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В последние годы наблюдается устойчивое повышение фундаментального 
интереса к исследованию степени биодоступности и токсического воздействия 
фармацевтических поллютантов на природные микроорганизмы, играющие 
роль системы первичного реагирования на ксенобиотическую нагрузку 
окружающей среды. На основе биоресурсов Региональной профилированной 
коллекции алканотрофных микроорганизмов (официальный акроним 
коллекции ИЭГМ, реестровый номер Уникальной научной установки 73559, 
номер 285 во Всемирной федерации коллекций культур, http://www.iegmcol.ru) 
впервые установлена способность актинобактерий рода Rhodococcus  
к деструкции сложных соединений ароматического ряда, составляющих  
основу широко применяемых в медицинской практике нестероидных 
противовоспалительных средств (НПВС). Отобраны штаммы – активные 
биодеструкторы диклофенака натрия и ибупрофена, наиболее часто 
детектируемых в окружающей природной среде НПВС и представляющих 
наибольший потенциальный риск для гидробиоты и человека. Изучены 
кинетика и основные закономерности процесса биодеградации 
фармполлютантов. Осуществлена идентификация продуктов бактериального 
разложения экотоксикантов, охарактеризованы пути их биодеструкции, 
описаны математические модели процесса полной бактериальной деградации 
фармполлютантов в высокой концентрации. Впервые получены данные, 
подтверждающие разрыв связи C-N и раскрытие ароматического цикла в 
молекуле диклофенака, сопровождающиеся образованием неопасных для 
живых организмов метаболитов. Оценена потенциальная биоактивность 
отдельных продуктов метаболизации диклофенака. Выявлены наиболее 
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типичные реакции родококков на воздействие НПВС: изменение дзета-
потенциала, морфометрических параметров и степени гидрофобности 
бактериальных клеток, повышение содержания суммарных клеточных липидов 
и образование бактериальных ассоциатов. 

Результаты проведенных исследований рассматриваются в качестве 
механизмов адаптации родококков и повышения их устойчивости к 
токсическому воздействию фармполлютантов. Полученные фундаментальные 
данные дают представление об экологической роли актинобактерий рода 
Rhodococcus в детоксикации фармполлютантов и создают предпосылки для 
реализации технических решений процессов доочистки сточных вод 
фармацевтических предприятий и обезвреживания опасных фармотходов. 

Ключевые слова: биодеструкция, актинобактерии, Rhodococcus, 

фармполлютанты, НПВС, диклофенак, ибупрофен. 

Введение 

На фоне крайне напряженной экологи-

ческой ситуации неуклонно возрастает 

риск медикаментозного загрязнения окру-

жающей природной среды. Серьезная оза-

боченность присутствием фармацевтиче-

ских поллютантов в открытых экосистемах 

появилась сравнительно недавно. Только в 

начале 2000-х годов лекарственное загряз-

нение среды начали рассматривать как но-

вую экологическую проблему, несущую 

растущую реальную угрозу для человека и 

всей биоты в глобальном масштабе.  

Сегодня практически неизвестна «эко-

логическая судьба» фармпрепаратов и их 

метаболитов в окружающей среде. Если во-

просы воздействия их на человека и живот-

ных интенсивно изучаются, появились ра-

боты по влиянию тотально применяемых 

антипиритических и анальгетических аген-

тов на растения, то исследования в отноше-

нии природных микроорганизмов, которым 

при контакте с данными ксенобиотиками 

приходится решать проблему их детокси-

кации, только начинают разворачиваться. 

Среди микроорганизмов, участвующих 

в процессах самоочищения природных 

экосистем, важную экологическую роль в 

детоксикации и деконтаминации почв и 

воды могут играть актинобактерии − ус-

тойчивые обитатели загрязненных почв, 

водоемов, активного ила, сточных вод, об-

ладающие высокой активностью оксидо-

редуктаз, богатыми адаптивными возмож-

ностями в отношении различных токсиче-

ских соединений, а также высоким потен-

циалом для биоремедиации загрязненных 

объектов [1, 2]. Актуальность использова-

ния метаболического потенциала актино-

бактерий для биодеградации фармвеществ 

подтверждается все возрастающим числом 

исследований [3–5]. В настоящей работе 

интерес представлял анализ возможного 

участия их в качестве эффективных био-

окислителей фармпрепаратов группы не-

стероидных противовоспалительных 

средств (НПВС), наиболее часто детекти-

руемых в окружающей среде [6]. 

Одними из таких антропоген- 

ных микрозагрязнителей являются 

диклофенак натрия (C14H10Cl2NNaO2, CAS 

15307-86-5, 2-(2-[2′,6′-дихлорфенил]-ами-

но)-фенилуксусная кислота в виде натрие-

вой соли) и ибупрофен (C13H18O2; CAS 

15687-27-1; (RS)-2-[4-(2-метилпропил)фе-

нил] пропановая кислота) – широкодос-

тупные и часто применяемые в мировой 

медицинской практике и ветеринарии 

НПВС. Количественные характеристики 

ежегодно потребляемых диклофенака и 

ибупрофена выражаются тысячами 

тонн [7]. Диапазон их фактических кон-

центраций в грунтовых [8], поверхност-

ных (в том числе морских) [9], сточных 

водах [10] и даже питьевых водах [11] по 

всему миру варьируется от 0,02 нг/л до 

100 мг/л. Несмотря на преимущественно 

относительно низкий уровень присутствия 

фармполлютантов в природной среде, их 

постоянное пополнение может привести к 
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высоким долговременным концентрациям 

и стимулировать отрицательное воздейст-

вие на человека и природу [12, 13]. 

