешивании со ско-
ростью 160 об./мин. Дополнительно в минераль-

ную среду вносили н-гексадекан (0.1 об. %). В
качестве инокулята использовали суспензию бакте-
риальных клеток (ОП600 1.0), предварительно выра-
щенных на мясопептонном агаре в течение 2 сут.

Биодеструкция с использованием нерастущих
клеток. Родококки предварительно выращивали в
среде LB (“Sigma-Aldrich”, США), а также в ми-
неральной среде с н-гексадеканом (1.0 об. %) или
глюкозой (1.0%) при постоянном перемешива-
нии (160 об./мин) и температуре 28°C. В стацио-
нарной фазе роста (дополнительные материалы,
рис. S1) бактериальные клетки осаждали центри-
фугированием (4000 об./мин, 10 мин, Hermle Z 200
A, Германия) и трижды промывали эквивалентным
объемом фосфатно-щелочного буфера (pH 7.0) по
Кларку‒Лабсу (Dawson et al., 1986). Отмытые клет-
ки ресуспендировали в 50 мл фосфатно-щелочно-
го буфера (pH 6.0, 7.0, 8.0 или 9.0) и доводили до
значения оптической плотности (ОП600) 1.5, 2.0,
2.5 или 3.0. ДАК вносили в приготовленную сус-
пензию в виде раствора в 96%-ном этаноле
(1 мг/10 мкл) в концентрациях 500, 750 или
1000 мг/л. Процесс биодеструкции контролиро-
вали путем отбора проб каждые 24 ч.

Контроли. В экспериментах с растущими клетка-
ми использовали 1) минеральную среду, содержа-
щую ДАК (для оценки абиотической стабильности
ДАК); 2) минеральную среду без ДАК, содержащую
н-гексадекан и бактериальные клетки (для диффе-
ренциации возможных метаболитов). Контролями
в исследованиях с нерастущими клетками служили
1) стерильный раствор ДАК в фосфатно-щелочном
буфере и 2) бактериальная суспензия без ДАК
(биотический контроль).

Длительное хранение и повторное использование
нерастущих клеток. Суспензии клеток (ОП600 2.5) в
фосфатно-щелочном буфере (рН 8.0) хранили
при температуре 4°С без воздействия солнечного
света в течение 84 сут. В случае повторного
использования суспензии нерастущих клеток
ДАК добавляли троекратно непосредственно в
одну и ту же клеточную суспензию по мере дости-
жения 2% остаточной концентрации ДАК. В от-
дельных опытах суспензию повторно использовали
после 3, 7, 14, 28, 56 или 84 сут хранения. Процесс
биодеструкции контролировали путем отбора
проб с 12-часовыми интервалами.

Минимальная подавляющая концентрация (МПК)
и концентрация полумаксимального ингибирования
(IC50) ДАК. МПК ДАК определяли микрометодом
серийных двукратных разведений с использовани-
ем 96-луночных круглодонных полистироловых
планшетов. Для этого 100 мкл стерильной среды LB
вносили в лунки микропланшета. В первую лунку
каждого ряда добавляли 100 мкл растворенной в
этаноле ДАК (исходный раствор с концентра-
цией 100 мг/мл) и тщательно перемешивали. Из
полученной смеси отбирали 100 мкл и переноси-
ли в следующую лунку. Процедуру повторяли до
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образования ряда двукратных разведений. Диапа-
зон концентрации ДАК в одном ряду составлял от
50.0 до 0.7 мг/л. В каждую лунку инокулировали
10 мкл бактериальных клеток (5 × 105 кл./мл),
предварительно выращенных в LB. Планшеты
инкубировали при температуре 28°С в течение 48 ч.
Концентрацию полумаксимального ингибирования
(IC50) определяли также микрометодом серийных
двукратных разведений с аналогичным титрова-
нием ДАК, однако вместо LB в данном случае в
лунки микропланшета вносили 100 мкл суспен-
зии нерастущих клеток (ОП600 2.5) в буфере
(pH 6.0, 7.0, 8.0 или 9.0). Планшеты инкубирова-
ли при температуре 28°С в течение 48 ч. За значе-
ние IC50 принимали концентрацию, при которой
оставалось 50% живых бактериальных клеток.

Оценка жизнеспособности. Для определения
жизнеспособности бактериальных клеток приме-
няли метод окрашивания йодонитротетразолиевым
фиолетовым (INT). Для этого 100 мкл опытного об-
разца и 50 мкл 0.2%-ного водного раствора INT
вносили в 96-луночные круглодонные полистиро-
ловые микропланшеты (“Медполимер”, Россия).
Для разрушения агрегатов смесь клеток с INT
многократно пипетировали. Образцы инкубирова-
ли при температуре 28°С в течение 24 ч. Оптиче-
скую плотность окрашенной суспензии измеряли с
помощью микропланшетного ридера Multiscan As-
cent (“Thermo Electron Corporation”, Финляндия)
при длине волны 630 нм.

Респираторная активность. Дыхательную актив-
ность бактериальных клеток измеряли с помощью
10-канального респирометра непрямого замкнуто-
го цикла MicroOxymaxR (“Columbus Instruments”,
США), подключенного к персональному компью-
теру. Эксперименты проводили в стеклянных фла-
конах Micro-Oxymax вместимостью 300 мл при по-
стоянном перемешивании (300 об./мин, 28 ± 2°С)
на многоместной магнитной мешалке RT 10 (“Power
IKAMAG”, Германия). Количество (мкл) и ско-
рость (мкл/мин) потребляемого О2 и выделяемо-
го СО2 регистрировали автоматически с 30-ми-
нутными интервалами в течение 7 сут.

