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В статье рассмотрены биотехнологические свойства нефтеокисляю-

щего штамма Rhodococcus erythropolis B2, позволяющие использовать его 

как основу для биопрепарата:  деструктивный потенциал по отношению к 

углеводородам, характеристики роста на различных средах, продукция фи-

тогормонов и биоПАВ, адгезивная и флотационная активность, испытания 

в лабораторный и полевых условиях 
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Современные технологии биоремедиации во многом базируются на 

применении бактерий-деструкторов, способных катаболизировать  поллю-

танты. Эти микроорганизмы служат основой для создания биопрепаратов. 

Таким образом, уникальные углеводородокисляющие штаммы, технологии 

их культивирования для промышленных масштабов и методы применения 

на местности составляют основу современной микробной экобиотехноло-

гии.  В ликвидации углеводородных загрязнений всё большее значение 

приобретают микроорганизмы рода Rhodococcus, способные к деградации 

широкого спектра соединений, продукции ценных метаболитов [1].  Пред-

ставители рода доминируют в углеводородокисляющих микробиоценозах 

углеводородзагрязненных почв [2]. Описана возможность продукции мик-

роорганизмами данной группы фитостимуляторов индольной природы [3].  

Это обуславливает перспективы использования родококков в качестве ос-

новы новых нефтеокисляющих препаратов с расширенными свойствами. 

 Целью данной работы является комплексное описание углеводоро-

докисляющей бактерии Rhodococcus erythropolis B2 с целью выяснения 

возможности совместного присутствия комплекса технологически важных 

свойств, для обоснования использования штамма как основы для создания 

биопрепарата-нефтедеструктора. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объект исследования - штамм Rhodococcus erythropolis B2 (ВКМ Ac-

2017 D) выделен из нефтезагрязненного почвогрунта Западной Сибири 

(ОАО "Когалымнефтегаз"). Хранится в рабочей коллекции кафедры мик-

робиологии, депонирован   во Всероссийской коллекции микроорганизмов 

(ВКМ). Непатогенность культуры подтверждена в остром опыте на мышах. 

Систематическое положение – принадлежит к филуму Actinobacteria 

(грамположительные с высоким содержанием ГЦ-пар в ДНК), подпорядку 

Corynebacterineae). По морфологическим характеристикам проявляет клас-
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сический для родококков цикл “кокк-палочка-кокк”, отмечалось периоди-

ческое формирование рудиментарного мицелия.  Хемотаксономические 

признаки: содержит диагностическую аминокислоту мезо-ДАПК, пептидо-

гликан поперечносвязанный типа А1γ. Менахиноны типа МК-8 (Н2). Со-

держит стандартные родомиколовые кислоты, что определялось методом 

тонкослойной хроматографии в сравнении с контрольным штаммом. Ви-

довая идентификация проведена молекулярно-генетическим методом по 

полной последовательности гена 16s рРНК.   

Для поддержания культур, наработки биомассы клеток и количе-

ственных учетов использовали плотную питательную среду – питательный 

агар (ПА) стандартного состава. Для наращивания биомассы клеток, а так-

же исследования биодеструкции нефтепродуктов в условиях жидких куль-

тур использовали жидкую минеральную среду следующего состава (мини-

мальную среду): нитрат калия – 4,0 г, однозамещенный фосфат калия – 0,6 

г, двузамещенный фосфат натрия (двенадцативодный) – 1,4 г, сульфат 

магния – 0,8 г, вода дистиллированная 1 л, раствор микроэлементов стан-

дартный №17 – 1 мл. В качестве субстрата использовали сахарозу, гекса-

декан или нефтепродукты из ряда: дизельное топливо, нефть, мазут, вно-

симые в среду в необходимом количестве в зависимости от целей культи-

вирования. Для качественного определения деструкции индивидуальных 

алканов использовали агаризованную среду того же состава [4] . 

