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Аннотация. Целью проведенного исследования являлось изучение способности нового штамма-деструктора 
парафинов Gordonia amicalis G2, выделенного из загрязненного песка морского порта во Вьетнаме, продуци-
ровать биосурфактанты. Мониторинг продукции биосурфактантов штаммом Gordonia amicalis G2 проводили 
в процессе роста бактерий при периодическом культивировании с использованием гексадекана в качестве 
ростового субстрата. Эффективность действия продуцируемых биосурфактанов оценивали с помощью 
поверхностного и межфазного натяжения. Поверхностное и межфазное натяжение растворов биосурфак-
тантов определяли методом отрыва кольца де Нуи с использованием тензиометра Kruss K6. Поверхностное 
натяжение снизилось до 39 мН/м, межфазное натяжение – до 2 мН/м. Для характеристики химической 
структуры биосурфактантов использовали тонкослойную хроматографию и инфракрасную спектроскопию с 
преобразованием Фурье. По результатам качественной оценки выявлена гликолипидная природа вторичных 
метаболитов. Критическую концентрацию мицеллообразования определяли по точке перегиба на кривых 
зависимостях поверхностного натяжения от содержания биосурфактанта. Значение критической концен-
трации мицеллообразования составило 200 мг/л при постоянном поверхностном натяжении 39 мН/м. 
Новый штамм Gordonia amicalis G2 продемонстрировал эффективную способность к продукции гликоли-
пидных биосурфактантов. Учитывая способность Gordonia amicalis G2 участвовать в синтезе каротиноидов, 
можно предположить разработку комплексной технологии получения вторичных метаболитов на основе 
данного штамма.
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Abstract. The present study was aimed at analyzing the ability of a new paraffin-degrading strain, Gordonia 
amicalis G2, isolated from the contaminated sand of a seaport in Vietnam, to produce biosurfactants. The production 
of biosurfactants by the Gordonia amicalis G2 strain was monitored during bacterial growth in batch culture with the 
use of hexadecane as the growth medium. The effectiveness of produced biosurfactants was evaluated in terms of 
surface and interfacial tension. The surface and interfacial tension of biosurfactant solutions were determined using 
the du Noüy ring method by means of a Kruss K6 tensiometer. Surface tension decreased to 39 mN/m; interfacial 
tension, to 2 mN/m. The chemical structure of biosurfactants was characterized using thin-layer chromatography 
and Fourier transform infrared spectroscopy. A qualitative assessment revealed the glycolipid nature of secondary 
metabolites. The critical micelle concentration was determined from the inflection point of the curves showing the 
dependence of surface tension on the biosurfactant content. The critical micelle concentration amounted to 200 mg/L 
at a constant surface tension of 39 mN/m. The new Gordonia amicalis G2 strain was found to have an effective 
ability to produce glycolipid biosurfactants. Given the ability of Gordonia amicalis G2 to participate in the synthesis 
of carotenoids, an integrated technology could be developed for secondary metabolite production by this strain.
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ВВЕДЕНИЕ
Представители рода Gordonia являются аэробными 

грамположительными нокардиоморфными актино-
мицетами. Различные виды гордоний выделены из 
почвы [1], морской воды [2], сточных вод [3], территорий 
фермерских хозяйств, птичников [4], мест нефтяных 
разливов [5]. Широкий ареал их обитания во многом 
обеспечивается высокой метаболической активностью, 
благодаря которой представители Gordonia способны 
утилизировать большой спектр различных соединений, 
в том числе промышленные загрязнители – алканы [6], 
ароматические углеводороды (пирен [7], фенантрен [2]), 
эфиры фталевой кислоты [8], нитрилы [9], некоторые 
синтетические инсектициды (тетраметрин, D-цифенотрин, 
хлоремпентрин, праллетрин, аллетрин) [10], бифенилы 
и их полихлорированные производные [11], фенол [12] 
пиридины [13], стероидные соединения (холестерол [14], 
эстрадиол [15]). Отличительной особенностью гордоний 
является способность осуществлять десульфуризацию 
сероорганических соединений, например изопренового 
каучука [16], тиофена [17] или дибензотиофена [18]. 
Бактерии рода Gordonia обладают устойчивостью к дей-
ствию тяжелых металлов, что важно для их практического 

