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Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D, выделенный из ризосферы пырея, является перспективным
нефтедеструктором. Для увеличения его биотехнологического потенциала было изучено влияние
атранов (потенциальных стимуляторов роста) на рост и деструкцию нафталина данным микроорга-
низмом. Показано, что сила и характер влияния исследуемых атранов на все изучаемые параметры
функционирования R. qingshengii VKM Ac-2784D зависят от природы источника углерода: внесение
атранов в богатую питательную среду БТН практически не влияло на скорость роста бактерий; в ми-
неральной среде 8Е и в среде 8Е с глюкозой происходила кратковременная активация роста, харак-
теризующаяся сокращением лаг-фазы; в присутствии нафталина данные соединения действовали
на прирост популяции R. qingshengii VKM Ac-2784D преимущественно негативно. Исследованные
атраны оказывали неблагоприятное воздействие на скорость разложения нафталина R. qingshengii
VKM Ac-2784D, а также снижали гидрофобность клеточной стенки и синтез внеклеточных биосур-
фактантов. Предполагается, что исследованные соединения будут негативно влиять на скорость
разложения нефти данным микроорганизмом.
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Род Rhodococcus объединяет преимущественно
непатогенные микроорганизмы (Ившина и со-
авт., 2021), широко распространенные во внеш-
ней среде. В большинстве своем это почвенные
микроорганизмы, но отдельные представители
высеваются из шламовых вод и очистных соору-
жений промышленных предприятий (Krivoruch-
ko et al., 2019; Ившина и соавт., 2021). Это связано
со способностью родококков метаболизировать
большой спектр соединений, включая поллютан-
ты. Известно разложение родококком таких со-
единений, как диклофенак, бетулин, дротаверин
(Шаханов и соавт., 2019; Ившина и соавт., 2021).
Все это обусловливает использование родокок-
ков в биотехнологических процессах, одним из
которых является нефтедеструкция. Родококки
входят в состав некоторых микробиологических
препаратов для очистки почв от нефти и ее ком-
понентов (Рогозина и соавт., 2010, Ерофеевская,
Чернявский, 2016). Недостатком таких препаратов
является относительно медленный рост и набор
биомассы родококками. Поэтому для введения

этих микроорганизмов в производство перспек-
тивно применять вещества, стимулирующие их
рост.

Ранее в ИрИХ СО РАН были синтезированы
вещества атрановой природы, у которых обнару-
жен стимулирующий эффект для ряда микроор-
ганизмов (Adamovich, 2019). Атраны, как класс
соединений, был открыт в Институте химии им.
А.Е. Фаворского СО РАН. Несмотря на очевид-
ный биологический потенциал данного класса
соединений, наиболее широко изучены крем-
ний-содержащие атраны (силатраны) (Воронков,
Барышок, 2005, Леменовский и соавт., 2008).

Поэтому представляло интерес исследовать
влияние атранов на рост культуры R. qingshengii
VKM Ac-2784D и способность этих бактерий к де-
струкции компонентов нефти на примере нафта-
лина.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D (Petrushin

et al., 2021) (ранее R. erythropolis VKM Ac-2784D)
выделен из ризосферы пырея ползучего (Elytrigia
repens (L.) Nevski), произрастающего на нефтеза-
грязненной территории Заларинского района
Иркутской области (Третьякова и соавт., 2015).
Штамм входит в состав запатентованных препа-
ратов для биоремедиации почв от нефти и защиты
растений, произрастающих в неблагоприятных
условиях (Беловежец и соавт., 2019).

Для исследования были выбраны протатраны
(соединения 1 и 3) и гидрометаллатраны (соеди-
нения 4 и 5) (рис. 1). В качестве контроля был вы-
бран триэтаноламин (ТЭА), являющийся исход-
ным соединением для их синтеза. Исследуемые
вещества представляют собой бесцветные неток-
сичные (LD50 = 1300‒6000 мг/кг) низкоплавкие
порошки, устойчивые при хранении, хорошо рас-
творимые в воде, спирте и в других органических
растворителях. Их состав и строение полностью
подтверждены методами элементного анализа,
ИК-, 1Н, 13С, 15N ЯМР-спектроскопии, масс-
спектрометрии и рентгеновской дифрактометрии
(Adamovich, 2019). Чистота исследуемых соедине-
ний составляла до 99.87%.