Культивирование на жидких питательных средах осуществлялось в 

колбах 100-500 мл на орбитальных качалках при частоте вращения 100-200 

об/мин при комнатной температуре, либо аппарате культивирования АК-

210 (10 л), либо в  ферментационном комплексе ОКА-01-100Т (100 л) про-

изводства Института биологического приборостроения РАН (г. Пущино). 

Определение показателя гидрофобности клеток (ПГ) осуществляли 

по модифицированной Серебряковой с соавторами [5] методике Розенбер-

га [6]. 
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Научный журнал КубГАУ, №83(09), 2012 года 

http://ej.kubagro.ru/2012/09/pdf/34.pdf 

4

Измерение концентрации биомассы при культивировании на жидкой 

питательной среде проводили гравиметрическим методом по усовершен-

ствованной авторами  методике Brown для определения абсолютно сухого 

веса (АСВ) биомассы  [7] . 

 Концентрацию нефтепродуктов определяли гравиметрическим, а 

также флуоресцентным методами.  Определение концентрации нефтепро-

дуктов флуоресцентным методом осуществляли согласно ПНД Ф 16.1.21-

98 по КХА “Методика выполнения измерений массовой доли нефтепродук-

тов в пробах почв на анализаторе жидкости “Флюорат-02””. Гравиметриче-

ским методом-  в соответствии с методическими указаниями [8] через экс-

тракцию хлороформом либо гексаном нефтепродуктов из пробы, с после-

дующим гравиметрическим окончанием. 

Продуцирование индольных соединений бактериями определяли ко-

лориметрическим методом с помощью реактива Сальковского. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Перспективность микроорганизма как биотехнологического агента 

детерминирована набором его специфических физиолого-биохимических 

свойств. Для штамма-нефтедеструктора это прежде всего способность ин-

тенсивно катаболизировать углеводороды нефти, широта спектра их по-

требления,  возможность экономически оправданного масштабирования 

наработки биомассы, синтез биоПАВ и другие свойства.  

Спектр потребления отдельных фракций углеводородов представлен 

в таблице 1.  

 
Таблица 1. Степень утилизации отдельных фракций углеводородов  
Концентрация углеводородного 

субстрата 
Степень утилизации (%) 

С10 С11 С13 С14 С15 С16 С17 С18 
0,1% 33 32 31 43 65 100 98 96 
10% 13 12 21 49 55 67 69 73 
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Как видно из таблицы 1, микроорганизм активно потребляет основ-

ные фракции алканов при различных исходных концентрациях (в диапа-

зоне концентраций от 0,1 до 10%), при этом степень деструкции составляет 

от 12 до 100% (в контроле – 1-7%). Высокая эффективность штамма была 

обнаружена также при утилизации ароматических моно- и полицикличе-

ских углеводородов, а также ряда коммерческих нефтепродуктов и сырых 

нефтей [9].  

 Одним из технологически-важных свойств нефтеокисляющих мик-

роорганизмов является уровень гидрофобности клеточной стенки микроба. 

Её липофильные свойства обусловлены высоким содержанием гликолипи-

дов, обеспечивающих контакт клетки с каплями нефтепродуктов, их диф-

фузию к оксидазам цитоплазмы. Показатель гидрофобности штамма Rho-

dococcus erythropolis B2, а также других родококков штаммоспецифично 

зависел от продолжительности культивирования, источника среды и дру-

гих факторов (см. рисунок 1). 

 
Рисунок 1. Динамика показателя гидрофобности клеток нефтеокисляющих 

бактерий в процессе роста на жидкой минеральной среде с гексадеканом 

Как видно из рисунка 1, клетки штамма В2 исходно, вне контакта с 

углеводородом гидрофильны (около 20%), что удобно с точки зрения тех-
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нологических манипуляций с биомассой. При контакте с нефтепродуктами 

гидрофобность клеток повышается до 80%, что обеспечивает эффективное 

поглощение и ассимиляцию субстрата. 