применения в экологической биотехнологии. Так, штамм 
Gordonia alkanivorans YC-RL2 проявлял устойчивость к 
ионам Cd2+, Co2+, Cu2+, Ni2+, Zn2+, Mn2+ и Pb2+ [11].

Кроме того, гордонии синтезируют широкий спектр 
вторичных метаболитов, которые имеют значительный 
потенциал для применения в различных отраслях про-
мышленности и областях деятельности человека. К таким 
соединениям относятся антибиотики (актиномицин D) 
[19], алкалоиды (пимпринин, кладониамин), фенилпро-
паноиды (атрамицин типов А и В, куркумин А, В и С, 
1,4-дифенил-2,3-бутандиол) [20], сидерофоры (дифе-
роксамин [20, 21]), бендиголы [22], терпеноиды [23], 
каротиноиды [24], липопептиды [19], экзополисахариды 
[25], биосурфактанты [26]. 

Биосурфактанты рассматриваются как «зеленые» 
аналоги синтетических поверхностно-активных веществ. 
Они нетоксичны, биоразлагаемы, стабильны в широком 
диапазоне температур, pH и ионной силы [27]. Показано, 
что некоторые из них обладают антибактериальной, 
противовирусной, противогрибковой, противораковой 
и иммунологической активностью [28–30]. Благодаря 
вышеперечисленным преимуществам и свойствам 
биосурфактанты предложено использовать в сельском 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour
https://rscf.ru/project/24-24-20033/
https://doi.org/10.21285/achb.978
https://elibrary.ru/sqkpvo


215

Нечаева И.А., Осина А.Н., Филиппова А.С. и др. Штамм Gordonia amicalis G2 – продуцент… 
Nechaeva I.A., Osina A.N., Filippova A.S., et al. Gordonia amicalis G2 strain as a producer of biosurfactants  

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

хозяйстве [31], косметологии [32], медицине и фарма-
цевтике [33], пищевой промышленности [34] и нефте-
газовой отрасли [35].

Несмотря на большой спрос и многочисленные 
преимущества биосурфактантов, их широкое исполь-
зование ограничено относительно высокой стоимостью. 
Для снижения затрат на их производство предложены 
различные биотехнологические подходы, такие как твер-
дофазная ферментация, оптимизация состава пита-
тельной среды, иммобилизация продуцентов [36]. В то 
же время микроорганизм-продуцент играет ключевую 
роль в реализации биотехнологического процесса. Учи-
тывая высокий деградативный потенциал и устойчивость 
к токсикантам, поиск продуцентов поверхностно-ак-
тивных веществ среди гордоний позволит найти новые 
штаммы с большим биотехнологическим потенциалом.

В связи с вышесказанным целью проведенной работы 
являлось оценка потенциала нового штамма Gordonia 
amicalis G2 – деструктора углеводородов нефти для 
применения в технологии получения «зеленых» поверх-
ностно-активных веществ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объект исследования. В исследовании использовали 

штамм G. amicalis G2 из рабочей коллекции лабора-
тории экологической и медицинской биотехнологии 
Научно-исследовательского центра «БиоХимТех» Туль-
ского государственного университета (г. Тула, Россия). 
Этот штамм выделен из загрязненного песка морского 
порта Кат Лай (г. Хошимин, Вьетнам) и предоставлен для 
исследований кандидатом химических наук, заведующим 
лабораторией тропической медицины Южного отделения 
Совместного Российско-Вьетманского Тропического центра 
Лыонг Тхи Мо. Геном штамма G. amicalis G2 секвени-
рован и депонирован в базе данных NCBI под номером 
BioSample SAMN27068010, BioProject PRJNA821361, 
GenBank CP094665 (хромосома), CP094666 (плазмида 
pCP89), CP094667 (плазмида pCP113).