Определение минимальной ингибирующей
концентрации (МИК) атранов для штамма

R. qingshengii VKM Ac-2784D проводили стан-
дартным диск-диффузионным методом (Решедь-
ко, Cтецюк, 2001) на ГРМ-агаре (Оболенск, Рос-
сия).

Для изучения влияния атранов на рост штамма
R. qingshengii VKM Ac-2784D и биодеградацию
нафталина проводили культивирование в колбах
и планшетах на качалке в течение 7 сут. Для ино-
куляции использовали смывы средой 8Е двухсу-
точной агаровой культуры. Для культивирования
использовали максимально сбалансированную
по углероду и азоту богатую питательную среду
БТН-бульон (ООО “Биотехновация”, Россия) и
минеральную питательную среду 8Е следующего
состава (г/л): NH4NO3 ‒ 1.0; MgCl2 ‒ 0.1; KH2PO4 ‒
3.0; K2HPO4 ‒ 7.0; CaCO3 ‒ 1.0; pH 7.0. В качестве
источника углерода в среду 8Е вносили 0.5% глю-
козы или нафталина (“СКМ”, Россия).

Показатель гидрофобности бактериальных
клеток определяли по методу, описанному в ра-
боте (Серебрякова и соавт., 2002). Суспензию
клеток микроорганизма, выращенную в пита-
тельной среде 8Е с добавлением глюкозы или гек-
садекана (в концентрации 0.5%) в виде един-
ственного источника углерода, встряхивали с гек-
саном (в соотношении 1 : 1), затем определяли
ОП (λ = 530 нм) водной фазы. Контролем служи-
ла стерильная питательная среда. Количество

Рис. 1. Использованные в работе протатраны (1‒3), гидрометаллатраны (4, 5) и триэтаноламин.
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внеклеточных биосурфактантов определяли гра-
виметрически.

Процент разложения нафталина определяли,
рассчитывая площадь пика с помощью ВЭЖХ
(система Agilent 1260 Infinity II с диодно-матрич-
ным детектором) при двух длинах волн ‒ 280 и
272 нм. Чистота нафталина (“СКМ”, Россия)
подтверждена хроматографически.

Градиент элюента отражен в табл. 1. Скорость
потока 1 мл/мин, колонка Kromasil 100-5-C18 4.6 ×
× 150 мм, температура термостата колонки 30°С,
объем ввода 10 мкл. В результате проведенных па-
раллельных анализов были построены кривые и
определены уравнения прямой линии тренда. Уг-
ловой коэффициент этого уравнения является ха-
рактеристикой эффективности атрана.

Эффективность биодеградации нафталина
выражали в процентах, рассчитывая по формуле:

где Sk ‒ площадь пика нафталина контрольного
образца, Ss ‒ площадь пика нафталина образца с
добавкой атрана.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на то, что некоторые атраны явля-
ются запатентованными стимуляторами роста
микроорганизмов (Mirskova et al., 2016), мы сочли
необходимым определить их минимальную инги-
бирующую концентрацию (МИК) для R. qing-
shengii VKM Ac-2784D. Показано, что МИК варьи-

ровала от 6 × 10–4 до 2.5 × 10–3 г/л в зависимости
от конкретного соединения. Поэтому для даль-
нейших исследований были взяты концентрации

выше и ниже МИК (10–3‒10–6 г/л).

На БТН-среде без внесения атранов фаза экс-
поненциального роста начиналась на 2 сут куль-
тивирования, а переход в стационарную фазу –
после 4 сут (рис. 2). Рост на питательной среде с
глюкозой характеризуется длительной (до 3 сут)
лаг-фазой и небольшим приростом биомассы.
Безуглеродная среда закономерно не дает воз-
можности роста микроорганизма, давая отрица-
тельную динамику численности до 4 сут культи-
вирования, а прирост биомассы в данной среде
минимальный. Интересно, что в присутствии
нафталина в качестве единственного источника
углерода практически отсутствует лаг-фаза, а фаза
экспоненциального роста наступает уже на пер-
вые сутки культивирования. В то же время фаза
стационарного роста быстро сменяется фазой
снижения биомассы. Вероятно, это связано с
быстрым исчерпанием источника углерода и пе-
реходом культуры в зону автолизиса.