Использование традиционных физико-

химических технологий удаления фарма-

цевтических загрязнителей из водных 

растворов экологически небезопасно, 

поскольку ограничено возможностью 

образования побочных продуктов дест-

рукции фармполлютантов, и весьма не-

экономично в связи с высокими эксплуа-

тационными расходами и энергозатрата-

ми [14]. Приоритет по показателям эф-

фективности, безопасности и экономич-

ности признается за биотехнологически-

ми способами конверсии этих экологиче-

ских стрессоров. Однако работы по био-

конверсии НПВС, особенно диклофенака, 

пока немногочисленны [15,16]. 

Цель настоящего проекта – углублен-

ное исследование механизмов разложе-

ния фармполлютантов группы НПВС 

актинобактериями, изучение специфиче-

ских особенностей взаимодействия 

«фармполлютант – микроорганизм» и 

оценка эффективности запускаемых 

защитных реакций бактериальных клеток 

в ответ на воздействие фармполлютантов. 

 

Материалы и методы исследования 

В работе использовали 220 штаммов 

актинобактерий, принадлежащих к 14 ро-

дам и поддерживаемых в Региональной 

профилированной коллекции алкано-

трофных микроорганизмов (официальный 

акроним коллекции ИЭГМ, реестровый 

номер УНУ 73559, номер во Всемирной 

федерации коллекций культур 285, 

http://www.iegmcol.ru). Исследование влия-

ния НПВС на бактериальные культуры 

изучали путём определения минимальных 

подавляющих концентраций (МПК) мето-

дом серийных разведений. Процесс биоде-

струкции диклофенака (50 мкг/л и 50 мг/л) 

и ибупрофена (100 мг/л) проводили в мине-

ральной среде RS [17] с использованием 

свободных актинобактериальных клеток.  

В качестве дополнительных источников 

углерода и энергии использовали D-глюко-

зу (5 г/л) или н-гексадекан (0,1 об.%).  

При исследовании живых клеток с по-

мощью системы совмещенного сканирова-

ния, состоящей из конфокального лазерно-

го сканирующего микроскопа (КЛСМ) 

Olympus FV 1000 (Olympus Corporation, 

Япония) и атомно-силового микроскопа 

(АСМ) Asylum MFP-3D (Asylum Research, 

США), бактерии обрабатывали красите-

лем LIVE/DEAD
®
 BacLight

TM
 Bacterial 

Viability Kit (Invitrogen, США). 

Для определения внутриклеточной 

локализации окислительных ферментов, 

участвующих в превращениях исходных 

соединений, получали супернатанты с 

цитоплазматическими и мембранными, а 

также ресуспендированный соникат с 

неэкстрагируемыми ферментными ком-

плексами. Влияние ингибиторов оксигеназ 

на деструктирующую активность родокок-

ков изучали с использованием ингибиторов 

цитохром P450-зависимых монооксигеназ 

(1-аминобензотриазол, амиодарона гидро-

хлорид, имидазол, кетоконазол, проади-

фен), которые вносили в среду до конечной 

концентрации 5 мМ. Содержание глюкозы 

и хлоридов в среде культивирования бакте-

рий, а также каталазную активность 

последних определяли нефелометрически с 

использованием спектрофотометра Lambda 

EZ201 (Perkin-Elmer, США). Измерение 

дзета-потенциала бактериальных клеток 

проводили с помощью анализатора 

ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments, 

Великобритания). Степень гидрофобности 

родококков оценивали методом Salt 

Aggregation Test. Количество суммарных 

клеточных липидов определяли гравимет-

рически. Качественный и количественный 

анализ продуктов биотрансформации 

экотоксикантов осуществляли с помощью 

методов высокоэффективной жидкостной 

хроматографии, газовой хромато-масс-

спектрометрии и ИК-спектроскопии. 

Изучение фитотоксичности диклофенака и 

его метаболитов проводили согласно мето-

дическим рекомендациям [18]. Для оценки 

экотоксичности и прогноза спектров 

биологической активности метаболитов 

использовали компьютерные программы 

ECOSAR (Ecological Structure Activity 
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Relationships), доступную в программном 

пакете EPI Suite TM (The Estimation 

Programs Interface, EPA, США), и PASS-

Online (Prediction of Activity Spectra for 

Substances, http://www.pharmaexpert.ru/ 

passonline/index.php) соответственно. 

 

Результаты: 

Определение устойчивости  

актинобактерий к НПВС 

По нашим данным, использованные в 

работе штаммы актинобактерий обладали 

различной степенью устойчивости к исход-

ным НПВС. Наиболее токсичным оказался 

диклофенак (МПК 50–200 мг/л), наименее 

токсичным − ибупрофен (МПК 125–1000 

мг/л). Наиболее устойчивыми к диклофена-

ку оказались штаммы R. ruber ИЭГМ 231  

и ИЭГМ 346, R. erythropolis ИЭГМ 213, 

R. rhodochrous ИЭГМ 647 (МПК 200 мг/л), 

G. terrae ИЭГМ 148 (МПК 150 мг/л); к ибу-

профену – Nocardioides jensenii ИЭГМ 821, 

R. cerastii ИЭГМ 1243, R. cercidiphylli 

ИЭГМ 1184, R. erythropolis ИЭГМ 501,  

R. ruber ИЭГМ 596 (МПК ≥ 1000 мг/л), 

преимущественно выделенные ранее из 

грунтовых, бытовых и промышленных вод 

(http://www.iegmcol.ru/strains/index/html). 