Условия культивирования. Периодическое культи-
вирование проводили в колбах Эрленмейера, содер-
жащих 100 мл модифицированной среды Эванса, с 
использованием в качестве единственного источника 
углерода и энергии гексадекан (2% по объему) при 32 °С 
в течение 96 ч на орбитальном шейкере-инкубаторе 
ES-20/60 (BioSan, Латвия) при 180 об/мин. Посевная 
доза инокулята составляла 2%. 

Состав среды Лурия – Бертрани, г/л: триптон – 10; 
дрожжевой экстракт – 5; NaCl – 10.

Состав среды Эванса: K2HPO4 – 8,71 г; NaNO3 – 1,7 г; 
0,1 моль/л раствор Na2SO4 – 1 мл; 62 ммоль/л 
раствор MgCl2 – 1 мл; 1 ммоль/л раствор CaCl2 – 1 мл; 
0,005 ммоль/л раствор (NH4)6Mo7O24 – 1 мл; раствор 
микроэлементов – 1 мл. pH среды доводили 1 моль/л 
раствором HCl до 7,0. Состав раствора микроэлементов 
в 1%-м водном растворе HCl, г/л: ZnO – 0,41; FeCl3 – 2,9; 
MnCl2 – 1,28; CuCl2 – 0,13; CoCl2 – 0,26; H3BO3 – 0,06.

Питательные среды стерилизовали в течение 30 мин 
при 121 °С.

Получение бесклеточного супернатанта. Бескле-
точный супернатант получали центрифугированием 
культуральной жидкости на центрифуге Avanti J-30I 
(Beckman Coulter, США) при 9100 об/мин (10000 g) и 
4 °С в течение 10 мин.

Определение поверхностного и межфазного натя-
жения. Поверхностное натяжение бесклеточного 
супернатанта определяли по методу кольца Дю Нуи 
с использованием тензиометра K6 (Kruss, Германия) 
при 25 °С. Раствором сравнения выступала дистилли-
рованная вода (поверхностное натяжение 72 мН/м).

Межфазное натяжение определяли на границе 
раздела фаз (бесклеточный супернатант – гексадекан). 
Измерения проводили на тензиометре K6 (Kruss, Гер-
мания) при 25°С. 

Экстракция биосурфактантов из бесклеточного супер-
натанта. Экстракцию биосурфактантов проводили в две 
стадии. На первой стадии бесклеточный супернатант 
очищали от остатков гексадекана с использованием 
гексана в соотношении 1:1 (по объему). Очищенный 
супернатант подкисляли 5 моль/л раствором HCl до 
pH 3,5 и оставляли при 4 °С на ночь. На второй стадии 
для извлечения биосурфактантов из подкисленного 
супернатанта использовали трет-метилбутиловый 
эфир в соотношении 1:1 (по объему). Полученный 
органический экстракт осушали с использованием 
безводного CaCl2 в течение 3–5 дней. Растворитель 
удаляли на ротационном испарителе ИР-1 ЛТ (Labtex, 
Россия) при 33–35 °С и 0,66–0,68 кгс/см3. Незадолго 
до окончания упаривания к смеси добавляли 100 мкл 
бензола и упаривали досуха. 

Определение критической концентрации мицелло-
образования. Критическую концентрацию мицеллоо-
бразования определяли как точку перегиба на кривых 
зависимостях поверхностного натяжения от содержания 
растворов биосурфактантов [37]. Для этого готовили 
серию растворов с содержанием биосурфактантов от 0 
до 500 мг/л и измеряли поверхностное натяжение на 
тензиометре K6 (Kruss, Германия).