Внесение атранов в полную питательную среду
(БТН-бульон) практически не оказало воздей-
ствия на прирост R. qingshengii VKM Ac-2784D. В

( ) ( )= − ×ЭБ % Sk Ss Sk 100,

1-е сут культивирования наблюдалась активация

роста под действием атрана 3 в концентрации 10–5 и

10–6 г/л, атрана 4 в концентрации 10–5 г/л и

атрана 5 в концентрации 10–6 г/л. На рис. 3 пред-
ставлены данные по влиянию атрана 3 как наибо-
лее активного среди исследуемых соединений
(рис. 3а). Таким образом, низкие концентрации
атранов 3, 4 и 5 способны привести к сокращению
лаг-фазы, однако в последующие сутки культиви-
рования значимых отличий от контроля нами не
зафиксировано. Следовательно, при избытке пи-
тательных веществ, атраны практически не влия-
ют на скорость роста R. qingshengii VKM Ac-
2784D.

В среде 8Е все атраны показали сходное действие
(рис. 3б). В 1-е сут атраны, вероятно, оказывали
протективное действие, снижая степень отмирания
клеток, о чем говорит менее резкое изменение оп-
тической плотности. В течение эксперимента
этот эффект нивелировался, и к концу культиви-

Таблица 1. Градиент элюента

Время, мин
2% уксусная 

кислота, %
Ацетонитрил, %

0‒2 45 55

2‒3 45 55

3‒5.5 40 60

5.5‒7 40 60

7‒8 45 55

Рис. 2. Динамика роста R. qingshengii VKM Ac-2784D в
зависимости от среды культивирования: (1) БТН;
(2) 8Е; (3) 8Е с глюкозой; (4) 8Е с нафталином.
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рования рост клеток был значительно ниже кон-

трольных значений. Исключением был атран 1 в

концентрации 10–5 г/л, оказавший резко негатив-

ное влияние на популяцию бактерий. Действие

атрана 3 в отсутствии углерода заключается в со-

кращении лаг-фазы, однако к 4 сут влияние исче-

зает, а в дальнейшем идет угнетение роста культуры.

Причем нет четко выраженной фазы экспонен-

циального роста. Действие атрана 5 в безуглерод-

ной среде заключается в сокращении лаг-фазы

(максимально эффективна концентрация 10–5 г/л)

и торможении дальнейшего роста культуры. Три-

этаноламин, как и атраны, в 1-е сут не активиро-

вал рост бактерий. Таким образом, в данной среде

происходило сокращение лаг-фазы, однако из-за

отсутствия питательных веществ в среде данный
эффект не сохранялся, и отмирание клеток в кон-
це эксперимента превосходило данный показа-
тель в контроле.

Влияние атранов в среде 8Е с глюкозой похоже
на их влияние в голодной среде. В начале культи-
вирования наблюдается скачок роста, связанный,
вероятно, с сокращением лаг-фазы, а в конце куль-
тивирования для большинства атранов отличия
от контроля были несущественны (рис. 3в). Не-
которые исключения не влияют на общую тен-
денцию.

Совершенно другая картина наблюдалась при
культивировании бактерий в среде 8Е, где в каче-
стве единственного источника углерода исполь-

Рис. 3. Влияние атранов (на примере протатрана 3) на рост R. qingshengii VKM Ac-2784D в зависимости от среды куль-
тивирования: а – БТН; б – 8Е; в – 8Е с глюкозой; г – 8Е с нафталином. Обозначения: (1) контроль; (2) концентрация
10–6 г/л; (3) концентрация 10–5 г/л; (4) концентрация 10–4 г/л; (5) концентрация 10–3 г/л.
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зовался нафталин (рис. 3г). В данных условиях

атраны не активировали рост бактерий в лаг-фазу;

напротив, мы либо не наблюдали значимых отли-

чий от контроля, либо прирост популяции R. qing-
shengii VKM Ac-2784D существенно снижался. На

4 и 7 сут культивирования было отмечено незна-

чительное превышение прироста в варианте, об-

работанном атраном 3 в концентрации 10–4 г/л.

Таким образом, в присутствии нафталина характер

действия атранов значительно отличается от на-

блюдаемого в средах 8Е и 8Е с глюкозой; данные

соединения действуют на прирост популяции

R. qingshengii VKM Ac-2784D преимущественно

негативно.

Для того чтобы микроорганизм мог успешно

осуществлять разложение неполярных компонен-

тов нефти, необходима выработка биологических

поверхностно-активных веществ (биосурфактан-

тов). Родококки способны синтезировать клеточ-

но-связанные и внеклеточные сурфактанты, что

позволяет им реализовать две стратегии разложе-

ния предельных углеводородов (Куюкина, 2006).