В экспериментах по биодеструкции исход-

ных соединений использовали репрезента-

тивные штаммы активных биоокислителей 

R. cercidiphylli ИЭГМ 1184 и R. ruber 

ИЭГМ 346. В данном сообщении представ-

лены результаты, касающиеся преимуще-

ственно биодеструкции диклофенака, как 

наиболее часто обнаруживаемого в окру-

жающей среде фармполлютанта, признан-

ного Еврокомиссией веществом, представ-

ляющим наибольший риск для окружаю-

щей природной среды [6] и характеризую-

щегося высокой устойчивостью к биораз-

ложению, способностью к персистирова-

нию и экотоксичностью в отношении на-

земных и водных организмов [7, 12, 13]. 

 

Биодеструкция НПВС  

с использованием целых клеток  

R. cercidiphylli ИЭГМ 1184  

и R. ruber ИЭГМ 346 

В экспериментах с использованием 

диклофенака в высокой концентрации (50 

мг/л) при дополнительном внесении глю-

козы (0,5%) остаточное содержание эко-

токсиканта в постферментационной среде 

R. ruber ИЭГМ 346 на 60 сут оставалось 

еще примерно 50% (рис. 1,а). 

Средняя скорость биодеструкции 

диклофенака на протяжении эксперимента 

составляла 0,4 мг/сут Максимальные 

(0,7 мг/сут) показатели скорости биодест-

рукции наблюдались в первые 10 сут экс-

перимента. Максимальная удельная ско-

рость деградации диклофенака (мг дикло-

фенака/мг СВ/сут) составляла 0,02 сут
-1

.  
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Рис. 1. Динамика биодеструкции 50 мг/л (a) и 50 мкг/л (б) диклофенака (ДН) 

прединкубированными клетками R. ruber ИЭГМ 346 ■ – в присутствии глюкозы: ● – контроль 

абиотической деструкции; ▲ – контроль биосорбции; 1 – сухой вес (СВ) биомассы родококков в 

присутствии диклофенака и глюкозы; 2 – сухой вес биомассы родококков в присутствии 

глюкозы. Стрелками обозначено дробное внесение глюкозы 
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В случае использования диклофенака в 

низкой (50 мкг/л) концентрации значи-

тельную убыль вещества регистрировали 

уже в первые двое суток эксперимента 

(рис. 1,б). При этом средняя скорость био-

конверсии составляла 8,3 мкг/сут. На  

фоне достижения максимальной скорости 

(13 мкг/сут) биодеструкции диклофенака 

наблюдался постепенный стабильный 

прирост клеточной биомассы. На 5-е сут 

увеличение численности родококков со-

провождалось значительной убылью дик-

лофенака, полное разложение которого 

достигалось на 6-е сут эксперимента.  

С использованием штамма 

R. cercidiphylli ИЭГМ 1184 в условиях 

предварительного выращивания клеток в 

присутствии 0,1% н-гексадекана полную 

деструкцию 100 мг/л ибупрофена наблю-

дали на 6 сут эксперимента (рис. 2). 

Средняя скорость биоконверсии ибу-

профена составляла 14,3 мг/сут, макси-

мальные значения достигались на 4 сут и 

составляли 21,65 мг/сут. Максимальная 

удельная скорость биодеструкции ибу-

профена составляла 0,031 сут
-1

. В течение 

всего процесса биоконверсии ибупрофена 

отмечали прирост биомассы. 

 

Биодеструкция диклофенака  

с использованием клеточных фракций 

Известно, что в процессах бактери-

ального окисления фармполлютантов 

участвуют ферменты, локализованные 

преимущественно в цитоплазме или 

связанные с клеточной мембраной [19]. 

В экспериментах с использованием 

клеточных фракций выявлено участие  

в процессе биодеструкции диклофенака 

(на разных его этапах) цитоплазматиче-

ских и мембранносвязанных ферментов 

с образованием первичных гидрокси-

производных диклофенака (4ʹ-гидрокси- 

и 5-гидроксидиклофенак) и фенилуксус-

ной кислоты соответственно (табл. 1). 

Известно, что в микробные реакции 

окисления НПВС вовлечены цитохром 

P450-зависимые монооксигеназы [20]. 

По нашим данным, достоверное 

(p<0,05) ингибирование процесса 

биоразложения диклофенака отмечается 

в присутствии 1-аминобензотриазола  

и амиодарона (табл. 2). В присутствии 

других ингибиторов уровень 

биодеструкции экотоксиканта сущест-

венно не изменялся. 
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Рис. 2. Динамика биодеструкции 100 мг/л 

ибупрофена клетками R. cercidiphylli ИЭГМ 

1184: ■ – в присутствии н-гексадекана,  

● – контроль абиотической деструкции;  

▲ – контроль биосорбции; 1 – сухой вес (СВ) 

биомассы родококков в присутствии 

диклофенака и н-гексадекана; 2 – сухой вес 

биомассы родококков в присутствии  

н-гексадекана 

Таблица 1 

 

Биодеструкция диклофенака с использованием отдельных фракций клеток R. ruber ИЭГМ 346 

Клеточная фракция 
Содержание 

диклофенака, % 
Метаболиты, % 

Цельноклеточный комплекс 82,10±1,03 
4ʹ-гидроксидиклофенак 3,30±0,47 
5-гидроксидиклофенак 1,80±0,71 

Супернатант с цитоплазматическими 
ферментами 

77,30±3,12 
4ʹ-гидроксидиклофенак 4,50±0,56 
5-гидроксидиклофенак 1,90±0,32 

Супернатант с Тритон-экстрагированными 
мембранносвязанными ферментами 

85,30±2,74 Фенилуксусная кислота 3,10±0,71 

Соникат клеток с неэкстрагируемыми 
ферментами 

100,0 – 

Примечание. Приведены результаты после 10 сут инкубации. 
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Математическое моделирование  

процесса биодеструкции диклофенака 

Сведения, полученные в эксперимен-

тах по биодеструкции диклофенака 

(см. рис. 1,а), использовали для математи-

ческого прогноза продолжительности це-

левого процесса. Как видно из рис. 3, 

процесс биодеструкции диклофенака 

проходил по интенсивному пути, то есть 

максимальная скорость биодеструкции 

наблюдалась в течение первых суток 

эксперимента, что адекватно можно было 

отразить на кинетическом уравнении 

первого порядка: 

dx / dt = – kx 

при концентрации вещества x0 = 100%  

в качестве начального условия и при 

постоянной величине параметра скорости 

биодеструкции k = const.  