Микроскопия. Изображения бактериальных
клеток, полученные с помощью микроскопа
Axiostar plus (“Carl Zeiss”, Германия) в фазово-
контрастном режиме, визуализировали с исполь-
зованием камеры PRO-150ES (“Pixera”, США).
Размеры клеток и клеточных агрегатов определя-
ли с помощью компьютерной программы Video
TesT-Size 5.0 (Санкт-Петербург, Россия). Средне-
квадратичную шероховатость поверхности жи-
вых клеток и силу адгезии измеряли с помощью
комбинированной микроскопической системы,
состоящей из атомно-силового микроскопа
(АСМ) Asylum MFP-3D-BIO (“Asylum Research”,
США) и конфокального лазерного сканирующе-
го микроскопа (КЛСМ) Olympus FV1000 (“Olym-
pus Corporation”, Япония). Внутриклеточные ли-

пидные включения анализировали с помощью
микроскопа Axio Imager M2 (“Zeiss”, Германия),
оснащенного флуоресцентным источником света
HXP 120 В и камерой Axiocam 506 Color (“Zeiss”,
Германия).

Окрашивание бактериальных клеток нильским
красным. Для выявления внутриклеточных липид-
ных включений родококки окрашивали 0.08% рас-
твором нильского красного в диметилсульфоксиде
(“Nanjing Dulai Biotechnology Co.”, Китай), как
описано в работе (Mrunalini, Girisha, 2017). Сус-
пензию клеток (1 мл) центрифугировали при
12000 об./мин в течение 5 мин. Осажденные клетки
ресуспендировали в 1 мл дистиллированной воды и
добавляли 40 мкл рабочего раствора нильского
красного (конечная концентрация 0.3 мкг/мл). По-
лученную суспензию инкубировали при темпера-
туре 28°С в течение 40 мин при постоянном пере-
мешивании (160 об./мин). От реакционной среды
клетки отделяли центрифугированием и ресус-
пендировали в 1 мл дистиллированной воды.
Суспензию клеток (0.02 мл) наносили на чистое
предметное стекло и регистрировали флуорес-
ценцию при двух спектральных установках на
микроскопе Axio Imager M2 (“Zeiss”, Германия):
желто-золотистая флуоресценция с использова-
нием узкополосного светофильтра 450–500 нм и
красная флуоресценция с использованием узко-
полосного светофильтра 515–560 нм.

Выделение общих клеточных липидов и миколо-
вых кислот. Для получения общих клеточных ли-
пидов сухую биомассу (0.05 г) суспендировали в
3.75 мл смеси хлороформ–метанол (2 : 1) (Haw-
thorne, 1988). Полученную клеточную суспензию
интенсивно встряхивали и инкубировали при
температуре 28°С в течение 2 ч. После центрифу-
гирования при 3000 об./мин в течение 15 мин су-
пернатант собирали в центрифужную пробирку,
к осадку добавляли 5 мл смеси хлороформ–мета-
нол–вода (2 : 1 : 0.8), встряхивали, центрифугирова-
ли и снова собирали супернатант. К объединенным
супернатантам добавляли 2.5 мл хлороформа и
2.5 мл воды, перемешивали и центрифугировали.
Слой хлороформа переносили в предварительно
взвешенную круглодонную колбу, разбавляли
равным объемом бензола и упаривали при темпе-
ратуре 60°С на роторном испарителе (“Heidolph”,
Германия). Затем колбу взвешивали до постоян-
ного веса на высокоточных аналитических весах
AUW 120D (“Shimadzu”, Япония). Количество
общих клеточных липидов выражали в мг/г абсо-
лютно сухого веса (АСВ).

Миколовые кислоты анализировали методом
тонкослойной хроматографии (ТСХ) их метило-
вых эфиров (Minnikin et al., 1975). Для этого гото-
вили метанолизаты бактериальных клеток. Сухую
биомассу (0.2 г) суспендировали в 10 мл смеси ме-
танола и толуола (1 : 1), добавляли 0.2 мл H2SO4 и
инкубировали при температуре 50°С не менее 12 ч.
Затем метиловые эфиры миколовых кислот экс-
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трагировали н-гексаном (2 мл). ТСХ проводили
троекратно на пластинах с силикагелем (20 × 20 см,
“Merck”) в системе растворителей петролейный
эфир‒диэтиловый эфир (85 : 25). Метанолизаты
цельных клеток R. ruber ИЭГМ 70T использовали
в качестве контроля для определения метиловых
эфиров миколовых кислот типа “ruber/rhodo-
chrous”.

Выделение биосурфактантов. Клеточные сус-
пензии, полученные после 72-часовой фермента-
ции с 500, 750 или 1000 мг/л ДАК, обрабатывали с
помощью ультразвукового дезинтегратора Soni-
prep 150 (“Sanyo”, Великобритания) в течение
30 минут при амплитуде 10 мкм и обязательном
охлаждении. Биосурфактанты экстрагировали с
использованием метил-трет-бутилового эфира,
который добавляли к клеточному гомогенату в
соотношении 2 : 1 (Kuyukina et al., 2001). Экстра-
гирование проводили на орбитальном шейкере
(160 об./мин) при температуре 28°С в течение 3 ч.
Растворитель удаляли с помощью роторного ис-
парителя (“Heidolph”, Германия).

Степень гидрофобности клеточной поверхности
измеряли методом Salt Aggregation Test (SAT)
(Lindahl et al., 1981). Родококки суспендировали в
фосфатном буфере (pH 6.0, 7.0, 8.0 и 9.0) с добав-
лением (NH4)2SO4. За условную величину гидро-
фобности клеточной поверхности принимали ми-
нимальную концентрацию раствора (NH4)2SO4,
при которой наблюдалось формирование клеточ-
ных агрегатов. Оценку степени гидрофобности
проводили по шкале: высокая гидрофобность –
показатель солености раствора сульфата аммония
от 0 до 0.8 М; умеренная – от 1.0 до 2.0 М; слабая –
от 2.2 до 3.8 М.

Растворимость ДАК определяли микромето-
дом серийных двукратных разведений с исполь-
зованием 96-луночных круглодонных полистиро-
ловых планшетов. В лунки микропланшета вно-
сили 100 мкл буфера (pH 6.0, 7.0, 8.0 или 9.0).
Растворимость определяли как концентрацию,
при которой ОП630 экспериментального раствора
ДАК и ОП630 контрольного буфера были сопостави-
мы (микропланшетный ридер Multiscan Ascent,
“Thermo Electron Corporation”, Финляндия) (Singh
et al., 2017).