 Важным свойством промышленного штамма является его способ-

ность расти на несложных, недорогих питательных средах, поскольку сто-

имость среды во многом определяет конечную рентабельность производ-

ства. На уровне лабораторных экспериментов из плотных питательных 

сред оптимальной был выбран питательный агар, из жидких – минималь-

ная  минеральная среда с углеводородом. На основе последней было ис-

следовано влияние типа источника азота на рост штамма В2 (таблица 2). 

Показано, что уровень деструкции дизельного топлива и нефти не зависит 

от источника азота, многократно превышая уровень в контроле, равный 1-

3%. 

 
Таблица 2 - Влияние источника азота на степень утилизации (%)  

различных концентраций нефти и мазута 
Дизельное топливо Нефть 

1% 5% 1% 5% 1% 5% 1% 5% 
NH4

+ NO3
- NH4

+ NO3
- 

89 88 93 93 82 84 83 83 
 
 Экономически целесообразное масштабирование наработки биомас-

сы штамма B2 требовало разработки оптимальной среды культивирования. 

Предыдущие исследования показали, что водные вытяжки минеральных 

удобрений представляют собой экономически эффективную альтернативу 

минеральным средам. Сравнение выхода биомассы при росте на разных 

минеральных средах, а также водных вытяжках из минеральных удобрений 

выявило максимальную продукцию клеточной биомассы, обладающей не-

обходимыми свойствами, при росте на осветленной вытяжке из комплекс-

ного минерального удобрения нитроаммофоска (ГОСТ 19691-84, марка А), 

взятого в оптимальной концентрации. В дальнейшем, данное решение бы-

http://ej.kubagro.ru/2012/09/pdf/34.pdf
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ло использовано при подготовке минеральной основы среды при культи-

вировании на биотехнологическом комплексе ОКА-01-100Т. 

 Одним из подходов к  повышению эффективности биопрепаратов-

нефтедеструкторов является переход от монобактериальных к полибакте-

риальным препаратам. Включение нескольких штаммов обеспечивает 

расширение спектра окисления, большую вариабельность биоагента в раз-

личных условиях применения. Была исследована возможность совместно-

го роста Rh. erythropolis B2 с другими штаммами нефтеокисляющих бакте-

рий в условиях жидкофазного культивирования на среде с гексадеканом. 

Минеральная среда с гексадеканом в качестве единственного источника 

углерода и энергии была инокулирована бинарными сочетаниями B2 с 

другими штаммами актинобактерий, а также их монокультурами. На ри-

сунке 2 приведены посуточные динамики оптической плотности (λ=670 

нм) жидких культур, выращиваемых в качалочных колбах. 

Как видно из рисунка 2,  ни в одном случае не наблюдалось подавле-

ния роста в смешанной культуре относительно обеих монокультур, что 

свидетельствует об отсутствии резких конкурентных взаимоотношений. В 

сочетании “B2+F5” отмечено увеличение более чем в 1,5 раза концентра-

ции клеток, чем в монокультурах, что может свидетельствовать о наличии 

элементов симбиотических взаимоотношений, требующих дальнейших ис-

следований. 

 Создание биопрепарата предполагает поэтапное масштабирование 

его культивирования. Приведённые выше результаты были получены в 

объёмах бактериальных культур 50-500 мл  (колбы на орбитальной качал-

ке), выборочно проверены на лабораторном ферментёре в объёме 8-10 л. 

Переход к пилотным испытаниям как научной базы для производственного 

уровня был осуществлён на базе биотехнологического комплекса ОКА-01-

100Т. При масштабировании роста бактерий за счёт нелинейного измене-

ния процессов массопереноса кислорода и питательных субстратов могут 

http://ej.kubagro.ru/2012/09/pdf/34.pdf
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значительно поменяться ростовые характеристики культуры. Поэтому ос-

новное внимание уделяли кинетическим показателям в сравнении с эта-

лонными опытами в объемах качалочных колб.  
 