Для прогноза времени уменьшения в 

100 раз 50 мг/л диклофенака с заданной 

вероятностью 95% использовали верх-

нюю границу доверительного интервала 

изменения его концентрации с соответст-

вующей вероятностью. Согласно методи-

ке [21], были найдены значения k
-
 и k

+
, 

определяющие нижнюю 2 и верхнюю 1 

границы доверительного интервала. Для 

логнормального закона распределения 

были получены значения k
-
 = 0,0390 сут

-1
 

и k
+
 = 0,0088 сут

-1
, для нормального –  

k
-
 = 0,0260 сут

-1
 и k

+
 = 0,0082 сут

-1
. Для 

установления времени уменьшения кон-

центрации в определенное число раз на 

оси ординат откладывали соответствую-

щее значение концентрации диклофе-

нака(%) и по кривой 1 на рис. 3 определя-

ли прогноз времени. Прогноз времени 

уменьшения концентрации диклофенака 

в процессе бактериальной деструкции в 

100 раз с вероятностью 95% с применени-

ем логнормального закона распределения 

параметра математической модели со-

ставлял 526 сут, с нормальным – 562 сут.  

 

Реакции бактериальных клеток  

на воздействие НПВС 

По нашим данным, наиболее типичной 

реакцией родококков в ответ на присутст-

вие фармполлютантов являлось формиро-

вание в жидкой среде обособленных 

многоклеточных агрегатов разного раз-

Таблица 2 

 

Влияние ингибиторов цитохром P450-зависимых 
монооксигеназ на деструктирующую активность 

клеток R. ruber ИЭГМ 346 в отношении 
диклофенака 

Ингибитор 
Содержание 

диклофенака, % 

Без ингибитора 83,00±1,24 

1-аминобензотриазол 95,60±2,36* 

Амиодарон 98,20±4,79* 

Кетоконазол 86,60±3,01 

Имидазол 79,30±2,95 

Проадифен 85,40±4,21 

Примечание . 
*
Данные достоверно отличаются 

от контроля (без ингибитора). Приведены 

результаты на 10-е сут эксперимента. 

  

а       б 

Рис. 3. Доверительный интервал для изменения концентрации диклофенака (50 мг/л)  

с вероятностью 95% при логнормальном (а) и нормальном (б) законах распределения:  

1 – верхняя граница; 2 – нижняя граница; 3 – выборочный аналог математического ожидания 
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мера (10–70 мкм) неправильной формы  

(рис. 4,б, рис. 5, в,г). Такая «кооперативная 

клеточная система», очевидно, обеспе-

чивает согласованное функционирование 

многочисленных ассоциированных 

клеток, позволяет популяции адаптиро-

ваться и расти в «жестких» условиях, при 

которых одиночные клетки не способны к 

размножению и биодеструкции экотокси-

кантов [22]. Наиболее выраженная объем-

ная агрегация клеток отмечалась в присут-

ствии высоких (50 мг/л) концентраций 

диклофенака на 10-е сут эксперимента 

(рис. 5,б). В этих условиях регистрировали 

максимальный уровень искажения 

морфологической структуры клеток: 

изменение формы и укрупнение средних 

размеров вегетативных клеток. У одиноч-

ных клеток нередко отмечалось 

повреждение целостности пептидоглика-

нового слоя, сопровождающееся выхо-

дом компонентов цитоплазмы во внеш-

нюю среду (рис. 6), и накопление в 

образце мертвых клеток. 

 Рис. 5. Совмещенные 3D АСМ-КЛСМ-изображения R. ruber ИЭГМ 346. Клетки выращивали  

в течение 10 сут в присутствии глюкозы (а); 50 мкг/л диклофенака и глюкозы (б, г);  

50 мг/л диклофенака и глюкозы (в). Поврежденные клетки отмечены красным свечением 

Рис. 4. КЛСМ-изображения клеток R. cercidiphylli ИЭГМ 1184, выращенных в МПБ (а)  

и в присутствии ибупрофена (б) 

а       б 
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Деструктивное воздействие диклофена-

ка на морфологическом уровне для родо-

кокков проявлялось в достоверном (p<0,05) 

изменении относительной площади (S/V) 

бактериальных клеток (табл. 3). Уменьше-

ние поверхности относительно объема 

клеток, по-видимому, играет важную роль 

в «противостоянии» бактерий токсическо-

му воздействию фармполлютанта за счет 

уменьшения открытой поверхности клеток 

для контакта с экострессором [23].  

Иная картина наблюдалась в присутствии 

низкой (50 мкг/л) концентрации диклофе-

нака и 100 мг/л ибупрофена: относительная 

площадь контакта родококков с субстрата-

ми, напротив, увеличивалась для лучшего 

их поглощения и потребления.  