Получение клеточных фракций. Родококки,
предварительно выращенные в среде LB течение
48 ч, трижды отмывали и ресуспендировали в 100 мл
фосфатно-щелочного буфера (pH 8.0). Суспен-
зию клеток гомогенизировали с помощью ультра-
звукового дезинтегратора Soniprep 150 (“Sanyo”,
Великобритания, амплитуда 10 мкм, 45 мин, обя-
зательное охлаждение). В результате обработки
ультразвуком менее 0.1% клеток оставалось интакт-
ными, что подтверждалось микроскопическими
исследованиями и микрометодом точечных высе-
вов (КОЕ/мл). Клеточный гомогенат центрифуги-
ровали (6000 об./мин, 4°С, 15 мин) для получения

цитоплазматических ферментов (супернатант) (I)
на центрифуге Mikro 22R (“Hettich Zentrifugen”,
Германия). Солюбилизацию мембраносвязанных
ферментов проводили путем ресуспендирования
осадка в 100 мл 1% раствора Triton X-100 (“Sigma-
Aldrich”) в фосфатно-щелочном буфере (pH 8.0)
и перемешивания на орбитальном шейкере в те-
чение 30 мин. С помощью центрифугирования
(6000 об./мин, 4°С, 15 мин) получали суперна-
тант с экстрагированными мембраносвязанными
ферментами (II). Осадок клеточных соникатов с
ферментами, прочно связанными с мембраной и
неэкстрагируемыми детергентом (III), ресуспен-
дировали в 100 мл фосфатно-щелочного буфера
(рН 8.0). Подготовленные клеточные фракции
включали (I) супернатант с цитоплазматическими
ферментами; (II) супернатант с экстрагированными
мембраносвязанными ферментами; (III) ресуспен-
дированный клеточный соникат с неэкстрагируе-
мыми ферментами. В качестве контроля использо-
вали нерастущие клетки (ОП600 2.5) в фосфатно-
щелочном буфере (рН 8.0).

Экстракция и идентификация остаточной ДАК и
ее метаболитов. Для выделения остаточной ДАК и
ее возможных метаболитов ферментационную сре-
ду подкисляли 10%-ным раствором HCl и трижды
экстрагировали эквивалентным объемом этил-
ацетата. Объединенные экстракты последова-
тельно промывали 1%-ным водным раствором
NaHCO3 и дистиллированной водой (до pH 7.0).
Этилацетатный экстракт обезвоживали над без-
водным Na2SO4. Растворитель удаляли с помощью
роторного испарителя (“Heidolph”, Германия).
Качественный контроль проводили методом ТСХ
в системе этилацетат‒н-гексан (3 : 7). Остаточ-
ную ДАК и продукты ее биотрансформации пред-
варительно метилировали (триметилсилил)ди-
азометаном и анализировали методом газовой
хромато-масс-спектрометрии (ГХ-МС) на хромато-
графе Agilent 6890N/5975B (“Agilent Technologies”,
США), оборудованном капиллярной колонкой
HP-5ms (30 м × 0.25 мм, 0.25 мкм) и работающем
в режиме ионизации электронным ударом (70 эВ).
В качестве газа-носителя использовали гелий
(1 мл/мин). Температуру колонки программиро-
вали от 120 до 320°С. Масс-спектры записывали в
диапазоне m/z от 40 до 460 а.е.м. и подтверждали
с использованием библиотеки NIST08. Количе-
ственный анализ убыли ДАК проводили методом
высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии (ВЭЖХ) на хроматографе LC Prominence
20AD (“Shimadzu”, Япония) с обращенно-фазо-
вой колонкой SupelCosilTM LC-18 (150 × 4.5 мм,
5 мкм) и диоидно-матричным детектором (SPD-
M20A). Подвижная фаза содержала 70%-ный рас-
твор ацетонитрила; скорость потока подвижной
фазы 1 мл/мин; температура колонки 40°С; длина
волны детектирования ДАК составляла 190 нм. В
описанных условиях время удерживания метило-
вого эфира ДАК составляло 14.99 ± 0.02 мин.
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Данные регистрировали и обрабатывали с помо-
щью программы LCSolution (v. 1.25).

Анализ экотоксичности и растворимости ДАК и
ее метаболитов in silico. Экотоксичность, logKow и
растворимость в воде ДАК оценивали с помощью
компьютеризированных систем ECOSAR (Eco-
logical Structure Activity Relationship, v. 1.11),
KOWWIN (программа коэффициента распреде-
ления Log Octanol-Water, v. 1.68) и WSKOWWIN
(v. 1.41), доступных в программном пакете EPI
SuiteTM (The Estimation Programs Interface, EPA,
США) соответственно. Программа ECOSAR поз-
воляет проводить оценку потенциальной острой и
хронической токсичности химических веществ для
водных организмов с помощью компьютеризиро-
ванных взаимосвязей между структурой и активно-
стью (SAR). Экотоксичность соединений прогно-
зировали на основании имеющихся данных о ток-
сическом действии органических соединений
различных химических классов. С помощью про-
граммы KOWWIN оценивали логарифмические ко-
эффициенты распределения октанол‒вода (logKow)
органических соединений на основе химической
структуры с использованием методологии, описан-
ной в (Meylan, Howard, 1995). Программное обес-
печение WSKOWWIN использовали для оценки
растворимости органического соединения в воде
с использованием коэффициента logKow соедине-
ния в соответствии с методологией (Meylan et al.,
1996).