Качественная характеристика биосурфактантов 
методом тонкослойной хроматографии. Разделение 
компонентов биосурфактантов проводили на пластинах с 
силикагелем Sorbfil ПТСХ-АФ-А (ИМИД, Россия) с исполь-
зованием подвижной фазы хлороформ:метанол:вода 
(65:15:2 по объему). Для определения наличия углеводов 
пластины обрабатывали α-нафтолом (0,25 г α-нафтола в 
50 мл смеси метанола и воды (1:1 по объему)) и 10%-й 
серной кислотой и нагревали на плитке при 110 °С 
до появления интенсивной окраски. Для определения 
наличия липидов пластины помещали в камеру, насы-
щенную парами йода, до появления максимальной 
окраски. Для определения наличия аминокислот тон-
кослойную хроматографию проводили с использованием 
подвижной фазы изопропанол:вода (70:30 по объему). 
Готовые пластины окрашивали раствором нингидрина 
и нагревали на плитке при 110 °С до появления интен-
сивной окраски [26].

Исследование структуры биосурфактантов методом 
инфракрасной спектроскопии с преобразованием Фурье. 
Инфракрасную (ИК) спектроскопию с преобразованием 
Фурье экстрактов биосурфактантов проводили на приборе 
ИнфраЛЮМ ФТ-08 («Люмэкс», Россия) с использованием 
приставки нарушенного полного внутреннего отражения 
в диапазоне 4000–400 см-1 с разрешением 4 см-1.

Статистическая обработка результатов. Экспери-
менты выполняли в трехкратной повторности. Стати-
стическую обработку данных проводили с использо-
ванием программного обеспечения MS Excel 2016 и 
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SigmaPlot 2011. Данные представлены в виде среднего 
значения с доверительными интервалами. Рассчитаны 
показатели среднее ± доверительный интервал. Уровень 
статистической значимости p ≤ 0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Штамм G. amicalis G2 отобран как деструктор пара-

финов в результате скрининга микроорганизмов, выде-
ленных из загрязненного нефтепродуктами морского 
песка. В настоящей работе возможность этого штамма 
использовать гидрофобные источники углерода и энергии 
оценивали по способности роста на жидких и твердых 
алканах – додекане (C12H26), гексадекане (C16H34), нона-
декане (C19H40) и тетракозане (C24H50) и ароматических 
соединениях – феноле (C6H6OH), нафталине (C10H8) и 
фенантрене (C14H10) (рис. 1). 

a b с d e f g
Рис. 1. Рост штамма Gordonia amicalis G2  
на минеральной среде Эванса, содержащей 1% 
додекана (a), гексадекана (b), нонадекана (c), 
тетракозана (d), фенола (e), нафталина (f), фенантрена (g)

Fig. 1. Growth of Gordonia amicalis G2 strain  
on Evans mineral medium containing 1% dodecane (a), 
hexadecane (b), nonadecane (c), tetracosane (d), phenol (e), 
naphthalene (f), phenanthrene (g)

Рост бактериальной культуры (образование биомассы 
оранжевого цвета) наблюдали только на алканах  – 
додекане, гексадекане, нонадекане, тетракозане (см. 
рис. 1, a–d). Следует отметить, что оранжевый цвет 
биомассы бактерий свидетельствует об образовании 
каротиноидов, что можно использовать при разработке 
комплексной технологии получения вторичных метабо-
литов. Распределение биомассы в объеме культуральной 
жидкости зависит от агрегатного состояния субстрата. 
При использовании жидких алканов рост бактериальной 
культуры происходит во всем объеме культуральной 
жидкости (см. рис. 1, a, b). В случае использования 
твердых алканов в качестве источника углерода и 
энергии наблюдается адгезия клеток к поверхности 
субстрата (см. рис. 1, c). 