Исследование микрогеометрии 

поверхности живых бактериальных кле-

ток выявило увеличение среднеквадра-

тичной шероховатости и амплитуды мик-

рорельефа в присутствии обоих субстра-

тов (табл.  4). Однако изменения данного 

показателя были выражены в разной 

степени: в присутствии диклофенака 

увеличение шероховатости клеточных 

Таблица 3 

Морфометрические параметры родококков в присутствии фармполлютантов 

Вариант Длина, мкм Ширина, мкм Объем,  
V, мкм3 

Площадь,  
S, мкм2 

S/V, мкм-1 

R. cercidiphylli ИЭГМ 1184 

Контроль 3,30±0,14 1,00±0,27 2,60±0,07 6,80±0,17 2,60±0,12 

Ибупрофен (100 мг/л) 1,30±0,11 1,10±0,06 1,10±0,00 3,70±0,02 3,40±0,05 

R. ruber ИЭГМ 346 

Контроль 3,00 ± 0,02 0,90 ± 0,05 1,90 ± 0,03 5,50 ± 0,05 2,90 ± 0,02 

Диклофенак (50 мг/л) 3,50 ± 0,13 1,10 ± 0,02 3,30 ± 0,05 7,90 ± 0,10 2,40 ± 0,08 

Диклофенак (50 мкг/л) 2,20 ± 0,05 0,90 ± 0,01 1,00 ± 0,02 3,60 ±0,03 3,60 ± 0,02 

Примечан ие . Здесь и в табл. 4 клетки выращивали в течение 10 сут 

Рис. 6. АСМ-изображения клеток R. ruber ИЭГМ 346, выращенных в течение 10 сут  

в присутствии 50 мг/л диклофенака. Стрелками указаны зоны повреждения клеток 

 и изливания клеточного содержимого. 

  

Таблица 4 

  

Изменение свойств клеточной поверхности родококков в присутствии фармполлютантов 

Условия культивирования Среднеквадратичная 
шероховатость, нм 

Электрокинетический потенциал, 
мВ 

R. cercidiphylli ИЭГМ 1184 

Контроль 163,96±5,20 -17,10±1,30 

Ибупрофен (100 мг/л) 465,28±16,26 -25,40±0,80 

R. ruber ИЭГМ 346 

Контроль 197,80 ± 2,30 -35,27±2,33 

Диклофенак (50 мг/л) 216,10 ± 5,51 -31,32±0,83 

Диклофенак (50 мкг/л) 249,60 ± 6,64 -32,17±1,05 
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поверхностей составляло 9–20%, тогда 

как при наличии ибупрофена – 65%.  

Воздействие диклофенака и ибупрофе-

на на родококки сопровождалось также 

изменением электрокинетических свойств 

поверхности клеток (табл. 4). В присутст-

вии ибупрофена происходило увеличение 

«отрицательности» дзета-потенциала по 

сравнению с таковыми показателями кон-

трольных образцов. Обратная тенденция 

наблюдалась в присутствии диклофенака в 

высокой (50 мг/л) концентрации: электро-

кинетический потенциал смещался к бо-

лее положительным значениям, что свиде-

тельствовало о катионной природе экоток-

сиканта (возможно, за счет присутствия  

в молекуле диклофенака катиона натрия  

и его взаимодействия с карбоксильными 

группами миколовых кислот клеточной 

стенки родококков) и электростатическом 

характере первоначального взаимодейст-

вия диклофенака с бактериальными 

клетками (рис. 7). Клетки, выращенные  

в присутствии низкой (50 мкг/л) концен-

трации диклофенака, достоверно не отли-

чались по величине дзета-потенциала  

от клеток, выращенных при высокой 

(50 мг/л) концентрации экотоксиканта. 

Сдвиг дзета-потенциала в сторону 

более нейтральных значений может 

приводить к дестабилизации и лизису 

клеток [24]. В нашем исследовании это 

подтверждено появлением значительно-

го числа поврежденных или лизирован-

ных клеточных форм в первые 10 сут 

эксперимента по биодеструкции дикло-

фенака (см. рис. 6). 

Другим подтверждением нахождения 

клеток в угнетенном состоянии в присут-

ствии диклофенака служили показатели 

окислительного стресса, в частности 

выявленное изменение каталазной актив-

ности родококков (рис. 8). 

На 10-е сут эксперимента регистрирова-

ли значительное увеличение (с 4,50±0,15  

до 6,60±0,21 мкМ/мин×ОП) каталазной ак-

тивности родококков. Это, по-видимому, 

обусловлено тем, что в условиях окисли-

тельного стресса клетка расходует энергию 

на защитные ферментативные реакции, 

поскольку, как известно [25], нефермент-

ные антиоксидантные системы (гликоген, 

полисахариды, миколаты трегалозы) не 

осуществляют эффективную защиту от 

активных форм кислорода ввиду дестаби-

лизации клеточных оболочек и нарушения 

целостности мембран (см. рис. 6).  

С увеличением времени контактирова-

ния клеток с диклофенаком на 20-е, 30-е 

сутки наблюдалось смещение дзета-по-

тенциала (-37,47±2,33, -47,81±2,57 мВ со-

ответственно) в более отрицательную об-

ласть, что коррелировало с установлен-

ным фактом увеличения содержания сум-

марных клеточных липидов (табл. 5), 

снижением каталазной активности,  

а также выраженным увеличением степе-

ни гидрофобности клеточной стенки 

родококков (рис. 9), сопровождающимся 

интенсивным формированием обособлен-

ных клеточных агрегатов. Выявленные за-

кономерности свидетельствуют о том, что 

Рис. 7. Изменение ζ-потенциала клеток R. ruber 

ИЭГМ 346. Клетки выращивали в присутствии 

глюкозы (контроль     ); 50 мг/л диклофенака 

и глюкозы (    ) 
Примечан ие : *Данные достоверно (p<0,05) 

отличаются от контрольных значений. 

 

Рис. 8. Динамика каталазной активности 

клеток R. ruber ИЭГМ 346 в присутствии  

50 мг/л диклофенака (1); 2 – биотический 

контроль 
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структура развивающейся популяции пла-

стично изменяется в сторону более устой-

чивых особей. Выявленные особенности 

рассматриваются нами в качестве механиз-

мов адаптации родококков и, как следст-

вие, повышения их устойчивости к токси-

ческому воздействию фармполлютантов.  