Эксперименты проводили в трехкратной
повторности. Для статистического анализа
данных использовали программу STATISTICA
(StatSoft Россия, 2015). 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Биодеструкция ДАК клетками R. rhodochrous
ИЭГМ 107. В работе использовали различные
условия предварительного выращивания для по-
лучения каталитически активной биомассы кле-
ток R. rhodochrous ИЭГМ 107. Ранее (Cheremnykh
et al., 2018) была показана возможность эффек-
тивной биодеструкции ДАК в условиях роста в
минеральной среде с н-гексадеканом. Однако ис-
пользование гексадекансодержащей среды для
приготовления суспензий нерастущих клеток ма-
лоэффективно: бактериальные клетки в присут-
ствии н-гексадекана образуют агрегаты, которые
трудно отделить от инкубационной среды и оста-
точного н-алкана. Использование глюкозы как
альтернативного источника углерода не позволи-
ло получить клеточную биомассу в достаточном
количестве (ОП600 < 1.0). Применение богатой
питательной среды (LB) для предварительного
выращивания R. rhodochrous ИЭГМ 107 позволи-
ло получить клеточную суспензию с высокой плот-
ностью (ОП600 до 3.0). Для полного (более 99%) раз-
ложения 500 мг/л ДАК в течение 5 сут наиболее

эффективным оказалось использование бактери-
альной суспензии с ОП600 2.5. Дальнейшее увели-
чение концентрации используемой биомассы до
ОП600 3.0 (16 г/л сухой биомассы) сопровождалось
снижением уровня биодеструкции ДАК (рис. 1а).

Согласно полученным данным, изменение рН
от 6.0 до 9.0 не влияло на выживаемость родококков
(ОП600 2.5, без ДАК). Тем не менее, показатели рН
буфера влияли на устойчивость бактериальных кле-
ток к токсическому действию поллютанта. Уста-
новлено, что значения IC50 ДАК для родококков в
слабокислых (pH 6.0) и щелочных (pH 9.0) условиях
среды составляли 3.0 и 1.0 г/л соответственно. В то
время как в буферном растворе с нейтральным
(рН 7.0) и слабощелочным (pH 7.0, 8.0) значением
pH IC50 регистрировали на уровне 8 г/л. Кроме
того, при изменении рН буфера с 6.0 до 9.0 было
зафиксировано увеличение растворимости ДАК с
31 до 250 мг/л. Как показано на рис. 1б, из всех ис-
пытанных буферных растворов (рН 6.0, 7.0, 8.0
или 9.0) буфер с рН 8.0 оказался наиболее эффек-
тивным для сокращения продолжительности
процесса биодеструкции ДАК до 3 сут. При этом
остаточная концентрация ДАК составляла менее
1% (5 мг/л).

По результатам проведенных исследований
респираторной активности бактериальных клеток,
скорость потребления О2 (дополнительные мате-
риалы, рис. S2) и выделения СО2 также зависели
от значений рН буферного раствора (рис. 2а, 2б).
Максимальная скорость выделения СО2 нерасту-
щими клетками до добавления ДАК выявлялась
при рН 7.0, тогда как дыхательная активность
клеток в буферах с рН 6.0, 8.0 и 9.0 была несколь-
ко ниже. Внесение ДАК в реакционную среду
приводило к значительному увеличению скоро-
сти дыхания родококков. Наиболее выраженное
изменение (от 6.46 до 25.60 мкл/мин) скорости
выделения СО2 регистрировали через сутки после
добавления ДАК в бактериальную суспензию в
буфере c рН 8.0 (рис. 2а). В этих условиях дости-
гался максимальный уровень биодеструкции
ДАК – от 500 до 280 мг/л (см. рис. 1б). В целом, ды-
хательная активность клеток в присутствии ДАК
была значительно выше, чем в биотическом контро-
ле. В абиотическом контроле показатели дыхатель-
ной активности клеток и биодеструкции ДАК были
нулевыми.

Биодеструкция ДАК в высоких концентрациях
нерастущими клетками при их многократном исполь-
зовании. Нерастущие клетки сохраняли каталити-
ческую активность в слабощелочной среде при
концентрации ДАК более 500 мг/л и практически
полностью (98%) разлагали ДАК (до 1000 мг/л) в
течение 7 сут. В сравнительных экспериментах с
растущими клетками биодеструкция 750 и 1000 мг/л
ДАК протекала в течение 8 и 11 сут соответствен-
но (рис. 3).
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Как видно из рис. 4, клетки R. rhodochrous
ИЭГМ 107 сохраняли жизнеспособность и прояв-
ляли деструктирующую активность по отноше-
нию к ДАК даже после длительного хранения в
течение 84 сут при температуре 4°C. Стабиль-
ность биодеструктора также подтверждалась воз-
можностью многократного использования бакте-
риальной суспензии. Как представлено на рис. 5,
использование свежеприготовленной клеточной
суспензии позволяло утилизировать три порции
токсиканта подряд во всем диапазоне концентра-
ций. Средняя продолжительность деструкции од-
ной порции 500, 750 и 1000 мг/л ДАК составляла 3,
7 и 8 сут соответственно. Кроме того, такое мно-

гократное использование возможно и после дли-
тельного хранения бактериальных клеток при
температуре 4°C.

Биодеструкция ДАК с использованием клеточ-
ных фракций. Как видно из табл. 1, максимальную
деградирующую активность по отношению к
ДАК регистрировали у супернатантов, содержа-
щих цитоплазматические ферменты. Важно от-
метить, что именно в этой фракции после
метилирования обнаружены интермедиаты с m/z
328.1 и 362.2, масс-спектры которых соответство-
вали масс-спектрам метиловых эфиров 7-оксо-

Рис. 1. (а) ‒ Влияние ОП600 1.5 (1), 2.0 (2), 2.5 (3) или 3.0 (4) клеточной суспензии R. rhodochrous ИЭГМ 107 на биоде-
струкцию ДАК (500 мг/л): использовали фосфатно-щелочной буфер с рН 7.0. (б) ‒ Влияние значений рН 6.0 (1),
7.0 (2), 8.0 (3) и 9.0 (4) фосфатно-щелочного буфера на биодеструкцию ДАК (500 мг/л): использована суспензия нерас-
тущих клеток (ОП600 2.5).
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ДАК (соединение 2) и 11,12-дигидрокси-7-оксо-
абиета-8,13-диен-18-овой кислоты (соединение 3).