 
 

Рисунок 2. Рост Rh. erythropolis B2 в монокультуре и в бинарных культу-

рах с алканотрофными актинобактериями: фигура А – Rh. erythropolis B2 и 

Rhodococcus sp. F5, фигура Б – Rh. erythropolis B2 и Rhodococcus erythropo-

lis F1 
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Предварительно была исследована эффективность роста родококка 

на жидкой минеральной среде с сахарозой в качестве единственного ис-

точника углерода и энергии. Было обнаружено, что штамм В2 обладает 

большей эффективностью роста относительно других исследованных 

штаммов, хотя и меньшей чем при ассимиляции гексадекана. 

Периодическое культивирование в объёме 90 л осуществляли с це-

лью определения отдельных кинетических параметров роста родококков,  

выявления сроков выхода культуры в стационарную фазу для сокращения 

продолжительности ферментации. В качестве минеральной основы пита-

тельной среды использовали водную вытяжку нитроаммофоски (соотно-

шение N:P:K - 1:1:1), источником углерода служила сахароза в концентра-

ции 10 г/л. Пробы отбирались в течение 62 ч с периодичностью в 2 часа - 

определение оптической плотности (λ=670 нм), концентрации биомассы, 

рН; каждые 12 часов – концентрация сахарозы, титр клеток (КОЕ/мл). 

Кривые роста по оптической плотности и биомассе приведены на рисунке 

3. Динамика титра клеток и снижения концентрации сахарозы – в таблице 

3.  

Был получен устойчивый рост культуры, продолжительность лаг-

фазы составляла 18 ч, что свидетельствует об относительно продолжи-

тельном периоде адаптации клеток. Отмеченные 2 фазы экспоненциально-

го роста были обусловлены колебанием уровня кислотности среды.  

Как следует из таблицы 3, в течение 62 ч культивирования произо-

шло увеличение титра клеток на 3 порядка и утилизация сахарозы на 81%.   

Учитывая, что применялась максимально упрощенная, не сбалансирован-

ная по рН минимальная среда и неуглеводородный источник углерода, 

данные результаты свидетельствуют о перспективности применённой ме-

тодики. 
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Рисунок 3. Кривые роста Rh. erythropolis B2 при периодическом культиви-

ровании на биотехнологическом комплексе ОКА-01-100Т  ИБП РАН 
 

 

Таблица 3. Титр клеток и концентрация сахарозы в среде роста при  

культивировании на ОКА-01-100Т 
Продолжительность 
культивирования, ч 

Титр клеток, КОЕ/мл Концентрация сахарозы, г/л 

0 5,5•106 10 
12 – 7,98 
24 4,0•107 3,85 
36 1,8•108 3,42 
48 – 2,74 
62 2,0•109 1,88 

 

На основании приведённых выше результатов был рассчитаны некоторые 

характеристики роста микроорганизмов (Таблица 4). 

При культивировании в ферментёре была достигнута более высокая 

удельная скорость роста, сравнимая с литературными данными для 

родококков в схожих условиях [10].   
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Таблица 4. Характеристики роста Rh. erythropolis B2 в зависимости от сре-

ды, метода культивирования и периода роста 

 

В биотехнологическом цикле одним из энергоёмких и затратных 

этапов производства  является стадия концентрирования клеток, отделения 

их от водной фазы. В качестве способа первичного концентрирования мы 

исследовали флотацию, широкого применяемую в дрожжевых производ-

ствах, но менее изученную при работе с нефтеокисляющими  родококками. 