 

Пути биодеструкции НПВС 
По нашим данным, процесс разложе-

ния диклофенака натрия (соединение 1) 

идет с образованием первичных 

гидроксипроизводных (соединения 4, 5)  

и последующей их метаболизации по 

трем путям (рис. 10). Следует отметить, 

что из 16 выявленных нами метаболитов 

только 4 (4ʹ-гидроксидиклофенак, 5-гид-

роксидиклофенак и два соединения бен-

зохинониминовой структуры) аналогич-

ны таковым, обнаруженным ранее други-

ми исследователями у протеобактерий  

и Actinoplanes [15]. При этом во всех ра-

нее обнаруженных метаболитах сохраня-

лась связь C-N при втором атоме углеро-

да в нехлорированном ароматическом 

кольце диклофенака. В данной публика-

ции [15] отсутствовали сведения, 

подтверждающие факт раскрытия арома-

тического цикла в структуре образую-

щихся соединений. В результате прове-

денных нами исследований впервые вы-

явлены разрыв связи C-N в структуре 

диклофенака с образованием фенилуксус-

ной кислоты и последующее раскрытие 

Рис. 9. Микрофотографии клеток R. ruber ИЭГМ 346. A – клетки, выращенные в течение 15 сут  

в присутствии глюкозы; Б – в присутствии 50 мг/л диклофенака и глюкозы:  

1 – без добавления (NH4)2SO4; 2 – в присутствии 0,6 М (NH4)2SO4.×1000 

 

Таблица 5 

  

Содержание суммарных липидов в клетках R. ruber ИЭГМ 346, выращенных в присутствии 
глюкозы (контроль) и диклофенака 

Вариант Сухая биомасса, г/л 
Суммарные липиды, % 

от сухого веса 

Контроль 2,10±0,08 43,40±1,72 

50 мг/л диклофенак 0,40±0,02 70,80±4,46 

Примечание. Родококки выращивали в течение 15 сут 
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хинонового цикла с образованием 

фумарилацетоуксусной кислоты 

(соединение 12) и простых продуктов её 

гидролиза – ацетоуксусной и фумаровой 

кислот (соединения 13, 14), что свиде-

тельствует о полной детоксикации дикло-

фенака [22]. О полной детоксикации по-

лициклического хлорированного азотсо-

держащего фармполлютанта диклофенака 

свидетельствуют также выявленные реак-

ции дегалогенирования соединений 6 и 8 

с высвобождением свободных хлоридов. 

Как видно из рис. 11, выраженное 

увеличение содержания хлорид-ионов  

в среде наблюдалось в первые 20 сут экс-

перимента (от 0 до 18,7 мМ/л). Наиболее 

высокие (25,4 мМ/л) показатели содержа-

ния хлорид-ионов регистрировали на 40-е 

сут эксперимента при последующем 

резком падении значений до 12,5 мМ/л  

к 50-м сут эксперимента. Высвобо- 

ждение хлорид-ионов, по-видимому, 

Рис. 10. Пути биодеструкции диклофенака клетками R. ruber ИЭГМ 346. 1 – натриевая соль 2-(2-[2′,6′-

дихлорфенил]-амино)-фенилуксусной кислоты; 2 – 2-(2-[2′,6′-дихлорфенил]-амино)-фенилуксусная 

кислота; 3 – 2-(2-[2′,6′-дихлорфенил-4′-гидрокси]-амино)-фенилуксусная кислота; 4 – 2-(2-[2′,6′-

дихлорфенил-5-гидрокси]-амино)-фенилуксусная кислота; 5 – 2-(1-(5-оксо-циклогекса-1,3-диенил-2-

(2′,6′-дихлор-фенилимино)-уксусная кислота; 6 – 4-амино-3,5-дихлорфенол; 7 – фенилуксусная кислота; 

8 – 5-амино-4,6-дихлорбензол-1,2-диол; 9 – 3-гидроксифенилуксусная кислота; 10 – 2,5-дигидрокси-

фенилуксусная кислота (гомогентизиновая кислота; 11 – 2-(p-бензохинон-2)-уксусная кислота;  

12 – 4,6-диоксо-окт-2-транс-ендиовая кислота (фумарилацетоуксусная кислота);  

13 – 3-оксобутановая кислота (ацетоуксусная кислота); 14 – транс-бутендиовая кислота (фумаровая 

кислота); 15 – 4,6,7-триоксоокт-2-ендиовая кислота; 16 – 2-[1-(5-оксоциклогекса-1,3-диенил-2-(3′,4′-

дигидрокси-2′,6′-дихлорфенил)-имино]-уксусная кислота 
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сопровождалось образованием HCl, о чем 

свидетельствовало снижение показателя 

pH среды (с 6,9 до 6,5). 

Токсичность продуктов биодеструк-

ции диклофенака в отношении овса Avena 

sativa L. не выявлена (табл. 6). Расчетный 

фитоэффект, оказываемый продуктами 

биодеструкции диклофенака, составлял 

лишь 0,7%, в то время как в присутствии 

диклофенака в концентрациях от 5 до 

500 мг/л наблюдали подавление развития 

корневой системы овса от 23,1 до 100%, 

что свидетельствовало о выраженном 

токсичном действии диклофенака в отно-

шении тест-растения овса Avena sativa L. 