В табл. 2 приведены результаты оценки рас-
творимости и экотоксичности ДАК и ее метабо-
литов с помощью пакета программного обеспече-
ния EPI SuiteTM. Значение logKow использовали
для оценки способности химических веществ на-
капливаться в жировых тканях организмов (био-
аккумуляция). В соответствии со Стокгольмской
конвенцией о стойких органических загрязните-
лях (СОЗ), соединения с logKow более 5 считаются
способными к биоаккумуляции (The United Na-
tions Environment Programme, 2019). На основании
расчетных данных, соединение 3 имеет значение
logKow 3.9, что в 1.2 и 1.4 раз меньше аналогичных
значений ДАК и соединения 2, и, соответственно,
обладает меньшей способностью к биоаккумуля-
ции в тканях водных организмов. Соединение 3
характеризуется большей (7.5 мг/л) растворимо-
стью в воде, чем исходная ДАК (6.6 мг/л) и соеди-
нение 2 (0.5 мг/л). Ранее нами было показано, что
значение МПК смеси остаточной ДАК и ее метабо-
литов в отношении R. rhodochrous ИЭГМ 107 со-
ставляло 1500 мг/л по сравнению с таковым ис-
ходной ДАК (750 мг/л) (Cheremnykh et al., 2018).

Реакция нерастущих клеток на токсическое дей-
ствие ДАК. Нерастущие клетки в присутствии
ДАК в концентрации 500 мг/л образовывали
обособленные микроагрегаты (50–300 мкм) с ге-
терогенной структурой, представляющиe собой
клетки, прикрепленные к поверхности мелких
частиц ДАК (рис. 6). При этом адгезия бактерий
имела неспецифический характер, поскольку
инактивированные автоклавированием клетки
образовывали аналогичные агрегаты (50–
250 мкм) в присутствии 500 мг/л ДАК (данные не
представлены). Внесение ДАК в концентрации
750 и 1000 мг/л приводило к достоверному увели-
чению размеров клеточных агрегатов (≤350 мкм).
Поверхность крупных (200–350 мкм) агрегатов
покрывали в основном мертвые клетки (допол-
нительные материалы, рис. S3). По результатам

INT-окрашивания, а также подсчета КОЕ, коли-
чество (менее 10%) живых клеток существенно не
менялось в процессе биодеструкции ДАК незави-
симо от исходной концентрации токсиканта. На
АСМ- и АСМ-КЛСМ-изображениях нерастущих
клеток R. rhodochrous ИЭГМ 107 в присутствии
ДАК отмечали образование внеклеточной жидко-
сти (рис. 7). Окрашивание нильским красным
клеток выявляло наличие множества мелких дис-
кретных образований, распределенных по всей
цитоплазме (рис. 8). В контрольных вариантах
опытов таких включений не обнаруживалось. По
мере повышения концентрации ДАК отмечали
постепенное увеличение морфометрических по-
казателей клеток и среднеквадратичной шерохо-
ватости клеточной поверхности (табл. 3). В це-
лом, действие ДАК на родококки проявлялось в
уменьшении (от 3.7 до 9.2%) относительной пло-
щади поверхности (S/V) бактериальных клеток в
зависимости от концентрации ДАК.

Рис. 3. Динамика биодеструкции ДАК нерастущими (столбцы; 500 (1), 750 (2) и 1000 (3) мг/л) и активно растущими
клетками R. rhodochrous ИЭГМ 107 (пунктирные линии; 500 (4), 750 (5) и 1000 (6) мг/л ДАК).
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Рис. 4. Продолжительность процесса биодеструкции
ДАК (500 (1), 750 (2) и 1000 (3) мг/л) с использовани-
ем свежеприготовленной суспензии (0 сут) и клеточ-
ными суспензиями R. rhodochrous ИЭГМ 107 после
длительного хранения (3, 7, 14, 28, 56 и 84 сут). Пред-
ставлены данные, полученные по мере достижения
2% остаточной концентрации ДАК.
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В присутствии 500, 750 и 1000 мг/л ДАК реги-
стрировали значительное увеличение продукции
биосурфактантов (6.9 ± 2.1, 27.3 ± 1.7 и 39.8 ±
± 4.3 мг/г соответственно) по сравнению с кон-
трольными вариантами опыта (0.1 ± 0.02 мг/г).
Помимо биосурфактантов клетки R. rhodochrous
синтезировали и другие липидные вещества, что
приводило к увеличению общих клеточных липи-
дов с 48.6 ± 3.5 мг/г (контроль) до 64.0 ± 4.4,
64.2 ± 0.4 и 111.1 ± 5.6 мг/г (500, 750 и 1000 мг/л
ДАК соответственно). ТСХ-анализ метанолиза-

тов клеток выявлял также увеличение количества
метиловых эфиров миколовых кислот (дополни-
тельные материалы, рис. S4).

Повышение биосинтеза липофильных соеди-
нений в присутствии ДАК сопровождалось зна-
чительным увеличением степени гидрофобности
родококков. По данным SAT, клетки после биоде-
струкции ДАК (500, 750 или 1000 мг/л) образовыва-
ли устойчивые микроагрегаты под действием отно-
сительно низких концентраций раствора (NH4)2SO4
(1.2, 0.8 и 0.6 М соответственно) за счет усиления

Рис. 5. Многократное использование свежеприготовленных суспензий нерастущих клеток R. rhodochrous ИЭГМ 107
для биодеструкции 500 (1), 750 (2) и 1000 (3) мг/л ДАК. Стрелками указано время внесения ДАК.
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Таблица 1. Биодеструкция ДАК с использованием клеточных фракций

* Приведены результаты ГХ-МС после 24 ч инкубирования клеточных фракций родококков с ДАК (500 мг/л).

Клеточная фракция
Продукты биодеструкции*, %

ДАК Метаболит
m/z 328.1

Метаболит 
m/z 362.2

Целые клетки 30.6 ± 0.5 – –
Супернатант с цитоплазматическими ферментами (I) 33.5 ± 3.6 17.3 ± 3.7 13.5 ± 2.3
Супернатант с тритон-экстрагированными 
мембранносвязанными ферментами (II) 100.0 – –

Ресуспендированный клеточный соникат
с неэкстрагированными ферментами (III) 84.7 ± 3.4 – –

Рис. 6. Фазово-контрастная микроскопия ДАК (а), биотического контроля (б) и агрегации клеток R. rhodochrous
ИЭГМ 107 в присутствии 500 мг/л ДАК (в) (×1000).