Способность актинобактерий к естественной флотации обусловлена нали-

чием в клеточной стенке липидов, в том числе биосурфактантов. Это вы-

зывает как адгезию клеток к флотирующим частицам жидкости или газа,  

так и малый удельный вес влажной биомассы. Было обнаружено, что гид-

рофобность клеток, выросших на среде с сахарозой значительно ниже (ме-

нее 20%), чем на среде с углеводородом (более 80%).  Проведена сравни-

тельная оценка как естественной флотации клеток в среде, так и под воз-

действием различных способов стимуляции – обработкой клеток расти-

тельными маслом, гексадеканом, барботаж клеточной суспензии, измене-

ние её кислотности и др. При естественной флотации 80-90% клеток в те-

чении 1 ч. удерживалось во взвешенном состоянии (нефлотировавшие 

клетки). Обработка углеводородами и маслом в концентрации приводила к 

снижению этой цифры до 40% и менее. Барботирование культуры возду-

хом снижала количество остающейся в суспендированном состоянии кле-

Метод культивирования, 
среда роста, углеродный 
субстрат 

Удельная скорость 
роста μ, ч-1  (час 
роста) 

Продолжитель-
ность генерации, ч 

Выход биомас-
сы, г/л 

Качалочные колбы, 
жидкая минеральная 
среда с гексадеканом 

0,147 ч-1 

 (24-36 ч) 
4,7 ч 3,86 

 

ОКА-01-100Т, вытяжка 
нитроаммофоски с саха-
розой 

0,378 ч-1    
(18-20 ч) 
 

1,8  
 

0,26 
(20 ч) 
 

0,06 ч-1    
(42-46 ч) 

11,6 1,13 
(46 ч) 
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точной биомассы до величины 30% от исходной, что соответствует эффек-

тивности работы промышленных флотаторов. Таким образом, комбинируя 

различные методы, был достигнут уровень удаления до 90% клеток из сре-

ды роста. 

Внедрение “зелёных” технологий в сельском хозяйстве предполагает 

к минимизации химической активизации роста растений. Одним из пер-

спективных путей считается применение PGPR-бактерий, способных сти-

мулировать рост растений. Как правило, это представители родов Pseudo-

monas, Azospirillum и др., выделяющих фитогормоны. Ранее нами было по-

казано снижение фитотоксичности загрязненной нефтью почвы при обра-

ботке культурой R. erythropolis B2 [11]. , Обнаружена  продукция ею индо-

лилуксусной кислоты (ИУК). Максимальный выход ауксина был получен 

при внесении в минимальную среду культивирования триптофана, как 

предшественника в биосинтезе ауксина – уровень продукции повышался с 

9 мкг/мл до 31 мкг/мл. Положительная зависимость роста продукции ИУК 

от увеличения концентрации триптофана наблюдалась при культивирова-

нии на гексадекане. Способность родококков выделять фитостимуляторы 

при деструкции углеводородов открывает возможности для их использо-

вания как фитостимулирующих культуры при рекультивации нефтезагряз-

ненных почв и фиторемедиационном этапе очистки различных нефтесо-

держащих отходов. 

  
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Штамм Rhodococcus erythropolis B2 наряду с другими перспектив-

ными нефтеокисляющими микроорганизмами коллекции кафедры генети-

ки, микробиологии и биотехнологии КубГУ исследовался как нефтеде-

структор. В предыдущих исследованиях показана его эффективность при 

биоремедиации почв [12]  , нефтешламов [11, 13], как в лабораторных, так 

и полевых условиях [14]. Нефтеокисляющий штамм Rhodococcus 
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erythropolis B2 по сумме физиологических и технологических свойств име-

ет преимущества в качестве основы для создания биопрепарата-

нефтедеструктора на основании следующих основных выявленных 

свойств: 

– широкий спектр катаболизируемых углеводородов, высокая деструкци-

онная активность по отношению к различным нефтепродуктам и нефти; 

– высокая удельная скорость роста при культивировании на дешевом сырье; 

– возможность совместного культивирования с другими штаммами алка-

нотрофных актинобактерий при наработке полибактериального препарата 

(ассоциативной культуры); 

– способность к синтезу фитостимулирующих соединений индольной при-

роды. 
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