По данным анализа, проведенного с 

использованием программы ECOSAR, 

показатели острой и хронической ток-

сичности конечных продуктов биодест-

рукции диклофенака (фумарилацетоук-

сусной, ацетоуксусной, фумаровой ки-

слот) составляли более 100 и 1 000 мг/л 

соответственно. Согласно Глобальной 

гармонизированной системе классифи-

кации и маркировки химических 

веществ [26], это свидетельствовало  

о нетоксичности данных метаболитов 

для водных организмов (табл. 7). 

По результатам проведенного PASS-

анализа, бензохинонимин (см. рис. 10, 

соединение 5) является субстратом CYP2J, 

GST A (коэффициент вероятности более 

0,9) и обладает широкими ингибирующи-

ми свойствами (коэффициент вероятности 

более 0,8), может проявлять достаточно 

высокую антисеборейную активность и 

использоваться в лечении ринита, а также 

фобических расстройств (коэффициент ве-

роятности более 0,7) (табл. 8). Получен-

ные результаты указывают на перспектив-

ность дальнейшего углубленного исследо-

вания биологической активности этого 

перспективного метаболита диклофенака. 

По нашим данным, метаболизация 

ибупрофена сопровождалась гидроксили-

рованием молекулы экотоксиканта (соеди-

нение 1) с образованием 2-гидроксиибу-

профена (соединение 2), 2,5-дигидроксии-

бупрофена (соединение 3) и 5-гидроксии-

бупрофена (соединение 5) и их последую-

щим декарбоксилированием (рис. 12). Вы-

явление дальнейших преобразований гид-

роксилированных и карбоксилированных 

метаболитов, образующихся в процессе 

биодеструкции ибупрофена, требует про-

ведения более детальных исследований. 

 

Заключение 

В результате проведенных исследова-

ний впервые показана способность акти-

нобактерий рода Rhodococcus к деструк-

ции диклофенака натрия и ибупрофена. 

По данным масштабного (220 штаммов) 

скрининга актинобактерий из Региональ 

Рис. 11. Изменение содержания хлоридов в среде 

в процессе биодеструкции 50 мг/л диклофенака 

клетками R. ruber ИЭГМ 346 (2). 1 – pH среды; 

3 – контроль абиотической деструкции 

 

Таблица 6 

  

Фитоэффект, оказываемый диклофенаком и продуктами его биодеструкции 

Вариант Длина корня, см Фитоэффект, % Тест-реакция 

Контроль (вода) 11,00±1,14 0,00 
Норма 

Контроль среды 11,40±0,87 -3,20 

500 мг/л ДН 0,00 100 

Эффект торможения 
50 мг/л ДН 0,20±0,10 98,20 

25 мг/л ДН 6,50±1,08 40,90 

5 мг/л ДН 8,50±1,41 23,10 

Продукты биодеструкции 10,90±0,55 0,70 
Норма 

Биотический контроль 9,00±1,05 18,50 
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Таблица 8 

  

Расчет прогнозируемой биологической активности бензохинонимина (соединение 5)  
с использованием программы PASS Online 

Pa Pi Предполагаемая активность 

0,929 0,003 Субстрат CYP2J2 

0,925 0,003 Субстрат CYP2J 

0,887 0,006 Ингибитор хлордекон редуктазы 

0,837 0,009 Ингибитор глюконат 2-дегидрогеназы 

0,807 0,011 Ингибитор экспрессии HIF1A 

0,797 0,012 Антагонист рецепторов анафилатоксина 

0,758 0,021 Ингибитор гликозилфосфатидилинозитол фосфолипазы 

0,757 0,008 Ингибитор линолеатдиол синтетазы 

0,744 0,017 Субстрат GST A 

0,744 0,053 Ингибитор цитохром-с редуктазы 

0,728 0,023 Ингибитор НАДФH-пероксидазы 

0,728 0,064 Лечение фобических расстройств 

0,719 0,003 Лечение ринита 

0,707 0,036 Антисеборейное действие 

0,703 0,054 Агонист целостности мембран 

 

Таблица 7 

  

Расчет экотоксичности диклофенака и продуктов его биодеструкции 
 с использованием программы ECOSAR 

С
ое

д
ин

ен
ие

 

ECOSAR класс 

Концентрация, мг/л 

Категория 
опасности 

Острая токсичность Хроническая токсичность 

Рыбы 
ЛД50 
(96 ч) 

Дафнии 
ЛД50 

(48 ч) 

Зеленые 
водоросли 

ЭД50 

(96 ч) 

Рыбы 
ЭД50 

(30 сут) 

Дафнии 
ЭД50 

(21 сут) 

Зеленые 
водоросли 

ЭД50  

(16 сут) 

1,2 
Neutral Organics-
acid 

37,66 25,75 41,41 4,58 4,22 16,42 II 

3 Phenols-acid 68,21 34,80 142,67 8,19 6,61 66,03 III 

4 Phenols-acid 68,21 34,80 142,67 8,19 6,61 66,03 III 

5 
Schiff Bases-
Azomethine-acid 

7,58 10,04 8,35 0,23 0,68 4,00 II 

6 Phenol Amines 10,50 1,09 4,12 0,60 0,36 0,76 II 

7 
Neutral Organics-
acid 

3647,34 1964,52 1176,48 334,10 165,41 273,93 IV 

8 Phenols, Poly 38,06 434,37 8,49 24,19 172,05 0,99 III 

9 Phenols-acid 1665,51 313,93 1599,25 144,13 59,82 761,38 IV 

10 
Hydroquinones –
acid 

3,17 4,91 7,12 0,28 5,72 13,95 II 

11 Quinones-acid 1,60 13,41 0,76 0,16 97,47 0,17 II 

12 Diketones-acid 3576,90 2165,74 367,57 3774,68 2930,32 1839,61 IV 

13 
Neutral Organics-
acid 

399876,37 172315,18 41032,34 28162,12 7792,56 5821,70 IV 

14 
Neutral Organics-
acid 

53316,05 25294,80 8964,33 4216,20 1496,17 1573,47 IV 

15 
Vinyl/Allyl Ketones-
acid 

78982,13 47149,87 34104,79 977981,33 11420,81 35237,52 IV 

16 
Phenols, Poly –
acid 

99,81 655,87 50,78 51,36 238,82 7,25 III 

Примечание. ЛД50 – средняя летальная доза, ЭД50 – средняя эффективная доза. I – высокотоксичные, 