10 мкм 10 мкм 10 мкм

(a) (б) (в)
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гидрофобного межклеточного взаимодействия. В
контроле (без ДАК) степень гидрофобности оце-
нивалась как умеренная, поскольку устойчивые
микроагрегаты образовывались в присутствии
1.6 М раствора (NH4)2SO4. Проведенное АСМ-ска-
нирование и анализ карт адгезии зонда кантилевера
к поверхности клеток выявили перераспределение
адгезивных участков клеточной поверхности и по-
явление высокоадгезивных (светлых) участков (до-
полнительные материалы, рис. S5). В целом,
средние значения сил адгезии (30.82 ± 3.59, 34.83 ±
± 4.08, 37.56 ± 2.60 нН) в присутствии 500, 750 или

1000 мг/л ДАК по сравнению с контролем (15.63 ±
± 2.23 нН) увеличивались в 1.9, 2.0, 2.2 и 2.4 раза
соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ

В ранних исследованиях по биоконверсии раз-
личных органических соединений с использова-
нием нерастущих клеток Rhodococcus была уже
показана взаимосвязь между каталитической ак-
тивностью и высокой плотностью биомассы
(Grishko et al., 2013; Nawawi et al., 2016; Mutafova

Таблица 2. Оценка растворимости и экотоксичности ДАК и ее метаболитов с использованием программного па-
кета EPI SuiteTM

* В соответствии с “Согласованной на глобальном уровне системой классификации и маркировки химических веществ, СГС”.

ДАК Соединение 2 Соединение 3

ECOSAR класс Смолы – кислоты Нейтральная
органика – кислоты

Винил/аллилкетоны – 
кислоты

LogKow 4.8 5.5 3.9
Растворимость в воде, мг/л 6.6 0.5 7.5

Острая токсичность, мг/л
Рыба LD50 (96 ч) 1.152 1.833 128.231
Дафния LD50 (48 ч) 1.971 1.439 47.358
Зеленые водоросли ED50 (96 ч) 5.159 4.087 40.679

Хроническая токсичность, мг/л
Рыба ED50 (30 сут) 0.177 0.262 17.192
Дафния ED50 (21 сут) 0.303 0.345 10.815
Зеленые водоросли ED50 (16 сут) 1.753 2.201 29.098
Категория экотоксичности* II II III

Рис. 7. АСМ (а) и комбинированные АСМ-КЛСМ (б) изображения клеток R. rhodochrous ИЭГМ 107 в присутствии
ДАК. Данные представлены через 3 сут инкубации родококков. Стрелками указана внеклеточная жидкость.
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et al., 2016). В настоящем исследовании обнару-
жена аналогичная зависимость при разложении
ДАК (500 мг/л) клетками R. rhodochrous ИЭГМ
107. Однако, по нашим данным, увеличение ко-
личества биомассы ОП600 выше 2.5 (13 г/л сухой
биомассы) приводило к снижению уровня био-
конверсии ДАК. Наблюдаемый эффект, по-види-
мому, обусловлен снижением массопереноса при
увеличении плотности биомассы клеток и пере-
распределении субстрата в буферной системе.

Известно, что родококки способны выживать
при экстремальных значениях рН от 1.0 до 11.0,
однако оптимальными для них являются ней-
тральные значения рН (Pátek et al., 2021). Согласно
нашим результатам, величина рН оказывала су-
щественное влияние на продолжительность про-
цесса биодеструкции, устойчивость родококков к
токсическому действию ДАК и их дыхательную
активность.

Повышение скорости биодеструкции ДАК в
слабощелочных условиях может быть связано с
увеличением биодоступности (растворимостью)
и снижением токсичности ДАК по отношению к
бактериальным клеткам. Peng и Robert (2000) ука-
зывали на тенденцию к снижению токсичности
при увеличении растворимости смоляных кис-
лот. Кроме того, на примере дафний и рыб пока-
зано, что при увеличении величины рН с 6.5 до
10.0 токсичность ДАК снижалась, так как показа-
тель ЛД50 смещался с 1–2 до 45–70 мг/л (Zanella,
1983). Поскольку биологическая очистка сточных
вод целлюлозно-бумажной промышленности про-

водится при рН 7.8 (Kang et al., 2009), полученные
нами данные свидетельствует о целесообразности
использования нерастущих клеток R. rhodochrous
ИЭГМ 107 в промышленных условиях.

В сточных водах целлюлозно-бумажной про-
мышленности ДАК может присутствовать в кон-
центрации до 1000 мг/л. Поэтому для оценки воз-
можного использования родококков в качестве
эффективных биокатализаторов были проведены
исследования по биодеструкции ДАК в аналогич-
ной концентрации. Более того, за счет повторного
использования общая нагрузка ДАК на одну пор-
цию суспензии нерастущих клеток была увеличена
до 3000 мг/л. Такой подход является достаточно
распространенным методом повышения эффек-
тивности биоконверсии трудноразлагаемых соеди-
нений (Pan et al., 2019). Важно отметить, что боль-
шинство известных бактериальных деструкторов
ДАК способны утилизировать только до 300 мг/л
токсиканта. Грибные культуры способны к не-
полной деструкции ДАК в более высоких кон-
центрациях с образованием гидроксипроизвод-
ных (Luchnikova et al., 2019).

Известно, что ферменты, участвующие в био-
окислении ксенобиотиков, как правило, локали-
зованы в цитоплазме или связаны с клеточной
мембраной (Janocha et al., 2013). По нашим дан-
ным, в процессе биодеструкции ДАК в основном
принимали участие цитоплазматические фер-
менты клеток R. rhodochrous ИЭГМ 107, что кос-
венно свидетельствовало о наличии транспорт-
ной системы, обеспечивающей перенос ДАК че-

Рис. 8. Образование внутриклеточных липидных включений родококками ((а) ‒ биотический контроль) в присут-
ствии 500 (б), 750 (в) и 1000 (г) мг/л ДАК (×1000).