Биодеградация алканов является общей чертой 
для представителей данного рода [38–40]. Кроме 
того, при росте на углеводородах актиномицеты родов 
Rhodococcus, Gordonia продуцируют поверхностно-ак-
тивные соединения, такие как биоэмульгаторы и биосур-
фактанты [41]. Мониторинг продукции биосурфактантов 
штаммом G. amicalis G2 проводили в процессе роста 
бактерий при периодическом культивировании с исполь-
зованием гексадекана в качестве ростового субстрата. 
На кривой роста G. amicalis G2 начало стационарной 
фазы соответствует 100 ч культивирования (рис. 2).  
В этой фазе роста происходит продукция биосурфактантов, 
что является характерным для вторичных метаболитов.

Рис. 2. Кривая роста бактерий Gordonia amicalis G2  
в условиях периодического культивирования (сплошная линия)  
и зависимость поверхностного натяжения бесклеточного 
супернатанта от времени (пунктирная линия)

Fig. 2. Growth curve of Gordonia amicalis G2 bacteria  
under conditions of batch cultivation (solid line)  
and time dependence of the surface tension  
of the cell-free supernatant (dotted line)

В стационарной фазе роста поверхностное натяжение 
снижается до 39 мН/м (см. рис. 2), что свидетельствует 
об эффективной продукции биосурфактантов на этой 
стадии. Полученное значение поверхностного натяжения 
бесклеточного супернатанта соответствует результатам 
других исследований (30–40 мН/м) [42–45].

Эффективность действия продуцируемых биосур-
фактанов можно оценить с помощью еще одного пока-
зателя – межфазного натяжения на границе раздела фаз 
между бесклеточным супернатантом и гидрофобным 
веществом. Межфазное натяжение бесклеточного 
супернатанта на границе с гексадеканом снизилось 
с 21 мН/м в начале культивирования микроорганизмов 
до 2 мН/м в стационарной фазе роста, что указывает на 
высокую эффективность продукции поверхностно-ак-
тивных веществ.

Для характеристики биосурфактантов, продуци-
руемых штаммом G. amicalis G2, проводили их выде-
ление методом жидкостной экстракции органическими 
растворителями. Для этого в работе использовали одно-
компонентную систему – метил-трет-бутиловый эфир. 
Этот растворитель менее токсичен и легче поддается 
биологическому разложению по сравнению с другими 
системами экстракции (хлороформ:метанол, этилацетат). 
Кроме того, применение метил-трет-бутилового эфира 
способствует извлечению биосурфактантов из супер-
натанта с высоким выходом продукта [46].

Метод тонкослойной хроматографии применили для 
качественной характеристики экстракта биосурфак-
тантов. В парах йода удалось обнаружить несколько 
компонентов липидов с разной подвижностью (см. 
рис. 2, b). С помощью специфического проявителя на 
сахара α-нафтольного реагента обнаружили, что эти 
компоненты имеют гликолипидную природу (рис. 3, а). 
Нингидриновый тест на наличие пептидов и аминокислот 
дал отрицательный результат (рис. 3, c).

Известно, что актиномицеты, к которым относятся 
гордонии, при росте на гидрофобных субстратах про-
дуцируют биосурфактанты гликолипидной природы [42, 
43, 45, 47–49], липогликан [50] и липогликопротеин [51].  
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Тем не менее в большинстве работ показано присут-
ствие именно гликолипидов различного строения.

Для выявления специфических функциональных 
групп у биосурфактантов G. amicalis G2 использовали 
ИК-спектроскопию с преобразованием Фурье (рис. 4). 