Увеличение гидрофобности клеточной стенки,

обусловленное присутствием клеточно-связанных

сурфактантов, способствует адгезии клеток на

поверхности нефтяных капель, а синтез внекле-

точных биосурфактантов ‒ их эмульгированию.

Установлено, что атраны в концентрации 10–4 г/л
существенно снижают гидрофобность клеточной
стенки у бактерий, культивируемых в вышеука-
занных средах (табл. 2). Это касается и синтеза
внеклеточных биосурфактантов. Их количество в
присутствии атранов в среднем вдвое меньше,
чем в контроле. Исключение составляет атран 3 в
среде с гексадеканом, в присутствии которого
гидрофобность клеточной стенки была немного
выше, чем в контроле.

Так как исследуемый штамм родококка явля-
ется эффективным нефтедеструктором, было не-
обходимо оценить влияние атранов на скорость
разложения углеводородов. Наиболее простой,
удобный и информативный способ оценки – это
использование модельных соединений аромати-
ческой составляющей нефти, в частности, нафта-
лина (Василенко и соавт., 2008; Тимергазина, Пе-
реходова, 2012).

Установлено, что все исследуемые атраны,
включая триэтаноламин, оказывали неблагопри-
ятное воздействие на скорость разложения наф-
талина. Исключение составляют атраны 3, 4 и 5 в

концентрации 10–6 г/л, эффективность биодегра-
дации (ЭБ) нафталина в присутствии которых
равнялась 6, 10 и 9% соответственно. В остальных
случаях разложение нафталина полностью инги-
бировалось (табл. 3).

Таблица 2. Количество сурфактантов, продуцируемых R. qingshengii VKM Ac-2784D, и гидрофобность его клеточ-
ной стенки

Параметр

Варианты опыта

контроль

протатраны гидрометаллатраны

триэтаноламин

1 3 4 5

Внеклеточные сурфактанты, г/л 0.418 0.286 0.185 0.29 0.267 0.281

Гидрофобность

клеточной стенки, %

Гексадекан 55.1 33.1 57.6 9.3 9.0 28.1

Глюкоза 45.6 4.5 0.95 20.5 20.2 13.2

Таблица 3. Эффективность биодеградации нафталина штаммом R. qingshengii VKM Ac-2784D через 7 сут культи-
вирования в присутствии атранов (%)

Концентрация 

атранов

Протатран Гидрометаллатраны
Триэтаноламин

1 3 4 5

10–3 ‒166 ‒182 ‒132 ‒113 ‒98

10–4 ‒172 ‒171 ‒141 ‒68 ‒188

10–5 ‒177 ‒98 ‒112 ‒30 ‒183

10–6 ‒185 6 10 9 ‒110
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Рис. 4. Хроматограмма культурального фильтрата R. qingshengii VKM Ac-2784D в контрольном образце в присутствии
бактерий на 3 сут.
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В результате ВЭЖХ исследования обнаружено
7 пиков, предположительно относящихся к ин-
термедиатам деструкции нафталина (рис. 4). Эти
пики не соответствовали известным продуктам
распада нафталина, таким как пирокатехин, са-
лициловая, гентизиновая и протокатеховая кис-
лоты. Для оценки действия атранов мы провели
сравнение в динамике площади хроматографиче-
ских пиков.

Пик с временем выхода 1.598 мин отсутствует в
контрольной пробе и проявляется только в образ-
цах с атранами 1 и 5. Дополнительные исследова-
ния показали, что данный пик относится к про-
дукту диссоциации исходных атранов, а именно к
аниону о-крезола.

Следующий пик с временем выхода 1.543 мин
обнаружен практически на всех хроматограммах
(рис. 5а). В контроле данный интермедиат накап-
ливается на 3‒5 и 7 сут культивирования, тогда
как в присутствии атранов, особенно в низких их
концентрациях, он образуется в существенно

меньших количествах. Исключение составляет
атран 4, в присутствии которого на 7-е сут культи-
вирования наблюдается увеличение концентра-
ции данного интермедиата, превышающее кон-
троль.

Еще один пик, который присутствует на всех
хроматограммах, ‒ соединение со временем вы-
хода 2.102 мин. Динамика накопления данного
вещества совпадает для стерильного образца и в
присутствии бактерий (рис. 5б). Добавка атранов
оказывает незначительное влияние на процесс.
Следует отметить, что на 7-е сут, по данным УФ
спектрального анализа, происходит изменение
вещества на другое во всех концентрациях и
практически у всех атранов (табл. 4, рис. 6).