2 мкм 2 мкм 2 мкм 2 мкм

(a) (б) (в) (г)

Таблица 3. Влияние ДАК на морфометрические параметры и изменения клеточной поверхности

* Данные получены после инкубации бактериальных клеток в фосфатно-щелочном буфере (рН 8.0) с ДАК.

Условия

Морфометрические параметры Относительная 
площадь (S/V), 

мкм–1

Шероховатость, 
нмДлина, 

мкм
Ширина, 

мкм
Объем (V),

мкм3
Площадь 
(S), мкм2

Клетки без ДАК (Контроль) 1.2 ± 0.1 1.1 ± 0.2 1.14 ± 0.3 6.04 ± 0.2 5.38 ± 0.1 229.6 ± 14.1
Клетки с ДАК 500 мг/л* 1.3 ± 0.3 1.1 ± 0.3 1.23 ± 0.2 6.38 ± 0.3 5.18 ± 0.1 231.2 ± 11.3
Клетки с ДАК 750 мг/л* 1.4 ± 0.2 1.1 ± 0.3 1.33 ± 0.3 6.73 ± 0.4 5.06 ± 0.1 237.1 ± 15.3
Клетки с ДАК 1000 мг/л* 1.6 ± 0.2 1.1 ± 0.3 1.52 ± 0.4 7.42 ± 0.5 4.88 ± 0.1 249.6 ± 19.3
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рез мембрану внутрь клетки. Биодеструкция ДАК
клетками R. rhodochrous ИЭГМ 107, по-видимому,
происходила аналогично, как в случае использова-
ния клеток P. abietaniphila BKME-9, путем окисле-
ния атома C-7 с последующим дигидроксилиро-
ванием ароматического кольца и его мета-рас-
щеплением (рис. 9), что коррелирует с
предложенным ранее (Martin et al., 1999) “класси-
ческим” путем бактериальной деструкции смоля-
ных кислот абиетанового типа.

Результаты моделирования и оценки раствори-
мости и экотоксичности выявленных соединений с
использованием пакета программ EPI SuiteTM по-
казали, что соединение 3 является значительно
менее гидрофобным (7.5 мг/л) по сравнению с
ДАК (6.6 мг/л) и другим ее производным (соеди-
нение 2, 0.5 мг/л). Сравнительно низкая биоакку-
муляция и высокая растворимость в воде соеди-
нения 3 свидетельствуют о его большей био-
доступности. Кроме того, в отношении
соединения 3 обнаружена значительно меньшая
степень экотоксичности по отношению к водным
организмам. В соответствии с принятой “Согла-
сованной на глобальном уровне системой класси-
фикации и маркировки химических веществ,
СГС”, соединение 3 относится к категории III, а
ДАК и соединение 2 – II категории экотоксично-
сти веществ, опасных для водной среды и пред-
ставляющих наибольший экологический риск
(The United Nations, 2011). Таким образом, на ос-
новании компьютерного анализа и результатов
определения ингибирующей активности (данные
МПК) можно предположить, что процесс биоде-
струкции ДАК с использованием нерастущих
клеток R. rhodochrous ИЭГМ 107 протекает через
менее токсичный интермедиат 3.

При изучении особенностей взаимодействия
бактериальных клеток с ДАК установлено, что
наиболее типичной адаптивной реакцией нерас-
тущих клеток явилось формирование обособлен-
ных многоклеточных агрегатов. Биологический
смысл агрегации состоит прежде всего в защите
бактериальных клеток от токсического воздей-
ствия химических соединений. По нашим дан-
ным, агрегация усиливается по мере увеличения
концентрации ДАК. Поверхность клеточных аг-
регатов в основном покрыта мертвыми клетками.

Мертвые клетки в составе многоклеточных агре-
гатов, по-видимому, играют защитную роль от
стресс-факторов внешней среды, снабжают жи-
вые клетки источниками питания, способствуют
экономии энергии и тем самым обеспечивают ре-
ализацию адаптационных стратегий кон-
сорциума для успешной биодеструкции токсиче-
ского субстрата (Allocati et al., 2015). Аналогичные
реакции адаптации описаны у биопленок Klebsiel-
la pneumoniae к антибиотикам (Desai et al., 2019),
представителей Rhodococcus spp. к фармполлю-
тантам (Ivshina et al., 2019) и органическим рас-
творителям (Коршунова и соавт., 2016).

Другой адаптивной реакцией на токсическое
действие ДАК явилось изменение морфометри-
ческих параметров клеток. По мере увеличения
концентрации ДАК действие токсиканта на родо-
кокки проявлялось в уменьшении соотношения
площади и объема бактериальной клетки на 3.7–
9.3%. Это защитная реакция, обеспечивающая
постепенное поступление молекул токсиканта
внутрь клеток. Полученные данные согласуются с
ранними наблюдениями за реакциями родококков
на присутствие таких токсичных веществ, как тио-
анизол и диклофенак (Kylosova et al., 2016; Ivshina
et al., 2019).

При АСМ- и АСМ-КЛСМ-сканировании не-
растущих клеток R. rhodochrous ИЭГМ 107 в при-
сутствии высоких концентраций ДАК зареги-
стрировано образование внеклеточной жидкости.
Такое наблюдение может быть объяснено воз-
можным формированием биопленки: клетки
прикрепляются к субстрату и начинают секрети-
ровать внеклеточные полимерные вещества (по-
лисахариды, белки, нуклеиновые кислоты, липи-
ды) или внеклеточный матрикс, цементирующий
клеточный консорциум в биопленку (Flemming,
2016). Возможен и другой характер формирования
обнаруживаемой внеклеточной жидкости. Родо-
кокки при взаимодействии с гидрофобными со-
единениями, как правило, продуцируют биосур-
фактанты гликолипидной природы с высокой по-
верхностной активностью, которые способствуют
солюбилизации субстрата и обеспечивают увели-
чение площади контакта клеток с субстратом
(Ivshina et al., 1998). Можно предположить, что
функция биосурфактантов заключается в посте-

Рис. 9. Предполагаемый путь биодеструкции ДАК с использованием клеток R. rhodochrous ИЭГМ 107.
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пенном растворении гидрофобного субстрата и
запуске механизма его транспорта в клетку (Tara-
sova et al., 2017). Наблюдаемые на рис. 7 внеклеточ-
ные структуры (мицеллы, везикулы и пузырьки)
аналогичны обнаруженным ранее при сканирова-
нии актинобактериальных сурфактантов, абсор-
бированных на стекле (Kuyukina et al., 2016). Под-
тверждением вывода о липидной природе внекле-
точной жидкости являются полученные нами
результаты по увеличению общего количества
биосурфактантов, экстрагируемых из клеточной
суспензии после биодеструкции ДАК.