II – токсичные, III – опасные для водных организмов, IV – нетоксичные [26]. 
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ной профилированной коллекции алкано- 

трофных микроорганизмов отобраны 

штаммы R. ruber ИЭГМ 346 и R. 

cercidiphylli ИЭГМ 1184, способные к пол-

ной биодеструкции диклофенака (50 мкг/л) 

и ибупрофена (100 мг/л) в течение 6 сут 

Наиболее типичными реакциями ро-

дококков на воздействие НПВС являют-

ся формирование многоклеточных конг-

ломератов, повышение содержания сум-

марных клеточных липидов и степени 

гидрофобности клеточной стенки, изме-

нение морфометрических параметров, а 

также дзета-потенциала клеточной по-

верхности родококков. Полученные дан-

ные рассматриваются в качестве меха-

низмов адаптации родококков и, как 

следствие, повышения их устойчивости 

к токсическому воздействию фармпол-

лютантов. Показано, что процесс биоде-

струкции диклофенака катализируется 

цитоплазматическими и мембранносвя-

занными ферментами. В процессе на-

чального окисления молекулы диклофе-

нака участвуют цитохром Р450-зависи-

мые монооксигеназы. Идентифицирова-

ны продукты бактериального разложе-

ния экотоксикантов и описаны пути их 

метаболизации. Впервые получены све-

дения, подтверждающие разрыв связи  

C-N и раскрытие ароматического кольца 

в молекуле диклофенака с образованием 

неопасных метаболитов – фумарилацето-

уксусной, ацетоуксусной, фумаровой ки-

слот. Биоконверсия ибупрофена сопро-

вождается гидроксилированием его мо-

лекулы c последующим карбоксилирова-

нием окисленных производных. 

Полученные фундаментальные данные 

дают представление об экологической роли 

актинобактерий рода Rhodococcus в деток-

сикации фармполлютантов и создают пред-

посылки для реализации технических ре-

шений процессов доочистки сточных вод 

фармацевтических предприятий и обезвре-

живания опасных фармотходов. 

Рис. 12. Предполагаемая схема биодеструкции ибупрофена клетками R. cercidiphylli ИЭГМ 1184.  

1 – натриевая соль (RS)-2-(4-(2-метилпропил)фенил)пропановой кислоты;  

2 – (RS)-2-(4-(2-метилпропил)фенил)пропановая кислота;  

3 – (RS)-2-(4-(2-гидрокси-2-метилпропил)фенил)пропановая кислота;  

4 – (RS)-2-(4-(2,5-дигидрокси-2-метилпропил)фенил)пропановая кислота;  

5 – (RS)-2-(4-(5-гидрокси-2-метилпропил)фенил)пропановая кислота;  

6 – декарбоксилированное производное (RS)-2-(4-(2-гидрокси-2-метилпропил)фенил)пропановой 

кислоты; 7 – декарбоксилированное производное (RS)-2-(4-(2,5-дигидрокси-2-

метилпропил)фенил)пропановой кислоты; 8 – декарбоксилированное  

производное RS)-2-(4-(5-гидрокси-2-метилпропил)фенил)пропановой кислоты 
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Recently, there has been a steady increase in fundamental interest in studying the degree of 

bioavailability and toxic effects of pharmaceutical pollutants on natural microorganisms, which 

play the role of a primary response system to the xenobiotic load in the environment. Employing 

the bioresources of the Regional Specialised Collection of Alkanotrophic Microorganisms (IEGM, 

Large-Scale Research Facilities number 73559, WDCM # 768, http://www.iegmcol.ru), the ability 

of actinobacteria of the genus Rhodococcus to decompose complex aromatic compounds that 

constitute the non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) widely used for medical purposes 

was first established. Active biodegraders of diclofenac and ibuprofen, which dominate among 

NSAIDs detected in the natural environment and pose the greatest potential risk to hydrobiota and 

humans, were selected. The kinetics and main characteristics of the biodegradation process of the 

tested pharmaceutical pollutants were investigated depending on the physiological state and culture 

conditions of their biodegraders. Cytochrome P450-dependent monooxygenases were shown to 

participate in the initial oxidation of the pharma pollutants. The products of bacterial 

decomposition of the ecotoxicants were identified, the pathways of their biodegradation were 

characterized, and the mathematical models of the process of complete bacterial degradation of 

pharmaceutical pollutants in high concentrations were described. For the first time, evidence for 

the C-N bond breaking and aromatic ring opening in the diclofenac structure accompanied by the 

formation of metabolites harmless to living organisms was obtained. Potential bioactivity of 

individual metabolites of diclofenac and ibuprofen was evaluated. The most typical reactions of 

rhodococci exposed to NSAIDs were as follows: changes in the zeta potential, morphometric 

parameters and degree of hydrophobicity of bacterial cells, an increased content of total cellular 

lipids, and the formation of bacterial associates. The obtained results are considered to be 

mechanisms of rhodococci adaptation and their increased resistance to toxic effects of the 

pharmaceutical pollutants tested. The obtained fundamental data elucidate the environmental role 

of rhodococci in detoxification of pharma pollutants and underpin the implementation of 

innovative technical solutions for advanced pharmaceutical sewage treatment and the 

pharmaceutical waste disposal. 
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