Рис. 4. Инфракрасный спектр биосурфактантов  
Gordonia amicalis G2

Fig. 4. Infrared spectrum of biosurfactans Gordonia amicalis G2

В ИК-спектре выявлены характеристические полосы, 
соответствующие колебаниям пиранозного цикла (1095, 
1014 см-1), что свидетельствует о наличии остатков сахара 
в составе биосурфактантов. Кроме того, на спектрах 
присутствуют полосы поглощения, отвечающие за 
колебания связи С=О (1714 см-1) и С-О (1215 см-1) в 
сложных эфирах, валентные (2922, 2855 см-1) и дефор-
мационные (1462, 753 см-1) колебания связи С-Н в 

алкильных группах жирных кислот. На основании данных 
ИК-спектров можно заключить, что в составе биосур-
фактантов содержатся остатки сахаров и жирных кислот. 
Ранее нашим научным коллективом было показано, что 
актиномицеты рода Rhodococcus продуцируют трега-
лолипиды, содержащие остатки октановой и декановой 
кислот. Смесь биосурфактантов представляла собой 
2,3,4-сукцинил-октаноил-деканоил-2’-деканоилтрегалозу 
и 2,3,4-сукцинил-диоктаноил-2’-деканоилтрегалозу [37]. 
Вероятно, соединения подобного строения могут син-
тезировать и гордонии.

Важной характеристикой биосурфактантов является 
значение критической концентрации мицеллообразо-
вания. Данный показатель продуцируемых G. amicalis G2 
биосурфактантов определяли по точке перегиба гра-
фической зависимости поверхностного натяжения от 
содержания биосурфактанта. Значение критической 
концентрации мицеллообразования составляет 200 мг/л 
при постоянном поверхностном натяжении 39 мН/м 
(рис. 5). В работах [7, 26, 52] для биосурфактантов 
бактерий рода Gordonia значения критической концен-
трации мицеллообразования находится в диапазоне 
от 90 до 240 мг/л, что соответствует полученным нами 
данным. Таким образом, новый штамм G. amicalis G2, 
выделенный из загрязненного песка морского порта 
Вьетнама, продемонстрировал способность к эффек-
тивной продукции поверхностно-активных веществ 
биологического происхождения.

Рис. 5. Зависимость поверхностного натяжения  
от концентрации биосурфактанта Gordonia amicalis G2

Fig. 5. Surface tension versus concentration  
of biosurfactant Gordonia amicalis G2

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Новый штамм G. amicalis G2 способен к использо-

ванию в качестве единственного источника углерода 
и энергии алканов как в жидком, так и в твердом 
агрегатном состоянии. При периодическом культиви-
ровании с использованием гексадекана в качестве 
ростового субстрата в стационарной фазе роста про-
исходила продукция биосурфактантов. Эффективность 
действия продуцируемых биосурфактанов оценили с 
помощью поверхностного и межфазного натяжения. 
Поверхностное натяжение снижалось до 39 мН/м, 
межфазное натяжение – до 2 мН/м. Специфические 

a b c

Рис. 3. Хроматограммы биосурфактанта Gordonia  
amicalis G2 при окрашивании α-нафтолом (a), йодом (b)  
и нингидрином (c)
Fig. 3. Chromatograms of Gordonia amicalis G2 
biosurfactant staining with α-naphthol (a), iodine (b)  
and ninhydrin (c)
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функциональные группы у биосурфактантов G. amicalis 
G2 выявлены с использованием ИК-спектроскопии с 
преобразованием Фурье. В ИК-спектре присутствуют 
характеристические полосы, соответствующие коле-
баниям пиранозного цикла, что свидетельствует о 
наличии остатков сахара в составе биосурфактантов. 
Кроме того, выявлены полосы поглощения, отвечающие 
за колебания связей С=О и С-О в сложных эфирах, 
валентные и деформационные колебания связи С-Н 
в алкильных группах жирных кислот. Таким образом, в 

составе биосурфактантов содержатся остатки сахаров 
и жирных кислот. Для характеристики биосурфактантов 
определяли критическую концентрацию мицеллообра-
зования по точке перегиба на кривых зависимостях 
поверхностного натяжения от содержания биосурфак-
танта. Значение данного показателя составило 200 мг/л 
при постоянном поверхностном натяжении 39 мН/м. 
Выделенные биосурфактанты гликолипидной природы 
будут использованы при изучении их солюбилизирующей 
способности в отношении гидрофобных соединений. 
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