Под воздействием высоких концентраций
ДАК у родококков выявлено усиление биосинте-
за общих липидов и их накопление в виде внутри-
клеточных включений. Известно, что внутрикле-
точные включения часто образуются в условиях
дисбаланса питательных веществ и представляют
собой идеальные запасы углерода и энергии, они
участвуют в биосинтезе миколовых кислот и тем
самым способствуют регуляции текучести мем-
бран (Thomson et al., 2010). Результаты предвари-
тельного ТСХ-анализа метанолизатов нерасту-
щих клеток R. rhodochrous ИЭГМ 107 позволили
нам предположить увеличение содержания мико-
ловых кислот, находящихся как в свободном со-
стоянии, так и в составе сложных липидов кле-
точной стенки и Rhodococcus-биосурфактантов.
По-видимому, усиление биосинтеза липидных
соединений, в том числе миколовых кислот, мо-
жет способствоать повышению гидрофобности и
последующему перераспределению адгезивных
участков клеточной поверхности (дополнитель-
ные материалы, рис. S5).

Таким образом, в присутствии ДАК в высоких
(500, 750 или 1000 мг/л) концентрациях выявлены
следующие адаптивные реакции родококков: агре-
гация клеток (рис. 6), увеличение морфометриче-
ских показателей (табл. 3), образование внеклеточ-
ной жидкости (биосурфактантов или внеклеточ-
ного матрикса) (рис. 7), увеличение биосинтеза
липидов (биосурфактантов, общих липидов, ми-
коловых кислот, липидных включений) (рис. 8;
дополнительные материалы, рис. S4), а также из-
менение свойств клеточной поверхности (степе-
ни среднеквадратичной шероховатости, гидро-
фобности, появление областей высокой адгезии)
(дополнительные материалы, рис. S5).

Несмотря на то, что изменение значений рН от
6.0 до 9.0 не влияло на выживаемость родококков
(ОП600 2.5, без ДАК), эффективность биодеструк-
ции ДАК зависела от уровня величины рН буфе-
ра. Поэтому мы попытались проанализировать
факторы, обеспечивающие высокий уровень ка-
талитической активности R. rhodochrous ИЭГМ
107. Установлено, что степень биодоступности
ДАК напрямую зависит от рН буферного раство-
ра: повышение рН буфера с 6.0 до 9.0 приводило к
значительному увеличению растворимости ДАК
с 31 до 250 мг/л. В то же время наблюдалась тен-

денция к повышению гидрофобности клеточной
поверхности родококков (контроль, без ДАК).
Однако максимальную устойчивость бактериаль-
ных клеток к ДАК (IC50) регистрировали при рН 7.0
и 8.0. Выявленные закономерности согласуются с
данными (Zanella, 1983) о том, что ДАК полно-
стью диссоциирует и становится менее токсич-
ной при повышении рН. По нашим данным, при
рН 8.0 уровень сродства родококков к гидрофоб-
ному субстрату (растворимость ДАК, гидрофоб-
ность клеточной поверхности) наиболее опти-
мально гармонирует с высокой устойчивостью
бактериальных клеток к ДАК, что, по-видимому,
обеспечивает максимальный уровень биоконвер-
сии токсиканта (рис. 10). Изучение таких пара-
метров, как IC50, растворимость и гидрофобность
клеточной поверхности, может быть полезным
для выбора условий биодеструкции родококками
других органических кислот.

В настоящей работе впервые показана воз-
можность биодеструкции ДАК в высоких концен-
трациях (500–1000 мг/л) с использованием отмы-
тых от питательных веществ нерастущих клеток
R. rhodochrous ИЭГМ 107. За счет повторного при-
менения клеточных суспензий общая нагрузка на
одну порцию биокатализатора может быть увели-
чена до 3000 мг/л. Экспериментально обоснова-
но, что нерастущие клетки R. rhodochrous сохра-
няли каталитическую активность в широком диа-
пазоне концентраций ДАК (от 500 до 1000 мг/л)
при повторном использовании (до 3 циклов) после
длительного хранения (84 сут, 4°C). Подобран-
ные условия (рН, общая плотность бактериаль-
ных клеток) способствовали увеличению степени
биодоступности ДАК и, как следствие, ее эффек-
тивного разложения и детоксикации.
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Highly Efficient Biodegradation of Ecotoxic Dehydroabietic Acid by Resting Cells
of Rhodococcus rhodochrous IEGM 107
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Abstract—The possibility of complete biodegradation of toxic dehydroabietic acid (DHA) at a high concen-
tration (over 500 mg/L) using resting cells of Rhodococcus rhodochrous IEGM 107 (OD600 2.5) in phosphate-
alkaline buffer (pH 8.0) was experimentally substantiated. A stable biocatalyst was obtained that retained its
functional activity when reused (up to 3 cycles) and over a long storage period (up to 84 days, 4°C). It was
shown that the high resistance of rhodococci to DHA is associated with increased solubility of the ecotoxicant
in the pH 8.0 buffer, which contributes to the enhanced synthesis of lipids (including biosurfactants), im-
proved affinity of cells to a hydrophobic substrate due to increased hydrophobicity of the cell surface and,
consequently, to detoxification and biodegradation of the pollutant.
Keywords: adaptation, biodegradation, dehydroabietic acid, lipids, Rhodococcus rhodochrous, resting cells
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