Пик со временем выхода 4.068 мин также на-
блюдается на всех хроматограммах (рис. 5в). Во
всех концентрациях содержание вещества в про-
бах с атранами ниже по сравнению с контролем.

Только у атрана 4 в концентрации 10–6 г/л профиль
кривой совпадает с контролем. В присутствии атра-
нов динамика площади пиков ближе к наблюдае-
мой для абиотического разложения нафталина, что
свидетельствует о блокировании процесса де-
струкции данного модельного соединения. Пло-
щадь остальных пиков незначительна, поэтому
сложно отличима от шума.

Таким образом, показано, что характер влия-
ния исследуемых атранов на все изучаемые пара-
метры функционирования R. qingshengii VKM Ac-
2784D зависят от природы источника углерода.
Внесение атранов в богатую питательную среду
БТН практически не влияло на скорость роста
бактерий. В минеральной среде 8Е с добавлением
глюкозы и без нее происходила кратковременная
активация роста микроорганизма, характеризую-
щаяся сокращением лаг-фазы. В присутствии

Таблица 4. Образцы атранов, в которых происходит
смена вещества на 7 сут

Соединение

Концентрация, г/л

10–3 10–4 10–5 10–6

Протатран 1 + ‒ + ‒

Протатран 3 ‒ + + +

Гидрометаллатран 4 ‒ + + +

Гидрометаллатран 5 + + + +

Триэтаноламин + ‒ ‒ +
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Рис. 5. Площади пиков веществ со временем выхода: а – 1.543 мин; б ‒ 2.102 мин; в – 4.068 мин. По данным ВЭЖХ
(концентрация атранов 10–4 г/л). Обозначения: (1) протатран 1; (2) триэтаноламин; (3) протатран 3; (4) гидрометалла-
тран 4; (5) гидрометаллатран 5; (6) контроль.
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Рис. 6. УФ-спектр веществ со временем выхода 2.102 и 2.17 мин.

0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

6.0

5.5

×101

190 210 230

196

196

270 296

250 270 290 310 330 350 370 390

Wavelength, nm

R
e
sp

o
n

se
, 

m
A

U



84

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 92  № 1  2023

БЕЛОВЕЖЕЦ и др.

нафталина данные соединения действовали на
прирост популяции R. qingshengii VKM Ac-2784D
преимущественно негативно. Интересно, что
большинство показателей роста и развития микро-
организма было схожим, как для исследованных
атранов, так и для триэтаноламина. Это позволяет
сделать предположение, что основной эффект
атранов связан именно с наличием триэтанол-
амина в молекуле данных соединений.

Показано, что все исследуемые атраны оказы-
вали неблагоприятное воздействие на скорость
разложения нафталина R. qingshengii VKM Ac-
2784D, а также снижали гидрофобность клеточ-
ной стенки и синтез внеклеточных биосурфак-
тантов. Следовательно, исследуемые соединения
будут негативно влиять на скорость разложения
нефти данным микроорганизмом.
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The Effect of Atranes on the Growth of Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D
in the Presence of Various Carbon Sources and on Its Ability to Degrade Naphthalene
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Abstract—Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D isolated from the rhizosphere of Elytrigia repens, is a
promising oil degrader. To increase its biotechnological potential, the effect of atranes (potential growth stim-
ulants) on its growth and naphthalene degradation was studied. The effect of the studied atranes on R. qing-
shengii VKM Ac-2784D was shown to depend on the nature of the carbon source: addition of atranes had
practically no effect on the growth rate of bacteria in the rich BTN medium; in the media 8E and 8E with
glucose, it baused short-term activation of growth, characterized by a shorter lag phase. In the presence of
naphthalene, atranes had a predominantly negative effect on the growth of R. qingshengii VKM Ac-2784D.
The studied atranes had a negative effect on the rate of naphthalene decomposition by R. qingshengii VKM
Ac-2784D, and also decreased the cell wall hydrophobicity and the synthesis of extracellular biosurfactants.
It may therefore be assumed that the studied compounds will have a negative effect on the rate of naphthalene
decomposition by this microorganism.

Keywords: Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D, atranes, naphthalene decomposition, cell wall hydro-
phobicity


